Cviceni €. 1: Imunochemicka detekce proteinu p53 na nitrocelulosové
membrané (dot blot)

Uvod

Protein p53 je kddovdn genem TP53 a hraje roli pfedevsim jako nadorovy supresor. Diky své funkci
transkrip¢niho faktoru reguluje expresi mnoha cilovych gen(, zodpovédnych za rist bunék a
apoptézu. Uastni se rovné? opravnych mechanism@ DNA. Vice ne? 50% tumord je asociovano

s mutaci v genu TP53.

Dot blot je zjednodusenou alternativou k western blotu a slouZi pro detekci a identifikaci protein(.
Na rozdil od western blotu nedochazi k elektroforetické separaci, nelze tedy urcit velikost cilového
proteinu, mGZeme vsak pfitomnost daného proteinu potvrdit — v nasem pripadé p53. Kapka vzorku je
nanesena pfimo na nitrocelulosovou membranu, kde je nasledné protein zajmu imunochemicky
detekovan.

Princip metody

Principem imunochemické detekce je vyuZiti reakce antigen-protilatka. Antigeny jsou latky, které
organismus rozpoznava jako cizorodé. Jejich pritomnost stimuluje tvorbu protilatek. Kazdy
antigen obsahuje antigenni determinanty (epitopy) tvorené 5-8 aminokyselinami. Schopnost
protilatek rozliSovat i malé rozdily epitopl je zakladem specifity imunitnich reakci.

Protilatky patii mezi imunoglobuliny a jsou produkovany jako soucast imunitni odpovédi.
RozliSujeme nékolik tfid - IgG, IgM, IgA, IgE a IgD. Protilatky jsou charakterizovany afinitou —sila
vazby protilatky s jednou vazebnou determinantou antigenu, aviditou — sila vazby mezi protilatkou a
celou molekulou antigenu (vétSina antigenl je multivalentnich, tzn. ma vice vazebnych determinant
pro rGzné protilatky) a specifitou — protilatky jevi minimalni interferenci s latkami, pro které neni
protilatka urcéena. Protilatky mohou byt polyklonaini ¢i monoklonalni.

Polyklonalni protilatky se pfipravuji imunizaci zvifat, kdy se zvifeti aplikuje prislusny antigen. V dobé
imunizace (2-6 mésicl) se v krevnim séru tvoti protilatky proti rznym antigennim determinantam
antigenu. Polyklonalni protilatka mlze obecné reagovat s nékolika antigennimi
determinantami. Vyhodou je vyssi citlivost a avidita. Nevyhodou je individualni imunitni
odpovéd a tedy i nereprodukovatelnost.

Monoklonalni protilatky nejsou produkovany organismem, ale bunéc¢nou kulturou. Mys je
imunizovana antigenem, nasledné se ze sleziny ziskaji lymfocyty produkujici protilatky. Jejich
hybridizaci s myelomovymi bunkami dojde k fuzi obou typl bunék. Klonovanim lze vybrat buriky,
které produkuji protilatky proti konkrétni antigenni determinanté antigenu. Takto syntetizovana
protilatka obsahuje jediny typ vazebného mista, a tedy rozeznava jedinou antigenni

reprodukovatelné, maji vsak nizsi afinitu.

Povrch nitrocelul6zové membrany vaze proteiny, proto je tfeba po naneseni vzorku membranu
zablokovat. Membrana se ponofi do roztoku levného proteinu, napr. BSA ¢i odtu¢néného
suSeného mléka v PBS s pridavkem detergentu pro sniZzeni Sumu pozadi. Proteiny BSA ¢i mlécny
kasein se navazi na vSechna mista, kam se dosud nenavazaly proteiny z naseho vzorku. Po



pridani protilatky tedy nemuize dojit k jeji nespecifické vazbé na povrch membrany, nybrz musi
specificky hledat svij epitop na antigenech vzorku.

Pro detekci cilového proteinu je nutné pouZiti specifické primarni protilatky proti tomuto proteinu a
sekundarni protilatky konjugované s reportérovym enzymem. V nasem pfipadé je primarni
protilatkou DO1, ktera specificky rozpoznava N-konec pfirozené i mutantni formy proteinu p53.
Jedna se o mysi monoklonalni protilatku ttidy IgG. Sekundarni protildtka je produkovana imunizaci
pomoci dané primarni protilatky. Imunizace probiha v jiném druhu hostitelského organismu, nez u
primarni protilatky. V nasem pripadé byla protilatka DO1 produkovana mysi, proto sekundarni
polyklonalni protilatka (anti-mouse IgG) byla produkovdna kozou, které byla injikovana primarni
protilatka. Sekundarni protilatka se tedy vaZze na primarni protilatku a je konjugovana s reportérovym
enzymem umoziujicim detekci, v naSem pripadé alkalickou fosfatazou.
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Obr. 1: Princip imunochemické detekce proteinu

Pro kolorimetrickou detekci molekul znacenych alkalickou fosfatdzou se bézné pouziva 5-bromo-4-
chloro-3-indolylfosfat (BCIP) a nitro blue tetrazolium (NBT). Jsou-li tyto latky inkubovany s alkalickou
fosfatazou, dochazi k tvorbé nerozpustného diformazanu NBT, ktery se projevi fialovym zbarvenim.
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Obr. 2: Reakce BCIP/NBT



Pracovni postup

1. Pracujte ve dvojici, na kousek nitrocelulézové membrany naneste pipetou 10ul vaseho
vzorku proteinu o rGzné koncentraci. Pfipravte fedéni 10x a 100x v PBS. Membrany je tfeba
dotykat se co nejméné. Membranu popiste obycejnou tuzkou.

2. Membrdanu vlozte do Petriho misky a prelijte 5 ml 5% PBS mléka. Inkubujte na tfepacce 15
min.

3. Do mléka pridejte 1 ul primarni protildtky DO1 a inkubujte na tfepacce alespon 30 min.

4. Mléko s protilatkou slijte do falkonky a prelijte membranu promyvacim pufrem 1x PBST. Po
5-ti min pufr vylijte a promyti po 5-ti min jesté 2x zopakujte.

5. Membranu prelijte 5-ti ml mléka a pfidejte 2 pl sekundarni protilatky anti-mouse IgG
konjugovanou s alkalickou fosfatazou Inkubujte 30 min.

6. Zopakujte promyvaci krok 4.

7. K10 ml substratového pufru pridejte 33 pl BCIP a 330 ul NBT. Membranu v roztoku inkubujte
asi 10 min, dokud nepozorujete fialové zbarveni (pracujte ve Ctvefici).

8. Vylijte roztok BCIP/NBT. Reakci zastavite oplachnutim membrany v destilované vodé.

Pouzité chemikalie

5% PBS mléko — 5% suSeného mléka v 1% PBS
BCIP — vodny roztok 50 mg/ml

NBT — vodny roztok 10mg/ml

Substratovy pufr — 0,1 M Tris, 100 mM NacCl, 5 mM MgCl,, pH 9,5

Vyhodnoceni



