Metody detekce apoptozy indukované cytotoxickymi latkami u nadorovych bunék

1. Detekce hladiny p-p53 (S15) pomoci elektroforézy a westernového prenosu

2. Mgfeni hladiny superoxidovych aniontli sondou DHE (dihydroethidium) pritokovou cytometrii

3. Mg¢éfeni hladiny kyslikovych radikali (ROS) (peroxid vodiku, hydroxylovych radikalt) sondou
DCF priitokovou cytometrii

4. Méfeni membranového mitochondridlniho potencialu sondou JC1 pritokovou cytometrii

5. Stanoveni subGO0 faze bunécného cyklu prutokovou cytometrii

6. Transfekce bunék lipofekci a stanoveni aktivity luciferazy a -galaktozidazy z extraktl ptechodné
transfekovanych bunék
7. Monitorovani cytotoxického ucinku latek v realném case — xCelligence assay

1. Detekce hladiny p-p53 (515) pomoci elektroforézy a westernového pi'enosu

Uvod:

Apoptdza, neboli typ I programované bunécné smrti, slouzi k eliminaci nepottebnych ¢i poskozenych
bun¢k. Je soucasti fyziologickych i patologickych dé&ji. Béhem apoptdézy dochazi ke kondenzaci
chromatinu, fragmentaci DNA a rozpadu bun¢k na apoptoticka teliska, ktera jsou nasledné
fagocytovana. Apoptoza je charakteristickd dvéma signalnimi drahami — vnitini - fizena
mitochondriemi a vné&jsi - fizena aktivaci receptorti smrti.

pS53 patii mezi nadorové supresory a indukuje zastavu ristu nebo apoptézu v zavislosti na
fyziologickych podminkach a bunécném typu. DNA poskozeni indukuje fosforylaci p53 na Serl5
s naslednym snizenim schopnosti interakce p53 s jeho negativnim regulatorem Mdm?2.

Zjistit, zda v bunnkach MDA-MB-231 vystavenych plisobeni chemoterapeutika dochazi k fosforylaci a
aktivaci p-p53 (S15).

Postup a pfiprava vzorku:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 2ml
misky v koncentraci 0,2*10°b/2ml.

Inkubace bunék 24hod/37°C

Osetrit chemoterapeutikem cisplatinou a doxorubicinem

Inkubace bunék 37°C

Bunky 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 alesponi dvojnasobek
kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vysledna koncentrace proteini v takto natfedénych
vzorcich byla stejna.
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Meéfeni koncentrace proteina (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat 5Sul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkliim 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 minut stat. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru ptfi 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

destilovanou vodou, oplachnout ethanolem a utfit.



Sestavit skla se spacery a seviit 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:
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3.
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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 proteini v bunéénych
lyzatech).

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

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

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

Navlh¢ime papiry Whatman a pérézni podlozky v transferovém pufru.

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

Na podlozku umistime 2 navlh¢éené filtrani papiry Whatman a opét vytla¢ime bubliny.

Na papiry Whatman polozime gel a na néj opatrné navlhcenou nitrocelul6zovou membranu.
Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytlacime bubliny a na né druhou
porézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

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

Blotujeme 1 hod pti 400 mA.

Detekce proteini na membrané pomoci protilatek:

1. Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelul6zovou membranu v 5% roztoku susené¢ho mléka
v TBS-Tween po dobu 30 minut pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
2.  Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-p-p53 fedénou 1:1000 v TBS-Tween 1
hod pfi pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
3.  3x promyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).
4.  Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou peroxidazou (anti-
mouse IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pii pokojové teplote.
5. Promyjeme tiikrat Smin TBS-Tween a dvakrat 2 min TBS.
6. Oplachneme membranu v destilované vode¢.
7.  Na membranu nakapeme substrat a inkubujeme 5 min pti pokojové teploté
8.  Detekce signalu v temné komote
9. Po vyvolani signdlu membranu obarvime v 0,2% roztoku amidoblack - nespecifické barveni
proteind, potvrzeni srovnani hladiny celkovych proteint
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 litrd TBS
39 mM glycin 57,6 ml 5M NaCl
20%methanol doplnit vodou do 2 litrti
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



Barvici roztok: (barveni proteintl)
2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku

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

2.Méieni hladiny superoxidovych radikalu sondou DHE (dihydroethidium) pritokovou cytometrii

Uvod:

Oxidativni stres je dalezitou charakteristikou nadorové buiky a také jednou z mnoha udélosti, ktera

mize vyvolat vnitini cestu aktivace apoptozy. Oxidativni stres je podminén pfitomnosti kyslikovych
radikald, které vznikaji pii mnoha chemickych reakcich probihajicich v téle. Radikal je chemické
oznaceni pro prvek nebo slouceninu, ktera ve své molekule obsahuje jeden nebo vice nesparovanych

elektronti. Radikaly byvaji velmi nestabilni a vytrhavaji elektrony z jinych sloucenin, tim pak
poskozuji buiky organismu. PoSkozeni se tyka povrchovych membran bunék i vnitrobunéénych

struktur véetné bunécnych jader.

DHE je fluorescen¢ni sonda, které monitoruje pfitomnost superoxidovych aniontii. Reakci DHE se

superoxidy vznikd hydroxyethidium. Superoxidy detekujeme jako zeleny fluorescencni signal pfi

pouziti excitacni/emisni vinové délky 488/520 nm.

Zjistit, zda-li pouzité chemoterapeutikum indukuje tvorbu superoxidovych aniontii sondou DHE u

bunék kolorektalniho karcinomu

Postup:

1. Adherentni bunky CT26 ptevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 24-jamkové desticky (0,5 ml

média) v koncentraci 0,5%10°/0,5ml.

2. Inkubace buné¢k 24h/37°C

3. Treatment bunék cisplatinou (5SuM; 10uM; 20uM), doxorubicinem (0,1; 0,4ug/mL)

4. Inkubace bun¢k 24h/37°C

5. Sterilné odsat médium s bungk.

6. Namichat si roztok média se sondou DHE o vysledné koncentraci 10uM (zasobni koncentrace
DHE 50mM)

7. Promytv 1xPBS

8. Napipetovat opatrné na bunky médium se sondou



9. Inkubace po tmé pii 37°C/20 min

10. Odsat médium, dvakrat promyt v 1xPBS

11. Pfenos bunék suspendovanych v 0,2 mL 1x PBS do FC zkumavek
12. Méfeni na prutokovém cytometru FACSVerse

3.Méi‘eni hladiny kyslikovych radikalii sondou DCF priitokovou cytometrii

Uvod:

H,DCF-DA, bunééné permeabilni sonda, je konvertovdna do DCF-DA intracelularnimi eserazami, a
jeji oxidace ma za nasledek vznik vysoce fluorescencni DCF.

DCF (dichlordihydrofluorescein) monitoruje piitomnost kyslikovych radikalt (primarné molekul
peroxidu vodiku) (emise/excitace 488/520 nm).

Zjistit, zda-li pouZzité chemoterapeutikum indukuje tvorbu kyslikovych radikalt sondou DCF u bun¢k
kolorektalniho karcinomu.

Postup:
1. Adherentni bunky CT26 pfevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 24-jamkové desticky (0,5 ml
média) v koncentraci 0, 5* 10°/0,5ml.

2. Inkubace bun¢k 24h/37°C

3. Treatment bunék cisplatinou (SuM; 10uM; 20uM), doxorubicinem (0,1; 0,4ug/mL)

4. Inkubace bunck 24h/37°C

5. Sterilné odsat médium s bungk.

6. Namichat si roztok média se sondou DCF o vysledné koncentraci 20uM (zasobni koncentrace
DCF 5SmM)

7. Promytv 1xPBS

8. Napipetovat opatrné na buitkky médium se sondou

9. Inkubace po tmé pii 37°C/30 min

10. Odsat médium, dvakrat promyt v 1xPBS
11. Pfenos bunék suspendovanych v 0,2 mL 1x PBS do FC zkumavek
12. Méfeni na prutokovém cytometru FACSVerse

4.Méi'eni membrdanového mitochondridlniho potencidlu sondou JC1 prutokovou cytometrii

Uvod:

Mitochondrie, energeticky dulezité organely, jsou mj také dilezitym zdrojem signalti vedoucich
k aktivaci vnitini apoptotické cesty. Zmény mitochondridlniho membranového potencialu (MMP) jsou
casnym znakem apoptdzy.

Sondy pro detekci MMP jsou kladné nabité a akumuluji se v elektronegativnim prostiedi uvnitt
mitochondrii. JC-1 je fluorescencni sonda, pouzivana na detekci apoptotické mitochondridlni
depolarizace a indikuje pfechod ze zeleného (529 nm) do ¢erveného (590 nm) spektra fluorescence.

Zjistit, zda-li dochazi k mitochondrialni depolarizaci u bun¢k kolorektalniho karcinomu vystavenych
pusobeni sledovanych chemoterapeutik

Postup:



6. Adherentni bunky CT26 ptevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 2ml misky v koncentraci
0,15*10°b/2ml.

7. Kultivace bun€k 24hod/37°C

8. Treatment bunék cisplatinou (5uM; 20uM), doxorubicinem (0,1; 0,4 ug/mL)

9. Kaultivace bun¢k 48hod/37°C

10. Odsat médium z misek

11. Ix promyt v 1x PBS

12. Sklizeni bunék

13. Stocit a odsat supernatant

14. Suspendovat pelet v médiu s JC-1 sondou (1 mL média = 1 uL sondy)

15. Inkubace po tmé, 37°C, 20 min

16. Stocit, odsat supernatant a bunécny pelet promyt jednou v 1x PBS

17. Suspendovat v 200 uL 1x PBS

18. Méfeni na pratokovém cytometru FACSVerse

5. Stanoveni subG0 faze bunééného cyklu priitokovou cytometrii

Uvod :

Ovlivnéni nadorovych bunék chemoterapeutiky mize byt doprovazeno zménami v regulaci bunééného
cyklu. Tyto zmény lze sledovat analyzou obsahu DNA v buiikdch po obarveni propidium jodidem
pomoci pratokového cytometru FACSVerse. Propidium jodid je interkalujici barvivo, které se vaze
k NK a po ozafeni svétlem o vinové délce 488 nm emituje zareni (> 560 nm). Mnozstvi navazaného
barviva je umémé mnozstvi DNA v bunice. Z jednoparametrové analyzy fluorescenc¢niho signalu
propidium jodidu je mozné urcit obsah DNA v buiikach a tim i fazi bunéného cyklu, ve které se
bunky nachazeji. Pfi indukci apoptdzy mizeme bunky detekovat v subGO fazi bunééného cyklu.

Zjistit, zda-li sledované chemoterapeutikum indukuje vstup bunck do subGO faze bunécného cyklu a
vyhodnotit zmény v distribuci ostatnich fazi bunééného cyklu

Postup:

1. Adherentni buky MDA-MB-231 ptevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 5Sml misky
v koncentraci 0,5%10°/5ml (bude nasazeno piedem).

2. Nasledujici den ptidat k bunkdm chemoterapeutikum cisplatina o koncentraci 20uM a

doxorubicin o koncentraci 0,4ug/ml

Inkubace 37°C

Médium piepipetovat do 15ml zkumavek, sklidit buitkky 1 mM EDTA v PBS, centrifugace

500g/5min

Buniky promyt 1xPBS

Pelet rozsuspendovat v 0,25 ml PBS a ptikapat 2 ml vychlazeného 70% etanolu

Fixace min. 30 min v 4°C nebo v -20°C

Centrifugace 500g/5 min, odsat supernatant

9. Promyt4 ml 1xPBS

10. Rozsuspendovat ve Vindelove roztoku (obsahuje proprium jodid a RNazu)

11. Barvit 30 min, 37°C, ve tmé

12. Analyza mnozstvi DNA pritokovym cytometrem
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6. Transfekce nadorovych bunék lipofekci a stanoveni aktivity luciferdazy a aktivity f-galaktozidazy
z extrakti piechodné transfekovanych bunék transaktivacnimi testy

Uvod:



Protein p53 jako transkripéni faktor je ve funkci nadorového supresoru aktivovany za riznych
stresovych podminek. Protein p53 se vaze na specifické sekvence a ovliviiuje tak expresi svych
cilovych gena. Nékteré z cilovych sekvenci, naptiklad p21/wafl, jsou zodpovédné za stresem
indukované zastaveni bunééného cyklu v pfechodu z faze G1 do S. Jiné, naptiklad bax nebo
puma, indukuji apoptozu.

Detekce aktivity p53 je mozné pomoci piechodné transfekce metodou lipofekce, s pouzitim
konstruktu pRGC-luc, ktery obsahuje syntetickou p53 vazebnou sekvenci RGC (ribosomal
gene cluster) zatazenou pied promotor tk-luc (Kern et al., 1991). Tento konstrukt umoziiuje
sledovat aktivitu p53 pomoci luciferazové aktivity.

Lipofekce je metoda pii niz dochazi k vytvoifeni komplexti zaporné nabité plazmidové DNA
s kationickym lipidovym ¢inidlem. Takto vytvoiené komplexy jsou schopny pronikat pfes lipidovou
membranu do eukaryotickych bungk.

Zjistit, zda sledované chemoterapeutikum aktivuje protein p53.

