Praktikum z molekularni biologie eukaryot (Bi7312)

Cilem tohoto cvieni je seznamit studenty se zakladnimi technikami manipulace se
zivociSnymi a lidskymi buiikami in vitro. Studenti si mohou v téchto cvicenich zvolit jeden ze 4
tématickych okruhti, jehoz konkrétni ulohy nasledné vypracovavaji. V ramci okruhu 1 studenti
analyzuji hladinu vybran¢ho proteinu v bunkach monocytarni fady westernovym pienosem, jeho
lokalizaci a strukturni usporadani nasledné metodou nepfimé flourescence na fixovanych bunkach.

Ulohy celého druhého tématického seznamuji studenty s metodami analyzy funkénich zmén
bun¢k v prubéhu makrofagové diferenciace (test fagocytické aktivity, test aktivity kyselych fosfataz a
analyza produkce superoxidovych radikala testem NBT).

Treti tématicky okruh je zaméfen predev§im na morfologické zmény béhem diferenciace a
apoptdzy lidskych leukemickych bunécnych linii (cytocentrifugace, test metabolické aktivity, barveni
jader propidium iodidem).

V poslednim okruhu se studenti seznamuji s ruiznymi metodami transfekce eukaryotickych
bunék (elektroporace, precipitace fosforecnanem vapenatym, lipofekce), hodnoti ucinnost transfekce a
stanovuji aktivitu vybraného transkripéniho faktoru

Tématické okruhy:
1. Proteiny: exprese a aktivita
2. Analyza funkénich zmén provazejicich diferenciaci bunck myelomonocytarni fady

Diferenciace a apoptoza hematopoetickych bunck
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4. Prenos DNA do zivociSnych bunék, transaktivacni testy



Téma: PROTEINY: EXPRESE A AKTIVITA

Uvod:

Béhem diferenciace bun¢k dochazi k vyraznym zménam v expresi a aktivité celé fady

proteinti. Tyto zmény mohou byt kvalitativni (syntéza proteinu, ktery v prekurzorech nebyl
exprimovan) nebo kvantitativni (zména v mnozstvi syntetizovan¢ho proteinu). Diferenciace muize byt
také doprovazena zménami v lokalizaci ¢€i post-translacnich modifikacich urcitych proteini
ovliviujicich jejich aktivitu.

Definovat zmény v expresi, lokalizaci a specifické aktivit¢ vybranych proteini béhem

makrofagové diferenciace monoblasti BM2.

Otazky k nastudovani:

L.
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Nastudujte z odborné literatury, které proteiny vyrazné méni svou expresi, lokalizaci ¢i
aktivitu v prubéhu myeloidni diferenciace.

Ktera ¢inidla se v literatufe pouzivaji k indukei diferenciace leukemickych (BM2, U937)
myeloidnich linii do stadia makrofagu?

Jaké jsou metodické moznosti analyzy hladiny uréitého proteinu ¢i mRNA v ZivociSnych
burikach?

Jaké jsou moznosti detekce lokalizace a strukturniho usporadani proteinti v burikach?

Jaké jsou mozZnosti sledovani specifickych aktivit vybranych skupin proteini (enzymy,
transkripcni faktory ...)

Vysvétlete pojmy — monoklonalni a polyklonalni protilatka, epitop, primarni a sekundarni
protilatka. Vysvétlete zpusob pripravy monoklonalnich a polyklonalnich protilatek. Jaké jsou
moznosti vizualizace protilatek v preparatech?



DETEKCE VIMENTINU V LYZATE(;H MONOCYTU BM2 POMOCI ELEKTROFOREZY
PROTEINU A IMMUNOBLOTINGU

Vimentin:

Cytoskeletarni protein o velikosti 57 kDa. Patfi do skupiny intermediarnich filament. Exprimovan
v burikach mezodermalniho puvodu. Jeho intracelularni hladina se méni béhem diferenciace nekterych
typa bunék (pf. krevni buniky).

SDS elektroforéza proteini:
- déleni proteinu dle jejich molekulové hmotnosti (pro uréeni MW vyuziti markeru)
- migrace ovlivnéna 1 modifikacemi proteinu (pf. glykosylace ...)
- nejcastéji se pouziva diskontinualni systém (rozdilné pH a iontova sila elektroforetického
pufru, horniho a dolniho gelu)
- horni a dolni gel (na jejich rozhrani dochazi k zakoncentrovani proteinti ze vzorku)
- gel: polyakrylamid — polymerace akrylamidu, kroslinkovano N,N'-metylen-bis-akrylamidem
- d¢leni proteinti dle MW — koncentrace gelu, pocet kroslinku

Elektroforeticky puft:

Akrylamid a bisakrylamid — neurotoxin (pracujeme v rukavicich)
SDS, Tris pufr

Ammonium persulfat — poskytuje radikaly pro polymerizaci

TEMED (tetramethylethyléndiamin) — akceleruje polymeraci akrylamidu

Vzorek:
SDS se vaze na proteiny — ty pak maji zaporny naboj
Redukeni €inidlo (merkaptoethanol, dihidrotreitol) — disociace proteinovych komplexi na podjednotky

Barveni proteinu:
Soli stribra (nejcitlivéj§i), Coomassie briliant blue — nespecificka vazba na proteiny

Westerntiv prenos: - polosuchy, ponofeny
Membrany: nitroceluloza, PVDF, nylonové membrany
- lisi se kapacitou vazby proteint, vazou razné rizné proteiny
- lze nani i barvit proteiny (Ponceau S, India Ink, Amido Black ...)

Protilatky:
Primdrni — monoklonalni, polyklonalni

Sekunddrni — konjugované s enzymy (HRP, AP ...), biotinylovan¢ ...

Substraty:
Chromogenni, chemiluminiscence

Ptiprava vzorku:

1x10° bunék BM2 inkubovat s forbolovym esterem TPA (7.5 ng/ml kultivaéniho media) v S5ml misce
24 hod. Zaroveri kultivovat stejné mnozstvi BM2 bungk jako kontrolu. Buiky promyt 1xPBS a lyzovat
v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani bromfenolovou modf, 4 minuty povafit a
uchovavat pfi —20 °C. Zméfit koncentraci proteinu ve vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke
vzorkim pfidat alespoi dvojnasobek kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vysledna koncentrace
proteint v takto nafedénych vzorcich byla stejna.




Meéreni koncentrace proteinu (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat Sul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkim pfidat 25 ul
roztoku A’ (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Pfidat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minu stat. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pfi 750 nm. Vypoditat
vhodné fedéni vzorku tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteini od kazdého

vzorku.

