Téma: PROTEINY, BUNECNE STRUKTURY, POSKOZENI DNA

Uvod:

Béhem diferenciace bunék dochazi k vyraznym zménam v expresi a aktivité celé tady
proteini. Tyto zmény mohou byt kvalitativni (syntéza proteinu, ktery v prekurzorech nebyl
exprimovan) nebo kvantitativni (zména v mnozstvi syntetizovaného proteinu). Diferenciace mtize byt
také doprovazena zménami v lokalizaci ¢i post-translacnich modifikacich urcitych proteint
ovliviiyjicich jejich aktivitu.

Definovat zmény v expresi, lokalizaci a specifické aktivit¢ vybranych proteini béhem
makrofagové diferenciace monoblastii BM2.

DETEKCE VIMENTINU V LYZATECH MONOCYTU BM2 POMOCi ELEKTROFOREZY
PROTEINU A IMMUNOBLOTINGU

Vimentin:

Cytoskeletarni protein o velikosti 57 kDa. Patfi do skupiny intermedidrnich filament. Exprimovan
v bunkach mezodermalniho ptivodu. Jeho intracelularni hladina se méni béhem diferenciace nékterych
typt bunék (pt. krevni bunky).

SDS elektroforéza proteinti:
- deleni proteint dle jejich molekulové hmotnosti (pro urceni MW vyuziti markeru)
- migrace ovlivnéna i modifikacemi proteint (pf. glykosylace ...)
- nejcastéji se pouziva diskontinualni systém (rozdilné pH a iontova sila elektroforetického
pufru, horniho a dolniho gelu)
- horni a dolni gel (na jejich rozhrani dochazi k zakoncentrovani proteint ze vzorku)
- gel: polyakrylamid — polymerace akrylamidu, kroslinkovano N,N’-metylen-bis-akrylamidem
- déleni proteint dle MW — koncentrace gelu, pocet kroslinki

Elektroforeticky pufr:

Akrylamid a bisakrylamid — neurotoxin (pracujeme v rukavicich)
SDS, Tris pufr

Ammonium persulfat — poskytuje radikaly pro polymerizaci

TEMED (tetramethylethyléndiamin) — akceleruje polymeraci akrylamidu

Vzorek:
SDS se vaze na proteiny — ty pak maji zdporny naboj
Redukéni ¢inidlo (merkaptoethanol, dithiothreitol) — disociace proteinovych komplexii na podjednotky

Barveni proteinu:
Soli stiibra (nejcitlivejsi), Coomassie briliant blue — nespecificka vazba na proteiny

Westerntiv pienos: - polosuchy, ponofeny
Membrany: nitroceluldza, PVDF, nylonové membrany
- li8i se kapacitou vazby proteindl, vazou rizné rizné proteiny
- lze nani i barvit proteiny (Ponceau S, India Ink, Amido Black ...)

Protilatky:
Primdrni — monoklonalni, polyklonalni



Sekundarni — konjugované s enzymy (HRP, AP ...), biotinylované ...

Substraty:
Chromogenni, chemiluminiscence

Piiprava vzorkii:

1x10° bunék BM2 inkubovat s forbolovym esterem TPA (7.5 ng/ml kultivaéniho media) v Sml misce
24 hod. Zaroven kultivovat stejné mnozstvi BM2 bunek jako kontrolu. Buitky promyt 1xPBS a lyzovat
v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani bromfenolovou modf, 4 minuty povafit a
uchovavat pii —20°C. Zméfit koncentraci proteinti ve vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke
vzorkim pfidat alespon dvojnasobek kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vyslednd koncentrace
proteintl v takto nafedénych vzorcich byla stejna.

Meéfteni koncentrace proteint (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat Sul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkiim ptidat 25 ul
roztoku A" (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Pfidat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minu stat. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pii 750 nm. Vypocitat
vhodné fedéni vzorkl tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteini od kazdého
vzorku.

Ptiprava gelu:
1. S pouzitim rukavic vy¢istit skla, promyt pod tekouci vodou, umyt detergentem, proplachnout

vodou, oplachnout ethanolem a utfit.

2. Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.

3. Priipravit roztok pro dolni gel, jemné promichat a nalit mezi pfipravend skla asi do 2/3.
Prevrstvit gel slabou vrstvou destilované vody. Nechat polymerovat 30 minut.

4. Slit horni vrstvu destilované vody, pfipravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel, vsunout
hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

Nanaseni vzorkd a elektroforéza:

1. Skla s gelem umistime do elektroforetické aparatury, dolijeme elektroforeticky pufr a opatrné
vytdhneme hiebinky.

2. Na gel nanasSime 10-20 ul vzorku (mnozstvi zavisi na koncentraci proteinit v bunéénych
lyzatech).

3. Piipojime aparaturu ke zdroji. Pro prichod hornim gelem aplikujeme 80V, poté zvySime
napéti na 120V.

4. Elektroforézu zastavim v moment¢, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Barveni gelu na proteiny:

1. Gel ponotime do barviciho roztroku a ponechame na kyvacce 1 hod.

2. Odlijeme barvici roztok a gel zalijeme roztokem odbarvovacim. Odbarvujeme opét na
kyvacéce. Odbarvovaci roztok ménime kazdych 20-30 minut. Po odbarveni gel vysusime na
susicce geld.

Sestaveni blotovaci aparatury:

1. Nastiihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a nitrocelulézovou membranu stejné velikosti jako
je proteinovy gel.

2. Navlh¢ime papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.

3. Plastikovou svorku umistime do vanicky s transferovym pufrem ¢ernou plochou dolt. Na ni
polozime poérezni podlozku a vytla¢ime bubliny.

4. Na podlozku umistime 2 navlhcené filtra¢ni papiry Whatman a opét vytlacime bubliny.

Na papiry Whatman polozime gel a na néj opatrné navlhcenou nitrocelul6zovou membranu.

6. Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytlat¢ime bubliny a na né¢ druhou
porézni podlozku. Opét vytlac¢ime bubliny.

7. Takto sestaveny sendvi¢ sevieme do plastikové svorky a umistime do vanicky s transferovym
pufrem a chladitkem.
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8. Blotujeme 1 hod pti 100 V.

Detekce proteinti na membrané pomoci protilatek:

1. Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelulézovou membranu v 5% roztoku suSeného mléka
v TBS-Tween po dobu 30 minut pfi pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

2. Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-vimentin fedénou 1:1000 v 5% roztoku
suSeného mléka v TBS-Tween 1 hod pfi pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

3. 3x promyjeme v TBS-Tween (cca 7 minut kazdé promyti).

4. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou peroxidazou (anti-
mouse IgG fedéna 1:10000 v TBS-Tween) pti pokojové teploté.