Postup- lipofekce:

1. 2x10°bunék MDA-MB-231 inokulovat v 2 ml kultivaéniho média a kultivovat 24 hod pii 37
°C/5% CO,

2. Do 200 pl média Opti-MEM pridat 2 pg transfekéni plazmidové DNA a 2 pL Plus reagentu a
lehce promichat. Inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté

3. K nafedéné DNA piidat 4 pL Lipofectamine™ LTX, lehce promichat a inkubovat pii
laboratorni teploté 30 minut

4. Transfekéni smés nakapat na buiiky a inkubovat 24 hod pti 37°C/5% CO,

5. Vymeénit médium, oSetfit buniky sledovanym chemoterapeutikem (CDDP 20uM, DOXO 0,4
ug/mL) a inkubovat 24 h pii 37°C/5% CO,

6. Stanovit aktivitu B-galaktozidazy a aktivitu luciferazy z extraktii pfechodné transfekovanych
bun¢k transaktivacnimi testy

Roztoky:

Pufr 1 (pro aktivitu B-galaktozidazy):

100 x Mg roztok (0,1 M MgCl, /4,5 M B-merkaptoetanol) 4l

1 x ONPG (4 mg ONPG v 1 ml smé¢si fosforecnant sodnych, pH=7,5) 88 ul
0,1 M smés fosforecnant sodnych 268 ul
0,1 M sm¢s fosfore¢nani sodnych:

0,2 M Na,HPO,.2H20 41 ml
0,2 M NaH,P0,4.2H20 9 ml
Pufr 2 (pro aktivitu luciferazy):

25 mM gly-gly 0,5 ml
15 mM K-fosfatu 75 ul
15 mM MgSO, 75 ul
4 mM EGTA 50 ul
2 mM ATP 100 pl
1 mM DTT S5ul
ddH,0 4,195 ml

Postup-stanoveni aktivity B-galaktoziddzy a aktivity luciferdzy z extraktu prechodné transfekovanych
bunék transaktivacnimi testy:
1. Odsat médium, promyt buniky v 1x PBS, sklidit a centrifugovat 5 min/500g/pokojova teplota.
2. Odsat supernatant, pelet suspendovat v 50 pl roztoku 0,25M Tris.CI pH 7,5.




3. Lyzovat bunky tfemi cykly prudkého zamrazeni v — 80 °C a rozmrazZeni. Extrakt zbytecné
nevystavovat pokojové teploté a svétlu — ztrata aktivity luciferazy.

4. Centrifugace 5 min/4 °C/max. vykon.

5. Prenést supernatant do nové zkumavky, uchovat na ledu pro test nebo v — 80 °C pro uchovani.

B-galaktozidazova aktivita
6. Ptidat 360 pl pufru 1 k 10 pl lyzatu a 30 pl 0,25 M Tris pH 7,5.
7. Inkubovat pti 37 °C do Zlutého zbarveni.
8. (Zastavit reakci pridanim 667 pl Na,COs3)
9. Zmgfit absorbanci pii 420 nm na Elisa readeru (Bio Tek).

Aktivita luciferazy
1. 10 pl lyzatu prenést do 90 ul 0,25 M Tris pH 7,5 a 360 ul pufru 2.
2. Prenést zkumavky do luminometru, piidat 200 pl roztoku luciferinu (1 mM luciferin s 10 mM
DTT tfedény ve vod¢ v poméru 1:4).
3. Zmgfit aktivitu luciferazy.
4. Relativni luciferdzovou aktivitu spocitat jako aktivita luciferazy/B-gal aktivita v 1 pl lyzatu.

7. Monitorovani cytotoxického ucinku latek v redlném cCase - xcelligence

Uvod :

U bun¢k adherentnich (pfisedlych) je bunéna smrt doprovazena ztratou adheze k podkladu. Tento
ucinek nékterych cytotoxickych latek miZzeme sledovat vredlném cCase pomoci systému
xCELLigence. Principem této metody je kontinudlni zaznamenévani signalu, ktery vytvafeji bunky
kontaktem s elektrodami na dné kultivaéni jamky. Cim vice bunék je v kontaktu s elektrodami a &¢im
siln€ji tyto buitky adheruji, tim vyssi signal zméfime. Po pfidani cytotoxické latky bunky postupné
ztraceji kontakt s podkladem, coz pozorujeme jako pokles signalu (bunééného indexu).

Cil:
Sledovat zavislost mezi koncentraci bunék a intenzitou signalu (bunéénym indexem). Pozorovat
zménu signalu po piidani induktoru bunécéné smrti (H202).

Postup:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Nafedit bunky do
vysledné koncentrace 2x10°/ml, 4x10°/ml v médiu RPML.

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

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

4. Nasledujici den pfidat k vybranym jamkam induktory bun. smrti o vhodné koncentraci,
nafedény v RPMI, v objemu 50 ul. Pokra¢ovat v méfeni bunécného indexu dalsich 24-72 hod.

5. Vyhodnotit zménu bunééného indexu v Case v zavislosti na poctu bunék, resp. piitomnosti
(koncentraci) cytotoxicke latky.



