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Souhrn 

Předkládaná práce poskytuje přehled o často používaných technikách proteinové 

detekce a současně se zabývá optimalizací techniky western blotů a dot blotů pro analýzu 

některých jaderných proteinů, především uracilových DNA glykosyláz, které hrají zásadní roli 

při opravách DNA pomocí bázové excizní opravy. Vedle toho byla testována nově vyvinutá 

technika stanovení aktivity uracilových DNA glykosyláz. Součástí práce je i přehled základních 

mechanismů oprav DNA se zaměřením na opravy prováděné systémem bázové excizní opravy.  

Výsledky experimentální části ukázaly, že technologie dot blotů není, na rozdíl od 

technologie western blotů, vhodná pro detekci uracilových DNA glykosyláz. Současně tyto 

výsledky silně indikují, že testovaná, nově vyvinutá, technologie pro stanovení uracilových 

DNA glykosyláz je významně citlivější než technologie western blotů. Zatímco technologie 

western blotů vyžadovala nanášku přibližně 5 µg celkového proteinu, v případě stanovení 

aktivity uracilových DNA glykosyláz bylo pro spolehlivou analýzu vyžadováno celkově asi 

100 ng proteinu.  
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Summary 

The thesis presented provides overview of frequently used methods for protein detection 

and simultaneously, it deals with the optimization of western blot and dot blot techniques for 

the analysis of the selected nuclear proteins, particularly uracil DNA glycosylases that play 

an essential role in the base excision repair. Further, a newly developed method for 

the determination of the activity of uracil DNA glycosylases was tested. The thesis also includes 

a review of basic DNA repair mechanisms with the focus on the base excision repair.  

The results of the experimental part show that unlike the western blot, the dot blot 

technique is not suitable for the detection of uracil DNA glycosylases. Concurrently, the results 

strongly indicate that the tested, newly developed, approach for the determination of the activity 

of uracil DNA glycosylases is significantly more sensitive than the western blot technology. 

While the western blot method required the application of 5 µg of the total protein, only 100 ng 

of the total protein was necessary for the reliable analysis in the case of the determination of 

the activity of uracil DNA glycosylases.  
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1 Úvod 

Opravy DNA umožňují věrné uchování genetické informace a brání navození 

patologických stavů buněk. Jedním z velmi důležitých opravných mechanizmů je bázová 

excisní oprava (BER). BER zajišťuje opravu poškozených bází nebo bází, které byly nesprávně 

zařazeny v průběhu replikace. Proces bázové excizní opravy vyžaduje souhru mnoha proteinů. 

Studium proteinů zúčastněných v bázové excizní opravě je důležité nejen z hlediska objasnění 

jejich funkce v průběhu oprav DNA, ale i pro pochopení patologických jevů spojených 

s opravami DNA. Pro jejich studium jsou využívány jak metody běžně používané 

v proteomických analýzách, tak metody speciálně určené pro analýzu proteinů podílejících se 

na BER. 

V předkládané práci jsem se v přehledové části zabýval problematikou analýzy proteinů 

pomocí western blotu, dot blotu a ELISA, a postavením BER v opravných mechanismech DNA. 

V experimentální části jsem optimalizoval přípravu buněčných extraktů pro metodu western 

blotu, optimalizoval metodu western blotu i dot blotu pro detekci proteinů účastnících se bázové 

excisní opravy a testoval nově vyvinutou metodu pro stanovení glykosylační aktivity 

v extraktech. 
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2 Cíle práce 

1. Vypracování literární rešerše na téma: Často používané techniky detekce proteinů, 

jejich porovnání a použití. 

2. Vypracování literární rešerše na téma: Role bázové excisní opravy v opravných 

systémech buňky. 

3. Optimalizace přípravy buněčných extraktů pro metodu western blotu. 

4. Optimalizace metody western blotu i dot blotu pro detekci vybraných proteinů 

účastnících se bázové excizní opravy. 

5. Testování nově vyvinuté metody pro analýzu uracilové DNA glykosylační aktivity. 
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3 Literární přehled 

3.1 Western blot 

Western blot (WB), někdy také nazývaný immunoblotting, případně protein blotting, je 

technika, pomocí níž lze stanovovat poměrná množství specifických proteinů  

(semi-kvantitativně), určovat jejich přibližnou velikost, či sledovat post-translační změny 

proteinů. 

Western blot zahrnuje několik kroků. Jedná se zpravidla o (i) extrakci proteinů z tkání 

nebo buněk; (ii) stanovení koncentrace veškerých proteinů ve vzorku; (iii) elektroforetickou 

separaci proteinů; (iv) přenos proteinů z gelu na membránu; (v) blokování membrány;  

(vi) reakci se specifickými protilátkami rozeznávajícími tyto proteiny; (vii) reakci se sekundární 

protilátkou s navázanou značkou (například chemiluminiscentní nebo fluorescenční); 

(viii) detekci signálu a (ix) vyhodnocení získaných dat (Bass et al., 2017). Obecné schéma 

procedury je znázorněno na obrázku 1.  

3.1.1 Příprava vzorku a extrakce proteinů 

Sledované proteiny mohou být připraveny z různých typů vzorků. Typickým vzorkem 

jsou tkáně či kultivované buňky. Používané techniky extrakce proteinů jsou založeny na 

mechanickém nebo chemickém působení (Grabski, 2009), přičemž nezbytným předpokladem 

je narušení buněčné membrány, v případě rostlinných pletiv i buněčné stěny. Zvolený způsob 

extrakce vzorku by měl zohledňovat, jaký protein bude studován, zda pochází z rostlinných 

nebo živočišných buněk, o jaký druh tkáně nebo pletiva se jedná a kde je v buňce lokalizován 

(Holden et Horton, 2009; Laing et Christeller, 2004). 

Speciálními přístupy je možné získat i extrakty z buněčných organel. Použitá technika 

a úspěšnost separace zpravidla závisí na velikosti a tvaru organel, jejich hustotě a povrchovém 

náboji. V průběhu izolace organel je nutné kontrolovat, zda zvolený postup skutečně vede 

k izolaci požadovaných organel. Pro izolaci organel se zpravidla používají různé druhy 

centrifugace, gelová filtrace nebo gelová elektroforéza (Castle, 2001).  

Ačkoli pro každý studovaný protein existuje optimální postup extrakce včetně lyzačního 

roztoku, nejběžnějším přístupem je použití extrakce pomocí lyzačních roztoků s obsahem solí 

(0–1 mol·l-1), neiontových detergentů (0,1–2 %), iontových detergentů (0,01–0,5 %),  

dvojmocných kationtů (0–10 mmol·l-1) a etylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA,  

0–5 mmol·l-1) při pH 6–9 (Harlow et Lane, 1988).  
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Obrázek 1: Schéma provedení western blotu (převzato a upraveno z Bass et al., 2017). 
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Běžnou součástí lyzačních pufrů jsou rovněž redukční činidla. Příkladem je dithiotreitol 

(DTT) nebo β-merkaptoetanol (β-ME). Jejich úlohou je redukce disulfidických vazeb mezi 

cysteinovými zbytky a denaturace proteinů (Bass et al., 2017).  

Neiontové detergenty rozrušují lipid-lipidové, lipid-proteinové a protein-proteinové 

vazby bez významného vlivu na denaturaci proteinů. Do této skupiny patří např.  

Triton X-100, Nonidet P-40 nebo Tween 20. Iontové detergenty denaturují proteiny, přičemž 

se k nim nekovalentně váží. Inkubace buněk s těmito detergenty vede zpravidla k úplné lýze 

buněk. Typickým příkladem iontových detergentů je dodecylsíran sodný (SDS) a deoxycholát 

sodný (Rosenberg, 2005). 

Další součástí lyzačních roztoků jsou různé inhibitory proteáz, případně fosfatáz. Jejich 

úlohou je zabránit degradaci nebo modifikaci proteinů (Bass et al., 2017). 

Správné pH roztoků je udržováno pomocí vhodných pufrů. Nejčastěji se používají pufry 

obsahující Tris, HEPES, fosforečnany nebo glycin. Jednotlivé pufry lze rovněž různě 

kombinovat, aby se pokrylo širší spektrum pH. Při jejich výběru je nutné zohlednit možné 

interakce jak mezi vlastními činidly, tak i s ostatními látkami a extrahovanými složkami (Stoll 

et Blanchard, 2009). 

3.1.2 Stanovení koncentrace proteinů 

Pro porovnání množství proteinů mezi různými vzorky je nutné nanést stejná množství 

celkových proteinů. Ty se však obvykle obsahem proteinů liší. Proto se provádí kvantifikace 

proteinů ve vzorku. Existuje několik metod pro stanovení množství proteinů ve vzorku.  

Zřejmě nejjednodušší metoda spoléhá na stanovení koncentrace proteinů v extraktu 

pomocí UV absorbance. Metoda využívá absorbanci UV světla při 280 nm aminokyselinami 

s aromatickým jádrem (tyrosin, tryptofan, fenylalanin), či disulfidickými můstky. Metoda je 

vhodná především pro purifikované stejnorodé směsi proteinů. V ostatních případech poskytuje 

nespolehlivé výsledky (Desjardins et al., 2009).  

Pro stanovení koncentrace proteinů jsou nejčastěji používány kolorimetrické metody. 

Ty jsou založeny na reakci činidla s proteiny, která je doprovázena změnou barvy roztoku. 

Barevná změna je následně kvantifikována a data jsou porovnána s kalibrační křivkou roztoků 

obsahujících proteiny o známé koncentraci. I v těchto případech výsledky závisejí na obsahu 

různých proteinů, nicméně díky skutečnosti, že se zpravidla analyzují směsi různých proteinů, 

dochází k částečné eliminaci chyb (Peterson, 1983). V tabulce 1 jsou shrnuty jednotlivé metody 

spolu s jejich interferenčními látkami. 
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Tabulka 1: Přehled kolorimetrických metod stanovení koncentrace proteinů.  
„BCA“ = bicinchoninová kyselina. 

Metoda Rozsah měření Princip metody Interference 

Biuret 5–160 mg·ml-1 

Redukce měďnatých 
iontů na měďné 

peptidovou vazbou 
v alkalickém prostředí 

(Biuretova reakce) 

Lipidy, dextran, 
chelatační činidla 
a mnoho dalších 

Lowry 1–1500 µg·ml-1 
Biuretova reakce + reakce 

tyrosinu a tryptofanu 
s folinovým činidlem 

Detergenty, chelatační 
činidla, thioly 

BCA 20–2000 µg·ml-1 
Biuretova reakce spjatá 
s chelatací pomocí BCA 

Redukující cukry, 
chelatační činidla, thioly 

Bradford 100–2000 µg·ml-1 
Adsorpce barviva na 

protein 
Surfaktanty 

 

První kolorimetrická metoda ke kvantifikaci proteinů ve vzorku byla vyvinuta již roku 

1914 E. Rieglerem, který využil tzv. biuretovou reakci. Reakce využívá redukce měďnatých 

iontů peptidovou vazbou v alkalickém prostředí za vzniku měďných iontů a světle modře až 

fialově zbarveného roztoku s absorpčním maximem při 540 nm. Intenzita zbarvení roztoku je 

přímo úměrná množství peptidových vazeb v roztoku. Metoda je vhodná pro stanovení 

koncentrace u koncentrovaných roztoků proteinů (pracovní rozpětí je 5–160 mg·ml-1). 

S metodou však interferuje velká skupina chelatačních činidel (např. EDTA nebo citrát) (Krohn, 

2002). 

Rovněž tzv. Lowryho metoda využívá pro kvantifikaci proteinů biuretovou reakci. 

V prvním kroku jsou měďnaté ionty v alkalickém prostředí redukovány na měďné iony. 

Ve druhém kroku je k roztoku přidáno Folin-Ciocalteovo činidlo obsahující kyselinu 

fosfowolframovou a fosfomolybdenovou. To vede k oxidaci měďných iontů na ionty měďnaté 

a vytvoření molybdenové modři. Vedle toho přispívají k tvorbě molybdenové modře postranní 

zbytky tyrosinu a tryptofanu v proteinech. Výsledkem uvedených reakcí je změna barvy 

roztoku na sytě modrou. Metoda je vhodná pro měření koncentrací proteinů v rozsahu 0,001 až 

1,5 mg·ml-1. Absorbance roztoku se měří při 750 nm. Nevýhodou tohoto způsobu stanovení 

proteinů je jeho citlivost na pH roztoku. Optimální je alkalické prostředí s pH = 10–10,5. Navíc 

zbarvení roztoku, je ovlivněno zastoupením jednotlivých aminokyselin, a proto není přímo 

úměrné koncentraci proteinů (Lowry et al., 1951). Další nevýhodou je interference s detergenty 

či dalšími látkami, které se mohou vyskytovat v biologických materiálech (Lovrien et Matulis, 

2001).  
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Další metoda, která rovněž využívá biuretovou reakci a tvorbu atomů jednomocné mědi 

je metoda založená na bicinchoninové kyselině (BCA). Namísto Folin-Ciocalteova činidla 

využívá sodnou sůl kyseliny bicinchoninové, která chelatuje měďné ionty. V zásaditém 

prostředí reaguje v poměru 2:1 s měďnými ionty, přičemž vzniká fialově zbarvený komplex 

s absorpčním maximem při 582 nm. Metoda je vhodná pro měření koncentrace proteinů 

v rozsahu 0,02 až 2 mg·ml-1. Protokol je náchylný na přítomnost redukujících cukrů 

a chelatačních látek. Optimální pH metody je 11,25 (Smith, 1985). 

Dalším přístupem pro kvantifikaci proteinů je Bradfordova metoda. Ta využívá vazbu 

Coomassie Brilliant Blue G-250 na proteiny. Použité barvivo má 2 formy: červenou a modrou. 

Po navázání původně červené formy na protein dochází ke změně na modrou formu a ke změně 

absorpčního maxima z 365 nm na 595 nm. Metoda je 4× senzitivnější než Lowryho metoda, 

ale dochází při ní k nežádoucím interakcím v silně alkalickém prostředí a za přítomnosti 

velkého množství detergentů (> 1 %) (Bradford, 1976). 

Jak je patrné, vhodnou metodu pro kvantifikaci jen nutné vybrat na základě znalostí 

látek obsažených v lyzačním roztoku. Na druhou stranu je možné použít speciální separační 

metody k odstranění nežádoucích, interferujících látek (Lovrien et Matulis, 2001). To však vede 

k prodloužení procedur.  

Firma Thermo Fisher Scientific (2012) uvádí na svých stránkách seznam interferujících 

látek s kolorimetrickými metodami a jejich limitní koncentrace pro správné stanovení 

koncentrace proteinů v lyzátech.  

3.1.3 Elektroforetická separace 

Nejběžněji jsou proteiny v lyzátech separovány pomocí SDS polyakrylamidové gelové 

elektroforézy (SDS-PAGE). Před vlastní elektroforetickou separací jsou vzorky ošetřeny 

redukčním činidlem (např. β-ME) a SDS. Působením redukčního činidla dochází k rozrušení 

disulfidických vazeb mezi jednotlivými podjednotkami proteinu nebo uvnitř samotného řetězce 

aminokyselin. SDS proteiny denaturuje za vzniku jejich lineární struktury a současně jim 

uděluje záporný náboj. Tento náboj je přímo úměrný velikosti proteinu. Vzorky jsou před 

nanesením krátce (2–5 min) zahřáty při teplotě 95–100 °C. Tím je zvýšena efektivita denaturace 

proteinů a také efektivita vazby SDS na proteiny (Smith, B. J., 1984). 

Separace probíhá zpravidla v polyakrylamidovém gelu. Polyakrylamidový gel je tvořen 

akrylamidem a N,N‘-metylenbisakrylamidem. Pro efektivní polymeraci akrylamidových gelů 

je do roztoku akrylamidu a N,N‘-metylenbisakrylamidu přidáván peroxodisíran amonný (APS), 

vytvářející reaktivní radikály, a N,N,N‘,N‘-tetrametyletylen diamin (TEMED) stabilizující tyto 
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radikály (Rosenberg, 2005). Při polymeraci se vytváří separační síť. Velikost pórů v síti závisí 

na koncentraci akrylamidu. Po nanesení vzorků na gel a použitím vhodného roztoku 

umožňujícího pohyb iontů, negativně nabité proteiny putují akrylamidovým sítem ke kladně 

nabité elektrodě. Proteiny se dělí podle velikosti. Rychlost pohybu proteinů je nepřímo úměrná 

logaritmu jejich velikosti (Weber et Osborn, 1969). K separaci se používá konstantní napětí. 

Optimální napětí k separaci proteinů se nachází v rozmezí 10–20 V na centimetr délky gelu. 

Příliš vysoké napětí může způsobit zahřívání gelu a deformace proužků. Nízké napětí 

prodlužuje dobu separace a umožňuje tak difuzi proteinů v gelu (Bio-Rad, 2019a; Yang et 

Mahmood, 2012).  

