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KULTIVACE BUNEK

Pasazovani adherentnich bunék — dulezité reagencie

» EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

»  polyaminokarboxylova kyselina, [CH,N(CH,CO,H),],
»  chelata¢ni Cinidlo - vytvafi komplexni slou€eniny s ionty kovu
»  vyuziti:
» bunécna biologie —rozruSeni bunéénych spoju vyzadujici pfitomnost
iontd Ca, posileni pasobeni trypsinu
» molekularni biologie - souc¢ast rfady pufrl, napfiklad TE pufru pro
uchovani DNA, ve kterych zajistuje sekvestraci dvouvazebnych
iontd, které jsou nezbytné pro funkci DNaz, ¢imz brani degradaci
DNA
» medicina — pfi chelataéni terapii, ve které slouzi k odstranéni
tézkych kovu z téla
»  primysl — odstranovani tvrdosti vody, béleni, fotografie...

» trypsin v @
»  travici enzym, ktery se vyskytuje v dvanactniku > k.g'f_ J-i%:_}. -,
»  proteaza, hydrolaza - $tépi peptidické vazby bilkovin ‘«,-:;/ _;*‘ 8-
» u adherentnich bunék §tépi proteiny, které jsou dullezité pro jejich -

uchyceni k podkladu
» trypsinizace se proto uspésné a rutinné vyuZziva pfi pasazovani
téchto bunék

» pozor na dodrzeni ¢asu, aby nedos$lo k nezadoucimu natraveni i
dalSich buné&nych struktur!

» inaktivace pusobeni trypsinu — nékteré komponenty séra
Hyrslova Vaculova, 2018



KULTIVACE BUNEK

Pasazovani adherentnich bunek

» ggegculturing”

/_,- v log fazi, nez dosahnou konfluence, pfred vstupem do stacionarni faze, kdy pak klesa jejich aktivita a
kvalita bunécné kultury

Why passage cells?
* To maintain cells in culture (i.e. don’t overgrow)
Check confluency of cells . 14 jhcrease cell number for experiments/storage

Remove spent medium How?
* 70-80% confluency
l « Wash in PBS to remove dead cells and serum
Wash with PBS *  Trypsin digests rrntain-surfaca interaction to
l release cells (collagenase also useful)
‘ * EDTA enhances trypsin activity
Incubate with * Resuspend in serum (inactivates trypsin)
i * Transfer dilute cell suspension to new flask
trypsin/EDTA (fresh media) pe
| *  Most cell lines will adhe

Resuspend in serum
containing media

Transfer to culture flask 70-80% confluence 100% confluence

(e

Ishammari, 2014) Hyrslova Vaculova, 2018



KULTIVACE BUNEK

Priklad bunecne linie - HEK293

-

»glipfe odvozena z lidskych embryonalnich

edvinnych bunék (1973), transformovana
(adenovirus 5 DNA)

» 8§iroce pouzivana - rychly rust, vyborné
transfekovatelna — vyuziti pro produkci
rekombinantnich proteinu

» existuje nékolik variant této bunécéné linie, muze
rust jako adherentni i suspenzni

(Gibco, 2015; wikipedia.org)

adherentni suspenzni

Hyrslova Vaculova, 2018




|ZOLACE DNA

STRUCNY POSTUP IZOLACE plazmidové DNA

» Plazmidy (i jinou nizkomolekularni DNA) je mozné mnozit
pomoci kompetentnich bakterii a nasledne izolovat
pomoci kolonkovych kitd (mini-, midi- a maxiprep)

» Heat shock kompetentnich bakterii E. Coli plazmidem
zajmu

» Rust bakterii na selekéni pudé (antibiotikum)

» |zolace rezistentni kolonie a jeji namnozeni v selekCnim
LB médiu

» lzolace nizkomolekularni DNA pomoci kolonkoveho kitu:
» Lyzace bakterialniho peletu a RNA
» Precipitace proteinl a genomové DNA

» Prenos supernatantu na kolonu a vazba plazmidu na
pryskyricnych kuliCek (promyti)
» Eluce plazmidové DNA a jeji precisteni



|ZOLACE DNA

IZOLACE DNA POMOCI KOLONKOVEHO KITU

video navod on line
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s zakazky/ode15/

045-medalova/DNA.mp4.video

ke stazeni
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s zakazky/ode15/
045-medalova/DNA.mp4

Kontrola kvality DNA/RNA - nanodrop

A260... nukleové kyseliny
A280... pfimési

A260 — 1.0 (10x Fedit vzorky)
RNA: A260/A280 ~ 2.0
DNA: A260/A280 ~ 1,8



https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4

TRANSFEKCE

Vektor pMaxGFP (AMAXA)

Gen pro GFP izolovany z planktonového koryse
Pontellina Plumata, konstitutivhé prepisovany plazmid
slouzi pro kontrolu uc€innosti transfekce

ESp 31(7)
Eco 311 (18)
NSil (27)
Gen pro | Promotor
rezistenci\ / z cytomegaloviru
Esp 31 (2667) __, pmaxGFP

(3486 bp)

Kpnl (980)
Nhel (988)
Ecod7lll (933)
Agel (997)

Pocatek
== T genzajmu

replikace

BspTI (1891) Bglll (
Eco31l (1896) Xhol (1680)
polyA konec

z SV40 viru

Plasmid map of pmaxGFP, encoding the new green
fluorescent protein from Pontellina sp.



TRANSFEKCE

Plazmid 368 - M50 Super 8x TOPFlash

Beta-cateninovy reportér. 8xTCF/LEF vazebnych mist pred
promotorem pro FF luciferazu
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I
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https://www.addgene.org/12456/




TRANSFEKCE

Plazmid 345 - pRLtkLuc

Konstitutitvni exprese Renilla luciferazy poskytuje vnitini
kontrolu, na kterou se muze prepocitat exprese FF
luciferazy, protoze oba vektory se transfekuji se stejnou
ucinnosti.
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https://worldwide.promega.com/products/reporter-assays-and-transfection/reporter-vectors-and-cell-lines/prl-
enilla-luciferase-control-reporter-vectors/?catNum=E2231



TRANSFEKCE

PEI (polyetylenimin) DNA:PElI=1:4

A g

v @ 9 @

Kationické polymery jsou hydrofilicke, a proto jsou rozpustné
ve vodé

Jsou schopné velmi efektivhé kondenzovat DNA (zaporny
naboj)

Komplexy DNA/PEI musi byt malé (< 100 nm)
Internalizace endocytozou

Akumulace v endosomecha a lyzosomech kolem jadra

Jen malé mnozstvi komplexl z téchto organel unikne a
dostane se do jadra

http://www.nano-lifescience.com/research/gene-delivery.html
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tps://www.bosterbio.com

Hyrslova Vaculova, 2018



WESTERN BLOTTING

Priprava vzorkli

»
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»
»

2zolace bunéénych proteinl — lyze bunék, specifické pufry, centrifugace

lyzaty celobunécné, nebo rizné frakce — cytoplazmaticka, mitochondrialni, jaderna, membranova

pro uchovani proteinl nutno k lyzatm pfidat inhibitory proteaz a fosfataz
stanoveni koncentrace proteint v jednotlivych vzorcich, nafedit vzorky na stejnou koncentraci
ke vzorku proteinu se pfidava:

Tris pufr — zajisténi optimalniho pH

SDS, beta-mercaptoetanol, DTT — denaturace protein(
glycerol — zvySeni hustoty vzorku, Iépe se udrzi v jamce v gelu
bromfenolova modr — vizualizace pohybu proteinli v gelu

B"’"’“""E?f.'% E!]\ é
I | \f l

SDS; HCl ddH,0 Sample tube

Tris;
DTT

i R

baltar Heater Vortex Sample

www.wikipedia.org

Hyrslova Vaculova, 2018




WESTERN BLOTTING

Viastni SDS PAGE (Laemmli)

» aemmliho (Tris-glycinovy) diskontinualni systém pufra - dva pufry o rizném pH pro pfipravu

