Ukoly

Vypocet koncentrace proteinti ve vzorku na zakladé kalib:

1) Vypocitat rovnici kalibraéni pfimky fedéni standardu BSA
2) Vypocitat koncentrace stanovovanych vzorku
3) Vypocitat objem vzorku nutny pro naneseni 10 ug proteint na gel

Analyza vysledki Western blotu (list 'MA

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

- anotace obrazk(l a postup analyzy pomoci ImageJ

- do tabulky dosadit vysledky z ImagedJ => vypoditat relativni denzitu a normalizovanou denzitu

Vysledky a odpové

- pozn. buriky oznacené ZLUTE je tfeba vyplnit !!!

Jméno: Datum cviceni: 2015-30-11

1) Smérnice ("SLOPE") kalibracni pfimky BSA:

2) Intercept kalibraéni pfimky BSA:

3) Koncentrace proteini v nefedéném vzorku, smérodatna odchylka koncentrace, koeficient variz
C [mg/mL] = SD =

4) Jaky je pridavek lyzaéniho pufru a LAEMLI (10x) k nafedéni vaseho vzorku do koncentrace 1 m
Lyzaéni pufr [uL] = LAEMLI 10x [uL] =

5) Kolikrat se u bunék osetienych TPA zvysil podil fosforylované varianty MAPK ERK1 oproti kon

X

6) Kolikrat se u bunék osetifenych TPA zvysil podil fosforylované varianty MAPK ERK2 oproti kon

X

7) Jaka konkrétni fosfomista MAPK ERK1/2 byla v tomto experimentu hodnocena (typ aminokyse
ERK1: ERK2:




race BSA (list 'BCA-concentration’)

\PK-WesternBlot')

{1/2 (celkovy ERK)

Cislo/oznaéeni vzorku:

ince:
KV =

ig/mL (pfedpokladejte objem vzorku 100 pL):

itrole (pfi normalizaci na celkové mnozstvi MAPK ERK1 ve vzorku):

itrole (pfi normalizaci na celkové mnozstvi MAPK ERK2 ve vzorku):

linového zbytku a jeho poradi v peptidovém fetézci):
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0 0.5 1 15 2 25 3
Concentration of BSA standard [mg/mL]
Calibration curve: A (750 nm) = SLOPE * ¢ (mg/mL) +
SAMPLE ABSORBANCE
sl 0 0 0
s2 0 0 0
2) s3 0 0 0
s4 0 0 0
s5 0 0 0
s6 0 0 0
CONCENTRATION OF BSA CONCENTRATION OF ¢
THEORETICAL EXPERIMENTAL sl 0.0000
0 #DIV/O!  mg/mL s2 0.0000
0.5 #DIV/O!  mg/mL s3 0.0000
1 #DIV/O!  mg/mL s4 0.0000
3) 15 #DIV/O!  mg/mL s5 0.0000
2 #DIV/O!  mg/mL s6 0.0000
2.5 #DIV/O!  mg/mL
3 #DIV/O!  mg/mL )
4 #DIV/O!  mg/mL ' IF GREEN, USE T/
5 #DIV/O!  mg/mL In'F RED, USE TABL
(1) DILUTING OF SAMPLES FOR WESTERN BLOTTING to 1 mg/mL
weight of proteins applied onto the gel 10 ug
volume of sample(s) applied onto gel using LAEMLI 3% 15 pL HEFILL IN I
volume of sample(s) applied onto gel using LAEMLI 4x 12.5 pL of lysate y:
volume of sample(s) applied onto gel using LAEMLI 10x 10 pL dilute to
, (or) add
SAMPLE C [mg/mL] volume of lysate [uL] SREllEE | ceklLAdbl LAEMLI 4x
buffer [uL] 3x [uL]
(uL]
sl 0.00 0.00 0.00
s2 0.00 0.00 0.00
s3 0.00 0.00 0.00
s4 0.00 0.00 0.00
s5 0.00 0.00 0.00
4) s6 0.00 0.00 0.00

(2) DILUTING OF SAMPLES FOR WESTERN BLOTTING to 0,5 mg/mL

weight of proteins applied onto the gel 10 ug

volume of sample(s) applied onto gel using LAEMLI 3x 30 pL HEFILL IN !

volume of sample(s) applied onto gel using LAEMLI 4x 25 pL of lysate yi

volume of sample(s) applied onto gel using LAEMLI 10x 20 pL dilute to O

(or) add
dd LAEMLI
SAMPLE C [mg/mL] volume of lysate [uL] [l lysis buffer a 3x [ul] LAEMLI 4x

[uL]

sl 0.0000 0.00 0.00 0.00

s2 0.0000 0.00 0.00 0.00

s3 0.0000 0.00 0.00 0.00




s4 0.0000 0.00 0.00 0.00
s5 0.0000 0.00 0.00 0.00
s6 0.0000 0.00 0.00 0.00




7 8 9 10 11 12
7 8 9 10 11 12
MEAN SD SLOPE INTERCEPT]

[e]l[=][=][=]l[=][=][=]l[=][=]

(o] [e][e][=][=][=][=][=][=]

DO TETO TABULKY
ZKOPIRUJTE
HODNOTY
ABSORBANCE Z
MERENI (viz pfiloha
e-mailu)
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INTERCEPT

MEAN

SD

C [mg/mL]

(o] [e][=][=][=][=)

SAMPLE(S)
mg/mL
mg/mL
mg/mL
mg/mL
mg/mL
mg/mL

\BLE (1)
.E (2)

! the volume
ou want to
1 mg/mL

(or) add
LAEMLI 10x
[pL]
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00

! the volume
ou want to
1,5 mg/mL

(or) add
LAEMLI 10x
[pL]
0.00
0.00
0.00




0.00

0.00

0.00




x

= blank (naive/negative control; SDS)

x

concentration of BSA standard [mg/mL]

name of the sample

|= pole/hodnoty k VYPOGTU 11!




VYHODNOC|

Denzita
Fosfo-ERK (pPERK) | Celkovy ERK (ERK) RD [p
pERK1 pERK2 ERK1 ERK?2 RD [pERK1]
HBEL1 - kontrola #DIV/O0!
HBE1 - TPA

RD = Relativni denzita - srovnani denzity prouzki vuci kontrole (kontrola = 1.00)

Normalizovana denzita - srovnani relativni denzity prouzku zajmového proteinu v prislusném vzorku s relativni de
MAPK ERK1/2)

(v tomto experimentu $lo o zhodnocenipodilu fosforylované MAPK ERK1/2 vici celkovému mnozZstvi ERK1/2, ktt

ZDE NAKOPIRUJTE OBRAZK

POSTUP VYHODNOCE
POPIS MEMBRAN

Fosfo-ERK1/2  Celk. ERK1/2

&

'—

TPA

kontrola
kontrola




p-p44 (p-ERK1)  mem S s e — D44 (ERK1)
p-p42 (p-ERK2) == SR S e — D42 (ERK2)

DENZITOMETRICKA ANALYZA OBRAZU POMO(

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

1) Otevfit obrazek s analyzovanymi / srovnavanymi bandy - phosphoERK.tif
2) Vybrat na listé nastroji "Rectangular selection” a vytvofit obdélnik ohrani€ujici bandy pE

3) Stisknout Ctrl+1 (v obdélniku se objevi Cislovka 1)
4) Pfetahnout pomoci mysi vytvofeny obdélnik €. 1 na misto ohrani€ujici bandy vzorku "TP.

5) Stisknout Ctrl+2 (v druhém obdélniku se objevi &islovka 2)
6) Stisknout Ctrl+3
7) Objevi se denzitometricky profil vzorkl - piky odpovidaji profilu intenzity signalu jednotliv

© Plots of phosphoERK eSRLC X Kontrola
364x518 pixelé; 8-hit; 184K (Obdélnik 1)
phosphoERETF Uncalibrated

Band pERK1

Nn__ 1 _rmazAa


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

Band pEKKZ

TPA
(ObdélInik 2)

Band pERK1

Band pERK2

8) Vybrat na listé nastroju "(Straight) Line selection”
a) oznacit zakladni linii p|ku
b) rozdélit dvojici piku svislou ¢arou vedenou dnem udoli mezi piky

. Plots of phosphoERK |l e S

-
364x518 pixels: 8-hit, 184K
phosphoERK.LT Uncalibrated

N




AN

9) Vybrat na li§té nastroju "Wand (Tracing) Tool"
10) Kliknout "Wand" halkou postupné doprostfed jednotlivych pik( (hranice piku se zvyrazr
11) V nabidce "Analyze" vybrat "Gels" a nasledné kliknout na "Label Peaks"
12) Objevi se tabulka s hodnotami plochy pika ("Area") a jejich relativni velikosti viéi celko
(POZNAMKA: poradi hodnot v tabulce odpovida pofadi, v jakém b
13) Obrazky s piky s hodnotami viozte prosim sem (pouzit v ImagedJ funkci "Copy To Syste
14) Hodnoty "AREA" nebo "Percent" dosadit do tabulky na za¢atku tohoto souboru
=> vypocte se relativni denzita bandu
15) Cely postup opakovat s obrazkem celkového ERK1/2, tzn. totalERK1/2.tif
=> probéhne normalizace relativnich denzit podle denzity neovlivn

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



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

ENI (postup viz nize)

Relativni Denzita (viii kontrole) Normalizovana denzita (vuci
neovlivnénému proteinu)
ERK] RD [ERK]
ERK1 / ERK1 ERK2 / ERK2
RD [pERKZ] RD [ERK1] RD [ERKZ] P P
#DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O! #DIV/O!

:nzitou prouzku neovlivnéného proteinu (napr. protein kontroly nanaseni - house-keeping, nebo v nasem pfipadé celkova

aré by nemélo byt kratkodobou expozici TPA prakticky ovlivnéno, proto jsou hodnoty pERK normalizovany na celkovy ERK)

Y DENZITOMETRICKE ANALYZY S PiKY

1ni
=

Western blotting kontrolnich HBE1 bunék vs. bunék
exponovanych chemikalii s nadorové promoc¢nimi ucinky, 12-
O-Tetradekanoylforbol-13-acetat (TPA, 200 nM, 30 min).

Matadni \W actarn hint hvla AatalervidAna aletivimiana




IVIGLWUUUU VY GOLGI T NIVL VYIT UGLIONU VAl Ia anuvuvalia

(fosforylovana) forma MAP kinazy 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)

> PROGRAMU IMAGEJ

RK1/2 v kontrolnim vzorku

All

ych bandu







i)
vé plose ("Percent")

yly piky vybrany pomoci "Wand" hulky)
'm" v zalozce "Edit", pak Ctrl+V)

éného proteinu (v tomto pfipadé totalERK)