Priprava gelu:

L.
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S pouzitim rukavic vycistit skla, promyt pod tekouci vodou, umyt detergentem, proplachnout
vodou, oplachnout ethanolem a utfit.

Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.

Pfipravit roztok pro dolni gel, jemné promichat a nalit mezi pfipravena skla asi do 2/3.
Prevrstvit gel slabou vrstvou destilované vody. Nechat polymerovat 30 minut.

Slit horni vrstvu destilované vody, pfipravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel, vsunout
hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

Nanaseni vzorku a elektroforéza:

L.

2.

~
J.

4.

Skla s gelem umistime do elektroforetické aparatury, dolijeme elektroforeticky pufr a opatrné
vytahneme hrebinky.

Na gel nanasSime 10-20 ul vzorku (mnoZzstvi zavisi na koncentraci proteinu v bunécnych
lyzatech).

Pfipojime aparaturu ke zdroji. Pro prichod hornim gelem aplikujeme 80V, poté zvySime
napéti na 120V.

Elektroforézu zastavim v momenté, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Barveni gelu na proteiny:

1.
2.

Gel ponofime do barviciho roztroku a ponechame na kyvacce 1 hod.

Odlijeme barvici roztok a gel zalijeme roztokem odbarvovacim. Odbarvujeme opét na
kyvacce. Odbarvovaci roztok ménime co 20-30 minut. Po odbarveni gel vysusime na suSicce
gela.

Sestaveni blotovaci aparatury:

L.

2.

3.
4,
5.
6.
7

8.

Nastfihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a nitrocelulozovou membranu stejné velikosti jako
je proteinovy gel.

Navlhé¢ime papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.

Plastikovou svorku umistime do vanicky s transferovym pufrem cernou plochou doli. Na ni
polozime poérezni podlozku a vytla¢ime bubliny.

Na podlozku umistime 2 navlhcené filtracni papiry Whatman a opét vytlaéime bubliny.

Na papiry Whatman poloZzime gel a na néj opatrmé navlhéenou nitrocelul6zovou membranu.
Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytlaéime bubliny a na né¢ druhou
porézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

Takto sestaveny sendvi¢ sevieme do plastikové svorky a umistime do vanicky s transferovym
pufrem a chladitkem.

Blotujeme 1 hod pfi 100 V.

Detekce proteinu na membran€ pomoci protilatek:

L.

Po skonéeni blotingu promyjeme nitrocelulézovou membranu v 5% roztoku susen¢ho mléka
v TBS-Tween po dobu 30 minut pfi pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-vimentin fedénou 1:1000 v 5% roztoku
susen¢ho mléka v TBS-Tween 1 hod pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

3x promyjeme v TBS-Tween (cca 7 minut kazdé promyti).

Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou peroxidazou (anti-
mouse IgG fedéna 1:10000 v TBS-Tween) pfi pokojove teplot€.

Promyjeme dvakrat TBS-Tween a dvakrat TBS.

Oplachneme membranu v destilované vod¢€, osuSime na ubrousku a umistime na folii.



7. Smichame roztoky A a B z ECL kitu (Amersham) 1:1 a nakapeme na membranu. Inkubujeme
5 minut.

8. OsusSime membranu ubrouskem, priklopime folii a ve svétlotésné kazeté¢ odneseme do temné
komory.

9. Prilozime fotograficky papir a exponujeme 1 minutu (podle intenzity signalu upravime délky
dal§ich expozic)

10. Fotograficky papir pfeneseme do vyvojky dokud se neobjevi signal.

11. Kratce oplachneme ve vod¢ a ponofime jej na 5 minut do ustalovace.

12. Nakonec film promyvame alespori 1 hodinu v destilované vodé a vysuSime.

Pouzité roztoky

Transferovy pufr: TBS: TBS-Tween:

48 mM Tris 50 ml IM Tris-Cl pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litrd TBS

39 mM glycin 57,6 ml 5SM NaCl

20%methanol doplnit vodou do 2 litra

Odbarvovaci roztok: Tris-glycin elektroforeticky pufr (ph=8.3):

500 ml metanolu 25 mM Tris

400 ml destilované vody 250 mM glycine

100 ml kyseliny octové 0,1% (w/v) SDS

Pufr pro alkalickou fosfatazu: Barvici roztok: (barveni proteini)

Iml 1M Tris-CL, pH=9, 200 ul 5M NaCl 2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku

50 ul 1M MgCl,
doplnit destilovanou vodou do 10ml

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7.5ml)

H,0 4,9 ml H,0 5,62 ml

40% Akrylamid 2.4 ml 40% Akrylamid 0,79 ml

1,5M Tris-Cl (pH=8.,8) 2,5 ml  1,5M Tris-Cl (pH=6,8) 0,94 ml
10% SDS 0,1 ml 10% SDS 75 ul

Ammonium persulfate 75 ul Ammonium persulfate 30 ul
TEMED 7,5 ul TEMED 10 ul

2xCSB lyzaéni pufr

6,9 ml H,O

2 ml glycerol

1,2ml 1M Tris pH=6,8

0,4 ml 0,2% Bromfenolova modf v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

+ pred pouzitim pfidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB




Uloha ¢.2

DETEKCE ZMEN MNOZSTVi, LOKALIZACE A STRUKTURNIHO USPORADANI
VIMENTINU BEHEM MAKROFAGOVE DIFERENCIACE MONOBLASTU BM2 POMOCI
NEPRIME IMUNOFLOURESCENCE

Béhem makrofagové diferenciace dochazi k narastu exprese proteinu intermediarnich filament —
vimentinu. Ten vytvari u makrofagi hustou bohat¢ rozvinutou sit’ vlaken v cytoplazmé.

Neprima imunoflourescence:

- detekce mnozstvi, lokalizace a strukturniho usporadani proteinti ve fixovanych buikach nebo
tkanich

- vyuziti specifickych primarnich protilatek

- sekundarni protilatky fluorescenéné znacen¢ (FITC, rhodamin, texas red...)

- fluorescencni molekula po excitaci zafenim o urcité¢ vinové délce emituje zafeni o jin¢ vlnové
délce

- fluorescencni mikroskop — excitaéni filtr (zareni dopadajici na preparat)

- emisni filtr (filtruje zafeni vzchazejici z preparatu)
- umoznuje detekci vice proteint naraz (vice fluorescenénich molekul)
- lze lokalizovat detekovany protein do bunécnych organel znacenych specifickymi sondami

Fixa¢ni média

Fixace je operace, provadéna za ucelem zastaveni vSech procesu, probihajicich v burice, zachovani co
mozna nejpresnéjsiho stavu a struktury tkan€. Fixacni Cinidlo je voleno podle fesenc¢ho diagnostického
problému, typu a velikosti dostupného materialu a podle zvolené zalévaci a barvici metody.

Roztoky formaldehydu, paraformaldehydu, glutaraldehydu, methanol ...

Montovaci média

Pro ochranné ucely a nasledné optimalni mikroskopické vysetfeni jsou obarvené buriky montovany
parametri montovacich médii je index lomu (nD); musi byt okolo 1,5, ¢imz odpovida indexu lomu
skla.

Glycerol, Mowiol (Calbiochem), Vectashield (Vector), Flouromont-G (Sothern Biotechnology
Associates) ...

Piiprava vzorku

1x10° bunék BM2 inkubovat s forbolovym esterem TPA (7.5 ng/ml kultivaéniho media) v S5ml misce
s krycim sklickem polozenym na dno misky. Po 48 hod jsou bunky pfisedl¢ na kryci sklicko. Zaroven
kultivovat stejné mnozstvi BM2 bunck jako kontrolu.

Po 48 hod kontrolni buriky, které zistavaji v suspenzi, sklidit centrifugaci pfi 400 g/5 min. Bunky
oplachnout roztokem PBS a 5x 10" bunék cytocentrifugovat na kryci sklicko 400 g/ 5 minut. Sklicka
s bunikkami (kontrolnimi i po kultivaci s TPA) oplachnout v TBS a fixovat ledovou smési
aceton/metanol (1:1) 10 minut pfi 4°C.

Po fixaci promyt sklicka s butikami 3x 5 minut v TBS a inkubovat 1 hodinu s anti-vimentin primarni
protilatkou fedénou 1:100 v TBS-Tween. Sklicka promyt 3x v TBS-Tween a inkubovat v temnu 1
hodinu se sekundarnim protilatkou konjugovanou s FITC fedénou 1:100 v TBS-Tween. Sklicka op¢t
promyt — 2x TBS-Tween a 2x TBS.



Nakonec sklicka oplachneme destilovanou vodou a montujeme na podlozi sklicka 3 ul Mowiolu
(montovaci medium od firmy Calbiochem). Preparaty pozorujeme ve fluorescenénim mikroskopu
s vhodnym emisnim a excita¢nim filtrem pro FITC.

Pouzité protilatky a roztoky:

TBS: TBS-Tween:

50 ml 1M Tris-CI pH=8.0 pfidat 1,5 ml Tween 20 do 2 litra TBS
57,6 ml 5M NaCl

doplnit vodou do 2 litra

Fixacéni smés: Montovaci médium:
Aceton:metanol 1:1 Mowiol (Calbiochem)
Protilatky:

mysi monoklonalni anti-vimentin protilatka (Sigma Aldrich)
anti-mys$i [gG konjugovana s FITC (Sigma Aldrich)



Uloha ¢.3

STANOVENI TRANSKRIPCNi AKTIVITY RECEPTORU PRO KYSELINU RETINOVOU
(RAR) V BUNKACH BM2

Uvod:

Mezi vyznamné regulatory genové exprese patfi transkripéni faktory (TF). Jejich hladina a
aktivita musi v bunikach podléhat prisn¢ regulaci. Obecné lze fict, Ze zména v urovni exprese urcitého
TF nemusi automaticky znamenat zménu v jeho aktivité. Ta muze byt ovlivnéna celou fadou faktora —
fosforylaci, vazbou aktivatoru ¢i inhibitoru, lokalizaci v buiice ... Aktivita n¢kterych TF koreluje
s jejich DNA vazebnou schopnosti a proto ji 1ze stanovit pomoci gel shift nebo gel supershift assaye.
Obecn¢ lze aktivitu libovolného TF stanovit pfechodnou transfekci reportérového plazmidu a
naslednym méfénim aktivity reportérovych genti v bunéénych lyzatech.

Reportérovy plazmid:

Plazmid obsahujici reportérovy gen (nejéastéji luciferazu) pod kontrolou promotoru, jehoz
aktivita je fizena specifickym TF. V nasem pfipadé budeme pouzivat plazmid RAREP2-TK-LUC, kde
genu kodujicimu luciferazu je predfazen minimalni promotor s vazebnym mistem pro RAR.

Postup:
A) TRANSFEKCE

1. Do mikrozkumavky napipetovat 250ul média OPTI-MEM a pridat 6 ul transfekéniho ¢Einidla
Fugene6.

2. Pridat smés plazmidovych DNA sestavajici se z 1,5 ug RAREB2-TK-LUC a 1,5 ug CMV-f3-
gal a promichat.

3. Inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté.

4. Prikapat tuto smés ke 4x10° buiikim BM2 ve 2.5 ml kompletniho média. Inkubovat v CO,
inkubatoru do druh¢ho dne.

5. Druhy den buiiky rozdélit na dvé Sml misky, pfidat Sul 10°M kyseliny retinové a inkubovat
v CO; inkubatoru do druhého dne.

6. Buiiky sklidit, oplachnout v PBS a resuspendovat ve 100 ul 0,25M Tris pH 7.5.

B) TEST NA AKTIVITU B-GALAKTOSIDAZY

1. Bunécnou suspenzi lyzovat 3 cykly opakovaného zamrazovani a rozmrazovani .

Po poslednim rozmrazeni centrifugovat bunéény lyzat 5 minut pfi max. otackach v chlazené
mikrocentrifuze.

Prenést supernatant bunécného lyzatu do nové mikrozkumavky a uchovat v -70°C nebo
provést vlastni testy.

4. Pro kazdy testovany vzorek na aktivitu f-galaktosidazy pripravit nasledujici smés:
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100x roztok Mg 4l
Ix ONPG 88 ul
0,1M fosfatovy mix pH 7,5 268 ul

5. Smés rozpipetujte do zkumavek ke 40 ul bunééncho lyzatu a inkubujte pfi 37°C se neobjevi
zlutavé zbarveni.

Zastavte reakci pridanim 667 pl 1M Na,COs

7. Stanovte optickou densitu méfenim pfi vinove délce 420 nm. (rozsah linearity je 0,2-0,8 OD).

@



Roztoky:
100x roztok Mg: 0,1M MgCl,, 4,5 M B-merkaptoetanol

Ix ONPG: 4 mg/ml o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosidu v 0,1 M fosfatovém mixu pH 7,5
0, IM fosfatovy mix: 41 ml 0,2M Na,HPO,. 2H,0 a 9 ml 0,2M NaH,PO, . 2H,0 + 50ml H,0.

