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Sledovéni pohybu znacenych proteinii v redlném case v zivych buiikach

Cil prace

Seznameni z procesem piipravy mlééné smesi pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobki
a posouzeni vlivu vysokotlaké homogenizace na distribuci velikosti tukovych kulicek a
sedimentacni stabilitu suroviny.

1. Uvod

Ve druhé poloviné dvacatého stoleti doslo ke skloubeni klasické genetiky a chemie
nukleovych kyselin, coz vyustilo v moderni genomiku, kterd je zalozena na sekvenovani
celych genomt velké §kaly riznych organismi. Sekvenovani, ve spolupraci s bioinformatikou
a jinymi technikami, ma velky vliv na mnoha odvétvi biologickych véd s praktickym
pouzitim v medicing, syntéze 1é¢iv a nebo v ekologii. K dalsimu vyvoji v téchto oborech je
nutné jesté detailnéji poznat chovani proteini v organismech. K prohloubeni naSich znalosti
ruznych biologickych procest je nutné objevit nové zplsoby a néstroje pro jejich detekei,
vizualizaci a lokalizaci. Takovymto nastrojem se v dneSni dobé stal zeleny fluorescenc¢ni
protein (GFP - green fluorescent protein), pochazejici ptivodné z mediuzy Aequorea victoria a
piibuzné proteiny z jinych organismil nebo produkty genetického inZzenyrstvi.

2. Sledovani kinetiky proteinu K-ras v savéich buikach

2.1.  Uloha proteinu K-Ras

Protein K-ras je periferné vdzana membranova GTPasa podilejici se na ptenosu
mitogennich signdlu, které vznikaji vazbou ristovych hormont na povrchové receptory.
Molekula K-Ras obsahuje 189 aminokyselinovych zbytkli a je posttranslacné farnesylovan
v C-koncové ¢asti na cytoplasmatické strané endoplasmatického retikula. Farnesylovy zbytek
spole¢n¢ s bazickou oblasti vjeho bezprostfednim okoli je zodpovédny za vazbu na
cytoplasmatickou membranu. Podstatou piispévku K-Ras k transdukci mitogenniho signélu
je jeho schopnost aktivovat kinasu Raf. Tato aktivace spociva ve vazbé K-Ras
v nekovalentnim komplexu s GTP na kinasu Raf, coZz ve vysledku vede k jeji fosforylaci a
aktivaci. Proces aktivace Raf je ukoncen hydrolyzou GTP na GDP kterd je katalyzovana
pifimo proteinem K-Ras, avSak jsou nutné jesté¢ dalsi piidatné faktory (GAF — GTPase
acceleration factors).

Tento proces je zajimavy z medicinského hlediska, protoze mutace v genu pro K-Ras,
které souvisi s jeho schopnosti hydrolyzovat GTP, jsou spojeny v 90 % s onemocnénim
karcinomu pankreatu a v 80 % s kolorektalnim karcinomem. Tyto mutace zpiisobuji (napf.
velmi ¢asté mutace Glyl2—Ala nebo Cys) neschopnost proteinu K-Ras hydrolyzovat GTP,
coz ve vysledku znamena, ze je neustdle aktivovana kinasa Raf a dochazi tak
nekontrolovanému déleni.

Mechanismus transportu K-Ras po jeho farnesylaci k cytoplasmatické membrané neni
do dnes$ni doby uspokojivé objasnén. Predpoklada se, ze se na ném vyznamnym zpiisobem
podili Galektin-1. K-Ras mize také byt transportovan z cytoplasmatické membrany na povrch
pozdnich endosomt, ve kterych pak pravdépodobné dochédzi k jeho degradaci. Tento
retrogradni transport K-Ras je zajimavy pfedevsim jeho nestandardnim mechanismem. Bylo
prokéazano, Ze se na ném nepodili kaveolin ani klathrin, coz jsou zakladni adaptorové proteiny
zprostiedkovavajici tvorbu vacku na zacatku endocytoézy. Bylo zjisténo, ze se K-Ras
internalizovany z cytoplazmatické membrany nachazi na povrchu vackt o priméru 50 —
200 nm. Existuji experimentalni indicie, naznacujici, ze K-Ras na téchto membranovych
vaccich jesté mize zprostiedkovavat transdukci signalu prostfednictvim kinasy Raf.
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2.2.  Praktické ulohy

Nasledujici tlohy demonstruji zakladni piistupy genového inzenyrstvi a praktické
aspekty metodologie molekularni biologie ve studiu funkce proteint. Pro studium dynamiky
K-Ras in vivo je nutné jeho kodujici sekvenci spojit s genem koddujicim GFP. Nejprve je
nutné isolovat gen K-ras, avSak vzhledem k tomu, Ze vétSina gent obsahuje nekodujici oblasti
tzv. introny, je nutné ji ziskat zpétnym piepisem z mRNA (reverzni transkripci do
dvojtetézcové DNA). Poté je gen K-ras vlozen do vhodného expresniho vektoru, coz je
v nasem piipadé¢ plasmid pEGFP-CI (Clontech), ktery jiz obsahuje gen gfp. Spravnost
pripraveného vektoru je nutné ovéfit sekvenci pro ptipad nezddoucich mutaci. Vektor je
potom nasledné¢ pouzit pro transfekci tkanovych bunék a chovani vzniklého genového
produktu GFP-K-Ras lze sledovat jeho pfimo v zivych bunikdch pomoci fluorescencni
mikroskopie.

2.2.1. Reverzni transkripce a PCR

Reverzni transkripce je enzymova reakce, pii niz dochazi k prepisu genetické informace
z molekuly RNA do DNA. Tato reakce je katalyzovana enzymem reverzni transkriptasou,
ktera se vyskytuje u mnoha typt retrovirti. V soucasné dob¢ lze reverzni transkripci provadét
in vitro (ve zkumavce, mimo biologicky systém), a je vyuzivana v iadé¢ molekularné
biologickych aplikacich, zejména pak v izolacich sestfizenych genovych variant a pritkkazu
tkanove specifické transkripce jednotlivych gend. V dnesni dobé jsou komercnimi firmami
dodavany rizné typy rekombinantnich reverznich transkriptas.

Reverzni transkripei ziskame molekulu DNA, ktera je oznacovana jako cDNA (z angl.
complementary DNA). Vzhledem k tomu, ze produktem je hybrid RNA-DNA, ktery neni
vhodny k dalsi praci je nutné gen pomnoZit pomoci PCR.

Izolace RNA. Pro ucely reverzni transkripce je nutné nejdiive izolovat RNA z prislusného
biologického vzorku. V soucasnosti je pro oddéleni RNA od DNA pouZivana ionexova
chromatografie, pfi niz dochazi k separaci téchto druhd nukleovych na zakladé jejich
odli$nych nabojovych vlastnosti. Pfi tomto postupu je ziskand RNA o vysoké Cistote.

V bunkéach se nachéazi celkem tfi druhy RNA (t-RNA, rRNA a mRNA) a vySe
popsanymi postupy obdrZime jejich smés. VéEtsinou je pro Ucely reverzni transkripce Zadouci
pouze mRNA, kterd koduje dané geny. Pro selektivni izolaci mRNA se vyuziva zejména jeji
polyadenylace (sekvence A, n ~ 10 — 200, ozn. polyA) na jejim 3° konci. Nejjednodussi
zpusob je pouziti pevného nosice, na ktery je kovalentné¢ navazan oligonukleotid polyT, jehoz
délka se pohybuje v rozmezi 10 — 20 nukleotidl. Pfidanim takového nosice ke smési riznych
typtt RNA dojde k hybridizaci mRNA k polyT na nosi¢i pomoci sekvence polyA. Po odmyti
nenavazanych RNA jsou hybridizaéné navazané molekuly mRNA eluovany pomoci zvyseni
teploty nebo iontové sily.
pouzivanych reagencii. RNA je oproti DNA znacné labilni v disledku snadné degradace
RNasami (enzymy specificky S$tépici RNA). Tyto enzymy jsou ve znaéném mnoZzstvi
pritomné ve vSech biologickych systémech. Proto je potieba dbat na sterilitu pouzivanych
chemikalii. Tyto enzymy vSak diky své vysoké stabilit¢ odolavaji i nékterym sterilacnim
krokiim a je proto nutné je v pfislusnych reagenciich chemicky inaktivovat pomoci latky
DEPC (diethylpyrokarbonat), ktery je potom odstranén zahtatim. Samoziejmosti pii praci
s RNA je pouzivani pipet a dal§ich pomtcek, které jsou urCeny pouze pro tyto ucely.
Vyjimkou neni ani vymezeni specidlniho pracovniho stolu nebo laboratofe pro tyto ucely



Laboratof oboru Biotechnologie:

Uloha:

Sledovéni pohybu znacenych proteinii v redlném case v zivych buiikach
Pomiicky a reagencie:

pipeta 1 — 10 pl

200 pl mikrozkumavka pro PCR
stojanek

termocyklér

(+) primer

(-) primer

AMV reverzni transkriptasa
deoxynukleotidy

inhibitor RNas (RNasin)
Taq DNA polymerasa

H,O bez nukleas

Provedeni
(!) Pracujte v ochrannych rukavicich! Pouzité plastové pomucky vyhazujte do uréenych
odpadnich nadob.

1. Do sterilni 200 pl mikrozkumavky napipetujte nasledujici slozky:

slozka objem
10uM (-) primer 2,5ul
ImM zésobni roztok deoxynukleotidl 10 pl
Izolovand RNA 4 ul

Smés promichejte jemnym pipetovanim tak, aby nedochdzelo ke vzniku bublin a uzaviete
mikrozkumavku vickem.

2. Inkubujte smés 10 minut pii 70 °C v termocykléru.

Pro RNA je charakteristicky obsah tzv. viasenkovych sekundarnich struktur (viasenky). Vznik
vidasenek je spojen s intramolekularnim parovanim kratkych komplementarnich usekit RNA.
Pritomnost vidsenek je pro ucely reverzni transkripce nezdadouci proto se izolovand RNA
zahiiva na teplotu 70 °C, kdy dochazi kjejich rozpadu. Po ochlazeni dochdzi také
k hybridizaci (=) primeru ke specifickému useku RNA kodujici Zadouci gen.

3. Vyjméte smés z termocykléru a piidejte do ni nasledujici slozky. Smés opét opatrné
promichejte.

slozka objem
H20 6 ],Ll
Pufr pro reverzni transkriptasu 2 ul
Inhibitor RNAs (RNAsin) 1 ul
AMYV reverzni transkriptasa 1 ul

4. Inkubujte smés 50 minut pi1 47 °C v termocykléru.
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Tento krok predstavuje viastni reverzni transkripci, tj. prepis informace z RNA do DNA. V 2.
kroku byla obdrzena denaturovana molekula (y) RNA, ke které byl po ochlazeni na
laboratorni teplotu nasledné hybridizovan (-) primer. Vkroku 3 byly pridany dalsi
termolabilni slozky. V tomto kroku AMYV reverzni transkriptasa kovalentné napojuje na
hybridizovany (-) primer (kratky usek DNA) nukleotidy, které jsou komplementarni ke kazdé
nasledujici  bazi v templatove RNA. Vysledkem celého enzymatického procesu je
jednoretézcovai DNA (cDNA), ktera je ve formé tzv. heteroduplexu, pod kterym rozumime
nekovalentni komplex hybridizované RNA s komplementdarni DNA.

5. Do nové sterilni 200 ul mikrozkumavky pipetujte nasledujici slozky a opatrné€ smés
promichejte jemnym pipetovanim.

slozka objem
cDNA (smés z ptedchoziho kroku) 6 ul
1uM (+) primer 10 ul
1uM (-) primer 10 pl
10 x konc. pufr pro Taqg DNA polymerasu 5ul
ImM zésobni roztok deoxynukleotidl 10 pl
Taq polymerasa 1 ul

6. Vlozte mikrozkumavku do termocykléru a inkubujte ji pfi ndsledujicim teplotnim rezimu.

pocet opakovani | teplota cas
Ix 94 °C 4 min | pocate¢ni denaturace
30x 55°C 30s hybridizace primeru
72 °C 1 min | elongace fetézce
94 °C 20s denaturace dsDNA

Tento krok predstavuje PCR. Mnozstvi obdrzené cDNA je nizké a pro jeji nabohaceni se
pouziva pravé metoda PCR. Vreakcni smési pro PCR jsou jiz pritomny dva specifické
primery (+) a (), které jsou komplementarni k 5" a 3 koncum genu, ktery chceme
amplifikovat. Amplifikace genu je zprostredkovina termostabilni Taq polymerasou (DNA
dependentni DNA polymerasa). Je dulezité si uvédomit, Ze templdatem v tomto pripade je jiz
c¢DNA, ktera byla ziskana reverzni transkripci. Teplotni rezim PCR je zavisly na délce
amplifikované oblasti (genu) a sekvenci primeru. Sekvence primeru znacné ovliviuje
vyslednou hodnotu hybridizacni teploty (tzv. annealing). Naprt. primery s vysokym obsahem G
a C maji vyssi hybridizacni teploty. Doba elongace retézce za katalyzy Taq polymerasy je
zavisla na délce genu a procesivité enzymu. KazZda termostabilni polymerasa je
charakterizovana svou procesivitou, kterd vyjadiuje jak dlouhy usek DNA je dana polymerasa
za dany casovy usek syntetizovat. Pro Taq polymerasu je procesivita ~ 1000 bazi za minutu.
Po provedeni tohoto kroku byla ziskana namnoZena dvouretézcova cDNA, kterou Ize ddle
pouzit v dalSich molekuldarné biologickych aplikacich.

7. K reak¢ni smési pridejte 10 pl 6 x konc. vzorkového pufru a pomoci agarosové
elektroforesy analyzujte vysledek reakce (tj. izolace genu).
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Agarosova elektroforesa nam umozni predbézné overeni uspésnosti izolace genu na
zakladeé stanoveni délky amplifikovaného useku. To zda byl izolovan poZadovany gen lze
nejlepe zjistit sekvenaci amplifikované DNA.

2.2.2. Analyza DNA pomoci elektroforesy v agarosovém gelu

Elektroforesa v agarosovém gelu se pouziva k identifikaci, separaci a purifikaci
molekul DNA a v nékterych ptipadech i proteinii. Tyto molekuly jsou v gelu déleny podle
jejich naboje (migrace k anodé nebo katodé¢, ptficemz velikost naboje urcuje rychlost) a
velikosti (gel vlastné ptisobi jako sito). DNA je diky fosfatovym skupindm nabita zaporn¢ a
ve stejnosmérném elektrickém poli se pii pH 8 bude pohybovat ke kladné elektrod¢.
Vzhledem k tomu, ze jsou fosfatové skupiny spojujici jednotlivé nukleosidy distribuovany
rovnomérne, maji molekuly DNA konstantni hodnotu povrchového ndboje na jednotku délky
a budou se v gelu délit podle jejich velikosti — delsi molekuly se budou proplétat gelovou
gelem je nepfimo umérna logaritmu jejich délky (poctu part bazi; bp).

