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Blokové cvi¢eni z Metod aplikované biochemie a bunécné biologie 2019

Jméno:

Stanoveni aktivity B-cateninu

Modelovy systém:
HEK 293 — Human Embryonal Kidney — epitelialni charakter
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-1573.aspx?geo country=cz
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A) V nepfitomnosti Wnt ligandfi, nebo v pfipad¢ zablokovani drahy (DKKI1, SFRP) je cytosolicky B-catenin
konstitutivné fosforylovan v destrukénim komplexu (APC, CK1, AXIN, GSK3), nasledné ubiquitovan a degradovan
v proteasomu. ZNRF3 a RNF43 (E3 ubiquitin ligdzy) ubiquitinuji a tak destabilizuji receptory Frizzled a LRP a tak
inhibuji Wnt signalizaci.

B) Vazba Wnt ligandii (Wnt3a) na jejich receptor inhibuje destrukéni komplex, B-catenin se akumuluje, translokuje do
jadra a umoznuje prepis gent, které maji v promotoru vazné misto pro TCF/LEF transkripéni faktor, na ktery se -
catenin vaze. R-spondin (RSPO) posiluje Wnt signalizaci, protoze vytvaii terndrni komplex LGR proteinil
s ZNRF3/RNF43, ktery indukuje autoubiquitinaci ZNRF3/RNF43, coz vede k jeho degradaci v proteasomu.

Ve zkratce:
Wnt3a > B-catenin
-]
Vzorky:
I. CTR = catenin kontrolni hladina (450 ul DMEM)
2. WNT3a =catenin A (300 ul DMEM + 150 ul CM Wnt3a)
3. RSPO = catenin M (300 ul DMEM + 150 ul CM RSPO)
4. WNT+ RSPO+ — catenin MMM (150 ul DMEM + 150 ul CM Wnt3a + 150 ul CM RSPO)

CM ... kondiciované médium — buiiky produkujici ptislusny protein jej sekretuji do média


https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-1573.aspx?geo_country=cz

PROTOKOLY

Transfekce bunék
Bunky vysejeme den pfedem (50x10*3 b na jamku v 24W desce - do 0,5 ml DMEM)
Zkontrolovat, jestli je konfluence 70 — 80 %

Ptiprava transfek¢nich smési — na 1 jamku: SS plazmidu 500ng/ul
1. 100 ul DMEM pure + 150 ng kazdého plazmidu (celkem 0,45 ug DNA) vypocet: 500 ng.... 1 ul
150 ng.... xul

2. 100 ul DMEM pure + 1,8 ul PEI (pomér DNA : PEI = 1:4, tj. 0,45x4 = 1,8)
pRLtkLuc  Super8X TOP Flash pmax GFP
Vypocet: DMEMpure 345 368 251 PEI
1 jamka 100 ul 1,8 ul

5 jamek

Ptipravené transfek¢ni smési diikladné zvortexujeme, kratce sto¢ime a nechame 10 minut inkubovat pii RT.

Ob¢ zkumavky smichame, dikladné promichame a opét 10 minut inkubujeme pii RT.

Do kazdé jamky ptidame 210 ul vysledné transfekéni smési.

Po 3 hodinach odsajeme vse z jamek, pfiddme DMEM a 150 ul kondiciovaného média (CM) s WNT3a (W+) nebo
Respondinem (R+) (dle rozpisu vzorki).

Vse inkubujeme pies noc v inkubatoru.

Stanoveni ucinnosti transfekce

Mikroskopicky - Fluorescenci vzorkd zpusobenou expresi plazmidu pMAX s GFP nafotime na konfokalnim
fluorescencnim mikroskopu Leica kombinaci zeleného filtru a priichoziho svétla, abychom byli schopni urcit jak
mnozstvi sviticich bun¢k, tak pocet vSech bunék v zorném poli. Vysledek je pomér pozitivnich bun¢k ku vSem
bunkam.

Vysledek: Uginnost transfekce PEI je piiblizng %.

Pomoci ELISA readeru — lyzat vytvoreni pro metodu TopFlash zméfime na fluorimetru Hidex Sense pfi excitacni
vlnové délce 480 nm a emisi 535 nm. Srovname s netransfekovanou kontrolou.