5. Promyjeme dvakrat TBS-Tween a dvakrat TBS.

6. Oplachneme membranu v destilované vod¢, osuSime na ubrousku a umistime na folii.

7. Smichame roztoky A a B z ECL kitu (Amersham) 1:1 a nakapeme na membréanu. Inkubujeme
5 minut.

8. Osusime membranu ubrouskem, piiklopime folii a ve svétlotésné kazeté odneseme do temné
komory.

9. Prilozime fotograficky papir a exponujeme 1 minutu (podle intenzity signalu upravime délky
dalsich expozic)

10. Fotograficky papir pfeneseme do vyvojky dokud se neobjevi signal.

11. Kratce oplachneme ve vodé a ponofime jej na 5 minut do ustalovace.

12. Nakonec film promyvame alespoii 1 hodinu v destilované vodé a vysusime.

Pouzité roztoky

Transferovy pufr: TBS: TBS-Tween:

48mM Tris 50 ml 1M Tris-Cl pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litrG TBS

39mM glycin 57,6 ml 5SM NaCl

20% methanol doplnit vodou do 2 litrta

Odbarvovaci roztok: Tris-glycin elektroforeticky pufr (ph=8.3):

500 ml metanolu 25mM Tris

400 ml destilované vody 250mM glycine

100 ml kyseliny octové 0,1% (w/v) SDS

Pufr pro alkalickou fosfatazu: Barvici roztok: (barveni proteinii)

Iml 1M Tris-CL, pH=9, 200 ul 5M NaCl 2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku

50 ul IM MgCl,
doplnit destilovanou vodou do 10 ml

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7,5ml)
H,O 4,9 ml H,O 5,62 ml

40% Akrylamid 2,4 ml 40% Akrylamid 0,79 ml

1,5M Tris-Cl (pH=8,8) 2,5 ml 1,5M Tris-Cl (pH=6,8) 0,94 ml

10% SDS 0,1 ml 10% SDS 75 ul

Ammonium persulfate 75 ul Ammonium persulfate 30 ul
TEMED 7,5 ul TEMED 10 ul

2xCSB lyzaéni pufr

6,9 ml H,O

2 ml glycerol

1,2ml 1M Tris pH=6,8

0,4 ml 0,2% Bromfenolova modf v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

+ pted pouzitim ptidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB
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DETEKCE ZMEN MNOZSTVi, LOKALIZACE A STRUKTURNIHO USPORADANI
VIMENTINU BEHEM MAKROFAGOVE DIFERENCIACE MONOBLASTU BM2 POMOCI
NEPRIME IMUNOFLOURESCENCE

Béhem makrofagové diferenciace dochazi k nardstu exprese proteinu intermediarnich filament
— vimentinu. Ten vytvaii u makrofagt hustou bohat€ rozvinutou sit’ vlaken v cytoplazmé.

Neprima imunoflourescence:

- detekce mnozstvi, lokalizace a strukturniho usporadani proteinti ve fixovanych buiikach nebo
tkanich

- vyuziti specifickych primarnich protilatek

- sekundarni protilatky fluorescencné znacené (FITC, rhodamin, texas red...)

- fluorescencni molekula po excitaci zafenim o urcité vinové délce emituje zafeni o jiné vinové
délce

- fluorescencni mikroskop — excita¢ni filtr (zafeni dopadajici na preparat)

- emisni filtr (filtruje zafeni vychazejici z preparatu)
- umoznuje detekci vice proteint naraz (vice fluorescen¢nich molekul)
- lze lokalizovat detekovany protein do bunéénych organel zna¢enych specifickymi sondami

Fixa¢ni média

Fixace je operace, provadéna za Gcelem zastaveni vSech procest, probihajicich v burice, zachovani co
mozna nejpiesnéjsiho stavu a struktury tkané€. Fixacni ¢inidlo je voleno podle feSeného diagnostického
problému, typu a velikosti dostupného materialu a podle zvolené zalévaci a barvici metody.

Roztoky formaldehydu, paraformaldehydu, glutaraldehydu, methanol ...

Montovaci média
Pro ochranné ucely a nasledné optimalni mikroskopické vysetfeni jsou obarvené butiky montovany

vvvvvv

parametri montovacich médii je index lomu (nD); musi byt okolo 1,5, ¢imz odpovida indexu lomu
skla.

Glycerol, Mowiol (Calbiochem), Vectashield (Vector), Flouromont-G (Sothern Biotechnology
Associates) ...

Ptiprava vzorki

1x10° bunék BM2 inkubovat s forbolovym esterem TPA (7.5 ng/ml kultivaéniho media) v 5Sml misce
s krycim sklickem polozenym na dno misky. Po 48 hod jsou buiiky pfisedlé na kryci sklicko. Zaroven
kultivovat stejné mnozstvi BM2 bunck jako kontrolu.

Po 48 hod kontrolni bunky, které zlstavaji v suspenzi, sklidit centrifugaci pti 400 g/5 min. Buiiky
oplachnout roztokem PBS a 5x 10* bunék cytocentrifugovat na kryci sklicko 400 g/ 5 minut. Sklicka
s bunkami (kontrolnimi i po kultivaci s TPA) oplachnout v TBS a fixovat ledovou smési
aceton/metanol (1:1) 10 minut pii 4°C.

Po fixaci promyt sklicka s buitkami 3x 5 minut v TBS a inkubovat 1 hodinu s anti-vimentin primarni
protilatkou fedénou 1:100 v TBS-Tween. Sklicka promyt 3x v TBS-Tween a inkubovat v temnu 1
hodinu se sekundarnim protilatkou konjugovanou s FITC fedénou 1:100 v TBS-Tween. Sklicka opét



promyt — 2x TBS-Tween a 2x TBS. Na zavér inkubovat 5 minut v TBS s roztokem propidium iodidu
(10 ug/ml) — barveni jader.

Nakonec sklicka oplachneme destilovanou vodou a montujeme na podlozi sklicka 3 ul Mowiolu
(montovaci medium od firmy Calbiochem). Preparaty pozorujeme ve fluorescenénim mikroskopu
s vhodnym emisnim a excita¢nim filtrem pro FITC.

