Téma: APOPTOZA

Uvod:

Protinadorové vyzkumy se Casto zaméiuji na hledani zptsobl 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
zakladni fenotypové vlastnosti nadorovych bunéénych linii, jakymi jsou pfedev§im mira proliferace,
viabilita a morfologie.

Pouzitim nékterych metod pro sledovani cytotoxického ucinku protinddorovych agens
muizeme odlisit typ bunééné smrti (napt. morfologie jader po fixaci a barveni propidium jodidem,
detekce Stépeni proteinu PARP nebo detekce externalizace fosfatidylserinu). Jiné metody odlisit
apoptozu od nekrotické bunécné smrti neumoziuji (eosin exclusion assay, monitorovani cytotoxicity
pomoci xCELLigence) a pouZzivaji se zejména pro stanoveni IC50, ¢i LC50, davky cytotoxické latky,
ktera zptsobi 50% inhibici nebo mortalitu.

Material:

Bunécna linie: U937 — lidské, lymfom myeloidniho ptivodu; suspenzni
MDA-MB-231 — lidské, prsni karcinomové bunky, adherentni
Induktory bunééné smrti:
camptothecin - ireverzibilné se vaze na DNA v komplexu s topoizomerazou I a inhibuje tak
opravu DNA po jejim nestépeni topoizomerazou I)
TRAIL (Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand) — indukuje apoptozu
pies transmembranové receptory smrti
peroxid vodiku — zpisobuje oxidativni stres a tvorbu ROS

Uloha &.1

MTT TEST — TEST CYTOTOXICITY A METABOLICKE AKTIVITY

Uvod:

MTT je test metabolické aktivity. Oxidaci na mitochondriich metabolicky aktivnich bunék
vznika po pridani MTT Regentu nerozpustna tetrazoliova stl, kterd se nasledné extrahuje a méii se
absorbance dosazeného zabarveni. Cim déle buiiky Ziji (a metabolizuji) tim vice barvy vyrobi; snizeni
mnozstvi detekované tetrazoliové soli v burikach je tedy pfimo umérné snizZeni jejich viability. MTT
test Ize pouzit jak na stanoveni cytotoxicity latek, tak také napt. na urceni proliferacni aktivity bung¢k.

Cil:

V bunkach linie U937 mtize byt bunécna smrt indukovana napt. camptothecinem (CAM). Urcete
vhodnou koncentraci camptothecinu pro indukci bunééné smrti u bunck MDA-MB-231 pii 24-
hodinové kultivaci, konkrétné, jakou koncentraci CAM musime pouzit, abychom dosahli hodnoty
LC50, tedy 50% mrtvych bunck po 24 hodinach?

Postup:

1. Vyberte koncentra¢ni fadu CAM k otestovani (cca 6 koncentraci)
2. Nated'te buiiky U937 v médiu (RPMI 1640) do vysledné koncentrace 8x10°/ml



3. Napipetujte bunéénou suspenzi po 50 pl do 96-jamkové desticky, kazdy vzorek v triplikatu.

Nutné kontroly: neovlivnéné buiiky a Cisté médium (blank)

Ptidejte k buitkam zvolena mnozstvi induktoru (CAM)

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

Pridejte ke kazdému vzorku 10 pl MTT Reagentu a inkubujte 2-4 hodiny pti 37°C/10% CO,

Buiiky pravidelné sledujte, dokud se v nich neobjevi fialovy precipitat

Poté piidejte 100 pl Detergent Reagentu a desticku inkubujte ve tmé a pokojové teploté

nejméné 2 hodiny (nebo i pfes noc). Inkubace pti 37°C urychluje solubilizaci.

. Odejméte viko desticky a zméite absorbanci pfi 570 nm s referen¢ni 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%.

P NN

EOSIN EXCLUSION ASSAY - TEST VIABILITY

Uvod:

Viabilitu bunék je mozné stanovit optickou mikroskopii po obarveni bunék eosinem. Do
mrtvych bunék barvivo prochazi naruSenou cytoplazmatickou membranou, zivé bunky zlstavaji
nezbarveny. Timto testem nelze odliSit formu bunééné smrti.

V buiikach linie U937 mtze byt bunéna smrt indukovéana napt. camptothecinem (CAM). Urcete
vhodnou koncentraci camptothecinu pro indukci bunééné 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 koncentrac¢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
buiiky. (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 pl vzorku (bunééné suspenze) piidejte 20 pl 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 buné€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 muze proniknout dovnitt bunék. Po pfidani propidium iodidu dojde k obarveni
nukleovych kyselin. Vyhodnocuje se morfologie jadra, stupeii kondenzace chromatinu, pfitomnost
apoptotické fragmentace a apoptotickych télisek.

Cil:

Presvédcit se o zmeéné jaderné morfologie myeloidnich bun€k v pribéhu programované bunécné
smrti pomoci fluorescenéni mikroskopie. Urcit typ bunééné smrti indukované v bunikach U937
camptothecinem a peroxidem vodiku.

Postup:

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

2. Predem pfiipravit smés slozenou z metanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1, smes
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 soucasného michani na vortexu pomalu pfikapat 5 ml ledové smési

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

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

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

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 fluorescencnim mikroskopem procento jader
s apoptotickou morfologii

Uloha &.4

DETEKCE STEPENI PROTEINU PARP POMOCI ELEKTROFOREZY PROTEINU A
IMMUNOBLOTINGU

Uvod. :

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

Cil:
Potvrdit hypotézu o typu bunécné smrti indukované v buiikdch U937 camptothecinem a peroxidem
vodiku. Pouzit vhodné koncentrace CAM a peroxidu vodiku k indukci bunécné smrti a ovéfit, zda



v bunkéch dochazi k apoptotickému Stépeni proteinu PARP (kromé neStépené formy o hmotnosti 116
kDa, 1ze detekovat také 89 kDa fragment).

Postup:

Pfiprava vzorku:

Indukovat bunéénou smrt buné¢k U937 vhodnou koncentraci CAM a H202. Bunky promyt 1xPBS a
lyzovat v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani bromfenolovou modf, 4 minuty povarit a
uchovavat pii —20 °C. Zméfit koncentraci proteinll 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). Ptidat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minut stat ve tmé. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pfi 750 nm.
Vypocitat vhodné fedéni vzorkt tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteinii od
kazdého vzorku.

Ptfiprava 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 seviit je svorkami.

3. Pfipravit roztok pro dolni gel, jemné promichat a nalit mezi pfipravenad 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 vzorkt a elektroforéza:

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

2. Na gel nanasime 10-20 ul vzorku (mnozstvi zavisi na koncentraci proteinii v buné¢nych
lyzatech).

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

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

Sestaveni blotovaci aparatury:
1. Nasttihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a polyvinyldifluoridovou (PVDF) membranu
stejné velikosti jako je proteinovy gel.
2. Polyvinyldifluoridovou (PVDF) membranu dehydratujeme Smin v metanolu.
Navlh¢ime papiry Whatman a pérézni podlozky v transferovém pufru.
4. Plastikovou svorku umistime do vani¢ky s transferovym pufrem ¢ernou plochou dolt. Na ni
polozime porezni podlozku a vytlacime bubliny.
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5. Na podlozku umistime 2 navlhcené filtra¢ni papiry Whatman a opét vytlacime bubliny.
6. Na papiry Whatman polozime gel a na néj opatrn¢ dehydratovanou PVDF membranu.

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

8. Takto sestaveny sendvic sevieme do plastikové svorky a umistime do vanicky s transferovym
pufrem a chladitkem.

9. Blotujeme 1 hod pti 400 mA.



Detekce proteinti 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 pii 4 °C.
2. Inkubujeme membréanu s primarni protilatkou anti-PARP fedénou 1:2000 v TBS-Tween 1
hod pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
3x promyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).
4. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou alkalickou
fosfatazou (anti-rabbit IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pii pokojové teplote.
Promyjeme dvakrat TBS-Tween (5min) a dvakrat TBS (2min).
Opléachneme membranu v destilované vod¢.
7. Membranu inkubujeme ve vyvoldvacim roztoku (10 ml AP pufru, 33 ul NBT, 83 ul BCIP)
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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 SM NaCl

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

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

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 lyzacéni 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 ptidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB




Uloha &.5

MONITOROVANI CYTOTOXICKEHO UCINKU LATEK V REALNEM CASE -
XCELLIGENCE

Uvod :

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

Sledovat zavislost mezi koncentraci bunék a intenzitou signalu (bunéénym indexem). Pozorovat
zménu signalu po ptidani induktoru apoptozy (TRAIL).

Postup:

1. Adherentni buitkky MDA-MB-231 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Natedit buniky 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) pridat 50 ul bunécné suspenze o rtizné koncentraci. (Vysledny
pocet bun¢k na jamku bude 2000, 5000, 10 000, 20 000). Zacatek méteni.

4. Naésledujici den ptidat k vybranym jamkam TRAIL o vhodné koncentraci, natedény v RPMI
bez glutaminu, v objemu 50 ul. Pokracovat v méfeni bunéného indexu dalsich 24-72 hod.

5. Vyhodnotit zménu bunééného indexu v Case v zavislosti na poctu buné€k, resp. pritomnosti
cytotoxické latky.

Uloha &.6

ZNACENI BUNEK ANNEXINEM-V FITC A PROPIDIUM JODIDEM PRO STANOVENI
FREKVENCE APOPTOZY PRUTOKOVOU CYTOMETRI{

Uvod. :

V prubéhu apoptézy dochazi ke zménam v plazmatické membrané buiky. Za normalnich
podminek je sloZeni vnitini a vnéjsi lipidové vrstvy plazmatické membrany asymetrické. Cytosolicky
(vnitini) list pfevazné obsahuje fosfolipidy s volnou NH,- skupinou (fosfatidylethanolamin a zejména
negativné nabity fosfatidylserin), necytosolicky (vné&jsi) list obsahuje fosfatidylcholin (a glykolipidy).
U bunek prochazejicich apoptdzou se tato asymetrie ztraci a dochazi k externalizaci fosfatidylserinu
na bunécny povrch. Externalizovany fosfatidylserin lze detekovat pomoci fluorescencné (FITC)
zna¢eného annexinu. Nekrotické builky s permeabilni membranou odliSime soucCasnym barvenim
propidium jodidem, ktery do bungk s intaktni plazmatickou membranou nepronika.



Ovétit typ bunééné smrti po indukci bunék MDA-MB-231 TRAILem a peroxidem vodiku za
pouziti fluorescenc¢niho znaceni a flowcytometru.

Postup:
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Propidium jodid - - + +

Adherentni bunky MDA-MB-231 trypsinizaci pievést do suspenze a spocitat.

Nasadit buitky do 6ti-jamkové kultivaéni desticky o hustot 0,8x10° bunék na ml tzn.
1,6x10° bun&k na jamku. Nechat pfisednout.

Indukovat buné¢nou smrt bun€k inkubaci s TRAILem, resp. s peroxidem vodiku.

M¢édium z kultiva¢nich misek ptfenést do 15ml zkumavek.

Ptisedlé buiiky uvolnit pomoci roztoku 1M EDTA v 1 x PBS a suspenzi pfidat k médiu.
Centrifugovat 5 min/250 g.

Ptipravit 1xAnnexin-V pufr ( 200 pl/vzorek )

Odsat supernatant, pelet promyt v 1 ml 1xPBS

Centrifugovat 5 min/250 g.

. Naredit Annexin-V FITC ( 1 ul zasobniho roztoku/vzorek ) v 1 xAnnexin-V pufr
. Naredit propidium jodid (0,5 pl zésobniho roztoku/vzorek) v celkovém objemu 100

ul/vzorek 1xPBS

( Zasobni roztok propidium jodidu (Sigma), fedéno v H,O (1 mg/ml))

Odsat supernatant, pelet resuspendovat v 200 pul v 1xAnnexin-V pufru s Annexin-V FITC
Inkubovat 10 minut na ledu bez pfistupu svétla.

Smichat buné¢nou suspenzi se 100 pul ptipraveného roztoku propidium jodidu v 1xPBS.
Intenzitu fluorescence stanovit pritokovou cytometrii



