Jméno: Datum:

PROTOKOL TRANSFEKCE

A. TRANSFEKCE POMOCI PEI, LIPOFECTAMINU a FUGENE

Postup 2 dny predem: Uvolnime buitky HEK293 pomoci TRYPSIN/EDTA (viz nize),
vysejeme je na 2 ml misky tak, aby druhy den doséhly cca 50 % konfluence.

Postup den piedem: Smichame transkripéni ¢inidlo - PEI/Lipofectamin/Fugene - s DMEM
(65 ul) mediem bez séra a dalSich suplementti, zvortexujeme, centrifugujeme a nechame 10
min stait v RT. Mezitim si nachystiame DNA s DMEM (65 ul, opét bez suplementti) do
jednotlivych zkumavek. Priddme smés transfekéniho Cinidla s DMEM k DNA. Dukladné
zvortexujeme a nechame dalSich 10 min stat v RT, aby ¢inidlo a DNA vytvofilo komplexy.
Pak celou davku ptfidame k nachystané¢ bunétné kultufe (2 ml). Po 4 hodinach, kdy se
komplexy dostavaji do bun¢k, se vyméni médium za Cerstvé (v piipadé€ potieby). Kultivace 24
hodin v 37°C/5% CO; v inkubatoru.

PEI pH7,0 | LIPOFECTAMIN | FUGENE
Medium 130 ul 130 ul 130 ul
Transfekéni &inidlo 75l 7,5l 7,5 ul
DNA (pMax GFP) 2,5 ug 2,5 ug 2,5 ug
Pomér transfekcni 3:1 3:1 3:1
¢inidlo:DNA

SS plazmidu pmax GFP (amaxa): 1,85 ug/ul

Spocitej kolik ul plazmidu bylo ptidano do reakce:

B. NUKLEOFEKCE POMOCI PRISTROJE NEON

Postup den predem: Uvolnime buiiky pomoci TRYPSIN/EDTA (viz niZe). Bunky spocitame
a oplachneme v PBS. 1x10° bungk resuspendujeme v ,,Resuspension buffer R*. Pred vlastni
elektroporaci si pfipravime misku sristovym médiem bez antibiotik, do které
elektroporované buiiky findlné pfeneseme. Naplnime elektroporacéni trubici 3 ml ,,Electrolytic
buffer = E®“. Nastavime vhodnou kombinaci pro eletroporaci (1150  V/
20 ms/1pulz). Pfeneseme 2,5 ug DNA do sterilni zkumavky a ptiddme k ni bunénou suspenzi
(1 ml) a jemné zamichdme. Nasajeme suspenzi bunck a DNA do elektropora¢ni jehly.
Vlozime elektroporacni pipetu do elektroporatoru a nechdme probéhnout elektroporaci.
Nésledné buiiky ,,vypustime® do ptedehidtého media bez antibiotik. Kultivace 24 hodin
v 37°C/5% CO; v inkubétoru.

Postup aktualné:

1. Pomoci fluorescencniho mikroskopu odhadni u¢innost transfekce vzorkl (v %):

1. FUGENE 2. NEON 3. PEI 4. LIPOFECTAMIN




2. Uvolnéni bun¢k pomoci TRYPSIN/EDTA: Do ptipravené zkumavky prenes 750 ul media
z kultury. Zbytek ptenes do odpadu. Oplachni misku 2 ml PBS, ptidej 500 ul TRYPSIN/
EDTA, inkubuj 3-5" v 37 °C, ptenes uvolnéné bunky do zkumavky s mediem.

3. Pomoci pratokového cytometru Accuri C6 urci procento GFP pozitivnich bunék tvého
vzorku.

4. Ze vSech vysledkl dopln tabulku a urc¢i potadi efektivity transfekce:

Transfekéni ¢inidlo Odhad % % GFVP+ POf?dﬁ
GFP+ bunék bungk efektivity
(accuri)
PEI
Lipofectamin
Fugene

Neon nukleofekce

Vysledky:

Zaver:



