Jméno: Datum:

PROTOKOL TRANSFEKCE

A. TRANSFEKCE POMOCI PEIL LIPOFECTAMINU a FUGENE

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

Postup den predem: Smichame transkripcni ¢inidlo - PEI/Lipofectamin/Fugene - s DMEM
(65 ul) mediem bez séra a dalSich suplementt, zvortexujeme, centrifugujeme a nechame 10
min stait v RT. Mezitim si nachystime DNA s DMEM (65 ul, opét bez suplementl) do
jednotlivych zkumavek. Piidame smés transfekéniho ¢inidla s DMEM k DNA. Dikladné
zvortexujeme a nechame dalSich 10 min stat v RT, aby ¢inidlo a DNA vytvofilo komplexy.
Pak celou davku pfiddme k nachystané bunécéné kultufe (2 ml). Po 4 hodinach, kdy se
komplexy dostavaji do bun¢k, se vyméni médium za Cerstvé (v piipade potieby). Kultivace 24
hodin v 37°C/5% CO, v inkubatoru.

Neg.
PEI pH7,0 | LIPOFECTAMIN | FUGENE 2
kontrol.
Medium 130 ul 130 ul 130 ul 130 ul
Transfekéni Einidlo 7,5 ul 7ol 7ol ><
DNA (pMax GFP) 2,5 ug 2,5 ug 2,5 ug 2,5 ug
Pomér transfekéni 3:1 3:1 3:1 0:1
¢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). Buiiky spocitame
a oplachneme v PBS. 1x10’ bunék resuspendujeme v ,,Resuspension buffer R*. Pfed vlastni
elektroporaci si pfipravime misku srastovym médiem bez antibiotik, do které
elektroporované buiiky finalné preneseme. Naplnime elektroporacni trubici 3ml ,,Electrolytic
buffer ~E“. Nastavime vhodnou kombinaci pro  eletroporaci (1150  V/
20 ms/1pulz). Pfeneseme 2,5 ul DNA do sterilni zkumavky a ptidame k ni bunécnou suspenzi
(1 ml) a jemné zamichame. Nasajeme suspenzi bunék a DNA do elektroporaéni jehly.
Vlozime elektropora¢ni pipetu do elektroporatoru a nechame prob&hnout elektroporaci.
Nasledné bunky ,,vypustime™ do predehiatého media bez antibiotik. Kultivace 24 hodin
v 37°C/5% CO, v inkubatoru.

Postup aktualné:

1. Pomoci fluorescencniho mikroskopu odhadni ti¢innost transfekce tvého vzorku (v %):

PEI LIPOFECTAMIN FUGENE NEON




2. Uvolnéni bunék pomoci TRYPSIN/EDTA: Do ptipravené zkumavky ptrenes 750 ul media
z kultury. Zbytek ptenes do odpadu. Oplachni misku 2 ml PBS, ptidej 250 ul TRYPSIN/
EDTA, inkubuj 3-5" v 37 °C, pienes uvolnéné buitkky do zkumavky s mediem. U vybranych
variant (po vyzvani) rozd¢€l vznikly 1 ml suspenze do dvou zkumavek (po 0,5 ml). Z

3. Detekce mrtvych bunék pomoci Live/dead Far Red probe (Molecular probes L10120):
Princip: Jen mrtvé buiiky maji porusenou semipermeabilitu cytoplazmatické membrany, a
proto se nabarvi.

Ptidej do 0,5 ml bunécné suspence 0,5 ul proby. Inkubuj 10 minut na ledé.

Minula skupina: Detekce bun€k s porusenym mitochondridlnim membranovym potencidlem
(apoptoza): Pridej 10 ul roztoku TMRE (Tetramethylrhodamin, SS 10 uM) do 500 ul
suspenze bunék. Inkubuj 10 min/37°C/tma. Centrifuguj 200g/4 min, resuspenduj v 200 ul
PBS.

4. Spocitej pracovni koncentraci TMRE:

5. Pomoci prutokového cytometru Accuri C6 uréi procento GFP pozitivnich bunék tvého
vzorku.
6. Z vysledki ostatnich dopln tabulku a urci poradi efektivity transfekce:

Transfekéni ¢inidlo Odhad % % GFVP+ Pof?Qi
GFP+ bunék bunek efektivity
(accuri)
1. PEI

2 Lipofectamin

3. Fugene

4. Neon nukleofekce

KONFOKALNI MIKROSKOP LEICA SP8

DEMONSTRACE VYSLEDKU IMUNOCYTOCHEMICKEHO BARVENI:
Buiky HEK293 byly vysety na sklicka pokryta Zelatinou. Byla provedena transfekce (PEI)
plazmidem exprimujicim ROR1 fuzovany ze znackou V5 (M) a plazmidem exprimujicim
APP ¢i APLP2 fazovanym se znackou YFP (R) nebo MYC (R), respektive.
Po 24 hodinach inkubace byla provedena 15 minutova fixace v 4% paraformaldehydu,
oplachnuti v PBS, blokovani nespecifickych vazeb hodinu v PBTA. Potom byly pfidany
primarni protilatky (1:500) - V5, YFP nebo MYC a jejich kombinace, nasledovala inkubace
v 4°C pfes noc.
Druhy den byly buiky oplachnuty v PBS 3 x 10 minut, potom byly pfidany na 2 hodiny
sekundarni protilatky v PBTA (1:1000) — antiR-Alexa 488 (APP,APLP2) a antiM-Alexa 568
(ROR1). Oplach PBS 3x10 minut, Dobarveni jader 15 minut inkubace s DRAQS, oplach PBS
3x10minut. Montovani krycich skel na podlozni skla pomoci glycerol-Zelatiny.

Popis optimalizaci vystupu:

Zaver:



