Detekce indukce repara¢nich mechanismii DNA a aktivace apoptézy indukované cytotoxickymi
latkami u nadorovych bunék

Seznam planovanych experimentii:
1. Sledovani vlivu cytotoxické latky poSkozujici DNA na proliferaci bunék.

2. Detekce indukce repara¢nich mechanismii DNA metodou nepfimé imunofluorescence.
3. Detekce indukce reparacnich mechanismit DNA a aktivace apoptdzy prukazem Stépené formy
kaspazy 3 a PARP za vyuzitim elektroforézy a westernového pienosu.

4. Mgfeni Cetnosti mrtvych bunék pomoci barveni sytox green a analyzou na pritokovém cytometru.
Stanoveni subGy faze bunééného cyklu prutokovou cytometrii.

Transfekce nadorovych bunék lipofekci a stanoveni aktivity transkripéniho faktoru p53
transaktivacnimi testy.

1. 1. Sledovani vlivu cytotoxické ldatky poSkozujici DNA na proliferaci bunék

Uvod:

V souCasné dobé se pii 1écbé pacientd sriznymi onkologickymi onemocnénimi vyuzivaji
chemoterapeutika, coz jsou latky s cytotoxickym nebo cytostatickym U¢inkem, které puisobi na
specifické procesy v nadorovych bunkach. Jejich hlavnim G¢inkem je zastaveni rGstu nadorovych
buné¢k. Jednou z téchto latek je i Cisplatina (cisdiamino-dichlor platnaty komplex, CDDP) fadici se mezi
tzv. alkylacni cytostatika. Mechanismus protinadorového uc€inku cisplatiny spociva v jeji interakci s
DNA a v tvorbé kovalentnich vazeb mezi cytostatikem a purinovymi bazemi, nejcastéji s guaninem.
Coz vede k zastaveni replikace a indukci opravnych mechanismi, mimo jiné k aktivaci proteinovych
kindz ATR nebo ATM a stabilizaci p53 nddorového supresoru. Cisplatina ptisobi jako latka nespecificka
pro bunéény cyklus a ovlivituje tedy 1 buniky ve fazi Go.

Sledovat efekt ptisobeni cytotoxické latky, Cisplatina, na proliferaci bunék MDA-MB-231.

Postup a priprava vzorkii:
1. Adherentni buiiky MDA-MB-231 budou pouzity do experimentii. Pokud se v protokolu
objevuje véta ,, Adherentni buniky MDA-MB-231 trypsinizaci pievést do suspenze, spocitat.*
Ma se tim na mysli nasledujici postup.

a. Napftiklad pro bunky péstované na 10 cm misce.
b. Nejprve odsat médium a buiiky oplachnout 5 ml 1x PBS.

c. Pridat 2 ml Trypsinu na 10 cm kultiva¢ni misku a misku pfenést do inkubatoru na 5 —
10 minut, dle typu a konfluence bungk.

d. Pak ptidat 8 ml cerstvého média (DMEM, s 10% FCS (Foetal calf serum), antibiotiky
a Glutminem L.

e. Odebrat 70 ul a prenést je do zkumavky na méfeni bunék. Pfidat 7 ml PBS a zm¢éfit
pocet bun¢k na pfistroji (Innovatis CASY Cell Counter and Analyzer TT + CASY).

2. Na 6ti-jamkovou kultivaéni desti¢ku nasadit bufiky v koncentraci 4*10°b/jamku/4ml (bude
nasazeno piedem).

Kultivace bunék 24 hod pti 37°C v 5% atmosteéte COs.
Ptidani zvolené cytotoxické latky Cisplatina (CDDP) o finalni koncentraci 100 uM.
Kultivace bunék 24 hod pii 37°C v 5% atmosfétre CO,.

Ve zvoleném casovém intervalu (24, 48 a 72 hodin) buiiky promyjeme 1xPBS, trypsinizaci
prevedeme do suspenze a spocitame.
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1. 2. Sledovani vlivu zvysujici se koncentrace cytotoxické latky poSkozujici DNA na proliferaci
bunék

Sledovat efekt zvysujici se koncentrace cytotoxické latky, Cisplatiny, na proliferaci bunék MDA-MB-
231 bunek.

Postup a priprava vzorkii:

1. Adherentni buitky MDA-MB-231 trypsinizaci pievést do suspenze, spocitat. Nasadit na 5 ml
kultivaéni misky v koncentraci 4*10°b/4ml (bude nasazeno predem).

Kultivace bunék 24 hod pii 37°C v 5% atmosféte CO,.

Pfidani zvolené cytotoxické latky CDDP o koncentraci 0, 1, 5, 10, 50 a 100 uM.
Kultivace bunék 24 - 48 hod pti 37°C v 5% atmosféte CO,.

Bunky promyjeme 1xPBS, trypsinizaci prevedeme do suspenze a spocitame.
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2. Detekce aktivace reparacnich mechanismiit DNA metodou nepiimé imunofluorescence

Uvod:

Poskozeni DNA je proces, ktery vede k poskozeni DNA fetézce nebo k zdmén¢ daného nukleotidu za
jiny, a tim padem ke vzniku mutace. Poskozeni DNA muze byt zptisobeno fyzikdlnimi, chemickymi a
biologickymi faktory. Mezi chemické faktory zptisobujici poskozeni DNA patii i Cisplatina, viz vyse,
a Doxorubicin, coZ je cytotoxické antracyklinové antibiotikum izolované z kultur bakterie Streptomyces
peuceutius, var. Caesius. Obdobn¢ jako Cispaltina, Doxorubicin se také vaZze na DNA, a to soucasn¢ na
oba fetézce. Tento proces se nazyva — interkalace, kterd znemoziuje replikaci DNA pfi déleni buiky a
transkripci. Doxorubicin dale inhibuje enzym topoizomerazu I, ktera se vyznamné podili na replikaci
DNA are-ligaci DNA v pritbéhu oprav poskozené DNA, a tim dochazi k endogennimu poskozeni DNA,
a nasledné i zastaveni bunécného cyklu.

V pribéhu evoluce si buiiky vytvotily reparaéni mechanismy (z anglického DNA damage
repair pathways), které¢ dokazi opravit DNA na riznych Girovnich. Sav¢i bunka disponuje nejméné péti
typy oprav DNA, a to: Pfima oprava, Excizni opravy (BER — base excision repair, NER — nucleotid
excision repair), Mismatch repair, Homologni rekombinace a Nehomologni spojeni koncti DNA. Pro
kazdou z oprav je typické zapojeni specifickych proteind a signalnich drah. Pro potfeby cviceni se
zaméfime na proteiny, které se ucastni procesu rozpoznani a oprav DNA, jako y-H2A-X nebo Rad51.
Protein Rad51 se ucastni homologni rekombinace a jeho tloha spocéiva v parovani neposkozeni
sekvence a sekvence s mutaci a re-syntézu poskozeného useku DNA. Protein y-H2A.X patii do histont
zrodiny H2A a jeho fosforylace na Ser-139 asociuje s misty dvoufetézcovych zlomi v DNA, po
plsobeni DNA interkalujicich latek.

Neprima imunoflourescence - je metoda, ktera slouzi k

- detekci mnozstvi, lokalizaci a strukturniho uspofadéni proteint ve fixovanych buiikdch nebo
tkanich

- vyuziva specifické primarni protilatky

- sekundarni protilatky jsou znacené fluorescencni molekulou (FITC, texas red, rhodamin, ...),
ktera po excitaci zafenim o uréité vinové délce emituje zafeni o jiné vinové délce

- fluorescen¢ni mikroskop — musi byt osazen jak excitacnim filtrem (z&feni dopadajici na
preparat) tak i emisnim filtrem (filtruje zafeni vychazejici z preparatu)


https://www.wikiskripta.eu/w/Repara%C4%8Dn%C3%AD_mechanismy_organismu_a_jejich_genetick%C3%A1_kontrola
https://www.wikiskripta.eu/w/DNA_(nukleov%C3%A1_kyselina)

- umoznuje detekci vice proteinti naraz (vice fluorescencnich molekul)
- lze lokalizovat studovany protein do bunéénych organel pokud znacené specifickymi sondami.

Fixacni média - Fixace je postup, ktery je provadén za ucelem zastaveni vSech procest, probihajicich v
buiice, a soucasného zachovani co mozna nejptesnéjsiho stavu a struktury tkané. Fixacni Cinidlo je
voleno podle feseného diagnostického problému, typu a velikosti dostupného materialu a podle zvolené
zalévaci a barvici metody. Nejbézn&ji se pouzivaji roztoky formaldehydu, paraformaldehydu,
glutaraldehydu, methanolu.

Montovaci média - pro ochranné ucely a nasledné optimalni mikroskopické sledovani jsou obarvené
buitky montovany vhodnymi montovacimi €inidly. Pouzity typ zavisi na daném protokolu. Jednim z
indexu lomu skla. Glycerol, Mowiol (Calbiochem), Vectashield (Vector), Flouromont-G (Sothern
Biotechnology Associates).

Zjistit, zda v bunkach MDA-MB-231 nebo U20S vystavenych ptisobeni cytostatické latky dochazi
k aktivaci repara¢nich mechanismiit DNA.

Postup a priprava vzorkii:

1. Pied vlastnim vysetim MDA-MB-231 bunék do jamky 6ti-jamkové kultivacni desticky vloz
kryci sklicko opalené v 100% EtOH.

2. Adherentni buiiky MDA-MB-231 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 6ti-
jamkovou kultivaéni desticku v koncentraci 6*10°b/jamku/4ml (bude nasazeno pfedem).

Kultivace bunék 24 hod pii 37°C v 5% atmosféte CO..

Pfidani zvolené cytotoxické latky Cisplatina o koncentraci 100 uM a Doxorubicin 0,4 ug/ml.
Kultivace bunék 24 hod pti 37°C v 5% atmosfeére COs.

Buniky oplachnout PBS a fixovat 30 minut ve 4% paraformaldehydu pfi pokojové teploté.
Burky oplachnou 2xPBS.

Permeabilizace membran roztokem PBS/Triton X-100 (0,2% Tritonem X-100 v PBS) po dobu
20 minut pfi pokojové teploté a oplach 2xPBS.
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9. Inkubace buné¢k s primarni protilatkou nafedénou v PBS/BSA ve 4°C pies noc.
10. Oplach bunék 3x10 minut roztokem PBS/BSA/Tween.

11. Inkubace bunék se sekundarni protilatkou, fedéni 1:300, v PBS/BSA po dobu 1 hodiny pfi
pokojové teploté.
12. Oplach bunék 3x10 minut roztokem PBS/BSA/Tween.

13. Obarveni jaderné DNA za pomoci PI (propidium jodid, koncentrace 10 pug/ml) nafedéném
v roztoku PBS/BSA/Tween po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Mozna alternativa je, kdyz
montovaci médium obsahuje barvicku, ktera je schopna barvit DNA? Jako naptiklad DAPI
(4',6-diamidin-2-fenylindol).

14. Nakonec skli¢ka oplachneme destilovanou vodou. Na podlozi skli¢ko, na stranu fixovanych a
obarvenych bunék nanesu 3 ul Mowiolu (montovaci medium od firmy Calbiochem). Opatrné
oto¢im a polozim sklicko s kapkou Mowiolu orientovanou smérem dolti na podlozni sklo.
Preparaty pozorujeme ve fluorescencnim mikroskopu s vhodnym emisnim a excitacnim
filtrem pro FITC.

Pouzité protilatky a roztoky:

PBS - fosfatovy pufr, pH = 7,6
Navazte a smichejte:



-8 g NaCl

-0,2 gKCl

- 0,24 g KH,PO4

- 1,44 g Na,HPOq4

- dopliite vodou do 800 ml a rozpust'te za stalého michani
- upravte pomoci HCI na pozadované pH

- dopliite vodou do 1000 ml

PBS/Triton X-100
- Do 100 ml PBS ptidejte 200 pl Tritonu X-100.
- Vysledna koncentrace Tritonu X-100 je 0,2%.

PBS/BSA
- Do 200 ml PBS pftidejte 200 mg BSA.
- Vysledna koncentrace BSA je 1 mg/ml.

PBS/BSA/Tween

- Do 500 ml PBS/BSA pfidejte 250 ul Tween-20.
- Vyslednd koncentrace Tween-20 je 0,05%.
Fixacni smés: 4% paraformaldehyd v PBS

Montovaci médium: Mowiol s DAPI (Calbiochem)

Protilatky:

- my$i monoklonalni anti - H2A.X — P (Ser 139) protilatka, (cat.n.: 613402), (Biolegend)
- my$i monoklonalni anti-53BP1 protilatka, (cat.n.: SCT-4937), (Santa Cruz)

- anti-mys$i IgG konjugovana s FITC (Invitrogen)

3. Detekce indukce reparacénich mechanismit DNA a aktivace apoptozy pritkazem Stépené formy
kaspazy 3 a PARP za vyuZitim elektroforézy a westernového pienosu.

Uvod:

Pokud buiika neni schopna efektivné opravit poskozenou DNA, pak zpravidla aktivné zahdji proces
apoptdzy. Apoptodza, neboli typ I programované bunécné smrti, slouzi k eliminaci nepotfebnych ¢i
poskozenych bunék. Je soucasti fyziologickych i patologickych d&ji. Béhem apoptdézy dochazi ke
kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA a rozpadu bun¢k na apoptoticka t€liska, kterd jsou nasledne
fagocytovana. Apoptdza je charakteristicka dvéma signalnimi drahami — vnitini - fizend mitochondriemi
a vn&jsi - fizena aktivaci receptorii smrti.

Zjistit, zda v bunkdch MDA-MB-231 vystavenych plsobeni chemoterapeutika dochazi k indukci

reparacnich mechanismit DNA a aktivaci apoptozy.

Postup a priprava vzorki:

1. Adherentni buiikky MDA-MB-231 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 6ti-
jamkovou kultivaéni desti¢ku v koncentraci 6*10°b/jamku/4ml (bude nasazeno predem).

2. Po 24 hodinach bunky ovlivnime Cisplatinou o koncentraci 0 a 100 uM a Doxorubicin 0,4 pg/ml
samostatné nebo spole¢né.

3. Dalsi den buiiky pfevedeme trypsinizaci do roztoku, sto¢ime centrifugaci 4min/290g, odsajeme
médium.
4. Promyjeme sto¢eny pelet PBS jako v pfedchozim kroku.



5.
6.

7.

Pelet lyzujeme v 50 pl Lyzacnim pufru (10 mM Tris pH=8,0; 25 mM EDTA; 1% SDS).

Meéieni koncentrace proteinti (DC™ Protein Assay Kit, Bio-Rad, kat.&.: 5000111):
a. Na mikrodesti¢ku pipetovat Sul kazdého vzorku ve tfech opakovanich.

Ke vzorkim 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 zm¢étit absorbanci na ELISA readeru pii 750 nm.
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Vypocitat vhodné fedéni vzorka tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi
proteinti od kazdého vzorku.

Pfipravené lyzaty o dané koncentraci proteinii smichame s odpovidajicim mnozstvim
pripravené¢ho 3x Laemmli pufr a povafime 5 minut pii 100°C.

Pfiprava akrylamidového gelu:

1.

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

Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.

Ptipravit roztok pro dolni (separacni) gel, jemne 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 (zaostfovaci) 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
vytdhneme hiebinky.

Na gel nanasime 10-20 ul vzorku (mnoZzstvi zavisi na koncentraci proteintt v bunéénych
lyzatech).

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

Elektroforézu zastavim v moment¢, kdyz ¢elo barvicky v gelu opousti gel.

Sestaveni blotovaci/transferové aparatury:

1.
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Nastiithame 4 kusy papiru Whatman 3MM a PVDF (polyvinylidene difluoride) 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 porézni podlozku a vytlatime bubliny.

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

Na papiry Whatman polozime gel a na n¢j opatrné navlh¢enou 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 hod pii 400 mA.

Detekce proteint na membrané pomoci protilatek:




1. Po skonceni blotingu/transferu promyjeme membranu v 5% roztoku susené¢ho mléka v TBS-
Tween po dobu 30 minut pfi pokojové teploté nebo ptes noc pii 4°C.

2. Inkubujeme membranu s primarni protilatkou fedénou 1:1000 v TBS-Tween 1 hod pfi

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 1:5000 v TBS-Tween) pii pokojové teplote.

Promyjeme tfikrat Smin TBS-Tween.

Oplachneme membranu v destilované vodg¢.

Na membranu nakapeme substrat a inkubujeme 5 min pii pokojové teplote.

Detekce signalu v temné komote nebo za vyuziti detekéniho zafizeni s citlivou kamerou.

Po vyvoléni signadlu membranu obarvime v 0,2% roztoku amidoblack - nespecifické barveni

proteind, potvrzeni srovnani hladiny celkovych proteint

Bw
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Pouzité roztoky

Transferovy pufr: TBS: TBS-Tween:

48mM Tris 50 ml 1M Tris-Cl pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litri TBS
39mM glycin 57,6 ml 5SM NaCl

20% methanol doplnit vodou do 2 litri

Odbarvovaci roztok: Tris-glycin elektroforeticky pufr (ph==8.3):

500 ml metanolu 25mM Tris

400 ml destilované vody 250mM glycine

100 ml kyseliny octové 0,1% (w/v) SDS

Barvici roztok: (barveni proteint na gelu)

2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku
- pro barveni proteinli na membrané:
1g amidové cerni na 1L odbarvovaciho roztoku

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostrovaci) 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

Lyza¢ni pufr

10 mM Tris pH=8,0; 25 mM EDTA; 1% SDS

4. Méveni Cetnosti mrtvych bunék pomoci barveni sytox green na priitokovém cytometru.

Uvod:

Sytox green je barvivo, které se vaze na nukleové kyseliny v buiice a po ozafeni svétlem o vinové
délce 488 nm emituje zafeni o vinové délce 523 nm. Sytox green nedokaze prochazet pies bunééné
membrany zZivych bunék, jednom pfes porusené membrany mrtvych bunék, je proto vhodnym
barvivem pro detekci bunééné smrti.

Cil:
Zjistit, zda-li dochazi k indukci bunééné smrti u bunék prsniho karcinomu vystavenych ptisobeni
sledovanych chemoterapeutik.



Postup a priprava vzorkii:

1. Adherentni buitky MDA-MB-231 ptevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 2ml misky
v koncentraci 3*10°b/2ml.

Kultivace bun¢k 24hod pti 37°C.

Ovlivnéni bunek Cisplatinou o koncentraci 0 a 100 uM a Doxorubicin 0,4 pg/ml samostatné
nebo spolecné.

Kultivace bun¢k 48 hod pii 37°C.

Sklizeni bunék véetné bunck plovoucich v médiu.

W

Stocit a odsat supernatant.

Suspendovat pelet v 0,2 ml 1x PBS se sytox green (fedéni 1: 10 000).
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Mgéfeni na prutokovém cytometru FACSVerse.

5. Stanoveni subG, faze bunééného cyklu priutokovou cytometrii

Uvod:

Ovlivnéni nadorovych bunek chemoterapeutiky miize byt doprovazeno zménami v regulaci buné¢ného
cyklu. Tyto zmény lze sledovat analyzou obsahu DNA v bunkach po obarveni propidium jodidem
pomoci prutokového cytometru FACSVerse. Propidium jodid (PI) je interkalujici barvivo, které se vaze
k nukleové kyselin€ a po ozafeni svétlem o vinové délce 488 nm emituje zafeni o frekvenci vys$si nez
560 nm. Pro proniknuti do zivych bungk je potfeba buiiky nejdiive fixovat (nebo do barviciho roztoku
pridat slaby detergent). Mnozstvi navazaného barviva je umérné mnozstvi DNA v buiice. Z
jednoparametrové analyzy fluorescencniho signalu propidium jodidu je mozné urcit obsah DNA v
buiikach a tim i fazi bunééného cyklu, ve které se buiiky nachazeji. Pfi indukci apoptézy mizeme buiiky
detekovat v subGo fazi bunééného cyklu.

Zjistit, zda-li sledované chemoterapeutikum indukuje vstup bunék do subGy faze bunééného cyklu a
vyhodnotit zmeny v distribuci ostatnich fazi bunééného cyklu.

Postupa priprava vzorki:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 pievést do suspenze, spocitat. Nasadit na 5Sml misky
v koncentraci 0,8*10%5ml (bude nasazeno pfedem).

2. Nasleduyjici den pfidat k buiikdm Cisplatinu o koncentraci 0 a 100 uM a Doxorubicin 0,4 pg/ml
samostatné nebo spolecné.

3. Kultivace bun¢k 48 hod pti 37°C v 5% atmosféie CO..

Buiiky trypsinizovat a médium s buiikami pipetovat do 15ml zkumavek, sklidit buiiky 1 mM
EDTA v PBS, centrifugace 500g/5min.

Buiiky 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.

Promyt 4 ml 1xPBS.

10. Rozsuspendovat ve Vindelové 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 transkripéniho faktoru p53
transaktivacnimi testy

Uvod:

Protein p53 jako transkripéni faktor je ve funkci nadorového supresoru aktivovany riznymi stresovymi
podminkami. Protein p53 se vaze na specifické sekvence a ovliviiuje tak expresi svych cilovych gend.
Nékteré z cilovych sekvenci, naptiklad p21/wafl, jsou zodpovédné za stresem indukované zastaveni
bunécného cyklu v ptechodu z faze G1 do S. Jiné, naptiklad bax nebo puma, indukuji apoptdzu.
Detekce aktivity pS3 je mozna pomoci piechodné transfekce metodou lipofekce, s pouzitim konstruktu
pRGC-luc, ktery obsahuje syntetickou p53 vazebnou sekvenci RGC (ribosomal gene cluster) zatazenou
pfed promotor tk-luc (Kern et al., 1991). Tento konstrukt umoziluje sledovat aktivitu p53 pomoci
luciferazové aktivity.

Lipofekce je metoda pfi niz dochazi k vytvofeni komplexii zaporné nabité plazmidové DNA
s kationickym lipidovym c¢inidlem. Takto vytvofené komplexy jsou schopny pronikat ptes lipidovou
membranu do eukaryotickych bungk.

Postup - lipofekce:

1. 4x10°bunék LM5 nasadit do 2 ml kultiva¢niho média a kultivovat 24 hod pti 37°C v 5%
atmosféte 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 pii pokojové teplot¢.

3. K nafedéné DNA ptidat 4 pL Lipofectamine 3000 piipraveného v 200 ul média Opti-MEM,
lehce promichat a inkubovat pti laboratorni teploté 30 minut.

4. Transfekéni smés nakapat na buiiky a inkubovat 24 hod pti 37°C v 5% atmosféie CO».

5. Vymeénit médium, oSetfit bunky Cisplatinou o koncentraci 0 a 100 uM, Doxorubicin 0,4 pg/ml
samostatné nebo spolecné, a inkubovat 24 h pti 37°C v atmostéte 5% COx.

6. Stanovit aktivitu luciferdzy z extraktd prechodné transfekovanych bunék transaktivaénim
testem, stanovit koncentraci proteinti.

Pouzité roztoky:

Pufr (2) pro aktivitu luciferdzy:
25 mM gly-gly - 0,5 ml

15 mM K-fosfatu - 75 pl

15 mM MgSO4- 75 pl

4 mM EGTA - 50 pl

2 mM ATP - 100 pl
ImMDTT -5 ul

ddH,0 - 4,195 ml

Postup-stanoveni aktivity luciferazy z extraktu prechodné transfekovanych bunék transaktivacnim
testem.

1. Odsat médium, promyt buiikky v 1x PBS, sklidit a centrifugovat 5 min/500g/pokojova teplota.
Odsat supernatant, pelet suspendovat v 50 ul roztoku 0,25M Tris.Cl pH 7,5.

3. Lyzovat bunky tfemi cykly prudkého zamrazeni v — 80 °C a rozmrazeni. Extrakt zbyte¢né
nevystavovat pokojové teploté a svétlu — ztrata aktivity luciferazy.

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

5. Prenést supernatant do nové zkumavky, umistit na ledu pro provedeni testu nebo v — 80 °C pro
dlouhodobé uchovani.



Postup — Meéreni aktivity luciferazy:
1. 10 pl lyzatu prenést do 90 ul 0,25 M Tris pH 7,5 a 360 pl pufru 2.

2. Ptenést zkumavky do luminometru, pfidat 200 pl roztoku luciferinu (1 mM luciferin s 10 mM
DTT fedény ve vod¢ v poméru 1:4).

3. Zmgérit aktivitu luciferazy.
Relativni luciferdzovou aktivitu spocitat jako aktivita luciferazy na mnozstvi proteinu v lyzatu.

Stanoveni koncentrace proteinii:

Koncentrace proteinti buse stanovena jako v uloze 3.
Piisobeni Cisplatiny na bunécéné procesy.

Informace k ucinku cis-platiny.

Aktivace cisplatiny a indukce poskozeni DNA.

A) Proces aktivace cisplatiny probihd vyménou jednoho
nebo dvou jejich chloridi za molekuly vody
(monoaquated a diaquated).

B) Cisplatina mtize vytvaret kovalentni vazby s DNA.
Hlavni léze DNA jsou vnitrofetézcové adukty DNA a
mezifetézcové kfizové vazby (ICL). Procenta
predstavuji frekvenci kazdého typu poskozeni DNA
vyvolaného cisplatinou.

- Clinics (Sao Paulo). 2018 Sep 6;73(suppl 1):e478s. doi:

10.6061/clinics/2018/e478s.
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