Metody detekce apoptozy indukované cytotoxickymi latkami u nadorovych bunék

Stanoveni citlivosti k cytotoxickym latkam pomoci SYTOX™ Green barveni

Monitorovani cytotoxického ucinku latek v redlném case — xCelligence assay

Detekce hladiny p-p53 (S15) pomoci elektroforézy a westernového pienosu

Transfekce bun¢k lipofekci a stanoveni aktivity luciferazy a B-galaktozidazy z extraktii ptechodné

Stanoveni subGO0 faze bunécného cyklu pritokovou cytometrii

Meéfeni hladiny kyslikovych radikalti sondami DHE a DCF priitokovou cytometrii

1.

2.

3. Morfologie apoptotickych jader
4.

5.

transfekovanych bunék

6.

Cile praktika:

- srovnat odpovéd’ bunéénych linii na rizné typy chemoterapeutik/induktori bunécné smrti
- na zakladé provedenych experimentti identifikovat pouzitd chemoterapeutika a popsat mechanismus
jejich ucinku

Table 1

The category of chemotherapy drugs.

Category

Drugs

Mechanisms of action

Alkylating agents

Antimetabolite

Anti-tumor Antibiotics

Topoisomerase inhibitors

Mitotic inhibitors

Corticosteroids

EGFR inhibitors

Anthracyclines

non-Anthracyclines

Topoisomerase inhibitor |

Topoisomerase inhibitor Il

Altertamine
Busulfan
Carboplatin
Carmustine
Chlorambucil
Cisplatin
Cyclophosphamide
Dacarbazine
Lomustine
Melphalan
Oxaliplatin
Temozolomide
Thiotepa
S-fluorouracil (5-FU)
6-mercaptopurine (6-MP)
Capecitabine (Xeloda)
Cytarabine (Ara-C)
Floxuridine
Fludarabine
Gemcitabine (Gemzar)
Hydroxyurea
Methotrexate
Pemetrexed (Alimta)
Epirubicin
Idarubicin
Daunorubicin
Daoxorubicin (Adriamycin)
Actinomycin-D
Bleomycin
Mitomycin-C
Mitoxantrone
Topotecan
Irinotecan (CPT-11)
Etoposide (VP-16)
Teniposide
Mitoxantrone
Docetaxel
Estramustine
Ixabepilone
Paclitaxel
Vinblastine
Vincristine
Vinorelbine
Prednisone

Methylprednisone (Solumedrol)

Dexamethasone (Decadron)
Tarceva (Erlotinib)

Erbitux (Cetuximab)

Iressa (Gefitinib)

Damage the DNA

Substitute the RNA and DNA blocks

Interfere with the activity of DNA
replication enzymes

Interfere with the topoisomerase enzymes
and incorporate the unwinding DNA in
replication and transcription

Hinder the cell proliferation and division

Palliate the chemotherapy side effects

Blocks the epidermal growth factor
receptors on tumor cells

Mollaei M et al. Transl Oncol. 2021,14(5):101056.



Pouzité induktory bunééné smrti: metotrexat, etoposid, doxorubicin, paclitaxel, cykloheximid
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cykloheximid — inhibitor proteosyntézy (blokuje elongacni fazi translace) — ne chemoterapeutikum,
indukce apoptdzy zprostiedkovana snizenim hladiny anti-apoptotického proteinu Mcl-1, ktery je méné
stabilni a podléha rychlé degradaci v proteasomu

| Cytotoxic stimulation |

I BAX/BAK monomers

BAX/BAK oligomerization [Jffj
BH3-only proteins

BH3-only ’
— proteins
@ :
®e
N [ ]
(TCC)); Cytochrome c'\|
W«@» release
«wWe»
@ Cytochrome c (@)
Ae’ ¥ 5
@. -‘ é "‘,50‘
Vw
Apoptosi
Proteasomal FORISSIS

MCL1 degradation
Rezaeian A-H et al. Acta Mater Med. 2022;1(1):42-55.
Adams K W et al. J Biol Chem. 2007;282(9):6192-200

Goodall K J et al PLoS One. 2016;11(11):¢0164003

1. Stanoveni citlivosti k cytotoxickym latkam pomoci SYTOX Green barveni

Uvod: Bun&éna smrt je definovana jako nevratna ztrata bun&éné integrity. Existuje fada typti bunééné
smrti, klasifikujeme je na zakladé morfologickych zmén (apoptotdéza, nekroza, autofagie, atd),
biochemickych parametri (aktivace specifickych .nukléaz, proteaz, .. ), funkénich aspektti (nahodna vs
programovana, fyziologicka vs patologickd). Jednim z molekuldrnich rysi spoleénych pro vSechny
typy bunécné smrti je permeabilizace bunééné membrany. Tu mlizeme stanovit pomoci barviv, které
pronikaji do bun¢k s narusenou integritou membrany a mohou byt stanoveny mikroskopicky nebo
prutokovou cytometrii.

SYTOX™ Green Dead Cell Stain je fluorescencni DNA barvivo, které nepronika do bunék
s intaktni bunéénou membranou. Po excitaci modrym laserem 488nm emituje zelené svétlo (525 nm),
které mizeme detekovat pritokovou cytometrii. Tento rychly a kvantitativni (a¢) nespecificky test je
vhodny pro prvotni porovnani citlivosti bunék riznych linii k vybranym cytotoxickym stresortim.

Cil: Srovnat odpovéd’ dvou bunéénych linii MDA-MB-231 a HBL-100 k ptisobeni chemoterapeutik.

Postup a priprava vzorku:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 a HBL100 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat.
Nasadit na 2ml misky v koncentraci 0,2*10°b/2ml.
Inkubace bun¢k 24hod/37°C
Osettit chemoterapeutikem A (0,8 ug/ml, stock 400 ug/ml), B (15 uM, stock 30 mM), C (12,5
ug/ml, stock 25 mg/ml), D (1 ng/ml, stock 1 ug/ml), E (1 uM, stock ImM)

4. Inkubace bun¢k 37°C 48 h

Sklidit médium i adherentni buiikky (EDTA v PBS, 0.5 ml) do 15 ml zkumavky

6. Centrifugace 300 g/5 min
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7. Pripravit roztok Sytox Green v PBS (1:10 000)
8. Odsat supernatant, rozsuspendovat pelet v pfipraveném roztoku Sytox Green (200 ul/ vzorek)
9. Na pritokovém cytometru stanovit % Sytox green+ (mrtvych) bunck

2. Monitorovdni cytotoxického ucinku latek v redlném Case - xcelligence

Uvod :

Pro zjisténi kinetiky zmén adheze doprovazejicich bunécnou smrt epitelidlnich bunék je mozné pouzit
nespecificky neinvazivni test zaloZzeny na kontinudlnim méteni impedance.

U buné¢k adherentnich (pfisedlych) je bunééna smrt doprovazena ztratou adheze k podkladu. Tento
efekt mizeme sledovat v realném case pomoci systému xCELLigence. Principem této metody je
kontinualni zaznamenavani signalu, ktery vytvareji buiiky kontaktem s elektrodami na dn¢ kultivaéni
jamky. Cim vice bunék je v kontaktu s elektrodami a &im silngji tyto buiiky adheruji, tim vyssi signal
zméfime. Po pfidani cytotoxické latky bunky postupné ztraceji kontakt s podkladem, coZ pozorujeme
jako pokles signalu (bunééného indexu).

Nektera cytostatika ovSem zplsobuji také zménu morfologie (velikosti) bunék, coz se projevi
nartistem signalu. Proto je nutné pouzit jinou referen¢ni metodu (napi. mikroskopii nebo specificky
test na apoptozu) pro ovéfeni pozorovanych hodnot bunééného indexu.

Cil:
Sledovat nardst bunécného indexu v ¢ase u kontrolnich bun¢k. Pozorovat zménu signalu po ptidani
induktorti bunééné smrti a kinetiku buné¢né odpovédi béhem 72 hod.

Postup:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 trypsinizaci ptevést do suspenze, spocitat. Natedit buiikky do
vysledné koncentrace 1.4x10°/ml v médiu RPMI.

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

3. Do jamek desticky (E-plate) ptidat 50 ul bunécné suspenze o rizné koncentraci. (Vysledny
pocet bunék na jamku bude 7 000). Zacatek méteni.

4. Nasledujici den pridat k vybranym jamkam induktory bunééné smrti o vhodné koncentraci
chemoterapeutikem A (0,8 ug/ml a 1,6 ug/ml, stock 400 ug/ml), B (15 uM, stock 30 mM), C
(12,5 ug/ml, stock 25 mg/ml), D (1 ng/ml, stock 1 ug/ml), E (1 uM a 2 uM, stock 1mM)
nafedéné v RPMI médiu, v objemu 50 ul. Pocitat s celkovym objemem média v jamce 200
ul!!! Pokracovat v méfeni bunécného indexu dalSich 24-72 hod.

5. Vyhodnotit zménu bunééného indexu v cCase v zavislosti na pfitomnosti (koncentraci)
cytotoxické latky a srovnat pouzité linie.

3. Barveni nukleovych kyselin propidium iodidem

Buniky se po inkubaci s danym cytotoxickym agens fixuji ve smési metanolu s kyselinou octovou,
¢imz se permeabilizuje jejich bunécnd membrana a barvivo muze proniknout dovnitf bunék. Po
pridani propidium iodidu dojde k obarveni nukleovych kyselin (NK). Vyhodnocuje se morfologie
bunécéného jadra, stupein kondenzace chromatinu, pfitomnost fragmentace jadra a apoptotickych
telisek. V apoptotickych buiikach dochazi k pyknoze, smrsténi jadra a kondenzaci chromatinu, coz se
projevi intenzivnéj$im signalem po obarveni NK, nasledné se jadro rozpadd. Timto testem
identifikujeme typ bunééné smrti, konkrétné detekujeme frekvenci apoptotické bunééné smrti.
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Cil:
Kvantifikovat ¢etnost jader s apoptotickou morfologii po cytotoxickém plisobeni chemoterapeutik.

Postup:
1. Indukovat bunéénou smrt bunék MDA-MB-231 inkubaci s testovanymi latkami (na 2 ml

miskach, 3x10° bun&k), chemoterapeutikem A (0,8 ug/ml, stock 400 ug/ml), B (15 uM, stock
30 mM), C (12,5 ug/ml, stock 25 mg/ml), D (1 ng/ml, stock 1 ug/ml), E (1 uM, stock 1mM)

2. Ptredem pfipravit smés slozenou z metanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1, smés

uchovavat v —20°C a pouzivat vychlazenou.

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

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

Za soucasného michani na vortexu pomalu pfikapat 5 ml ledové smési

Inkubovat v —20°C minimalné 30 minut (optimalné ptes noc)

Centrifugovat pti 150g/5 min (fixované buiky jsou kiehké, nepouzivat pii centrifugaci vyssi

otacky!)

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

9. Kapnout jednu kapku na podlozni sklicko a nechat zaschnout

10. Obarvit 10 ul propidium iodidu o koncentraci 10 pug/ml

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

N kW

4. Detekce hladiny proteini PARP, p-p53 (S15), Mcll pomoci elektroforézy a westernového pienosu

Uvod:

Apoptoza, neboli typ I programované bunécéné smrti, slouzi k eliminaci nepotfebnych ¢i poskozenych
bunék. Je soucasti fyziologickych i patologickych dé&jii. Béhem apoptdézy dochazi ke kondenzaci
chromatinu, fragmentaci DNA a rozpadu bunék na apoptoticka téliska, kterd jsou nasledné
fagocytovana. Apoptéza je charakteristickd dvéma signalnimi drahami — vnitini - fizena
mitochondriemi a vnéjsi - fizena aktivaci receptord smrti.

p53 patii mezi nadorové supresory a indukuje zastavu ristu nebo apoptéozu v zavislosti na
fyziologickych podminkach a bunéném typu. DNA poskozeni indukuje fosforylaci p53 na Serl5
s naslednym sniZzenim schopnosti interakce p53 s jeho negativnim regulatorem Mdm?2. Mezi cilové
geny transkripéniho faktoru p53 patii pro-apoptoticky protein Bcl2 rodiny Bax.
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Bowman et al. J Ovarian Res. 2019, 12(1):38.
Zjistit, zda v bunkach MDA-MB-231 a HBL-100 vystavenych ptisobeni chemoterapeutik dochazi
k Stépeni proteinu PARP, fosforylaci a aktivaci p-p53 (S15).

Postup a pfiprava vzorku:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 a HBL-100 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat.
Nasadit na 5ml misky v koncentraci 0,5%*10°b/5ml.
Inkubace bun¢k 24hod/37°C

3. Osetfit chemoterapeutiky chemoterapeutikem A (0,8 ug/ml, stock 400 ug/ml), B (15 uM, stock
30 mM), C (12,5 ug/ml, stock 25 mg/ml), D (1 ng/ml, stock 1 ug/ml), E (1 uM, stock 1mM)

4. Inkubace bun¢k 37°C

5. Buiky promyt 1xPBS a lyzovat v2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani
bromfenolovou mod¥, 4 minuty povafit a uchovavat pii —20 °C. Zméfit koncentraci proteint
ve vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke vzorkiim pfidat alesponn dvojnasobek
kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vyslednda koncentrace proteini v takto nafedénych
vzorcich byla stejna.

Meéieni koncentrace proteinu (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat 5Sul 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 minut stat. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pfi 750 nm. Vypocitat
vhodné fedéni vzorkl tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteini od kazdého
vzorku.

Ptiprava gelu:



S pouzitim rukavic vycistit skla, promyt pod tekouci vodou, umyt detergentem, proplachnout
destilovanou vodou, oplachnout ethanolem a utfit.

Sestavit skla se spacery a seviit je svorkami.

Pripravit roztok pro dolni gel, jemné 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.

4.

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

Na gel nana§ime 10-20 ul vzorku (mnozstvi zavisi na koncentraci proteind 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.

2.
3.

e

8.

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

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

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

Na podlozku umistime 2 navlh¢ené filtra¢ni papiry Whatman a opét vytlacime bubliny.

Na papiry Whatman polozime gel a na néj opatrn¢ navlh¢enou nitrocelul6zovou membranu.
Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytla¢ime bubliny a na né¢ druhou
porézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

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

Blotujeme 1 hod pti 400 mA.

Detekce proteini na membrané pomoci protilatek:

1.

Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelulézovou membranu v 5% roztoku suseného 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.  3xpromyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).
4. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou peroxiddzou (anti-
mouse IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pii pokojové teploté.
5. Promyjeme tfikrat Smin TBS-Tween a dvakrat 2 min TBS.
6. Oplachneme membranu v destilované vode.
7. Namembranu nakapeme substrat a inkubujeme 5 min pti pokojové teploté
8.  Detekce signalu v temné komofe
9. Po vyvolani signalu membranu obarvime v 0,2% roztoku amidoblack - nespecifické barveni
proteintl, potvrzeni srovnani hladiny celkovych proteini
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 litrGi TBS
39 mM glycin 57,6 ml 5SM NacCl
20%methanol doplnit vodou do 2 litr
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 proteinil)
2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7,5ml)

H,0 4,9 ml H,0 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 modi v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

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

5. Transfekce nadorovych bunék lipofekci a stanoveni aktivity luciferazy a aktivity f-galaktozidazy
z extraktii prechodné transfekovanych bunék transaktivaénimi testy

Uvod:

Protein p53 jako transkripéni faktor je ve funkci nadorového supresoru aktivovany za raznych
stresovych podminek. Protein p53 se vaze na specifické sekvence a ovliviiuje tak expresi svych
cilovych genti. 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 pfechodné transfekce metodou lipofekce, s pouzitim konstruktu
pRGC-luc, ktery obsahuje syntetickou p53 vazebnou sekvenci RGC (ribosomal gene cluster)
zafazenou pied promotor tk-luc (Kern et al., 1991). Tento konstrukt umoziuje sledovat aktivitu p53
pomoci luciferazové aktivity.

Lipofekce je metoda pifi niz dochazi k vytvofeni komplexi zaporné nabité plazmidové DNA
s kationickym lipidovym ¢inidlem. Takto vytvoifené komplexy jsou schopny pronikat pies lipidovou
membranu do eukaryotickych bung¢k.

Cil:
Potvrdit, ze sledovand chemoterapeutika aktivuji v cilovych buikach protein p53 meéfenim jeho
transaktivace reportérového systému.

Postup- lipofekce:

1. 2x10°bunék 143B a HBL-100 inokulovat v 2 ml kultivaéniho média a kultivovat 24 hod pfi

37 °C/5% CO,

2. Do 100 pl média Opti-MEM ptidat 1 pg transfekcni plazmidové DNA (RGC-luc a b-gal 1:1)
lehce promichat. Inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté
Do jiné zkumavky ptidat ke 100 ul Opti-MEM 3 uL PEI (Polyethylenimine), lehce promichat
Inkubovat pfi laboratorni teploté 5 minut
Smichat nafedénou DNA a PEI a inkubovat 25 min, RT
Transfekcni smés nakapat na bunky a inkubovat 24 hod pti 37°C/5% CO,

AN il



7. Vymeénit médium, osetfit bunky sledovanymi chemoterapeutiky chemoterapeutikem A (0,4
ug/ml, stock 400 ug/ml), B (7,5 uM, stock 30 mM), C (6,5 ug/ml, stock 25 mg/ml), D (0.5
ng/ml, stock 1 ug/ml), E (0.5 uM, stock 1mM) a inkubovat 24 h pii 37°C/5% CO,.

8. Stanovit aktivitu B-galaktozidazy a aktivitu luciferazy z extraktd pfechodné transfekovanych
bungk transaktivacnimi testy

Roztoky:

Pufr 1 (pro aktivitu B-galaktozidazy):

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

1 x ONPG (4 mg ONPG v 1 ml smési fosfore¢nanid sodnych, pH=7,5) 88 ul
0,1 M smés fosforecnant sodnych 268 ul

0,1 M sm¢s fosfore¢nanti 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 pl

4 mM EGTA 50 pl

2 mM ATP 100 pl

1 mM DTT S5ul
ddH,0 4,195 ml

Postup-stanoveni aktivity 5-galaktozidazy a aktivity luciferazy z extraktii prechodné transfekovanych
bunék transaktivacnimi testy:
1. Odsat médium, promyt buiky 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 rozmrazeni. 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 uchovéani.

B-galaktozidazova aktivita
6. Pridat 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 ptidanim 667 pl Na,COs;)
9. Zméfit absorbanci pti 420 nm na Elisa readeru (Bio Tek).

Aktivita luciferazy
1. 10 pl lyzatu ptenést do 90 pl 0,25 M Tris pH 7,5 a 360 ul pufru 2.
2. Ptenést zkumavky do luminometru, ptidat 200 pl roztoku luciferinu (1 mM luciferin s 10 mM
DTT tfedény ve vodé v poméru 1:4).
3. Zmgrit aktivitu luciferazy.
4. Relativni luciferazovou aktivitu spocitat jako aktivita luciferazy/B-gal aktivita v 1 ul lyzatu.

6. Stanoveni subG0 fiaze bunééného cyklu priutokovou cytometrii

Uvod :
Ovlivnéni nadorovych bun¢k chemoterapeutiky mtze byt doprovazeno zménami v regulaci bunééného
cyklu. Tyto zmény lze sledovat analyzou obsahu DNA v bunkéach po obarveni propidium jodidem



pomoci prutokového cytometru FACSVerse. Propidium jodid je interkalujici barvivo, které se vaze
k NK a po ozareni svétlem o vinové délce 488 nm emituje zaieni (> 560 nm). Mnozstvi navazané¢ho
barviva je umérné mnozstvi DNA v buiice. Z jednoparametrové analyzy fluorescen¢niho signalu
propidium jodidu je mozné urc¢it obsah DNA v bunkach a tim i fazi bunééného cyklu, ve které se
buiiky nachazeji. Pti indukci apoptdzy miizeme buiky detekovat v subGO fazi bunééného cyklu.

Taxanes Vinca Alkaloids
docetaxel vinblastine
paclitaxel vincristine
vinorelbine

1. Epipodophyllotoxin Derivatives
etoposide
teniposide

2. Miscellaneous
bleomycin

Topoisomerase-1
inhibitors
topotecan
irinotecan

1. Antimetabolites
a. Folate Analogs
methotrexate
b. Purine Analogs
cladribine
fludarabine
mercaptopurine 1. Hormonal Drugs
pentostatin 2. Antineoplastic Enzymes
thioguanine asparaginase
c. Pyrimidine Analogs pegaspargase
capecitabine
cytarabine
gemcitabine
floxuridine
fluorouracil

2. Miscellaneous
hydroxyurea

Zjistit, zda-li sledovana chemoterapeutika indukuji vstup bun¢k do subGO faze bunécného cyklu a
vyhodnotit zmény v distribuci ostatnich fazi bunééného cyklu

Postup:

1. Adherentni buniky MDA-MB-231 pievést do suspenze, spocitat. Nasadit na 5ml misky
v koncentraci 0,5%10%5ml (bude nasazeno piedem).

2. Nasledujici den pfidat k buiikam chemoterapeutikum A (0,8 ug/ml, stock 400 ug/ml), B (15

uM, stock 30 mM), C (12,5 ug/ml, stock 25 mg/ml), D (1 ng/ml, stock 1 ug/ml), E (1 uM,

stock ImM)

Inkubace 37°C

Médium ptepipetovat do 15ml zkumavek, sklidit bunky 1 mM EDTA v PBS, centrifugace

500g/5min

Bunky 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 Vindelové roztoku (200 ul, obsahuje propidium jodid a RNazu)

11. Barvit 30 min, 37°C, ve tmé

12. Analyza mnozstvi DNA prutokovym cytometrem
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7. Méieni hladiny kyslikovych radikaliit sondami DHE (dihydroethidium) prutokovou cytometrii

Uvod:

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

DHE je fluorescencni sonda, které monitoruje ptitomnost superoxidovych aniontii a peroxidu vodiku.
Reakci DHE se superoxidy vznika hydroxyethidium, reakci s H202 vznika ethidium. Oba produkty
detekujeme jako Cerveny fluorescencni signal pfi pouziti excitac¢ni/emisni vinové délky 488/606 nm.

Zjistit, zda-li pouzitd chemoterapeutika indukuji tvorbu kyslikovych radikalt v bunkach MDA-MB-
231. Srovnat mechanismus ucinku pouzitych cytotoxickych agens.

Postup:
1. Adherentni bunky MDA-MB-231 pievést 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. Osetfeni bunék chemoterapeutiky: A (0,8 ug/ml, stock 400 ug/ml), B (15 uM, stock 30 mM), C
(12,5 ug/ml, stock 25 mg/ml), D (1 ng/ml, stock 1 ug/ml), E (1 uM, stock ImM)

4. Inkubace bun¢k 24h/37°C

5. Sterilné odsat médium s bunék.

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 ve tmé pti 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 pratokovém cytometru FACSVerse



