Téma: PROTEINY, BUNECNE STRUKTURY, BUNECNA DIFERENCIACE

Uvod:

Béhem diferenciace bunék dochazi k vyraznym zménam v expresi a aktivité celé tady
proteini. Tyto zmény mohou byt kvalitativni (syntéza proteinu, ktery v prekurzorech nebyl
exprimovan) nebo kvantitativni (zména v mnozstvi syntetizovaného proteinu). Diferenciace mize byt
také doprovazena zmeénami v lokalizaci ¢i post-translacnich modifikacich urcitych proteint
ovliviyjicich jejich aktivitu. Dasledkem diferenciace jsou funkéni zmény bunék, které uzce souvisi se
zménami jejich morfologie, proteinového/enzymového vybaveni a se zménami proteinovych markerti
vystavenych na jejich povrchu. Cilem této ulohy je osvojeni poznatkil tykajicich se procest
provazejicich diferenciaci hematopoietickych bun€k myeloidni tfady a praktickd aplikace téchto
veédomosti pti sledovani diferenciace monoblasti BM2 do monocyti/makrofagi.

Definovat zmény v expresi, lokalizaci a specifické aktivité vybranych proteini béhem
makrofagové diferenciace monoblastii BM2.

Uloha &.1

DETEKCE VIMENTINU V LYZATECH MONOCYTU BM2 POMOCI ELEKTROFOREZY
PROTEINU A IMMUNOBLOTINGU

Vimentin:

Cytoskeletarni protein o velikosti 57 kDa. Patii do skupiny intermediarnich filament. Exprimovan
v bunkach mezodermalniho pivodu. Jeho intracelularni hladina se méni béhem diferenciace nekterych
typt bunck.

SDS elektroforéza proteini:
- déleni proteint dle jejich molekulové hmotnosti (pro urceni MW vyuziti markeru)
- migrace ovlivnéna i modifikacemi proteinti (pi. glykosylace ...)
- nejéastéji 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 proteinii ze vzorku)
- gel: polyakrylamid — polymerace akrylamidu, kroslinkovano N,N"-metylen-bis-akrylamidem
- deleni proteint dle MW — koncentrace gelu, pocet kroslinkli

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, dithiothreitol) — disociace proteinovych komplexti na podjednotky

Barveni proteini:
Soli stiibra (nejcitlivejsi), Coomassie briliant blue — nespecificka vazba na proteiny

Westerntiv pienos: - polosuchy, ponofeny




Membrany: nitroceluldéza, PVDF, nylonové membrany
- li8i se kapacitou vazby proteind, vazou rizné riizné proteiny
- lze nani i barvit proteiny (Ponceau S, India Ink, Amido Black ...)

Protilatky:
Primdrni — monoklonalni, polyklonalni

Sekundarni — konjugované s enzymy (HRP, AP ...), biotinylované ...

Substraty:
Chromogenni, chemiluminiscence

Ptiprava vzorkii:

1x10° bunék BM2 inkubovat s forbolovym esterem TPA (7.5 ng/ml kultivaéniho media) v Sml misce
24 hod. Zaroven kultivovat stejné mnozstvi BM2 bunek jako kontrolu. Buitky promyt 1xPBS a lyzovat
v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani bromfenolovou modf, 4 minuty povafit a
uchovavat pii —20°C. ZméFit koncentraci proteinti ve vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke
vzorklim pfidat alespofi dvojnasobek kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vyslednd koncentrace
proteintl v takto nafedénych vzorcich byla stejna.

Meéfteni koncentrace proteint (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesti¢ku pipetovat 5ul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkliim ptidat 25 ul
roztoku A’ (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Pridat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minu stat. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pii 750 nm. Vypocitat
vhodné fedéni vzorku tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteind od kazdého
vzorku.

Piiprava gelu:
1. S pouzitim rukavic vycistit skla, promyt pod tekouci vodou, umyt detergentem, proplachnout

vodou, oplachnout ethanolem a utfit.

2. Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.

3. 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.