Pouzité protilatky a roztoky:

TBS: TBS-Tween:

50 ml IM Tris-Cl pH=8.0 pfidat 1,5 ml Tween 20 do 2 litr TBS
57,6 ml 5M NacCl

doplnit vodou do 2 litr

Fixacni sm¢és: Montovaci médium:
Aceton:metanol 1:1 Mowiol (Calbiochem)
Protilétky:

mys$i monoklonalni anti-vimentin protilatka (Sigma Aldrich)
anti-mysi IgG konjugovana s FITC (Sigma Aldrich)

Dopliikova tiloha — barveni bunéénych struktur na Zivych buiikach — jadra a lysozomy

Pro barveni struktur v zivych bunkach Ize vyuzit flourescencni latky (sondy), které prochéazeji
cytoplazmatickou membranou a nasledné se hromadi v ur€itém bunécném kompartmentu. Barveni
mize byt umérné nekteré z dilezitych vlastnosti barvenych organel (membranovy potencial u
mitochondrii, acidifikace lysozomt ...). Dalsi alternativou jsou vektory pro expresi fiiznich proteinti
(protein se specifickou bunéénou lokalizaci lokalizaci + flourescen¢ni protein). Existuji pochopitelné i
sondy pro detekci struktur ve fixovanych bunkéach.

Ptiklady:
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/tables/Molecular-
Probes-organelle-selective-probes.html

Jadra — Hoechst 33342, Hoechst 33258, SYTO
Mitochondrie — MitoTracker red, MitoTracker orange, rhodamine 123, JC-1
Lysozomy — akridinova oranz, DND-153, DND-160

Hoechst 33342 — permeabilni, vazba na DNA do AT bohatych oblasti do maleho zlabku, excitace 350
nm, emise 461 nm

Akridinova oranz — permeabilni, protonuje se v lysozomech, excitace 503 nm, emise 530 nm

4x10° bunék MDA-MB-231 inkubovat v Sml misce s krycim sklitkem poloZenym na dno misky. Po
24 hod jsou buniky pfisedlé na kryci sklicko. Skli¢ka s buiikami oplachnout v PBS a inkubovat 5 minut
v PBS s akridinovou oranzi (5ug/ml) a Hoechst33342 (5 ug/ml). Pozorovat pod flourescen¢nim
mikroskopem.


http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/tables/Molecular-Probes-organelle-selective-probes.html
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/tables/Molecular-Probes-organelle-selective-probes.html
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TRANSFEKCE ZIVOCISNYCH BUNEK ELEKTROPORACI

Uvod:

V souCasné dob¢ existuje velké mnozstvi metod pro prenos DNA (RNA) do eukaryotickych
bunck. Obecné je lze rozdélit do 3 kategorii:

Ptenos fyzikalnimi metodami: elektroporace, mikroinjekce

Pienos pomoci virti

Pfenos biochemickymi metodami: precipitace fosporeCnanem vapenatym, vyuziti kationickym
lipidovych ¢inidel (lipofekce), pfenos pomoci DEAE-dextranu

Volba pouzité metody zavisi na typu bunék, pozadované ucinnnosti transfekce a v neposledni fadé
také na moznostech laboratofe.Elektroporace se pouziva pro piechodnou transfekci suspenznich i
adherujicich bun¢k a je zalozena na vystaveni bunék kratkému elektrickému Soku, jehoZ nésledkem
dojde k pfechodnému otevieni port v plazmatické membrané. Témito pory pronikne DNA do buniky.
Pti lipofekei dochazi nejprve k vytvoreni komplexii zaporné€ nabité plazmidové DNA s kationickym
lipidovym ¢inidlem. Takto vytvoiené komplexy jsou schopny pronikat ptes lipidovou membrénu do
eukaryotickych bun¢k.

Naucit se zaklady manipulace se suspenznimi buitkami BM2, vytvofit pfechodné transfektanty
BM2cmv-EGFP metodou elektroporace.

Postup- elektroporace:

107 exponencialné rostoucich bunék BM2 centrifugovat 5 min/500g

resuspendovat pelet v 400l média obsahujicim 1,25% DMSO

pridat transfek¢ni smés (10 pg cmv-GFP nebo tRNA)

nastavit elektroporacni parametry U=260V, C=1050 pF, R=2310Q

provést elektroporaci a okamzit¢ pienést bunécnou suspenzi do ptipraveného média
obsahujiciho 1,25% DMSO

24 hod. po elektroporaci buiiky promyt, pozorovat pod fluorescenénim mikroskopem, vyfotit a
stanovit uc¢innost transfekce.
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STANOVENI TRANSKRIPCNi AKTIVITY RECEPTORU PRO KYSELINU RETINOVOU
(RAR) V BUNKACH BM2

Uvod:

Mezi vyznamné regulatory genové exprese patii transkripéni faktory (TF). Jejich hladina a
aktivita musi v buiikach podléhat prisné regulaci. Obecné lze fict, Ze zména v irovni exprese urcitého
TF nemusi automaticky znamenat zménu v jeho aktivité. Ta mtze byt ovlivnéna celou fadou faktort —
fosforylaci, vazbou aktivatoru ¢i inhibitoru, lokalizaci v buiice ... Aktivita n¢kterych TF koreluje
s jejich DNA vazebnou schopnosti a proto ji 1ze stanovit pomoci gel shift nebo gel supershift assaye.
Obecné lze aktivitu libovolného TF stanovit pfechodnou transfekei reportérového plazmidu a
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naslednym méfénim aktivity reportérovych genti v bunéénych lyzatech.

Reportérovy plazmid:

Plazmid obsahujici reportérovy gen (nejcastéji luciferazu) pod kontrolou promotoru, jehoz
aktivita je fizena specifickym TF. V nasem pfipad¢ budeme pouzivat plazmid RAREB2-TK-LUC, kde
genu kdédujicimu luciferazu je predifazen minimalni promotor s vazebnym mistem pro RAR.

Postup:

A) TRANSFEKCE

1. Do mikrozkumavky napipetovat 250ul média OPTI-MEM a ptidat 6 ul transfekéniho Cinidla
Fugene6.

2. Pridat smés plazmidovych DNA sestavajici se z 1,5 ug RAREB2-TK-LUC a 1,5 ug CMV-§3-
gal a promichat.

3. Inkubovat 15 minut pii pokojové teploté.

4. Piikapat tuto smés ke 4x10° buikam BM2 ve 2,5 ml kompletniho média. Inkubovat v CO,
inkubatoru do druhého dne.

5. Druhy den buiiky rozdélit na dvé 5ml misky, ptidat 5 ul 10°M kyseliny retinové a inkubovat
v CO, inkubatoru do druhého dne.

6. Bunky sklidit, oplachnout v PBS a resuspendovat ve 100 ul 0,25M Tris pH 7,5.

B) TEST NA AKTIVITU B-GALAKTOSIDAZY

1. Bunécnou suspenzi lyzovat 3 cykly opakovaného zamrazovani a rozmrazovani.
Po poslednim rozmrazeni centrifugovat bunéény lyzat 5 minut pfi max. otackach v chlazené
mikrocentrifuze.

3. Pfenést supernatant bunééného lyzatu do nové mikrozkumavky a uchovat v -70°C nebo
provést vlastni testy.

4. Pro kazdy testovany vzorek na aktivitu f-galaktosidazy pfipravit nasledujici smes:

100x roztok Mg 4 ul
1x ONPG 88 ul
0,1M fosfatovy mix pH 7,5 268 pl

5. Smés rozpipetujte do zkumavek ke 40 ul bunécného lyzatu a inkubujte pii 37°C se neobjevi
zlutavé zbarveni.

6. Zastavte reakci pfidanim 667 pl 1M Na,CO;,

7. Stanovte optickou densitu métenim pfti vinové délce 420 nm. (rozsah linearity je 0,2-0,8 OD).



Roztoky:
100x roztok Mg: 0,1M MgCl,, 4,5M B-merkaptoetanol

Ix ONPG: 4 mg/ml o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosidu v 0,1M fosfatovém mixu pH 7,5
0,1M fosfatovy mix: 41 ml 0,2M Na,HPO,. 2H,0 a 9 ml 0,2M NaH,PO,. 2H,0 + 50 ml H,O.

C) TEST NA AKTIVITU LUCIFERAZY

1. 10 pl lyzatu prenést do 90 pl 0,25M Tris pH 7,5.
Pridat 360 pl luciferase assay buffer, prenést do luminometrické kyvety a promichat na
vortexu.

3. Pfenést do komurky luminometru, pfidat 200 pl roztoku luciferinu (luciferin stock solution
fedény 5x H,0) a zaznamenat Udaj o absolutni luciferazové aktivité na luminometru.

4. Relativni luciferazovou aktivitu kazdého vzorku stanovit jako podil absolutni luc. aktivity a -
gal aktivity na 1 pl extraktu.

Zasobni roztoky:

Luciferase assay buffer:

Vysledny roztok Konc. Priprava 5Sml
zasobniho pracovniho
roztoku roztoku
25mM Gly-Gly pH 7,8 250mM 0,5 ml
15mM KH,PO4, pH 7,8 0,IM 750 pl
15mM MgSO, 1M 75 ul
4mM EGTA 400mM 50 pl
2mM ATP 100mM 100 pl
ImM DTT M S5ul
ddH,O - 3520 wl

Luciferine stock solution:

ImM D-luciferin

25mM glycylglycine (Gly-Gly)
10mM DTT
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STANOVENI POSKOZENI DNA PO PUSOBENI PEROXIDU VODIKU NA BUNKY
KARCINOMU PRSU METODOU COMET ASSAY

Uvod:

Stanoveni genotoxicity latek je dtlezité pii posouzeni jejich vyuziti v praxi. V soucasné dob¢
existuje fada metod, které umoziuji stanovit genotoxicky ucinek latek (Amestv test, test na
chromozomové aberace, test vymeény sesterskych chromatid, testovani mutaci v genu pro tymidinovou
kindzu, stanoveni mikrojader ...). Jednou z moznosti testovani genotoxickych ucink na savcich
buiikach je comet assay, ktery je zalozen na principu detekce migrace DNA v elektrickém poli.
Vyhodou této metody je jednoduchost, moznost detekce vice typl poskozeni DNA, moZnost testovani
bunék a tkani z in vivo organismu. Existuje cela fada modifikaci tohoto testu, které umoziiuji detekci
ur¢itého typu poskozeni DNA. Asi nejuniverzdlngjsi metodou je comet assay v alkalickych
podminkach, kterd umoziiuje soucasné stanoveni dvou — a jedno-tfetézcovych zlomt ale také jinych
typt DNA poskozeni (kroslinkd ....). Podstatou této metody je ukotveni jednotlivych bunék
v agarozovém gelu, jejich lyze v alkalickém prosttedi a naslednd elektroforéza. Miru poskozeni DNA
1ze stanovit nasledn¢ pomoci pocitacového softwaru. V jasnych piipadech rovnéz ,,okometricky*.

Postup:
a) priprava bunék:

4x10° bunék MDA-MB-231 inkubovat v 5ml misce. Druhy den pidat 1 ul 3% peroxidu vodiku. Po 5-
10 minutach buniky sklidit, oplachnout PBS a nafedit na vyslednou koncentraci 20 tis bun¢k/20 ul
PBS.

b) pfiprava skel:

Na podlozni sklicko nanést tenkou vrstvu 1% agardzy v PBS a nechat pies noc zaschnout pti pokojové
teploté. Druhy den nanést vrstvu 0,5% agardézy v PBS (110 ul), pfekryt krycim sklickem a nechat
zatuhnout v lednici. Smichat 20 ul smési bun¢k v PBS s 90 ul 0,5% LMP agarézy v PBS temperované
na 37°C a nanést na sklicko, opét prekryt krycim sklickem a nechat zatuhnout v lednici. Po zatuhnuti
na tuto vrstvu nanést posledni vrstvu 0,5% LMP agarozy, prekryt krycim sklickem a nechat zatuhnout
lednici. Po zatuhnuti sundat kryci sklicko a ponofit do lyza¢niho roztoku. Inkubovat pies 1
hodinu/pfes noc.

c) elektroforéza a barveni:

Opléachnout sklicka v elektroforetickém pufru a polozit je do elektroforetické vany s pufrem na dobu
30 minut. Nasledné bézet elektroforézu na 20V 30 minut. Sklicka poté neutralizovat 3 x 5 minut
v neutralizacnim pufru. Na sklicka kédpnout 50 ul roztoku propidium iodidu (2ug/ml) a piekryt krycim
sklickem. Po 5 minutach sejmout kryci sklicko a pozorovat pod flourescencnim mikroskopem.

Roztoky:

Lyzaéni roztok: 100 mM EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris pH=10, 1% Triton X-100
Elektroforeticky pufr: 1 mM EDTA, 300 mM NaOH, pH > 13
Neutraliza¢ni roztok: 0,5 M Tris, pH=7,5



Téma: APOPTOZA

Uvod:

Protinadorové vyzkumy se Casto zaméiuji na hledani zpasobii jak indukovat terminalni
diferenciaci, programovanou bunécnou smrt nebo zastavit proliferaci nadorovych bunék. Naptiklad pii
hledani novych 1éCiv je prvnim, nejjednoduss$im a nejlevnéjSim krokem studovani jejich vlivu na
zéakladni fenotypové vlastnosti nadorovych bunéénych linii, jakymi jsou pfedev§im mira proliferace,
viabilita a morfologie. Pouzitim n€kterych metod pro sledovani cytotoxického ucinku protinddorovych
agens mizeme odli$it typ bunééné smrti (napt. morfologie jader po fixaci a barveni proprium jodidem,
detekce Stépeni proteinu PARP). Jiné metody odlisit apoptézu od nekrotické bunécné smrti
neumoznuji (MTT test, eosin exclusion assay, monitorovani cytotoxicity pomoci xCELLigence) a
pouzivaji se zejména pro stanoveni IC50, ¢i LC50, davky cytotoxické latky, kterd zpisobi 50%
inhibici nebo mortalitu.

Material:

Bunéc¢na linie: U937, MDA-MB-231
Induktory bunécné smrti: camptothecin, peroxid vodiku, TRAIL

MTT TEST — TEST CYTOTOXICITY A METABOLICKE AKTIVITY

Uvod:

MTT je test metabolické aktivity. Oxidaci na mitochondriich vznikéa nerozpustna tetrazoliova
stil, ktera se nasledné extrahuje a méfi se absorbance dosazeného zabarveni. Cim déle buiiky Ziji (a
metabolizuji) tim vice barvy vyrobi; sniZzeni mnozstvi detekované tetrazoliové soli v buiikach je tedy
pfimo imérné snizeni jejich viability. MTT test Ize pouzit jak na stanoveni cytotoxicity latek, tak také
napf. na urceni proliferacni aktivity bunék.

V buiikach linie U937 mize byt bunééna smrt indukovana napt. camptothecinem (CAM). Urcete
vhodnou koncentraci camptothecinu pro indukci bunécné smrti u bunék U937 pii 24-hodinové

kultivaci, konkrétn€, jakou koncentraci CAM musime pouzit, abychom dosdhli hodnoty IC50, tedy
50% mrtvych bunék po 24 hodinach?

Postup:

—_—

Vyberte koncentracni fadu CAM k otestovani (cca 6 koncentraci)

Nated’te buiiky U937 v médiu (RPMI 1640) do vysledné koncentrace 4x10°/ml

Napipetujte bunécnou suspenzi po 100 pl do 96-jamkové desticky, kazdy vzorek v triplikatu.
Nutné kontroly: neovlivnéné buriky a ¢isté médium (blank)

Pridejte k buitkdm zvolena mnozstvi induktoru (CAM)

Inkubujte pti 37°C/10% CO, po dobu 24 hodin

Ptidejte ke kazdému vzorku 10 ul MTT Reagentu a inkubujte 2-4 hodiny pii 37°C/10% CO,
Bunky pravidelné sledujte, dokud se v nich neobjevi fialovy precipitat
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8. Poté pridejte 100 pul Detergent Reagentu a desticku inkubujte ve tmé a pokojové teploté
nejméné 2 hodiny (nebo i pres noc). Inkubace pii 37°C urychluje solubilizaci.
. Odejméte viko desticky a zméite absorbanci pfi 570 nm s referencni vinovou délkou 650 nm.
10. Stanovte primérnou hodnotu z triplikatl, odectéte blank. Vyneste absorbanci na osu Y versus
koncentrace CAM na ose X a urCete koncentraci, pii které se metabolickd aktivita bun¢k
snizila oproti kontrole o 50%.

EOSIN EXCLUSION ASSAY - TEST VIABILITY

Uvod:

Viabilitu bun¢k je mozné stanovit optickou mikroskopii po obarveni bun¢k eosinem. Do
mrtvych bunék barvivo prochazi narusenou cytoplazmatickou membranou, Zivé bunky zistavaji
nezbarveny. Timto testem nelze odlisit apoptozu od jinych forem bunécné smrti.

V bunkach linie U937 miZe byt bunécnad smrt indukovéana napt. camptothecinem (CAM). Urcete
vhodnou koncentraci camptothecinu pro indukci bunécné smrti u bunék U937 pii 24-hodinové
kultivaci, konkrétné, jakou koncentraci CAM musime pouzit, abychom dosahli 50% mrtvych bunék
po 24 hodinach?

Postup:

1. Vyberte koncentra¢ni fadu CAM k otestovani (cca 6 koncentraci)
. Nated'te buiiky U937 v médiu (RPMI 1640) do vysledné koncentrace 4x10°/ml

3. Napipetujte bunécnou suspenzi po 2 ml do 6-jamkové desticky. Nutna kontrola: neovlivnéné
buriky. (0,8x10° bunék / 2 ml = jamku)

4. Pftidejte k buitkdm zvolena mnozstvi induktoru (CAM)

5. Inkubujte pii 37°C/10% CO, po dobu 24 hodin

6. Ke 20 ul vzorku (bunécné suspenze) pridejte 20 ul eosinu (pracovat v rukavicich), inkubujte 5
min pfi RT.

7. Spocitejte podil mrtvych (zbarvenych) bun¢k v jednotlivych vzorcich.

8. Urcete koncentraci, pii které se viabilita bun€k sniZila oproti kontrole o 50%.

Uloha &.3

FIXACE BUNEK A BARVENI NUKLEOVYCH KYSELIN PROPIDIUM IODIDEM

Uvod. :

Bunky se fixuji ve smési metanolu s kyselinou octovou, ¢imz se permeabilizuje jejich bunécna
membrana a barvivo mize proniknout dovniti bunék. Po ptidani propidium iodidu dojde k obarveni
nukleovych kyselin. Vyhodnocuje se morfologie jadra, stupein kondenzace chromatinu, pfitomnost
apoptotické fragmentace a apoptotickych télisek.



PresvédcCit se o zméné jaderné morfologie myeloidnich bunék béhem indukce bunééné smrti
fluorescen¢ni mikroskopii. Ur€it typ bunééné smrti indukované v bunkach U937 camptothecinem a
peroxidem vodiku.

Postup:

1. Indukovat buné€nou smrt bun¢k U937 inkubaci s camptothecinem, resp. s peroxidem vodiku.
(v 5 ml miskéach, 2x10° bungk)

2. Prfedem pfipravit smeés slozenou z metanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1, smés
uchovavat v —20°C a pouzivat vychlazenou.

3. Bunky z pokusné misky centrifugovat (400g/5 min)

4. (QOdsat supernatant, pelet resuspendovat v 0,5 ml 1xPBS

5. Za soucasn¢ho michani na vortexu pomalu piikapat 5 ml ledové smési

6. Inkubovat v —20°C minimaln¢ 30 minut (optimalné pies noc)

7. Centrifugovat pti 200g/5 min (fixované bunky jsou kfehké, nepouzivat pii centrifugaci vyssi
otacky!)

8. Odsat supernatant, pelet resuspendovat ve 100 pl ledové smési

9. Kapnout jednu kapku na podlozni sklicko a nechat zaschnout

10. Obarvit 10 pl propidium iodidu o koncentraci 10 pg/ml

11. Piikryt krycim sklickem, vyhodnotit pod fluorescenénim mikroskopem procento jader
s apoptotickou morfologii

Uloha &.4

MONITOROVANI CYTOTOXICKEHO UCINKU LATEK V REALNEM CASE -
XCELLIGENCE

Uvod. :

U bunék adherentnich (pfisedlych) je bunécnad smrt doprovazena ztratou adheze k podkladu.
Tento ucinek nékterych cytotoxickych latek mizeme sledovat v redlném case pomoci systému
xCELLigence. Principem této metody je kontinudlni zaznamenavani signalu, ktery vytvareji buiky
kontaktem s elektrodami na dné kultivaéni jamky. Cim vice bun&k je v kontaktu s elektrodami a ¢im
siln€ji tyto buiiky adheruji, tim vys$si signal zméfime. Po pfidani cytotoxické latky bunky postupné
ztraceji kontakt s pokladem, coz pozorujeme jako pokles signalu (bunééného indexu).

Sledovat zavislost mezi koncentraci bun€k a intenzitou signalu (bunécnym indexem). Pozorovat
zmeénu signalu po pridani induktoru apoptoézy (TRAIL).



Postup:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Natfedit bunky do
vysledné koncentrace 4x10%/ml, 1x10°/ml, 2x10°/ml, 4x10°/ml v médiu RPMI bez glutaminu.

2. Do jamek desticky (E-plate) pipetovat 100 ul média RPMI bez glutaminu, zméfit background.

3. Do jamek desticky (E-plate) pfidat 50 ul bunééné suspenze o rtizné koncentraci. (Vysledny
pocet bun¢k na jamku bude 2000, 5000, 10 000, 20 000). Zacatek méteni.

4. Nasledujici den pridat k vybranym jamkam TRAIL o vhodné koncentraci, nafedény v RPMI
bez glutaminu, v objemu 50 ul. Pokrac¢ovat v méfeni buné¢ného indexu dalSich 24-72 hod.

5. Vyhodnotit zménu bunécného indexu v Case v zavislosti na poctu bunck, resp. piitomnosti
cytotoxické latky.

Uloha &.5

DETEKCE STEPENI PROTEINU PARP POMOCI ELEKTROFOREZY PROTEINU A
IMMUNOBLOTINGU

Uvod :

V prubéhu apoptoézy dochazi k aktivaci efektorovych kaspaz, jejichz substratem je mimo jiné
poly(ADP-ribosa) polymeraza (PARP). Specificky fragment proteinu PARP (89 kDa) vznikajici
Stépenim kaspazami lze detekovat westernovym prenosem pouze v apoptotickych buiikach.

Cil:

Potvrdit hypotézu o typu bunécné smrti indukované v bunikach U937 camptothecinem a peroxidem
vodiku. Pouzit vhodné koncentrace CAM a EtOH k indukci bunéCné smrti a ovéfit, zda v bunkach
dochazi k apoptotickému Sté€peni proteinu PARP (kromé nestépené formy o hmotnosti 116 kDa, 1ze
detekovat také 89 kDa fragment).

Postup:

Piiprava vzorkt:

Indukovat bunéénou smrt bun¢k U937 vhodnou koncentraci CAM a H202. Buiiky promyt 1xPBS a
lyzovat v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani bromfenolovou modf, 4 minuty povafit a
uchovavat pii —20 °C. Zméfit koncentraci proteinll ve vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke
vzorkiim piidat alesponn dvojnasobek kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vyslednd koncentrace
proteinti v takto nafedénych vzorcich byla stejna.

Meéfteni koncentrace proteint (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesti¢ku pipetovat Sul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkim pfidat 25 ul
roztoku A’ (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Ptridat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minu stat. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pfi 750 nm. Vypocitat
vhodné fedéni vzorkt tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteini od kazdého
vzorku.

Ptiprava gelu:
5. S pouzitim rukavic vycistit skla, promyt pod tekouci vodou, umyt detergentem, proplachnout

vodou, oplachnout ethanolem a utfit.
6. Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.



Ptipravit roztok pro dolni gel, jemn¢ promichat a nalit mezi pfipravena skla asi do 2/3.
Prevrstvit gel slabou vrstvou destilované vody. Nechat polymerovat 30 minut.

Slit horni vrstvu destilované vody, pfipravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel, vsunout
hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

Nanaseni vzorku a elektroforéza:

5.

6.

7.

8.

Skla s gelem umistime do elektroforetické aparatury, dolijeme elektroforeticky pufr a opatrné
vytahneme hiebinky.

Na gel nanasime 10-20 ul vzorku (mnoZzstvi zavisi na koncentraci proteinti v bunéénych
lyzatech).

Ptipojime aparaturu ke zdroji. Pro prichod hornim gelem aplikujeme 80V, poté zvysSime
napéti na 120V.

Elektroforézu zastavim v moment¢, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Sestaveni blotovaci aparatury:

9.

Nastiihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a nitrocelul6zovou membranu stejné velikosti jako
je proteinovy gel.

10. Navlh¢ime papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.
11. Plastikovou svorku umistime do vanic¢ky s transferovym pufrem cernou plochou doli. Na ni

polozime pérezni podlozku a vytlaéime bubliny.

12. Na podlozku umistime 2 navlhcené filtracni papiry Whatman a opét vytlacime bubliny.
13. Na papiry Whatman polozime gel a na néj opatrn€ navlh¢enou nitrocelul6zovou membranu.
14. Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytlaéime bubliny a na né druhou

porézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

15. Takto sestaveny sendvi¢ sevieme do plastikové svorky a umistime do vanicky s transferovym

pufrem a chladitkem.

16. Blotujeme 1 hod pii 400 mA.

Detekce proteinu na membrané pomoci protilatek:

13. Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelulézovou membranu v 5% roztoku suseného mléka
v TBS-Tween po dobu 30 minut pfi pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

14. Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-PARP tedénou 1:1000 v TBS-Tween 1
hod pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

15. 3x promyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).

16. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou alkalickou
fosfatazou (anti-rabbit IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pti pokojové teplot¢.

17. Promyjeme dvakrat TBS-Tween a dvakrat TBS.

18. Oplachneme membranu v destilované vode.

19. Membranu inkubujeme ve vyvolavacim roztoku (10 ml AP pufru, 33 ul NBT, 83 ul BCIP)

Pouzité roztoky

Transferovy pufr: TBS: TBS-Tween:

48 mM Tris 50 ml 1M Tris-Cl pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litrit TBS
39 mM glycin 57,6 ml 5M NacCl

20%methanol doplnit vodou do 2 litra

Odbarvovaci roztok: Tris-glycin elektroforeticky pufr (ph==8.3):

500 ml metanolu 25 mM Tris

400 ml destilované vody 250 mM glycine

100 ml kyseliny octové 0,1% (w/v) SDS



Pufr pro alkalickou fosfatdzu: Barvici roztok: (barveni proteind)

Iml 1M Tris-CL, pH=9, 200 ul 5M NaCl 2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku
50 ul 1M MgCl,

doplnit destilovanou vodou do 10ml

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7.5ml)

H,O 4,9 ml H,O 5,62 ml

40% Akrylamid 2,4 ml 40% Akrylamid 0,79 ml

1,5M Tris-Cl (pH=8,8) 2,5 ml  1,5M Tris-Cl (pH=6,8) 0,94 ml
10% SDS 0,1 ml 10% SDS 75 ul

Ammonium persulfate 75 ul Ammonium persulfate 30 ul
TEMED 7,5 ul TEMED 10 ul

2xCSB lyzaéni pufr

6,9 ml H,O

2 ml glycerol

1,2ml 1M Tris pH=6,8

0,4 ml 0,2% Bromfenolova modf v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

+ pted pouzitim ptidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB




Téma: ANALYZA FUNKCNICH ZMEN PROVAZEJICICH DIFERENCIACI BUNEK
MYELOMONOCYTARNI RADY

Uvod:

Exprese protoonkogenu c-myb je typicka pro nezralé krevni butiky a pro jejich transformované
varianty, prispiva kjejich aktivni proliferaci a zablokovani terminalni diferenciace. S pribéhem
diferenciace krevnich bunék postupné klesa. Exprese onkogenu v-myb je typicka pro kufeci
monoblasty BM2, které byly transformované virem ptaci myeloblastézy. Existuji ur¢ité chemické
latky, které dokazou zastavit proliferaci a vyvolat diferenciaci nejen bun¢k promonocytarnich bunék
U937, ale i bunék BM2 a dalsich bunéénych linii myeloidni fady. Podobny ucinek mize rovnéz
vyvolat zvySena exprese nékterych transkripénich faktord a koaktivatord. Diferencia¢ni procesy jsou
spjaty s funkénimi zménami bunék, které tzce souvisi se zménami jejich enzymového vybaveni a se
zménami integrind vystavenych na jejich povrchu. Na detekci téchto zmén jsou zalozeny diferenciaéni
testy. Cilem této ulohy je osvojeni poznatkl tykajicich se procesii provazejicich diferenciaci
hematopoietickych buné€k myeloidni fady a praktickd aplikace téchto védomosti pii sledovani
diferenciace bun¢k U937 a BM2 .

NBT TEST

Uvod:

Proces fagocytozy je nasledovan sledem chemickych reakci, v jejichz pribéhu vznikaji latky
jako peroxid vodiku a kyselina chlornd, které slouzi k usmrceni fagocytujici buitkou pohlceného
organismu. Tvorba téchto sloucenin je doprovazena vznikem kyslikovych radikall, jejichz vznik
muizeme prokazat pomoci tetrazoliové soli, ktera je radikaly redukovéana na barevny formazan. Reakci
vyhodnotime spektrofotometricky. Buiiky mohou byt k tvorbé kyslikovych radikalt stimulovany jako
odpoveéd na probihajici fagocytozu stejné jako forbolovym esterem PMA.

Roztoky:

1. DMEM (bez séra), 37°C

2. 1mg/ml NBT v PBS s 2 pl/ml PMA (zésobni koncentrace 1 mg/ml, ptidat tésné pted pouzitim).
200l na vzorek, ptipravit doptedu, pfed pouzitim zcentrifugovat naplno)

3. 10% Triton X-100 s HCI ( na 5 ml roztoku 36 pl konc. HCI a 500 pl Triton X)

Postup:

1. V5 ml média kultivujte 1x10° bunék BM2 po dobu 24 hodin indukovanych a neindukovanych
trichostatinem A.

2. 1x10° viabilnich bunék z kultivaéni misky centrifugovat pti 200g

3. Opatrné odsat supernatant (trocha supernatantu maze zdstat)

4. Sediment rozsuspendovat ve 400 pl DMEM bez séra, pridat 200 pl NBT v PBS/PMA (roztok 2)

5. Lehkym protiepanim rozsuspendovat bunky

6. Jednu hodinu inkubovat v termostatu (37°C)

7. Ptidat 200 pl 10% Tritonu, lehce protrepat

8. Nechat 20-30 min. extrahovat pii pokojové teploté

9. Po skonceni inkubace po 200 pl na mikro-titra¢ni desticku

10. Zmérit absorbanci na ELISA-readeru pii 620 nm jako referenci pii 570 nm



Uloha &.2

FAGOCYTOZA

Uvod:

Jednou ze zakladnich vlastnosti makrofagt je schopnost fagocytdzy. V soucasné dobé¢ existuje
fada metod pro stanoveni fagocytické aktivity makrofagi. Jedna z nich je zaloZena na kultivaci bun¢k
s Dynabeads M-270 Epoxy kuli¢kami o velikosti 2,8 mikrometrti (Dynal Biotechnologies). Makrofagy
jsou schopné tyto kulicky fagocytovat a pocet fagocytovanych kuli¢ek jednotlivymi buiikami lze
vyhodnotit pod mikroskopem.

Postup:

1. V 10 ml média kultivujte 2x10° bundk BM2 po dobu 24 hodin indukovanych a
neindukovanych trichostatinem A spolu s 10 ul smési Dynabeads M-270 Epoxy.

2. Sklizené buiky promyt 1x v 1x PBS, resuspendovat v 1 ml 1x PBS

3. Do zkumavky s 2 ml Histopaque pienést suspenzi bun¢k — nalévat po sténé€, aby se vrstvy
nepromichaly

4. Cfg na centrifuze s vykyvnym rotorem (Heraeus) 400g/30 min

5. Bunky vytvoii bélavy prstenec. Vrstvu nad nim opatrné odsajeme, fazi s buitkkami odebereme
do nové zkumavky a promyjeme 10 ml 1x PBS/EDTA

6. Pelet resuspendujeme v malém mnozstvi PBS (podle jeho velikosti...ptiblizné v 5 pl)

7. 3 pl naneseme doprostied skla, prekryjeme krycim sklickem a pfitlacime

8. Vyhodnocujeme jesté tyz den 200 bunck z kazdého skla

Pozn:
1. Pii sklizeni dochazi ke ztraté bunék, proto kultivovat na 10 ml miskach
2. Pomér buiiky:beads je 1:5, tj. 10 pl kulicek na 10 ml misku
3. Dodrzovat stejn¢ dlouhou dobu kultivace s beadsy, aby bylo mozné srovnani
4. Na sklicko nenanaset vic nez 3 pl, jinak se barva pfili§ zfedi



Uloha &.3

CYTOCENTRIFUGACE

Uvod:

Pii studiu morfologie bun€k riiznych typd je velmi uZzite¢né provadét tzv. cytocentrifugaci,
kterou Ize pivodné trojrozmémé buiiky pfevést na dvourozmérné. Studovanid bunécna suspenze se
umisti do specialni cytocentrifugacni kyvety spolu s podloznim sklickem. Odstfedivou silou jsou
buitkky nuceny sedimentovat na podlozni skli¢ko a roztdhnout se do S$itky. Néaslednou fixaci a
obarvenim se sedimentované buiiky zviditelni pro rutinni mikroskopickou analyzu.

