Pritomnost specifickych molekul v buiice umoziuje urcit jeji vlastnosti jako

napt. funkci, ptivod, stupen diferenciace. Pii prikazu téchto molekul jsou ¢asto
vyuzivany jejich antigenni vlastnosti, zejména v biomedicinském vyzkumu a

v diagnostice. Specificka vazba antigenu a protilatky muze byt prokazana pomoci
imunologickych metod jako je napt. ELISA ¢i western blot. Vazbu protilatky a
antigenu

v bunkach nebo tkani je nutné testovat piimo pomoci imunocytochemie a
imunohistochemie.

Kazdy antigen vyzaduje specifické zpusoby fixace, zpracovani, ptipadné jeho
zpristupnéni. Pro jeho detekci pomoci protilatky jsou tyto kroky klicové. Dalsimi
dulezitymi kroky pro dosazeni uspésného vysledku reakce je vhodné redéni protilatky,
zejména polyklonalni a ptimérena doba a teplota inkubace.

Cilem prace bylo zjistit pouzitelnost nové vyvinuté anti-c-Myb protilatky,

ziskané imunizaci kura domaciho fragmentem mysiho proteinu c-Myb. Zaroven bylo
pouzivano sérum ziskané pied imunizaci kura (preimunni sérum), které slouzilo jako
negativni kontrola ke specifické reakci s protilatkou.

Prvnim z cilt bylo zjistit specifitu vazby antigen-protilatka pomoci metody

western blot. Ve druhém kroku byla protilatka imunocytochemicky ovérena v bunkach
mysich embryonalnich fibroblastu transfekovanych c-Mybem. Pouzitim in situ
hybridizace (ISH) mRNA pro c-Myb v celych embryich mysi ED 13,5 a 14,5 a jejim
srovhanim s publikovanymi udaji byly vytipovany tkan¢ s pritomnosti proteinu c-Myb.
Poslednim krokem této prace bylo vyzkouset a optimalizovat imunohistochemickou
reakci v fezech embryem mysi.

Specifita protilatky anti-c-Myb byla potvrzena pomoci metody western blot.

Byla ovétena dobra pouzitelnost protilatky pro imunocytochemii.

Pomoci ISH mRNA c-myb v mysich embryich byla detekovana exprese genu

v nervovych bunkach sitnice oka, vomeronasalnim organu a v subperitonealni ¢asti
jater

a nove také v distalnich ¢lancich prsti obou koncetin a ve folikulu hmatového chlupu.
Nekteré tkane, u kterych byla dle dostupnych literarnich tdajia ziskanych na zakladé
radioaktivni ISH mRNA v fezech také o¢ekavana pozitivita, byly negativni (klky a
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krypty stifeva, proximalni bronchy a trachea a subkapsularni ¢ast ledviny). Lze se



domnivat, Ze sonda pro ISH mRNA c-myb v celém embryu nedostatec¢né penetrovala
do

hloubgji ulozenych organt a jeho hlubsich casti.

Pro pouziti protilatky pro imunohistochemii byly porovnany rizné metody a

délky fixace, rizné metody zptistupnéni antigenu a efekt zesileni pomoci avidin-biotin
komplexu. Optimalizaci téchto kroka bylo mozné detekovat pozitivity c-Myb v fezech
celym embryem v c¢ichové oblasti nosni sliznice, ve vomeronasalnim organu,
nervovych

bunkach retiny, hematopoetickych bunkach jaterni tkan¢, coz odpovida ¢asti tkani,

v kterych byla prokazana ptitomnost mRNA pro c-Myb. Nov¢ byl protein c-Myb
prokazan také v neuralni trubici a také mezi paprsky prsta. V ¢asti tkani, exprimujicich
c-myb mRNA, nebyla ptitomnost proteinu pomoci této protilatky detekovana (klky a
krypty streva, proximalni bronchy a trachea). Jednim z moznych vysvétleni je, ze
pritomnost mMRNA nemusi nutné znamenat, ze je nebo byl protein syntetizovan.
Relativné nejlepsi pomér signalu a pozadi byl ziskan pomoci fixace dle Serry

bez ohledu na jeji délku. Pouzitelna byla také fixace methacarnem po dobu 24 hod
nebo

kratka (2 hod) fixace tkané pomoci 4% PFA, po fixaci PFA bylo nutné antigen
zpristupnit.

Optimalni fedéni protilatky anti-c-Myb bylo stanoveno na 1:5 000-1:10 000 a

doba inkubace na 60 min pfi laboratorni teploté¢ a zaroven jesté alespon 15 hod pti 4
°C.

Nasledna detekce navazané protilatky byla provedena pomoci protilatky sekundarni
S navazanou peroxidasou.

Pro amplifikaci signalu je redéni protilatky vyssi a to v rozmezi 1:10 000-

1:15 000, tento zpusob vsak pomér signalu a sumu nezlepsil.

Zavérem lze konstatovat, Ze tato protilatka anti-c-Myb je velmi dobie pouzitelna

pro metodu western blot a pro imunocytochemii. Jeji pouziti pro imunohistochemii
vsak

muze byt problematické v zavislosti na pouzité metode fixace.