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

NanaSeni vzorki a elektroforéza:

1. Skla s gelem umistime do elektroforetické aparatury, dolijeme elektroforeticky pufr a opatrné
vytdhneme htebinky.

2. Na gel nanasime 10-20 ul vzorku (mnozstvi zavisi na koncentraci proteinit v bunéénych
lyzatech).

3. Piipojime aparaturu ke zdroji. Pro prichod hornim gelem aplikujeme 80V, poté zvysime
napéti na 120V.

4. Elektroforézu zastavim v moment¢, kdyZz hrana barvicky opousti gel.

Barveni gelu na proteiny:

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

2. Odlijeme barvici roztok a gel zalijeme roztokem odbarvovacim. Odbarvujeme opét na
kyvacce. Odbarvovaci roztok ménime kazdych 20-30 minut. Po odbarveni gel vysu§ime na
susicce gela.

Sestaveni blotovaci aparatury:

1. Nasttihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a nitrocelulézovou membranu stejné velikosti jako
je proteinovy gel.

2. Navlh¢ime papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.

3. Plastikovou svorku umistime do vanicky s transferovym pufrem ¢ernou plochou dolt. Na ni
polozime pdrezni podlozku a vytlaGime bubliny.

4. Na podlozku umistime 2 navlhcené filtra¢ni papiry Whatman a op¢t vytlacime bubliny.




7.

8.

Na papiry Whatman polozime gel a na né¢j opatrné navlh¢enou nitrocelul6zovou membranu.
Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytla¢ime bubliny a na né druhou
porézni podlozku. Opét vytla¢ime bubliny.

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

Blotujeme 1 hod pii 100 V.

Detekce proteini na membrané pomoci protilatek:

1.

2.

8.

9.

Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelul6zovou membranu v 5% roztoku suSeného mléka
v TBS-Tween po dobu 30 minut pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

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

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

Inkubujeme membranu 1 hod se sekundéarni protilatkou s konjugovanou peroxidazou (anti-
mouse IgG fedéna 1:10000 v TBS-Tween) pti pokojové teplote.

Promyjeme dvakrat TBS-Tween a dvakrat TBS.

Oplachneme membranu v destilované vod¢€, osuSime na ubrousku a umistime na folii.
Smichame roztoky A a B z ECL kitu (Amersham) 1:1 a nakapeme na membranu. Inkubujeme
5 minut.

Osusime membranu ubrouskem, ptiklopime folii a ve svétlotésné kazeté odneseme do temné
komory.

Ptilozime fotograficky papir a exponujeme 1 minutu (podle intenzity signalu upravime délky
dalsich 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 promyvéame alespoii 1 hodinu v destilované vodé a vysusime.

Pouzité roztoky

Transferovy pufr: TBS: TBS-Tween:

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

39mM glycin 57,6 ml 5M NaCl

20% methanol doplnit vodou do 2 litr

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

500 ml metanolu 25mM Tris

400 ml destilované vody 250mM glycine

100 ml kyseliny octové 0,1% (w/v) SDS

Pufr pro alkalickou fosfatdzu: Barvici roztok: (barveni proteinii)

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 10 ml

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7.5ml)
H,O 4,9 ml H,O 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; 1,2 ml 1M Tris pH=6,8; 0,4 ml 0,2% Bromfenolova modf v 1M Tris
pH=6,8; 2 ml 20% SDS
+ pted pouzitim ptidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB
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DETEKCE ZMEN MNOZSTVi, LOKALIZACE A STRUKTURNIHO USPORADANI
VIMENTINU BEHEM MAKROFAGOVE DIFERENCIACE MONOBLASTU BM2 POMOCI
NEPRIME IMUNOFLOURESCENCE

Béhem makrofagové diferenciace dochazi k nardstu exprese proteinu intermediarnich filament
— vimentinu. Ten vytvaii u makrofagt hustou bohaté rozvinutou sit’ vlaken v cytoplazmé.

Neprima imunoflourescence:

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

- vyuziti specifickych primarnich protilatek

- sekundarni protilatky fluorescencné znacené (FITC, rhodamin, texas red...)

- fluorescencni molekula po excitaci zafenim o urcité vinové délce emituje zafeni o jiné vinové
délce

- fluorescencni mikroskop — excita¢ni filtr (zafeni dopadajici na preparat)

- emisni filtr (filtruje zafeni vychazejici z preparatu)
- umoznuje detekci vice proteint naraz (vice fluorescen¢nich molekul)
- lze lokalizovat detekovany protein do bunéénych organel zna¢enych specifickymi sondami

Fixa¢ni média

Fixace je operace, provadeéna za Gicelem zastaveni vSech procest, probihajicich v burice, zachovani co
mozna nejpiesnéjsiho stavu a struktury tkané€. Fixacni ¢inidlo je voleno podle feSeného 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 butiky montovany

vvvvvv

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) ...

Ptiprava vzorki

1x10° bunék BM2 inkubovat s forbolovym esterem TPA (7.5 ng/ml kultivaéniho media) v 5Sml misce
s krycim sklickem polozenym na dno misky. Po 48 hod jsou buiiky pfisedlé na kryci sklicko. Zaroven
kultivovat stejné mnozstvi BM2 bunck jako kontrolu.

Po 48 hod kontrolni bunky, které zlstavaji v suspenzi, sklidit centrifugaci pti 400 g/5 min. Buiky
oplachnout roztokem PBS a 5x 10* bunék cytocentrifugovat na kryci sklicko 400 g/ 5 minut. Sklicka
s bunkami (kontrolnimi i po kultivaci s TPA) oplachnout v TBS a fixovat ledovou smési
aceton/metanol (1:1) 10 minut pii 4°C.

Po fixaci promyt sklicka s buitkami 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 opét



promyt — 2x TBS-Tween a 2x TBS. Na zavér inkubovat 5 minut v TBS s roztokem propidium iodidu
(10 ug/ml) — barveni jader.

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 IM Tris-Cl pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litri TBS
57,6 ml 5M NacCl

doplnit vodou do 2 litr

Fixacni sm¢és: Montovaci médium:
Aceton:metanol 1:1 Mowiol (Calbiochem)
Protilétky:

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

Dopliikova tiloha — barveni bunéénych struktur na Zivych buiikach — jadra a lysozomy

Pro barveni struktur v zivych bunkach lze vyuzit flourescencni latky (sondy), které prochazeji
cytoplazmatickou membranou a nasledné se hromadi v uritém bunécném kompartmentu. Barveni
mize byt umérné nekteré z dllezitych vlastnosti barvenych organel (membranovy potencial u
mitochondrii, acidifikace lysozomt ...). Dalsi alternativou jsou vektory pro expresi fiiznich proteinti
(protein se specifickou bunécnou lokalizaci lokalizaci + flourescenéni protein). Existuji pochopitelné i
sondy pro detekci struktur ve fixovanych bunkéach.

Ptiklady:
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/tables/Molecular-
Probes-organelle-selective-probes.html

Jadra — Hoechst 33342, Hoechst 33258, SYTO
Mitochondrie — MitoTracker red, MitoTracker orange, rhodamine 123, JC-1
Lysozomy — akridinova oranz, DND-153, DND-160

Hoechst 33342 — permeabilni, vazba na DNA do AT bohatych oblasti do maleho zlabku, excitace 350
nm, emise 461 nm

Akridinova oranz — permeabilni, protonuje se v lysozomech, excitace 503 nm, emise 530 nm

4x10° bunék MDA-MB-231 inkubovat v Sml misce s krycim sklitkem poloZenym na dno misky. Po
24 hod jsou buniky pfisedlé na kryci sklicko. Sklicka s buiikami oplachnout v PBS a inkubovat 5 minut
v PBS s akridinovou oranzi (5ug/ml) a Hoechst33342 (5 ug/ml). Pozorovat pod flourescen¢nim
mikroskopem.


http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/tables/Molecular-Probes-organelle-selective-probes.html
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/tables/Molecular-Probes-organelle-selective-probes.html

Uloha &.3

STANOVENi SCHOPNOSTI FAGOCYTOVAT PO INDUKCI DIFERENCIACE BUNEK
BM2 FORBOLOVYM ESTEREM TPA

Uvod:

Jednou ze zakladnich vlastnosti makrofagl je schopnost fagocytdzy. V soucasné dobé¢ existuje
fada metod pro stanoveni fagocytické aktivity makrofagd. Jedna z nich je zaloZena na kultivaci bun¢k
s Dynabeads M-270 Epoxy kulickami o velikosti 2,8 mikrometrii (Dynal Biotechnologies). Makrofagy
jsou schopné tyto kulicky fagocytovat a pocet fagocytovanych kuli¢ek jednotlivymi buitkami lze
vyhodnotit pod mikroskopem.

Postup:

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

2. Sklizené bunky promyt 1x v 1x PBS, resuspendovat v 1 ml 1x PBS

3. Do zkumavky s 2 ml Histopaque pfenést suspenzi bun¢k — nalévat po stén¢, aby se vrstvy
nepromichaly

4. Cfgna centrifuze s vykyvnym rotorem (Heraeus) 400g/30 min

5. Buiky vytvoii bélavy prstenec. Vrstvu nad nim opatrné odsajeme, fazi s buiikami odebereme
do nové zkumavky a promyjeme 10 ml 1x PBS/EDTA

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

7. 3 pl naneseme doprostied skla, prekryjeme krycim sklickem a pfitla¢ime

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

Pozn:
1. Pii sklizeni dochazi ke ztraté bunék, proto kultivovat na 10 ml miskach
2. Pomér buniky:beads je 1:5, tj. 10 pl kulicek na 10 ml misku
3. Dodrzovat stejné dlouhou dobu kultivace s beadsy, aby bylo mozné srovnani
4. Na sklicko nenanaset vic nez 3 pl, jinak se barva pfili§ zfedi
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STANOVENI ZMEN V PRODUKCI KYSLIKOVYCH RADIKALU PO INDUKCI
DIFERENCIACE BUNEK BM2 FORBOLOVYM ESTEREM TPA
POMOCI NBT TESTU

Uvod:

Proces fagocytozy je nasledovan sledem chemickych reakci, v jejichz pribéhu vznikaji latky

jako peroxid vodiku a kyselina chlornd, které slouzi k usmrceni fagocytujici buitkou pohlceného
organismu. Tvorba téchto sloucenin je doprovazena vznikem kyslikovych radikall, jejichz vznik
muzeme prokazat pomoci tetrazoliové soli, ktera je radikaly redukovana na barevny formazan. Reakci
vyhodnotime spektrofotometricky. Buiiky mohou byt k tvorbé kyslikovych radikalt stimulovany jako
odpoveéd na probihajici fagocytozu stejné jako forbolovym esterem PMA.

Roztoky:

1.
2.

3.

DMEM (bez séra), 37°C

Img/ml NBT v PBS s 2 pl/ml PMA (zé&sobni koncentrace 1 mg/ml, ptidat tésné pted pouzitim).
200pl na vzorek, ptipravit doptedu, pfed pouzitim zcentrifugovat naplno)

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

Postup:

1.

A e R i

V 5 ml média kultivujte 1x10° bunék BM2 po dobu 24 hodin indukovanych a neindukovanych
trichostatinem A.

1x10° viabilnich bun&k z kultivaéni misky centrifugovat pii 200g

Opatrn¢ odsat supernatant (trocha supernatantu muiize zustat)

Sediment rozsuspendovat ve 400 pl DMEM bez séra, ptidat 200 pl NBT v PBS/PMA (roztok 2)
Lehkym protiepanim rozsuspendovat bunky

Jednu hodinu inkubovat v termostatu (37°C)

Buniky centrifugovat, promyt v PBS a extrahovat ve 400 ul DMSO 15 minut.

Centrifugovat na maximum otacek a odebrat supernatant.

Zmgfit absorbanci na ELISA-readeru pii 570 nm
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STANOVENI ZMEN V PRUCHODU BUNECNYM CYKLEM PO INDUKCI
DIFERENCIACE BUNEK BM2 FORBOLOVYM ESTEREM TPA

Uvod:

Béhem terminalni diferenciace dochazi u bunék obvykle k zastavé prichodu bunécnym
cyklem. Zastavu nebo zménu bunééného cyklu Ize sledovat analyzou obsahu DNA v bunkéch po
obarveni propidium jodidem pomoci prutokového cytometru FACSVerse. Propidium jodid je
interkalujici barvivo, které se vaze k DNA a po ozafeni svétlem o vinové délce 488 nm emituje zareni
(> 560 nm). Mnozstvi navdzaného barviva je imé€rné mnozstvi DNA v burice. Z jednoparametrové
analyzy fluorescenéniho signalu propidium jodidu je mozné urcit obsah DNA v burikach a tim i fazi
bunééného cyklu, ve které se nachdzeji.

Postup:

V 10 ml média kultivovat 2x10° bunék BM2 s a bez ptidavku TPA.

Po 24 hod ptisobeni, odsat médium, sklidit buitkky 1 mM EDTA v PBS
Centrifugace 500g/5min

Buiiky promyt 1xPBS

Pelet rozsuspendovat v 0,5 ml PBS a ptikapat 4 ml vychlazené¢ho 70% etanolu
Fixace min. 30 min v 4°C

Centrifugace 500g/5 min, odsat supernatant

Promyt 4 ml 1xPBS

Rozsuspendovat ve Vindelové roztoku (obsahuje propidium jodid a RN4azu)
Barvit 30 min, 37°C, ve tmé

Analyza mnozstvi DNA pritokovym cytometrem

e I

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

Uvod:

Mezi vyznamné regulatory genové exprese patii transkripni faktory (TF). Jejich hladina a
aktivita musi v bunikdch podléhat ptisné regulaci. Obecné lze fict, Ze zména v tirovni exprese urCitého
TF nemusi automaticky znamenat zménu v jeho aktivité. Ta mize byt ovlivnéna celou fadou faktord —
fosforylaci, vazbou aktivatoru ¢i inhibitoru, lokalizaci v buiice ... Aktivita nékterych TF koreluje
s jejich DNA vazebnou schopnosti a proto ji 1ze stanovit pomoci gel shift nebo gel supershift assaye.
Obecné lze aktivitu libovolného TF stanovit pfechodnou transfekci reportérového plazmidu a
naslednym méfénim aktivity reportérovych genti v bunécnych lyzatech.

Reportérovy plazmid:

Plazmid obsahujici reportérovy gen (nejcastéji luciferazu) pod kontrolou promotoru, jehoz
aktivita je fizena specifickym TF. V naSem ptipad¢ budeme pouzivat plazmid RAREB2-TK-LUC, kde
genu kodujicimu luciferazu je prediazen minimalni promotor s vazebnym mistem pro RAR.

Postup:

A) TRANSFEKCE

1. Do mikrozkumavky napipetovat 100 ul média OPTI-MEM a ptidat 5 ul transfekéniho ¢inidla
Lipofectamine2000.

2. Do druh¢é mikrozkumavky napipetovat 100 ul média OPTI-MEM a pfidat smés plazmidovych

DNA sestavajici se z 1 ug RAREB2-TK-LUC a 1 ug CMV-f-gal.

Po 5 minutach smichat obsah obou mikrozkumavek dohromady.

Inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté.

5. Priikapat tuto smes ke 4x10° butikim BM2 ve 2,5 ml kompletniho média. Inkubovat v CO,
inkubatoru do druhého dne.

6. Druhy den buiiky rozdélit na dvé 5ml misky, p¥idat 5 ul 10°M kyseliny retinové a inkubovat
v CO; inkubatoru do druhého dne.

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

B

B) TEST NA AKTIVITU B-GALAKTOSIDAZY

1. Bunéénou suspenzi lyzovat 3 cykly opakovaného zamrazovani a rozmrazovani.
Po poslednim rozmrazeni centrifugovat bunécny lyzat 5 minut pfi max. ota€kach v chlazené
mikrocentrifuze.

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

4. Pro kazdy testovany vzorek na aktivitu f-galaktosidazy ptipravit nasledujici smes:

100x roztok Mg 4 ul
1x ONPG 88 ul
0,1M fosfatovy mix pH 7.5 268 ul

5. Smeés rozpipetujte do zkumavek ke 40 ul bunécného lyzatu a inkubujte pti 37°C se neobjevi
zlutaveé zbarveni.



6. Zastavte reakci pridanim 667 pl 1M Na,CO;,
7. Stanovte optickou densitu métenim pii vinové délce 420 nm. (rozsah linearity je 0,2-0,8 OD).
Roztoky:

100x roztok Mg: 0,1M MgCl,, 4,5M B-merkaptoetanol
Ix ONPG: 4 mg/ml o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosidu v 0,1M fosfatovém mixu pH 7,5
0, 1M fosfatovy mix: 41 ml 0,2M Na,HPO, . 2H,0 a 9 ml 0,2M NaH,PO,. 2H,0 + 50 ml H,O.