/ zaostfovaciho a rozdélovaciho gelu a jeden pufr tvofici elektrolyt

denaturované proteiny jsou laboratorni injekéni stfikackou nebo pipetou vnesené do jamek
polyakrylamidového gelu, které jsou vyplnéné vhodnym pufrem

nasledné je do gelu vpustén elektricky proud, diky kterému proteiny zaporné nabité pomoci SDS migruji
skrz gel smérem k anodé

na zakladé jejich velikosti se kazdy protein pohybuje gelem rozdilnou rychlosti

» mensi proteiny pronikaji péry v gelu snadnéji nez vétsi, které se stretavaji s vétSim odporem
»  proteiny se rozdéli podle své molekulové hmotnosti

» mensi proteiny postoupi dale nez vétsi, které jsou blize poatku, kam byly proteiny aplikovany

Negative

E"*%’% Load samples herg ™"y,

P —— = = e

[ T™H__gGlass
S f h7Plates

— Spacer

Positive
Electrode

An illustration of an
apparatus used for SDS PAGE.

https://ww2.chemistry.gatech.edu/~Iw26/course_Information/4581/techniques/gel_elect/gel.jpg Hyrslova Vaculova, 2018



WESTERN BLOTTING

Imunodetekce — blokovani membrany

teiny jako blokovaci latky

inhibuji nespecifické interakce mezi proteiny a membranou a mezi proteiny navzajem
permanentni blokacni agens, fyzikalni interakce s membranou

maji mit vétsi afinitu k membrané nez nasledné pouzité protilatky

ucinné blokuji volna mista na membrané a soucasné nenarusuji vazebné interakce
mezi proteiny, které byly jiz na membranu preblotovany

» kazdy par Ab:Ag je unikatni a vyZaduje vhodnou volbu bloka¢niho agens, nutno
experimentalné urcit jeho typ a mnozstvi

» nedostatek blokovaciho agens - vysoké pozadi pfi nasledné imunodetekci,
protilatka se vaze i na membranu, nelze rozlisit specificka versus nespecificka
vazba protilatky

» nadbytek blokovaciho agens — zastinéni specifického signalu protilatky pfi
nasledné imunodetekci, specificky signal zanika

v ¢ @ @

» nejCastéji pouzivané:
» odtucnélé mléko (5%) + Tween 20 (0,1%), velmi bézné, levné; pozor — nepouzit v pfipadé, ze

bude nasledovat imunodetekce s vyuzitim biotinylovanych Ab (mléko obsahuje také biotin,
interference!)

» BSA (bovine serum albumine) — 0,3-5%, mozno i s Tweenem 20, velmi Casté

» rybi zelatina - obvykle 2%, pro nékteré specifické detekce, méné Casta, vhodnéjsi nez savei (méné
nespecifickych reakci, mensi pozadi), pozor — obsahuje biotin, relativné draha

» seérum — obvykle 10%, pouziti s azidem sodnym, drahé, obsah nékterych imunoglobulind —
potencialni cross-reaktivita

ersham Biosciences Hyrslova Vaculova, 2018



Vlastni imunodetekce — hlavni faze

»

»
»
»
»
»
»

© ggdetekce a identifikace proteint pfenesenych na
/"" membranu s vyuZitim specifickych protilatek
nékolik zakladnich krok:

odmyti bloka¢niho agens

pfidani primarni protilatky

odmyti nadbyte¢né primarni protilatky
pfidani sekundarni protilatky

odmyti nadbyte&né sekundarni protilatky

detekce signalu — intenzita Umérna mnozstvi
detekovaného proteinu (rizné moznosti)

WESTERN BLOTTING

be

L

/’1 \1‘ Secondary Ab

.JkPrimary Ab —

Ag

https://www.cusabio.comg

http://www.merckmillipore.com/

http://www.bio-rad.com Hyrélova Vaculova, 2018



WESTERN BLOTTING

O
Chemiluminescence = ONH O HRP

| | -

= _-NH Hy O,

\W/

II
'-\.|'|'|

e ———— NH O} NHED NHy O /fl\\

luminol excited state ground state

oo O

- viv s o . . (Geschwender et al., 2013)
ejCastéjSi zpusob imunodetekce po western blottingu

> Siroka Skala detekénich kitl zalozenych na chemiluminiscenéni reakci

>l princip reakce:

» cilovy protein — neznacena primarni Ab - sekundarni Ab je konjugovana s HRP
(peroxidaza) — sem se pfida luminol

