Metody detekce apoptozy a poskozeni DNA indukované cytotoxickymi laitkami u nadorovych
bunék

1. Detekce hladiny stépeného a nestépeného proteinu PARP (poly (ADP-ribdza) polymeraza) pomoci
elektroforézy a westernového prenosu
Meéfeni Cetnosti mrtvych bun¢k pomoci barveni sytox green a analyzou na pritokovém cytometru

Barveni nukleovych kyselin propidium iodidem — detekce apoptotickych jader.
Stanoveni subGO0 faze bunéného cyklu pritokovou cytometrii.
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Detekce fragmentované DNA po piisobeni chemoterapeutik na bunky karcinomu prsu.

1. Detekce hladiny Stépeného a nestépeného proteinu PARP (poly (ADP-riboza) polymerdaza)

pomoci elektroforézy a westernového pi‘enosu

Uvod:

Apoptoza, neboli typ I programované bunééné smrti, slouzi k eliminaci nepotfebnych ¢i poskozenych
bunek. Je soucasti fyziologickych i patologickych dé&jti. Béhem apoptézy dochazi ke kondenzaci
chromatinu, fragmentaci DNA a rozpadu bunc¢k na apoptotickd teliska, kterd jsou nasledné
fagocytovana. Apoptéza je charakteristicka dvéma signalnimi drahami — wvnitini - fizena
mitochondriemi a vnéj$i - fizena aktivaci receptorti smrti. V pritbéhu apoptozy aktivované efektorové
kaspazy (kaspaza 3, 6, a 7) Stépi v buinikach velké mnozstvi riznych proteint. Jednim z cili
efektorovych kaspaz je i PARP, cozZ je enzym o velikosti 116 kDa, ktery je béhem apoptozy Stépen na
fragmenty o velikostech 89 a 25 kDa. Tento enzym, ktery se za normalnich okolnosti podili na procesu
opravy poskozené DNA, lze tedy vyuzit k detekci apoptdzy.

Zjistit, zda v buitkich MDA-MB-231 vystavenych ptsobeni chemoterapeutika dochdzi ke Stépeni
proteinu PARP.

Postup a pfiprava vzorki:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 trypsinizaci pievést do suspenze, spocitat. Nasadit na Sml
misky v koncentraci 8*%10°b/5ml.
Inkubace bun¢k 24hod/37°C

3. Osetfit chemoterapeutikem

4. Inkubace bunék 72 hod/ 37°C

5. Bunky promyt 1xPBS a lyzovat v2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani
bromfenolovou modf, 4 minuty povaftit a uchovavat pii —20 °C. Zmétit koncentraci proteinti ve
vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke vzorkim pfidat alesponn dvojnasobek
kompletniho 2xCSB pufru tak, aby vysledna koncentrace proteinii v takto nafedénych vzorcich
byla stejna.

Méfeni koncentrace proteind (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesti¢ku pipetovat Sul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkliim 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. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pfi 750 nm. Vypocitat
vhodné fedéni vzorkl tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteintt od kazdého
vzorku.



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

Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.

Ptfipravit 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, pripravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel, vsunout
hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

Nanaseni vzorku a elektroforéza:
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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 (mnozstvi zavisi na koncentraci proteinti v bunécnych
lyzatech).

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

Elektroforézu zastavim v momenté€, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Sestaveni blotovaci aparatury:

1.

W

SRR

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

PVDF membranu aktivujeme MetOH.

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

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

Na podlozku umistime 2 navlhéené filtracni papiry Whatman a opét vytlac¢ime bubliny.

Na papiry Whatman polozime gel a na né€j opatrné navlhéenou PVDF membranu.

Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytla¢ime bubliny a na né¢ druhou
p6rézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

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

Blotujeme 1 hod pii 400 mA.

Detekce proteini na membrané pomoci protilatek:
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Po skonceni blotingu promyjeme membranu v 5% roztoku susené¢ho mléka v TBS-Tween
po dobu 30 minut pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-St€épena kaspaza 3 fedénou 1:1000 v
TBS-Tween 1 hod pfti pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
3x promyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).
Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou peroxidazou (anti-
mouse IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pii pokojové teplotg.
Promyjeme trikrat Smin TBS-Tween a dvakrat 2 min TBS.
Oplachneme membranu v destilované vodé.
Na membranu nakapeme substrat a inkubujeme 5 min pii pokojové teploté
Detekce signalu v temné komote
Po vyvolani signalu 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 litra TBS
39 mM glycin 57,6 ml 5SM NaCl

20%methanol doplnit vodou do 2 litrii

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 proteint1)
2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku

Dolni (dé€lici) 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 lyza¢ni 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

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



2. Méveni Cetnosti mrtvych bunék pomoci barveni sytox green a analyzou na pritokovém cytometru.

Uvod:

Sytox green je barvivo, které se vaze na nukleové kyseliny a po ozafeni svétlem o vinové délce 488
nm emituje zareni (523 nm). Sytox green nedokaze prochéazet ptes bunééné membrany zivych bunék,
jednom pres porusené membrany mrtvych bungk, je proto vhodnym barvivem pro detekci bunééné
smrti.

Cil:
Zjistit, zda-li dochdzi k indukci bunééné smrti u bun€k prsniho karcinomu vystavenych ptisobeni
sledovanych chemoterapeutik.

Postup:
1. Adherentni buitkky MDA-MB-231 pfevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 2ml misky

v koncentraci 3*10°b/2ml.

Kultivace bun¢k 24hod/37°C

Treatment bun¢k chemoterapeutikem

Kultivace bun¢k 48 hod/37°C

Sklizeni bunék vcetné bunék plovoucich v médiu.

Stocit a odsat supernatant

Suspendovat pelet v 0,2 ml 1x PBS se sytox green (fedéni 1: 10 000).
Meéfeni na prutokovém cytometru FACSVerse
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3. Barveni nukleovych kyselin propidium iodidem

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

Postup:

1. Indukovat bunéénou smrt bunck MDA-MB-231 inkubaci s testovanymi latkami (na 2 ml
miskach, 3x10° buné&k)

2. Predem pfipravit smés 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. Odsat 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 minimaln¢ 30 minut.

7. Centrifugovat pii 150g/5 min (fixované buiky jsou kiehké, nepouZzivat pii centrifugaci vyssi
otacky!)

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



9. Kapnout jednu kapku na podlozni skli¢cko 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.

4. Stanoveni subG0 faze bunécéného cyklu prutokovou cytometrii

Uvod :

Ovlivnéni nadorovych bunek chemoterapeutiky miize byt doprovazeno zménami v regulaci buné¢ného
cyklu. Tyto zmény lze sledovat analyzou obsahu DNA v buiikdch po obarveni propidium jodidem
pomoci prutokového 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). Pro proniknuti do zivych
bungk je potieba bunky nejdiive fixovat (nebo do barviciho roztoku piidat slaby detergent). MnozZstvi
navazaného barviva je imérné mnozstvi DNA v buiice. Z jednoparametrové analyzy fluorescenc¢niho
signalu propidium jodidu je mozné urcit obsah DNA v buiik4ch a tim i fazi bunééného cyklu, ve které
se bunky nachazeji. Pti indukci apoptézy miizeme buiiky detekovat v subGO0 fazi bunécného cyklu.

Zjistit, zda-li sledované chemoterapeutikum indukuje vstup bunék do subGO faze bunééného cyklu a
vyhodnotit zmény v distribuci ostatnich fazi buné¢ného cyklu

Postup:

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

Nasledujici den ptidat k butikam chemoterapeutikum

Inkubace 48 hod, 37°C.

Médium prepipetovat do 15ml zkumavek, sklidit buiiky 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. Promyt 4 ml 1xPBS

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

11. Barvit 30 min, 37°C, ve tm¢

12. Analyza mnozstvi DNA pritokovym cytometrem

Rl
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5. Detekce fragmentované DNA po pusobeni chemoterapeutik na buiiky karcinomu prsu.

Uvod:

Degradace jaderné DNA na nukleosomalni jednotky je klicovym rysem apoptozy. Proces je fizen
enzymem CAD (Caspazou Aktivovana DNAza), jehoz aktivita je pod kontrolou inhibitoru ICAD.
V prubéhu apoptoézy dochazi k §tépeni inhibitoru ICAD aktivovanou kaspazou 3 vedouci k aktivaci
CAD. CAD stépi DNA na internukleozomalnich linkerovych mistech mezi nukleosomy, které se
vyskytuji v chromatinu v zhruba 180 bp intervalech. Na agarozovém gelu lze proto detegovat
fragmenty velké zhruba 180 pb a jejich nasobky (360, 540 atd.).

Zjistit jestli u sledovanych bunék dochazi k fragmentaci genomové DNA po plisobeni zvolenych
chemoterapeutik.

Postup:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 pievést do suspenze, spocitat. Nasadit na 10ml misky
v koncentraci 1*10%10ml. (bude nasazeno pfedem)

2. Nasledujici den pfidat k buikam chemoterapeutikum

Inkubace 72 hod, 37°C.

4. Meédium prepipetovat do 15ml zkumavek, sklidit buiiky trypsinem, centrifugace 400g/4min.
Izolace genomové DNA pomoci GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep kit:

5. Pelet rozsuspendovat v 200 ul pufru Resuspend solution, ptidat 20 ul RNAzy. Inkubace 2 min
pri pokojové teplotée.

6. Lyze bunck: Ptidat 20 ul proteinazy K, nasledné ptidat 200 lyzacniho roztoku (Lysis solution
C), dikladné vortexovat (cca 15 sek) a inkubovat 10 min pii 70°C (dokud nevznikne
homogenni sm¢s).

7. Aktivace kolonky: Kolonku s ¢ervenym prouzkem vsadit do sbérné zkumavky, nanést 500 ul
roztoku Column Preparation Solution a centrifugovat 12 000g/1 min. Odstranit roztok.

8. Ptiprava vzorku pied nanesenim na kolonku: Po uspésné lyzi bunék ptidat 200 ul 95% EtOH,
vortexovat.

9. Cely objem vzorku nanést na aktivovanou kolonku, centrifugovat 6 500g/1 min. Odstranit
preteklou smés.

10. Promyti kolonky: na kolonku nanést 500 ul promyvaciho roztoku (Wash solution),
centrifugovat 6 500g/1 min.

11. Druhé promyti kolonky: znovu piidat 500 ul promyvaciho roztoku, centrifugovat na
maximalni ota¢ky/3 min.

12. Eluce DNA: Kolonku pienést do Cisté sbérmné zkumavky, nanést 200 ul elu¢niho roztoku
(Elution solution), inkubace 5 min pfi pokojové teploté, centrifugace 6 500g/1 min. Zméftit
koncentraci DNA.

Priprava 2% agarozového gelu

13. 2,4 g agardzy rozvafit v 120 ul 1XxTAE pufru, po jemném ochlazeni pfidat 6 ul barvicky
nukleovych kyselin GelRed. Roztok nalit do sestavené aparatury, nechat utuhnout (cca 20
min).

Naneseni vzoreckii na gel:

14. Pfed nanesenim na gel smichat 50 ul kazdého vzorku o stejné koncentraci s 8 ul nanasejiciho
pufru.

15. Do jedné drahy nanést 4 ul roztoku febii¢ku (DNA ladder 2 log, 0,1-10 kb).

16. Elektroforéza 100 V/1 hod.

17. Gel vlozime do UV transluminatoru s kamerou a vyfotime.
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