C) TEST NA AKTIVITU LUCIFERAZY

1. 10 pl lyzatu prenést do 90 pl 0,25M Tris pH 7,5.

2. Ptidat 360 pl luciferase assay buffer, ptenést do luminometrické kyvety a promichat na
vortexu.

3. Pfenést do komulrky luminometru, pfidat 200 pl roztoku luciferinu (luciferin stock solution
fedény 5x H,0) a zaznamenat Udaj o absolutni luciferdzové aktivité na luminometru.

4. Relativni luciferdzovou aktivitu kazdého vzorku stanovit jako podil absolutni luc. aktivity a 3-
gal aktivity na 1 pl extraktu.

Zasobni roztoky:

Luciferase assay buffer:

Vysledny roztok Konc. Piiprava Sml
zasobniho pracovniho
roztoku roztoku
25mM Gly-Gly pH 7,8 250mM 0,5 ml
15mM KH,PO4, pH 7.8 0,IM 750 pl
15mM MgSO, M 75 pl
4mM EGTA 400mM 50 pl
2mM ATP 100mM 100 pl
ImM DTT M S5ul
ddH,O - 3520 wl

Luciferine stock solution:

ImM D-luciferin

25mM glycylglycine (Gly-Gly)
10mM DTT



Uloha &.7

STANOVENI ZMEN V PRODUKCI PROTEINU TROP2 NA POVRCHU BUNEK 4T1
VYSTAVENYCH UCINKU HYPOXIE

Uvod:

Kromé imunoblotingu existuje fada dalSich metod pro stanoveni produkce specifického
proteinu v buiikach. Jednim z hojné vyuzivanych metodickych pfistupti je pritokova cytometrie.
Podobné jako v pfipadé immunoblotingu je detekce zalozena na reakci specifické primarni protilatky a
cilovym proteinem. Nasleduje inkubace se sekundarni protilatkou znacenou fluorescencné. Intenzita
fluorescence je néasledné zméiena na prutokovém cytometru. Vyhodou této metody je, ze mnozZstvi
vybraného proteinu lze uréit pro kazdou jednotlivou analyzovanou buiiku. V pfipad€, Ze pracujeme
s zivymi bunkami, lze buiiky na zaklad¢ produkce tohoto proteinu ,,roztiidit na specialnim sorteru a
vyuzit pro dal§i experimenty.

Cilem této ulohy je stanoveni mnozstvi povrchového antigenu Trop2 v bunikach 4T1
vystavenych u¢inkiim hypoxie.

Trop2 je povrchovy glykoprotein jehoz funkce neni dosud Uplné znama. Utastni se regulace
bunéénych signalizaci a ovliviiuje bunéénou adhezi a migraci. U nékterych typti nadorovych
onemocnéni jeho exprese koreluje se Spatnou prognozou.

Postup:
a) priprava bun¢k:

1x10° bunék 4T1 nasadit na dvé 5ml misky, jednu umistit do prostiedi s normalni hladinou kysliku a
druhou do hypoxické komory s hladinou kysliku 1%. Po 48 hodinach bunky sklidit pomoci roztoku
Trypsin/EDTA, prenést do 15ml zkumavky a oplachnout vychlazenym roztokem PBS.

b) pftiprava kontrolnich bun¢k:

2x10° bun&k 4T1 nasadit na dvé Sml misky a transfekovat je jak je popsano v tiloze 6. Jedna miska
bude transfekovana prazdnym vektorem (negativni kontrola), druhd plazmidem kédujicim gen trop2.
48 hodindch bunky sklidit pomoci roztoku Trypsin/EDTA, pfenést do 15ml zkumavky a oplachnout
vychlazenym roztokem PBS.

Bunky inkubovat s primarni protilatkou proti Trop2 (1:50, 30 minut, lednice) v PBS, nasledné promyt
3x PBS a inkubovat se sekundarni protilatkou (1:1500, 30 minut, lednice) znacenou PE/Cy7. Opét
promyt 3x PBS a analyzovat na priitokovém cytometru.



