Ukoly

List BCA-Cviceni (datum vasi skupiny)

1) Vypocitat rovnici kalibraéni pfimky fedéni standardu BSA

2) Vypocitat koncentrace stanovovanych vzorkud

3) Vypocitat objem vzorku nutny pro naneseni 15 ug protein( na gel

List MAPK-Western blot & prilozené *.tif soubory

4) Provést denzitometrickou analyzu vysledka Western blotu MAPK pERK1/2 (fosfo-ERK1) a MAPK ER
- k analyze pouzit pfilozené soubory "phosphoERK:_tif" a "totalERK_tif"

- anotace obrazk(l a postup analyzy pomoci ImagedJ viz list MAPK-Western blot

- do tabulky dosadit vysledky z Imaged => vypocitat relativni denzitu a normalizovanou denzitu

Poznamka: Excelové buriky se zelenym stinovanim jsou ty, které je potfeba vyplinit

Otazky & Odpovédi

Jméno
Datum cviceni
Cislo vzorku
1) Smérnice kalibraéni pfimky BSA?
2) Intercept kalibra¢ni pfimky BSA?
3) Koncentrace proteind v nefedéném vzorku mg/mL
smérodatna odchylka:
koeficient variance:
4) Objem vzorku obsahujici 15 ug proteinu? uL
5) Kolikrat se u bunék oSetfenych TPA zvysil podil fosforylované varianty MAPK ERK1 oproti k¢
6) Kolikrat se u bunék o3etfenych TPA zvysil podil fosforylované varianty MAPK ERK2 oproti k¢
7 Jaka konkrétni fosfomista MAPK ERK1/2 byla v tomto experimentu hodnocena (typ aminoky

ERK1:
ERK2:



K1/2 (celkovy ERK)

dntrole (pfi normalizaci na celkové mnozstvi MAPK ERK1 ve vzorku)?
dntrole (pfi normalizaci na celkové mnozstvi MAPK ERK2 ve vzorku)?

rselinového zbytku a jeho poradi v peptidovém fetézci)?



Popis desky

Standard BSA (uvedny jsou

Plate Title koncentrace zasobnich roztoku -
neni zohlednéno fedéni 3/4 pfed
testem!) Vzorky Vzorky
1 2 3 4 5 6 7 8
A 0.000 vzorekl vzorek9
B 0.250 vzorek?2
C 0.500 vzorek3
D 0.750 vzorek4
E 1.000 vzorek5
F 1.500 vzorek6
G 2.000 vzorek?7
H 2.500 vzorek8
Vysledky méreni
Prompt #1:
ReadingDate: 11/3/2014 ReaderName: PowerWave
ReadingTime: 10:01:09 SoftwareVersion: Ver 3.4 Rev 21
DataFileName: NewPlate ProtocolFileName: BCA.prt
ReadingType: Reader LagTime: 0:00:00
ReadMode: Normal PreHeating: No
Filterd: 562 nm Shakinglntensity: 1
ReadingZone: Al-H12 ShakingDuration: 10 s
Cervené hodnoty - odlehlé,
Plate Title nezapadaji do trendu, doporucuiji
ignorovat
1 2 3 4 5 6 7 8
A 0.298 0.268 0.241 0.510 0.523 0.509 0.587 0.580
B 0.324 0.312 0.297 0.527 0.030 0.029
C 0264 0.375 0.358 0.031 0.030
D 028 o7 oo 0.551 0.570 0.550 0.033 0.031
E 0.339 0.372 0.374 0.686 0.562 0.513 0.032 0.031
F 0.367 0.396 0.414 0.601 0.032 0.038
G 0.406 0.413 0.426 0.442 0.480 0.482 0.031 0.032
H 0.476 0.475 0.474 0.519 0.030 0.032
Vyhodnoceni
Finalni c_
stdu BSA
¢ stdu BSA (mg/mL)| Redéni | (mg/mL) Al A2 A3 Primér A SD Cv%
0.0 (Blank)] 0.75 0
0.25] 0.75 0.188
1] 0.75 0.75
1.5] 0.75 1.125
2] 0.75 1.5
25| 0.75 1.875




Kalibraéni primka: A(562nm) = SLOPE * ¢ (mglmL) + INTERCEPT

SLOPE (Smérnice):

#DIV/0!

Intercept:

#DIV/0!

Vzorek

Redéni

Al

A2

A3

Cl

C2

C3

Prameér C |

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

OIOINIDJOBIWIN] -~

0.25




0.566
0.029
0.030
0.032
0.030
0.028
0.034
0.036

10

10
0.031
0.028
0.031
0.031
0.033
0.035
0.034
0.033

11

11
0.031
0.029
0.031
0.030
0.032
0.034
0.033
0.030

12

12
0.032
0.030
0.030
0.035
0.032
0.032
0.031
0.031

562

1.200

1.000

0.800

0.600

0.400

0.200

0.000

0.5
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SD

Cv%

Objem (nefedéného) vozrku obsahuijici
15 ug proteinu:
uL
uL
uL
uL
uL
uL
uL
uL
uL









Popis desky

Standard BSA (uvedeny jsou

Plate Title koncentrace zasobnich roztoku -
neni zohlednéno fedéni 3/4 pfed
testem!) Vzorky Vzorky
1 2 3 4 5 6 7 8
A 2.500 vzorekl vzorek9
B 2.000 vzorek?2
C 1.500 vzorek3
D 1.000 vzorek4
E 0.750 vzorek5
F 0.500 vzorek6
G 0.250 vzorek?7
H 0.000 vzorek8
Vysledky méreni
Prompt #1:
ReadingDate: 11/7/2014 ReaderName: PowerWave
ReadingTime: 14:36:55 SoftwareVersion: Ver 3.4 Rev 21
DataFileName: 107-proteiny_cviko.pla ProtocolFileName: NewProtocol
ReadingType: Reader LagTime: 0:00:00
ReadMode: Normal PreHeating: No
Filterl: 562 nm Shakinglntensity: #N/A
ReadingZone: Al-H12 ShakingDuration: #N/A s
Plate Title
1 2 3 4 5 6 7 8
A 0.885 0.902 0.941 0.457 0.456 0.458 0.3 0.315
B 0.751 0.793 0.827 0.482 0.496 0.513 0.089 0.095
C 0.634 0.656 0.689 0.388 0.416 0.42 0.09 0.091
D 0.53 0.523 0.571 0.466 0.498 0.465 0.033 0.032
E 0.404 0.422 0.46 0.497 0.481 0.491 0.032 0.033
F 0.334 0.346 0.362 0.435 0.441 0.441 0.027 0.041
G 0.228 0.248 0.251 0.498 0.484 0.506 0.026 0.035
H 0.151 0.143 0.134 0.463 0.397 0.474 0.03 0.04
Vyhodnoceni
Finalni c_
stdu BSA
¢ stdu BSA (mg/mL)| Redéni | (mg/mL) Al A2 A3 Priamér A SD Cv%
0.0 (Blank)] 0.75 0
0.25] 0.75 0.188
0.5] 0.75 0.375
0.75] 0.75 0.563
1] 0.75 0.75
1.5] 0.75 1.125
2| 0.75 1.5
25| 0.75 1.875
Kalibracni pfimka: A(562nm) = SLOPE * ¢ (mg/mL) + INTERCEPT
| | SLOPE (Smérnice):| #DIV/0!




Intercept:

#DIV/0!

Vzorek

Redéni

Al

A2

A3

Cl

C2

C3

Primér C

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

OIOINIDJO BDIWIN] -~

0.25

=
o

0.25




0.336
0.092
0.095
0.036

0.03
0.031
0.032
0.031

10

10

0.03
0.029

0.03
0.032
0.033
0.034
0.038
0.035

11

11
0.033
0.031
0.031
0.032
0.033
0.033
0.035
0.035

12

12
0.033
0.031
0.032
0.036
0.031

0.03
0.031
0.027

562

1.200 4

1.000 4

0.800 -

0.600 ~

nAnN



SD

Cv%

Objem (nefedéného) vozrku obsahujici

15 ug proteinu:
uL
uL
uL
uL
uL
uL
uL
uL
uL

v.4uUuV )

0.200 -

0.000

0.5
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Popis membran
Fosfo-ERK1/2 Celk. ERK1/2

) < © <

S = I =

i €

) e
p-p44 (p-ERK1) e S e . = /4 (ERK1)
p-p42 (p-ERK2) == S e = /) (ERK2)

Western blotting kontrolnich TM3 bunék vs. bunék exponovanych chemikalii s
nadorové promocnimi ucinky, 12-O-Tetradekanoylforbol-13-acetat (TPA, 10 nM, 30
min). Metodou Western blot byla detekovana aktivovana (fosforylovand) forma MAP
kindzy ERK1/2 (pomoci primarni protilatky Cell Signaling, 4370S) a celkova
(fosforylovana i nefosforylovana) forma MAP kinazy ERK1/2 (detekovano pomoci
primarni protilatky Cell Signaling, 4695S)

Vyhodnoceni
Denzita Rel
Fosfo-ERK (pERK) Celkovy ERK (ERK) RD [p
pERK1 pERK2 ERK1 ERK?2 RD [pERK1]
TM3 - kontrola #DIV/O!
TM3 - TPA, 10 nM, 30 min #DIV/0!

Relativni denzita - srovnani denzity prouzki vicéi kontrole (kontrola = 1.00)
Normalizované denzita - srovnani relativni denzity prouzku zajmového proteinu v prislusném vzorku s re,
(v tomto experimentu $lo o zhodnocenipodilu fosforylované MAPK ERK1/2 vici celkovému mnoZstvi ER

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5 B pERK1 / ERK1

rmalizovano na

trolu)



o c
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0.0 T \

TM3 - kontrola TM3 - TPA, 10 nM, 30 min

Postup: Denzitometricka analyza pomoci programu ImageJ

ke stazeni => http://imagej.nih.goV/ij/

1) Otevfit obrazek s analyzovanymi / srovnavanymi bandy - phosphoERK.tif
2) Vybrat na listé nastrojl "Rectangular selection" a vytvofit obdélnik ohraniéujici bandy pERK1/2 v kont

3) Stisknout Ctrl+1 (v obdélniku se objevi ¢islovka 1)
4) Pretahnout pomoci mysi vytvoreny obdélnik €. 1 na misto ohranicujici bandy vzorku "TPA"

5) Stisknout Ctrl+2 (v druhém obdélniku se objevi Cislovka 2)
6) Stisknout Ctrl+3
7) Objevi se denzitometricky profil vzorkud - piky odpovidaiji profilu intenzity signalu jednotlivych band



http://imagej.nih.gov/ij/

i Plots of phuspl‘u:lE_[E'ﬂlg Kontrola

364x518 pixels; B-bit, 184K - (Obdélnik 1)

phosphoERELT Uncalibrated /

Band pERK1

Band pERK2

MM TPA
cfmemen] _~ (Obdélnik 2)

|_— Band pERK1

Band pERK2

8) Vybrat na listé nastroju "(Straight) Line selection" a:
a) oznacit zakladni linii pikd
b) rozdélit dvojici pikl svislou ¢arou vedenou dnem udoli mezi piky

E Plots of phuspl'mEE_lE (= S

3A64x518 pixels; B-hit; 184K
phosphoERELT Uncalibrated

A



A o N

9) Vybrat na listé nastroji "Wand (Tracing) Tool"

10) Kliknout "Wand" hlilkou postupné doprostfed jednotlivych pikd (hranice piku se zvyrazni)

11) V nabidce "Analyze" vybrat "Gels" a nasledné kliknout na "Label Peaks"

12) Objevi se tabulka s hodnotami plochy piku ("Area") a jejich relativni velikosti vici celkové plose ("Pel
(POZNAMKA: pofadi hodnot v tabulce odpovida pofadi, v jakém byly piky vybrany pomoci "Wand" hilky
13) Obrazky s piky s hodnotami vlozte prosim sem (pouzit v Imaged funkci "Copy To System" v zalozce
14) Hodnoty "AREA" nebo "Percent" dosadit do tabulky na za¢atku tohoto souboru

=> vypocte se relativni denzita band

15) Cely postup opakovat s obrazkem celkového ERK1/2, tzn. totalERK1/2.tif

=> prob&hne normalizace relativhich denzit podle denzity neovlivhéného proteinu (v tomto pfipadé totall

PODROBNOSTI viz
http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/

(obrazek s piky prosim vlozit sem)


http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/

Normalizovana
denzita (vuci
neovlivnhénému
proteinu)

lativni Denzita (vici kontrole)

ERK] RD [ERK] pERK1/ pERK2/
ERK1 ERK2
RD [pERK2] RD [ERK1] RD [ERK2]

#DIV/0! #DIV/O! #DIV/0! #DIV/O!  #DIV/O!
#DIV/0! #DIV/O! #DIV/0! #DIV/O!  #DIV/O!

lativni denzitou prouzku neovlivnéného proteinu (napfr. protein kontroly nanaseni - house-keeping, nebo v nase
'K1/2, které by nemélo byt kratkodobou expozici TPA prakticky ovlivnhéno, proto jsou hodnoty pERK normalizov



rolnim vzorku






rcent")
)
"Edit", pak Ctrl+V)

ERK)

—

Plots of phosphoERK




'm pripadé celkova MAPK ERK1/2)
‘dny na celkovy ERK)