C) TEST NA AKTIVITU LUCIFERAZY

1. 10 pl lyzatu prenést do 90 pl 0,25M Tris pH 7.5.

Pridat 360 pl luciferase assay buffer, prenést do luminometrické kyvety a promichat na

vortexu.

Prenést do komiirky luminometru, pridat 200 pl roztoku luciferinu (luciferin stock solution

fedény 5x H,0) a zaznamenat idaj o absolutni luciferazové aktivité na luminometru.

4. Relativni luciferazovou aktivitu kazdého vzorku stanovit jako podil absolutni luc. aktivity a B-
gal aktivity na 1 pl extraktu.

W

Zasobni roztoky:

Luciferase assay buffer:

Vysledny roztok Konc. Piiprava Sml
zasobniho pracovniho

roztoku roztoku

25 mM Gly-Gly pH 7.8 250 mM 0,5 ml

15mM KH,PO4, pH 7.8 0,1M 750 wl

15 mM MgSO, 1M 75 wl

4 mM EGTA 400 mM 50 ul

2 mM ATP 100 mM 100 pl

1 mM DTT IM Sul

ddH,0 - 3520 ul

Luciferine stock solution:

1 mM D-luciferin

25 mM glycylglycine (Gly-Gly)
10 mM DTT



Téma: ANALYZA FUNKVCNiCH ZMEN PROVAZEJICICH DIFERENCIACI BUNEK
MYELOMONOCYTARNI RADY

Uvod:

Exprese onkogenu v-myb viru ptaci myeloblastozy je typickym znakem kurecich monoblasti
BM2, ktery prispiva k aktivni proliferaci a zablokovani terminalni diferenciace téchto bunék BM2.
Existuji urcité chemické latky, které dokazou zastavit proliferaci a vyvolat diferenciaci nejen bunék
BM?2 ale i dalsich bunéénych linii myeloidni fady. Podobny ucinek muze rovnéz vyvolat zvySena
exprese nckterych transkripnich faktori a koaktivatorai. Diferenciacni procesy jsou spjaty
s funkénimi zménami bunck, které uzce souvisi se zménami jejich enzymového vybaveni a se
zménami integrini vystavenych na jejich povrchu. Na detekei téchto zmén jsou zalozeny diferenciacni
testy. Cilem této ulohy je osvojeni poznatki tykajicich se procesti provazejicich diferenciaci
hematopoictickych bunék myeloidni fady a prakticka aplikace téchto védomosti pifi sledovani
diferenciace bunék BM?2.

Otazky k nastudovani:

1. Které chemicke latky (uved’te nejméné tfi) indukuji diferenciaci lidskych hematopoietickych
bunck myeloidni fady (napt. U937, HL60, NB4)? V kterém stadiu diferenciace byly tyto
buniky zablokovany? Jaké typy bunék vznikaji pusobenim jednotlivych diferencia¢nich
infuktord? Mohou nékteré ztéchto bunck diferencovat do riznych bunécnych typu,
v zavislosti na typu aplikovan¢ho diferenciac¢niho Cinidla?

2. Struéné vysvétlete molekularni mechanismus ucinku alespont jednoho diferenciaéniho
¢inidla (napf. uved'te typ molekul, které ovliviiuji, cilové geny, apod.).

W

Jakymi chemickymi latkami mtZe byt indukovana diferenciace monoblasti BM2? Do
jakého typu bungk patii diferencované buiky BM2?

4.  Exprese urcitych exogennich transkripénich faktori a koaktivatori mize navodit
diferenciaci bunék BM2 nebo zménit citlivost t€chto bunék na diferenciacni ¢inidla. O které

proteiny se jedna?

5. Vyjmenujte n¢které ze zmén, které doprovazeji diferenciaci hematopoietickych bun¢k, napft.
morfologické a funkéni zmény, zmény hladiny povrchovych antigenti a aktivity enzymd. ..

6.  Jakymi testy je mozné tyto zmény detekovat a diferenciaci bunék potvrdit?

7. Strucné vysvétlete, na jakém principu jsou tyto testy zaloZeny.
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TEST AKTIVITY ACIDICKYCH FOSFATAZ
Uvod:

Tento test slouzi pro cytologickou demonstraci aktivity acidickych fosfataz. Aktivni acidické
fosfatazy katalyzuji hydrolyzu fosforovaného substratu (naftol AS-BI fosforové kyseliny), ktery
v nasledujicim kroku reaguje s diazoniovou soli (fast garnet GBC) za tvorby nerozpustného barviva
vyvijejiciho se v misté aktivity enzymu. Osteoklasty jsou typické pfitomnosti acidickych fosfataz
necitlivych na pritomnost inhibitoru tartratu, zatimco vétSina bun¢k monocytarni fady obsahuje
tartrate-senzitivni fosfatazy.

Postup:

1. V5 ml média kultivujte 1x10° bunék BM2 po dobu 24 hodin indukovanych a neindukovanych
forbolovym esterem PMA.

2. Burky =z kultivaénich misek odeberte do 15 ml zkumavek (pouzijte EDTA/PBS),

zcentrifugujte (1500rpm/5Smin.) a promyjte v PBS. Promyté bunky BM2 rozsuspendujte ve

2ml PBS, buiiky BM2/PMA rozsuspendujte v Iml PBS. 100 pl bunééné suspenze (odpovida

asi 1x10° bunék) naneste do cytocentrifugaéni aparatury. Centrifugujte 2000rpm/5min.

Buiiky centrifugované na podlozni sklicko fixujte 30 sekund ve fixa¢nim roztoku.

Fixované buiriky peclivé promyjte deionizovanou vodou. Sklicka nesmi vyschnout!

Do ependorfky napipetujeme 500 pl Fast Garnet GBC Base Solution a 500 pl Sodium Nitrite

Solution. Jemné promichame (30 s) a nechame inkubovat pfi pokojové teploté (2 min.).

6. Dvé¢ 20 ml zkumavky oznac¢ime A a B a do kazd¢ z nich napipetujeme:

D s W

A B
Deionizovana voda (37 °C) 18 ml 18 ml
Diazotized Fast Garnet GBC (z kroku 5) 0,4ml 0,4ml
NaphtholAS-BIPhosphateSolution 0,2ml 0,2ml
Acetate Solution 0,8ml 0,8ml
Tartrate Solution - 0,4ml

7. Do dvou petriho misek oznacenych A a B prelijeme cely objem pfipravenych roztoku (z kroku
6) a vlozime sklicka s fixovanymi burikami. Misky oblozime parafilmem a nechame
inkubovat (37°C, 60min.) pfi zamezeném pristupu svétla.

8. Sklicka oplachneme v destilované vod¢ a pozorujeme pod svételnym mikroskopem.

Fixacni roztok: 25 ml citrate solution
65 ml acetone
8 ml 37% formaldehyde

Zpracovano podle: SIGMA ALDRICH Acid phosphatase, Leukocyte Kit



Uloha &.2
NBT TEST

Uvod:

Proces fagocytozy je nasledovan sledem chemickych reakei, v jejichz prabéhu vznikaji latky
jako peroxid vodiku a kyselina chlorna, které¢ slouzi k usmrceni fagocytujici buiikou pohlceného
organismu. Tvorba téchto sloucenin je doprovazena vznikem kyslikovych radikald, jejichz vznik
muzeme prokazat pomoci tetrazoliové soli, ktera je radikaly redukovana na barevny formazan. Reakci
vyhodnotime spektrofotometricky. Buriky mohou byt k tvorbé kyslikovych radikala stimulovany jako
odpovéd na probihajici fagocytozu stejné jako forbolovym esterem PMA.

Roztoky:

1. DMEM (bez séra), 37 °C
Img/ml NBT v PBS s 2 pul/ml PMA (zasobni koncentrace 1 mg/ml, pridat tésné pred pouzitim).
200ul na vzorek, pripravit dopredu, pred pouzitim zcentrifugovat naplno)

3. 10% Triton X-100 s HCI ( na 5ml roztoku 36ul konc. HCl a 500pl Triton X)

Postup:

1. V5 ml média kultivujte 1x10° buné&k BM2 po dobu 24 hodin indukovanych a neindukovanych
forbolovym esterem PMA.

2. 1x10° viabilnich bunék z kultivaéni misky centrifugovat pfi 200g

3. Opatrn¢ odsat supernatant (trocha supernatantu muze zustat)

4. Sediment rozsuspendovat ve 400nul DMEM bez séra, pridat 200l NBT v PBS/PMA (roztok 2)

5. Lehkym protfepanim rozsuspendovat bunky

6. Jednu hodinu inkubovat v termostatu (37°C)

7. Pridat 200ul 10% Tritonu, lehce protrepat

8. Nechat 20-30 min. extrahovat pfi pokojové teploté

9. Po skonceni inkubace po 200pl na mikro-titracni desticku

10. Zmefit absorbanci na ELISA-readeru pii 620 nm jako referenci pii 570 nm
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FAGOCYTOZA

Uvod:

Jednou ze zakladnich vlastnosti makrofagt je schopnost fagocytdzy. V soucasné dobé existuje
fada metod pro stanoveni fagocytické aktivity makrofagi. Jedna z nich je zalozena na kultivaci bunék
s Dynabeads M-270 Epoxy kulickami o velikosti 2,8 mikrometra (Dynal Biotechnologies). Makrofagy
jsou schopné tyto kulicky fagocytovat a pocet fagocytovanych kulicek jednotlivymi bunkami lze
vyhodnotit pod mikroskopem.

Postup:

1. V 10 ml média kultivujte 2x10° bundk BM2 po dobu 24 hodin indukovanych a
neindukovanych forbolovym esterem PMA spolu s 10 ul smési Dynabeads M-270 Epoxy.

2. Sklizen¢ buniky promyt 1x v 1x PBS, resuspendovat v 1 ml 1x PBS

Do zkumavky s 2 ml Histopaque pfenést suspenzi bunék — nalévat po sténé, aby se vrstvy

nepromichaly

4. Cfg na centrifuze s vykyvnym rotorem (Heracus) 400g/30 min

5. Buiky vytvori bélavy prstenec. Vrstvu nad nim opatmé odsajeme, fazi s buitkkami odebereme
do nov¢é zkumavky a promyjeme 10 ml 1x PBS/EDTA

6. Pelet resuspendujeme v malém mnozstvi PBS (podle jeho velikosti...pfiblizné v 5 pl)

7. 3 pl naneseme doprostied skla, pfekryjeme krycim sklickem a pfitlacime

8. Vyhodnocujeme jesté tyz den 200 bun¢k z kazdého skla

W

Pozn:
1. Pii sklizeni dochazi ke ztraté bunék, proto kultivovat na 10 ml miskach
2. Pomér bunky:beads je 1:5, tj. 10ul kuli¢ek na 10 ml misku
3. Dodrzovat stejn¢ dlouhou dobu kultivace s beadsy, aby bylo mozné srovnani
4. Na sklicko nenanaset vic nez 3 pl, jinak se barva prili§ zredi



Téma: DIFERENCIACE A APOPTOZA HEMATOPOETICKYCH BUNEK

Uvod:

Protinadorové vyzkumy se Casto zaméfuji na hledani zpusobu jak indukovat terminalni
diferenciaci, programovanou bunéénou smrt nebo zastavit proliferaci nadorovych bunék. Napriklad pti
hledani novych 1é¢iv je prvnim, nejjednodusSim a nejlevnéjSim krokem studovani jejich vlivu na
zakladni fenotypové vlastnosti nadorovych bunéénych linii, jakymi jsou predev§im mira proliferace,
viabilita a morfologie.

Cil:

Prokazte diferenciaci a bunéénou smrt hematopoetickych bunék na urovni jejich morfologie.

Diferenciace

Bunécna linie: HL-60
Induktory diferenciace: kyselina all-trans retinova (atRA), forbolovy ester PMA

Otazky k nastudovani:
1. Zjistéte informace o bunééné linii, ve kterém stadiu zrani je jeji diferenciace zablokovana
2. Zjistéte zakladni mechanismus ucinku obou induktoru diferenciace
3. Zjistéte zliteratury jaké koncentrace induktord a casové intervaly jsou pro indukci

diferenciace této linie vhodné
4. Navrhnéte hypotézu, do kterého zral¢ho stadia budou buiiky diferencovat

Apoptoza

Bunécna linie: U937
Induktory bunééné smrti: camptothecin, ethanol

Otazky k nastudovani:
1. Zjistéte informace o bunééné linii, ve kterém stadiu zrani je jeji diferenciace zablokovana
2. Zjistéte zakladni mechanismus ucinku camptothecinu
3. Zjistéte z literatury jaké koncentrace induktord a Casové intervaly jsou pro tuto linii vhodné
4. Navrhnéte hypotézu, jaky typ bunééné smrti budou tyto latky indukovat (apoptdza, nekrdza)

Kontrolni otazky

1. uvedte zakladni rozdily mezi apoptozou a nekrozou na irovni morfologie.

2. jakou roli v indukei programované bunécné smrti hraji mitochondrie? Vyjmenujte nékteré
proteiny spojené s procesem apoptozy, které se v nich nachazeji.

3. které proteazy jsou aktivovany typicky béhem apoptozy a které¢ béhem nekrozy?

4. cojsou to kaspazy a jak lze detekovat jejich aktivitu?

5. jak se lisi pozice fosfatidylserinu v membranach u Zivych a umirajicich bunék? Lze tuto
odlisnost vyuzit pri detekci programovang bunééné smrti?

6. které enzymy jsou zodpovédné za internukleozomalni st€peni DNA?

7. jaka je reakce okolnich bunck na zbytky bunék zlikvidovanych programovanou bunécnou

smrti, a na nekrotické buriky?
8. jaké jiné typy programovan¢ bunécné smrti kromé apoptdzy jsou zatim popsany? Najdécte
alespon jeden priklad a uved'te tfi vlastnosti kterymi se odliSuje od apoptozy.
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MTT TEST - TEST CYTOTOXICITY A METABOLICKE AKTIVITY

Uvod:

MTT je test metabolické aktivity. Oxidaci na mitochondriich vznika nerozpustna tetrazoliova
sil, ktera se nasledné extrahuje a méfi se absorbance dosazeného zabarveni. Cim déle buiky Ziji (a
metabolizuji) tim vice barvy vyrobi. MTT test lze pouzit jak na stanoveni cytotoxicity latek, tak také
napf. na urceni proliferacni aktivity bunék.

V bunkach linie U-937 muze byt programovana bunéfna smrt (apoptéza) indukovana napfr.
camptothecinem (CAM; inhibitor topoizomerazy I). Urcete vhodnou koncentraci camptothecinu pro
indukci apoptozy u bunék U-937 po 24 hodinach kultivace. Jakou koncentraci CAM musime pouzit,
abychom dosahli hodnoty LD50, tedy 50% mrtvych bunék po 24 hodinach?

Postup:
1. Vyberte koncentracni fadu CAM k otestovani (cca 7-10 koncentraci)
2. Nafedte buiiky U-937 v médiu (RPMI 1640) do vysledné koncentrace 4x10°/ml
3. Napipetujte bunécnou suspenzi po 100 pl do 96-jamkové desticky, kazdy vzorek v triplikatu.

Nutné kontroly: neovlivnéné buriky a Cisté¢ médium (blank)

Pridejte k buitkdm zvolena mnozstvi induktoru (CAM)

Inkubujte pti 37°C/10% CO, po dobu 24 hodin

Pridejte ke kazdému vzorku 10 pul MTT Reagentu a inkubujte 2-4 hodiny pti 37°C/10% CO,

Buriky pravideln¢ sledujte dokud se v nich neobjevi fialovy precipitat

Pot¢ pridejte 100 pl Detergent Reagentu a desticku inkubujte ve tmé a pokojové teploté

nejméné 2 hodiny (nebo i pres noc). Inkubace pti 37°C urychluje solubilizaci.

. Odejmeéte viko desticky a zméite absorbanci pfi 570 nm s referencni vinovou délkou 650 nm.

10. Stanovte prumérnou hodnotu z triplikatd, odectéte blank. Vyneste absorbanci na osu Y versus
koncentrace CAM na ose X a urCete koncentraci pii které se metabolicka aktivita bun¢k
snizila oproti kontrole o 50%.

RN
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FIXACE BUNEK A BARVENI NUKLEOVYCH KYSELIN PROPIDIUM IODIDEM

Uvod

Buiky zpokusné misky se fixuji ve smési metanolu skyselinou octovou, ¢imz se
permeabilizuje jejich bunééna membrana a barvivo muze proniknout dovnitf bunck. Po pfidani
propidium iodidu dojde k obarveni nukleovych kyselin. Vyhodnocuje se morfologie jadra, stupen
kondenzace chromatinu, pfitomnost apoptotické fragmentace a apoptotickych télisek.

PresvédCit se o zméné jaderné morfologic myeloidnich bunék béhém indukce bunécné smrti
fluorescencni mikroskopii. V burikach linie HL-60 muze byt programovana bunééna smrt (apoptdza)
indukovana napf. camptothecinem (CAM; inhibitor topoizomerazy II), nekréoza pak muize byt
indukovana napft. ethanolem.

Postup:

1. Indukovat apoptdézu bunék HL-60 jejich inkubaci s camptothecinem (1 pM) a nekrozu
inkubaci s ethanolem (10%) po dobu 24 hodin.

Predem pfipravit smés slozenou z metanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1, smés
uchovavat v —20°C a pouzivat vychlazenou.

Buriky z pokusné misky centrifugovat (400g/5 min)

Odsat supernatant, pelet resuspendovat v 0,5 ml 1xPBS

Za soucasného michani na vortexu pomalu prikapat 5 ml ledové smési

Inkubovat v —20°C minimalné 30 minut (optimalné pres noc)

Centrifugovat pfi 200g/5 min (fixované bunky jsou kiehké, nepouzivat pfi centrifugaci vyssi
otacky!)

8. Odsat supernatant, pelet resuspendovat ve 100 pl ledove smési

9. Kapnout jednu kapku z 30 cm vySky na podlozni skli¢ko a nechat zaschnout

10. Obarvit 10 pl propidium iodidu o koncentraci 10 pg/ml

11. Pfikryt krycim sklickem, vyhodnotit pod fluorescencnim mikroskopem

N
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CYTOCENTRIFUGACE

Uvod:

Pii studiu morfologie bunck riznych typu je velmi uzite¢né provadeét tzv. cytocentrifugaci,
kterou lze pavodné trojrozmérné burniky prevést na dvourozmérné. Studovana bunécna suspenze se
umisti do specialni cytocentrifugacni kyvety spolu s podloznim sklickem. Odstfedivou silou jsou
buriky nuceny sedimentovat na podlozni sklicko a roztdhnout se do Sitky. Naslednou fixaci a
obarvenim se sedimentované buiky zviditelni pro rutinni mikroskopickou analyzu.

PresvédCit se o zméné morfologie myeloidnich bunék bcéhém diferenciace svételnou
mikroskopii. Buiiky linie HL-60 mohou byt stimulovany k diferenciaci na makrofagy prostfednictvim
forbolového esteru (PMA) nebo k diferenciaci na granulocyty prostednictvim kyseliny retinové (RA)

Postup:

1. Bunky HL-60 kultivujte za pritomnosti PMA (150 nM) po dobu 48 hodin a za pfitomnosti
kyseliny all-trans retinové (atRA; 100 nM) po dobu 72 hodin.

2. Buiky spoditejte na hemocytometru (buniky které adheruji k podkladu preved’te do suspenze

pomoci 1 mM EDTA v PBS), 1x10° bundk pieneste do zkumavky, centrifugujte 400 g/5 min a

resuspendujte ve 100 pl PBS.

Vzorky preneste do cytocentrifugacnich kyvet, centrifugujte 4 minuty pii 500 g.

Vzorky na sklickach nechte kratce oschnout, pak fixujte 5 x opakovanym ponorenim sklicka do

fixacniho roztoku (metanol) na 1 vtefinu.

Obarveni jadra 5 x opakovanym ponorenim sklicka do eosinu na 1 vtefinu.

Obarveni cytoplazmy 5 x opakovanym ponofenim sklicka do thiazinu na 1 vtefinu.

Prebytek barviva na sklicku opatmé oplachnéte vodou a vzorky nechte oschnout.

Morfologii bun¢k analyzujte mikroskopicky.

W
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Fixacni a barvici roztoky jsou soucasti kitu Diff-Quik.



Téma: PRENOS DNA DO ZIVOCISNYCH BUNEK, TRANSAKTIVACNI TESTY

Uvod:

V soucasn¢ dobé¢ existuje velké mnozstvi metod pro prenos DNA (RNA) do eukaryotickych buné¢k.
Obecn¢ je lze rozdélit do 3 kategorii:

Prenos fyzikalnimi metodami: elektroporace, mikroinjekce

Pfenos pomoci vira

Prenos biochemickymi metodami: precipitace fosporeCnanem vapenatym, vyuziti kationickym
lipidovych ¢inidel (lipofekce), prenos pomoci DEAE-dextranu

Volba pouzité metody zavisi na typu bunék, pozadované ucinnnosti transfekce a v neposledni fadé
také na moznostech laboratore.

Transaktivacni testy slouzi ke sledovani miry schopnosti transkripénich faktoru aktivovat transkripci a
k analyze funkce dalSich regulatort, které transkripéné aktivaéni schopnost daného faktoru ovliviuji.
Protoze je obtizné méfit Uroven exprese prirozenych cilovych genu, jejichZ exprese je podfizena
sledovanému transkripnimu faktoru, transaktivacni testy se provad¢ji v prostrednictvim cCastecné
umglého systému, ktery se prenese do bunék transfekci. Jeho slozkami jsou:

gen, kodujici dany transkripcni faktor (tzv. aktivdtor)

umély cilovy gen, ktery koduje snadno detekovatelny produkt a kterému je predfazen promotor
s vazebnym mistem pro dany transkripcni faktor (tzv. reportér).

Casto pouzivanymi reportérskymi geny jsou zejména geny kodujici luciferazu a B-galaktozidazu.
Aktivitu obou enzymi lze v bunéénych extraktech snadno méfit:

Pritomnost aktivatoru = zvySeni Grovn¢ exprese reportérské¢ho genu v transfekovanych bunkach =
detekce tohoto zvySeni urovné exprese dle zvysSeni luciferazové aktivity v bunéénych extraktech ve
srovnani s kontrolou.

Do transfekéni smési je mozné také pridat plazmid, kodujici protein, ktery transkripéné aktivacni
schopnost sledovanc¢ho faktoru ovliviiuje (tzv. modulator) a miru této schopnosti vyhodnotit stejnym
testem.

Pozn.: plazmid kodujici -galaktozidazu pod kontrolou konstitutivniho promotoru (v nasem pfipadé
cmyv promotoru) se do transfekéni smési pridava rovnéz a to jako tzv. vnitini standard pro sledovani
ucinnosti transfekce. Naméfena luciferazova aktivita se u kazdého vzorku vztahuje na jednotkovou
aktivitu -galaktozidazy.

Otazky k nastudovani:

1. Jaké znate dalsi reportérské geny kromé vyse zminénych?

Zjistéte jaké existuji metody transfekce ZivocisSnych bungk a pro ktery typ bunék (suspenzni ¢i

adherentni) se tyto metody pouZzivaji.

Zjistéte vyhody a nevyhody jednotlivych metod.

4. Aktivita promotort riznych genl se méni v zavislosti na udalostech v zivoté buiiky. Co muze

byt pfi¢inou zmény aktivity promotoru genu?

Co je vimentin? Jakou ma funkci?

Charakterizujte linie BM2 a QT6

7. Navrhnéte usporadani pokusu, kterym prokazete, Ze protein v-Myb funguje jako transkripcni
faktor v buiikach QT6

8. Navrhnéte usporadani pokusu, kterym prokazete u¢innost transfekce bunék BM2

W
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TRANSFEKCE ZIVOCISNYCH BUNEK ELEKTROPORACI A LIPOFEKCI

Uvod:

Elektroporace se pouziva pro prechodnou transfekci suspenznich i adherujicich bunék a je
zaloZena na vystaveni bunck kratkému elektrickému Soku, jehoz nasledkem dojde k prfechodnému
otevfeni poru v plazmatické membrané. Témito pory pronikne DNA do buiiky.

Pii lipofekci dochazi nejprve k vytvoreni komplexii zaporné nabité plazmidové DNA
s kationickym lipidovym ¢inidlem. Takto vytvofené komplexy jsou schopny pronikat pres
lipidovou membranu do eukaryotickych bunék.

Naucit se zaklady manipulace se suspenznimi butikami BM2, vytvorit pfechodné transfektanty
BM2cmv-EGFP a porovnat Géinnost transfekce elektroporaci a lipofekei.

Postup- elektroporace:

5x10° exponencialné rostoucich bun&k BM2 centrifugovat 5 min/500g

resuspendovat pelet v 400ul média obsahujicim 1,25% DMSO

pridat transfekéni smés (10 pg cmv-GFP nebo tRNA)

nastavit elektroporacni parametry U=260V, C=1050 pF, R=2310Q

provést elektroporaci a okamzit¢ prenést bunécnou suspenzi do pfipraveného média
obsahujiciho 1,25% DMSO

6. 24 hod. po elektroporaci buiky promyt, pozorovat pod fluorescenénim mikroskopem, vyfotit a
stanovit uc¢innost transfekce.

il e

Postup- lipofekce:

1. Do mikrozkumavky napipetovat 250ul média OPTI-MEM a pridat 6 ul transfekéniho €inidla
Fugene6.

Pridat 3 ug plazmidové DNA cmv-GFP.

Inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté.

Prikapat tuto smés ke 4x10° buitkaim BM2 ve 2,5 ml kompletniho média. Inkubovat v CO,
inkubatoru do druh¢ho dne.

5. Buiiky pozorovat pod fluorescenénim mikroskopem, vyfotit a stanovit ucinnost transfekce.

U
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TRANSFEKCE ZIVOCISNYCH BUNEK PRECIPITACI FOSFORECNANEM VAPENATYM

Uvod.:

Precipitace fosforeCnanem vapenatym se pouziva pro prechodnou i stabilni transfekei
fibroblasti a jinych adherujicich i1 neadherujicich bunék. Po smichani DNA s chloridem vapenatym ve
fosfatovém pufru dojde k tvorbé precipitatu DNA-fosfore¢nan vapenaty; tento precipitat je pohlcovan
buiikami endocytozou.

Naucit se zaklady manipulace s adherentnimi buitkami QT6 a zpusob jejich transfekce a

kotransfekce vice plazmidy. Demonstrovat transaktivacni schopnost proteinu Myb na wild-type
promotoru (Ew5luc) a promotoru s mutacemi ve vazebnych mistech (Em5luc).

Postup:

1. Den pfed transfekei pasazovat buriky QT6 z konfluentni misky na misku o priméru 5 cm
v poméru 1:10. inkubovat pfes noc v 10% CO, inkubatoru.
2. Druhy den odsat médium pasteurkou a nahradit je 5 ml ¢erstvého predehratého média.
3. Ve sterilnich eppendorfkach pfipravit transfekéni smési:
A: lpg reportéru EwSluc, 1pg reportéru cmv-Bgal, Spug NdGE
B: 1pg reportéru EmSluc, 1pg reportéru cmv-gal, Spug NdGE
C: lpg reportéru EwSluc, 1pg reportéru cmv-fgal, Spg tRNA
D: Ipg reportéru, EmSluc, 1ug reportéru cmv-Bgal, Spg tRNA

4. Ke vSem transfekénim smésim piidat 25ul 2,5M roztoku CaCl,, doplnit dd H,O do finalniho
objemu 250ul, pridat 250l roztoku BES a promichat

5. inkubovat min.15 minut/RT
6. Smgs prikapat k buiikam
7. Inkubovat pies noc v 37°C/3%CO,
8. Nasledujici den odstranit precipitat 2 x promytim bun¢k 2,5ml média
9. Pridat Sml média inkubovat pies noc v 37°C/10%CO,
Roztoky:

2x BES (pH=6,95): 50mM BES, 280mM NaCl, 1,5mM Na,HPO,
sterilizovat filtraci pres 0,45um filtr, uchovavat v —-20°C
kriticka je zde presnost pH, uprava HCl v RT.



Uloha ¢.3

TEST LUCIFERAZOVE A B-GALAKTOSIDAZOVE AKTIVITY V EXTRAKTECH

ZIVOCISNYCH BUNEK

Priprava vzorkii z ulohy 2:

L.

W

Seskraban¢ nebo centrifugované buiky transfekované kultury v PBS stocit v mikrocentrifuze
(5 minut, 500 g).

Odsat supernatant a bunéény pelet resuspendovat v 50 pl 0,25 M roztoku Tris pH 7.5.

lyzovat buriky tfemi cykly opakovan¢ho zamraZzovani v izopropanolové lazni a rozmrazovani
v pokojové teploté. Vyhnout se ohfati roztoku na pokojovou teplotu.

Po poslednim rozmraZeni centrifugovat bunéény lyzat 5 minut pfi max. otackach v chlazené
mikrocentrifuze.

Prenést supernatant bunécného lyzatu do nové mikrozkumavky a uchovat v -70°C nebo
provést vlastni testy.

A) TEST NA AKTIVITU B-GALAKTOSIDAZY

1. Bunécnou suspenzi lyzovat 3 cykly opakovaného zamrazovani a rozmrazovani .
Po poslednim rozmrazeni centrifugovat bunéény lyzat 5 minut pfi max. otackach v chlazené
mikrocentrifuze.
3. Prenést supernatant bunécného lyzatu do nové mikrozkumavky a uchovat v -70°C nebo
provést vlastni testy.
4. Pro kazdy testovany vzorek na aktivitu f-galaktosidazy pripravit nasledujici smés:
1. 100x roztok Mg 4 nl
ii. 1x ONPG 88wl
iii.  0,1M fosfatovy mix pH 7,5 268 ul
5. Smés rozpipetujte do zkumavek ke 40 ul bunééncho lyzatu a inkubujte pti 37°C se neobjevi
zlutavé zbarveni.
6. Zastavte reakci pridanim 667 pl 1M Na,CO;,
7. Stanovte optickou densitu méfenim pfi vinove délce 420 nm. (rozsah linearity je 0,2-0,8 OD).
Roztoky:

100x roztok Mg: 0,1M MgCl,, 4,5 M B-merkaptoetanol

Ix ONPG: 4 mg/ml o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosidu v 0,1 M fosfatovém mixu pH 7,5
0, IM fosfatovy mix: 41 ml 0,2M Na,HPO,. 2H,0 a 9 ml 0,2M NaH,PO, . 2H,0 + 50ml H,0.

B) TEST NA AKTIVITU LUCIFERAZY

1. 10 pl lyzatu prenést do 90 pl 0,25M Tris pH 7.5.

2. Pridat 360 pl luciferase assay buffer, prenést do luminometrické kyvety a promichat na
vortexu.

3. Pfenést do komurky luminometru, pfidat 200 pl roztoku luciferinu (luciferin stock
solution tedény 5x H,0) a zaznamenat udaj o absolutni luciferazové aktivit¢ na
luminometru.



4. Relativni luciferazovou aktivitu kazdého vzorku stanovit jako podil absolutni luc. aktivity
a -gal aktivity na 1 pl extraktu.

Zasobni roztoky:

Luciferase assay buffer:

Vysledny roztok Konc. Piiprava Sml
zasobniho pracovniho

roztoku roztoku

25 mM Gly-Gly pH 7.8 250 mM 0,5 ml

15mM KH,PO4, pH 7.8 0,1M 750 wl

15 mM MgSO, 1M 75 wl

4 mM EGTA 400 mM 50 ul

2 mM ATP 100 mM 100 pl

1 mM DTT IM Sul

ddH,0 - 3520 ul

Luciferine stock solution:

1 mM D-luciferin

25 mM glycylglycine (Gly-Gly)
10 mM DTT