Pro vznik ostře ohraničených proužků odpovídající jednotlivým proteinům na konci 

separace se používá diskontinuální systém, ve kterém se nacházejí 2 rozdílné typy gelů: ostřící 

a separační. Ostřící gel se skládá z akrylamidu o nižší koncentraci (3–5 %). Hodnota pH je 

okolo 6,8. V tomto gelu dochází ke koncentraci proteinů na rozhraní se separačním gelem. 

Proteiny se tak dostávají do podobné výchozí pozice před vlastní separací. Separační gel 

obsahuje zpravidla mezi 5–20 % akrylamid. pH je voleno kolem hodnoty 8,8. Tento gel slouží 

k vlastnímu rozdělení proteinů. Ke zvýšení rozlišení je možné použít gel obsahující gradient 

akrylamidu (Rosenberg, 2005).  

Vedle popsaného způsobu separace, existují další možnosti. Příkladem je použití nativní 

elektroforézy bez denaturačních a redukčních činidel. Výhodou je práce s nativními proteiny, 

nicméně různé modifikace proteinů ovlivňují jejich pohyb v elektrickém poli, a tudíž je nutná 

optimalizace pro konkrétní vzorky (Arndt et al., 2012). 

3.1.4 Přenos proteinů z gelu na membránu 

Po elektroforetické separaci proteinů jsou proteiny přeneseny pomocí elektrického 

proudu na membránu, na které je lze snadněji detekovat. Ve srovnání s gelem membrána 

poskytuje zvýšenou odolnost při manipulaci (Towbin et al., 1979).  

I když lze k přenosu použít prostou difuzi nebo vakuum, použití elektrického proudu je 

výhodné z hlediska kombinace vysoké rychlosti a účinnosti. Podle sestavení aparatury 

a způsobu imerze transferové sestavy, lze rozlišit dva typy přenosu: „wet blotting“ (tankový 

způsob přenosu) a „semi-dry blotting“ (polosuchý způsob přenosu) (Kurien et al., 2011). 

V případě „wet blottingu“ jsou jak gel, tak membrána ponořeny v transferovém roztoku. 

Sestava je umístěna vertikálně. Gel je umístěn blíže k záporné elektrodě (katodě) a membrána 

se nachází mezi gelem a anodou. Tento druh elektrotransferu je náročnější na množství 
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transferového roztoku a je pomalejší. Nicméně pokud je potřeba zachovat vysoké rozlišení 

proužků, je „wet blotting“ lepší volbou (GE Healthcare Life Sciences, 2014). 

„Semi-dry blotting“ využívá k transferu podobné uspořádání transferové sestavy s tím 

rozdílem, že filtrační papíry, gel a membrána jsou v transferovém roztoku pouze navlhčeny. 

K přenosu dochází v horizontální poloze. Tento druh přenosu je méně časově náročný, má 

menší spotřebu roztoku, ale není tak efektivní (GE Healthcare Life Sciences, 2014). 

Mezi nejpoužívanější druhy membrán patří nitrocelulózová, nylonová a polyvinyliden 

difluoridová membrána. Základní požadavky na membrány jsou: vysoká vazebná kapacita, 

snadná manipulace, efektivní uchování imobilizovaných molekul a kompatibilita s detekčními 

metodami. Interakce proteinů s membránami jsou nekovalentní, ale způsob interference není 

zcela znám (Kurien et al., 2011). 

Úspěšnost transferu je vhodné ověřit nespecifickým barvením proteinů na membráně. 

Lze tak rovněž ověřit, zda nanáška proteinů u jednotlivých vzorků byla přibližně stejná. 

Nejčastěji používané přístupy využívají barvení pomocí Ponceau S, Coomassie Brilliant Blue 

R-250, amidovou černí 10B nebo koloidním zlatem. Ponceau S i amidová čerň jsou relativně 

málo sensitivní (limit detekce je přibližně 50 ng proteinů). Přesto jsou více používané než 

barvením koloidním zlatem s detekčním limitem okolo 2 ng. Důvodem je výrazně nižší doba 

barvení a snadnější vymytí (Yonan et al., 2005). 

3.1.5 Blokování membrány 

Blokování membrány snižuje nespecifické interakce protilátek s membránou a spočívá 

v inkubaci s proteiny. Nejčastěji se používají relativně levné a dostupné proteiny. Příkladem je 

vysušené mléko nebo hovězí sérový albumin (BSA). Blokace snižuje možnost navázání 

protilátky na membránu, čímž dochází ke snížení pozadí. Výsledné proužky jsou tak ostřejší 

a výraznější (Jensen, 2012). Ačkoli je mléko levnější a dostupnější, BSA může poskytovat lepší 

výsledky jak ve smyslu snížení šumu, tak zvýšení citlivosti (Yang et Mahmood, 2012). 

3.1.6 Vazba protilátek 

Studované proteiny jsou zpravidla detekovány pomocí protilátek. Detekční systémy 

jsou zpravidla založeny na nepřímé imunodetekci spočívající v použití dvou protilátek. Nejprve 

je membrána s přenesenými proteiny inkubována s tzv. primární protilátkou, která je specifická 

vůči studovanému antigenu. Při výběru protilátky je důležité brát ohled na to, zda je epitop 

reagující s protilátkou součástí nativní konformace proteinu, nebo zda je protilátka specifická 

vůči denaturovanému proteinu (Bass et al., 2017). Následuje inkubace s tzv. sekundární 

protilátkou, která je specifická vůči primární protilátce. Sekundární protilátky jsou značeny 
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například fluorescenčně nebo enzymaticky. Jednodušší variantou je použití systému jediné 

značené protilátky reagující přímo s detekovaným proteinem. V tomto případě se jedná  

o tzv. přímou imunodetekci. Výhodou nepřímé imunodetekce je zesílení signálu ve srovnání 

s přímou imunodetekcí (Bass et al., 2017). Nezávisle na použitém systému mohou být 

protilátky značeny také např. částicemi zlata nebo pomocí radioaktivních prvků (Kurien et 

Scofield, 2006). 

WB umožňuje alespoň částečně ověřit specifitu protilátek. Je však nutno brát ohled na 

podmínky, za kterých jsou protilátky schopny vázat antigen, jelikož epitop může zahrnovat 

konformační strukturu proteinu, která se denaturací rozpadne (Kurien et al., 2011). 

3.1.7 Detekce signálu a jeho vyhodnocení 

Jak již bylo uvedeno, je k dispozici několik způsobů značení protilátek. Různé způsoby 

značení zpravidla vyžadují odlišné detekční strategie. 

Např. radioaktivně značené protilátky se detekují pomocí radiosenzitivního filmu nebo 

scintilátoru. U protilátek konjugovaných s enzymy dochází zpravidla ke vzniku barevných 

produktů nebo produktů emitujících světelné záření. Protilátky nesoucí kovové částice např. 

zlato vytvářejí barevné produkty (Kurien et Scofield, 2006). Detekce pomocí protilátek 

značených fluoroforem probíhá pomocí snímání jejich fluorescence. Díky odlišným excitačním 

a emisním vlastnostem jednotlivých fluoroforů lze detekovat více antigenů na jediné 

membráně. Takové vícenásobné značení umožňuje přesnější a efektivnější vyhodnocení blotů 

(GE Healthcare Life Sciences, 2014).  

WB umožňuje přibližně stanovit velikost proteinu na základě proběhlé elektroforetické 

separace a následným porovnáním polohy proteinu vůči poloze velikostních standardů 

(markerů). Pokud se na membráně nachází více vzorků, lze vzájemně porovnat množství 

obsaženého proteinu v daném vzorku. Pro přesnější odhad je ověřována stejnorodost nanášky 

a transferu pomocí detekce tzv. „house-keeping“ proteinů (proteiny, které se 

v buňkách/vzorcích vyskytují v relativně stejném množství) a porovnání jejich signálů na téže 

membráně. Pomocí WB však nelze zpravidla spolehlivě stanovit absolutní množství proteinu, 

protože míra signálu není lineární s jeho koncentrací (Heidebrecht et al., 2009). 

3.1.8 Dot blot 

Dot blot neboli Dot-Immunobinding assay (Dot-Iba) je modifikací western blotu. Jedná 

se o metodu, kdy jsou vzorky přímo nanášeny na nosič (např. nitrocelulózovou membránu). 

Stejně jako u WB, nespecifická místa musí být vyblokována z hlediska dalších reakcí inertním 

proteinem. Poté následuje inkubace s primární protilátkou, na kterou se dále váže značená 
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sekundární protilátka. Celý protokol může být proveden během 6 hodin a to díky vynechání 

elektroseparačního kroku. Výhodou Dot-Iba je, že se nepoužívají relativně drahé chemikálie 

nutné pro elektroforetickou separaci. Typická je rovněž nižší spotřeba vzorků (Prasad et al., 

1989; Surendran et al., 2015). Významnou nevýhodou je však skutečnost, že nelze jednoduše 

ověřit, zda signál pochází z vazby protilátky na studovaný antigen nebo je důsledkem vazby na 

jiný protein. Typická je rovněž nižší citlivost (Ni et al., 2016). 

 

3.2 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 

ELISA byla vyvinuta Engvallem, Perlmannem a Van Weememem, Schuursem jako 

alternativa radioaktivní imunoanalýzy. Jedná se o imunochemickou metodu založenou na 

vysoce specifických reakcích mezi protilátkou a antigenem. Signál je produkován enzymem 

katalyzujícím proměnu substrátu na barevný produkt. Metoda slouží k detekci a kvantifikaci 

různých antigenů (Aydin, 2015).  

V praxi jsou nejčastěji používány dva typy metod enzymatických imunoanalýz: 

homogenní a heterogenní. V případě homogenní analýzy jsou smíchány protilátka i antigen 

společně bez nutnosti ukotvení. Některá z těchto molekul nese enzym, jehož aktivita je 

pozměněna po vazbě antigenu a protilátky. Aktivita enzymu může tak být sledována přímo ve 

vzorku bez nutnosti promývání. Tento typ se používá především při stanovení látek v malých 

množstvích (např. terapeutických léků). V případě heterogenní analýzy jsou protilátka nebo 

antigen ukotveny na pevný nosič z různých polymerních materiálů (např. na povrchu 

mikrotitrační destičky) (Aydin, 2015; O’Kennedy et al., 1990). Heterogenní typ imunoanalýzy 

je mnohem častější. Nejčastěji používané varianty heterogenní ELISA jsou popsány 

v následujících částech.  

3.2.1 Přímá ELISA 

U přímé ELISA jsou na povrch nosiče zpravidla ukotveny antigeny ze vzorku. Poté jsou 

neobsazená místa na nosiči vyblokována pomocí nereaktivního proteinu (např. BSA), čímž se 

sníží nespecifická vazba použitých protilátek na stěnu nosiče. Následně je přidán roztok 

obsahující protilátku proti antigenu, která nese enzym. Po promytí, přidání substrátu, inkubaci 

a terminaci reakce vhodným činidlem je změřen signál (viz obrázek 2). Obdobou je přímá 

ELISA proti protilátce. V tomto případě je na nosič nanesena protilátka ze vzorku, která je 

následně detekována vazbou s antigenem značeným enzymem (Shah et Maghsoudlou, 2016).  

 



12 
 

Obrázek 2: Přímá ELISA proti antigenu. Antigen je navázán na pevný nosič (a.), poté dochází 
k vazbě enzymově značené protilátky na antigen (b.). Na závěr je substrát enzymaticky 
přeměněn na chromogenní produkt (c.) (převzato a upraveno ze Shah et Maghsoudlou, 2016). 

Obrázek 3: Nepřímá ELISA. Antigen je navázán na pevný nosič (a.). Následně je antigen 
detekován primární protilátkou (b.). Poté dochází k vazbě enzymově značené protilátky na 
primární protilátku (c.). Na závěr je substrát enzymaticky přeměněn na chromogenní produkt 
(d.) (převzato a upraveno ze Shah et Maghsoudlou, 2016). 

 

 

 
 
 
 
 
 

3.2.2 Nepřímá ELISA 

U nepřímé ELISA je navázán antigen na pevný nosič. Následně jsou neobsazená místa 

vyblokována nereaktivním proteinem, a studovaný antigen je pak inkubován s primární 

protilátkou. Následuje reakce se značenou sekundární protilátkou. Po krátké inkubaci se 

substrátem je reakce zastavena vhodným činidlem a změřen signál (viz obrázek 3). Výhodou 

nepřímé ELISA je možnost amplifikace signálu, a tudíž dosažení vyšší senzitivity. Nevýhodou 

je možná nespecifická vazba sekundární protilátky na povrch nosiče (Shah et Maghsoudlou, 

2016). 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3 Sendvičová ELISA 

Sendvičová ELISA je metoda široce používána v klinické diagnostice, pro analýzu 

vzorků potravin nebo v proteomice jako microarray (Osmekhina et al., 2010). Metoda využívá 

antigeny se dvěma epitopy. Principem je inkubace antigenu se specifickou protilátkou, která je 

ukotvena na pevném nosiči. Po promytí, kdy dojde k odstranění nenavázaných antigenů, se 

vzorky inkubují s druhou protilátkou. Ta může nést enzym (přímá sendvičová ELISA) nebo 

není nijak značena (nepřímá sendvičová ELISA). Ve druhém případě jsou pak vzorky 

inkubovány se třetí protilátkou nesoucí enzym. V dalším kroku se k připraveným vzorkům 

přidá substrát. Reakce enzymu se substrátem vede ke vzniku signálu, který je následně změřen 

(viz obrázek 4) (Crowther, 2009). Oproti předešlým metodám je výhodou sendvičové ELISA 

 a.           b.           c. 

Antigen 
Enzym 
Substrát → produkt 

 a.         b.         c.            d. 

Antigen 
Enzym 
Substrát → produkt 
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Obrázek 4: Nepřímá sendvičová ELISA. Protilátka je navázána na pevný nosič (a.). Ze vzorku 
je následně vyvázán antigen (b.). Následuje vazba druhé protilátky na antigen (c.). Poté dochází 
k vazbě enzymově značené protilátky na druhou protilátku (d.). Na závěr je substrát 
enzymaticky přeměněn na chromogenní produkt (e.) (převzato a upraveno ze Shah et
Maghsoudlou, 2016). 

Obrázek 5: Přímá kompetitivní ELISA v případě přítomnosti (1) nebo nepřítomnosti (2) 
protilátky reagující s antigenem v testovaném vzorku. Antigen je navázán na pevný nosič (a.). 
Je přidán vzorek spolu s protilátkou značenou enzymem (b). V případě, že je ve vzorku 
přítomna protilátka reagující s antigenem, soupeří tato protilátky o vazbu na antigenu se 
značenou protilátkou (1c.). Pokud se na antigen naváže neznačená protilátka ze vzorku, 
nedochází k přeměně substrátu (1d.). V případě, že je přidán vzorek neobsahující protilátku, 
která reaguje s antigenem, enzymem značená protilátka se efektivně váže na antigen (2c.). 
Následně dochází k přeměně substrátu na barevný produkt (2d.) (převzato a upraveno ze
Crowther, 2009). 

vyvázání pouze hledaného antigenu ze vzorku a rovněž vyšší specifita z důvodu detekce dvou 

epitopů na antigenu (Osmekhina et al., 2010). 
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(obrázek 5) (Aydin, 2015).  

Kompetitivní ELISA se často používá k analýze malých antigenů, které nemají více 

epitopů. Senzitivita metody je však relativně nízká (Shah et Maghsoudlou, 2016). 
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3.3 Opravné mechanismy DNA 

Buněčná DNA (deoxyribonukleová kyselina) je neustále vystavována buněčným 

metabolitům a exogenním faktorům, které ji mohou modifikovat ve smyslu jednoduchých změn 

(na úrovni jednotlivých nukleotidů) nebo ve formě složitějších změn, kdy dochází k modifikaci 

většího úseku DNA (např. translokace). Dalším faktorem, který vede ke změnám genetické 

informace je samotná replikace DNA. Neopravené změny mohou způsobit smrt 

jednobuněčných organismů nebo degenerativní změny v mnohobuněčných organismech (a ve 

výsledku mohou rovněž způsobit smrt organismu). Odhaduje se, že během jediného dne musí 

buňka opravit asi 20 000 poškození (Barnes et Lindahl, 2004).  

Opravy DNA lze rozdělit do 6 základních kategorií: bázovou excisní opravu, přímou 

opravu, opravu chybného párování, nukleotidovou excisní opravu, opravu homologní 

rekombinací a opravu spojováním nehomologních konců. Jednotlivé opravné mechanismy se 

však navzájem prolínají, doplňují a v případě potřeby může jeden mechanismus zastoupit jiný 

(Cox, 2001; Hakem, 2008; Zhou et al., 2001).  