» HRP katalyzuje oxidaci luminolu - vicekrokova reakce, pfi které je emitovano
chemiluminiscencni svétlo (428 nm)
» jeho mnozZstvi je umérné mnozstvi HRP (tj. mnoZstvi sAb, pAb a cilového proteinu)
» intenzitu reakce je mozné zesilit (az 1000x) pfidanim modifikovanych fenolul (p-
iodofenol), které stimuluji transfer elektrond mezi luminolem a HRP
» ucinnéjSi detekce signalu, zvySeni citlivosti detekce
» enhanced chemiluminescence (ECL) — Fada komer&né dostupnych kitt

FilmAmagining
& - | System

< Membrane

.abnewswire.com/uploads/b294aa9327f379773b0b49445841e6e8.png Hyrélové Vaculova. 2018
’



gRT-PCR -

Cycle

dynamicka regulace hladiny mRNA — detekce zmén je zasadni pro
studium zmén exprese specifickych genu;

Kvantifikace exprese proteinu podle mnozstvi molekul mRNA vyuzivajici
reverzni transkripci a PCR

Reverzni transkripce prevede mRNA na cDNA

— Primery oligoT, nahodné hexa-nona oligonukleotidy, specifické primery
pro konkrétni RNA

QRT PCR

Kvantifikace je umoznéna pouzitim fluorescencné znaCenych molekul —
narust fluorescence po kazdém cyklu

Po kazdém cyklu je provedena detekce pfiristku = odpada nutnost
kvantifikace pomoci elektroforézy



QRT PCR

Hodnoceni kvantitativni real time PCR

» UrcCeni Ct (Cp) — manualné nebo pomoci maxima 2.
derivace - bod, kde dochazi k strméemu stoupani
amplifikaCni krivky vzorku

» Cim vy33i Ct, tim méné& molekul mRNA bylo ve vzorku

Model of real time quantitative PCR plot

/ ARn
2,000,000 —

Amplification Plot

300,000

200,000

100,000

1,000,000 —

Baseline No template
[ [

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
PCR cycle numhny
Cycle

10,000

https://www.ncbi.nim.nih.gov/probe/docs/techqpcr/



QRT PCR

Krivka tani (melting curve)

» Na konci reakce probéhne postupné zahrivani cele
reakce, po dosazeni bodu tani Tm dojde k degradaci
DNA (pokles fluorescence)

» Specifitu reakce ilustruje krivka tani (melting curve) —
musi mit jen jeden vrchol = jeden produkt

A KRIVKA TANI B: DERIVACE KRIVKY TANI
g § - specifické
8 % g nespecifické produkty
La1]
= produkty

! S< !

E I
5 gs |
. - I

i

teplota T teplota

Vice info: https://theses.cz/id/go0fw3/Bakalarska_praceEliska_Ruzickova.pdf
http://labguide.cz/metody/real-time-pcr/




oncentrace bez prepoctu jednotek
SS 40 mM a a potfebujeme 100 ul WS: 20 uM
TrojClenka]20 uM.....100 ul
140 mM.... x ul T

x/100=0,02/40... 0,0005.100=x
Redé&nim I: 40 mM.... 100 ul

20 mM.... 50 ul

20 uM...... 50 nl = 0,05 ul
Redénim Il: 40 mM/0,02 mM = 2000 x fedéné

100/2000
VzoreCkem: c1.V1=c2.V2 (pozor! Nutné stejné jednotky)
40x=0,02.100 ul

» Koncentrace s prepocétem jednotek
SS: 40 mg/ml a potfebujeme 100 ul WS: 20 uM
Nutné znat Mr latky (napf 80)
1M ... 80 mg/ml
0,5M ... 40 mg/ml

» Redéni bunék
Spoditame si, Ze mame 0,35x10*6/ml = 0,7x10*6 b v 2 ml
A) chceme mit 1x10*6/1ml

zZjistime, kolik mame bunék celkem (0,7x10*6), Centrifugace a pak to dofedime 0,7 ml pufru
B) chceme odebrat 2x10*5 bunék = 0,2x10*6 bunék

0,2/0,35=0,57 ml vezmeme z puvodni suspenze