Vysledek: Uginnost transfekce PEI je piiblizng %.

Metoda TopFlash = Dual Luciferase Assay (kit Promega )

Odsajeme médium

Pridame opatrné 1 ml PBS, odsajeme, na sucho inkubujeme v -80 °C/ 5-10 min

Rozmrazime pufr LAR II a Stop & glow buffer

Natedime si 5x lyza¢ni pufr — 1 jamka 50 ul, 6 jamek 300 ul, tj. 240 ul MQ H20 + 60 ul 5x lysis buffer
Pridame 50 ul 1x lyza¢niho pufru do kazdé jamky a inkubujeme 15 min/RT na tfepacce

Naredime si 100x Stop & glow reagent v Stop & glow buffer (25 ul na jamku x 6 vzorkd, tj. 150 ul)

Vypocet: ul Stop & glow buffer + ul Stop & glow reagent = 150 ul
Nachystame si luminometr Hidex Sense a stripy na méfeni

Do stripu nakapeme 20 ul lyzatu z kazdého vzorku (dikladné¢ zhomogenizovaného)

U luminometru velmi rychle piikapneme 25 ul LARII substratu pro firefly (FF) luciferazu

Zmetime chemiluminiscenci

Pridame Stop & glow roztok pro renilla (R) luciferazu (inhibice aktivity FF luciferazy, substrat pro R luciferazu)
Zméfime chemiluminiscenci

Vyslednou hodnotu spocitame jako podil FF luciferdzy a R luciferazy



Vysledek:

-K (buiiky bez plazmidu)
K

WNT3

RSPO

Wnt3a+RSPO

qRT-PCR
Izolace mRNA
Ve dni 0 vysejeme 2x10*5 bunék a ptidame CM dle rozpisu.

Vzorky opatrné oplachneme PBS a poté pridame 0,25 ml Trypsin/EDTA, 5 min inkubace v 37°C. Buiiky pfeneseme
do eppendorfky, stoc¢ime (200g/5 min), odstranime supernatant. K peletu pfiddme 350 pl lyza¢niho pufru RLT s 1 %
merkaptoethanolem (Sigma Aldrich), dikladné zvortexujeme, rychle stoc¢ime a nechdme inkubovat v RT 5 min.

Vypocdet: 5 vzorkd = ul RLT + ul merkaptoetanolu

K izolaci mRNA pouzijeme navod z komeréniho kitu CatchGene - Cell and tissue kit.

Pridame 350 ul pufru RB, dikladné zvortexujeme, rychle sto¢ime.

Vzorky pfeneseme do kolonky vlozené do 2 ml sbérné zkumavky.

Centrifugace 11000 g/1 min, vyménime sbérnou zkumavku (RNA navazana na kolonku).

Pridame 700 ul pufru RW1, centrifugace na max/1 min, vylejeme proteklou tekutinu (promyvani)

Ptidame 700 ul pufru RW1, centrifugace na max /1 min, vylejeme proteklou tekutinu (promyvani)

Ptidame 700 ul pufru RW2, centrifugace na max /1 min, vyménime sbéraci zkumavku.

Centrifugujeme na max /3 min

Vyménime 2 ml zkumavku za 1,5 ml zkumavku, pfidame 30 ul RNase-free H»0, inkubace 2 min v RT
Centrifugujeme na max /1 min (eluce)

Eluat jesté jednou naneseme do kolonky a znovu zcentrifugujeme na max /1 min

Natedime si 1 ul vzorku + 9 ul RNase free HO a zméfime koncentraci vyizolované mRNA na spektrometru
NanoDrop® ND-1000 Spectrometer (Thermo Fisher Scientific). [zolovanou celkovou RNA uchovavame v —80 °C.

Piepis mRNA do cDNA = reverzni transkripce

Reverzni transkripce slouZzi k vytvoieni templatu DNA (cDNA = complementary DNA), ktery bude vstupovat

do polymerazové iretézové reakce (PCR). Cely proces je zaloZen na pouZiti reverzni transkriptazy, coZ je RNA

dependentni DNA-polymeraza. Po celou dobu prace je nutné vzorky uchovavat na ledu kviili jejich nestabilité.

PRACE NA LEDU!

Z celkové RNA odebereme 1 ug (vypocet), ktery doplnime RNase free H>O do objemu 11,5 ul.

Pridame 1 pl 0,5 ug/ulM Oligo(dT), inkubace vzorkl 5 minut pti 65 °C (PCR cykler).

Piidame 4 pl 5x RT reakéniho pufru, 2 pl 10 mM smési nukleotidd dNTP, 0,5 pl (20 U) RNazového inhibitoru
RiboLock a 1 pl (200 U) RevertAid reverzni transkriptdzy (vSe Thermo Fisher Scientific).

Zamichame a kratce centrifugujeme, inkubace hodinu pfi 42 °C a dalSich 10 minut pfi 70 °C pro denaturaci enzymu,
¢imz ukon¢ime reakci. Vzorky cDNA jsou skladovany pii -20 °C.

Vypocet:

Vzorek koncentrace RNA 1 ug RNA (ul) H,O (do 11,5 ul)

Reakéni mix pro RT:

1 vzorek 6 vzorku
5x RT reakéni pufr 4 ul
dNTP 2ul
RiboLock 0,5 ul

RevertAid RT 1ul




Real time PCR
1. Do kazdé jamky (20 ul) patfi:
1,5ul cDNA templatu
18.5 ul Master mixu:
3 ul 2xcc Roche - LighCycler 480 SYBR green I master kit (smés nukleotidii, FastStart Taq DNA
polymeraza, SYBR green, MgCl,)
0,375 ul kazdého z primeria (SS 20 uM) vypocitej vyslednou koncentraci:
1,7 ul MgCl, (SS 25 mM) vypocitej vyslednou koncentraci:
Doredit do 18,5 ul sterilni RNase-free MQ H,O
Detekované geny: HPRT, ZNRF3, Axin2, cyklin D1

Sybr green 1. primer 2. primer MgCl, H;O
1 vzorek 3 0,375 0,375 1,7 13,05 ul
10 vzorki 30 3,75 3,75 17 130,5 wul

Do jamek na dno napipetovat v duplikatu (vedle sebe) master mix pro dany gen
Pridat 1,5 ul cDNA vSech vzorkii (podle rozpisu) na horni ¢ast jamky
Zcentrifugovat 5 min/4 °C, vloZzit do LC 480 (Roche)

HPRT ZNRF3 Axin2 CD1
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Western blotting

Priiprava SDS lyzati

Den pi‘edem bylo k 70 % konfluentnim buiikim p#idano CM dle rozpisu.

Ze vzorki odsajeme médium a opatrné pridime 1 ml PBS, které také odsajeme

Piidame 100 ul laemli lyza¢niho pufru (sodium dodecyl sulfate, 2 % SDS, 10 % glycerol a 100 mM TRIS pH
6,8, 0,05 % bromfenolova mod¥, 25% merkaptoetanol).

Inkubujeme 10 minut na ledu a nasledné pi‘eneseme do zkumavek (vzorky je mozné uchovavat v -20 °C).
PRACE NA LEDU!

Rozbiti bunéénych struktur a DNA provedeme sonikaci a vafenim na 95 °C/5 min v bloc¢ku.

SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

2x polyakrylamidovy gel 8 %, tloust’ka 1,5 mm, 10 jamek

Pied nanesenim vzorku na gel je dikladné zvortexujeme.

Do kazdé jamky v gelu napipetujeme 20 pl z kaZzdého vzorku (1-8) a do krajnich jamek napipetujeme 1,5 pl
barevné znaceného proteinového standardu (PagerRuler Plus Prestained Protein Ladder, ThermoScientific).
Elektroforéza 130 V 1 hodinu (proteiny, jezZ diky SDS ziskaly zaporny naboj, migruji ke kladné elektrodé¢).