Komer¢ni agarosa je linedrni polysacharid v podstaté tvofeny z asi 800 galaktosovych
jednotek. Zgelovaténim agarosy vznika v zavislosti na jeji koncentraci trojrozmérna sit’ s pory
o velikosti 50 aZ > 200 nm. Velikost porti samoziejmé urcuje pouZitelny frakcionacni rozsah
gelu pro linearni molekuly dvoutetézcové DNA, ziskané napt. Stépenim DNA restrikénimi
endonukleasami. Tak v gelu s 0,5 % agarosy 1ze G¢inné rozdélit linearni fragmenty velikosti
700 az 25 0000 bp, v 1% gelu fragmenty o 250 az 12 000 bp, v 3% gelu fragmenty dlouhé
100 az 3 000 bp a ve specialnich 6% gelech i1 fragmenty o 10 az 100 bp. Jednotlivé fragmenty
putuji v gelu ve jako zony (prouzky). Velikost fragmentu lze urcit po elektroforese na zakladé
porovnani jeho polohy na gelu s migraci smési fragmentit znamych délek DNA v gelu je tieba
nejprve vizualizovat, k Cemuz se nejcastéji pouziva fluorescencnich barviv. Nejbéznéj$im je
ethidiumbromid (EtBr), ktery viditeln¢ fluoreskuje po ozateni ultrafialovym svétlem o vinové
délce okolo 300 nm. Vyuziva se toho, Ze po vazbé EtBr mezi dva fetézce dvousroubovice
fluoreskuje komplex DNA/ EtBr 20 — 30x vice nez samotny EtBr a timto zptisobem lze na
gelu ,rozsvitit® prouzky obsahujici alesponn 0,5 ng DNA. V soucasné dobé jsou dostupna
fluorescencni barviva dosahujici citlivosti az <20 pg (napt. SYBR Gold). Na zaklad¢ intenzity
fluorescence prouzku lze semikvantitativné vyhodnotit mnozstvi DNA porovnanim se
standardy obsahujici znaméa mnozstvi DNA.

V nasledujicim textu uvadime dva postupy pro provedeni elektroforesy v agarosovém
gelu a jeji pouziti pro analyzu produkt provedenych PCR reakci.

Materidal a chemikdlie:
e clektroforetickd aparatura a zdroj stejnosmérného proudu
UV transiluminator s dokumenta¢nim zafizenim
latexové ochranné rukavice
elektroforeticky pufr (10x koncentrovany TBE pufr o slozeni na 1 litr: 54 g Tris,
27,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5M EDTA a pH upravenym na hodnotu pH 8, 0)
destilovana voda
agarosa pro molekularni biologii
ethidiumbromid - EtBr (10 mg/ml ve vod¢)
marker ve vzorkovém pufru (1 pg/5 pl)
vzorky DNA ve vzorkovém pufru
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Provedeni:

(!) Pracujte v ochrannych rukavicich! Pouzité plastové pomucky vyhazujte do uréenych
odpadnich nadob.

1. Podle instrukei vyrobce elektroforetické aparatury ptipravte podnos pro naliti agarosového
gelu tak, aby vznikla tésnici nddoba. Aparatury jsou vyrobeny nejcastéji z akrylatu a sestavaji
z elektroforetické vany opatrené na koncich platinovymi elektrodami, podnosu pro gel a vika
pevné zamceného po pripojeni kabelii. Néekteré podnosy jsou propustné pro UV zdreni. To
umoznuje osvitit gel na transiluminatoru primo na podnosu a usnadnuje tak manipulaci
s gelem.

2. Pripravte 1x TBE pufr nafedénim 10x koncentrovaného zasobniho roztoku destilovanou
vodou v mnozstvi dostatecném pro pifipravu gelu a pouziti jako elektrolyt pii elektroforese.
EDTA pritomnd v pufiu vyvazuje ionty Mg' z molekuly DNA, co pFispiva k uniformité
naboje.

3. Podle velikosti ocekavanych fragmenti DNA pfipravte v Erlenmeyerové baiice suspenzi
obsahujici 1 % hmotn. nebo 2 % hmotn. agarosy v TBE pufru. Uvazujeme, ze 1 ml pufru ma
hmotnost 1 g a vazena a mérend mnozstvi nemusi byt ,,analyticky “ presna.

4. Agarovou suspenzi pfived’te do kratkého varu (5-10s) v mikrovinné troubé. POZOR:
vrouci agar péni a muze piekypét. Kratké zdhievy k varu opakujte po zamichdni obsahu
banky krouzivym pohybem do rozpusténi agaru. Pfipadné rozpustte agar zahifatim a
povafenim na plynovém kahanu. Vyhodné je vsadit do hrdla banky malou ndlevku, kterd
zabrani prekypéni gelu.

5. Roztok agaru ponechte ochladit na cca 60 °C (udrZite v holé ruce) a pfidejte takové
mnozstvi EtBr pro vizualizaci, aby vysledna koncentrace byla 0,5 pug/ml. POZOR: EtBr je
toxicky karcinogen.

6. Nalijte gel do utésnéného podnosu a ihned do agaru ponoite hieben ve vyznaceném misté.
Baiku predejte lektorovi k dekontaminaci. Gel musi byt stiale dobre tekuty. Pripadné
vzduchové bubliny miuizZete pred zatuhnutim presunout ke sténe kolmé na hieben pomoci
pipetovaci spicky. Hreben vytvori v gelu jamky, do kterych se nandsi vzorek.

7. Ponechte gel ztuhnout pii pokojové teploté. Ztuhly gel je lehce matny.

8. Prelijte gel spravné umistény ve vané aparatury takovym mnozstvim elektroforetického
pufru, aby byla jeho hladina nékolik mm nad povrchem gelu (3 — 5 mm) a opatrné vyjméte
z gelu hieben (nesmi dojit k protrzeni dna jamek). Spravné umistény gel v aparature ma
hreben blize k zaporné elektrode.

9. Napipetujte do TBE pufru v prostoru kladné elektrody takové mnozstvi zdsobniho roztoku
EtBr, aby byla vysledna koncentrace asi 0,5 pg/ml a Spickou obsah prostoru promichejte.
Kladné nabité ethidium bude v pribéhu elektroforesy putovat proti sméru migrace DNA a
takto pridany EtBr bude dopliovat EtBr v gelu. Jinou moznosti je pouzit gel a pufr bez EtBr a
obarvit gel po elektroforese 30 — 45 min inkubaci v TBE s 0,5 ug EtBr / ml nebo vyssi.
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10. Do krajnich jamek naneste mikropipetou 5 pl markeru a do dalSich vhodny objem (10 —
20 pl) vzorki ve vzorkovém pufru. Pofadi nandSeni markeru a vzorkt zapiste. Vzorkovy pufr
obsahuje Ficoll, ktery ma vyssi hustotu nez voda a udrzi tak roztok DNA v jamce.

11. Uzavfete aparaturu, ptipojte ji ke zdroji (DNA putuje ke kladné elektrod¢) stejnosmérného
proudu a nastavte napéti na hodnotu U = [1 az 5 V] x [vzdalenosti mezi elektrodami v cm)].
Zapnéte proud a sledujte prabéh elektroforesy podle migrace barviv pfitomnych ve
vzorkovém pufru. Elektroforesa trva podle aplikovaného napéti a pozadovaného rozdéleni asi
20 — 60 min. V pouzitém vzorkovém pufiru jsou tri barviva: xylene cyanol, bromfenolova modr
a OrangeG, ktera migruji v 1% gelu stejné rychle jako fragmenty DNA o délce asi 4000 bp,
300 bp a 50 bp, v uvedeném poradi.

12. Po skonceni elektroforesy vypnéte zdroj napéti a gel preneste bezpecné (stale obsahuje
EtBr) na plochu transilumindtoru a vizualizujte DNA v UV svétle. Pofid’te elektronicky
(pomoci CCD kamery) nebo fotograficky zdznam gelu a ten vyhodnotte. POZOR: Pokud
budete pozorovat gel pod UV pouhym okem pouzivejte specidlni ochranny §tit s ucinnym
UV filtrem a minimalizujte dobu pozorovani. Dioptrické nebo slune¢ni bryle s UV filtrem
nejsou dostate¢nou ochranou!

13. Pouzity gel a elektrodovy pufr predejte lektorovi k dekontaminaci.
2.2.3. Priprava expresniho konstruktu pEGFP-CI-Ras
1. Amplikon (PCR produkt, gen K-ras) a vektor pEGFP-CI1 $tépte restrikénimi enzymy

Bgl 11 a BamH 1 1 hodinu pii 37 °C.

2. Purifikujte fragmenty DNA pomoci komer¢ni soupravy (Qiagen cleanUp) a ovéite
uspésnost operace agarosovou elektroforesou.

3. Proved’te ligaci vektoru a inzertu pomoci T4 DNA ligasy v molarnim poméru 1:10 po
dobu 1h pti pokojové teploté.

4. Ligacni smési transformujte buiikky E. coli DH5a. a rozetfete je na pevné médium
s kanamycinem.

5. Druhy den pomoci sterilnich paratek vypichnéte 24 kolonii do 2 ml kapalného LB
média s kanamycinem (50 pg/ml) a kultivujte pies noc pii 37 °C v orbitalnim
inkubétoru.

6. Isolujte plasmidovou DNA podle protokolu I.
7. Isolovanou DNA z jednotlivych klont ovéite restrikénim St€penim enzymy Bg/ I a

BamH 1. Pomoci agarosové elektroforesy ovéite pfitomnost inzertu v jednotlivych
klonech DNA. Spravnost insertu (gen K-ras).
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PROTOKOL

2.2.4. Transfekce bunék HEK293 T

Material a chemikalie:

e buiky HEK 293T na Petriho misce (& 10 cm)

e PBS

e kultivaéni médium DMEM / 10% FBS

e 0,2% trypsin (sterilni)

e Petriho misky (& 3 cm) s integrovanym krycim sklickem v jejim dné.

e kryci sklicko (20 x 20 mm)

e (CO; kultivaéni box

e laminarni box

e transfekcni Cinidlo FuGene (Roche)

e DMEM bez FBS

e plasmidova DNA 1 pg/ul (pEGFP-CI-K-Ras)

Provedeni:
(!) Pracujte v ochrannych rukavicich! Pouzité plastové pomucky vyhazujte do uréenych
odpadnich nadob.

1. Vysterilujte laminarni box pomoci UV lampy nejméné po dobu 15 min, po té ho
podle instrukci uved’te do provozu.

2. Z CO; kultiva¢niho boxu vyjméte Petriho misku s buitkami HEK 293T v 80 — 90 %
konfluenci.

3. Pomoci odsavacky odstranite kultivaéni médium a adherované buniky promyjte 10 ml
predehiatého PBS. PBS nasledné odsajte.”

4. Na promyté bunky aplikujte 1 ml 0,2% trypsinu a ponechte ho ptisobit po dobu 1 — 2
min pii 37 °C. Bunky HEK293T jsou zdstupcem adherentni tkanové linie, kterda se na
povrch  kultivacni  misky prichycuje prostrednictvim povrchovych adheznich
proteinovych slozek (napr. cadheriny, adheriny). Kromé toho vétsina bunécnych linii
produkuje extracelularni bilkoviny, které jsou zdkladem tzv. extraceluldrni matrix,
ktera také vyznamné prispiva k adherenci bunék. Pusobenim trypsinu dochdzi ke
Stépeni téchto extracelularnich bunécnych adheznich slozek, coz se ve vysledku projevi
uvolnénim bunék z povrchu kultivacni misky. Pod inverznim sveételnym mikroskopem
pozorujte morfologickou zménu bunek u nichz v prubéhu trypsinace dochazi
k zakulaceni a jejich uvolnént z povrchu.

5. Kuvolnénim bunkam pfidejte 5 ml kultivatniho média DMEM/10% FBS. Timto
zpiisobem obdrzite bunécnou suspenzi bunék HEK293T o koncentraci pFiblizné 10°
bunék na ml

6. Do Petriho misky o priméru 30 mm s integrovanym krycim sklickem napipetujte 2 ml

kultiva¢niho média DMEM/10% FBS a 200 pl buné¢né suspenze.
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7. Petriho misku s bunitkami dejte do CO, kultivatoru (37 °C) a ponechte minimalné 4

hodiny.

Do sterilni 1,5 ml zkumavky napipetujte 96 ul DMEM bez FBS, 3 ul transfek¢niho
¢inidla Fugene a 1 pl plasmidu pEGFP-CI-K-Ras. Smés jemné promichejte
pipetovanim a ponechte 15 min pii pokojové teploté.

Cely transfekéni mix pipetou rovnomérné nakapejte k adherovanym builkam na
Petriho misce (J 3 cm) a vlozte ji zpét do inkubatoru. V priibéhu 4 — 5 hodin dojde ke
vstupu plasmidové DNA do bunek. Obvykle se buiiky ponechavaji v pritomnosti
transfekcni smesi 12 — 24 hodin.

2.2.5. Sledovani dynamiky proteinu GFP-K-Ras v buiikich HEK293 T

Material a chemikadlie:

Transfekované buinky HEK 293 T na Petriho misce (& 10 cm)
kultiva¢ni médium DMEM / 10% FBS
inverzni fluorescenéni mikroskop vybaveny systémem Cell R

Provedeni:

1.

2.

Do kultivaéni cely integrované v mikroskopu vlozte Petriho misku s transfekovanymi
buitkami a nastavte 40 x zvétSujici objektiv.
V softwaru Cell R nastavte vhodné nastaveni filtri pro fluorescencni mikroskopii
GFP.
Pomoci mikrometrického Sroubu zaostiete na transfekovanou bunku ve
fluorescenénim maodu
Pozorné si prohlédnéte vice zornych poli preparatu a zvolte vhodné transfekovanou
buiiku. Za vhodné transfekovanou buiiku povazujeme takovou bunku, kterd vykazuje
dostate¢ny fluorescen¢ni signal umoziujici jeho detekci na pouzivané kamete. AvSak
toto neni dostacujici podminka s ohledem na chovani nadexprimovaného proteinu.
V ptipadé vysoké nadexprese proteinu muze dochazet k jeho agregaci uvniti buiiky,
coz je nefyziologické chovani. Cilem experimentu je obdrzet takovou hladinu exprese
proteinu, kterd fadové odpovida jeho fyziologii, to ale nemusi byt ve vSech ptipadech
splnéno. Volba vhodné buniky pro studium dynamiky proteinu je tedy velmi
empirickym procesem, kdy je pied vlastni provedenim ,,live imagingu* provést celou
fadu tzv. pilotnich experimentii, ze kterych obdrzime hodnotné informace o chovani
studovan¢ho fazniho proteinu. Ve vysledku je tedy nejlepsi takovou bunku jejiz
fluorescence se pohybuje na dolni hranici detekéniho limitu pouzitého systému.
Hodnota detek¢niho limitu vSak neni pevné ddna a zéavisi na celé fad¢ faktorii jako je
doba snimani, celkové zvétSeni, intenzita pouZzitého excitatniho zéfeni, typ emisniho
filtru a pocet snimkti za asovou jednotku.
V nabidce , live cell experiment* nastavte nasledujici parametry:

magnification: 60 x

time exposure picture: camera set default

Frequency: 1 s

total time 10 s

Kliknéte na ikonu start.



