ULOHA é&. 1

Extrakce proteinu z tkanovych kultur pro detekci pomoci SDS-PAGE/Western blot

Bunécna kultura:

Linie mySich Leydigovych bunék TM3 - konfluentni buné&c€na kultura na 35 mm Petriho miskach
(pfed zahajenim experimentu a pfed zahajenim extrakce proteinl provést mikroskopickou
kontrolu bunék, zaznamenat zmény v konfluenci, morfologii)

Chemikalie:

Lyzacni pufr (modifikovano podle Wisniewski et al. 2009, Nature Methods 6(5)):
Tris 20 mM-SDS 4%-DTT 1 mM, pH 7.6, s pfidavkem inhibitor(i fosfataz a proteaz (1X PHOS-
Stop, 1X cOmplete MINI Protease Inhibitor Cocktail, vyrobce Roche)

Priprava lyzagniho pufru: Recept pro 10 mL.:
1M roztok Tris baze

(6.057 g/50 mL, pH upraveno 7.6, skladovano pfi laboratorni teploté) -> 200 uL
1M DTT (154.25 mg/mL, skladovano pfi -20C) ->10uL
20%SDS (20 g/100 mL, skladovano pfi laboratorni teploté) -=>2mL

1X PHOS-Stop (skladovano pfi 4C) -> 1 tableta
1X cOmplete MINI Protease Inhibitor Cocktail (skladovano pfi 4C) -> 1 tableta

Doplnit destilovanou vodou na 10 mL, dukladné
rozpustit tablety, promichat

Poznamka: pokud mozné, pripravit lyza¢ni pufr ¢erstvy, pfipadné zbytky pro dalsi pouZiti

kalibraCnich roztok( pro kolorimetrické stanoveni koncentrace proteind.

PBS (phosphate-buffered saline, NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.5
mM, pH 7.2-7.4), chlazeny

Pomicky:
e automatické pipety (2-20 uL, 20-200 uL, 100-1000uL)
o 10 mL pipeta, pipetoval
o 3krabka na buriky, oplachovaci kadinka s vodou, papirové ubrousky
e odpadni kadinka
e znaCené 1.5-2.0 mL mikrozkumavky, krabic¢ka na vzorky
e ultrazvukovy homogenizator (Bandelin Sonopuls Mini20), krabice s ledem, stfi¢ka s destilovanou

vodou
vortex, minicentrifuga



Postup:

1.

Buriky péstované na 35 mm Petriho miskach, pfipadné exponované podle pozadavku.

Poznamka: Pri extrakci konfluentni bunééné kultury Ize poditat s vytéZkem extrakce zpravidla v
rozmezi 30-60 /Jg/cmZ, tzn. z 35 mm misky o obsahu 9 cm’ Ize ziskat cca 270-540 g proteint

Po ukoncCeni expozice / experimentalniho zasahu: vylit/odsat kultivaéni médium, oplachnout buriky
3x2 mL chlazeného PBS

(odpadni médium je nutné dekontaminovat pomoci savo, v pfipadé, Ze buriky byly exponovany
toxickym chemickym latkam, je nutné médium Zzlikvidovat jako nebezpecny odpad)

Naklonit misku a pomoci papirového ubrousku v rohu misky odsat zbytky PBS (nedotykat se
ubrouskem dna misky s kulturou bunék!)

Napipetovat 150 uL lyzaéniho pufru do stfedu misky (pfed pridanim pufr kratce zvortexovat a
zkontrolovat, zda nedo$lo k jeho vysrazZeni)

Poznémka: Pii pouZiti misek nebo mikrotitraCnich desek jiného formatu aplikovat lyzacni pufr v
objemu 10-15 L na 1 cm” plochy misky / jamky mikrotitraéni desky.

Pomoci suché a Cisté Skrabky rozetfit lyzacni pufr po celé ploSe dna misky, seSkrabnout buriky (kazdé
misto nékolikrat) a pfenést lyzat do popsané mikrozkumavky. Mikrozkumavku umistit na led / do
chladiciho stojanku (pfipadné zamrazit, pokud nasledujici kroky nebudou provadény v tésné
navaznosti)

Bunécné lyzaty homogenizovat pomoci ultrazvukového homogenizatoru s ponornou sondou.
Oplachnout sondu MilliQ vodou, offit papirovym ubrouskem, ponofit hrot sondy do lyzatu, t&€sné nade
dno mikrozkumavky. Zahajit sonikaci, b&hem ni by se hrot sondy nemél pfimo dotykat dna zkumavky
(pohlcuje ultrazvukvé viny a sonikace bude méné ucinna), ale ani se pfibliZzovat pfili§ k hladiné vzorku
(dojde k napénéni vzorku a opét ke sniZeni uc€innosti sonikace).

Pozndmka: Optimalni parametry sonikace (sila, doba trvani sonikace, délka pulzt) budou zaviset na
typu homogenizatoru, typu sondy a objemu vzorku. Sonikace by méla byt dostate¢né ucinna, aby
doSlo k rozruSeni molekul DNA, které jsou zodpovédné za vysokou viskozitu vzorku. Dobfe
homogenizovany vzorek je mozné bez potiZi pipetovat pomoci mikropipety (nedochazi k ucpavani
Spi¢ky). Na druhou stranu, béhem sonikace by nemélo dochazet k extrémnimu pfehfivani vzorku
(muZe zpusobovat degradaci nékterych proteind). V pripadé pfFiliSného zahfivani je mozné sonikaci
provést v nékolika krocich, mezi kterymi je mozZné vzorky zchladit na ledu.

Odstranit bunécny debris centrifugaci pfi 15 000 x G (10 min, 4C)

Supernatanty s vyextrahovanymi proteiny pfed skladovanim alikvotovat do mikrozkumavek pro
minimalizaci po¢tu rozmrazeni-zamrazeni pfi opakovaném pouzivani vzork(l (zamrazeni-rozmrazeni
zpusobuje degradaci proteinu)

Vzorky skladovat zamrazené (-20C, dlouhodobé -80C)



