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. Aplikace testovanych latek na bunééné kultury

. Buiky kultivujeme v 75 ¢cm? lahvich s 15-30 ml kultivaéniho média (S 10% FCS) do 80-90%
konfluence.

. Nahradime médium 10 ml ¢erstvého média s 1% fetalniho séra (FCS), pfiddme testované latky
a inkubujeme pfisluSnou dobu v inkubéatoru (37°C).

. Buiky seskrabeme pomoci skrabky, ptevedeme do 15 ml zkumavky a oplachneme kultivacni
lahev 5 ml roztoku PBS (pH 7.,4).

. Zcentrifugujeme 3000 ot./min, 5 min. pii 4 °C.

Odsajeme supernatant, resuspendujeme ve 13 ml PBS (pH 7,4) a opakujeme krok 4.

Odsajeme supernatant, resuspendujeme ve 4 ml PBS (pH 7,4), odebereme 1 ml do
mikrozkumavky oznacené nazvem projektu Medetox a ¢islem vzorku (suspenze bude pouzita
pro stanoveni oxidace proteinii a peroxidaci lipidl), zbylou suspenzi ponechame v 15 ml
zkumavce.

. Zopakujeme krok 4, odsajeme supernatant a uchovame pelety pii -70 °C, dokud nebude

provedena analyza.
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2. Oxidac¢ni poskozeni DNA stanovené metodou ELISA

Roztoky

Deferoxamine mesylate (DFA) (100 ml)
0.1 mM deferoxamine mesylate (MW=656.8) 6.6 mg
Skladovat pti 4 °C.

50 mM Tris

Trizma-base 121¢g
0.1 mM DFA 200 ml
Upravit pH na 7.4, skladovat pii 4 °C.

Extrakéni pufr

Trizma-base (MW 121.1) 242 ¢
EDTA (MW 372.3) 372 ¢g
SDS-Sodiumdodecylsulphate (MW 268.4) 100 g
Deferoxamine mesylate 66 mg
dH,O 1.0 liter

Skladovat pii 4 °C

RNaza mix
Ribonuclease A (Sigma, R-5125) 10 mg
50 mM Tris 1 ml

Smichat a inkubovat 10 min pii 80 °C. Ochladit a napipetovat do lahvicky s Ribonuclease T1
(5000 u/ml, Sigma, R-1003), jemné promichat. Rozd¢lit do mikrozkumavek a skladovat pti
-20 °C.

Proteinaza K
10 mg/ml 0.1 mM DFA (for 40U/mg)
Ptipravit pied pouzitim

SM NaCl

NaCl 29.23¢g
0.1 mM DFA 100 ml
Skladovat pti 4 °C

CI (pomér 24 :1)

Chloroform 240 ml
3-methyl-1-butanol 10 ml
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Smichat a pfidat 80 ml of 50 mM Tris, skladovat pti 4 °C
Phosphate-buffered saline (Ix PBS)

NacCl 8g
KCl 02¢g
NazHPO4 1.42 g
KH,PO, 024 ¢
Upravit pH na 7.4

Ptidat dH,O do 1 litr

PBS-DFA (0.1 mM DFA in 1x PBS)
DFA 6.6 mg
1xPBS 100 ml

Postup izolace DNA pro analyzu 8-0xodG

1. Zkumavky s peletami bunék vyjmeme z mrazdku a po rozmrazeni pridame 1 ml extrakéniho
pufru, promichdme a ptiddme 20 pl RNéaza mix, inkubujeme 1 h pii1 37°C.

2. Ke kazdému vzorku pfiddme 20 pl proteinazy K (5 mg/500 pl dH,O), inkubujeme 1,5 h pii 37
°C.

3. Pfevedeme supernatant do 15 ml zkumavek obsahujicich Phase Lock Gel, pfiddme stejny objem
(1 ml) roztoku CI s antioxidantem a intenzivné promichame.

4. Centrifugujeme 5 minut pti 3000 ot./min.

5. Ptevedeme horni fazi do 15 ml zkumavky a vysrdzime DNA pfidanim 5M NaCl (100 pl; 1/10
objemu) a ledové studeného etanolu (2.2 ml; 2 objemy), dikladné promichame.

6. Centrifugujeme 5 minut pii 4000 ot./min. a pievedeme DNA do mikrozkumavek pomoci Spicek.

7. Ke vzorkiim v mikrozkumavkéch pfiddme 1 ml 70% etanolu a zcentrifugujeme 5 minut pii 6000
ot./min.

8. Vysusime vzorky DNA ve vakuové odparce (20-25 min) a skladujeme pii -70 °C, ptipadné
rozpustime v roztoku PBS-DFA podle déale uvedeného postupu.

9. Ke vzorkim DNA pfidame PBS-DFA (50-100 ul pro DNA izolované z 75 c¢cm?® kultiva¢nich

lahvi) a uchovame 30-60 min pii 4 °C.
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10. Peletu DNA rozbijeme pomoci homogenizatoru (Pellet Pestle Motor, Sigma) a inkubujeme 40
min pii 55 °C, v prubéhu inkubace michame, aby se usnadnilo uplné rozpusténi DNA.

11. Pfipadné nerozpuSténé casti pelety odstranime centrifugaci 2 minuty pifi 6000 ot./min. a
prevedenim supernatantu do nové mikrozkumavky.

12. Denaturuyjeme DNA 5 min pi1 100 °C, nechdme schladnout 5 min pii pokojové teploté a
fragmentujeme pomoci injekéni stiikacky a jehly velikosti 22G.

13. Roztok natedime 20x (2 pl + 38 ul PBS) a zmétime absorbanci pii 260 nm a 280 nm. Upravime
koncentraci ptidanim PBS-DFA na vyslednou hodnotu 0.75 — 1.25 pg/ul.

14. Roztok skladujeme pfti -70 °C.
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3. Detekce 8-0x0dG v DNA

Roztoky
Phosphate-buffered saline (PBS) (1000 ml)
NaCl 8¢g
KCl 02¢g
Na,HPO, 142 ¢
KH,PO, 024 ¢g
pH 7.4
Promyvaci pufr
1x PBS 997.5 ml
10% NaN; 2 ml
Tween 500 pl
PBS/Tween
1x PBS 499.75 ml
Tween 250 pl
Blokovaci roztok (1% FCS v PBS/Tween)
PBS/Tween 49.5 ml
FCS 500 pl
IM diethanolamine

52.5 g in 500 ml dH,O
pH 8.6 pomoci konc. HCI1

0.01M diethanolamine

1M diethanolamine 1 ml
dH,O 99 ml
PBS-DFA (0.1 mM DFA in 1x PBS)

DFA 6.6 mg
1xPBS 100 ml
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Postup detekce 8-0xodG v DNA

1.

Vazba konjugéatu 8-0xoG-BSA na mikrotitracni desticky (Corning Costar, cat. # 3690, Half
Area Plates): pouzijeme 5 ng konjugatu 8-0xoG-BSA/jamku/25 pl PBS, piednostné pouzijeme
jen 60 vnitinich jamek, inkubujeme pti 37 °C ptes noc, desticku nezakryvame vickem.
Promyjeme desticku, blokujeme pfidanim 100 pl blokovaciho roztoku/jamku, 1 hod, pfti
pokojové teplote.

Natedime primarni protilditku (JalCA, Japonsko; 1:500 (vysledna konc. 0.2 pg/ml)
v blokovacim roztoku). Nafedime standard 8-oxodG (Sigma, cat. # H5653) v PBS a
pouzijeme ho pro ptipravu kalibra¢ni kfivky (koncentrace zasobniho roztoku 8-oxodG je 1

mg/ml; 5 mg v 5 ml PBS):

8-0x0dG (vysledna konc.) 8-0x0dG (zasobni roztok, nebo ptredchozi PBS (ul)
redéni, pl)
10 pg/ml 10 (1 mg/ml) 990
100 ng/ml 10 (10 pg/ml) 990
80 ng/ml 800 (100 ng/ml) 200
60 ng/ml 600 (80 ng/ml) 200
40 ng/ml 480 (60 ng/ml) 240
20 ng/ml 400 (40 ng/ml) 400
10 ng/ml 400 (20 ng/ml) 400
5 ng/ml 200 (10 ng/ml) 200
2.5 ng/ml 200 (5 ng/ml) 200
1.25 ng/ml 200 (2.5 ng/ml) 200

Ptipravime vzorky bez kompetitoru (urcuji celkovou vazbu protilatky na desticku, 25 ul PBS
+ 25 ul roztoku protilatku/jamku) a vzorky bez protilatky (blank, absorbance pozadi, 25 pl
PBS + 25 pl blokovaciho roztoku/jamku).

Z desticky odstranime blokovaci roztok, ptiddme 25 pl vzorktit DNA (konc. 0.75-1.25 mg/ml)

a standardli 8-oxodG, 50 pl vzorkd bez kompetitoru a bez protilatky; po pfidani vzorka a
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standardll pfipipetujeme 25 pl primarni protilatky do vSech jamek s vyjimkou jamek bez
kompetitoru a bez protilatky; inkubujeme 90 min pii pokojové teploté.

. Promyjeme desticku, pfiddme sekundarni protilatku (anti-mouse, alkaline phosphatase
conjugated, Sigma, cat. # A-4656) (50 pl/jamku) nafedénou 1:750 v blokovacim roztoku a
inkubujeme 90 min pii pokojové teplot¢.

. Promyjeme desti¢ku, proplachneme roztokem 0.01M diethanolaminu, pfidame 50 pl substratu
(p-Nitrophenyl Phosphate, Disodium, 5 mg/tablet, Sigma) na jamku (2 tablety/10 ml of 1M
diethanolaminu).

Inkubujeme 20-60 min pii pokojové teploté, zméfime absorbanci pii 405 nm (absorbance
jamek bez kompetitoru ma byt mezi 0,5-1,0).

. Vypocitame koncentrace 8-0xodG ve vzorcich pomoci kalibraéni kiivky.
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4. Oxidacni poskozeni proteini a lipidi

4.1. Priprava bunéénych lyzata

1. Smichame vzorek (minimalni mnozstvi bunék: 0.5-1x10°) s 50-100 ul CelLytic

reagent (Sigma), inkubujeme 15 min pfi pokojové teploté, opakované michame;

centrifugujeme 15 min pti 12,000 — 20,000 ot./min, 4 °C.

2. Opatrné odebereme bunécny lyzat (supernatant), skladujeme pii -70 °C;

pouzijeme 5 pl lyzatu + 20 pl vody (fedéni 5x) pro stanoveni koncentrace

proteint.

4.2. Stanoveni koncentrace proteini

1. Rozpustime hovézi sérovy albumin (BSA) ve vodé (konc. zasobniho roztoku 30

mg/ml) a pfipravime kalibra¢ni kiivku:

BSA (vysledna konc. mg/ml)  BSA (zasobni roztok, nebo ptedchozi fedéni, ul) ~ Voda (ul)
3.0 100 900
2.5 500 100
2.0 400 200
1.5 300 100
1.0 200 100
0.5 150 150
0.0 0 300

A

inkubujeme 30 min pii 37 °C.

Naredime analyzované vzorky ve vodé 5x (5 ul + 20 pul water).

Smichame bicinchoninic acid a CuSO, (20 ml + 400 pl/mikrotitracni desticku).
Napipetujeme na desticku v duplikatech 10 pl natedénych vzork a standardd.

Ke kazdému vzorku pfidame 200 pl roztoku bicinchoninic acid + CuSOs a
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6. Zmeéfime absorbanci pfi 562 nm a spomoci kalibracni kiivky vypocitame

koncentraci proteint ve vzorcich.

4.3. Stanoveni oxidace proteini v bunéénych lyzatech metodou ELISA

(karbonyl ELISA)

Roztoky pro metodu Karbonyl ELISA

PBS - 10mM sodium phosphate buffer v 140 mM NaCl - pH 7.0 (Coating
buffer)

10mM Na,HPO4(M.W. 141.96) = 1.4196 g/

140mM NaCl (M.W. 58.44) = 8.1816 g/l

pH upravit na 7.0 pomoci HCI

0.1% BSA v PBS
100 mg BSA v 100 ml PBS, pH 7.0

0.1% BSA, 0.1% Tween 20 v PBS
100 mg BSA, 100 pl Tween 20 v 100 ml PBS, pH 7.0

Derivatizacni roztok (100 ml) -10mM 2,4 DNPH, 6.0M Guanidine
Hydrochloride, 0.5M Potassium Phosphate, pH 2.5

198 mg 2,4-DNPH v 3.33 ml konc. kyseliné fosfore¢né (85%)

57.318 g guanidine hydrochloride ve 25 ml vody (nutno zahtat, aby doslo
k uplnému rozpusténi)

Ptidat po kapkéch roztok 2,4- DNPH za souc¢asné¢ho michani

Upravit pH na 2,5 pomoci 10M KOH, ptidat vodu do 100 ml.

10x PBS pro promyvaci roztok (1000 ml)

NacCl 80 g
KCl 2g
Na,HPO, 142 ¢
KI‘I2PO4 2.4 g

Rozpustit v 800 ml destilované vody, upravit pH na 7.4, doplnit do 1000 ml.

Promyvaci roztok (5000 ml)

10
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10x PBS promyvaci roztok 500 ml
voda 4500 ml
10% NaN; 10 ml
Tween-20 2.5 ml

2M TRIS
24.2 g ve 100 ml vody

2.5 M kyselina sirova
2.68 ml H,SO4 (98%)/100ml

Postup derivatizace proteinii

1. S pouzitim standardu (oxidovany BSA) piipravime kalibracni kfivku. Nafedime
zasobni roztok standardu (obsahuje asi 1,9-2,0 nmol karbonylovych skupin/mg

proteinu) pomoci PBS:

Konc. karbonylovych skupin (nmol/mg proteinu)  Standard BSA (ul) PBS (ul)

0.612 30 170
0.510 25 175
0.408 20 180
0.306 15 185
0.204 10 190
0.102 5 195

0 0 100

2. Naredime analyzované vzorky v PBS tak, aby vysledna koncentrace proteint ve
vzorcich byla 2 mg/ml; v ptipadé, ze koncentrace proteinti je pfilis nizka, mohou
byt vzorky nafedény az na vyslednou koncentraci 0,4 mg/ml.

3. V mikrozkumavkach, nebo v 96-jamkovych mikrodestickach smichame 10 pl
derivatizaéniho roztoku (DNPH) a 10 pl vzorku natedéného v kroku 2; po
nafedéni je vysledna koncentrace proteintt 1 mg/ml (pfip. pfi nizké koncentraci

0,2 mg/ml).

11
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4. Inkubujeme vzorky pifi pokojové teplot¢ ve tmé po dobu 45 min, michame
kazdych 10-15 minut.

5. Zastavime derivatizaci ptidanim 30 pl (tj. 1,5 objemu) 2M Tris, zamichame.

6. Pfidame 5 pl derivatizovanych vzorki do 1 ml Coating buffer (pfip. pii nizké
koncentraci proteinil pouzit 25 ul vzorku), celkovy obsah proteinti ve vzorku je 2
pg; nafedime 12.5 pl standardu a 1 ml Coating buffer; vzorky promichdme a

napipetujeme na mikrotitracni desticku; dalsi postup viz nize.

Postup Karbonyl ELISA

1. Napipetujeme 200 pl vzorki a standardi na mikrotitracni desti¢ku (v duplikatech,
nebo v triplikatech) a inkubujeme pii 4 °C pfes noc; jako blank pouZzijeme
derivatizovany roztok PBS.

2. Promyjeme desticku promyvacim pufrem (350 pl/jamku) a blokujeme v 0.1%
BSA/PBS (250 pl/jamku) 1,5 hod pii pokojové teplotg.

3. Promyjeme desticku a pfiddme primarni protilatku anti-DNP (fedéni 1:1500 v
0.1% BSA/0.1% Tween 20/PBS; tj. 16.6 ul/25 ml pro 96-jamkovou desti¢ku)
(200 pl/jamku); inkubujeme 1 hod pti 37 °C.

4. Promyjeme desticku a ptidime konjugat streptavidin-kienova peroxidaza (fedéni
1:4000 v 0.1% BSA/0.1% Tween 20/PBS; tj. 6.25 pl/25 ml pro 96-jamkovou
desticku) (200 pl/jamku); inkubujeme 1 hod pii pokojové teploté.

5. Promyjeme desticku, ptfidame substrait TMB (200 pl/jamku) a inkubujeme pfi
pokojové teplot¢ ve tmé po dobu 15-25 min.

6. Zastavime reakci pridanim 2.5M H,SO, (100 pl/jamku).

7. Zmétime absorbanci pii 450 nm, odecteme absorbanci blanku a pomoci kalibra¢ni

kiivky vypocitdme koncentrace karbonylovych skupin ve vzorcich.

12
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4.4. Stanoveni koncentrace 15-F,-isoprostanu v bunéénych lyzatech

metodou ELISA (kit firmy Cayman, kat. ¢. 516351)

Postup purifikace vzorki a ELISA

10.

. Napipetujeme bunééné lyzaty obsahujici 50 pg proteinu do mikrozkumavek,

pfiddme vodu do objemu 100 pl, dale ptidame 100 pl of 15% KOH a inkubujeme
60 min pii 40 °C.

Upravime pH pfidanim 300 pl IM KH,PO, (vysledné pH ~ 7.3), pfidame 100 pl
roztoku Column buffer (Cayman, kat. ¢. 416358) (celkovy objem je 600 pnl;
puvodni vzorek je nafedén 5x), zamichdme.

Ptidame 50 pl Isoprostane Affinity Sorbent (Cayman, kat. €. 416359), inkubujeme
na tfepacce 60 min pii pokojové teploté.

Centrifugujeme 1 min pfi 4000 ot./min, opatrné slijeme supernatant.

Ptidame 1 ml vody, zamichame a centrifugujeme 1 min pii 4000 ot./min, opatrné
slijeme supernatant.

Resuspendujeme sediment v 0,5 ml Elution Solution (95% etanol ve vodg),
promichame a centrifugujeme 1 min pii 4000 ot./min.

Supernatant pielijeme do nové mikrozkumavky; opakujeme promyti sedimentu
v Elution Solution a spojime oba supernatanty dohromady.

Centrifugujeme 1 min pfi 4000 ot./min, pfevedeme supernatant do nové
mikrozkumavky.

Supernatant skladujeme pii -70 °C az do doby analyzy. Pfipadné okamzité
odpatime ve vakuové odparce (trva asi 2 hod), resuspendujeme ve 110 pl of EIA
pufru (soucést 8-Isoprostane EIA kitu) a hned pouzijeme pro analyzu.

Provedeme analyzu metodou ELISA podle navodu dodaného vyrobcem (Cayman,

8-Isoprostane EIA Kit, cat. # 516351).
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