3.3.1 Bázová excisní oprava  

Bázová excisní oprava (BER) opravuje jednonukleotidové léze DNA, které výrazně 

nemění její strukturu. Na jejich vzniku se podílí např. reaktivní kyslíkové radikály, různé 

oxidační a alkylační agens, a také zařazení chybné báze během replikace DNA. Rovněž může 

docházet k samovolnému odloučení dusíkaté báze. Vedle těchto faktorů, mohou být změny 

v DNA vyvolány i ionizujícím zářením (Emmanouil, 2011).  

Schéma bázové excisní opravy je na obrázku 6. V prvním kroku je poškozená báze 

odstraněna z DNA pomocí DNA glykosyláz, které štěpí N-glykosidickou vazbu mezi bází 

a deoxyribózou za vzniku tzv. abazického místa (AP-místo) (Kow, 1994). Následný postup 

závisí na DNA glykosyláze, která se účastní opravy. DNA glykosylázy se rozdělují na dva typy: 

monofunkční a bifunkční. Působením monofunkčních DNA glykosyláz je po odštěpení 

poškozené dusíkaté báze vytvořeno přerušení na 5′ konci opravovaného nukleotidu pomocí 

APE1 lyázy. Tím je vytvořen 3′ konec s hydroxylovou skupinou a 5′ konec 

s deoxyribosofosfátem (dRP). dRP je odstraněn pomocí DNA polymerázy  Tato polymeráza 

rovněž zaplňuje vzniklou mezeru novým nukleotidem. Poslední krok je katalyzován ligázou III 

za asistence proteinu XRCC1, která odstraní přerušení v opravovaném řetězci DNA. Bifunkční 

DNA glykosylázy odstraní chybnou bázi a současně štěpí fosfodiesterovou vazbu na 3′ konci 

opravovaného nukleotidu. To vede buď k β nebo β,δ-eliminaci a k vytvoření přerušení v DNA. 
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Obrázek 6: Schéma bázové excisní opravy (BER). Vlevo je znázorněna konečná fáze LP-BER, 
vpravo pak jednotlivé cesty SP-BER. (převzato a upraveno ze Krokan et Bjørås, 2013). 

3′-α,β-nesaturovaný aldehyd (PUA), který vzniká jako produkt β-eliminace, může být následně 
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polymerázy β a ligaci pomocí ligázy III a XRCC1. Toto schéma opravy se nazývá tzv. „short-

patch“ BER (SP-BER). V některých případech klastrovaných oxidativních poškození je použita 
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tzv. „long-patch“ BER (LP-BER). V tomto případě se na opravě podílejí rovněž enzymy běžně 

provádějící replikaci DNA. Jedná se o proteiny: DNA polymeráza δ a/nebo ε, FEN1, PCNA 

a DNA ligáza I (Whitaker et al., 2017).  

Eukaryotické DNA glykosylázy jsou díky zachovanému enzymatickému jádru podobné 

prokaryotickým. Obsahují však speciální aminokyselinové sekvence na C- a N- koncích, které 

enzymům udělují subcellulární lokalizaci a umožňují interakci s ostatními proteiny. Příkladem 

je Uracil DNA N-glykosyláza (UNG), kdy alternativním použitím promotoru a alternativním 

sestřihem transkriptu UNG genu vznikají dvě formy: UNG1 - mitochondriální forma 

a UNG2 - jaderná forma (Schormann et al., 2014). 

Všechny savčí DNA glykosylázy štěpící uracil v DNA jsou monofunkční. Příkladem je 

právě UNG (homolog Ung u E. coli), která štěpí uracil obsažený v DNA řetězci. Ten vzniká 

buď deaminací cytosinu nebo chybným zařazením některou z DNA polymeráz. Naopak většina 

DNA glykosyláz štěpící oxidované báze jsou bifunkční. Jak již bylo uvedeno, bifunkční DNA 

glykosylázy mohou mít β-lyázovou nebo β,δ-lyázovou aktivitu (Krokan et Bjørås, 2013). 

Příkladem proteinu s β-lyázovou aktivitou, je DNA glykosyláza NTH1. Tato glykosyláza 

odstraňuje širokou škálu oxidovaných pyrimidinových bází (Aspinwall et al., 1997). Příkladem 

DNA glykosylázy s β,δ-lyázovou aktivitou je glykosyláza NEIL1, která také štěpí převážně 

oxidované pyrimidinové báze. (Grin et al., 2010). 

U prokaryotických buněk je mechanismus opravy stejný. Opravy se však účastní méně 

proteinů (Kow, 1994). 

3.3.2 Další mechanismy oprav DNA 

3.3.2.1 Přímá oprava DNA 
Přímou opravu DNA zabezpečuje několik skupin enzymů. Jednou z nich jsou enzymy 

patřící do skupiny fotolyáz. Fotolyázy se účastní fotoreaktivace a štěpí například 

cyklobutanpyrimidinové dimery a (6-4) fotoprodukty indukované UV zářením. Fotolyázy se 

nachází jak u prokaryotických, tak eukaryotických buněk, nicméně u placentálů nebyly 

nalezeny (Sancar, G. B., 1990; Sancar, A., 2003; Sancar, A. et al., 2004).  

Příkladem enzymu, který se účastní přímých oprav DNA, je O6-alkylguanin-DNA 

alkyltransferáza (AGT). Tento enzym odstraňuje alkylové zbytky vázané na O6 guaninu 

a O4 tyminu. (Pegg et al., 1995). K alkylaci O6 guaninu a O4 tyminu může dojít endogenně 

metylací nebo exogenně různými vnějšími vlivy. AGT se nachází u všech typů buněk (Daniels 

et al., 2000; Kanugula et Pegg, 2003).  
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Z dalších poškození jsou pomocí přímých oprav opravovány například N1-metyladenin 

a N3-metylcytosin a to oxidativní dealkylací pomocí dioxygenáz (např. AlkB u E. coli nebo 

ALKBH1–8 u lidí) (Sedgwick et al., 2007; Yi et He, 2013; Fedeles et al., 2015). 

3.3.2.2 Oprava chybného párování 
Oprava chybného párování (MMR) je opravný mechanismus, který opravuje chybně 

zařazené báze v DNA. Jedná se většinou o chybné zařazení bází DNA polymerázou během 

replikace (např. polymerázou δ nebo ε) (Kunz et al., 2009). 

Existují dva typy MMR. U obou typů jsou substrátem nově syntetizované chybně 

spárované úseky DNA (Fukui, 2010).  

U prvního typu, který se vyskytuje pouze u některých prokaryotických buněk, je 

rozpoznávána chybná báze nebo sekundární struktura DNA v nově vznikajícím 

nemetylovaném řetězci a odstraněna pomocí MutS a MutL proteinů. Dochází ke štěpení řetězce 

v oblasti chybné báze, která je odštěpena z řetězce exonukleázou. Chybějící část je 

dosyntetizována pomocí DNA polymerázy III a přerušení odstraněno pomocí DNA ligázy. 

Obecně se tento typ MMR nazývá metylací řízená MMR (Fukui, 2010). 

U druhého typu, který se vyskytuje u eukaryotických buněk, je signálem pro rozlišení 

nově syntetizovaného řetězce od starého pravděpodobně asymetricky nanesený PCNA 

u vedoucího řetězce nebo přerušení u opožďujícího se řetězce. K rozpoznání chybně zařazené 

báze dochází MutS proteiny. Chybná báze je odštěpena za účasti MutL proteinu 

a exonukleázy I. Chybějící část DNA je pak doplněna DNA polymerázou δ a přerušení v řetězci 

DNA je zaceleno ligázou I (Liu et al., 2017). Obecné schéma průběhu MMR lze vidět na 

obrázku 7.  

 

Obrázek 7: Obecné schéma opravy chybného párování bází (MMR) (převzato a upraveno 
ze Storici, 2011). 

3.3.2.3 Nukleotidová excisní oprava 
Nukleotidová excisní oprava (NER) je vícekrokový proces, který slouží k odstranění 

převážně rozsáhlých poškození DNA. Tato poškození mohou vzniknout mnoha způsoby (UV 

indukované poškození, mutagenní činidla nebo vazbou proteinů na DNA). Díky široké škále 

substrátů opravovaných NER se předpokládá, že pro aktivaci NER je důležitá spíše změna 
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struktury v cukrfosfátové kostře DNA způsobená poškozením než přesná chemická struktura 

(Sancar, A. et al., 2004). 

Průběh NER lze rozdělit do 3 kroků (viz obrázek 8): V prvním kroku je rozpoznáno 

poškozené místo, následně dochází k rozštěpení řetězce pomocí endonukleázové aktivity, a to 

po obou stranách poškozeného místa a k uvolnění vystřiženého segmentu. Ve druhém kroku je 

syntetizována chybějící část řetězce pomocí DNA polymerázy. Ve třetím kroku je oprava 

dokončena ligázou, která odstraňuje přerušení v opravovaném řetězci (Sancar, A. et Reardon, 

2004). 

Ačkoli je obecné schéma NER u prokaryotických i eukaryotických buněk stejné, některé 

kroky se liší. Zatímco u prokaryotických buněk je vystřižený úsek, obsahující poškození DNA, 

dlouhý 12-13 bazí (Kisker et al., 2013), u eukaryotických buněk je tento úsek dlouhý 25-30 

nukleotidů (Prakash et Prakash, 2000). 

Rovněž je odlišný průběh NER během transkripce a mimo transkripční aktivitu buňky. 

Proto lze rozdělit NER na globální genomovou NER (GG-NER), která využívá speciálních 

enzymů a NER spjatou s transkripcí (TC-NER), kde je poškozené místo detekováno RNA 

polymerázou během transkripce. Ta následně rekrutuje do poškozeného místa opravné enzymy.  

TC-NER však může probíhat pouze na transkribovaném vlákně DNA (Hakem, 2008).  

 

Obrázek 8: Obecné schéma nukleotidové excisní opravy (NER). Chyba je detekována 
komplexem XPC. Léze je stabilizována pomocí TFIIH a XPA za přítomnosti RPA. Poškozená 
část řetězce je odstraněna pomocí endonukleáz XPG a XPF. Nový řetězec je syntetizován DNA 
polymerázou β a přerušení zaceleno ligázou I (převzato a upraveno ze Storici, 2011). 

3.3.2.4 Oprava homologní rekombinací 
Oprava homologní rekombinací (HRR) je jeden ze dvou mechanismů účastnících se 

opravy dvouvláknových zlomů (DSB). Systém je založen na nalezení homologie v jiné 

molekule DNA. Homologní molekuly DNA lze nalézt v homologním chromosomu nebo 

sesterské chromatidě. Preferovanější cestou je oprava podle sesterské chromatidy chromozomu. 
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Proto je HRR přednostně omezena na S a G2 fázi buněčného cyklu (Storici, 2011). Schéma 

HRR je na obrázku 9.  

DSB mohou vznikat přímou indukcí různými chemickými látkami, ozářením 

ionizujícím zářením nebo UV zářením. Vznik DSB mohou vyvolat i vnitrobuněčné vlivy (např. 

reaktivní kyslíkové radikály), které způsobí poškození DNA a následný kolaps replikační 

vidlice během replikace (Negritto, 2010). 

3.3.2.5 Oprava spojováním nehomologních konců 
Oprava spojováním nehomologních konců (NHEJ) využívá přímé ligace tupých konců 

nebo existence mikrohomologních sekvencí (do 4 nukleotidů), které umožňují dočasnou 

synapsi přesahujících konců DNA a následné spojení řetězců. Tvorba tupých konců nebo 

mikrohomologií (do 4 nukleotidů) je zprostředkována prodlužováním nebo zkracováním 

některého z vláken. Štěpení zprostředkovává endonukleáza Artemis, která musí být aktivována 

katalytickou podjednotkou DNA dependentní protein kinázy (DNA-PKcs). Prodlužování  

3′ konce nezávisle na řetězci je zprostředkováno DNA polymerázou µ. Po vytvoření synapse je 

chybějící část řetězce syntetizována DNA polymerázou λ a přerušení odstraněno DNA 

ligázou IV (viz obrázek 10). Touto cestou však dochází ke ztrátě genetické informace, která 

byla obsažena v poškozeném místě (Brissett et Doherty, 2009; Chang et al., 2017). 

DNA zlom 

Zpracování konců 

Invaze řetězce 

Opravná syntéza 

Rozvolnění 

Obrázek 9: Obecné schéma opravy homologní rekombinací (HRR) (převzato ze Thacker, 
2011). 
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Obrázek 10: Schéma opravy spojováním nehomologních konců (NHEJ). DSB jsou 
rozpoznány proteinem Ku. Endonukleázová aktivita Artemis je zprostředkována pomocí 
katalytické podjednotky DNA dependentní protein kinázy (DNA-PKcs). (a) Tupé konce jsou 
přednostně opravovány přímou ligací bez předchozí úpravy (pomocí XRCC4 a DNA ligázy IV, 
někdy také s pomocí proteinu PAXX). (b) Nekompatibilní 5′ konce jsou štěpeny Artemis 
a DNA-PKcs. Ligace je zprostředkována stejně jako u tupých konců za pomoci proteinu XLF. 
(c) U kompatibilních konců dochází k vazbě komplementárních míst a odštěpení přesahujících 
konců pomocí Artemis a DNA-PKcs. (d) Nekompatibilní 3′ konce jsou zpracovány 
endonukleázou Artemis a polymerázou jsou přidány nukleotidy na 3′ konce za vytvoření 
mikrohomologie. (e) Fosfoglykovaný konec může být odštěpen tyrosyl DNA 
fosfodiesterázou 1 (TDP1) nebo odštěpením části řetězce endonukleázou Artemis (převzato 
a upraveno ze Chang et al., 2017). 

Eukaryotický systém NHEJ využívá oproti prokaryotické NHEJ mnohem více proteinů 

a celý opravný systém je složitější (polymerázovou, nukleázovou a fosfatázovou funkci 

prokaryotické DNA ligázy zprostředkovává velké množství proteinů). Nicméně schéma 

průběhu NHEJ je velmi podobné. U savců je NHEJ hlavním mechanismem opravy DSB. NHEJ 

je také využíváno během tzv. V(D)J rekombinace (dochází k ní při maturaci B i T lymfocytů) 

(Chang et al., 2017).  
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V případě, že systém NHEJ není kompletní, existují alternativní způsoby nahrazující 

NHEJ. Jedná se o alternativní spojování konců (a-EJ) a tzv. „single strand annealing“ (SSA). 

Tyto opravné mechanismy vyžadují delší homologickou sekvenci. Oprava je zprostředkována 

jinými proteiny než se děje u NHEJ. Nicméně, stejně jako u NHEJ, dochází ke ztrátě genetické 

informace (nukleotidů) (Chang et al., 2017). 
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4 Materiál a metody 

4.1 Biologický materiál 

Pro experimenty byly použity následující buněčné linie: HeLa (karcinomové buňky 

z děložního čípku, dar od Dr. Davida Staňka, Ústav molekulární genetiky AV ČR, Praha), 143B 

(osteosarkom, Sigma Aldrich), 143B PML BK TK (osteosarkom, buňky stabilně exprimující 

virovou tymidin kinázu, American Culture Tissue Collection), NCI-H2009 (plicní karcinom, 

dar od doc. Mariána Hajdúcha, Univerzita Palackého, Olomouc), A549 (plicní karcinom, dar 

od doc. Mariána Hajdúcha, Univerzita Palackého, Olomouc) a V79 (transformované diploidní 

plicní buňky z křečka, Sigma Aldrich). 

Buněčné linie byly kultivovány v kultivačních lahvích nebo Petriho miskách při 37 °C, 

v 5% atmosféře CO2 v inkubátoru Thermo Scientific Steri Cycle. Linie HeLa, V79  

a NCI-H2009 (NCI) byly kultivovány v Dulbecově modifikovaném Eaglově médiu (DMEM, 

Gibco) s přídavkem 3,7 g·l-1 hydrogenuhličitanu sodného. Linie 143B byla kultivována 

v DMEM s přídavkem 48,8μmol·l-1 BrdU a přídavkem 3,7 g·l-1 hydrogenuhličitanu sodného. 

Linie 143B PML BK TK (143B TK) byla kultivována v DMEM s přídavkem 3,7 g·l-1 

hydrogenuhličitanu sodného a HAT (0,1mmol·l-1 hypoxantin, 400nmol·l-1 aminopterin 

a 0,16mmol·l-1 dT, Sigma Aldrich), linie A549 byla kultivována v médiu F12K (Sigma Aldrich) 

s přídavkem 1,5 g·l-1 hydrogenuhličitanu sodného. Do všech médií bylo přidáno fetální hovězí 

sérum (Gibco) v konečné koncentraci 10 % a gentamicin (Lek Pharmaceuticals) v konečné 

koncentraci 50 μg·ml-1. U linie 143B TK bylo týden před experimentem DMEM médium 

s HAT vyměněno za médium bez HAT. Linie 143B TK byla získána transfekcí linie 143B 

vektorem obsahujícím pML1 plazmid, sekvenci z BK viru a gen hsv1 TK virové tymidin kinázy. 

Transfekovaná linie 143B TK stabilně exprimuje virovou tymidin kinázu (Milanesi et al., 1984). 

 

4.2 Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

4.2.1 Použité chemikálie 

Seznam použitých chemikálií je uveden v tabulce 2. Tabulka 3 obsahuje seznam 

použitých oligonukleotidů, které byly připraveny firmou Generi Biotech. 
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Tabulka 2: Seznam použitých chemikálií. 

Chemikálie Výrobce Katalogové číslo 

2-merkaptoetanol Merck 805740 

Azid sodný 99,9% Sigma Aldrich 71290 

Bromfenolová modř Sigma Aldrich B0126 

BSA Sigma Aldrich A7906 

CaCl2 Lach Ner 30974 

Coomassie brilliant blue R250 Sigma Aldrich 27816 

Deoxycholát sodný Sigma Aldrich 30970 

Dithiotreitol (100 mmol·l-1) Promega P1171 

EDTA (99,4–100,6%) Sigma Aldrich E9884 

Etanol Merck 100983 
Fenymetansulfonyl fluorid (PMSF) 
(99,0%) 

Sigma Aldrich 78830 

Glycin (99,0%) Sigma Aldrich G7126 

HCl (35%) Lach Ner 10033-A35 

Isopropylalkohol Sigma Aldrich I9516 

Kapalný dusík     

KCl (99,5%) Sigma Aldrich 60130 

KH2PO4 Serva 26887 

Kyselina octová (99,85%) Sigma Aldrich 537020 

Luminata Forte Merck WBLUF0500 

Metanol Merck 106007 

MgCl2 Lach Ner 30390 

Na2HPO4·2H2O Merck 106580 

NaCl (>99,0%) Sigma Aldrich S9888 

NaF (99%) Sigma Aldrich S7920 
Nanolink streptavidinem pokryté 
magnetické částice (10 mg·ml-1) 

Solulink M-1002-050 

NaOH (98–100,5%) Sigma Aldrich 06203 

Peroxodisíran amonný Serva 13375 

Ponceau S Sigma Aldrich P3504 
Precision Plus Protein Dual Color 
standards 

Bio-Rad 1610374 

Primární protilátka proti β-aktinu Sigma Aldrich A2228 

Primární protilátka proti CDD (D-5) Santa Cruz sc-365292 

Primární protilátka proti DCTD (F-9) Santa Cruz sc-376659 

Primární protilátka proti MBD4 (A-8) Santa Cruz sc-365974 

Primární protilátka proti NTH1 Abcam ab70726 

Primární protilátka proti RPA-32 Abcam ab2175 
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Pokračování tabulky 2   

Chemikálie Výrobce Katalogové číslo 

Primární protilátka proti SMUG1 (A-1) Santa Cruz sc-514343 

Primární protilátka proti TDG Abcam ab167641 

Primární protilátka proti UNG2 Pierce PA5-34551 

SDS (98,5%) Sigma Aldrich L3771 
Sekundární protilátka proti myši 
značená peroxidázou 

Jackson Immuno 
Research Lab 

115-035-146 

Sekundární protilátka proti králíkovi 
značená peroxidázou 

Jackson Immuno 
Research Lab  

711-035-152 

Směs proteázových inhibitorů Sigma Aldrich P2714 

Sušené mléko Santa Cruz sc-2325 

TEMED (99,0%) Sigma Aldrich 87689 

Triton X-100 Sigma Aldrich X100 

Trizma base >99,9% Sigma Aldrich T6066 

Tween® 20 Sigma Aldrich P9416 
 

Tabulka 3: Použité oligonukleotidy. 

Oligonukleotid Sekvence (orientace 5‘ → 3‘) 

Kotvící řetězec Biotin-CGCCTACAGCAGCGCCAAATTCTTAAGTGC-FAM 

Řetězec BU                                                        TTTAAGAAUTCACG-BHQ1 

Řetězec BT                                                        TTTAAGAATTCACG-BHQ1 

 

 

4.2.2 Použité soupravy 

V tabulce 4 jsou uvedeny použité soupravy. 

Tabulka 4: Seznam použitých komerčně dodávaných pracovních souprav. 

Souprava Výrobce Katalogové číslo 

Pierce BCA Protein Assay Kit Pierce 23227 

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit Bio-Rad 1610183 
   

4.2.3 Použité roztoky a jejich příprava 

Zásobní a pracovní roztoky: 

 0,5mol·l-1 EDTA (pH 8,0) ve vodě: 29,23 g EDTA bylo přidáno ke 150 ml deionizované 

vody, pH bylo upraveno pomocí 1mol·l-1 roztoku NaOH na hodnotu 8,0. Po rozpuštění 

EDTA byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 200 ml. 
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 0,5mol·l-1 Tris (pH 6,8) ve vodě: 6,06 g Trizma base bylo přidáno k 60 ml deionizované 

vody, pH bylo upraveno pomocí 1mol·l-1 roztoku HCl na hodnotu 6,8. Po rozpuštění Trizma 

base byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 100 ml. 

 10% APS ve vodě: 1 g peroxodisíranu amonného bylo rozpuštěno v 8 ml deionizované vody. 

Po rozpuštění byl objem doplněn deionizovanou vodou na 10 ml. 

 100mmol·l-1 PMSF v etanolu: 0,1741 g PMSF bylo rozpuštěno v 10 ml etanolu. 

 10× PBS: 80 g NaCl, 2,0 g KCl, 14,4 g Na2HPO4 a 2,4 g KH2PO4 bylo přidáno k 300 ml 

deionizované vody. Po rozpuštění látek byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 

1000 ml. Před použitím byl roztok naředěn deionizovanou vodou na pracovní koncentraci 

1x. 

 1mol·l-1 KCl ve vodě: 74,55 g KCl bylo přidáno k 900 ml deionizované vody. Po rozpuštění 

KCl byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. 

 1mol·l-1 NaCl ve vodě: 58,44 g NaCl bylo přidáno k 900 ml deionizované vody. Po 

rozpuštění NaCl byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. 

 1mol·l-1 NaOH ve vodě: 40 g NaOH bylo přidáno k 350 ml deionizované vody. Po 

rozpuštění NaOH byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. 

 1mol·l-1 Tris (pH 7,5) ve vodě: 121,14 g Trizma base bylo přidáno k 800 ml deionizované 

vody a pH bylo upraveno pomocí 1mol·l-1 roztoku HCl na hodnotu 7,5. Po rozpuštění Trizma 

base byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. 

 1mol·l-1 Tris (pH 8,0) ve vodě: 121,14 g Trizma base bylo přidáno k 800 ml deionizované 

vody a pH bylo upraveno pomocí 1mol·l-1 roztoku HCl na hodnotu 8,0. Po rozpuštění Trizma 

base byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. 

 3mol·l-1 KCl ve vodě: 111,825 g KCl bylo přidáno k 250 ml deionizované vody. Po 

rozpuštění KCl byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 500 ml.  

 Roztok A (promývací roztok): bylo smícháno 500 µl 1mol·l-1 Tris (pH 7,5), 500 µl  

1mol·l-1 KCl a 49 ml deionizované H2O. 

 Roztok 0,25% bromfenolové modři ve vodě: 25 mg bromfenolové modři bylo rozpuštěno 

v 10 ml deionizované vody. 

 Roztok směsi proteázových inhibitorů: prášek byl rozpuštěn v 80 ml deionizované H2O. Po 

rozpuštění byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 100 ml. 
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Roztoky pro přípravu buněčných extraktů: 

 Lyzační roztok s Tritonem: 20 µl 1mol·l-1 Tris (pH 7,5), 20 µl 1mol·l-1 KCl, 2 µl 0,5mol·l-1 

EDTA, 200 µl roztoku směsi proteázových inhibitorů a 200 µl Tritonu X-100 bylo přidáno 

k 1,5 ml deionizované vody. Po promíchání byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 

2 ml. 

 Lyzační roztok RIPA (radioimunoprecipitační analýza): 15 ml 1mol·l-1 NaCl, 1 ml  

Tritonu X-100, 0,5 g deoxycholátu sodného, 0,1 g SDS, 0,5 ml 1mol·l-1 Tris (pH 8,0), 1 ml 

100mmol·l-1 PMSF, 0,021 g NaF bylo přidáno k 50 ml deionizované vody. Po rozpuštění 

a promíchání byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 90 ml. Těsně před použitím bylo 

přidáno 10 ml roztoku směsi proteázových inhibitorů. 

 5× Laemmliho vzorkový pufr (LSB): bylo smícháno 3,75 ml 0,5mol·l-1 Tris (pH 6,8), 4,5 ml 

glycerolu, 0,5 g SDS, 0,5 ml 0,25% bromfenolové modře a 1,25 ml 2-merkaptoetanolu. 

5× LSB byl přidán ke vzorku v poměru 1:4. 

 Roztok B (hypotonický lyzační roztok): 200 µl 1mol·l-1 Tris (pH 7,5), 200 µl 1mol·l-1 KCl, 

20 µl 0,5mol·l-1 EDTA a 2 ml roztoku směsi proteázových inhibitorů bylo přidáno k 15 ml 

deionizované vody. Po promíchání byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 20 ml. 

 Roztok C (roztok pro extrakci jaderných proteinů): 10 µl 1mol·l-1 Tris (pH 7,5), 166,7 µl 

3mol·l-1 KCl, 1 µl 0,5mol·l-1 EDTA a 100 µl roztoku směsi proteázových inhibitorů bylo 

přidáno k 500 µl deionizované vody. Po promíchání byl roztok doplněn deionizovanou 

vodou do 1 ml. 

Roztoky pro western blot: 

 10× TBSA: 24,2 g Trizma base a 80 g NaCl bylo přidáno k 800 ml deionizované vody a pH 

bylo upraveno pomocí 1mol·l-1 roztoku HCl na hodnotu 7,6. Po rozpuštění byl roztok 

doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. Před použitím byl roztok naředěn deionizovanou 

vodou na pracovní koncentraci 1×. 

 10× TGS: 30 g Trizma base, 144 g glycinu a 10 g SDS bylo přidáno k 500 ml deionizované 

vody. Po promíchání byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. Před použitím 

byl roztok naředěn deionizovanou vodou na pracovní koncentraci 1×. 

 Barvící roztok Ponceau S: 1,25 g Ponceau S a 2,5 ml kyseliny ledové octové bylo přidáno 

k 200 ml deionizované vody. Po rozpuštění byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 

250 ml. 
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 Barvící roztok Coomassie Blue: 6 mg Coomassie brilliant blue R250 a 10 ml kyseliny octové 

bylo přidáno k 50 ml deionizované vody. Po rozpuštění a promíchání byl roztok doplněn 

deionizovanou vodou do 100 ml. 

 Blokovací roztok A (BRA): 1 g mléka nebo BSA byl rozpuštěn ve 20 ml TBS/TA. 

 Fixační roztok: bylo smícháno 25 ml isopropylalkoholu, 10 ml kyseliny octové a 65 ml 

deionizované H2O. 

 Roztok primární protilátky: 0,15 g mléka nebo BSA a 1,5 µl Tween® 20 bylo přidáno 

ke 2 ml 1× TBSA. Po rozpuštění a promíchání byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 

3 ml 1× TBSA. Použitá ředění protilátek jsou uvedeny v tabulce 5: 

Tabulka 5: Použitá ředění protilátek. 

 Roztok sekundární protilátky: 1 g mléka nebo BSA byl přidán ke 20 ml TBS/TA a rozpuštěn. 

Před použitím byla přidána specifická protilátka proti protilátce primární v poměru 1:10000.  

 Roztok TBS/TA: k 1000 ml 1× TBSA byl přidán 1 ml Tween® 20 a roztok byl promíchán. 

 Transferový roztok A (TRA): 6 g Trizma base, 28,8 g glycinu a 400 ml metanolu bylo 

přidáno k 1000 ml deionizované vody. Po rozpuštění byl roztok doplněn deionizovanou 

vodou do 2000 ml. 

Roztoky pro dot blot: 

 Blokovací roztok B (BRB): 1 g BSA byl rozpuštěn ve 20 ml roztoku TBS/TB.  

 Roztok TBSB: 10 ml 1mol·l-1 Tris (pH 7,5), 75 ml 1mol·l-1 NaCl bylo přidáno ke 400 ml 

deionizované vody. Po promíchání byl roztok doplněn deionizovanou vodou do 500 ml. 

 Roztok TBS/TB: 150 µl Tween® 20 bylo přidáno k 300 ml TBSB roztoku a roztok byl 

promíchán.  

Primární protilátka proti Ředění 

β-aktin 1:1000 

CDD 1:1000 

DCTD 1:1000 

MBD4 1:1000 

NTH1 1:500 

RPA-32 1:1000 

SMUG1 (A-1) 1:500 

TDG 1:500 

UNG2 1:1000 
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 Transferový roztok B (TRB): 0,3 g Trizma base, 1,44 g glycinu a 10 ml metanolu bylo 

přidáno k 60 ml deionizované vody. Po rozpuštění a promíchání byl roztok doplněn 

deionizovanou vodou do 100 ml. 

 

Roztoky pro studium DNA glykosylázové aktivity: 

 Roztok D: 500 µl 1mol·l-1 Tris (pH 7,5), 100 µl 0,5mol·l-1 EDTA a 5 ml 1mol·l-1 NaCl bylo 

přidáno k 20 ml deionizované vody. Po smíchání byl roztok doplněn deionizovanou vodou 

do 50 ml. 

 Roztok E (Roztok pro přípravu magnetických částic s oligonukleotidy): 0,5 g BSA, 12,5 ml 

1mol·l-1 Tris (pH 7,5), 75 ml 1mol·l-1 NaCl, 250 µl Tween® 20 a 0,1 g azidu sodného bylo 

přidáno ke 200 ml deionizované vody. Po rozpuštění a promíchání byl roztok doplněn 

deionizovanou vodou do 500 ml. 

 Roztok F: bylo smícháno 500 µl 1mol·l-1 Tris (pH 7,5), 100 µl 0,5mol·l-1 EDTA a 49,4 ml 

deionizované vody. 

 Roztok komplementárního oligonukleotidu BT: bylo přidáno 25 µl 0,1mmol·l-1 

komplementárního oligonukleotidu s tyminem (řetězce BT) ke 475 µl roztoku F. 

 Roztok komplementárního oligonukleotidu BU: bylo přidáno 25 µl 0,1mmol·l-1 

komplementárního oligonukleotidu s uracilem (řetězce BU) ke 475 µl roztoku F. 

 Roztok s biotinylovaným kotvícím oligonukleotidem: 25 µl 0,1 mmol·l-1 kotvícího 

oligonukleotidu a 2,5 µl 0,1mmol·l-1 oligonukleotidu s Cy5 bylo přidáno k 500 µl 

deionizované vody, po smíchání byl roztok doplněn roztokem F do 1 ml. 

 

4.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení 

 Aparatura k nanášení gelů Dual Gel Caster (Hoefer) 

 Centrifuga Microspin 12 (Biosan) 

 Čtečka destiček Infinite M200 Pro (Tecan) 

 Digestoř PurAir P5-24XT (Air Science) 

 Digitální sonikátor 450 (Branson) 

 Douncerův homogenizátor (Sigma Aldrich) 

 Hlubokomrazící box Innova U725 (New Brunswick) 

 Inkubátor Thermo Scientific Steri Cycle 150 (Thermo Fisher Scientific) 



29 
 

 Laboratorní třepačka Mixer Lab Dancer Vortex (IKA) 

 Magnetická míchačka ARE (Velp) 

 Mikroskop IX81 s CCD kamerou Hamamatsu Orca II (Olympus) 

 Mraznička LGv 5010 (Liebherr) 

 Odsávačka F-40 (Fazzini) 

 pH metr XS pH 8 (Giorgio-Bormac) 

 Sada mikropipet (Gilson) 

 Separátor magnetických částic Unitrap 

 Souprava na dot blot DHM-48 (Scie-Plas) 

 Temperovaná třepačka Thermomixer comfort (Eppendorf) 

 Termoblok MD-02N (Major Science) 

 Transferová nádoba TE22 (Hoefer) 

 Třepačka PMR-30 (Grant-Bio) 

 Váhy 770 (Kern) 

 Vertikální elektroforetická komora SE 260 (Hoefer) 

 Výrobník ledu NTF SL70 - A (FrigoPro) 

 Zdroj stejnosměrného elektrického proudu EV200 (Consort) 

 Zobrazovací systém ChemiDoc MP (Bio-Rad) 

 

4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

4.4.1 Příprava buněčných extraktů 

Veškeré experimenty přípravy extraktů probíhaly ve 3 opakováních. V následující části 

jsou popsány jednotlivé použité metody přípravy extraktů. 

Příprava celobuněčných extraktů pomocí RIPA lyzačního roztoku: 

Buňky byly kultivovány buď v 75 cm2 kultivační láhvi (dále láhvi), nebo v Petriho 

misce o průměru 10 cm (dále misce). Přibližný počet buněk byl stanoven pomocí mikroskopu 

vybaveného CCD kamerou. Bylo nasnímáno 10 snímků, přičemž velikost snímku byla 

57,2 µm2. Následně byl manuálně určen počet buněk na každém snímku a vypočítán průměrný 

počet buněk připadající na jeden snímek. Přibližný počet buněk v kultivační nádobě byl 

vypočten podle následujícího vzorce: 𝑃 =  
௔

௕
× 𝑐 , kde P označuje celkový počet buněk, 

a průměrný počet buněk na snímku, b plochu snímku a c plochu kultivační nádoby. Kultivační 
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médium bylo odsáto a byl přidán ledově chladný roztok 1× PBS. 1× PBS bylo nahrazeno ledově 

chladným lyzačním roztokem RIPA. Bylo použito 0,1–0,2 ml roztoku RIPA na 1 milion buněk. 

Buňky byly seškrábány buněčnou škrabkou a suspenze byla přemístěna do nové zkumavky 

o objemu 2 ml. Vzorek byl inkubován 30 minut na ledu a následně centrifugován 10 minut při 

14000 rpm a 4 °C. Supernatant byl přemístěn do nové zkumavky o objemu 2 ml.  

V některých případech byl vzorek před centrifugací sonikován digitálním sonikátorem 

po dobu 10 minut s hodnotou amplitudy 20 %, s periodou sonikace 30 s a intervalem sonikace 

30 s (maximální výkon sonikátoru byl 200 W). Během sonikace byl vzorek udržován v ledové 

lázni. Následně byl vzorek centrifugován 10 minut při 14000 rpm a 4 °C. Supernatant byl 

přenesen do nové zkumavky o objemu 2 ml. 

V některých experimentech byl ke vzorku přidán Laemmliho vzorkový pufr v poměru 

1:4. Následně byl vzorek rozsuspendován opakovaným pipetováním.  

Vzorky byly před použitím uskladněny v mrazícím boxu (-80 °C). 

Příprava jaderných extraktů pomocí lyzačního roztoku RIPA: 

Buňky byly kultivovány v Petriho miskách. Z misek bylo odsáto médium a buňky byly 

3× promyty roztokem 1× PBS. Následně byly buňky promyty 10 ml ledově chladného roztoku 

A. Roztok A byl odsát a ke vzorkům byly přidány 2 ml vychlazeného roztoku B. Misky byly 

inkubovány 20 minut na ledu a následně byly buňky seškrábány buněčnou škrabkou. Buněčná 

suspenze byla přemístěna do homogenizátoru. Vzorek byl homogenizován pomocí Douncerova 

homogenizátoru a následně přemístěn do nové vychlazené zkumavky o objemu 2 ml. Vzorek 

byl centrifugován po dobu 10 minut při 4 °C a 12400 × g. Po centrifugaci byl supernatant 

přemístěn do nové zkumavky o objemu 2 ml (cytoplasmatický extrakt). Pelet byl 

rozsuspendován ve 200 µl lyzačního roztoku RIPA a inkubován 40 minut na ledu. V průběhu 

inkubace byl vzorek každých 10 minut promíchán po dobu 10 sekund na laboratorní třepačce. 

Poté byl vzorek centrifugován po dobu 20 minut při 4 °C a 12400 × g. Supernatant byl 

přemístěn do nové zkumavky o objemu 2 ml (jaderný extrakt). Vzorky byly uskladněny 

v mrazícím boxu (-80 °C). 

Příprava cytoplazmatických a jaderných extraktů pomocí homogenizátoru: 

Buňky byly kultivovány v Petriho miskách. Z misek bylo odsáto médium a buňky byly 

3× promyty roztokem 1× PBS. Poté byly buňky promyty 10 ml ledově chladného roztoku A. 

Roztok A byl odsát a ke vzorkům byly přidány 2 ml vychlazeného roztoku B. Misky byly 

inkubovány 20 minut na ledu a buňky byly seškrábány buněčnou škrabkou. Buněčná suspenze 

byla přemístěna do homogenizátoru. Vzorek byl homogenizován pomocí Douncerova 

homogenizátoru a následně přemístěn do nové vychlazené zkumavky o objemu 2 ml. Vzorek 
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byl centrifugován po dobu 10 minut při 4 °C a 12400 × g. Po centrifugaci byl supernatant 

odebrán a přenesen do nové vychlazené zkumavky o objemu 2 ml (tato frakce je dále 

označována jako cytoplasmatický extrakt). Pelet byl rozsuspendován ve 100 µl roztoku B. Ke 

vzorku bylo přidáno 400 µl roztoku C. Vzorek byl inkubován 40 minut na ledu. V průběhu 

inkubace byl vzorek každých 10 minut promíchán po dobu 10 sekund na laboratorní třepačce. 

Poté byl vzorek centrifugován po dobu 20 minut při 4 °C a 12400 × g. Supernatant byl 

přemístěn do nové zkumavky o objemu 2 ml (dále je tato frakce označována jako jaderný 

extrakt). Vzorky byly uskladněny v mrazících boxu (-80 °C). 

Příprava cytoplazmatických a jaderných extraktů s využitím kapalného dusíku: 

Buňky byly kultivovány v Petriho miskách. Z misek bylo odsáto médium a buňky byly 

3× promyty roztokem 1× PBS a následně byly promyty ledovým roztokem A. Po odsátí 

roztoku A byly přidány 2 ml roztoku B a miska byla ponořena až po okraj do kapalného dusíku 

na dobu 2 minut. Následně byla miska vyjmuta a položena na laboratorní stůl, kde byla 

ponechána do úplného rozmražení. Mrazící/rozmrazovací cyklus byl zopakován ještě 2×. Po 

konečném rozmražení byly zbytky buněk seškrábány buněčnou škrabkou a suspenze byla 

přemístěna do nové vychlazené zkumavky o objemu 2 ml. Vzorek byl centrifugován 5 minut 

při 4 °C a 12400 × g. Supernatant byl přenesen do nové zkumavky o objemu 2 ml 

(cytoplasmatický extrakt). Pelet byl rozsuspendován ve 100 µl roztoku B. Ke vzorku bylo 

přidáno 400 µl roztoku C. Vzorek byl inkubován 40 minut na ledu. V průběhu inkubace byl 

vzorek každých 10 minut promíchán po dobu 10 sekund na laboratorní třepačce. Poté byl 

vzorek centrifugován po dobu 20 minut při 4 °C a 12400 × g. Supernatant byl přemístěn do 

nové zkumavky o objemu 2 ml (dále je tato frakce označována jako jaderný extrakt). Vzorky 

byly uskladněny v mrazícím boxu (-80 °C). 

Příprava cytoplazmatických a jaderných extraktů pomocí lyzačního roztoku s Tritonem: 

Buňky byly kultivovány v Petriho miskách. Z misek bylo odsáto médium, buňky byly 

3× promyty roztokem 1× PBS a následně byly promyty 10 ml ledově chladným roztokem A. 

Po odsátí bylo ke vzorkům přidáno 1,8 ml vychlazeného roztoku B. Misky byly inkubovány 

20 minut na ledu. Po inkubaci bylo do roztoku pipetou přidáno 0,2 ml lyzačního roztoku 

s Tritonem, opakovaným pipetováním byl roztok promíchán a buňky byly inkubovány 5 minut 

na ledu. Buňky byly seškrábány buněčnou škrabkou a suspenze byla přemístěna do nové 

vychlazené zkumavky o objemu 2 ml. Vzorek byl centrifugován po dobu 10 minut při 4 °C 

a 12400 × g. Supernatant byl přemístěn do nové zkumavky o objemu 2 ml (cytoplasmatický 

extrakt). Pelet byl rozsuspendován ve 100 µl roztoku B. Ke vzorku bylo přidáno 400 µl 

roztoku C. Vzorek byl inkubován 40 minut na ledu.  V průběhu inkubace byl vzorek každých 
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10 minut promíchán po dobu 10 sekund na laboratorní třepačce. Poté byl vzorek centrifugován 

po dobu 20 minut při 4 °C a 12400 × g. Supernatant byl přemístěn do nové zkumavky o objemu 

2 ml (dále je tato frakce označována jako jaderný extrakt). Vzorky byly uskladněny v mrazícím 

boxu (-80 °C). 

4.4.2 Měření koncentrace proteinů pomocí BCA assay 

Koncentrace proteinů v extraktech byla stanovena pomocí soupravy Pierce BCA Protein 

Assay Kit. Bylo postupováno podle pokynů výrobce. Ze zásobního roztoku byly připraveny 

koncentrační řady BSA. Ředění bylo pomocí roztoku, který byl použit pro přípravu 

analyzovaných extraktů. Koncentrační řada obsahovala 9 rozdílných koncentrací BSA. Do 

jamek mikrotitrační destičky byla nanesena koncentrační řada ve 3 opakováních (25 µl roztoku 

do každé jamky). Spolu s koncentrační řadou byly na destičku naneseny i studované vzorky. 

Jaderné extrakty byly ředěny 1:1 roztokem použitým pro přípravu analyzovaného extraktu. 

Cytoplasmatické extrakty nebyly ředěny. Do jamek bylo přidáno 200 µl pracovního roztoku. 

Poté byla destička přikryta a vložena do temperované třepačky a vzorky byly třepány 30 sekund 

při 300 rpm. Následně byly vzorky inkubovány 30 minut při 37 °C. Měření signálu vzorků 

proběhlo ve čtečce destiček. Pro vyhodnocení byl použit program Excell. Koncentrace proteinů 

byla přepočítána na 1 milion lyzovaných buněk. 

4.4.3 Denaturující polyakrylamidová elektroforéza (SDS-PAGE) 

Pro SDS-PAGE byla použita vertikální elektroforetická komora SE 260 

s polyakrylamidovými gely o tloušťce 0,75 mm. K přípravě gelů (zaostřovacího a separačního) 

byla použita aparatura k nanášení gelů Dual Gel Caster a souprava TGX Stain-Free™ 

FastCast™ Acrylamide Kit. Bylo postupováno podle návodu výrobce. 

Gel byl přenesen do elektroforetické komory a komory s gelem byly zality 1× TGS 

roztokem. Pro elektroforetickou separaci bylo použito 5 nebo 10 µg proteinů. Jednotlivé vzorky 

připravených extraktů byly naředěny na uvedené koncentrace roztokem, který byl použit 

k jejich přípravě. Ke vzorkům byl přidán Laemmliho vzorkový pufr v poměru 1:4. Po 

promíchání na laboratorní třepačce byl vzorek umístěn do termobloku a denaturován při 95 °C 

po dobu 10 minut. Vzorek byl centrifugován 3 s a po ochlazení na pokojovou teplotu byl 

nanesen na gel. Spolu se vzorky byly do samostatné jamky naneseny 3 µl standardu relativní 

molekulové hmotnosti (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) 

Elektroforetická separace probíhala 10 minut při 100 V. Následně bylo napětí zvýšeno 

na 120 V. Separace byla ukončena v okamžiku, kdy indikační proužek bromfenolové modři 
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dosáhl vzdálenosti 0,5 cm od spodního okraje gelu (přibližně po 110 minutách). Po ukončení 

separace byla aparatura rozebrána, vyjmut gel a byl oddělen zaostřovací gel. 

4.4.4 Western blot 

Transfer elektroforeticky separovaných proteinů probíhal v transferové nádobě Hoefer 

TE22 („wet blotting“). Nádoba byla naplněna vychlazeným roztokem TRA. Nitrocelulózová 

membrána s velikostí pórů 0,2 µm byla aktivována ponořením do roztoku TRA na dobu  

5–10 minut. Před sestavením blotovacího sendviče byly jednotlivé části ponořeny do roztoku 

TRA na dobu 5 minut. Při sestavení sendviče se postupovalo podle pokynů výrobce. Nejprve 

byla do kazety vložena houba o tloušťce 3 mm, poté blotovací papír, na něj byla přiložena 

membrána, následoval separační gel, blotovací papír a 6 mm silná houba.  

Kazeta byla vložena do transferové nádoby tak, aby membrána byla mezi gelem 

a anodou. Nádoba byla naplněna roztokem TRA až po rysku. Přenos probíhal při konstantním 

napětí 75 V po dobu 60 minut. Roztok byl udržován v mírném pohybu pomocí magnetického 

míchadla na magnetické míchačce. 

Po ukončení přenosu byla aparatura rozebrána, membrána vyňata a promyta  

v 1× roztoku TBSA po dobu 1 minuty. Membrána a v některých případech i gel byly 

reverzibilně obarveny proteinovými barvivy. Membrána byla inkubována v roztoku barviva 

Ponceau S po dobu 10 minut. Gel byl nejprve inkubován s fixačním roztokem po dobu 

45 minut, a následně s barvícím roztokem Commassie blue po dobu 30 minut. Membrána byla 

odbarvena ponořením do roztoku TBS/TA, kde byla ponechána až do úplného odbarvení. 

Pokud není uvedeno jinak, blokace membrány byla provedena v BRA s BSA po dobu 60 minut. 

Promytí membrány po blokaci proběhlo v roztoku TBS/TA za stálého míchání. Roztok byl 

v průběhu promývání 2× vyměněn. Celková doba promývání byla 15 minut. Následně byla 

provedena inkubace se 3 ml roztoku primární protilátky. Inkubace byla provedena po dobu cca 

16 hodin v uzavíratelném igelitovém sáčku. Vzorky byly po celou dobu inkubace třepány při 

4 °C. Další den byla membrána ze sáčku vyňata a promyta v roztoku TBS/TA. Celková doba 

promývání v roztoku TBS/TA byla 15 minut. V průběhu této doby byl roztok 2× vyměněn. Po 

promytí byla membrána inkubována při pokojové teplotě s 20 ml roztoku sekundární protilátky 

po dobu jedné hodiny. Membrána byla následně promyta v roztoku TBS/TA. Celková doba 

promývání byla 20 minut a roztok byl v průběhu 3× vyměněn. Inkubace probíhala za stálého 

třepání. Po inkubaci byla membrána převrstvena 2 ml Luminata Forte a snímána CCD kamerou 

na přístroji ChemiDoc. Pokud není uvedeno jinak, vyhodnocení proběhlo pomocí programu 

ImageLab. Velikost proteinů byla porovnávána s databází The UniProt Consortium (2019). 
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Veškeré experimenty byly provedeny ve třech opakováních a odečtené hodnoty byly 

zprůměrovány. 

4.4.5 Dot blot 

Membrána spolu s jedním až třemi filtračními papíry byla na 5–10 minut ponořena do 

TRB a vložena do soupravy na dot blot. Nepoužité jamky byly utěsněny těsnící membránou. 

Souprava byla připojena k odsávacímu zařízení a jednotlivé jamky byly naplněny 150 µl 

TBS/TB roztoku. Roztok byl odsát a do jamek byly naneseny jednotlivé vzorky. Pokud není 

uvedeno jinak, bylo do jamky naneseno 15 µg celkového proteinu. Objem jednotlivých vzorků 

byl upraven pomocí roztoku TBSB nebo TRB na 150 µl. Odsávání bylo odpojeno. Vzorky byly 

inkubovány po dobu 60 minut. Následně bylo připojeno odsávací zařízení a zbytkové objemy 

byly odsáty. Jamky byly 3× promyty 150 µl TBS/TB roztoku (roztok byl po nanesení ihned 

odsát). Blokace jednotlivých jamek probíhala ve 150 µl BRB po dobu 60 minut. Přebytek 

roztoku byl odsát. Jamky byly 3× promyty 150 µl TBS/TB roztoku (po nanesení byl roztok 

ihned odsát). Do jamek bylo naneseno 100 µl roztoku primární protilátky. Inkubace probíhala 

po dobu 60 minut. Následně byl přebytek roztoku s protilátkou odsát a jamky byly 3× promyty 

150 µl roztoku TBS/TB (po nanesení byl roztok ihned odsát). Následně bylo do jamek přidáno 

100 µl roztoku sekundární protilátky. Po 60 minutách byl přebytek roztoku s protilátkou odsát 

a jamky byly 3× promyty 150 µl roztoku TBS/TB (po nanesení byl roztok ihned odsát). 

Membrána byla vyjmuta a promyta 2× v roztoku TBSB. Po promytí byla membrána převrstvena 

2 ml Luminata Forte a snímána CCD kamerou na přístroji ChemiDoc. Vyhodnocení blotu 

proběhlo pomocí programu ImageJ. 

4.4.6 Příprava magnetických částic pro studium DNA glykosylázové aktivity 

Magnetické částice pro studium DNA glykosylázové aktivity byly připraveny ve dvou 

krocích. Nejprve byly streptavidinem pokryté magnetické částice (1 µm, Nanolink Streptavidin 

Magnetic Bead) inkubovány s kotvícími oligonukleotidem obsahujícím na 5' konci 

karboxyfluorescein (FAM). Následně byly takto připravené magnetické částice inkubovány 

s párujícím oligonukleotidem obsahujícím na 3' konci zhášeč fluorescence BHQ1. Tento druhý 

řetězec obsahoval nebo neobsahoval ve svém řetězci uracil. V průběhu přípravy byl nejprve do 

zkumavky o objemu 2 ml přidán 1 ml roztoku E a k němu byl přidán 1 mg magnetických částic. 

Částice byly rozmíchány a separovány pomocí separátoru magnetických částic Unitrap. 

Po 2 minutách byl roztok odsát.  
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Zkumavky byly následně vyjmuty ze separátoru a k magnetickým částicím byl přidán 

1 ml roztoku E, roztok byl promíchán a částice byly separovány na magnetickém separátoru. 

Tento postup byl opakován ještě 2×. 

Po magnetické separaci byl roztok pomocí pipety odstraněn a byl přidán 1 ml roztoku 

s biotinylovaným kotvícím oligonukleotidem obsahující karboxyfluorescein (FAM, viz 

tabulka 3) a biotinylovaný fluorochrom Cy5. Zkumavka byla inkubována po dobu 1 hodiny na 

třepačce (300 rpm) při pokojové teplotě. Připravený roztok s konjugovanými magnetickými 

částicemi byl rozdělen po 0,5 ml do dvou zkumavek o objemu 2 ml. Zkumavky byly umístěny 

na magnetický separátor.  

Po separaci byl roztok odstraněn pipetou. K částicím byl přidán 1 ml roztoku E. Roztok 

byl promíchán a částice byly separovány na magnetickém separátoru. Tento postup byl 

opakován ještě 2×. 

Po odsátí roztoku pipetou bylo do jedné mikrozkumavky přidáno 500 µl roztoku 

komplementárního oligonukleotidu BU, a do druhé mikrozkumavky 500 µl roztoku 

komplementárního oligonukleotidu BT. Částice byly inkubovány na třepačce (300 rpm) po dobu 

1 hodiny při pokojové teplotě. Připravené částice byly skladovány při 4 °C. 

4.4.7 Analýza DNA glykosylázové aktivity 

10 µl připraveného roztoku magnetických částic s navázaným kotvícím 

oligonukleotidem a komplementárním řetězcem BT nebo BU obsahující uracil bylo přidáno 

k 1 ml roztoku D a částice byly separovány na magnetickém separátoru. Po 2 minutách byl 

roztok odebrán a následně byl přidán 1 ml roztoku D. Tento postup byl opakován ještě 2×, aniž 

by došlo k rozsuspendování částic. Studované vzorky byly zředěny roztokem E tak, aby 

obsahovaly 2 µg celkových proteinů v jednom ml roztoku. 

Do jamek 384 jamkové destičky bylo přidáno 50 µl zředěných magnetických částic 

s oligonukleotidy (alespoň 3 jamky obsahovaly částice s navázaným komplementárním 

řetězcem BU a 3 jamky částice s navázaným komplementárním řetězcem BT). Následně bylo 

k částicím přidáno 50 µl zředěného vzorku (celkem 100 ng celkového proteinu). Signál FAM 

a Cy5 byl snímán pomocí čtečky destiček každé 2 nebo 4 minuty. Hodnoty signálu FAM byly 

vyděleny signálem Cy5. Signál FAM byl excitován při vlnové délce v rozmezí 483–493 nm 

a snímán při emisní vlnové délce v rozmezí 510–530 nm. Signál Cy5 byl excitován při vlnové 

délce v rozmezí 625–635 nm a snímán při emisní vlnové délce v rozmezí 670–690 nm. 
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5 Výsledky 

5.1 Příprava buněčných extraktů a měření koncentrace 

celkových proteinů v různých liniích 

Jako základní metoda přípravy buněčných extraktů pro stanovení množství vybraných 

DNA glykosyláz byla použita metoda založená na extrakci proteinů z buněk pomocí lyzačního 

roztoku RIPA. Tato metoda představuje běžný přístup pro následnou analýzu proteinů pomocí 

elektroforetické separace a blotů. Množství použitého lyzačního roztoku bylo stanoveno na 

základě počtu buněk v kultivační nádobě. Počet buněk byl odhadnut na základě 

mikroskopických dat. Bylo použito 0,1 ml roztoku RIPA na cca 1 milion buněk. Celkové 

množství proteinů v extraktech bylo určeno pomocí kitu založeném na biuretové reakci 

a následné interakci se sodnou solí kyseliny bicinchoninové (BCA metoda). Koncentrace 

proteinů byla vypočtena z absorbance vzorků měřené při vlnové délce 562 nm. Přibližná 

koncentrace sledovaných proteinů byla určena výpočtem z rovnice kalibrační křivky pro známé 

koncentrace BSA. Vyhodnocení proběhlo v programu Excel 2016. 

Byly připraveny extrakty z buněčných linií HeLa, NCI, 143 B, 143B TK a V79. 

V následující tabulce (tabulka 6) jsou uvedeny zjištěné koncentrace celkových proteinů 

v přepočtu na 1 milion buněk.  

Tabulka 6: Koncentrace celkových proteinů v celobuněčných extraktech u buněčných linií 
HeLa, NCI, 143 B, 143B TK a V79 za použití RIPA lyzačního roztoku. Hodnoty jsou uvedeny 
jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka.   

Buněčná linie Množství proteinů na 1 mil. buněk [µg] 

HeLa 231,22 ± 2,4 % 

NCI 223,80 ± 3,6 % 

143 B 185,43 ± 1,4 % 

143B TK 210,53 ± 4,1 % 

V79 157,81 ± 2,1 % 

 Nejvyšší koncentrace proteinů byla naměřena u buněčné linie HeLa. Naopak nejnižší 

hodnota koncentrace byla zjištěna v extraktech z buněčné linie V79. Jelikož extrakty připravené 

pomocí RIPA roztoku nejsou vhodné pro stanovování enzymatické aktivity z důvodu 

přítomnosti denaturačních činidel, a součástí práce bylo i testování metody pro stanovení 

aktivity uracilových DNA glykosyláz, byly testovány alternativní přístupy pro přípravu 

extraktů.  
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 Jednalo se o následující tři přístupy přípravy extraktů: (i) homogenizace pomocí 

Douncerova homogenizátoru (H); (ii) cyklické zmrazování a rozmrazování buněčné kultury 

v kapalném dusíku (N); (iii) použití roztoku s přídavkem Tritonu X-100 (T). Byly připraveny 

cytoplazmatické a jaderné extrakty. Zjištěné koncentrace proteinů jsou uvedeny v tabulce 7. 

Tabulka 7: Koncentrace celkových proteinů v buněčných extraktech u buněčné linie HeLa po 
použití homogenizátoru (H), zmrazování kapalným dusíkem (N) a pomocí roztoku s obsahem 
Tritonu X-100 (T). Cytoplasmatický extrakt je označen jako „cyt“, jaderný extrakt jako „nuk“. 
Hodnota koncentrace je uvedena jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka. 

Extrakt Množství proteinů na 1 milion buněk [µg] 

H_cyt 151,98 ± 4,5 % 

N_cyt 202,09 ± 6,7 % 

T_cyt 207,27 ± 5,8 % 

H_nuk 13,37 ± 2,3 % 

N_nuk 15,59 ± 4,7 % 

T_nuk 16,99 ± 1,2 % 

Nejvyšší množství proteinů bylo získáno extrakcí pomocí roztoku s přídavkem 

Tritonu X-100 (jak v cytoplasmatickém, tak jaderném extraktu). Druhá nejvyšší koncentrace 

byla naměřena v případě cyklického zmrazování/rozmrazování. Nejmenší výtěžek proteinů byl 

při použití homogenizační techniky pomocí Douncerova homogenizátoru.  

Z výsledků je patrné, že příprava extraktů pomocí homogenizátoru poskytuje 

z použitých metod nejnižší množství proteinů v obou extraktech. Současně je zjevné, že veškeré 

metody poskytly přibližně 10× méně proteinů v jaderných extraktech než v cytoplasmatických 

extraktech (viz tabulka 7). Ačkoli z testovaných metod byla nejúčinnější extrakce pomocí RIPA 

roztoku, jeho denaturační účinky omezují použití extraktů pro sledování DNA glykosylázové 

aktivity. Z nedenaturačních přístupů bylo nejefektivnější použití roztoku s Tritonem X-100. 

Tento přístup však nedovoluje jednoduše odstranit detergent ze získaných lyzátů a je proto 

méně vhodný pro následné analýzy enzymatických aktivit než další nedenaturační testované 

přístupy. 

 

5.2 Western blot 

V průběhu optimalizace metody western blotu byly detekovány vybrané DNA 

glykosylázy pomocí protilátek proti MBD4, UNG2, TDG, SMUG1 a NTH1. Jako kontrolní 

proteiny ke studiu optimalizace sloužily tyto proteiny: β-aktin a jaderný protein RPA. Protein 
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RPA se skládá ze 3 rozdílných podjednotek (Chen et Wold, 2014), přičemž použitá protilátka 

byla namířena proti podjednotce o velikosti 32 kDa. Vedle toho byly v některých 

experimentech rovněž použity protilátky proti proteinům účastnících se deaminace cytosinu. 

Jednalo se o proteiny CDD a DCTD. U těchto deamináz se předpokládá, že jsou převážně 

lokalizovány v cytoplasmě.  

Nejprve byla provedena analýza pomocí protilátek proti β-aktinu a proteinu RPA-32 

v celobuněčných extraktech HeLa buněk připravených pomocí RIPA lyzačního roztoku 

(obrázek 11). Na gel bylo naneseno 10 µg proteinů. Pro blokování nespecifických interakcí 

bylo v experimentu použito 5% mléko. Western blot analýza poskytla jasné proužky 

s minimálním pozadím. 

  

 

 

 

 

 V následném experimentu byla provedena analýza proteinů MBD4, UNG2, TDG 

a SMUG1 v celobuněčných extraktech z buněčných linií HeLa, NCI, 143 B, 143B TK a V79, 

které byly připraveny pomocí RIPA roztoku. Nanáška proteinů byla 10 µg. Koncentrace 

použitých protilátek jsou uvedeny v tabulce 4. Pro blokování nespecifických interakcí bylo 

použito 5% mléko. Snímky z western blot analýzy těchto proteinů jsou na obrázku 12. 

Vyhodnocení proužků probíhalo v programu ImageJ stanovením intenzity signálu na ploše 

312 pixelů v centrální oblasti proužku. Průměrné hodnoty relativní intenzity vypočtené ze 

3 měření jsou uvedeny v tabulce 8. 
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Obrázek 11: Western blot analýza β-aktinu a proteinu RPA-32 v celobuněčných extraktech 
buněčné linie HeLa. 
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Obrázek 12: Western blot analýza proteinů MBD4, UNG2, TDG a SMUG1 v celobuněčných 
extraktech linií HeLa, NCI, 143 B, 143B TK a V79. Pro extrakci proteinů byl použit RIPA 
roztok. Standard relativních molekulových hmotností je společně pro všechny snímky vlevo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 8: Relativní intenzita signálu z western blot analýzy proteinů MBD4, UNG2, TDG 
a SMUG1 z obrázku 12 a dvou dalších opakování. „NA“ znamená nepřítomnost signálu 
v oblasti odpovídající molekulové hmotnosti detekovaného proteinu. Hodnoty jsou uvedeny 
jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka. 

 Buněčná linie 

Protein HeLa NCI 143 B 143B TK V79 

MBD4 1,00 ± 0,00 0,20 ±0,07 0,22 ± 0,03 0,24 ± 0,07 0,14 ± 0,08 

UNG2 NA NA NA NA NA 

TDG NA NA NA NA NA 

SMUG1 NA NA NA NA NA 

 Z obrázku 12 je patrné, že protilátkami proti UNG2, TDG a SMUG1 nebyly detekovány 

žádné proužky, které by odpovídaly detekovaným proteinům. Jednou z příčin mohla být 

interakce protilátek s proteiny mléka obsaženého v již zmíněných roztocích nebo nedostatečná 

extrakce jaderných proteinů. Pomocí protilátek proti proteinu MBD4 byly u všech linií 

detekovány proužky přibližně v oblasti odpovídající 70 kDa, což odpovídá velikosti proteinu 

MBD4 (předpokládaná velikost cca 70 kDa). Nejvyšší intenzita signálu byla detekována 

u buněčné linie HeLa, nejnižší pak u transformovaných plicních buněk křečka (V79). Relativně 

nízký poměr signál/pozadí zapříčinil zhoršenou analýzu těchto proužků. Z tohoto důvodu bylo 

testováno použití BSA namísto mléka a rovněž další protokoly založené na RIPA roztoku.  
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Kromě proteinů z obrázku 12 a proteinu RPA-32 byly v dalším experimentu 

analyzovány i proteiny NTH1, CDD a DCTD. Byly použity tyto způsoby přípravy 

celobuněčných extraktů: (i) pomocí samotného RIPA lyzačního roztoku; (ii) za použití RIPA 

roztoku s přídavkem Laemmliho pufru; (iii) pomocí RIPA roztoku s následnou sonikací. Na gel 

bylo naneseno 10 µg proteinů. V případě vzorku s Laemmliho pufrem byla nanáška pouze 

orientační (objem vzorku byl stejný jako u vzorku připraveného pouze pomocí RIPA roztoku). 

Důvodem je přítomnost 2-merkaptoetanolu a bromfenolové modři, které interagují s BCA 

stanovením koncentrace proteinů. Pro blokování bylo použito BSA. Výsledek western blot 

analýzy je na obrázku 13. Relativní hodnoty intenzity signálu jsou uvedeny v tabulce 9. 

V případě výskytu mnohočetných výrazných proužků nebyla intenzita signálu určena.  
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        SMUG1 NTH1                               CDD           DCTD 

Obrázek 13: Western blot analýza proteinů MBD4, RPA-32, TDG, UNG2, SMUG1, NTH1, 
CDD a DCTD buněčné linie HeLa, za použití rozdílných přístupů při přípravě celobuněčných 
extraktů: (i) použití pouze RIPA lyzačního roztoku (RIPA); (ii) za použití RIPA roztoku 
s přídavkem Laemmliho pufru (Laemmli); (iii) za použití RIPA roztoku s následnou sonikací 
(sonikace). Vlevo je uvedena poloha proužků standardu. 
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Tabulka 9: Normované relativní intenzity signálu z western blot analýzy proteinů MBD4, 
UNG2, TDG, SMUG1, RPA-32, NTH1, CDD a DCTD z obrázku 13. Příprava celobuněčných 
extraktů byla pomocí třech různých přístupů: (i) použití pouze RIPA lyzačního roztoku (RIPA); 
(ii) za použití RIPA roztoku s přídavkem Laemmliho pufru (Laemmli); (iii) za použití RIPA 
roztoku s následnou sonikací (sonikace). „NA“ znamená nemožnost identifikace proteinu na 
základě získaných dat. Hodnoty jsou uvedeny jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka. 
Hodnota 1,00 = hodnota signálu za použití RIPA pufru. 

 Metoda 

Protein RIPA Laemmli Sonikace 

MBD4 1,00 ± 0,00 1,25 ± 0,12 0,90 ± 0,07 

RPA-32 1,00 ± 0,00 1,32 ± 0,09 1,10 ± 0,12 

TDG NA NA NA 

UNG2 NA NA NA 

SMUG1 NA NA NA 

NTH1 1,00 ± 0,00 1,34 ± 0,10 1,18 ± 0,06 

CDD 1,00 ± 0,00 0,50 ± 0,03 0,49 ± 0,09 

DCTD 1,00 ± 0,00 0,70 ± 0,12 0,70 ± 0,04 
 

Z obrázku 13 je patrné, že u proteinů MBD4 (předpokládaná velikost 70 kDa),  

RPA-32 (očekávaná velikost 32 kDa), NTH1 (očekávaná velikost 35 kDa), CDD (očekávaná 

velikost 18 kDa) a DCTD (předpokládaná velikost 20 kDa) byl detekován signál v oblasti 

membrány, která odpovídá jejich velikosti. Porovnání intenzity proužků jednotlivých proteinů 

je uvedeno v tabulce 9. U proteinů MBD4, RPA-32 a NTH1 byl nejvyšší signál u vzorků 

s Laemmliho pufrem. V porovnání s obrázkem 12 je kontrast detekovaných proužků u proteinu 

MBD4 výraznější, což je pravděpodobně důsledek použití BSA místo mléka. U proteinů CDD 

a DCTD byl nejvyšší signál ve vzorku při použití samotného RIPA lyzačního roztoku. Výrazný 

pokles signálu byl detekován ve zbylých dvou vzorcích. U proteinů TDG (očekávaná velikost 

46 kDa) a UNG2 (s předpokládanou velikostí 35 kDa) byly detekovány mnohočetné proužky, 

což naznačuje nespecifickou vazbu protilátek. U proteinu SMUG1 (očekávaná velikost 30 kDa) 

nebyl detekován žádný proužek. 

V následujícím experimentu byly použity cytoplazmatické a jaderné extrakty 

připravené pomocí kapalného dusíku nebo pomocí Douncerova homogenizátoru. Tyto extrakty 

jsou plně kompatibilní s analýzou DNA glykosylační aktivity. Byla provedena analýza proteinů 

MBD4, NTH1, SMUG1 a TDG za pomoci western blotu. Nanášeno bylo 5 µg proteinů 

(obrázek 14). Hodnoty relativní intenzity signálu jsou uvedeny v tabulce 10. Protilátka proti 

UNG2 nebyla testována, protože výsledky ukázaly, že snížení exprese této glykosylázy 
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založené na siRNA technologii nevedlo ke změně výšky signálu v odpovídající oblasti blotu 

(viz dále).  
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Obrázek 14: Western blot analýza proteinů MBD4, NTH1, TDG a SMUG1 buněčné linie 
HeLa za použití homogenizátoru (HC – cytoplasmatický extrakt, HN – jaderný extrakt) a za 
použití kapalného dusíku (NC – cytoplasmatický extrakt, NN – jaderný extrakt) k přípravě 
extraktů. Vlevo je uvedena poloha proužků standardu (St.). 

 
Tabulka 10: Normovaná relativní intenzita signálu z western blot analýzy proteinů MBD4, 
NTH1, SMUG1 a TDG z obrázku 14 a dalších dvou opakování. „NA“ znamená nepřítomnost 
signálu v oblasti blotu odpovídající molekulové hmotnosti detekovaného proteinu. Hodnoty 
jsou uvedeny jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka. Hodnota 1,00 = hodnota signálu 
v jaderném extraktu za použití homogenizátoru. 

 Extrakt 

Metoda Homogenizátor Zmrazování/rozmrazování 

Protein Cytoplasma Jádro Cytoplasma Jádro 

MBD4 0,03  0,01 1,00  0,00 0,09  0,02 0,38  0,06 
NTH1 0,08  0,03 1,00  0,00 0,09  0,03 0,43  0,07 

SMUG1 NA NA NA NA 

TDG  NA NA NA NA 

Z obrázku 14 je patrné, že pomocí protilátek proti MBD4 a NTH1 byl detekován 

nejsilnější signál v oblasti membrány, která odpovídala očekávané molekulové hmotnosti. 

U obou proteinů byl signál v jaderných extraktech výrazně vyšší než v cytoplazmatických 

75 kDa 

50 kDa 

37 kDa 

20 kDa 
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extraktech. Současně byl signál ve vzorcích připravených pomocí homogenizátoru vyšší než 

v případě zmrazování. Vyšší signál v jaderných extraktech pravděpodobně souvisel s jadernou 

lokalizací uvedených proteinů. Naopak protilátky proti TDG a SMUG1 reagovaly s celou řadou 

proteinů a neumožňovaly detekci proteinu TDG respektive SMUG1. 

V následujícím experimentu byla western blot analýzou porovnávána extrakce 

vybraných DNA glykosyláz v jaderných a celobuněčných extraktech. Jaderné extrakty byly 

připraveny pomocí homogenizátoru a následně ovlivněny pufrovaným roztokem o vysoké 

iontové síle nebo RIPA roztokem. Celobuněčné extrakty byly připraveny pomocí RIPA roztoku. 

Sledovány byly proteiny NTH1, MBD4 a RPA-32. Na gel bylo naneseno 5 µg proteinů. 

Výsledek western blot analýzy je na obrázku 15. Relativní hodnoty intenzity signálu jsou 

uvedeny v tabulce 11. 
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Obrázek 15: Western blot analýza proteinů MBD4, NTH1 a RPA-32 v jaderném extraktu 
buněčné linie HeLa připraveného za použití homogenizátoru a vysoké iontové síly  
(HN – jaderný extrakt), pomocí homogenizátoru a RIPA roztoku (HRN – jaderný extrakt) 
a v celobuněčném extraktu připraveného pomocí RIPA lyzačního roztoku (R – celobuněčný 
extrakt). Vlevo je uvedena poloha proužků standardu (St.). 
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Tabulka 11: Normovaná relativní intenzita signálu detekovaných proteinů MBD4, NTH1 
a RPA-32 z obrázku 15 v jaderném a celobuněčném extraktu buněčné linie HeLa, za použití 
homogenizátoru a vysoké iontové síly, kombinace homogenizace pomocí homogenizátoru 
a RIPA roztoku a RIPA lyzačního roztoku. Hodnoty jsou uvedeny jako aritmetický průměr ze 
tří opakování ± směrodatná odchylka. Hodnota 1,00 = hodnota signálu v jaderném extraktu za 
použití homogenizátoru a vysoké iontové síly. 

 Extrakt 

Metoda Iontová síla Kombinace RIPA roztok 

Protein Jádro Jádro Celobuněčný 

NTH1 1,00 ± 0,00 0,52 ± 0,02 0,24 ± 0,06 

MBD4 1,00 ± 0,00 0,74 ± 0,09 0,21 ± 0,09 

RPA-32 1,00 ± 0,00 0,96 ± 0,03 0,97 ± 0,05 

Z obrázku 15 a tabulky 11 je zřejmé, že nejvyšší intenzita signálu u proteinů NTH1 

a MBD4 (jaderné proteiny) byla detekována v jaderných extraktech získaných pomocí 

homogenizátoru a vysoké iontové síly. Protein RPA-32 poskytl přibližně stejný signál ve všech 

extraktech. Všechny proteiny byly detekovány v oblasti očekávané molekulové hmotnosti. 

Western blot analýza je relativně citlivá metoda. Pro abundantní proteiny jako jsou např. 

β-aktin nebo RPA-32 je tato metoda dostatečně citlivá. Nicméně v případě nízce 

exprimovaných proteinů poskytla tato metoda sníženou kvalitu detekce. Současně výsledky 

ukázaly, že přinejmenším u některých proteinů lze zvýšit poměr signál/pozadí použitím BSA 

místo mléka. Metoda je závislá na specifitě a afinitě použitých protilátek (viz obrázek 13 a 14). 

V tomto ohledu u testovaných proteinů SMUG1, TDG a UNG2 nebyl detekován žádný signál 

z důvodu nízké afinity protilátky nebo byl signál lokalizován ve více oblastech, což bylo 

pravděpodobně způsobeno nespecifickou vazbou protilátky. Současně výsledky ukázaly, že ze 

dvou testovaných technologií dovolujících získat cytoplazmatické a jaderné extrakty je pro 

testované DNA glykosylázy vhodnější technologie založená na použití homogenizátoru než na 

opakovaném zmrazování a rozmrazování. Obě technologie navíc nevyžadují použití 

denaturačních činidel, a tudíž představují vhodnou variantu pro studie zaměřené na 

enzymatickou aktivitu studovaných proteinů. Současně bylo zjevné, že v případě studia 

jaderných proteinů poskytují jaderné extrakty obecně vyšší signál než celobuněčné extrakty. 

Jedná se zřejmě o důsledek extrakce velkého množství různých proteinů v celobuněčných 

extraktech oproti jaderným extraktům, čímž při nanesení konstantního množství proteinu na gel 

dochází k zakoncentrování jaderných proteinů v jaderných extraktech. Proto celobuněčné 

extrakty nejsou vhodné k western blot analýze jaderných DNA glykosyláz.  
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5.3 Dot blot 

Kromě western blotu byla testována i metoda dot blotu. Jedná se o metodu, která je 

méně časově náročná. Díky menším nanáškám protilátek a prací s menšími objemy roztoků je 

tato metoda rovněž levnější. Zařízení pro dot blot bylo pořízeno v průběhu bakalářské práce 

a v jejím průběhu optimalizováno. Jako zásadní se ukázalo dostatečné těsnění jamek. Pro 

utěsnění byl použit filtrační papír. Pro optimalizaci byla použita protilátka proti β-aktinu. Na 

obrázku 16 je výsledek dot blot analýzy buněčné linie HeLa. Byly použity celobuněčné extrakty 

připravené pomocí RIPA roztoku, které se lišily různým množstvím naneseného proteinu. 

Jednalo se o 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 nebo 20 µg proteinu. Vzorky byly ředěny roztokem TBSB. 

U negativní kontroly nebyl přidán vzorek. Pro utěsnění jamek byl použit jeden filtrační papír. 

Intenzita signálu byla měřena ve všech případech ve středové oblasti jamky o poloměru 1 mm 

(viz tabulka 12). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 12: Relativní intenzita signálu β-aktinu detekovaná dot blot analýzou z obrázku 16 
při různých množstvích naneseného proteinu. „NK“ = negativní kontrola. Hodnoty jsou 
uvedeny jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka. Hodnota 1,00 = hodnota signálu 
v roztoku s 20 µg proteinu. 

  

20 2,5  

10 1,25  

5 0,625 NK 

Obrázek 16: Dot blot analýza β-aktinu u buněčné linie HeLa za použití celobuněčných 
extraktů připravených pomocí RIPA roztoku. Číselné hodnoty odpovídají množství 
naneseného celkového proteinu v µg. Vzorek označený jako „NK“ neobsahoval vzorek 
(negativní kontrola). K utěsnění jamek byl použit jeden filtrační papír. 

Nanáška [µg] 20 10 5 2,5 1,25 0,625 NK 

Relativní 
intenzita 
signálu 

1,00 ± 
0,00 

0,27 ± 
0,02 

0,26 ± 
0,04 

0,30 ± 
0,05 

0,24 ± 
0,05 

0,23 ± 
0,03 

0,24 ± 
0,04 
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Z obrázku 16 a tabulky 12 je zřejmé, že nejintenzivnější signál byl změřen u vzorku 

s 20 µg proteinu. V dalších vzorcích se velikost signálu pohybovala na úrovni negativní 

kontroly.  

Z důvodu nedostatečné těsnosti jamek byly v následující analýze použity 3 filtrační 

papíry k utěsnění jamek. Byl analyzován protein RPA-32 v celobuněčných extraktech 

připravených pomocí RIPA lyzačního roztoku z buněčných linií HeLa, NCI, 143 B, 143B TK 

a V79. Bylo naneseno 15 µg proteinu na jamku a objemy jednotlivých vzorků byly upraveny 

pomocí roztoku TBSB. Spolu se vzorky byla nanesena negativní kontrola bez vzorku. Výsledky 

jsou shrnuty na obrázku 17 a v tabulce 13. Intenzita signálu byla měřena ve všech případech ve 

středové oblasti jamky o poloměru 1 mm. 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 13: Relativní intenzita signálu proteinu RPA-32 z dot blot analýzy z obrázku 17. 
Hodnoty jsou uvedeny jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka.  
Hodnota 1,00 = hodnota signálu v extraktu z buněčné linie NCI. 

 V79 143B TK 143 B NCI HeLa NK 

Relativní 
intenzita 
signálu 

0,15 ± 0,01 0,30 ± 0,02 0,24 ± 0,01 1,00 ± 0,00 0,94 ± 0,21 0,15 ± 0,01 

V případě buněčné linie V79 byla hodnota detekovaného signálu stejná jako v případě 

negativní kontroly (0,11). Důvodem může být skutečnost, že se jedná o křeččí buňky, přičemž 

primární protilátka je namířena proti lidskému proteinu. Nejvyšší signál byl zjištěn u linie NCI. 

Druhý nevyšší signál vykazovala buněčná linie HeLa. Naopak nejslabší signál vykazovala linie 

143 B a 143B TK (0,17 a 0,21). Podobný obsah proteinu RPA-32 u těchto dvou linií je v souladu 

s očekáváním. Jedná se totiž o rodičovskou linii (143 B) a dceřinou linii (143B TK), které se 

liší pouze přítomností virové tymidin kinázy. I přes mírné snížení úniku vzorků do sousedních 

jamek neustále docházelo k úniku vzorků a kontaminaci jamek sousedních. Další experimenty 
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Obrázek 17: Dot blot analýza proteinu RPA-32 u buněčných linií HeLa, NCI, 143 B, 143B TK 
a V79 v celobuněčných extraktech připravených pomocí RIPA roztoku. „NK“ = negativní 
kontrola. 
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ukázaly, že ani další zvýšení počtu filtračních papírů nevede ke snížení úniku vzorků. Jelikož 

použití dvou papírů poskytlo stejné výsledky jako 3 filtrační papíry, v dalších experimentech 

byly používány pro utěsnění dva filtrační papíry.  

V následném experimentu byl detekován protein NTH1 v jaderných extraktech buněčné 

linie HeLa připravených pomocí homogenizátoru s následnou extrakcí jaderných proteinů 

roztokem s vysokou iontovou silou nebo RIPA lyzačním roztokem. Celobuněčné extrakty byly 

připraveny pomocí RIPA lyzačního roztoku. Roztoky byly naředěny na požadovaný objem 

pomocí roztoku TRB. Do jedné jamky nebyl nanesen vzorek. Tato jamka sloužila jako 

negativní kontrola. Výsledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 14. 

 

Tabulka 14: Relativní intenzita signálu proteinu NTH1 buněčné linie HeLa z dot blot analýzy 
jaderných extraktů připravených pomocí homogenizace a vysoké iontové síly (HN) nebo 
pomocí homogenizace a RIPA roztokem (HRN) nebo v celobuněčných extraktech 
připravených RIPA lyzačním roztokem (R). „NK“ = negativní kontrola. Hodnoty jsou uvedeny 
jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka. Hodnota 1,00 = hodnota signálu v jaderném 
extraktu za použití homogenizátoru a vysoké iontové síly. 

Vzorek NK HN HRN R 

Relativní 
intenzita signálu 

0,90 ± 0,12 1,00 ± 0,00 0,89 ± 0,7 0,88 ± 0,9 

Z tabulky 14 lze vidět, že nebyl detekován signifikantní signál. Signál detekovaný 

u všech vzorků byl přibližně stejný jako v kontrolním vzorku. Podobné výsledky poskytla 

analýza signálu u proteinu MBD4. 

Použitím blotovací aparatury Scie-Plas docházelo ke vzájemné kontaminaci 

vzorků z důvodu nedostatečné těsnosti jamek. Vedle toho tato aparatura neumožňovala použití 

standardní multikanálové pipety, čímž byla omezena manipulace a docházelo k časovým 

prodlevám. Z výsledků je patrné, že technika dot blotu je daleko méně citlivá ve srovnání 

s western blotem a je nevhodná pro detekci DNA glykosyláz.  

 

5.4 Studium DNA glykosylázové aktivity 

V této části práce byla studována citlivost vyvíjené technologie pro stanovení aktivity 

uracilových DNA glykosyláz. Technologie je založena na dvojřetězcových 

oligonukleotidových sekvencích, které jsou ukotveny na magnetických částicích o průměru 

kolem 1 µm. Tyto oligonukleotidy obsahují v jednom svém řetězci fluorochrom a ve druhém 

zhášeč fluorescence. Oligonukleotid s fluorochromem je ukotven pomocí biotinové kotvy 
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k magnetickým částicím prostřednictvím streptavidinu. Komplementární oligonukleotid se 

zhášečem fluorescence obsahuje místo tyminu uracil. V kontrolních experimentech byl použit 

oligonukleotid bez této modifikace. Po odštěpení uracilu DNA glykosylázami, dochází 

k destabilizaci párování oligonukleotidů a k oddálení fluorochromu od zhášeče. Nárůst 

fluorescence je tudíž přímo úměrný aktivitě DNA glykosyláz. V případě kontrolního 

experimentu s oligonukleotidem obsahujícím tymin nedochází k destabilizaci párování 

oligonukleotidů a tudíž ani k nárůstu fluorescence. 

Pro přípravu extraktů byly použity dva přístupy: pomocí homogenizátoru a pomocí 

roztoku s Tritonem X-100. Protokol založený na použití Tritonu X-100 byl testován z důvodu 

jednoduchosti provedení. Navíc tento protokol nevyžadoval speciální vybavení. V grafu 1 je 

zobrazena závislost fluorescence na čase u takto připravených vzorků.   

  

Graf 1: Příklad stanovení uracilové DNA glykosylační aktivity v cytoplasmatickém (C) 
a jaderném (J) extraktu buněčné linie HeLa za použití homogenizace pomocí homogenizátoru 
(H) nebo lyzačního roztoku s Tritonem X-100 (T). Hodnoty signálu v jednotlivých bodech 
grafu byly získány odečtením hodnoty signálu pro oligonukleotid obsahující tymin od hodnoty 
signálu pro oligonukleotid obsahující uracil.  

Nejrychlejší růst fluorescence byl pozorován u jaderného extraktu připraveného pomocí 

homogenizátoru. Hodnota lineárního koeficientu byla rovna cca 5,8. V ostatních případech byly 

hodnoty lineárních koeficientů rovny nebo nižší než 3,8, a to včetně jaderného extraktu 

připraveného pomocí Tritonu X-100. Tyto výsledky potvrdily předpoklad, že přítomnost 

Tritonu X-100 může vést i přes vyšší obsah proteinů k inhibici glykosylázové aktivity. Navíc 

obdržené výsledky naznačily, že část v jádře vázaných DNA glykosyláz může být v případě 

použití Tritonu X-100 uvolněna do cytoplazmatické frakce. Experimenty provedené  

Dr. Kobernou dále ukázaly, že v případě, že se použijí extrakty připravené pomocí 
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opakovaného zamrazování/rozmrazování, je aktivita DNA glykosyláz rovněž výrazně nižší než 

v případě extraktů připravených pomocí homogenizátoru. 

Další experimenty již byly prováděny pouze s extrakty, které byly připraveny pomocí 

homogenizátoru s následnou extrakcí jaderných proteinů pufrovaným roztokem s vysokou 

iontovou silou. V grafu 2 je znázorněna rychlost nárůstu fluorescence v jaderných 

a cytoplasmatických extraktech z buněčných linií HeLa, NCI a A549.  

 

  

Graf 2: Příklad stanovení uracilové DNA glykosylační aktivity v cytoplasmatickém (C) 
a jaderném (J) extraktu buněčných linií HeLa, NCI a A549. Hodnoty signálu v jednotlivých 
bodech grafu byly získány odečtením hodnoty signálu pro oligonukleotid obsahující tymin od 
hodnoty signálu pro oligonukleotid obsahující uracil. 

Nejvyšší DNA glykosylázová aktivita byla zjištěna v jaderných extraktech buněčné 

linie HeLa, následovala linie A549 a nejnižší signál byl naměřen u buněčné linie NCI.  

Technologie pro stanovení uracilové DNA glykosylační aktivity byla rovněž použita 

pro analýzu specifity protilátky namířené proti UNG2. V tomto experimentu byla provedena 

western blot analýza jaderných extraktů se sníženou expresí proteinu UNG2. Exprese byla 

snížena pomocí siRNA. Extrakty z ovlivněných a rovněž extrakty z neovlivněných buněk byly 

připraveny Dr. Ligasovou. Vzorky byly připraveny pomocí Douncerova homogenizátoru. 

Snížená exprese proteinu UNG2 byla ověřena stanovením uracil DNA glykosylázové aktivity. 

Na gel bylo naneseno 5 µg proteinů. Výsledky western blot analýzy i stanovení glykosylázové 

aktivity v extraktech jsou na obrázku 18.  
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Western blot analýza ukázala podobný signál jak v kontrolních, tak i experimentálních 

vzorcích se sníženou aktivitou UNG2. Tyto výsledky silně indikovaly, že tato protilátka 

poskytuje signál v nespecifických oblastech blotu.  

Z výsledků je patrné, že aktivita DNA glykosyláz štěpících uracil je významně vyšší 

v jaderném extraktu. To plně odpovídá lokalizaci daných proteinů vzhledem k jejich funkci (jak 

je popisuje The UniProt Consortium, 2019). Současně je zjevné, že ačkoli extrakty připravené 

pomocí Tritonu X-100 obsahovaly vyšší koncentrace proteinů než extrakty připravené pomocí 

homogenizátoru (tabulka 7), naměřená aktivita uracilových DNA glykosyláz byla vyšší 

v případě použití homogenizátoru. Výsledky analýzy extraktů se sníženou expresí UNG2 navíc 

ukázaly, že použitá protilátka proti UNG2 neposkytuje specifické značení za použití western 

blotů. 
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Obrázek 18: Western blot analýza proteinu UNG2 buněčné linie HeLa v jaderných extraktech
připravených homogenizací (vlevo, CTRL – kontrolní vzorky, UNG2 – vzorky se sníženou 
expresí UNG2) a graf s výsledky stanovení uracil DNA glykosylační aktivity v jaderných
extraktech (vpravo).  
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6 Diskuze 

Jedním z cílů experimentální části předkládané bakalářské práce byla optimalizace 

přípravy buněčných extraktů pro metodu western blotu. V rámci tohoto cíle došlo 

k optimalizaci přípravy extraktů pro detekci proteinů účastnících se bázové excizní opravy. 

Výsledky ukázaly, že optimální volbou pro přípravu buněčných extraktů je metoda založená na 

homogenizaci pomocí homogenizátoru, a to i přes okolnost, že další testované metody poskytly 

vyšší proteinové výtěžky. Všechny testované technologie, s výjimkou technologie založené na 

RIPA pufru, umožňovaly získat odděleně cytoplazmatické a jaderné proteiny. V případě použití 

technologie založené na přítomnosti neiontového detergentu Tritonu X-100 došlo ke snížení 

aktivity DNA glykosyláz. Tento efekt je pravděpodobně závislý na druhu analyzovaného 

proteinu. Perna et al. (2017)  demonstrovali zvýšenou stabilitu i aktivitu lipázy v přítomnosti 

Tritonu. Výsledky bakalářské práce ukázaly, že přítomnost tohoto detergentu pravděpodobně 

vedla k částečné extrakci DNA glykosyláz z jaderné frakce a jejich přechodu do 

cytoplazmatické frakce. Proto tato technologie nebyla zahrnuta do analýzy extraktů pomocí 

western a dot blotů. Na druhou stranu tato technologie je rychlá a v případě jiných proteinů 

může představovat výhodnou variantu přípravy extraktů. Je však nutné pečlivé testování.  

V případě použití cyklického zmrazování a rozmrazování pro přípravu 

cytoplazmatických a jaderných extraktů byl signál z western blot analýzy nižší než v extraktech 

připravených pomocí homogenizátoru. Nevýhodou této technologie je rovněž relativně vyšší 

časová náročnost a nutnost použití tekutého dusíku. Alternativou může být použití kombinace 

suchého ledu s etanolem, jak popisují Johnson et Hecht (1994). Nicméně opětovným 

zmrazováním a rozmrazováním může docházet k postupné degradaci proteinů (Cao et al., 

2003), což je v souladu s pozorováním nižší aktivity uracilových DNA glykosyláz v takto 

připravených extraktech ve srovnání s extrakty připravenými za pomoci homogenizátoru. 

Z hlediska materiálové náročnosti je nejjednodušší technologie založená na použití  

Tritonu X-100, která může být vhodnou alternativou v případech, kdy je vyžadována analýza 

cytoplazmatických proteinů nebo proteinů pevně vázaných v jaderné frakci. Homogenizační 

technika pomocí Dounceho homogenizátoru sice vyžaduje použití speciálního zařízení, 

nicméně je rychlá a nevyžaduje přítomnost denaturujících činidel, což umožňuje zachovat 

aktivitu enzymů (Griffin et al., 2015). Navíc použitý homogenizátor je levný a extrahuje kromě 

intaktních jader také mitochondrie (Dounce, 1955). Tato technologie nejlépe z použitých metod 

separuje proteiny cytoplasmy od jaderných proteinů (spolu s proteiny mitochondrií, což nebylo 

v této práci ověřeno). Navíc nevyžaduje odstranění nežádoucích činidel před vlastním 
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stanovením DNA glykosylázové aktivity. Zachovaná aktivita uracilových DNA glykosyláz 

a dostatečná separace jaderných proteinů homogenizační technikou tak převažují nad 

nedostatečnou celkovou extrakcí proteinů. Cytoplazmatické extrakty obsahovaly ve všech 

případech výrazně vyšší koncentrace proteinů než jaderné extrakty. Jednalo se až o cca 

10× vyšší koncentrace proteinů v cytoplazmatické frakci. Ačkoli celobuněčné extrakty získané 

pomocí RIPA lyzačního roztoku poskytly celkově vysoké výtěžky proteinů, z důvodu obsahu 

denaturačních složek nebylo možné tyto vzorky použít ke studiu DNA glykosylační aktivity 

(Abcam, 2019). Alternativu by mohla představovat extrakce jaderných proteinů pomocí 

centrifugace v hustotním gradientu sacharózy (Komatsu, 2006). Metoda je ale mnohem více 

časově a instrumentálně náročná než homogenizační technika. Navíc výsledky western blot 

analýzy prokázaly relativně spolehlivou separaci jaderných proteinů od proteinů 

cytoplasmatických. Nebyla však ověřena schopnost extrakce histonových proteinů, jak popisuje 

Komatsu (2006). 

V průběhu optimalizace podmínek western blot analýzy bylo zjištěno, že pro detekci 

většiny studovaných proteinů je výhodné použít pro blokování membrány namísto mléka BSA. 

Stejně tak uvádí Yang et Mahmood (2012). Použití BSA vedlo ke zvýšení poměru mezi 

signálem a pozadím. Použité protilátky spolehlivě detekovaly proteiny β-aktin, RPA-32, 

MBD4, NTH1, CDD a DCTD. U proteinů SMUG1, TDG a UNG2 nebyl detekován žádný 

signál z důvodu nízké afinity protilátky nebo byl signál lokalizován ve více oblastech, což bylo 

zjevně způsobeno nespecifickou vazbou protilátky (Bio-Rad, 2019b). Současně bylo patrné, že 

pro analýzu testovaných DNA glykosyláz pomocí western blotu je výhodnější použít jaderné 

extrakty. Díky jejich převážně jaderné lokalizaci (jak popisuje The UniProt Consortium, 2019) 

se jedná o očekávaný výsledek. Domena et Mosbaugh (1985) ukázali, že některé DNA 

glykosylázy se vyskytují také v mitochondriích. Ačkoli mitochondriální formy mohou přispívat 

k nesprávným výsledkům měření glykosylační aktivity, byl jejich vliv snížen přípravou 

jaderných extraktů. 

Vedle toho bylo porovnáno použití dot blotu pro uvedené detekce s použitím western 

blotu. Výsledky ukázaly, že tato metoda umožňuje analyzovat proteiny, které se v buňkách 

vyskytují ve vysokém počtu kopií. Příkladem je protein RPA-32. Pro méně početné proteiny, 

jako je např. NTH1, tato metoda není vhodná. Použitá komerční aparatura navíc nedovolovala 

dostatečně utěsnit jednotlivé jamky. V tomto ohledu i Saint-Jean et al. (2003) uvádějí, že 

metoda dot blotů je relativně levná, časově nenáročná, ovšem ve srovnání s jinými metodami 

není příliš citlivá.  Dalším problémem techniky dot blotů je nutnost použití vysoce specifických 
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protilátek, a proto je pro spolehlivé vyhodnocení výsledků dot blotu nevyhnutelné znát specifitu 

protilátek (Renart et al., 1996). 

Jako poslední byla testována nově vyvinutá metoda pro stanovení DNA glykosylační 

aktivity uracilových DNA glykosyláz. Jedná se o metodu založenou na dvojřetězcových 

oligonukleotidech nesoucí v jednom řetězci fluorescenční molekulu a ve druhém zhášeč 

fluorescence. Využití oligonukleotidových sond pro stanovení DNA glykosylázové aktivity 

popsali Maksimenko et al. (2004). Popsaná metoda byla založena na jednořetězcové DNA 

(ssDNA) nesoucí na jednom konci fluorescenční molekulu a na druhém zhášeč fluorescence. 

Díky vhodnému sekvenčnímu uspořádání molekula ssDNA vytváří smyčku a krátký 

dvojřetězcový párující úsek na jehož koncích se do těsné blízkosti dostává fluorescenční 

molekula a zhášeč fluorescence. To vede k potlačení fluorescence fluorochromu. V párující 

oblasti je obsaženo několik uracilů. V přítomnosti aktivní uracilové DNA glykosylázy dochází 

k odštěpení uracilů a destabilizaci párujících oblastí, k oddálení fluorochromu od zhášeče 

a postupnému nárůstu fluorescence. Tato metoda je vhodná pro stanovení uracilové DNA 

glykosylační aktivity v jednoduchých směsích obsahující analyzovanou glykosylázu, ovšem je 

zcela nevhodná pro jaderné extrakty připravené pomocí homogenizátoru (Koberna et al., 

nepublikované výsledky). 

Nově vyvinutá metoda pracuje s magnetickými částicemi, na kterých je ukotven krátký 

dvojřetězcový oligonukleotid. Ten obsahuje na sousedících koncích molekulu fluorochromu 

a zhášeč fluorescence. V řetězci je současně obsažen jeden uracil. Obecně je možné použít 

i více uracilů nebo jiný modifikovaný nukleotid. V přítomnosti aktivní uracilové DNA 

glykosylázy dochází k odštěpení uracilu, disociaci řetězců oligonukleotidu a nárůstu 

fluorescence. Metoda byla použita pro analýzu uracilových DNA glykosyláz v jaderných 

a cytoplazmatických extraktech. Tato metoda jasně ukázala, že v jádrech je daleko vyšší 

aktivita uracilových DNA glykosyláz než v cytoplazmě. 

Ve srovnání s western blot metodou je testovaná, nově vyvinutá metoda mnohem méně 

časově náročná. Samotná příprava magnetických částic vyžaduje přibližně 30–60 minut 

a analýza aktivity dalších 30–60 minut včetně měření. Analýza pomocí western blotu vyžaduje 

přibližně 30 hodin. I když existují protokoly na provedení western blot analýzy bez 

elektroseparačního kroku za 1 hodinu (jak uvádí např. GenScript, 2019 na svých stránkách), 

stále je nově vyvinutá metoda stejně rychlá nebo i rychlejší. Spotřeba vzorku u nově vyvinuté 

metody činila 100 ng proteinů, spotřeba u western blot analýzy činila 5 µg, což je 50× více. 

Nově vyvinutá metoda je tedy výrazně citlivější a to i přes fakt, že nově vyvinutá technologie 

stanovuje celkovou uracilovou DNA glykosylační aktivitu. Ta je totiž podle různých zdrojů 
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pravděpodobně dominantně zajišťována pomocí UNG2 (Nilsen et al., 2000). V případě potřeby 

je možné inhibovat aktivitu vybraných glykosyláz pomocí specifických metod a zjistit celkový 

příspěvek vybrané DNA glykosylázy k této aktivitě. Vhodnou záměnou uracilu je možné tuto 

technologii rovněž přizpůsobit pro potřeby analýzy jiných glykosyláz. Každopádně western 

blot analýza a nově vyvinutá technologie poskytují odlišná data, která se mohou vzájemně 

doplňovat, avšak nikoli vzájemně nahrazovat. Příkladem vhodné kombinace zmíněných metod 

je analýza specificity protilátky namířené proti UNG2. Ačkoli tato protilátka detekuje na 

western blotu několik oblastí včetně oblasti možného výskytu UNG2, výsledky ukázaly, že 

protilátka proti UNG2 není dostatečně specifická. V případě snížené exprese UNG2 pomocí 

specifické siRNA došlo k dramatickému poklesu uracilové DNA glykosylační aktivity 

v jaderném extraktu, avšak nikoli ke změně intenzity signálu poskytovaném použitou 

protilátkou na western blotu.  
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7 Závěr 

Předkládaná bakalářská práce obsahuje dvě základní části: teoretickou a praktickou část. 

V rámci teoretické části bakalářské práce byla vypracována literární rešerše zabývající 

se western blotem, jeho modifikací - dot blotem a metodou ELISA. Tato část rovněž zahrnuje 

přehled současných znalostí o postavení bázové excisní opravě v opravných systémech buňky 

a jejich vzájemné srovnání. 

V praktické části byla optimalizována technika pro přípravu buněčných extraktů 

k následné analýze uracilových DNA glykosyláz pomocí metody western blotu a nově vyvinuté 

metody, která umožnuje stanovit jejich aktivitu. Získaná data mimo jiné ukázala, že optimálním 

přístupem je detekce těchto proteinů v jaderných extraktech buněk připravených pomocí 

Douncerova homogenizátoru.  

Současně byla optimalizována metoda western blotu pro analýzu proteinů bázové 

excisní opravy. Vedle western blotu byla testována metoda dot blotu pro analýzu uracilových 

DNA glykosyláz. Výsledky ukázaly, že tato technika není vhodná pro tento typ proteinů, 

pravděpodobně z důvodu jejich nízké exprese. 

Součástí bakalářské práce bylo i testování nově vyvinuté metody pro analýzu uracilové 

DNA glykosylázové aktivity. Obdržené výsledky ukázaly, že se jedná o velice rychlou 

technologii vhodnou i pro rozsáhlá testování mnoha vzorků. Výsledky je možné získat 

v průběhu 2 hodin a citlivost je přibližně 50× vyšší, než je citlivost western blotu.  
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