PresvédCit se o zmén€ morfologie myeloidnich bunék béhém diferenciace svételnou
mikroskopii. Buniky linie U937 mohou byt stimulovany k diferenciaci na makrofagy prostfednictvim
forbolového esteru (PMA).

Postup:

1. Bunky U937 kultivujte za ptitomnosti PMA (150nM) po dobu 48 hodin.

Buiiky spocitejte na hemocytometru (bunky které adheruji k podkladu preved’te do suspenze
pomoci 1 mM EDTA v PBS), 1x10° bundk pieneste do zkumavky, centrifugujte 400g/5 min a
resuspendujte ve 100 ul PBS.

Vzorky pteneste do cytocentrifugacnich kyvet, centrifugujte 4 minuty pti 500g.

Vzorky na sklickach nechte kratce oschnout, pak fixujte 5 x opakovanym ponofenim sklicka do
fixa¢niho roztoku (metanol) na 1 vtetinu.

Obarveni jadra 5 x opakovanym ponotenim sklicka do eosinu na 1 vtetinu.

Obarveni cytoplazmy 5 x opakovanym ponofenim sklicka do thiazinu na 1 vtefinu.

Ptebytek barviva na sklicku opatrné oplachnéte vodou a vzorky nechte oschnout.

Morfologii buné€k analyzujte mikroskopicky.

B w

PN

Fixac¢ni a barvici roztoky jsou soucasti kitu Diff-Quik.
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DETEKCE PROTEINU ¢-MYB POMOCI ELEKTROFOREZY PROTEINU A
IMMUNOBLOTINGU

Ptiprava vzorku:

Indukovat diferenciaci bun€¢k U937 vhodnou koncentraci forbolového esteru PMA. Buiiky promyt
1xPBS a lyzovat v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani bromfenolovou modf, 4 minuty
povafit a uchovavat pii —20 °C. ZméFit koncentraci proteinii ve vzorcich DC Protein Assay kitem
(Biorad). Ke vzorkim pfidat alespon dvojnasobek kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vysledna
koncentrace proteinti v takto nafedénych vzorcich byla stejna.

Meéfeni koncentrace proteind (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat Sul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkiim pridat 25 ul
roztoku A’ (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Pfidat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minu stat. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pii 750 nm. Vypocitat
vhodné fedéni vzorkl tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteini od kazdého
vzorku.

Ptiprava gelu:
9. S pouzitim rukavic vy¢istit skla, promyt pod tekouci vodou, umyt detergentem, proplachnout

vodou, oplachnout ethanolem a utfit.

10. Sestavit skla se spacery a sevrit je svorkami.

11. Pripravit roztok pro dolni gel, jemné promichat a nalit mezi pfipravend skla asi do 2/3.
Prevrstvit gel slabou vrstvou destilované vody. Nechat polymerovat 30 minut.

12. Slit horni vrstvu destilované vody, ptipravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel, vsunout
hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

NanaSeni vzorki a elektroforéza:

9. Skla s gelem umistime do elektroforetické aparatury, dolijeme elektroforeticky pufr a opatrné
vytadhneme htebinky.

10. Na gel nanaSime 10-20 ul vzorku (mnozstvi zavisi na koncentraci proteintt v bunéénych
lyzatech).

11. Pfipojime aparaturu ke zdroji. Pro prichod hornim gelem aplikujeme 80V, poté zvySime
napéti na 120V.

12. Elektroforézu zastavim v moment€, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Sestaveni blotovaci aparatury:

17. Nasttihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a nitrocelul6zovou membranu stejné velikosti jako
je proteinovy gel.

18. Navlh¢ime papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.

19. Plastikovou svorku umistime do vanicky s transferovym pufrem cernou plochou doli. Na ni
polozime poérezni podlozku a vytla¢ime bubliny.

20. Na podlozku umistime 2 navlh¢ené filtra¢ni papiry Whatman a opét vytla¢ime bubliny.

21. Na papiry Whatman polozime gel a na n€j opatrn€ navlhcenou nitrocelulézovou membranu.

22. Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytlacime bubliny a na n¢ druhou
porézni podlozku. Opét vytlaéime bubliny.

23. Takto sestaveny sendvi¢ sevieme do plastikové svorky a umistime do vanicky s transferovym
pufrem a chladitkem.

24. Blotujeme 1 hod pti 400 mA.




Detekce proteinti na membrané pomoci protilatek:

20. Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelul6zovou membranu v 5% roztoku suseného mléka
v TBS-Tween po dobu 30 minut pti pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

21. Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-Myb fedénou 1:1000 v TBS-Tween 1 hod
pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

22. 3x promyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).

23. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou alkalickou
fosfatazou (anti-mouse IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pii pokojové teplotg.

24. Promyjeme dvakrat TBS-Tween a dvakrat TBS.

25. Oplachneme membranu v destilované vode¢.

26. Membranu inkubujeme ve vyvolavacim roztoku (10 ml AP pufru, 33 ul NBT, 83 ul BCIP)

Pouzité roztoky

Transferovy pufr: TBS: TBS-Tween:

48 mM Tris 50 ml 1M Tris-Cl pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litrt TBS

39 mM glycin 57,6 ml 5SM NaCl

20%methanol doplnit vodou do 2 litrt

Odbarvovaci roztok: Tris-glycin elektroforeticky pufr (ph==8.3):

500 ml metanolu 25 mM Tris

400 ml destilované vody 250 mM glycine

100 ml kyseliny octové 0,1% (w/v) SDS

Pufr pro alkalickou fosfatdzu: Barvici roztok: (barveni proteini)

Iml 1M Tris-CL, pH=9, 200 ul 5M NaCl 2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku

50 ul 1M MgCl,
doplnit destilovanou vodou do 10ml

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7.5ml)

H,O 4,9 ml H,O 5,62 ml

40% Akrylamid 2,4 ml 40% Akrylamid 0,79 ml

1,5M Tris-Cl (pH=8,8) 2,5 ml  1,5M Tris-Cl (pH=6,8) 0,94 ml
10% SDS 0,1 ml 10% SDS 75 ul

Ammonium persulfate 75 ul Ammonium persulfate 30 ul
TEMED 7,5 ul TEMED 10 ul

2xCSB lyzacni pufr

6,9 ml HzO

2 ml glycerol

1,2ml 1M Tris pH=6,8

0,4 ml 0,2% Bromfenolova modf v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

+ pted pouzitim piidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB




