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Metodika stanoveni MT
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* Polyklonalni krali¢i protilatka, acetatovy pufr, inkubace 15 minut pri 70°C
* Elektrochemické stanoveni (tzv. Brdickova reakce-limit detekce 100 pM)

Isolation of metallothionein from cells derived from aggressive form of high-grade prostate carcinoma using paramagnetic

antibody-modified microbeads off-line _coupled with electrochemical and electrophoretic analysis

Masarik, M., Gumulec J., Sztalmachova, M., Hlavna, M., Babula, P., Kfizkov3, S., Ryvolova, M., Jurajda, M., Sochor, J., Adam, V., Kizek, R., 2
Electrophoresis 2011, 32, 1-13
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Brdickova reakce

e  Adsorptivni prenosova technika ve spojeni s diferencni pulzni voltametrii —
Brdickova reakce

e  Vyludovani vodiku ze zakladniho elektrolytu (Brdickova soluce -
1 mM Co(NH,)Cl; a 1 M amonny pufr (NH,(aq) + NH,Cl, pH = 9.6) v
pritomnosti proteinu obsahujicich —SH skupinu

e  Sledujeme katalyticky signal — Cat2
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Prevzato z J. Petrlova, et al. Attomole voltammetric determination of metallothionein, Electrochim. Acta 51 (2006) 5112-5119.
V. Adam et al. Metallothionein Electrochemical Fingerprints JACS (2011), in preparation




Stanoveni MT

Exprese MT1A/MT2A
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Determination of metalothioneins and alpha-methylacyl-CoA recemase in tumor prostate diseases

Masafik, M., Gumulec, J., Sztalmachova, M., Hlavna, M., Kuchti¢kova, S., Rovny, A., Hrabec, R., Eckschlager, T., K¥izkova, S., Adam V., Kizek, R.,
7.Symposium a workshop molekularni patologie a histo-cyto-chemie. 2011.ISBN 978-80-87327-59-3.



Metodika stanoveni Caveolinu-1

primarni

/ protilatka

. .f -

inkubace se

vzorkem

imobilizace priméarni
protilatky na pevny nosi¢

navazani sekundami protilatky
konjugované s enzymern

* ELISA (imunologicka metoda zalozena na
specifické reakci antigenu s protilatkou)

* Byl pouzit set pro stanoveni caveolin-1 od firmy
USCN Life Science Inc.

* Monoklonalni protilatka proti caveolinu-1
 Testovany vzorek (antigen), na ktery se navaze
polyklonalni protilatka konjugovana s biotinem
* Avidin konjugovany s peroxidazou

* TMB substrat (3,37,5,5 -tetramethylbenzidine) —
dochazi k barevné zméné

* Stop reagencie (H,SO,)

* Fotometricka detekce pri 450 nm



Stanoveni Caveolinu-1

Exprese Caveolinu-1 Stanoveni proteinu
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Apopticky proliferacni expresni profil u nddorovych prostatickych bunék
Gumulec, J., Hlavna, M., Sztalmachova, M., Pavkova —Goldbergova, M., Kfizkova, S., Adam, V., Kizek, R., Masatikova, M., Masaftik, M.,
XXXV. Brnénské onkologické dny. 2011, ISBN 978-80-86793-17-7.




Metodika stanoveni PSA

primarni

/ protilatka

imobilizace primarni
protilatky na pevny nosit

. . 3 o

mkubace se

vzorkem

navazani sekundarmi protilatky
konjugovane s enzymem

Pro analyzu PSA byla pouzita ELISA
metoda . Stanoveni se provadélo pomoci
automatického analyzatoru AlA 600 I

Mysi monoklonalni protilatka proti
PSA—testovany vzorek (antigen)
Sekundarni monoklonalni protilatka

konjugovana s hoveézi alkalickou
fosfatazou

Pridan fluorogenni substrat (4-
methylumbelliferyl fosfat)

Pomoci fluorescencni intenzity zmérena
aktivita enzymu



Stanoveni PS
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Vysledky

PNT1A PC-3 22RV1

Caveolin-1 kontrola 1,6x snizena 50x snizena

MT kontrola 1,2x zvySena 1,2x snizena
Na drovni proteinu PSA kontrola nezmenéna 682x zvysena
Caveolin-1 kontrola 2,9x zvysena 17,5x snizend

MTI1A kontrola 14,3x snizena 8,3x snizena

MTZ2A kontrola 2,5x zvysena 1,7x snizena

Na urovni RNA PSA kontrola 2,7x zvysena 2x zvysena

*\lysledky byly vyhodnoceny v softwaru Statistica 9
*K porovnani hladiny mezi kontrolni a nddorovymi liniemi bylo pouZito t-testd

10
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