Wet blotting

Preneseme gely s proteiny rozseparovanymi podle MW na metanolem aktivovanou PVDF (Polyvinylidene
difluoride) membranu (Immobilon-P membrane, Merck, Kenilworth, USA), vyrobime tzv. sandwich, dilezité
je myslet na to, Ze proteiny migruji ke + elektrodé a musi pritom prejit z gelu na membranu.

SloZeni pouZzitych roztokii:

+
Sponge
Fibre pad Dest. H1O Glyein TRIS
10x elektroforeticky/transferovy pufr
Filter Papers 11 144 g 303¢g

" Dest. H;O | 10x elektrofor./transfer. pufr 20 % SDS
Blotiing Membrane/ ﬂ!j' i .| caigal 1x elektroforeticky pufr
PDVF % " Finte 91 11 50 ml
‘ Dest. HhO | 10x elektrofor./transfer. Pufr Metanol

—p 1x transferovy pufr
Wet Transfer in 14001 200 ml 400 ml
g Transfer Butfer NaCl TRIS pH 7.4 Tween
Sponge Promyvaci pufr SS:5M SS:2M SS: 20% )
Fibe pad (doplnén dest. 0 do 11) WS: 150 mM WS: 20 mM WS: 0.06%
— 30ml 10ml 3ml

Transferujeme proteiny na PYDF 100 V/70 minut, membranu vyjmeme, oplichneme promyvacim pufrem.
Blokujeme nespecifické vazby protilatek pomoci inkubace 20 minut v bloka¢nim pufru (5 % roztok netu¢ného
suSeného mléka rozpusténého v promyvacim pufru).

Imunodetekce

NareZeme membranu na prouZky, kde predpokladame vyskyt hledanych proteini podle barevnych standardi.
Prouzky vloZime do 50 ml falcon zkumavky, ve které jsou 3 ml roztoku bloka¢niho pufru s prislusnymi
specifickymi I. Ab protilatkami v piislusné koncentraci (viz obrazek).

Inkubujeme pi‘es noc 4 °C, na rolleru

kDa kDa
pS1490-LRP6 150-250 kDa (cs-2568, 1:1 000) R 250 Total LRP6 150-250 kDa (1:1000) 250

130 130
Aktivni B catenin (ABC), 92 kDa (Millipore5665, 100 DVL 3 90-95 kDa (SC8027, 1:1000) M 100
1:1000) M

72 72

55 . 55
Tubulin alfa 55 kDa (cs-5335S, 1:1 000) R Tubulin alfa 55 kDa (cs-5335S, 1:1 000) R

35 35




Membriny druhy den pfemistime do misky a ti'ikrat oplachneme promyvacim pufrem po dobu 10 minut
(shaker). Pripravime nové falconky s 3 ml bloka¢niho pufru se sekundarnimi protilatkami (II. Ab),
konjugovanymi s kifenovou peroxidazou, fedénymi 1:5 000.

Do II. Ab vloZime oplichnuté membrany (dle druhové specifity [.Ab) a inkubujeme na rolleru 60 minut/RT.
Membrany pi‘emistime do misky a tfikrat oplachneme promyvacim pufrem po dobu 10 minut (shaker).
Nachystame si substrat pro peroxidazu s obsahem peroxidu vodiku a luminolu (Immobilon Western
Chemiluminescent HRP substrate, Merck Millipore) — smichame obé slozZky v poméru 1 ml : 1 ml.
Membrany znovu seifadime a zalijeme substratem, ktery Spickou rovnomérné rozmistime a prekryjeme folii.
Detekeci signalu provedeme pomoci programu FusionSL a zatizeni s CCD kamerou (Fusion SL, Vilber), které
detekuje chemiluminiscenci vzniklou oxidaci luminolu po rozstépeni peroxidu vodiku peroxidazou.

Nazev sekundami protilatky Katalogove Cislo a vyrobce
Anti-Mouse TgG
Peroxidase antibody produced in sheep

Anti-Rabbit IgG
Peroxidase antibody produced in goat

A6782, Sigma

A6667. Sigma

Anti-Goat TgG

Peroxidase antibody produced in rabbit A4174, Sigma

Zavér: Napiste, jak odpovidaji nase vysledky predpokladim



