ULOHA é.3

SDS-PAGE a Western blot - detekce fosforylace MAPK _ ERK1/2

Chemikalie:

Pro pfipravu roztoka pouzivat MilliQ H20 (nebo ekvivalentni stupen Cistoty - tzn. cca 18.2
MQ-cm)

20% dodecylsulfat sodny (SDS) (w/v):

- Rozpustit 20 g SDS v <100 mL H20, michat, pfipadné zahfivat (max. 65C!) pro Uplné
rozpusténi, poté doplnit objem na 100 mL

Akrylamide/Bis-akrylamid 37,5:1 (30:0,8%, w/v):

- Rozpustit 300 g akrylamidu a 8 g N,N'-methylen-bis-akrylamidu v 1 L H2O, filtrovat pfes filtr
Whatman#1

- Lze zakoupit jiz hotovy filtrovany roztok (napf. Serva SER-1068101)
- Skladovat v lednici a ve tmé
- NEUROTOXICKY A MUTAGENNI!
Pufr pro separa €ni gel: 4X lower Tris, pH 8,8 (1,5M Tris baze, 0,4%SDS, pH 8,8):

- Rozpustit 18,17 g Tris baze (1), 2 mL 20%SDS (nebo 400 mg praskového SDS) v pfiblizné
90 mL H20, upravit pH na 8,8 pomoci 1M HCI (pfiblizné 6 mL), doplnit objem na 100 mL

Pufr pro zaost fovaci gel: 4X upper Tris, pH 6,8 (0,5M Tris baze, 0,4%SDS, pH 6,8)

- Rozpustit 6,06 g Tris baze (1), 2 mL 20%SDS (nebo 400 mg praskoveého SDS v pfiblizné 90
mL H20, upravit pH na 6,8 pomoci HCI (pfiblizné 3,5 mL), doplnit objem na 100 mL

10X Tris-Glycine (0,25M Tris baze, 1,92M Glycin, pH 8,2-8,5):

- Rozpustit 30,285 g Tris baze (') a 144.134 g Glycinu v 1 L vody, zkontrolovat pH (mélo by
byt mezi 8,2-8,5, neupravovat - vedlo by ke zméné vodivosti!!!)

10X Tris-buffered saline (TBS) (0,2M Tris base, 1,37M NacCl, pH 7,6)

- Rozpustit 24,23 g Tris baze (1) a 80 g NaCl v pfiblizné 900 mL H20O, upravit pH na 7.6,
doplnit vodou na objem 1 L

vodou syceny t-amylalkohol : smichat t-amylalcohol s H20 v poméru cca 1:1

10% Peroxodisiran amonny (ammonium persulphate, APS ) (w/v) (Pfipravit Cerstvy!!!):
- Rozpustit 20 mg APS ve 200 uL H20

2% azid sodny (w/v) (100X, skladovat v lednici):
- rozpustit 200 mg azidu sodného v 10 mL H20
- TOXICKY!!!

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)

SDS nanasSeci pufr (Laemmli, 1X: 60 mM Tris, pH 6,8, 20% glycerol, 2%SDS, 0,01%
bromfenolova modf, + redukéni €inidlo: 5% B-merkaptoethanol anebo 40 mM dithiothreitol):

- 3X SDS-loading buffer NEB Cat#B7703S: 187,5 mM Tris, 30% glycerol, 6%SDS, 0,03%
bromfenolova modf, 125 mM DTT):

IITésné pfed pouzitim smichat 10 dild 3X SDS pufru B7703S (skladovano pfi pokojové
teploté) s 1 dilem 1,25M DTT (193 mg DTT v 1 mL H20, skladovano zamarazené)



Marker molekulovych hmotnosti
- ColorPlus Prestained Protein Ladder NEB Cat#P7711S
Methanol
Tween-20
Odtu énéné praskové mléko (non-fat dry milk) nebo bovinni s érovy albumin
0,1% (w/v) Ponceau-S (1 g/L) v 5% octové kyselin &
0,1M NaOH (4 g/L)
Primarni protilatky
- total-ERK1/2 - Rabbit Anti-p44/p42 Mab (137F5), Cell Signaling Cat#4695S
- fosfo-ERK1/2 - Rabbit Anti-phospho-p44/p42 Mab (T202/Y204), Cell Signaling Cat#4370S
Sekundarni protilatka

- Protikrali €i IgG zna€end kifenovou peroxiddzou (HRP) - Goat Anti-Rabbit IgG-HRP
Antibody, Sigma Cat#A4914

ECL reagent

- Luminata Forte Western HRP substrate (Millipore)

DalSi materialy:

- Pipety, mikrocentrifugacni zkumavky, centrifugacni zkumavky

- Vyhfivany blok pro mikrozkumavky, vortex, minicentrifuga

- Magneticka michacka, michadla

- Orbitalni trepacka

- Zdroj napéti: Bio-Rad PowerPac™ HC High-Current Power Supply

- Elektroforeticka aparatura: Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell (stojan pro nalévani gell, kratka
skla, dlouhé skla se spacery, drzak skel pro nalévani geld, tésnéni pro nalévani gell, hfebinky,
tank a komora s elektrodami pro upevnéni gel, viko)

- Blotovaci aparatura: Bio-Rad Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (tank, drzék s
elektrodami pro uchyceni kazety s blotovacim sendviéem, chladitko, viko)

- Blotovaci membrana - PVDF membrana Millipore 0.45 um Immobilon P (vhodna pro proteiny
>20 kDa) (pro proteiny <20 kDa lze pouzit napf. Millipore 0.2 um Immobilon PSQ, alternativhé
pak rovnéz 0,2 or 0,45 um nitrocelul6zové membrany)

- Filtra¢ni (blotovaci papir): Bio-Rad Thick Blot Paper Cat#170-3932
- Kontejnery na inkubaci s protilatkami

- Potravinova félie, prlsvitky

- Pro detekci pomoci fotografického filmu:

- Kazeta: 5 x 7in. (napf. VWR Cat#RPN11648)

- Film: CL-XPosure Film 5 x 7in. (12.5 x 17.5cm), Pierce Cat#34088
- Vyvojka: GBX Developer/Replenisher, Sigma Cat#P7042-1GA

- Ustalovag: GBX Fixer/Replenisher, Sigma Cat#P7167-1GA

- Dokumentacni systém pro detekci pomoci CCD kamery: DNR MF-ChemiBIS



Postup:

A) Ptiprava gel u:

* Provadét v digestofi, pouzivat ochranné rukavice, dodrzovat bezpeénostni pokyny!
* Pouzivané roztoky musi byt prosté precipitat(i, necistot (idealné prefiltrované pres 0,22-0,45 um)

* Slozky gelu bez APS a TEMED lze pfipravit pfedem (skladovat v lednici), APS a TEMED je nutné
pridavat tésné pred nalévanim gelu!

* Separaéni (separating) gel (12.5%): pro pfipravu dvou Mini-PROTEAN separac¢nich gelt o
tloustce 1.0 mm postacuje 10 mL roztoku

Smichat: Konecéna koncentrace:
3.33 mL ddH20
2.5 mL 4X lower Tris-SDS -> 375 mM-0,1%
4.17 mL akrylamid-N,N'-methylen-bis-akrylamid (30%-0,8%) -> 12,5%-0,33%
50 pL 10% APS ->0,05%
5 uL TEMED ->0,05%

Pozndmka: Podil (koncentrace) akrylamidu v separaénim gelu se mdaze liSit podle
molekulové hmotnosti  zajmovych proteind (obvykle od 4-20%)

1) PFi nalévani gell pouzivat rukavice! (prevence kontaminace skel, bezpeénost!)

2) Sklicka pro nalévani geld musi byt dokonale C¢ista, prosta veSkeré mastnoty (umyta
detergentem a nasledné destilovanou vodou, pfipadné alkoholem, nedotykat se rukou), zbavena
prachu, precipitovanych soli apod.

3) Umistit kratké sklo a dlouhé sklo se spacery poZadované tloustky (1.0 mm) do drzéku,
zkontrolovat zarovnani spodnich hran skel

4) Umistit skla na gumové tésnéni do stojanu pro nalévani gelli (zkontrolovat utésnéni)

5) Vlozit hfebinek pro tvorbu zaostfovaciho gelu a na sklo udélat fixem znac¢ku cca 1 cm pod
spodni okraj hfebinku, hfebinek poté oddélat

6) Do namichaného roztoku separac¢niho gelu pfidat APS a TEMED, promichat, napipetovat do
prostoru mezi kratké a dlouhé sklo az do vySe znacky oznalujici 1 cm od spodniho okraje
hfebinku

7) Nality separac¢ni gel pfevrstvit vrstvou t-amylalkoholu

8) Nechat polymerovat cca 1 hodinu (event. i pfes noc, zajistit dostatek t-amylalkoholu aby
nedoslo k jeho odpareni a vyschnuti gelu)

* Zaost Fovaci (stacking) gel (4%): pro pfipravu dvou Mini-PROTEAN zaostfovacich gell o
tloustce 1.0 mm postacuje 10 mL roztoku

Smichat: Koneéné koncentrace:
6.17 mL ddH20
2.5 mL 4X upper Tris-SDS -> 125 mM-0,1%
1.33 mL akrylamid-N,N'-methylen-bis-akrylamid (30%-0,8%) ->4%-0,11%
50 pL 10% APS -> 0.05%
10 yL TEMED ->0.1%

1) Vylit t-amylakohol prevrstvujici separaéni gel, prostor nad gelem vyplachnout H20, vysusit
kouskem blotovaciho papiru (pozor, nedotykat se papirem gelu, moznost jeho poSkozeni!)



2) Pripravit si hfebinek odpovidajici tlouStce gelu (tj. 1.0 mm) s pozadovanym poctem jamek,
umistit hfebinek mezi skla

3) Do namichaného roztoku zaostfovaciho gelu pfidat APS a TEMED, promichat, mirné
povytahnout hiebinek a napipetovat roztok mezi skla, odstranit pfipadné bubliny pod hfebinkem

4) Nechat polymerovat 1-2 hodiny, pfipadné pfes noc (v tom pfipadé provést opatfeni na omezeni
vysychani!)

B) Pfiprava vzork U:

1) Pfipravit si potfebné mnozstvi SDS-nanaSeciho pufru s Cerstvé pfidanym reduk&nim Cinidlem
2) Rozmrazit marker molekulovych hmotnosti
3) Rozmrazit jeden alikvot od kaZzdého vzorku protein(

4) Pro kazdy vzorek vypocitat objem obsahujici poZadované mnoZstvi proteint (15 ug) a toto mnozstvi
napipetovat do Cisté mikrozkumavky (Poznamka: Pro detekci pomoci Western blottingu se na gel nanasi
zpravidla 10-20 (nekdy az 50) ug proteind vzorku)

7) Ke kazdému vzorku pfidat 1/2 objemu vzorku 3X SDS-nanéSeciho pufru (jiz s pfidanym redukénim
Cinidlem!)

8) Pro kazdy gel pfipravit do mikrozkumavky 1x10 uL markeru molekulovych hmotnosti a pfidat 5 uL 3X
SDS-nanéseciho pufru (jiz s pfidanym redukénim Cinidlem!)

9) vSechny vzorky zvortexovat a kratce centrifugovat

10) vSechny vzorky zahfat na termobloku 15 min na 55C (parametry se mohou liSit podle typu
stanovovaného proteinu, od vynechani zahfivani az po 98-100C)

C) SDS-PAGE

* PFipravit si elektroforeticky pufr (running buffer):

Smichat: Koneéné koncentrace:
100 mL 10X Tris-Glycin pufru -> 25 mM Tris/192 mM Gly
5.0 mL 20% SDS ->0,1%SDS

Doplnit H20 do 1 L, moZno skladovat v lednici

1) vyjmout hiebinek ze zaostfovaciho gelu, jamky lehce vyplachnout H20 a néasledné SDS-PAGE
elektroforetickym pufrem

2) pripravené gely umistit do drZzaku geld s elektrodami do elektroforetického tanku Mini
PROTEAN (kratkymi skly smérem do katodového prostoru, dbat na tésnost)

3) naplnit katodovy prostor elektroforetickym pufrem az nad drovén horniho okraje kratkého skla /
horniho okraje gelu! (zkontrolovat tésnost, nesmi dochézet k protékani pufru, pokles hladiny by
zastavil elektroforetickou sepraci)

4) napipetovat pfipravené vzorky a marker molekulovych hmotnosti do jamek gelu (marker
zpravidla do krajni jamky gelu nebo do obou krajnich jamek)

5) naplnit anodovy prostor elektroforetickym pufrem nad Urover spodniho okraje gelu (dochazi li k
protékani pufru nutno naplnit az do trovné hladiny pufru v katodovém prostoru)



6) umistit viko tanku, pfipojit ke zdroji napéti, spustit elektroforézu - doporuéuje se aplikovat nizké
napéti (cca 50 V) po dobu 15 min, béhem kterych dojde ke vstupu proteind do zaostfovaciho gelu,
nasledné vyssi napéti (125-200 V) po dobu cca 1-2 hodin

7) béhem separace pribézné sledovat migrujici ¢elo vzorkl znacené bromfenolovou modfi,
pfipadné separaci markeru molekulovych hmotnosti

8) elektroforézu zastavit poté, co migrujici ¢elo vzorkd opusti gel, pfipadné poté, co je dosazeno
pozadované rozdéleni proteinl

D) Western transfer na PVDF mebranu - "mokry p  fenos”

* PFipravit si blotovaci pufr (transfer buffer):

Smichat: Koneéna koncentrace:
100 mL 10X Tris-Glycin pufru -> 25 mM Tris/192 mM Gly
1.0 mL 20% SDS ->0,02%SDS
200 mL MeOH -> 20%MeOH

Doplnit H20O do 1 L a zchladit na 4-8C!!

1) vyjmout gely z elektroforetického tanku, oddélit kratké a dlouhé sklo, odfiznout a vyhodit
zaostfovaci gel

2) separacni gel oplachnout pomoci stficky s H20, odFiznout Spi¢ku gelu v pravém hornim rohu
(pravém ve smyslu uspofadani vzork( smérem zleva do prava, hornim ve smyslu blizkosti
proteint s nejvy3Si molekulovou hmotnosti)

3) Opatrné gel pfenést do lazné s chlazenym blotovacim pufrem, nechat ekvilibrovat 20-30 min

4) nastfihat blotovaci filtracni papir a PVDF mebranu na obdélniky o velikosti separa¢niho gelu,
napsat rozliSovaci ¢islo membrany do pravého horniho rohu membrany tuzkou

Pozor! Nedotykat se PVDF membrany holou rukou, mani  pulovat s ni vZdy pouze za jeji
okraje pomoci pinzety!

5) Aktivovat PVDF membranu ponofenim do methanolu (na 30-60 s), nasledné membranu kratce
oplachnout v l1azni s H20 a promyt cca 2 min v ¢erstvé H20 (od tohoto momentu dbat na to, aby
nedoslo k vyschnuti membrany! Pokud ano, je nutné ji znovu aktivovat MeOH)

6) Ekvilibrovat membranu 5 min v blotovacim pufru
7) Nechat nasaknout pénové podloZky a blotovaci papiry v blotovacim pufru
8) Pripravit blotovaci sendvic:

- blotovaci kazeta - ¢erna strana kazety vespod

- pénova podlozka

- blotovaci papir

- gel (ufiznuty roh smérem k hibetu kazety, marker vpravo)

- PVDF membrana - tak, aby ¢&islo v pravém hornim rohu bylo nad ufiznutym rohem gelu
- blotovaci papir

- pénova podlozka

- blotovaci kazeta - prihlednd strana kazety nahore

9) Dbat na zarovnani vSech ¢asti sendvice, peclivé vytlacit bubliny vzduchu mezi gelem a
membranou - pomoci vale€¢ku nebo centrifugaéni zkumavky

10) Zavtit kazetu, umistit do drzaku s elektrodami do tanku s nalitym blotovacim pufrem - dbat na
spravnou orientaci kazety: gel (¢erna strana kazety) smérem ke katodé, membrana (prahledna
strana kazety) smérem k anodé



11) Umistit chladitko!!! Umistit magnetické michadlo a zapnout michacku!!! (dtlezité pro zajisténi
uniformity tepla a distribuce iontd béhem transferu!)

12) Zkontrolovat hladinu blotovaciho pufru (gel s membranou musi byt pod hladinou)

13) Zaviit viko, pfipojit ke zdroji, blotovat pfi nizkém napéti (20-30 V) pfes noc (15-18 h).
Optimalni podminky transferu zavisi na tloustce gelu, % akrylamidu, molekulové hmotnosti
proteinu (t€zSi migruji pomaleji) - nutno zjistit optimalizaci. Transfer Ize provadét i pfi vysokém
napéti (100 V) &i vysokém proudu (350 mA) po dobu 1 h, pfipadné (nutno velmi dobfe chladit!),
pfipadné kombinovat transfer pfes noc pfi nizkém napéti nasledovany intenzivnim transferem pfi

100 V (vhodné pro vysokomolekularni proteiny).

E) Imunodetekce pomoci HRP-zna ¢&ené protilatky, ECL a dokumenta €niho systému

* PFipravit si promyvaci pufr (TBST0.1%):

Smichat: Konecéna koncentrace:
100 mL 10X TBS ->20 mM Tris/137 mM NaCl
1 mL Tween-20 ->0,1% Tween 20

Doplnit H20 do 1 L, dobfe promichat (michacka)
(Poznamka: Tween-20 je velmi viskézni, pipetovat Spickou s ustfizenym koncem, velmi
pomalu, ddkladné vyplachnout obsah Spicky)

* PFipravit si blokovaci roztok (5%NFDM v TBSTO0,1%):

Rozpustit 5 g odtuénéného suseného mléka v 100 mL TBSTO,1%
Nechat michat na micha¢ce alespor 30 min
Skladovat v lednici maximéalné 2-3 dny

1) Vyjmout kazetu z blotovaci aparatury, vyjmout gel a membranu (vZdy manipulovat pouze
pinzetou!) ze sendvice

2) Oplachnout membranu v H20 v lazni na orbitalni michacce (odstranéni zbytkda blotovaciho
pufru)

3) Zkontrolovat kvalitu transferu obarvenim membrany v lazni 0,1% Ponceau-S (v 5% Kkys.
octové) - cca 1-5 min

4) Odmyt nenavazanou Ponceau-S v lazni H20
5) Vlozit membranu mezi prasvitky a naskenovat / vyfotit CCD kamerou
6) Membranu odbarvit v lazni 0,1M NaOH

7) V tomto kroku je mozné membranu ususit -> zlepSi vazbu nasorbovanych proteind: Membranu
ponofit do lazné s MeOH, pak na prisvitku a nechat schnout cca 30-60 min. Po usuSeni znovu
aktivovat v lazni s MeOH, oplachnout ve vodé a pokracovat blokovanim

8) Povrch membrany pfed imunodetekci blokovat inkubaci v blokovacim roztoku 5%NFDM na
orbitani michacce po dobu 1 h pfi pokojové teploté

* Pripravit dva roztoky primdrnich protilatek fedénych v blokovacim roztoku:
- total-ERK1/2 - Rabbit Anti-p44/p42 Mab (137F5), Cell Signaling Cat#4695S
- fosfo-ERK1/2 - Rabbit Anti-phospho-p44/p42 Mab (T202/Y204), Cell Signaling Cat#4370S
- Redéni 1:2000: Pipetovat 2,5 uL protilatky do 5 mL blokovaciho roztoku (5%NFDM v
TBSTO0,1%)
- Roztoky protilatek nechat mirné michat/tfepat cca 30 min

9) Po ukoné&eni blokovaciho kroku pfenést membranu do lazné s pfisluSnou nafedénou primarni
protilatkou, inkubovat na orbitélni michadce pfes noc, v lednici (dobu inkubace a fedéni
protilatky je nutné optimalizovat)

10) Nenavazanou primarni protilatku odmyt:



- 3x rychly oplach membrany vétSim objemem (20-30 mL) H20
- 3x 10 min oplach v lazni s promyvacim pufrem TBST0.1% na orbitalni michacce

* Pfipravit roztok sekundarni protilatky Fedény v blokovacim roztoku:
- Protikrali¢i 1gG znacena kfenovou peroxidazou (HRP) - Goat Anti-Rabbit IgG-HRP Antibody,
Sigma Cat#A4914
- Redéni 1:1000: Pipetovat 10 uL protilatky do 10 mL blokovaciho roztoku (5%NFDM v
TBSTO0,1%)
- Roztok protilatky nechat mirné michat/tfepat cca 30 min

11) Inkubovat membranu v lazni se sekundarni protilatkou 1 h pfi pokojové teploté na orbitalni
michacce (dobu inkubace a fedéni protilatky je nutné optimalizovat)

12) Nenavazanou primarni protilatku odmyt:
- 3x rychly oplach membrany vétSim objemem (20-30 mL) H20
- 3x 10 min oplach v lazni s promyvacim pufrem TBST0.1% na orbitalni michacce
- Po oplachu pfenést membranu do lazné s 1XTBS bez Tween-20

13) Zapnout dokumentaéni systém pro gely, vlozit zasuvku pro snimani chemiluminiscence,
spustit ovladaci software a pfepnout do rezimu fluorescence

* Pfipravit si ECL reagent - Luminata Forte Western HRP substrate (Millipore) (Poznamka:
Luminata je dodavana jako jednoslozkové €inidlo, avSak reagenty od jinych vyrobcu se zpravidla
smichaji ze dvou sloZzek (H202, luminol/kumarat) v poZadovaném objemu tésné pfed ECL
detekeci)

14) Vyjmout membranu z oplachovaci lazné, nechat okapat nadbytek pufru (pfiloZzenim hrany
membrany na savy papir), umistit membranu mezi Cisté prasvitky

15) Umistit membranu do detekéniho systému - nastavit zoom a zaostfeni

16) Umistit membranu do plastové krabicky a pfidat ECL reagent v objemu 0,1 mL/cm2
membrany, inkubovat 1-5 min, dbat aby povrch membrany byl rovnomérné pokryt (mozno mirné
michat)

17) Vyjmout membranu, nechat okapat nadbytek ECL reagentu (pfilozenim hrany membrany na
savy papir), umistit membranu mezi gisté prasvitky

18) Vlozit do dokumentaéniho systému, pfi viditelném svétle zkontrolovat polohu membrany a
zaostfeni, spustit dokumentaci chemiluminiscence

19) Nechat vyvijet 1-20 min (moznost pribézného sniméni), v pfipadé slabého signalu mozno
zvysit GAIN a BINNING (snizit rozliSeni), pfipadné optimalizovat proceduru (mnozstvi proteind,
fedéni a dobu inkubace s protiladtkami etc.). Po ukonéeni detekce chemiluminiscence
zdokumentovat polohu membrany (markeru) pofizenim snimku pfi viditelném svétle!

20) Membranu prenést zpét do lazné s TBS, zvazit jeji dalsi vyuZiti (detekce dalSiho proteinu -
reprobing, pfipadné stripping). Membrany je moZné skladovat v lednici v l&zni s TBS (s pfidavkem
0,02%NaN3 pro omezeni rastu mikroorganismu), pfipadné ususit a skladovat pfi pokojové teploté
nebo zamrazené (Pozor - usuSenim dojde k viceméné permanentnimu navazani protilatek na
memrbanu => znemozni pfipadny stripping)



