Téma: Analyza cytotoxickych cinkl chemoterapeutickych litek na karcinomy

Uvod:

Zakladni vyzkum v oblasti protinddorové terapie se cCasto zamétfuje na hledani
zpusobii, jak indukovat termindlni diferenciaci, programovanou bunénou smrt nebo zastavit
proliferaci nadorovych bunék. Napiiklad pfi hledani novych 1éCiv je prvnim, nejjednodussim
a nejlevnéj$im krokem sledovani vlivu studovanych agens na zakladni fenotypové vlastnosti
nadorovych bunéénych linii, jakymi jsou prav€é mira proliferace, viabilita a morfologie.
V tomto cviceni se zaméfime na metody pouzivané ke stanoveni viability bun¢k a typu

bunécné smrti.
Chemoterapeutika, kterd budeme pouzivat:

5’fluorouracil je pyrimidinovy analog patfici mezi antimetabolity. Fluorouracil inhibuje
thymidylat syntazu a inkorporuje se do RNA misto uracilu. Maximalni G¢innost latky je
pozorovana v tkanich s rychlym délenim bun¢k (kostni dfen, kiize, sliznice).
Cis-platina (CDDP, cis-diamindichlorplatina) je tradicnim chemoterapeutikem v 1€cbé
riznych typt nadorti. Vazba CDDP na DNA vyvolava vznik vnitrofetézcovych

a mezifetézcovych kiizovych vazeb, které brani replikaci DNA.

Doxorubicin patii mezi antracyklinova antibiotika a je bézné pouzivan jako

chemoterapeutikum i jako imunosupresivni ¢inidlo. Intarkaluje se do DNA, inhibuje funkci

reverzni transkriptdzy a RNA polymerazy.
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STANOVENI DENZITY BUNEK BARVENIM KRYSTALOVOU VIOLETI

Pusobenim toxickych latek dochazi k zastavé bunéného déleni piipadné k indukci smrti bunék, ktera
je spojena se ztratou kontaktu s podkladem. Nejjednodussim testem toxicity je barveni krystalovou

violeti, kdy dojde k obarveni bunék, které ztstaly pfisedlé na podkladu.

1. Nasadit buiiky MDA-MB-231 o hustot& (8x10°bun&k / 2 ml = jamku) na 6-jamkové desticky.
2. Ptidat testované latky

3. Inkubace pti 37°C/10% CO,

4. Odsat médium, bunky jemné oplachnout 1xPBS.

5. Jemn¢ napipetovat ledovy MeOH tak aby byla pokryta cela plocha misky

6. Fixace 10 min./-20°C

7. Odsat methanol, napipetovat 0,4% roztok krystalové violeti v metanolu, tak aby byla
pokryta cela plocha misky

8. Barvit 1 hod. pti pokojové teplote

9. Odsat krystalovou violet’ a diikladné odstranit zbytky barvy, vysusit

10. Lyzovat roztokem 10% kyseliny octové, 1h

11. M¢étit na spektrofotometru pii 570nm

STANOVENI VIABILITY PRUTOKOVOU CYTOMETRII
1. Nasadit buiiky MDA-MB-231 o hustot& (8x10°bun&k / 2 ml = jamku) na 6-jamkové desticky.
2. Pridat testované latky

3. Inkubace pti 37°C/10% CO,
4. Odsat médium, bunky jemné oplachnout 1xPBS.



5. Buiiky z pokusné misky centrifugovat (400g/5 min)
6.0dsat supernatant, pelet resuspendovat v 0,5 ml 1Xpbs, pfidat 1ul roztoku PI (500ug/ml)
7. Analyzovat na cytometru.
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FIXACE BUNEK A BARVENI NUKLEOVYCH KYSELIN PROPIDIUM IODIDEM

Buiiky se po inkubaci s danym cytotoxickym agens fixuji ve smési metanolu s kyselinou octovou,
¢imz se permeabilizuje jejich bunééna membrana a barvivo mize proniknout dovnitf bunék. Po
pridani propidium iodidu dojde k obarveni nukleovych kyselin. Vyhodnocuje se morfologie
bunééného jadra, stupen kondenzace chromatinu, piitomnost fragmentace jadra a apoptotickych
télisek. Timto testem identifikujeme formu bunécné smrti, konkrétné detekujeme frekvenci
apoptotické bunécné smrti.

Postup:

1. Indukovat bunéfnou smrt bunék MDA-MB-231 inkubaci s testovanymi latkami (v 5 ml
miskach, 2x10° bun&k)

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

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

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

5. Za soucasného michani na vortexu pomalu piikapat 5 ml ledové smési

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

7. Centrifugovat pii 150g/5 min (fixované buiiky jsou kiehké, nepouzivat pfi 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. Prikryt krycim sklickem, vyhodnotit pod fluorescenénim mikroskopem procento jader
s apoptotickou morfologii
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DETEKCE STEPENI PROTEINU PARP POMOCI ELEKTROFOREZY PROTEINU A
IMMUNOBLOTINGU

V pribéhu apoptozy dochazi k aktivaci efektorovych kaspaz, jejichz substratem je mimo jiné
poly(ADP-ribosa) polymeraza (PARP). V apoptotickych buirikach vznika specificky fragment
proteinu PARP (89 kDa).

Postup:

Piiprava vzorkd:
Indukovat bunécnou smrt bunék MDA-MB-231 testovanymi latkami. Buiiky promyt 1xPBS a lyzovat
v 2xCSB pufru s ptidavkem merkaptoethanolu, 4 minuty povafit a uchovavat pfi —20 °C.

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

1.

2.

3.

4.

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

Na gel nanasime 10-20 ul vzorku (mnoZstvi 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:

1.
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Nastithame 4 kusy papiru Whatman 3MM a polyvinyldifluoridovou (PVDF) membranu
stejné velikosti jako je proteinovy gel.

Polyvinyldifluoridovou (PVDF) membranu dehydratujeme Smin v metanolu.

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

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

Na podlozku umistime 2 navlhéené filtracni papiry Whatman a opét vytlacime bubliny.

Na papiry Whatman polozime gel a na n¢j opatrné dehydratovanou PVDF membranu.

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

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

Blotujeme 1,5 hod pii 400 mA.

Detekce proteini na membrané pomoci protilatek:

1. Po skonéeni blotingu promyjeme PVDF membranu v 5% roztoku suSeného mléka v TBS-
Tween po dobu 30 minut pii pokojové teploté nebo pies noc pti 4 °C.
2. Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-PARP tedénou 1:2000 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 membrdnu 1 hod se sekundarni protilditkou s konjugovanou alkalickou
fosfatazou (anti-rabbit IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pti pokojové teplot¢.
5. Promyjeme dvakrat TBS-Tween (5min) a dvakrat TBS (2min).
6. Oplachneme membranu v destilované vode.
7. Membranu inkubujeme ve vyvoldvacim 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 litr TBS
39 mM glycin 57,6 ml SM 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 proteinii)

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-CI (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 lyza¢ni 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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MERENI HLADINY KYSLIKOVYCH RADIKAL,I"J SONDOU DHE PRUTOKOVOU
CYTOMETRII

Oxidativni stres je dlezitou charakteristikou nadorové buiiky a také jednou z mnoha udalosti, ktera
muze vyvolat vnitfni cestu aktivace apoptozy. Oxidativni stres je podminén pfitomnosti kyslikovych
radikald, které vznikaji pfi mnoha chemickych reakcich probihajicich v téle. Radikal je chemickeé
oznaceni pro prvek nebo slouceninu, ktera ve své molekule obsahuje jeden nebo vice nesparovanych
elektronti. Radikdly byvaji velmi nestabilni a vytrhavaji elektrony zjinych slouCenin, tim pak
poskozuji buiky organismu. PoSkozeni se tyka povrchovych membran bunék i vnitrobunéénych
struktur véetné bunécnych jader.

DHE je fluorescencni sonda, které monitoruje pfitomnost superoxidovych aniontd. Reakci DHE se
superoxidy vznika hydroxyethidium. Superoxidy detekujeme jako zeleny fluorescencni signal pfi
pouziti excitacni/emisni vinové délky 488/520 nm.

1. Adherentni bunky T47D ptevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 6-jamkové desticky
v koncentraci 0,15%10°/2ml.

Inkubace bunék 24h/37°C

Vystaveni bungk cisplating, doxorubicinu

Inkubace bun¢k 24h/37°C

Steriln¢ odsat médium od bunék.

A

Namichat si roztok média se sondou DHE o vysledné koncentraci 10uM (zasobni koncentrace
DHE 50mM)
7. Dvakrat promyt v 1xPBS



8. Napipetovat opatrn¢ na bunky médium se sondou

Inkubace v temnu pti 37°C/20 min

10. Odsat médium, dvakrat promyt v 1xPBS

11. Ptenos bunék suspendovanych v 0,5 mL 1x PBS do FC zkumavek

9.

12. Méfeni na pritokovém cytometru FACSVerse
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STANOVENI ZMEN V DISTRIBUCI BUNEK V BUNECNEM CYKLU

Ovlivnéni nadorovych bunék chemoterapeutiky miize byt doprovazeno zménami v regulaci bunééného
cyklu.Tyto zmény lze sledovat analyzou obsahu DNA v bunkach po obarveni propidium jodidem
pomoci prutokového cytometru FACSVerse. Propidium jodid je interkalujici barvivo, které se vaze
k DNA a po ozéfeni svétlem o vinové délce 488 nm emituje zafeni (> 560 nm). Mnozstvi navdzan¢ho
barviva je umérné mnozstvi DNA v bufice. Z jednoparametrové analyzy fluorescencniho signalu
propidium jodidu je mozné urcit obsah DNA v burnikach a tim i fazi bunééného cyklu, ve které se
nachazeji. Pti indukci apoptdzy miizeme bunky detekovat v subGO0 fazi bunécného cyklu.

Postup:

1.

N

W

N

Adherentni butky MDA-MB-231 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Nasadit na Sml
misky v koncentraci 1¥10°/ml.

Nasledujici den pridat k buiikdm chemoterapeutikum

Po 48 hod pusobeni, odsat médium, sklidit buinky 1 mM EDTA v PBS, centrifugace
500g/5min

Bunky promyt 1xPBS

Pelet rozsuspendovat v 0,5 ml PBS a ptikapat 4 ml vychlazené¢ho 70% etanolu

Fixace min. 30 min v 4°C

Centrifugace 500g/5 min, odsat supernatant

Promyt 4 ml 1xPBS

Rozsuspendovat ve Vindelové roztoku (obsahuje propidium jodid a RNazu)

10. Barvit 30 min, 37°C, v temnu
11. Analyza mnoZzstvi DNA pritokovym cytometrem

Pufr:
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ANALYZA INTEGRITY DNA in vitro

0,1 M roztok fosfore¢nani draselnych,pH 7,4: 80,2 ul 1 M K,HPO,

19,8 ul 1 M KH,PO,
900 pl H,0

Pracovni postup:

1. Ptipravit roztok fosfore¢nanti draselnych a rozdélit do testovacich mikrozkumavek po 100 pl.

2. Do kazdé mikrozkumavky ptidat 1 pg plazmidu puC18.



3. Do mikrozkumavek pridat varianty testovanych latek a/nebo induktory oxidativniho stresu.
4. Inkubovat 90 minut pfi laboratorni teplot¢.

5. Vhodné mnozstvi vzorku nanaset na agar6zovou elektroforézu a ovéfit integritu plazmidu.

Agardzova elektroforéza

1. Agar6zu v roztoku zcela rozvafit v mikrovinné troubé.

2. Za obc¢asného michani nechat roztok zchladit na cca 60°C.

3. Do roztoku pipetovat 5 pl etidium bromidu.

4. Roztok nalit do vanicky a zasunout hiebinky. Gel nechat nejmén¢ 30 minut polymerizovat.

5. Vanicku s gelem piesunout do elektroforetické aparatury naplnéné 1xTAE pufrem, do jamek
nanaset vhodné mnozstvi vzorki smichanych s 1 pl nanaseciho pufru.

6. Elektroforézu spustit pfi konstantnim napéti 80 V.

7. Gel presunout do systému na dokumentaci a vizualizaci gelti (SynGene) a St€peni vzorkd odecist

pomoci programu GeneSnap (SynGene) na PC.



