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Abstrakt

Vv

Mezi  nejdulezitéjsi metody analyzy proteini  patifi  elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu a blotovani. Pfi SDS-PAGE elektroforéze dochazi k rozdéleni
proteind Vv polyakrylamidovém gelu. Z mobilni faze (gel) jsou proteiny pieblotovany
pomoci Western blotingu na pevny nosi¢ (membrana). Dilezitou roli hraje typ membrany.
Preblotovana membrana je inkubovana klasickym a zdlouhavym postupem na tfepacce
S prisluSnou primarni a sekundarni protilatkou. Inkubacni doba mutize trvat 4 hodiny a vice.
Proto byl vyvinut piistroj SNAP i.d., na kterém se blokovani membrany a inkubace
s protilatkami snizi na pouhych 30 minut. Je to velmi rychla a G¢innd metoda analyzy
proteint.

Experimentalni ¢ast se zabyvala optimalizaci metody rychlého imunoblotingu na
pristroji SNAP id. na modelovém proteinu nitrovaném hovézim sérovém albuminu. Byly
porovnany vhodna fedéni vzorku a protilatek (primarni, sekundarni), riizné typy membran
a metody vizualizace vysledkl. Nejvhodnéjsi membranou byla nitrocelulosova, optimalni
vysledky byly ziskany s krali¢i protilatkou pii fedéni 1:1000 a sekundarni 1:5000. Znaceni
sekundarni protilatky kienovou peroxidasou a nasledna detekce chemiluminiscence na
citlivy fotopapir byla nejcitlivéjsi metodou. Optimalizovany postup blotingu byl aplikovan
na analyzu extrakti z Arabidopsis thaliana. Byla prokazana vhodnost optimalizované

metody pro sledovani a kvantifikaci nitrovanych proteind v rostlinach.
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Abstract

SDS-PAGE electrophoresis belongs to the most important method of protein analysis
in which proteins are separated in polyacrylamide gels. Proteins are transferred from a mobile
phase (gel) by Western blotting to a solid support (membrane). The type of membrane plays an
important role. Blotted membrane is incubated on a shaker by a classical and time-consuming
procedure with an appropriate primary and secondary antibody. The incubation time can last
four and more hours so that is why the SNAP i.d. protein detection system was developed. Time
for blocking of membrane and incubation with antibodies is reduced to 30 minutes. SNAP i.d. is
a very fast and effective method for protein analysis.

The practical part is focused on the optimization of method of rapid immunoblotting on
a SNAP i.d. using as model protein nitrated bovine serum albumin. Different dilutions of
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visualization results were compared. The nitrocellulose membrane was the most suitable; the
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from Arabidopsis thaliana. The optimized method showed the suitability of the monitoring and

quantification of nitrated proteins in plants.
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CILE PRACE

V teoretické Casti bylo cilem vypracovat literarni reSersi shrnujici principy metody blotovani

proteintl a jejich detekce s vyuzitim specifickych protilatek.
V experimentalni ¢asti bylo cilem:
a) zavést protokol rychlého imunoblotingu véetné recyklace pouzitych protilatek

b) optimalizovat metodu na Cistém standardu proteinu a nasledné vybranych rostlinnych

proteint
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1. Blotovani proteint

Metoda otiski (angl. blotting) je analyticko — biochemickd metoda umoziiujici pfenos
molekul z mobilni faze — roztoku v gelu (polyakrylamidovy, agarosovy) na pevnou fazi —
polymerni membrana. Bloting se vyuZziva pfedev§im na pfenos RNA, DNA, proteini a
glykoproteinii po jejich ptfedchozim rozdéleni elektroforetickou metodou ¢i izoelektrickou

fokusaci na gelovych nosicich (Ferencik, 1989).

Tato metoda byla prvotné vyvinuta za ucelem analyzy fragmenti DNA pro molekularni
biologii a roku 1975 E. M. Southern charakterizoval postup pienosu fragmenti DNA
z agarosového gelu na nitrocelulosovou membranu pomoci kapilarnich sil (Southern, 1975).
Metoda se nazyva Southern bloting. Roku 1977 byl Southern bloting zdokonalen pouzitim
diazobenzylmethylovaného papiru (DBM) misto nitrocelulosové membrany J. C. Alvinem a
spol (Alwine et al., 1977). Na diazobenzylmethylovany papir lze zachytit malé fragmenty RNA
a DNA molekul. Této metodé se fika Northern bloting. Ve Western blottingu W. N. Burnette
roku 1981 aplikoval specifické protilatky a radioaktivné znaleny protein A na detekci
imobilizovanych antigenii (Burnette, 1981). Techniky nemaji Zadnou souvislost s geografickym

nazvoslovim (Ferencik, 1989).

Pfenos je realizovan bud’ uzitim jednosmérného elektrického proudu (electroblotting), nebo
klasickou difuzi poloZzenim membrany na gel (proto nazev blotting) ¢i filtraci roztoku pftes
membranu na specialnich pfistrojich (dot blotting). Molekuly pfenesené na membranu se
zviditelfiuji barevnymi reakcemi, specifickymi protilatkami (angl. imunoblotting) nebo

autoradiografii (Ferencik, 1989).

Metoda Western blotingu je rychla, u¢innd a zachovava vysoké rozliseni déleni proteinového
vzorku elektroforetickymi metodami. Pro detekci pfenesenych proteinli na membrané mohou

byt pouzity riizné detekeni Cinidla, napt:
e protilatky k identifikaci ptislusného antigenu
e lektiny pro detekci glykoproteind
¢ ligandy pro detekci slozek blotovaného receptoru

Elektroforeticky pienos proteini s naslednou imunodetekci nachazi $iroké uplatnéni v oblasti
biochemie a molekularni biologie. Blotované proteiny mohou byt efektivné detekovany a
charakterizovany i ve velmi nizkych koncentracich. Blotovani proteinti se také Siroce vyuziva

ve spojeni sriznymi identifikacnimi technikami bilkovin, mezi né¢ patii hmotnostni
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spektrometrie nebo stanoveni sekvence bilkovin jako N-termindlni Edmanova degradace, C-
terminalni sekvence nebo analyza aminokyselin. Sila metody blotovani proteinti spo¢iva v jeho
schopnosti poskytovat rozliSeni mnohonasobnych imunogennich proteinti ve vzorku. Analyza
vyzaduje malé mnozstvi Cinidel, pfenesené proteiny na membran¢ mohou byt ulozeny mnoho
tydnt pted jejich pouzitim a stejny blot mize byt pouzit pro vicenasobnou naslednou analyzu

(Gravel, 2008).

Imunochemické metody detekce proteinu blotovanych na membrané jsou zalozeny na
interakci proteinu-antigenu se specifickou protilatkou in vitro a vzniku imunokomplexu antigen-
protilatka. Detekce se provadi za pomoci postupné aplikace dvou typt protilatek. Prvni
protilatka reaguje s detekovanym proteinem za vzniku komplexu a ten je poté rozpoznavan
druhou protilatkou, ktera je oznafena sondou umoziujici finalni detekci, napi. kienova

peroxidasa, alkalicka fosfatasa (Gravel, 2008).

Vyhodou je pomérné jednoznacna identifikace proteinu ve smési, ale je nutné mit vhodnou
primarni protilatku. Po vyhodnoceni mize byt membrana znovu omyt4 a inkubovana s jinym

vhodnym substratem (http://www.piercenet.com/files/TR0067-Chemi-Western-guide.pdf).

2. Western bloting

Pouziti klasického Western blotingu obvykle ptedchazi separace proteint elektroforézou

nebo izoelektrickou fokusaci na gelovych nosicich.

2.1. Princip elektroforetické separace molekul

Postranni aminokyselinové fetézce proteinti, stejn¢ jako néekteré skupiny piidané post-
transla¢ni modifikaci (napt. fosfaty) ud€luji proteinim charakteristické naboje (Obr. 1). Je-li
hodnota pH stejna jako jejich isoelektricky bod (pl) jsou proteiny bez naboje. Ve skutecnosti je
tento naboj zodpovédny za jejich rozpustnost ve vodném roztoku. Pokud budou umistény do
elektrického pole o intenzité E, budou se volné pohybovat k elektrodé opa¢ného naboje (Obr.
2).

\ R R R
4 COO0H \‘—CDDH >—CDD— \‘—COD—
i

H3M HoM HayM™ Hol

Obr. 1 Riizné protonacni stavy aminokyselin.
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Obr. 2 Fyzikalni podstata elektroforézy. Molekuly se pohybuji v elektrickém poli (intenzita E),
kde se stanovi jejich celkovy naboj, molekulova hmotnost a tvar. Mensi a vice nabité druhy se
pohybuji vétsi rychlosti, zatimco stejné nabité proteiny jsou rozdéleny na zakladé jejich

rozdilného tvaru a velikosti (upraveno podle: Sheehan & O’Sullivan, 2008).

Gelové elektroforézy mohou poskytnout informace o molekulové hmotnosti, nabojich
proteind, podjednotkovych strukturach proteind a istoté pfipravenych proteinti. Pouziti metod
je pomérné jednoduché a vysoce reprodukovatelné. Nejbéznéjsi aplikaci elektroforézy je
kvantitativni analyza komplexnich smé&si bilkovin. Polypeptidy liici se v molekulové hmotnosti
0 n€kolik set daltonu a proteiny lisici se v jejich hodnoté izoelektrického bodu o méné nez 0,1

jednotky pH , jsou bézné v elektroforetickych gelech rozdéleny (Garfin, 2003).

Rychlost pohybu v pro nabitou molekulu v elektrickém poli s intenzitou E lze popsat
nasledujici rovnici (Sheehan & O’Sullivan, 2008).

v=(E-q)/f

Tteci koeficient f popisuje tfeci odpor ptisobici na pohybujici se molekulu v daném prostiedi
a zavisi na faktorech jako je hmotnost proteinu (M;,), mira kompaktnosti molekuly, porovitost
matrice a viskozita pufru. Celkovy naboj q je uréen poctem kladnych a zapornych naboju
V proteinu, ktery vznikd z nabitych postrannich fetézcti a post-translacnich modifikaci jako je
deaminace, acylace nebo fosforylace. Z rovnice 1 vyplyva, Ze molekuly se pohybuji rychleji pfi
zvyseni celkového naboje, zesileni elektrického pole nebo pokud klesa hodnota f (funkce
molekulové hmotnosti/tvaru). Molekuly s podobnym celkovym nabojem jsou oddéleny diky
rozdilim v tfecim koeficientu, zatimco molekuly podobné hmotnosti/tvaru se mohou navzajem

lisit v celkovém naboji.
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Pienos elektrického proudu mezi elektrodami je zprostfedkovan iontovym roztokem -
pufrem, ktery zajist'uje konstantni pH. Nejvice pouzivané pufracni systémy jsou Tris-chloridové
nebo Tris-glycinové. Pufry jsou naplnény V zasobnicich pfipojenych ke kazdé elektrodé a

zajist'uji tak konstantni ptrisun iontii béhem elektroforetické separace.

Znamena to, ze proteiny migruji na zakladé poméru Cisty naboj/tieci koeficient. Protoze
hodnota f je zavisla na hmotnosti biopolymert, které maji podobny tvar (napf. globularni
proteiny), rozdily v elektroforetické mobilit¢ x jsou podobné jako rozdily v poméru

naboj/hmotnost.

V piipadé elektroforézy bilkovin je vySe uvedeny popis neuplny, nebot’ nezahrnuje moznou
interakci proteint s nosici (napf. gely), zachyceni naboje na povrchu proteinu nebo rozdily ve

slozeni pufru (Sheehan & O’Sullivan, 2008).

2.2. Zakladni postupy elektroforetickych separaci proteint

Elektroforéza se pivodné provadéla v roztoku, ale vétSina modernich metod elektroforézy
proteind se provadi na gelovych nosi¢ich. Hydratované gely umoznuji Siroké spektrum
mechanicky stabilnich experimentalnich formatd, jako je vertikalni elektroforéza na deskovitych
gelech nebo elektroforéza ve zkumavkach ¢i kapildrach. Jejich mechanické stabilita usnadnuje
postelektroforetickou manipulaci pro dalsi experimentalni detekci a analyzu proteind. Gely
pouzivané v elektroforéze jsou chemicky nereaktivni a reaguji béhem elektroforézy s proteiny
pouze minimaln¢ s proteiny (Olsen & Wiker, 1998). Piesné kontrolovatelné postupy umoziuji
vznik gell s uzkou skalou porovitosti, které dovoluji molekulam proteinti prochazet do urcité
hodnoty molekulovou hmotnosti M;. ZvySenim/ snizenim velikosti téchto pérd se zméni

hmotnost proteind, jenz mohou byt na daném gelu separovany.

Elektricky proud v elektroforetické cele je pfenasen pfevazné ionty, které jsou slozkami
elektroforetickych pufri. Proteiny se na pfenosu proudu v elektroforetické cele podili jen
minimalné. V nativnich systémech elektroforetické pufry udrzuji pH prostiedi, které je potfebné

pro ¢innost proteint (Garfin, 2003).

2.2.1. Elektroforéza proteinii v polyakrylamidovém gelu (PAGE)

Nejcastéji pouzivany gel pro elektroforézu proteini Se pfipravuje polymeraci akrylamidu,
Obr. 3 (Sheehan & O’Sullivan, 2008). Chemicky vyvolana polymerace akrylamidu propojeného
methylenovymi mustky N-N’-methylen bisakrylamidu vytvaii zesitovany gel s vysoce

kontrolovanou porovitosti, ktery je mechanicky pevny a chemicky inertni (Tab. 1). Pro separaci

-12 -



proteinii je pomér akrylamid a N,N'- methylen bisakrylamid obvykle 40:1 (Sheehan &

O’Sullivan, 2008).

Tab.

separace proteind v polyakrylamidovém gelu

polyakrylamidu (Sheehan & O’Sullivan, 2008).

Koncentrace akrylamidu (%) Rozsah separace (kDa)

12
15
20

> 1,000
300 - 1000
50— 300
10-80
5-30

s odlisSnou koncentraci

Pfi vzniku polyakrylamidovych gelti vyuziva chemicky systém k tvorbé volnych radikald,

potiebnych pro iniciaci polymerace., skladajici se z persiranu amonného (APS) a N,N,N’,N’,-

tetramethylethylendiaminu (TEMED). TEMED zrychluje rozklad molekul persiranu na volné

sulfatové radikaly, které zahajuji polymeraci akrylamidovych monomert. Volnd baze TEMEDu

je nutna pro tuto reakci. Polymerace je nejvice efektivni v alkalickém pH. Uginnost polymerace

rychle klesa v hodnotach pH pod 6. Fotopolymerace s riboflavinem a TEMED se pouziva pro

gely s nizkym pH (Garfin, 2003).

Rychlost polymerace zavisi na Cisté koncentraci monomert a iniciatord, teploté a Cistote

ginidel. Vechny tfi by mély byt kontrolovany pro reprodukovatelnost. Cinidla by méla byt

elektroforeticky kvalitni a voda by méla byt dikladné deionizovana nebo destilovana. Pro

dosazeni nejvyssi kvality vysledky by mél byt rozpustény kyslik z monomernich smési

odstranén odplynénim, protoze jeho pfitomnost snizuje rychlost polymerace (Garfin, 2003).
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Obr. 3 Polymerace akrylamidu s N,N methylen bisakrylamidem za vzniku polyakrylamidového

gelu.

2.2.2. Elektroforéza v polyakrylamidovych gelech za denaturujicich
podminek

Denaturujici polyakrylamidova gelova elektroforéza Vv prostfedi dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE) je nejvice pouzivana technika gelové elektroforézy pro proteiny (Garfin, 2003).
Metoda poskytuje snadny zpusob, jak analyzovat pocet polypeptidd ve vzorku a tim posoudit
slozitost vzorku nebo Cistotu preparatu. SDS-PAGE je uzite¢na pro sledovani frakei ziskanych
SDS-PAGE je spolehlivost metody, se kterou lze uréit molekulovou hmotnost proteini. Béhem
postupu ptipravy vzorkd pro SDS-PAGE dochazi k denaturaci polypeptidové fetézct bilkovin,
V situaci, kde je potfebné zachovat biologickou aktivitu proteinu nebo jeho antigenitu, musi byt
pouzity nedenaturujici elektroforetické metody. Nedenaturujici systémy podavaji informace o
naboji proteinovych isomert, ale tyto informace lze nejlépe ziskat pomoci isoelektrické
fokusace, IEF (Garfin, 2003).
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2.2.3. Isoelektricka fokusace (IEF)

Cisty naboj molekuly proteinu se méni v zavislosti na pH prostiedi. Je to odraz rozdila
v aminokyselinovych sekvencich a/nebo post-transla¢nich modifikacich. Dle standardnich
experimentalnich podminek a v nepiitomnosti znaéné chemické modifikace, mize byt hodnota
pl povazovano za konstantni vlastnost proteinu. Isoelektricky bod muaze byt urcen
experimentaln¢ isoelektrickou fokusaci (IEF), pro jejiz provedeni je potieba vytvoreni
stabilniho gradientu pH v roztoku s pomoci amfolyti. Amfolyty jsou syntetické heteropolymery
oligoaminokyselin a oligokarboxylovych Kkyselin. Rtzné kombinace aminokyselin a
karboxylovych kyselin umoziuje syntézu Siroké Skaly polymert, které maji mirné rozdily
v hodnoté pl. Kdyz je roztok smési amfolytd vlozen do elektrického pole, kazdy migruje do
oblasti s hodnotou pH odpovidajici hodnoté pl kde pusobi jako lokalni pufr, a tim se vytvari
pozadovany pH gradient (Sheehan & O’Sullivan, 2008).

IEF casto zobrazuje heterogenitu v dusledku strukturdlnich zmeén, které nejsou patrné
ujinych typd elektroforéz. SDS-PAGE analyza nerozliSuje isoformy proteind se stejnou
hmotnosti, zatimco pomoci IEF lze analyzovat isoenzymové slozeni vzorkil. Pfesné stanoveni
Cistoty proteinového vzorku je ziskano dvourozmémou polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou (2-D PAGE), ktera kombinuje IEF s SDS-PAGE. Jelikoz je 2-D PAGE schopna
rozdélit pfes 2000 bilkovin v jednom gelu, je to dllezity primarni nastroj proteomického
vyzkumu, kde musi byt rozdéleno vice proteinii soubéznou analyzou. Proteiny mohou byt
kone¢né identifikovany imunoblotingem, ktery kombinuje specifické protilatky s vysokym

rozlisenim gelové elektroforézy (Garfin, 2003).

2.2.4. Elektroforéza Vv polyakrylamidovych gelech za nativnich
podminek

Polyakrylamid je vhodné prostiedi pro elektroforetickou separaci proteind Vv jejich
biologicky aktivni formé. Jsou rozd€leny na zaklad¢ vlastniho naboje skupiny, kterd se nachazi
na povrchu proteinu. Kazdy protein md charakteristickou pohyblivost v nedenaturujicim
systému urc¢enou kombinaci velikosti naboje s fyzikalnimi vlastnostmi jako je M, a tvar
(Sheehan & O’Sullivan, 2008).

2.2.5. Agarosova elektroforéza

Agar se ziskava z bunééné stény ¢ervenych fas Rhodophyta, kam patii Gelidium a Gracilaria
(Fu & Kim, 2010). Agarosa je zelirujici polysacharid, ktery je tvofen opakujicim se fetézcem
1,3-B-D-galaktopyranosovych a 3,6-anhydro-o-L-galaktopyranosovych jednotek. Agarobiosa je

zakladni disacharidova jednotka vSech agarovych polysacharidi. Agar je délen na dvé
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komponenty — agaropektin a agarosa. Molekuly agarosy vytvaieji v gelu 3D strukturu

Sroubovice a Ve vzniklych pérech se miize vyskytovat voda (Labropoulos et al., 2001).

Elektroforéza proteinii v agarosovém gelu poskytuje nékolik vyhod. Metodu lze provadét
pomoci vertikalniho nebo horizontalniho systému. Na rozdil od polyakrylamidového gelu, se
agarosové gely efektivné vyuzivaji k odd€leni proteinti vétSich nez 600 000 Da. Mezi vyhody
agarosové¢ elektroforézy patii také oddé€leni vysokomolekularnich proteint, jednoducha piiprava
a zpracovani, odstranéné proteiny mohou byt pouzity k imunizaci zvitat pro tvorbu protilatek a
nizka toxicita slozek gelu ve srovnani s PAGE
(http://bio.lonza.com/uploads/tx_mwaxmarketingmaterial/Lonza_BenchGuides_SourceBook_S

ection_XIIl_-_Protein_Separation_in_Agarose_Gels.pdf).

Piestoze je tato analyticka a preparativni metoda tuspé$na pro separaci velkych proteinti a
proteinovych komplexti, jeji hlavni nevyhodou je nemoznost analyzovat malé (<30 kDa)

proteiny a peptidy (Wu & Kusukawa, 1998).

2.3. Prenos proteini z geli na membrany elektrickym polem

Po elektroforéze je vhodné proteiny pfenést z gelu na membranu, protoZze manipulace a
nasledna detekéni reakce neni na gelu vhodna. Pfi blotovani je dulezité zabranit smiseni

oddelenych molekul.

Pii pienosu biomolekul za pomoci elektroforetického pole na matrici lze ziskat piesnou kopii
gelu, se kterou muzeme provadét rizné detekeni reakce. Aparatura je v poloze vertikalni nebo

horizontalni a jsou v nich grafitové ¢i platinové elektrody (Ferencik, 1989).

Tzv. ,,wet bloting“ se obvykle provadi v nadrzi (tzv. tank bloting) s velkym objemem pufru
s platinovymi elektrodami na dvou stranach komdirky. U této techniky je gel a blotovaci
membrana upevnéna do rdmu mezi filtra¢ni papiry a porézni houbi¢ku. Typicky ¢as pienosu je

pies noc (http://www.biometra.de/24.0.html).

Tzv. ,,semi-dry bloting“ se provadi mezi dvéma vodorovnymi deskovymi elektrodami a
nabizi stejné rychly homogenni pfenos. Na rozdil od tank blotingu je vyzadovano malé
mnozstvi pufru a Cas prenosu je velmi  kratky, cca né€kolik  minut
(http://www.biometra.de/24.0.html). Zakladem je pouziti originalni sady pufrt, které vytvaieji
stabilni rozhrani pH mezi dvéma stranami blotovaci membrany. Methanol se pifidava do
prenosového pufru, ktery je na anodické strané membrany a SDS se pfidava na druhou stranu,
kde je gel. Asymetrické uspotfadani methanolu a SDS na kazdé strané membrany piedstavuje

rizné pH, které zistava stabilni béhem elektroforetické¢ho prenosu. Za téchto podminek proteiny
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s vysokou a nizkou molekulovou hmotnosti jsou efektivné eluovany z SDS gelu a hromadény

na membrané (Lauriére, 1993).

2.4. Prenos proteini na membrany metodou slot blot a dot blot

Pii elektroforéze vlivem SDS a dithiothreitolu nebo [B-merkaptoethanolu dochazi
k denaturaci proteint. Slot blot a dot blot umoznuji pfimé nanaseni vzorki na membranu, aniz
by proteiny musely byt elektroforeticky rozdéleny. Tyto metody Setii Cas, ale neposkytuji

informace o velikosti molekul.

Techniky slot blot a dot blot se zna¢né pouzivaji v molekularni biologii k imobilizaci
nukleovych kyselin, detekci mRNA, ke studiu vazebnych receptorti, detekci vzajemného
pusobeni proteinu s nukleovou kyselinou a hledani specifickych proteini pomoci aktivity nebo
protilatky. Slot bloty jsou vice spolehlivé a presnéji kvantifikovatelné skenovaci denzitometrii,
nez dot bloty (http://www.hoeferinc.com/downloads/pr648_manual.pdf). Postup slot blotu je
rychly a nedenaturujici. Slot blot ma detekéni rozsah 6,1 — 1562 ng/mL s detekénim limitem 6,1
ng/mL (Zhu et. al, 2005).

Dot blot se lisi od Western blotu v tom, Ze proteinové vzorky nejsou oddé€leny
elektroforeticky, ale jsou naneseny pomoci kruhové Sablony pfimo na membranu nebo papirovy

podklad (http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols/Dot%20blot%20protocol.pdf).

2.5. Typy pouzivanych membran

Polyvinyldifluorid (PVDF) a nitrocelulosa jsou dva typy membran, které se nejCastéji
pouzivaji ve Western blotingu. Existuje fada vyhod provadét elektrobloting na PVDF
membranach oproti nitrocelulosovym membrandm. PVDF membrany nabizeji lepSi udrzeni
proteintl, fyzickou pevnost a Sirokou chemickou kompatibilitu. Vys§i mechanickd pevnost a
vynikajici chemicka odolnost PVDF membran je déla idealnimi pro rozmanité detekéni aplikace
a opakované imunodetekce. Dalsi vyhoda PVDF membran je kopirovani pruhi z jednoho gelu,
které mohou byt pouZity pro rtzné aplikace, jako je barveni s barvivem na bazi Coomassie
Blue, nasledné vyfiznuti prouzku a N-terminalni sekvencovani, proteolyza/ separace peptidu/
vnitini sekvencovani a imunodetekce

(http://mvww.millipore.com/immunodetection/id3/membraneselection).

Dalsi typem pouZzivanych membran jsou nylonové. Tyto membrany jsou tenké a maji hladky
povrch jako nitrocelulosové, ale jsou pevnéjsi. Nylon piedstavuje vySsi proteinovou vazebnou
kapacitu ve srovnani s nitrocelulosovou (480 pg/cm? vs. 80 pug/cm?). Navic nylon nabizi vyhody

vice shodnych prenosovych vysledkii a vyrazné zvysSenou citlivost ve srovnani s jinymi
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membranami. Nevyhodou vysoké vazebné kapacity téchto membran je tvorba vysoké

nespecifické vazby. Pozitivné nabité membrany se pouzivaji na vazbu negativné nabitych DNA.

Dusledku toho se vice pouziva pro DNA bloting neZ pro bloting proteint (Kurien & Scofield,

2009).

Tab. 2 Srovnani vlastnosti a pouziti PVDF a nitrocelulosové membrany (pfevzato z:

http://www.millipore.com/immunodetection/id3/membraneselection).

Vlastnosti / Pouziti Nitrocelulosa PVDF

Fyzicka pevnost Spatna Dobra

Vazebni kapacita proteini 80 — 100 pg/cm2 100 — 300 pg/cm2
Odolnost proti rozpoustédlum Ne ANo

Westernovy pi‘enos ANo Ano

Barveni proteint

Detekce

Dvojity bloting

Rychla imunodetekce

Westernova opakovana detekce

Edmanovo sekvencovani
Analyza aminokyselin
Vazba v pritomnosti SDS

Membranova digesce pro MS
Piima MALDI-TOF MS analyza

Archivovani dat

Koloidni zlato
Ponceau-S cervena
Amidocern

Indicky inkoust
Syproa blot stains
Chromogenni
Chemiluminiscen¢ni
Fluorescenéni

Radioaktivni

Ne

Ne
Ano

Ne
Ano
Spatna
Ne

Ne

Ne

Koloidni zlato
Ponceau-S ¢ervena
Amidocern

Indicky inkoust
Coomassie blue
Chromogenni
Chemiluminiscen¢ni
Fluorescenéni
Chemifluorescenéni
Radioaktivni

Ne

Ano
Ano

Ano
Ano
Dobra
Ano
Ano
Ano

2.6. Blokovaci pufry

Po blotovani je nutné zablokovat zbyla vazebna mista na membrané. Diky tomu se zabrani

zablokovani nespecifické vazby. Nesmi dochazet k vytésnéni vzorku ¢i jeho modifikaci.

Vybér nejvhodngjsiho blokovaciho pufru pro Western blotingové pouziti je zavislé na

pouzitém systému. Urceni spravného blokovaciho pufru mtize pomoct zvysit signal k poméru

Sumu. Pfi pfechodu z primarni protilatky na sekundarni protilatku bude blokovaci pufr vést ke

-18-



snizeni signalu nebo ke zvySeni pozadi. Empirické testovani rGznych blokovacich pufra se
systémem miiZze prispet k dosazeni nejlepSich moznych vysledkli. Mléko, jako blokovaci pufr
pro bloty, které jsou zalozené na systému avidin/biotin, by se nem¢lo pouzivat, protoZze mléko
obsahuje riizné mnozstvi biotinu. Neexistuje zadny blokovaci pufr, ktery by byl optimalni pro

vSechny systémy (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Nékteré systémy mohou vyuzit ptidani detergentu, jako Tween-20, do blokovaciho roztoku.
Detergent mlize minimalizovat barvenim pozadi tim, Ze brani nespecifické vazb¢ ¢inidla na cil.
Pridanim piili§ mnoho detergentu mize zabranit dostate¢nému zablokovani. Obvykle je pouzita
kone¢na koncentrace 0,05%, ale pro dosaZzeni nejlepSich vysledku, se urCuje, zda detergenty
zvySuji specificky systém a pii jaké koncentraci jsou optimalni. Vzdy se pouZiva kvalitni
detergent, ktery ma nizky obsah skodlivin (http://www.piercenet.com/files/TR0067-Chemi-
Western-guide.pdf).

Tab. 3 Prehled jednotlivych blokovacich pufrt (pfevzato z:
http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=5A414328-5056-8A76-4EA5-51555CF0015D).

Blokovaci pufr Popis

StartingBlock blokovaci pufr Jeden CciStény protein, rychlé zablokovani, Siroka
pouzitelnost, vynikajici pro odstranovani a pfezkoumani
aplikaci Western blotingu, dostupny v PBS a TBS s
nebo bez T20

SuperBlock blokovaci pufr Jeden cistény glykoprotein, rychlé zablokovani, Siroké
pouzitelnost, stabilizuje desky potazené protilatkami k

suseni, dostupny v PBS a TBS i bez T20

BSA blokovaci pufr Cistény hovézi sérum albumin v PBS nebo TBS
Kaseinovy blokovaci pufr Cistény kasein v PBS nebo TBS

BLOTTO blokovaci pufr Odtu¢néné susené mlécné proteiny v TBS

SEA BLOCK blokovaci pufr Sérum z Pstruha duhového

Neproteinovy blokovaci pufr Neproteinova blokovaci slozka; dostupny v PBS a TBS

s nebo bez T20

pozn. PBS= fosfatovy blokovaci roztok; TBS= Tris blokovaci roztok; T20= Tween-20 detergent

-19-


http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=5A414328-5056-8A76-4EA5-51555CF0015D

3. Detekce proteinii na membranach

3.1. Princip interakce protilatek a proteinu — antigenu

Protilatky (imunoglobuliny) jsou produkovany imunitnim systémem obratlovci a jsou
nezbytné pro obranu proti infekci zptsobené patogeny, jako jsou viry. Protilatky patii do rodiny
proménnych glykoproteinu, které se vazi zejména na cizi molekuly (antigeny). Nejvyraznéjs$im
rysem interakce antigen-protilatka je jejich vysoka specifita a afinita. Sila vazby mezi
antigennim determinantem v antigenu (epitop) a vazebnym mistem antigenu na protilatce
(paratop) se nazyva afinita. Kazda jednotka protilaitky ma minimalné dvé antigen-vazebna

mista, a proto jsou bivalentni nebo multivalentni, k jeho antigenu (Kumagai & Tsumoto, 2010).

Vazba mezi protilatkou a antigenem se Casto vytvaii na povrchu, tj. jeden z vazebnych
partnerti je imobilizovan do dvojdimenzionalni roviny, zatimco dalsi je ptitomen V roztoku.
Toto uspotadani bylo nalezeno v mnoha fyziologickych imunitnich reakcich in vivo a je

nejbéznéjsi v imunologickych testech (Glaser, 1993).

Zasadni vliv na emisi signalu ma nejenom afinita primarni protilatky na antigen, ale i
primarni a sekundarni koncentrace protilatek. Minimalni mnozstvi primarni protilatky je
vyhodnéjsi, protoze podporuje cilenou specifickou vazbu a nizké pozadi

(http://wvww.piercenet.com/files/TR0O067-Chemi-Western-guide.pdf).

3.1.1. Sily uplatiiujici se pii vazbé protilatky — antigeny

Sily uplatiujici se pii tvorbé imunokomplexu protilatka — antigen jsou stejné, jako sily
ucastnici se pfi stabilizaci prostorovych struktur makromolekul. Jsou to slabé nekovalentni
interakce mezi funkénimi skupinami antigent a protilatek. Patii sem vodikové vazby,
hydrofobni interakce, Coulombovské sily, Van der Waalsovské sily, Londonovské disperzni sily

a stericke sily. Neprosazuji se zde pravé chemické vazby.

Vodikova vazba vznika interakci dvou funkénich skupin ve stejnych nebo rdznych
molekulach. Jedna skupina slouzi jako darce protonu (kyseld skupina) a druhd jako darce
elektronu (zasadita skupina). Nejcastéji je proton darovan karboxylovou a hydroxylovou

skupinou, aminovou nebo amidovou skupinou (Pimentel & McClellan, 1960).

Dostanou-li se dva hydrofobni povrchy blizko sebe, dojde ke vzniku hydrofobni interakce.
Aminokyseliny jako valin, fenylalanin, leucin a isoleucin se zapojuji do téchto vazeb, protoze
netvoii s molekulami vody vodikové mustky. Pii vazbé protilatek s antigeny je tato interakce

nejdilezité;si
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Ptitahovanim opacné elektricky nabitych skupin ¢i molekul se vytvaii Coulombovské sily.
Nabité skupiny maji nékteré aminokyseliny jako histidin, arginin, lysin. Pokud reaguje antigen

s protilatkou, jsou tyto sily nevyznamné.

Sily se vytvaii vzajemnym ovliviiovanim elektronovych oblaki polarnich skupin a to ma za

nasledek vznik oscilujicich dipoli. Jsou vyuzivany pfi stabilizaci imunokomplexi.

Londonovské sily se vytvari vzajemnym ovliviiovanim elektronovych oblakli nepolarnich
skupin. Disperzni sily jsou uréeny kolisanim elektrond, a proto se uplatiuji bez vzniku

permanentnich dipol.

Sterické odpudivé sily se vytvaii u atomu, které nejsou spojené chemickou vazbou. Dochézi
u nich k prolinani elektronovych oblakt. Tyto sily jsou klicem, podle kterého se protilatka vaze
na antigen. Nespecifické (nehomologni) antigenové determinanty nemajici vazebna mista na
protilatce, brani tvorbé vazby a to na zakladé velkych odpudivych sil. Pokud jsou vazebna mista
komplementarni, jsou odpudivé sily minimalni a dochéazi ke vzniku imunospecifické vazby

(Ferencik, 1989).

3.1.2. Faktory ovliviiujici interakei protilatka — antigen

Interakci antigen — protilatka ovliviiuje mnoho faktori, které mohou byt vhodné rozdéleny

do dvou skupin podle toho, zda plisobi na rovnovaznou konstantu nebo ne (Tab. 4).

Tab. 4 Faktory ovliviiujici reakci antigen — protilatka (Reverberi & Reverberi, 2007).

Faktory ovliviiujici rovnovaznou konstantu

- Teplota
- pH

- lontova sila

Dalsi faktory

- Koncentrace antigentl a protilatek

- Doba inkubace
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3.2. Pouzivané metody detekce proteini na membrané

Vybér vhodné metody je nejdulezitéjsi pro detekci proteind a pro kvantitativni vyhodnoceni
urovné exprese té€chto proteini v biologickém vzorku. Existuje mnoho riiznych technik.

Nasledujici kritéria je nutné zvazit v rozhodovacim procesu:
a) velky rozsah linearni zavislosti mezi mnozstvim proteinu a intenzitou signalu
b) obtiznost a rychlost provedeni
C) pouziti netoxicky latek, Setrny k zivotnimu prostiedi
d) cena chemikalii.

Detekéni metody vyuzivajici barveni organickymi barvivy, chelatovymi kovy,
autoradiograficky, fluorescen¢nimi barvivy, komplexy se stiibrem nebo piedchazejici oznaceni
fluoroforem. VSechny tyto metody maji rtiznou citlivost a vyrazné se li§i kvantitativnim

stanovenim,

3.2.1. Barveni celkovych proteinii na membrané

a) Barveni proteini Ponceau S

Ponceau S (3-hydroxy-4-[2-sulfo-4-(sulfo-fenylazo)fenylazo]-2,7-naftalen  disulfonova
kyselina) je pomémé malo citlivé barvivo, které detekuje vice jak 1 pg proteinu. Toto
reverzibilni barvivo miize byt zcela vymyto vodou a dale se miZe pracovat s ¢istou blotovaci
membranou. Ponceau S je kompatibilni s nitrocelulosou i PVDF membranou. Je to rychla cesta
K vizualizaci proteint, které byly pfeneseny na membranu po SDS-PAGE, ale je z poloviny, tak

citlivé jako barvivo Coomassie Blue.

b) Barveni proteint amidoéerni

Barvici roztok amidocerné je navrzen pro rychlé barveni proteinovych prouzkd na
nitrocelulosové membrané. Amidocern usnadnuje vizualizaci proteinti s nizkou koncentraci a

nizkym pozadim.

c) Barvivo Coomassie Brilliant Blue

Od jeho vzniku v roce 1963 je Coomassie Brilliant Blue (CBB) nejvice vyuzivanou metodou
pro detekci proteinti v polyakrylamidovém gelu a na membranach. Kysely roztok vaze
aminoskupiny proteinii pomoci elektrostatickych a hydrofobnich interakci. CBB barviva jsou

hlavné€ pouZzivana na akrylamidové gely, ale jsou aplikovana i na PVDF membrany.
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d) Barveni pomoci koloidniho zlata

Koloidni zlato je nejcitlivéjsi barvici technika na proteiny navazané na membrané, deteku;ji
méng jak 1-3 ng proteinu. Po inkubaci s koloidnim zlatem jsou proteinové tecky trvale zbarveny
temné Cervené. Koloidni roztok zlata muze detekovat proteiny na nitrocelulosové a PVDF

membrané, ale nedoporucéuje se pouzivat na nylonovou membranu ( D souza & Scofield, 2009).

3.2.2. Specificka detekce proteini primarnimi protilatkami

Po blotovani jsou proteiny navazany na pevnou matrici membrany a mohou byt testovany
pro enzymatické funkce, chemickou reaktivitu nebo sekvenci aminokyselin. Nicméné, po
blotovani proteini ¢asto nasleduje reakce, kde se vazou proteiny s protilatkami jesté pred
detekci protilatek, které jsou specificky zna¢ené (imunobloting). Dalsi zajimava sonda je lektin,
tiida sacharidovych vazebnych proteinli, ktera rozliSuje a analyzuje strukturu glykanu

v glykoproteinech pfevedenych na membranu, lektin bloting (Gravel, 2008).

Proteiny mohou byt detekovany po imunoblotingu na membrané pfimym pouzitim
fluorescen¢nich znacek (fluorescamin, kumarin), riznych metod barveni pomoci stiibra a

koloidnich ¢astic, jako jsou zlato, stéibro, méd’, Zelezo, nebo Indicky inkoust (Gravel, 2008).

3.2.3. Fluorescenéni znacky

Fluorescein byl prvni pouzitou znacka pro imunofluorescenci v roce 1953, spole¢né
s rhodaminem (Waggoner, 2006). Fluorescein je stale Siroce pouzivan i pies ur¢ité nevyhody
(vysvécovani a citlivost na zmény pH). Rhodaminy jsou necitlivé na zmény pH a vice
fotostabilni, nez fluorescenéni analogy, ale jejich pouZiti je hor$i, protoze maji hydrofobni
plandrni strukturu, kterd vede k nizké rozpustnosti ve vod€ a nespecifické vazbé znacenych
druht a k wuhaseni fluorescence na znacenych proteinech, protoze dimerizuje vazby
rhodaminovych znaéek. Pavodni reaktivni skupiny na rhodaminech a fluoresceinech byly
isothiokyanaty, které reagovaly s volnymi aminoskupinami na proteinech a meénily nukleové
kyseliny béhem znaciciho procesu. Sulfonylchloridy lze pouzit také na oznaceni aminoskupin,
ale reakci je nékdy obtizné kontrolovat. Sukcinimidylové estery se staly preferovanymi
reaktivnimi skupinami pro oznacovani aminoskupin na makromolekulach. Tyto reakce jsou

snadno ovladatelné a spojuji se pies peptidové vazby (Waggoner, 2006).

Nejbéznéjsi fluorescenéni sonda pii analyze je fluoresceinisothiokyanat — FITC nebo tetra
methylrhodaminisokyanat — TRITC. FIA je zkratka pro fluorescen¢ni analyzu (angl.

fluorescence immuno-assay) a jeji rozsah je 10 © az 10 mol/L. Pomoci laserového svétla
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dochazi k excitaci sond a zachyceni signalu. Citlivost je velmi vysoka, ale n¢které proteiny malo

fluoreskuji a diky tomu se citlivost snizuje (Ferenc¢ik, 1989).

3.2.4. Znacené sekundarni protilatky

Siroka §kéla zna¢enych sekundarnich protilatek je pouzita pro detekci Western blot. Vybér
sekundarni protilatky zavisi na druhu zvifete, ve kterém byla primédrni protilatka vytvofena
(druh hostitele). Naptiklad, pokud primarni protilatka je myS$i monoklonalni protilatka,
sekundarni protilatka musi byt anti-mysi protilatka ziskana z jiného hostitele, nez z mysi. Druh
hostitele sekundarni protilatky nebude mit ¢asto vliv na experiment. Sekundarni protilatky jsou
dostupné z mnoha druhii hostiteli, nicméné pokud sekundarni protilatka je pficinou vysokého
pozadi v urcitém testu, mize byt vybran jiny druh hostitele. Dalsi moznosti, jak snizit pozadi, je
pouzit sekundarni protilatku, kterd byla pfedem adsorbovana na sérovém proteinu z jinych
druhti. Tento pfedbéZny adsorpcni proces odstrani protilatky, které maji potencial se zkiizit

S proteinovymi séry, véetné protilatek téchto druht (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Alternativnimi znackami jsou biotin, fluorofory a enzymy. Pouziti fluorofort vyZzaduje méné
krokt a specialni zafizeni pro zobrazeni fluorescence. Také fotografie musi mit trvaly zdznam
vysledkl. Enzymatické znacky se pouZzivaji nejcastéji a vytvareji trvalé excelentni vysledky

(Thermo Fisher Scientific Inc.).

3.2.5. Enzymatické znacky

Alkalicka fosfatasa (AP) a kienova peroxidasa (HRP nebo POD) jsou dva nejcastéji
pouzivané enzymy. Sada chromogennich, fluorogennich a chemiluminiscen¢ni substrati je

dostupna pro pouziti s témito enzymy.

AP je 140 kDa protein, ktery je zpravidla izolovany z teleciho stieva, katalyzuje hydrolyzu
fosfatovych skupin z molekulového substratu, coz vede k barevnému nebo fluorescencnimu
produktu nebo uvoliiuje svétlo jako vedlejsi produkt. AP ma optimalni enzymatickou aktivitu v
zakladni pH (pH 8-10) a mlize byt inhibovana Kyanidy, arzeni¢nany, anorganickym fosfatem a
dvojmocnymi kationty chelati, jako je EDTA. Pro Western bloting AP nabizi vyraznou vyhodu
oproti jinym enzymum. Jeho reakéni rychlost zistava linearni, citlivost detekce Ize zlepsit tim,

ze dovoluje reakci pokracovat delsi dobu.

HRP je 40 kDa protein, ktery katalyzuje oxidaci substratd peroxidem vodiku, coz vede k
barevnému nebo fluorescenénimu produktu, nebo uvolnéni svétla jako vedlejsiho produktu.
HRP optimalné funguje v téméf neutralnim pH a muzZe byt inhibovan kyanidy, sulfidy a azidy.

Protilatky HRP konjugatt jsou lepsi, nez protilatky AP konjugati s ohledem na specifickou

-24-



¢innost obou enzymu a protilatek. Navic, vysoky obrat, dobra stabilita, nizkd cena a Siroka
dostupnost substrati déla z HRP enzymu volbu pro vétsinu aplikaci (Thermo Fisher Scientific

Inc.).

3.3.  Vizualizace protilatek

Po inkubaci s primarni protilatkou, je vazana protilatka vizualizovana pomoci vhodného
detekéniho systému. Detekéni metody mohou byt pfimé nebo nepiimé a mohou vytvaiet
fluorescen¢ni nebo chromogenni signal. Pfima detekce zahrnuje vyuziti primarnich protilatek,
které jsou pfimo konjugované se znaCkou. Nepiimé metody detekce vyuzivaji znacené
sekundarni protilatky, které jsou vytvofené proti primarni protilatce. Nepiimé metody mohou
zahrnovat zesilovaci kroky, které zvySuji intenzitu signalu. Bézné€ pouzivané znacky pro
vizualizaci interakce epitop-protilatka patii fluorofory a enzymy, které preménuji rozpustné
substraty na nerozpustné chromogenni kone¢né produkty. Vybér znacky je ovlivnén pouzitou
detekéni metodou, osobni prioritou a typem mikroskopického zafizeni, ktera je k dispozici

(http://www.rndsystems.com/literature_antibody_binding.aspx).

3.3.1. Chromogenni substrat

Chromogenni substraty jsou Siroce pouzivany a nabizi jednoduché a efektivni detekcni
metody. Kdyz tyto substraty pfijdou do kontaktu s enzymem, jsou pfeménény na nerozpustné,
barevné produkty, které se zachyti na membrané a nevyzaduji zadné specialni vybaveni pro
zpracovani nebo detekci. Substraty, jako TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidin), 4-CN (4-chlor-1-
naftol) a DAB (3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochlorid) jsou dostupné pro pouziti s HRP. Pro
pouziti s AP, jsou dostupné NBT (tetrazoliova mod¥), BCIP (5-bromo-4-chlor-3"-indolylfosfat
p-toluidinova sul) a Fast Red (naftol AS-MX fosfat + Fast Red TR Salt) (Thermo Fisher

Scientific Inc.).

3.3.2. Fluorescence

Princip fluorescence spoc¢iva v tom, Ze jeden nebo vice elektrontt v molekule se dostanou do
vyss§iho energetického stavu. VSechny tyto excitované elektronové stavy jsou nestabilni. Pozdéji
elektrony ztrati svou ptebyte¢nou energii a spadnou zpatky do nizsich energetickych stava.
Tento piebytek energie mize byt rozptylen riznymi zptisoby, nejjednodussi zptisob je zvySenim
vibrace atomt v molekule. Nékteré molekuly jsou schopné emitovat ¢ast energie jako svétlo —

fluorescence (http://www.berthold.com/ww/en/pub/bioanalytik/biomethods/fluor.cfm).

DyLight fluorescen¢ni barviva piedstavuji novou skupina fluorescenénich znacek, kde

detek¢ni uroven konjugatu fluorofor-protilatka zavisi na jasu a fotostabilité barviva, na aktivité
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protilatky, specificité a zkiizenad reaktivit¢ a na optimalnich molech barviva k protilatce.
DyLight fluorescenéni barvy jsou velmi rozpustné ve vodé a zachovavaji fluorescenci v sirokém

rozsahu pH 4 az pH 9 (http://www.jacksonimmuno.com/technical/DyL.ight.asp).

DyLight pokryvaji celé spektrum viditelného svétla. Kazda barva ma specifickou absorp¢ni
vinovou délku od 350 nm do 777 nm (Tab. 5). Tato Siroka $kala umoznuje testy, které jsou
provedeny v blizké infraCervené a infracervené oblasti. Hlavni typy imunofluorescencniho
barveni jsou pfimé a nepfimé. Pfiméa imunofluorescence se tyka oznacovani primarni protilatky
barvivem konjugatu a pouziva se jako pfimy dikaz antigenu. Nepiimé barveni zahrnuje pouZziti
cileného primarniho neobarveného imunoglobulinu, na kterém je konjugovand sekundarni
protilatka  (http://www.articlesbase.com/wellness-articles/using-dylight-conjugated-antibodies-
2525506.html).

Tab. 5  Spektralni  vlastnosti DyLight fluorescen¢nich  barviv  (pfevzato z:

https://www.thermo.com/eThermo/CMA/PDFs/Product/productPDF_5047.pdf).

Emise Barva Excitace/Emise (nm)
Zelena _ 493/518
Zluta 550/568
Cervena 646/674
Blizka infradervena 682/715
770/794

3.3.3. Chemiluminiscence

Latka, které je schopna chemiluminiscence, se nazyva chemiluminofor (Ferencik M., str.
441). Nejbéznéjsim substratem je luminol, ktery produkuje chemiluminiscencni signal. Je to
chemickd reakce, ptfi které se uvoliiuje energie ve formé svétla. V pfitomnosti kienové
peroxidasy (HPR) a peroxidového pufru luminol oxiduje a vytvafti produkt v excitovaném Stavu,
ktery vyzatuje svétlo pfi pfechodu do zakladniho stavu. Svételna emise nastava jen béhem
reakce enzym-substrat, jakmile substrat v blizkosti enzymu je vyCerpan, signalni vystup je
ukoncen (http://www.piercenet.com/files/TR0067-Chemi-Western-guide.pdf).
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Chemiluminiscence ma rozsahlé pouziti v oblasti védy. Je jednou z vysoce adaptovanych a
ucinnych metod k detekci antigent. Poskytuje mnoho vyhod ve srovnani s typickym

imunochemickym barvenim (Dorri et al., 2009).

3.3.4. Kvantové teCky

Quantum dots (QD) jsou polovodivé nanokrystaly s velikosti nékolika nanometrt. Vyskytuji
se samostatné nebo jsou uspotadany do klastri. Excitaci elektromagnetického zateni piejdou
QD na energeticky vyssi hladinu. Poté dojde k uvolnéni energie a emisi elektromagnetického
zateni o del$i vinové délce neZ pii excitaci. Shodnost excita¢nich a emisnich spekter je ddna

chemickym slozenim a rozméry QD (Hlavacek & Skladal, 2011).

Existuje mnoho vyhod oproti tradi¢nim fluorescenénim znackdm, jako je odolnost proti
vysveécovani, Siroka absorbance a uzké emisni spektrum, coz znamena, ze QD riznych velikosti
mohou byt excitovany jedinym zdrojem svétla a vyzatfuji v diskrétnich, vzajemné se
nepiekryvajicich vinovych délkach, takze jsou idealni pro multiplexovani (Rak-Raszewska et
al., 2012).

Nova generace kvantovych tecek ma vyznamny potencial pro studium intracelularnich
procestt na molekularni Grovni s vysokym rozliSenim bunééného zobrazovani, dlouhodobé

pozorovani in vivo bun€k, zaméfené na nadory a diagnostiku (Michalet et al, 2005).

Lepsi rozliSeni, citlivost, a univerzalnost fluorescencni mikroskopie, vyvoj fluorescencnich
senzori a oznaCovani protein v Zzivych bunkach pfinesly jasn€jsi pochopeni dynamiky

intracelularni siti, pfenos signalu a vzajemnou bunécnou interakci (Michalet et al, 2005).

4. Vyhodnocovani

Specialni  chemiluminiscenéni  systtmy umi  zaznamenavat a  vyhodnocovat
chemiluminiscenci, fluorescenci i chemifluorescenci. Béznym vybavenim jsou dokumentacni
boxy, vybavené integrovanym UV svétlem a UV-EPI osvétlenim, kolem s Sesti pozicemi filtri a
bilym LED svétlem. Krom¢ modernich digitalnich pfistroji se mizou vysledky zaznamenavat
na citlivy fotopapir. Prace s fotopapirem probiha v temné komote. Pokud je fotopapir vystaven

jen malému mnozstvi svétla, je znehodnocen a vysledky mohou byt zkreslené.

4.1. CCD kamera

Stale popularngj§im zafizenim pro zdznam detekéniho signalu je chlazena CCD kamera.
CCD snima¢ (zkratka pro ,,charged-coupled device®, zafizeni S vazanymi naboji), zachycuje a

vyhodnocuje luminiscenci vyzafovana z blotu. Kamery jsou chlazeny, aby se pti dlouhodoba
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expozice zamezilo vzniku Sumu. Expozi¢ni ¢asy se mohou lisit v rozmezi od 15 sekund az po
jednu hodinu v zavislosti na fotoaparatu, optice, materialu a blotovaci technice. Objektiv CCD
kamery se zaméfuje na svétlo Cipu, ktery ma vice nez milion fotodiod ¢i pixeld. Jednotlivé
fotodiody nebo pixely jsou uréeny Kk zachyceni vyzafenych fotont. Védecké CCD cCipy maji
jamky obsahujici mezi 10 000 a 50 000 elektronu. Kdyz foton dobte dopadne, elektron je
stimulovan, pfeménén na elektricky proud a digitalizovan s Konkrétnimi hodnotami Stupnice
Sedé. Kompletni sada vSech téchto hodnot odstinti Sedi je pak pouzita pro vytvoreni digitalniho
obrazku (http://www.uvp.com/pdf/fp-111.pdf).

Digitalni zobrazovani pomoci CCD kamery nabizi alternativni zplisob snimani obrazu
nahrazujici citlivé fotografické papiry, se srovnatelnou citlivosti detekce, vétsim dynamickym
rozsahem, lepsi schopnosti interpretaci dat a Casto i S rychlejs$imi vysledky, nez za pouziti
filmovych kamer. CCD kamera nabizi vSestranny zobrazovaci Systém pro snimani riznych

zdroju signalu a analyzy vzorkd na riznych podpirnych nosic¢ich (Budowle et al., 2001).

4.2. UV transiluminatory

Ultrafialové transiluminatory nabizi jednotny a intenzivni zdroj ultrafialového svétla
(zafeni). Stiedni ultrafialové zateni (302 nm) poskytuje citlivou metodu pro detekci nukleovych
kyselin, proteinti a jejich prekurzort, které jsou oznacené fluorescenénimi barvami, jako jsou
ethidium bromid nebo akridinova oranz (http://www.kirkhousetrust.org). UV zafeni o vinové
délce 254 nm je agresivnéjsi vuc¢i vzorkum, ale zvySuje citlivost detekce, napi. SYBR Green |

barvy (http://www.biometra.com/874.0.html).

5. Pristroj SNAP i.d.

SNAP i.d. proteinovy detekéni systém poskytuje rychlou a vyhodnou metodu pro detekci
imunoreaktivnich proteint. Diky tomuto jedine¢nému vakuové fizenému systému se doba
potfebna pro imunodetekci vyrazné snizila (Obr. 4). Postup trvajici 4 az 24 hodin tradi¢nim
Western blotingem (Tab. 6), nyni trva jen 30 minut bez ztraty intenzity signalu nebo snizeni
kvality blotu. Na rozdil od Western blotingu, kde primarnim zpisob pfenosu ¢inidla je diftze,
SNAP i.d. pouziva vakuum, aby se aktivné fidil pfenos roztoki pfes membranu. VsSechny
imunodetekéni kroky po pfenosu proteinu na membranu (tj. blokovani, myti a inkubace
primarni a sekundarni protilatky) se provadi s vyuzitim SNAP i.d. systému

(http://mww.millipore.com; SNAP i.d. protein detection system manual).

Tato nova metoda dovoluje optimalizovat blotovaci podminky ve velmi rychlém case pro
maximalni vysledky. Systém minimalizuje pieblokovani pouzitim nizké koncentrace

blokovacich ¢inidel. Efektivnéjsi promyvaci kroky odstranuji nezddouci necistoty z membrany.
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Se SNAP i.d. systémem lze dosdhnout velmi nizkého pozadi, vysokého odstupu signalu od
Sumu, reprodukovatelnosti a citlivosti, ktera je stejna nebo leps§i nez tradi¢ni imunodetekéni

techniky.

Systém je kompatibilni se standardnimi blokovacimi pufry a vizualizacnimi metodami (napft.

chemiluminiscence, fluorescence nebo kalorimetrie) a pracuje s PVDF i nitrocelulosou

membranou.
Pfiprava Elektroforéza ~ Membranovy Blokovani PFidavani Detekce
vzorku - = pFenos = protilitek
45 min . 05-1h C 1-25h 1h 3h 15 min
SNAP i.d. System
30 min

Obr. 4 SNAP i.d. systém urychluje ¢asové naroéné kroky provedeni Western blotu.
5.1. Vyhody systému SNAP i.d.

Dynamicky - vakuum aktivné tidi pfenos roztoki pies blotovaci membranu.

Kwvalitni - stejny nebo lepsi odstup signalu od Sumu neZ standardni Western bloting.

Rychly - snizuje dobu provedeni ze 4 hodin na 30 minut.

Jednoduchy - zahrnuje blokovani, promyvani a inkubaéni kroky protilatek.

Kompatibilni - pracuje se standardnimi velikostmi gelti a protokoly.

Efektivni - optimalizuje protokol s novymi protilatkami po dobu 30 minut.

Mnoho protilatek ztraci ucinnost s casem nebo dokonce degraduji v disledku nespravnych
skladovacich podminek, proto je dulezité rychle testovat moznou recyklaci primarni protilatky
pro opétovné pouziti ve stejném experimentu. SNAP i.d. systém nabizi rychlou a vhodnou
metodu sbirani primarnich protilatek pro dal§i pouziti. Vice jak 90% pouzité primarnich
protildtek mize byt znova pouzito. Aby neklesala jejich u¢innost, musi se vhodné skladovat a
zamezovat ¢astému zmrazovani a rozmrazovani (http://www.millipore.com; Antibody recovery

and reuse with the SNAP i.d. protein detection system).
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Tab. 6 Srovnani ¢asové naro¢nosti Western blotingu a systému SNAP i.d..

Standardni SNAP i.d.
Western bllot
Blokovaci krok Cas 1h 20s
Koncentrace 5% NFDM 0,5% NFDM
Ptenos ¢inidla Difuze Aktivné fizeny
Primarni protiliatka Cas 1-18h 10 min
Koncentrace 1x 3 x 1/3 objemu
Pfenos ¢inidla Difuze Aktivné fizeny
Promyvaci kroky Cas 3 x5 min =15 min 3x20s=1min
(3x) Koncentrace 1x 1x
Ptenos Cinidla Difuze Aktivné fizeny
Sekundarni protilitka  Cas 1h 10 min
Promyvaci kroky Cas 3 x5 min =15 min 3x20s=1min
Soucet Cas 4-20h 22 min

Pozn. NFDM= Non-fat dry milk (susené odtu¢néné mléko)

5.2. Blokovaci pufr

Patentované drzaky blotu a vakuem aktivné fizeny ptenos roztokd zajistuje, aby se pory
membrany dostate¢né zablokovaly. SNAP i.d. je kompatibilni s mnoha blokovacimi ¢inidly

zahrnujici odstfedéné suSené mléko, hoveézi sérovy albumin (BSA) a kasein. Mnoho dalSich

komer¢né vyrabénych blokovacich roztokid je mozné pouzit na piistroji SNAP i.d (Tab. 7).

Odtu¢néné susené mléko je dostupny, levny a ucinny blokovaci roztok, ktery se bézné

pouziva ve Western blotingu. M4 vysokou blokovaci kapacitu a mize ohrozit signal proteinu.

Koncentrace vyssi nez 0,5% se nedoporucuje.
b

Tab. 7 Kompatibilita s blokovacimi ¢inidly (pievzato a upraveno z: SNAP i.d.manual, str. 8).

Blokovadlo Kompatibilita Doporudena koncentrace
Odtucnéné/nizkotuc¢né susSené mléko ano, < 0,5% 0,5%

Kasein ano, < 5% 1%

Hovézi sérovy albumin (BSA) ano, < 5% 1%

PVP-40 (Polyvinylpyrrolidin) ano, < 1% 1%

Zelatina nekompatibilni nedostupna
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6. Nitrované proteiny

Nitrace proteinovych tyrosinti za vzniku 3-nitrotyrosin (3-NT) se pouziva jako biomarker
nitrosa¢niho stresu v biologickych systémech. Tvorba 3-NT byla pozorovana u onemocnéni
jako je Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba, Parkinsonova nemoc, amyotroficka
lateralni skleréza a rakovina (Hnizdova et.al, 2009). Nitrace proteind je ireverzibilni proces,
ktery mize vyvolat konforma¢ni zmény a tim i funkcni upravy postizeného proteinu. Méfeni 3-
NT v biologickych vzorcich se obvykle provadi technikami, jako je imunohistochemie, vysoko-
ucinna kapalinova chromatografie, plynova chromatografie a imunochemicka detekce (Sultana

& Butterfield, 2008).

V podminkach nadmérné tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS) jako je superoxid,
singletovy kyslik, peroxid vodiku a dal$i, dochazi k oxida¢nimu stresu a oxida¢nimu pos§kozeni
biomolekul. Kromé toho mtze nadmérna produkce oxidu dusnatého (NO) vést k tvorbé
vyznamnych nitra¢nich ¢inidel jsou oxid dusicity (NO,), peroxydusitan (ONOO") a slou¢eniny
odvozené od dusitanu (Hnizdova et al., 2009). Nitrace tyrosinu pfidanim NO, skupiny na tieti
pozici vede Kk vytvoteni 3-nitrotyrosinu (3-NT) (Sultana a Butterfield). Nitrace proteint je v

biologickych systémech citlivé regulovana (Hnizdova et al., 2009).
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7. Material a pristroje

7.1. Pouzité chemikalie

4-Cl-1-naftol, APS (Fluka), Bio-Safe Coomassie (Bio-Rad), Bisakrylamid (Bio-Rad),
Bromfenolova modi, BSA (Sigma), DTT (Sigma-Aldrich), Chlorid sodny (Lach-Ner), Glycin
(Sigma), Luminol (Santa Cruz Biotechnology), NBT/BCIP (Sigma), Peroxid vodiku, 30%
(Lach-Ner), Ponceau S (Merek), Primarni monoklonalni protilatka anti-3-nitrotyrosin — mysi
(Sigma), Primarni monoklonalni protilatka anti-3-nitrotyrosin — krali¢i (Sigma), SDS (Fluka),
Sekundarni anti-rabbit protilatka (imunizace kozy) IgG znacend alkalickou fosfatasou (Sigma),
Sekundarni anti-rabbit protilatka (imunizace kozy) IgG znacena peroxidasou (Sigma),
Sekundarni anti-rabbit protilatka (imunizace kozy) IgG fluorescen¢né znacena (Sigma), Susené
odstfedéné mléko (AppliChem), TEMED (Fluka), TNM (Aldrich), Tris/HCI, pH 8,8 (Sigma-
Aldrich), Tween-20 (Sigma)

7.2. Priprava roztoki
Ptiprava TBS pufru:
20 mM Tris, pH 7,5 + 500 mM NaCl

Navazky na 1 1dd H,O — 2,42 g Tris a 29,24 g NaCl, pH bylo upraveno na 7,5 pomoci HCI a
doplnéno dd H,O na objem 1 1.

Piiprava promyvaciho roztoku TBST (TBS s 0,1% Tween-20):
K 11 TBS bylo pfidano 1 ml Tween-20.

Priprava blokovaciho roztoku pro redéni protilaitek - 0,5% suSené odtu¢néné mléko

v TBST:

Do 200 ml TBST bylo navazeno 1 g suseného mléka, zahtano na 37 °C a po rozpusténi byl

blokovaci roztok piefiltrovan.
Priprava elektrodového pufru:

6,05 g Tris, 28,82 g glycinu a 2 g SDS bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody, pH bylo

zkontrolovano na 8,3 a doplnéno vodou do 2 1. Skladovéno v lednici pii 4 °C.
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Ptiprava blotovaciho pufru:

3, 025 g Tris a 14,41 g glycinu bylo rozpusténo ve 200 ml vody, poté bylo ptfidano 200 ml
methanolu. Hodnota pH musela odpovidat 8,3. Pfed vloZenim do lednice byl objem doplnén

vodounall.

Piiprava neredukujiciho vzorkovaciho pufru:

Bylo smichano 18,5 ml destilované vody, 5 ml 0,5M Tris/HCI, 4 ml glycerolu, 8 ml 10% SDS a

2,5 ml 0,05% bromfenolové modfe.
Piiprava barviciho roztoku 1-chlornaftol:

Bylo navézeno 15 mg 1-chlornaftolu a dokonale rozpusténo v 5 ml studeného metanolu. Po

rozpusténi bylo ptidano 20 ml TBS pufru a nakonec bylo napipetovano 30 pl 30% H,0,.

Ptiprava barviciho roztoku Ponceau S:

0,2% Ponceau S v 10% kyseliné octové, tj. 100 ml 10% kyselina octova a 0,2 g Ponceau S.
K 0,2 g Ponceau S bylo ptidano 10,1 ml 99% kyseliny octové a 89,9 ml destilované vody.

7.3. Pristroje a experimentalni vybaveni

Blotovaci aparatura pro Slot Blot BioDot SF (Bio-Rad), Elektroforeticky pfistroj Mini
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad), Mikrodesticka Test plate 96F (TPP), Nitrocelulosova
membrana 0,45 um (Bio-Rad), SNAP i.d. protein detection system, Spektrofotometr Reader
Synergy HT (BioTek Instruments), PVDF membrana (Bio-Rad), Zafizeni pro tank bloting Mini
Trans-Blot cell (Bio-Rad)

7.4. Priprava vzorki

Piiprava nitrovaného albuminu — nitroBSA
Pufr:

50 mM TRIS, pH 8,8 (MW=121,1) — bylo navazeno 605 mg TRIS na 100 ml, upraveno pH

piidavkem HCI na hodnotu 8,8 a doplnéno na pozadovany objem.

Postup:

Bylo navazeno 100 mg albuminu a rozpusténo v 10 ml pufru. Poté bylo pfidano 50. nasobny
molarni nadbytek tetranitrometanu (TNM, MW= 196,04, hustota 1,62 — 75 umol odpovida 14,7

mg = 10 pl) — konecné koncentrace 500 uM TNM. Reakce probéhla pies noc pii 4 °C.
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Purifikace nitroBSA:

Odstranéni TNM a reak¢nich produktti bylo provedeno gelovou permeacni chromatografii na
odsolovaci kolonce (D-Salt). Pfed ptecisténim byla kolonka promyta pufrem. Na kolonu bylo
napipetovano po 1 ml roztoku nitroBSA. Zkumavky s frakcemi nitroBSA  byly poté

lyofilizovany a uschovany pii teploté -20 °C.
Priprava extraktu z rostliny Arabidopsis thaliana:

Na piipravu extraktu z Arabidopsis thaliana byly pouzity listy. Material byl homogenizovan ve
tieci misce s dvojnasobnym mnozstvim 0,2 M K-fosfatového pufru, pH 7,0 a malym mnozstvim
mofského pisku. Extrakt byl odebran do ependorfek. Centrifugace probihala 10 minut pii 6000
otackach a 4 °C. Supernatant byl rozpipetovan do mensich zkumavek po 100 pl.

8. Metodika

8.1.  Slot blot na pristroji BioDot SF

Aparatura slouzi k nandseni vzorkii na membranu pomoci vakuové vyvévy. Neni nutna
separace vzorkli pomoci elektroforézy. Nitrocelulosova membrana byla pfedem navlhcena
v TBS pufru (pokud byla pouzita PVDF membrana, tak byla ponotfena na 5 minut do methanolu
a oplachnuta v destilované vod¢), nechala se okapat a byla vlozena do pfistroje na tfi vlhéené
filtra¢ni papiry. Pomoci valecku byly odstranény vzduchové bubliny mezi filtraénimi papiry a
membranou. Poté byla umisténa horni ¢ast pro nandseni vzorkt. Dilezité bylo spravné utdhnuti
Sroubu, aby nedoslo k rozliti vzorki do sousednich pozic. Mezi zdroj vakua a aparaturu byla
umisténa odsavaci lahev. Spustila se vakuova vyvéva, znova se dotdhly Srouby a otocil se
trojcestny ventil do polohy ,,vzduch* — 2 (Obr. 5). Za pouziti osmi-kanalové pipety bylo
naneseno 100 pl pufru, aby membrana byla znova navlh¢ena. Pooto¢enim ventilku do polohy
,Jemné vakuum® (3) byl pufr jemné odsan. Po oto¢eni ventilku do polohy (2) bylo do jamek
naneseno 200 ul vzorku. Nanesené vzorky byly odsany otocenim ventilu do polohy (3). Pomalé
odsati je zarukou kvantitativni vazby vzorku na membranu. Kazda jamka byla dvakrat promyta
200 ul TBS pufrem. Nez doslo k odpojeni zdroje vakua, musely se povolit Srouby, odstranit

horni ¢ast aparatury a vyjmout membranu. Nakonec se vypnul zdroj vakua.
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(1) Bio-Dot C& Vakuum

(2) Bio-Dot

Membrina

Filtra¢ni papiry (3 kusy)
Tésnici guma

Tésnici podpirna deska
Vakuovy manifold

5 /7— Hadice a ventil
' "

Vzduch

(3) Bio-Dot # Vakuum

Obr. 5 Nastaveni trojcestného ventilu a jednotlivé ¢asti piistroje BioDot SF
(zdroj: http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lIsr/literature/M1706542C.pdf).

8.2. SDS-PAGE
Pfiprava vzorku pro SDS — PAGE

¥ G m s
e / Sablona na vzorky s tésnicimi Srouby
i -

> =3

y

K30 wpl vhodné nafedéného vzorku proteinu bylo pfidano 30 ul 10 % SDS a 30 pl

vzorkovaciho pufru. Smés byla dobfe promichdna a 5 minut povatfena. Po ochlazeni v ledové

lazni vzorek byl centrifugovan 5 minut pti 6000 g.

SDS — PAGE elektroforéza

Sklenéné desky byly dikladné odmastény lihem a pfipraveny k nalévani geld do drzaku.

Mezi skla byl vlozen hiebinek a na sklo byla popisova¢em oznaéena vzdalenost jednoho cm od

konce hiebinku. Poté byl hebinek odstranén. Do dvou kédinek byl pfipraven 10 % délici gel a 4

% zaosttovaci gel (viz. Tab. 9).

Tab. 9 SloZeni dé€liciho a zaosttovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ gelu AA/BIS Tris HCI Tris HCI H,O SDS TEMED  start

30%/0,8% 15M,pH88 05M,pH6,8 APS

délici 10% 34 2,5 - 3,8 0,1 0,01 0,07

zaostrovaci 1,3 - 2,5 59 0,2 0,02 0,12
4%
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Ptidavkem APS do kadinky, kterd obsahovala slozky délictho gelu, byla zahajena
polymerace gelu. Smés byla rychle promichana a pfenesena pomoci pipety mezi nachystana
skla. Pti nalévani gelu nesmi vzniknout vzduchové bubliny. Gel byl nalévan aZ po rysku na
skle. Poté byl pievrstven n-butanolem. Po 15 minutich polymerace byl n-butanol odstranén,

prostor mezi skly proplachnut destilovanou vodou a vysusen filtracnim papirem.

Piidavkem APS do kadinky s komponenty na zaostfovaci gel byla zahajena polymerace.
Smés byla opét promichéana a pipetou nanesena na ztuhly délici gel az po okraj skel. Do gelu byl
vlozen hiebinek, pod kterym se nesmély objevit vzduchové bubliny. Skla s gely se ponechala 30

minut stat pfi laboratorni teploté.

Po uplynuti doby byla skla vyjmuta z drzaki a vlozena do elektroforetické komurky.
Popisovacem byly vyznaCeny zuby hiebinku, ktery byl potom opatrné vyjmut. Do komurky byl
nalit elektrodovy pufr. Do jamek bylo naneseno Hamiltonovou pipetou 5 pl vzorku. Krajni
jamky se nevyuZzivaji. Pfed zavienim aparatury byly pipetou odstranény vzduchové bubliny na

spodni stran¢ desek.

Elektrodova nadoba byla uzaviena vikem, pfipojena ke zdroji (100 V). Kdyz bromfenolova
modf doputovala na rozhrani obou gelti, byl zdroj zvySen na 200 V. Jakmile bromfenolova
modf byla na spodnim okraji desek, byl vypnut zdroj, odstranéno viko a vylit elektrodovy pufr.
Pomoci plastové Spachtle byla skla od sebe oddé€lena, gel polozen na vhodnou podloZku a jeho

levy dolni roh byl odkrojen (nutné pro orientaci vzorki).

8.3.  Western bloting — komtrka Mini Protean (BioRad)

Western bloting v uspoiddani ..tank-bloting*

Nejdiive byla pfipravena blotovaci membrana o velikosti gelu. Membrana, gel, filtra¢ni
papiry a porézni houbi¢ky byly ponofeny do blotovaciho pufru na 15 az 60 minut. Potom do
blotovaci kazety byly vlozeny nasledovné tyto vrstvy: ¢erna deska kazety: porézni houbicka —
filtraéni papir — gel — membrana — filtra¢ni papir — porézni houbicka: prusvitna strana kazety.
Kazeta byla uzaviena a vlozena do komirky. Cerna strana sméfuje vzdy k Gerné strané
blotovaci komirky. Cela komora byla vlozena do lednicky, byl pfidan blotovaci pufr a vse
uzavieno vikem. Podle velikosti membrany byl spo&itan proud (0,8 mA/cm?). Po jedné hoding

bylo blotovani ukon¢eno, pufr byl odstranén a kazety vyjmuty.
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Viko

Porézni
houbicka
Filtracni papir
Membrana
Gel

Filtrac¢ni papir
Porézni
houbicka
Kazeta

Zarizeni pro
chazeni

Nadoba na pufr

Obr. 6 Popis komurky Mini Protean a jeho jednotlivé dily.

8.4. SNAP i.d. protein detection system

SNAP i.d. system byl pfipojen pfes odsavaci lahev k vakuové vyvévé. Drzaky blotu byly
otevieny a bily vnitini povrch navlh¢en destilovanou vodou. Prebyte¢na voda byla zbavena
pomoci vale¢ku. Navlhéena membrana se vzorky byla polozena do drzaku stranou s proteiny
smérem dold. Jemnym pfejetim valeckem byly odstranény vzduchové bubliny. Na membranu
byl poloZen spacer a znovu byl pouzit valeCek pro dokonaly kontakt spaceru s membranou.

Drzéak byl uzavien, vloZzen do komory pfistroje a viko pfistroje bylo zaklapnuto.

Do komurky bylo naneseno pfislusné mnozstvi blokovaciho roztoku (dle pokynti v Tab. 10).
Ihned byl otevien ptivod vakua pomoci piepinace na pfistroji. Po vyprazdnéni komurky bylo
vakuum vypnuto a naneseno piislusné mnozstvi primarni protilatky. Roztok musi pokryt cely
povrch komirky. S vypnutym vakuem byla protilatka inkubovana s membranou 10 minut. Po
uplynuti doby bylo vakuum zapnuto a dokonale odstranéna priméarni protilatka. Se zapnutym
vakuem byl drzak promyt tiikrat 20 ml promyvacim roztokem. Po ukonceni vakua byla
nanesena sekundarni protilatka, ktera byla inkubovana 10 minut. Po daném ¢ase bylo zapnuto
vakuum, protilatka byla odsina a komtrka promyta tfikrat 20 ml promyvacim roztokem.
Nakonec drzak blotu byl vyjmut z pfistroje, poloZen na pracovni plochu komurkou dolt a viko

otevieno. Pinzetou byl opatrn€ odstranén spacer a membrana.
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Tab. 10 Objemy pouzitych roztoki na piistroji SNAP i.d..

Pocet membran 1 2 3

Objem blokovaciho pufru 30 ml/jamku 16 ml/jamku 10 ml/jamku
Objem protilatky 3 ml/jamku 1,5 ml/jamku 1 ml/jamku
Objem promyvaciho pufru 30 ml/jamku 15 ml/jamku 10 ml/jamku

Obr. 7 Popis casti a prislusenstvi pfistroje SNAP i.d.

A Télo piistroje SNAP i.d.

B,C,D Drzék pro jednu (B), dvé (C) nebo tfi (D) membrany
E Blotovaci valecek pro odstranéni vzduchovych bublin
F Blotovaci membrana

G Spacer

H Hadice pro ptivod vakua

I Instruktazni navod

J Uzivatelsky manual
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9. Vysledky

9.1. Analyza vzorku hrachové AMADH2

Byl pouzit vzorek purifikované PSAMADH2 (enzym ziskan od Dr. Martiny Tylichové),
ktery byl nanesen na nitrocelulosovou membranu metodou dot blotu. Mnozstvi nanesené¢ho
vzorku 2, 3, 4, 5, 6 a 7 ul do dvou stejnych sloupcii. Poté byla membrana vloZena do pfistroje
SNAP i.d., kde byla inkubovana s primarni Ab (fedéni 1:2000; anti-AMADH2) a sekundarni Ab
(fedéni 1:5000; anti-rabbit IgG/Px). Na vizualizaci byl pouzit roztok 1-chlornaftolu.

Bandy proteinii byly obarveny. Na modelovém proteinu byla vyzkouSena inkubace na

piistroji SNAP i.d.

——

Obr. 8 Detekce PSAMADH2 na nitrocelulosové membrané
metodou dot blot. Byla pouzita sekundarni protilatka znacena

. peroxidasou a vizualizace roztokem 1-chlornaftolu.

d

V navazujicim experimentu byl pouzit opét vzorek PsAMADH2, ktery byl nejprve
analyzovan elektroforetickou metodou SDS-PAGE s naslednym Western blotingem S pouzitim
nitrocelulosové membrany. Poté byla porovnana G¢innost inkubace s protilaitkami v provedeni

na tfepacce a na piistroji SNAP i.d.

Mnozstvi vzorku bylo 30 ul PSAMADH2 s 30ul 10% SDS a 30 pl vzorkovaciho pufru. Do
jamek pripraveného gelu bylo napipetovano po 5 ul vzorku. Primarni Ab byla fedéna 1:2000
(AMADH?2) a sekundarni 1:5000 (anti-rabbit 1gG/Px). K vizualizaci byl pouzit barvici roztok na

proteiny Bio-Safe a 1-chlornaftol.

Vysledkem barveni gelu po blotovani barvivem Bio-Safe bylo, Ze proteiny zistaly na gelu
(Obr. 9). Dlkazem byl nedostatecny cas pro pieblotovani vSech proteinti na membranu. Jedna

¢ast membrany byla inkubovana s protilatkami na SNAP i.d.. Po barveni s 1-chlornaftolem
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zadné bandy nebyly obarveny. Druha ¢ast membrany byla inkubovana na tfepacce a barvena 1-

chlornaftolem.

Bandy byly velmi slabé viditelné, zfejmé to bylo zptisobeno nedostateénym pieblotovanim

vSech proteinti na membranu.

Detekce PSAMADH2 metodou Western bloting v provedeni na tiepacce:

Obr. 9 Gel bez blotovani. Obr. 10 Gel po blotovani.

Obr. 11 Membrana inkubovéna na tfepacce.

9.2. Analyza vzorku nitroBSA

9.2.1. Analyza nitroBSA s pouzitim PVDF membrany

Zasobni vzorek nitroBSA (20 mg/1ml) byl fedén 40x (tj. 250 pl vzorku + 9750 ul TBS
pufru) a nanesen metodou slot blotu na PVDF membranu. Poté byla membrana inkubovéana na
tiepacce S primarni protilatkou (fedéni 1:2500, 1:5000, 1:10 000; anti-NT mouse) a sekundarni
protilatkou (fedéni 1:5000, 1:10 000, anti-mouse 19G/Px).

Byla testovana moznost vVizualizace schromogennim substratem 1-chlornaftolem. Bylo
pozorovano, ze bandy na PVDF membrané byly lehce obarveny. Membrana neni vhodna pro
pouziti metodou slot blot, protoze pti odsavani vzorkti pomoci vakua se rychle vysusuje. Zfejmé

nedoslo k dokonalé vazbé¢ proteinu na membranu (Obr. 12).
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Obr. 12 Analyza nitroBSA metodou slot blot na PVDF membrané po barveni v 1-chlornaftolu.
Dolni index na membrané oznacuje fedéni primarni protilatky (1:2500 e, 1:5000 ee, 1:10 000

eee) a horni index fedéni sekundarni protilatky (1:5000 e, 1:10 000 ee).

V obdobném pokusu bylo proto ovéfena moznost detekce chemiluminiscence s pouzitim
substratu luminolu. 15 mg nitroBSA bylo rozpusténo v 750 pl destilované vody, naneseno na

PVDF membranu slot blotu dle nize uvedené tabulky a inkubovano na tfepacce:

jamka 12|34 5|6 | 7 |8

mnozstvi proteinu (ug) | 0|2 | 5|10 | 20 | 50 | 100 | 200

Primarni Ab byla fedéna 1:2500, 1:5000 a 1:10 000 (anti-NT mouse). Sekundarni byla
fedéna 1:5000 a 1:10 000 (anti-mouse 1gG/PXx).

Chemiluminiscence byla viditelnd po 5 minutach expozice. Nejvice viditelné bandy byly pfi
fedéni primarni protilatky 1:2500 a sekundarni protilatky 1: 5000, tj. étvrty sloupec z leva (Obr.
13). Nejvhodngjsi tedéni protilatek, tj. primarni Ab 1:2500, sekundarni Ab 1:5000, bylo
vybrano pro dal$i pokus, kde byl pouze rozdil v inkubaci protilatek, ktera probihala na pfistroji

SNAP i.d. Po naneseni luminolu nebyla chemiluminiscence detekovana.
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Obr. 13 Analyza nitroBSA metodou slot blot na PVDF membrané s chemiluminiscenéni detekci
po 5 minutach expozice. Nejvice viditelné bandy byly pii fedéni primarni Ab 1:2500 a
sekundarni Ab 1: 5000 (vyznaceno Sipkou).

svvr

nitroBSA byl nanesen na PVDF membranu pomoci slot blotu a inkubovan na SNAP i.d. Bylo
zménéno fedéni primarni Ab na 1:500 a 1:2500 (anti-NT mouse). Sekundarni Ab byla
ponechana 1:5000 (anti-mouse 1gG/Px). Nakonec byl nanesen luminol.

jamka 11234 56| 7|8

mnozstvi proteinu (ug) |0 |2 |5 |10 | 20 | 50 | 100 | 200

Bylo potvrzeno, ze pfi pouziti fedéni primarni Ab 1:2500 a sekundarni Ab 1:2500 nebyl
detekovan chemiluminiscenéni signal. Pii pouziti fedéni primarni protilatky 1:500 (pozn. na
SNAP i.d. byla pouZita sbérna nadobka pro recyklaci protilatky) a sekundarni 1:5000 byly

signaly proteinti detekovany po 10 minutach expozice (Obr. 14).

Obr. 14 Analyza nitroBSA metodou slot blot na PVDF
membrané s chemiluminiscenéni detekci po 10 min.
expozice. Pouzité fedéni protilatek primarni Ab 1:500 a
sekundarni Ab 1:5000.
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U dalsiho pokusu bylo nejdtive s pouzitim barvy Ponceau S kontrolovan pienos proteind na
membranu pfed inkubaci s protilaitkami. Bylo zvoleno fedéni primarni Ab 1:500 (anti-NT

mouse; recyklovana) a sekundarni fedéna 1:5000 (anti-mouse 1gG/Px).

Pied inkubaci se proteiny obarvily pomoci Ponceau S, aby se zjistilo, zda doslo k navazani
proteind na membranu (Obr. 15). PVDF membrana velmi rychle uschla a vytvofila nevzhledné
mapy, proto nebylo vhodné s ni nadale pracovat. Jedna ¢ast membrany inkubovana na SNAP
i.d. (Obr. 16) a druha ¢ast na tfepacce za pouziti recyklované primarni protilatky (Obr. 17). Po 5
minutové inkubaci s luminolem byla chemiluminiscence opét velmi slaba.

i Obr. 15 Analyza nitroBSA metodou slot blot na PVDF

5 membrang - barveni proteinti pomoci Ponceau S.
ng

Spg

Analyza nitroBSA metodou slot blot na PVDF membrané s chemiluminiscenéni detekei.

Obr. 16 Inkubace na SNAP i.d. Obr. 17 Inkubace na tfepacce.
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9.2.2. Analyza nitroBSA s pouzitim nitrocelulosové membrany

Pro porovnani vhodnosti zvolené membrany byl vzorek nitroBSA byl nanesen na oba typy
membran pomoci slot blotu a inkubovan na SNAP i.d.

jamka 11234 |56 |7 | 8

mnozstvi proteinu (ug) | 0|2 | 5|10 | 20 | 50 | 100 | 200

Primarni Ab fedéna 1:500 (anti-NT mouse) a sekundarni 1:5000 (anti-mouse IgG/Px; anti-

mouse IgG/AP). K vizualizaci byl pouZit luminol na chemiluminiscenci a BCIP/NBT.

Ob¢ membrany, se sekundarni protilatkou znaCenou kfenovou peroxidasou, po naneseni
luminolu nevykazovaly Zadnou chemiluminiscenci. Pfi barveni PVDF a nitrocelulosové
membrany pomoci BCIP/NBT se bandy obarvily. PVDF membréna ziejmé interaguje

s roztokem BCIP/NBT, jelikoZ zménila barvu (Obr. 18).

A B Cc

Obr. 18 Analyza nitroBSA metodou slot blot — srovnani
PVDF a nitrocelulosové membrany. Byla pouzita sekundarni
protilatka znacena Px a chemiluminiscenc¢ni detekce (A -
PVDF membrana), nebo sekundarni protilatka znacena AP a
vizualizace roztokem BCIP/NBT (B - nitrocelulosova a C -
PVDF membrana).

. N

V dalSich pokusech bylo optimalizovano pouziti nitrocelulosové membrany. Naredény
vzorek nitroBSA byl na nitrocelulosovou membranu nanesen pomoci slot blotu a inkubovan na

tfepacce.

jamka 12|34 |56 | 7|8

mnozstvi proteinu (ug) |0 |2 {5 |10 | 20 | 50 | 100 | 200
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Redéni primarni Ab bylo 1:500 (anti-NT mouse; recyklovand) a sekundarni 1:5000 (anti-
mouse 1gG/Px). Byla pouZita barva Ponceau S pro barveni proteinti pfed inkubaci a luminol na

chemiluminiscenci.

Pfed inkubaci s protilatkami se proteiny obarvily pomoci Ponceau S, aby se zjistilo, zda
doslo k navazani proteini na membranu (Obr. 19). Nitrocelulosovda membrana neusycha tak
rychle, jako PVDF. Bylo vidét, Ze nitrocelulosova membrana je mnohem vhodnéjsi. Jedna cast
membrany inkubovana na SNAP i.d. a druha ¢ast na tfepacce (Obr. 20). Chemiluminiscence
byla viditelnd na membrang, kterd byla inkubovéana na tfepacce. Na membrané inkubované na

SNAP i.d. nebylo nic detekovano.

10pg

20 g

50 pg

100 ng

200 pg

Obr. 19 Barveni proteint Obr. 20 Analyza nitroBSA - blotovani na tfepacce.
pomoci Ponceau S.

V navazujicim pokusu bylo testovano vice variant fedéni sekundarni protilatky. NitroBSA
byl nanesen na nitrocelulosovou membranu a inkubovan na tfepacce. Primarni Ab fedéna 1:500
(anti-NT mouse), ale u sekundarni protilatky bylo udélano vice fedéni 1:500, 1:1000, 1:2500
(anti-mouse 1gG/Px). K vizualizaci byl pouzit luminol a chemiluminiscence byla zachycena na
fotopapir ve fotokomote.

Bylo potvrzeno, ze detekce na fotopapir je mnohem citlivéj§i metoda ve srovnani s detekci
chemiluminiscence v dokumentaénim boxu UVP. Bylo zachyceno vice bandi, nez pii foceni
CCD kamerou. Doba expozice byla 2 min., 5 min. a 9 minut. Nejlepsi ¢as expozice, pfi kterém
bylo zachyceno nejvice bandl, je 5 minut. Nejlepsi fedéni primarni protilatky je 1:500 a
sekundarni protilatky je 1:1000 (Obr. 22). Pomoci densitometrické metody byl ukdzan vliv

jednotlivych fedéni sekundarni Ab a expozi¢ni doby na intenzitu signalu (Graf 1; 2; 3).
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Obr. 21 Analyza nitroBSA metodou slot blot — optimalizace
feSeni sekundarni protilatky. Uspotfadani membran pied detekci
na fotopapir. Redéni sekundéarni protilatky 1:500 e, 1:1000 ee,
1:2500 eee.

Sek. Ab:
1:500 1:1000 1:2500 1:500 1:1000 1:2500 1:500 1:1000 1:2500

2 minuty 5 minut 9 minut

Obr. 22 Jednotlivé expozi¢ni ¢asy chemiluminiscence na fotopapire.

Densitometrické vyhodnoceni- exp. 2 min.
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Graf 1 Analyza nitroBSA metodou slot blot - Vliv rizného fedéni sekundarni Ab pii expoziéni
dobé¢ 2 minuty.
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Densitometrické vyhodnoceni- exp. 5 min.
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Graf 2 Analyza nitroBSA metodou slot blot - vliv rizného fedéni sekundarni Ab pii expozi¢ni
dobé 5 minut.

Densitometrické vyhodnoceni- exp. 9 min.
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Graf 3 Analyza nitroBSA metodou slot blot - vliv rizného fedéni sekundarni Ab pii expozicni
dobé 9 minut.

9.2.3. Porovnani pouziti primarnich protilatek z mysi a kralika

Vzhledem k velmi slabym vysledktim ptedchozich pokusi s pouzitim mysi monoklonalni
protilatky na nitroBSA byla testovana polyklonalni krali¢i protilatka od stejného vyrobce.
Soucasné bylo testovano pouziti sekundarni protilatky znacené fluorescenéni znackou. Vzorek
nitroBSA, naneseny na nitrocelulosovou membranu byl inkubovan s primarni protilatkou
(1:500; anti-NT rabbit) a sekundarni protilatkou (1:1000; anti-rabbit IgG/fluorescenéni znacka —
DyLight 548). Inkubace probihala na SNAP i.d. K vizualizaci byla pouzita CCD kamera s fadou

dostupnych filtri pro detekci fluorescence.

Pii pouziti filtru ethidium bromid, kde rozsah detekce vinovych délek je 580 — 630 nm, byla
fluorescence slabsi, nez pii pouziti filtru SYBR Green a Gold. Tyto filtry zachycuji rozsah
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vlnovych délek 513 — 557 nm. Proto nejlepsi vysledky byly pozorovény filtry SYBR Green
nebo SYBR Gold (Obr. 23). Pouziti krali¢ich protilatek je vhodnéjsi, nez pouziti protilatek
mysich. Jejich chemiluminiscenci a fluorescenci lze 1épe detekovat. Krali¢i protilatky byly

pouzity pro dalsi experimenty.

Ethidium SYBR SYBR
bromid Gold Green
Obr. 23 Analyza nitroBSA metodou slot blot. Byla

pouzita sekundarni protilatka znacend fluorescencni
znaCkou DyLight 548 a pro vizualizaci fluorescence
filtry ethidium bromid, SYBR Gold a SYBR Green.

il

9.2.4. Porovnani pouziti pripraveného a komercniho preparatu
nitroBSA

Vzorek nitroBSA nanesen na nitrocelulosovou membranu pomoci slot blotu. V osmé jamce

byl nanesen zakoupeny komer¢ni nitroBSA, aby se porovnala Gc¢innost naseho pfipraveného

nitroBSA a komer¢niho produktu. Inkubace probihala na SNAP i.d.

jamka 1[2[3[4[5]6 | 78

mnozstvi proteinu (ug) | 0 | 5| 10| 20 | 50 | 100 | 200 | 160

Primarni Ab fedéna 1:500, 1:1000 (Ab NT rabbit) a sekundarni fedéna 1:1000 (anti rabbit
IgG/Px; AP; fluorescenéni znacka — DyLight 548).

Vizualizace kifenové peroxidasy byla detekovana pomoci luminolu, alkalickd fosfatasa

pomoci BCIP/NBT a fluorescen¢ni znacka CCD kamerou s fluorescenénimi filtry.
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Poslednim bandem na membrané byl komeréni nitroBSA. Chemiluminiscence byla u toho
vzorku velmi malad. Pfi barveni pomoci BCIP/NBT byly bandy obarvené (Obr. 24), jen u
komer¢niho vzorku barevna reakce nebyla tak viditelna. Pti detekci fluorescenéni znacky byly

vSechny bandy viditelné (Obr. 25). Byly pouzity riizné expozi¢ni ¢asy a filtr SYBR Green.

Obr. 24 Analyza nitroBSA metodou slot blot — porovnani pfipraveného
a komer¢niho vzorku nitroBSA (vyznaceno Sipkou). Byla pouzita
sekundarni protilatka znaend AP (fedéni 1:1000) a vizualizace
BCIP/NBT. Dolni index oznac¢uje fedéni primarni Ab (1:500 e, 1:1000

o0)

Obr. 25 Analyza nitroBSA metodou slot blot — detekce fluorescenéni znacky DyLight 548,

pouzity filtr SYBR Green. Expozi¢ni ¢asy: a) 1s,b)45s,¢)5s,d) 7s.

9.2.5. Optimalizace postupu blotovani po analyze vzorku nitroBSA
metodou SDS-PAGE

Vzorek nitroBSA byl analyzovan SDS-PAGE elektroforézou, pieblotovan na

nitrocelulosovou membranu Western blotingem a inkubovan na SNAP i.d. Primarni protilatka
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fedéna 1:1000 (anti-NT rabbit) a sekundarni 1:2500 (anti-rabbit 1gG/Px). Po inkubaci byl na 5

minut nanesen luminol.

Po pfeblotovani proteinli byla membrana barvena v Ponceau S. Poslednich 5 bandi
s nejvyssi koncentraci bylo obarveno. Ponceau S byl vymyt destilovanou vodou, nanesen
luminol a po 5 minutach pasobeni byla chemiluminiscence detekovana u poslednich 3 bandd

(Obr. 26).

M

Obr. 26 Analyza nitroBSA na pfistroji SNAP i.d. — chemiluminiscenéni detekce, expozi¢ni Cas

5 minut.

Byl testovan vliv slozeni vzorkovaciho pufru pro SDS-PAGE na citlivost detekce nitroBSA.
Ctyfi nejvy$si hmotnosti nitroBSA (20 pg; 50 pg; 100 pg; 200 pg) byly piipraveny s dvéma
vzorkovacimi pufry — neredukujicim (I) a redukujicim (II). Poté byly vzorky naneseny a
rozdéleny SDS-PAGE elektroforézou. Dale probéhl Western bloting a na inkubaci byl pouzit
SNAP .i.d. stedénim primarni Ab 1:500 a 1:1000 (anti-NT rabbit) a sekundarni Ab 1:2500 a
1:5000 (anti-rabbit 1gG/Px). K vizualizaci byl pouzit luminol a CCD kamera.

Pii detekci chemiluminiscence, kde byl pouzit neredukujici vzorkovaci pufr 1, nebyl
pozorovan zadny chemiluminiscencni signal. U redukujiciho vzorkovaciho pufru II byly vidény

pouze bandy, kde byla pouzita primarni protilatka fedéna 1:1000 a sekundarni protilatka 1:2500.

Obdobny pokus byl proveden s volbou zachyceni chemiluminiscence na citlivy fotograficky
papir. Piiprava vzorku na SDS-PAGE: 20 ul nitroBSA + 20 ul 10% SDS + 20 ul vzorkovaciho

pufru. Do kazdé jamky napipetovano po 20 pl pfipraveného vzorku.

jamka 1123|456 |7 |8

mnozstvi proteinu (ug) | 0|2 | 5|10 | 20 | 50 | 100 | 200

Primarni Ab byla fedéna 1:1000 (anti-NT rabbit) a sekundarni 1:2500, 1:5000 (anti-rabbit
IgG/Px). Detekce chemiluminiscence byla provedena ve fotokomote na fotopapir a nasledné

byla vyhodnocena densitometricky.
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Pii barveni gelu pomoci Bio-Safe byly viditelné posledni 4 bandy nejvyssich koncentraci
nitroBSA (Obr. 27). Po naneseni luminolu a vyvolani na fotopapir ve fotokomoie, byly
viditelné vSechny bandy. Bylo vidét, ze tato detekce je mnohem citlivéjsi a vysledky jsou
mnohem lepsi (Obr. 28). Pomoci densitometrické metody byl ukazan vliv jednotlivych fedéni

sekundarni Ab a expozi¢ni doby na intenzitu signalu (Graf 4; 5).

Obr. 27 Analyza nitroBSA - gel po obarveni Bio-Safe.

2 3 4 5 6 7 8
10
Redéni sekundarni protilatky 1:2500. Redéni sekundérni protilatky 1:5000.

Obr. 28 Analyza nitroBSA — chemiluminiscenéni signal pfi expozic¢nich ¢asech 1;5 a 10 min.

Densitometrické vyhodnoceni WB
1000000

800000 —
500000

400000 W
. //

8]

Zjisténa hmostnost

0 50 100 150 200

Hmotnost proteinu na jamku {ug)

expozice 1 min expozice 5 min expozice 10 min

Graf 4 Analyza nitroBSA na pfistroji SNAP i.d. - rizné doby expozice pii fedéni primarni Ab
1:1000 a sekundarni Ab 1:2500.

-52-



Densitometrické vyhodoceni WB
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expozice 1 minuta expozice 10 minut expozice 5 minut

Graf 5 Analyza nitroBSA na pfistroji SNAP i.d. - rizné doby expozice pii fedéni primarni Ab
1:1000 a sekundarni Ab 1:5000.

9.3. Analyza nitrovanych proteinu v extraktu A. thaliana

Vzorky nitroBSA a extraktu z rostliny A. thaliana byly pfipraveny pro analyzu SDS-PAGE

nasledovné:
a) 50 pl supernatantu + 50 pl 10% SDS + 50 ul vzorkovaciho pufru
b) 50 pl nitroBSA + 50 pl 10% SDS + 50 pl vzorkovaciho pufr

Tab. 12 Schéma naneseni vzorkti do jamek pfipraveného gelu

jamka 1] 2 3 |4] 5 6 7 8 9 10
mnoZzstvi - | 10ul | 20pl | - | 20l | 20pl | 10pl | 20ul | 10pl | 20pul
typ vzorku | - | extrakty | - | nitroBSA extrakty nitroBSA

Vzorky byly rozdéleny SDS-PAGE elektroforézou, poté nasledoval Western blot na
nitrocelulosovou membranu a inkubace na SNAP i.d. Primarni Ab byla fedéna 1:1000 (anti-NT
rabbit) a sekundarni Ab 1:2500 (anti-rabbit IgG/Px; fluorescen¢ni znacka — DyLight 548).

Pti pouziti sekundarni protilatky s fluorescenéni znackou nebyl u extraktu A. thaliana

pozorovan zadny signal, zatimco u nitroBSA byla fluorescence viditelnd (Obr. 29). Pii

-53-



chemiluminiscenci reakci vykazovaly extrakty rostliny (Obr. 30). Nejvhodnéjsi expozicni Cas

byl 5 minut. Po 10 minutach se ztracela intenzita signalu.

nitroBSA extrakt nitroBSA extrakt

Obr. 29 Fluoresceéni signal nitroBSA,  Obr. 30 Analyza nitrovanych proteint -
expozice 5 sekund. chemiluminiscenéni detekce extraktu,
expozice 5 minut.

Pokus byl dale proveden s pouzitim vice variant fedéni sekundarni protilatky. Vzorky byly

ptipraveny na SDS-PAGE nasledovné:
a) 50 pl supernatantu + 50 pl 10% SDS + 50 ul vzorkovaciho pufru
b) 50 pl nitroBSA + 50 pul 10% SDS + 50 pl vzorkovaciho pufru

Byly pouzity 2 vzorky zrostliny A. thaliana. VVzorek 1 byl extrakt z listd, které byly ve

vegetativnim obdobi. Vzorek 2 byl extrakt z list(, kde rostlina byla v senescené¢nim obdobi.

Tab. 13 Schéma naneseni vzorkt do jamek ptipraveného gelu.

jamky 1 2 3 4
mnozstvi vzorku | 20 pl 20 ul 10 pl 20 pl
typ vzorku vzorek 1 | vzorek 2 | nitroBSA (fedéni 1000)

Primarni Ab fedéna 1:1000 (anti-NT rabbit) a sekundarni fedéna 1:2500, 1:5000, 1:10 000
(anti-rabbit 1gG/Px).

Gel po elektroforéze byl obarven roztokem Bio-Safe (Obr. 31). Jednotlivé membrany po

Western blotingu, ktery bézel pies noc, byly inkubovany na SNAP i.d. s riznymi koncentracemi

wervr

Ab je 1:1000 a sekundarni Ab 1:5000 (Obr. 32).
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Obr. 31 Analyza nitrovanych proteint - gel barven Bio-Safem.

Vzorsk  nitroBSA Vzorsk  nitroBSA Vzorsk  nitroBSA

sekundirni Ab 1:2500  sekundirni Ab 1:5000  s=kunddrni Ab 1:10 000

Obr. 32 Analyza nitrovanych proteinti - chemiluminiscenéni detekce pii rtiznych fedénich
sekundarni Ab.

Dale byl porovnan vliv pouziti redukujiciho vzorkovaciho na signal nitrovanych proteint

Vv rostlinném extraktu. Pfiprava vzorki na SDS-PAGE byla provedena takto:
a) 70 pl supernatantu + 70 pl 10% SDS + 70 ul vzorkovaciho pufru
b) 70 pl nitroBSA + 70 pl 10% SDS + 70 pl vzorkovaciho pufru
¢) marker + 20ul vody
d) 10 mM DTT

Tab. 13 Schéma naneseni vzorkll do jamek pfipraveného gelu

jamka 1 2 3 4 5 6 7 8
mnoZzstvi 10 ul 20l 20l 20l 20l 20ul 20ul 20ul
typ vzorku | marker | vzorek | vzorek | albumin | vzorek | vzorek | albumin | albumin +
1 2 1 2 DTT
vzorkovaci vzorkovaci pufr 11 neredukujici vzorkovaci | vzork.pufr
pufr pufr | 1
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Byly pouzity 2 druhy vzorkovacich pufri — neredukujici vzorkovaci pufr a redukujici
vzorkovaci pufr. Po skonfeni SDS-PAGE byly proteiny pieblotovany na nitrocelulosovou
membranu a inkubovany na pfistroji SNAP i.d., kde primarni Ab byla fedéna 1:1000 (anti-NT
rabbit) a sekundarni 1:5000 (anti-rabbit 1gG/Px). Pro vizualizace byl pouzit luminol na

chemiluminiscenci a CCD kamera.

Gel byl opét barven v roztoku Bio-Safe (Obr. 33). Chemiluminiscence byla viditelna u nitro-
BSA, kde byl pouZit vzorkovaci pufr II a neredukujici vzorkovaci pufr I a u nitroBSA s 10 mM

DTT (Obr. 34). U vzorka extraktu z A. thaliana nebyl detekovan chemiluminiscenéni signal.

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 33 Analyza nitrovanych proteint
v extraktu A. thaliana na pfistroji SNAP
i.d. Gel barven roztokem Bio-Safe; 1)
marker, 2) vzorek 1, 3) vzorek 2, 4)
nitroBSA, 5) vzorek 1, 6) vzorek 2, 7)
nitroBSA, 8) nitroBSA s DTT.

Obr. 34 Analyza nitrovanych proteind v extraktu A. thaliana na pfistroji SNAP i.d
Chemiluminiscen¢ni detekce. 1) marker, 2) vzorek 1, 3) vzorek 2, 4) nitroBSA, 5) vzorek 1, 6)
vzorek 2, 7) nitroBSA, 8) nitroBSA s DTT.

10. Zavér

Cilem bakalai'ské prace bylo porovnat metody analyz proteintl. Srovnani klasického postupu,
ktery zahrnoval fedéni a piipravu vzorku na SDS-PAGE elektroforézu, samotny
elektroforeticky pribéh, poté nasledoval Western bloting v uspofadani ,,tank bloting*, kde doslo
K pfeneseni proteinu z gelu na membranu az po inkubaci na téepacce. Tento postup byl velmi
zdlouhavy. Dals§i metodou bylo pfimé nanaSeni fedéného vzorku na membranu pomoci slot
blotu, ktery zajisStoval pevnou vazbu proteinu na membranu. Blokovani a inkubace
s protilatkami byla provedena na tiepacce nebo na piistroji SNAP i.d..

Nejprve byla pouzita mysi protilatka, ale chemiluminiscence byla velmi slaba (inkubace na

tiepacce) az zadna (inkubace na SNAP i.d.). Pii pouziti chromogenniho substratu 1-chlornaftolu
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také nebyl detekovan zadny signal. Pfeslo se na protilatky kralici, které fungovaly Iépe. Detekce
sekundarni krali¢i protilatky znacena kifenovou peroxidasou je lep$i, nez detekce fluorescence
pomoci filtru SYBR Green nebo SYBR Gold. V ramci vybaveni byly vyhodnoceny lepsi
vysledky na fotopapir. Nejvhodné&jsim fedénim primarni protilatky bylo 1:1000 a sekundarni
1:5000.

Pii SDS-PAGE elektroforéze byly porovndny dva vzorkovaci pufry — redukujici a
neredukujici. Vyssi chemiluminiscenéni signal byl pozorovan u vzorku nitroBSA pfipraveném v
redukujicim vzorkovacim pufru.

Byly porovnany dva typy membran — nitrocelulosovd a PVDF. PVDF nebyla vhodna,
protoze béhem odsavani na slot blotu se rychle vysuSovala. Pti barveni pomoci BCIP/NBT se
membrana obarvila a bandy nebyly viditelné. Proto byla zvolena nitrocelulosovd membrana.

Vhodné zvolené fedéni vzorku, protilatek a typ membrany bylo aplikovano na extrakt
zrostliny Arabidopsis thaliana. Extrakty vykazovaly chemiluminiscenéni signal pii fedéni
primarni Ab 1:1000 a sekundarni Ab 1:5000 pii pouziti redukujiciho vzorkovaciho pufru. Pti
porovnavani vzorkovacich pufrti nebyla chemiluminiscence detekovana.

Pro analyzu nitrovanych proteind byl zvolen vysledny optimalni protokol:

- SDS-PAGE clektroforéza: délici gel 10%, zaostfovaci gel 4%
- Western bloting: nitrocelulosova membrana
- SNAP i.d.: krali¢i protilatky — primarni fedéna 1:1000 a sekundarni fedéna 1:5000

- detekce chemiluminiscence na fotopapir pomoci luminolu.
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http://www.biometra.de/24.0.html

http://www.biometra.com/874.0.html

-60 -


http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols/Dot%20blot%20protocol.pdf
http://www.biometra.de/24.0.html

http://www.hoeferinc.com/downloads/pr648_manual.pdf
http://www.jacksonimmuno.com/technical/DyLight.asp
http://www.kirkhousetrust.org/Docs/transilluminator_instructions.pdf
http://www.millipore.com/immunodetection/id3/membraneselection

http://www.millipore.com/publications.nsf/a73664f9f981af8c852569b9005b4eee/d6a241f31de7
103b8525742c0006082¢e/$FILE/AN1879ENO00.pdf

http://www.millipore.com/publications.nsf/a73664f9f981af8c852569b9005b4eee/fe2faae7d100
58168525742b007846d2/$FILE/PB1017ENOO.pdf

http://www.piercenet.com/files/TR0067-Chemi-Western-guide.pdf
http://www.rndsystems.com/literature_antibody_binding.aspx

http://www.uvp.com/pdf/fp-111.pdf
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA/BIS

Ab
AMADH 2
Anti-mouse 1gG / Px
Anti-rabbit 1gG / Px
AP

APS

BCIP

BSA

DBM

DTT

DNA

FITC

HRP

NBT
nitroBSA
PBS
PSAMADH?2
PVDF

RNA

SDS

T20

Akrylamid-N, N -bisakrylamid
Protilatka
Aminoaldehyddehydrogenasa 2
Anti-mysi imunoglobulin G znaceny kienovou peroxidasou
Anti-krali¢i imunoglobulin G znaceny kienovou peroxidasou
Alkalicka fosfatasa
Persiran amonny
5-bromo-4-chloro-3'-indolyl-fosfat p-toluidinova stl
Hovézi sérovy albumin
Diazobenzylmetyl
Dithiotreitol
Deoxyribonukleova kyselina
Fluoresceinisothiokyanat
Kftenova peroxidasa
Nitrotetrazoliova modf
Nitrovany hovézi sérovy albumin
Fosfatovy fyziologicky roztok s 0,15M NaCl
Pisum sativum aminoaldehyddehydrogenasa (hrach sety)
Polyvinyldifluorid
Ribonukleova kyselina

Dodecylsulfat sodny

Tween-20
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TBS

TEMED

TMB

TNM

TMRITC

Fyziologicky roztok pufrovany Tris
N,N,N',N'-tetramethyl-ethan-1,2-diamin
3,3',5,5'-tetramethylbenzidin
Tetranitromethan

Tetramethylrhodaminisokyanat
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