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Prakticka cvifeni z modernich technik studia buiky KBB/PCMTSB

GENE REPORTER ASSAY

TEORETICKY UVOD

Regulace genové exprese v eukaryotnich bunkach je v rdmci bunétné signalizace ultimatné
zajistovana prostiednictvim vazby transkripcnich faktorti nebo receptort do tzv. promotorové
(regulacni) oblasti genu, kdy dojde k spusténi ¢i potlaceni exprese tohoto genu (transkripce do
RNA). Z nejrtiznéjSich diivodii je v praxi zddouci sledovat ovlivnéni ¢i prabéh genové
exprese. Jako nejjednodussi ptistup se voli Casto kvantifikace finalniho produktu genu, tj.
mRNA ¢i proteinu, pfisluSnymi technikami molekularni biologie. Tento pfistup ma ovSem
fadu limitaci, kuptikladu nizkou specificitu, kdy ptfedpokladem je, ze receptor R tidi expresi
genu G. Casto, viak exprese genu G bude fizena vice receptory &i transkripénimi faktory.
Dalsi limitaci klasického sledovani genové exprese miize byt ndkladné experimentélni
vybaveni, napt. pfistroj pro RT-PCR, ¢i €asova ndrocnost zpracovani velkého mnoZstvi
vzorkli. Zminéné nedostatky klasického piistupu sledovani genové exprese lze eliminovat
vyuzitim molekularné biologické techniky, tzv. gene reporter assays. Jak jiz nazev napovida,
jedna se o systém, ktery nas informuje (reportuje) o genové expresi. Tyto systémy predstavuji
rozsahly soubor ndstroji ke studiu regulacnich sekvenci promotor, enhanceri a
transkripCnich faktor. NejCastéji se jedna o eukaryotni nddorové bunécné linie, které jsou
transientné¢ (pfechodné) ¢i stabilné (trvale) transfekovany reportérovym plasmidem. Vlastni
reportérovy plasmid obsahuje ve své struktute specifickou vazebnou promotorovou sekvenci
pro studovany receptor, kterd je zaklonovana t&Sn¢ pted reportérovy gen. Pokud je
reportérovy systém spravné designovan, pak hladina exprese reportérového genu koreluje s
transkripéni aktivitou sledovaného receptoru ¢i transkripéniho faktoru. Pozadavky kladené na
reportérovy gen jsou predev§im: (i) inertnost vici hostitelské bunice — neni toxicky,
neinterferuje zasadné s bunéénymi funkcemi; (ii) cizost vici hostitelské buiice — exprese
tohoto genu je tedy nezaménitelnd a nevyhnutelné¢ pochédzi pravé zplasmidu a nikoliv
z genomické DNA; (ii1) snadnd kvantifikace exprimovaného genu — jedna se ¢asto o enzymy
(napt. svétluskova luciferasa, chloramfenikol acetyl transferasa, beta-galaktosidasa) nebo o
fluoreskujici proteiny (napt. GFP). Reportérovy plasmid se do buiky vkladad rlznymi
technikami, napft. teplotnim Sokem, elektroporaci nebo pomoci lipofek¢énich ¢inidel. Pokud je
plasmid vloZen ad hoc pro dany experiment, hovoiime o transfekci transientni. V plasmidu

mize byt rovnéz piitomen gen pro resistenci vUi¢i antibiotiku (napf. hygromyecin,
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gentamycin), kdy selekénim tlakem pomoci daného antibiotika v kultivaénim médiu lze
pfipravit bunéénou linii stabilné transfekovanou danym plasmidem. Konstrukce takovéto
bunééné linie je Casové narocny proces, ale po uspéSném zavedeni nakonec velmi uzitecna,
jelikoz neni zapotiebi pokazdé bunky transfekovat. V nasi laboratofi (Laboratoi molekularni
toxikologie a farmakologie) byla konstruovana stabilné transfekovand reporterova bunécéna
linie AZ-AhR odvozend od lidskych hepatomovych bunék HepG2, umoziujici stanoveni
aktivatorh AhR receptoru (Novotna et al, 2011). Bunéfnou linii AZ-AhR vyuzijeme

v experimentech pro porovnani s transientné transfekovanymi bunikami.
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Obr.1: Schématické znazornéni komerc¢niho plasmidu

Stanoveni enzymové aktivity svétluskové luciferasy
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Enzymy z rodiny luciferaz vytvaii bioluminiscencni signaly prostfednictvim monooxygenace

luciferinu za vyuziti co-substrati O, a ATP. Nejcastéji pouzivané luciferdzy pouzivané pii
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reportere gene assays jsou odvozeny ze svétluSky (Photinus pyralis) a motské macesky
(Renilla reniformis). V nasem cvieni budeme pracovat se sreportérovym plasmidem
kodujicim svétluskovou luciferazou, coz je 61 kDa monomerni protein, u kterého neni
zapotiebi posttranslacnich modifikaci k dosazeni plné funk¢nosti (enzymatické aktivity).
Katalytické schopnosti je dosazeno ihned po uvolnéni zribozomu, proto luciferazovy test
poskytuje téméf okamzitou odezvu. VInové délky svétla vyzafovaného pfireakci
katalyzované svétluskovou luciferasou leZi v oblasti od zelené k zluté, tj. v rozmezi 550 — 570

nm. Intenzita emitovaného svétla je pfimo umérna koncentraci luciferazy.

AhR receptor

Aryluhlovodikovy receptor neboli dioxinovy receptor je ligandy — aktivovany transkripéni
faktor. Jeho aktivace je spuSténa rliznymi exogennimi ligandy (polyaromatické aminy,
polyaromatické uhlovodiky, polychlorované aromatické slouceniny, dioxiny), pfirodnimi
sloueninami (resveratrol, berberin, flavonoidy) a léky (omeprazol, lansoprazol). Mezi
endogenni ligandy AhR patii bilirubin, biliverdin, derivaty tryptofanu a eikosanoidy. AhR
hraje dilezitou roli jak v regulaci genli zahrnutych do metabolismu 1é¢iv (napi. CYP1AI,
CYP1A2, CYPIBI), tak v regulaci bunécné¢ho cyklu a proliferaci, imunitni odpovédi a
nadorovém bujeni. Je-li AhR v tzv. neaktivni formé, tzn., Ze na n€j neni navazan Zadny
ligand, vyskytuje se pfevazné v cytoplazmé bunky v komplexu s chaperonovymi proteiny. Po
vazb¢ ligandu dochézi k disociaci chaperont, k translokaci AhR do jadra a nasleduje tvorba
heterodimeru AhR-ARNT (ARNT = AhR nuclear translocator), ktery se vaze do specifickych
promotorovych sekvenci a spousti expresi cilovych genti. Vazebna mista v DNA pro

heterodimer AhR-ARNT se nazyvaji dioxin-responsive elements (DRE).
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DRE-dioxin responsible element
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Prakticka c¢ast

Cilem praktické ¢asti je sledovat kvantitativni vliv latek aktivujicich AhR receptor pomoci

techniky gene reporter assay.

Kultivace bunék

K testovani danych latek budou pouzity 2 bunécéné linie: HepG2 — hepatocelularni nadorova
linie (ECACC No. 85011430) pro transientni transfekci a AZ-AhR stabilné transfekovana
buné¢na linie odvozena od linie HepG2. Obé linie patii mezi tzv. adherentni bunécné linie,
kde kultivace rutinné probiha v plastovych nddobach. Buiiky rostou v ostrivkovitém
uspofadani a tvofi v konfluenci monovrstvu dlazdicovitého vzhledu. Kultivaéni médium je
komeréné dodavano pod nazvem Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), do kterého
se pridavaji antibiotika (penicilin, streptomycin) a 10% FBS — fetadlni bovinni sérum.
Kultivace bun€k probihd v termostatovaném inkubatoru pii 37°C a v atmosféte sycené 5%

oxidu uhli¢itého.

Trypsinizace a pasaZovani bunék
Bunéény cyklus bun€k HepG2 trva v rozmezi 24-48 hod. Bunky se nesmi nechat narlst do
100% konfluence, kdy diky kontaktni inhibici mize dochazet k umirani bunék. Konfluence se
hodnoti mikroskopicky, pti cca 90% konfluenci se kultura tzv. pasaZuje. Jedna se o rozruSeni
mezibunéénych kontaktli a kontakt bun€k s kultivacnim povrchem pomoci proteasy trypsinu.
Navod:
1. Z kultivacni lahve s konfluentni kulturou HepG2 odsajeme za sterilnich podminek
kultivani médium.
2. Kulturu oplachneme sterilnim roztokem 1x PBS a tento roztok nasledné odsajeme.
3. Na kulturu aplikujeme 1 ml trypsinu, lahev uzavieme a opatrnym naklanénim 1adhve
docilime rovnomérného rozprostieni roztoku trypsinu po celé plose kultivacni ldhve.
4. Lahev vlozime do termostatovan¢ho inkubatoru na 3-5 min.
5. Poté vytahneme ldhev a poklepavanim docilime uvolnéni bunck od kultivacniho
podkladu.
6. Plsobeni trypsinu zastavime ptidavkem 9 ml kultivaéniho média opakovanym
promichdvanim suspenze pomoci nasavanim do pipety a zpétnym vypousténim.
7. Bunécnou suspenzi prepipetujeme do 10 ml falkony, nyni jsou buiiky pfipraveny na

pocitani.
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Trypan Blue Exclusion Assay — pocitani bunék, stanoveni viability, vyseti bunék

V bunééné suspenzi ziskané pii pasazovani je tieba stanovit koncentraci (pocet bun¢k na 1
ml) a zivotnost bun¢k. Trypan Blue Exclusion test je zaloZzen na skuteCnosti, ze Ziva bunka
nevpusti do svého intracelularniho prostoru barvivo, kterému je vystavena, diky integrité
bunééné membrany a funkcnosti transportnich systémd, tzn., ze ve vysledku vidime bilé
(zluté) bunky na modrém pozadi. Naopak bunky mrtvé ¢i poSkozené se Trypanovou modii
nabarvi. Buné¢nou suspenzi v roztoku Trypanové modii hodnotime mikroskopicky pomoci

tzv. Biirkerovy komtirky, kdy ur¢ime koncentraci bunék v celkové bunééné populaci.

Navod:
1. Smisime 10 pl dostateéné promichané bunécné suspenze s 90 pl roztoku trypanové
modfi.
2. Piichystame si Biirkerovu komirku, kterou prekryjeme krycim sklickem.
3. Na hranu kryciho skli¢ka aplikujeme obarvenou suspenzi pipetou takovym zpiisobem,
ze se suspenze dostane do prostoru pod kryci sklicko kapilarnimi silami.

4. Spocitame bunky v 5 ndhodné vybranych velkych ¢étvercovych polich na obou

stranach sklicka.

X
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5. Biirkerova komirka méa pfesn¢ definovany objem. Systémem trojitych Car je rozdélena
na 9 velkych c¢tvercovych poli (3 x 3) a kazdé velké pole je rozdéleno systémem
dvojitych ¢ar na 16 malych ¢tvercovych poli (4 x 4). Vyslednou koncentraci bunék
ziskdame tak, Ze vypocCitdme primér bunc¢k napocitanych v 10 velkych ctvercich a
vynasobime faktorem 10°,

UKOL & 1:

Transientni transfekce a vyseti bunék

Nyni mame k dispozici koncentrovanou bunécnou suspenzi HepG2 bunék, u nichz zndme
hodnoty koncentrace. Do bun¢k vpravime plasmid obsahujici promotorovou sekvenci pro
CYP1Al, dioxin responsivni elementy a enzym luciferdzu pomoci techniky lipofekce
(liposome transfection) s vyuZitim komer¢nich licencovanych reagencii. Pro pienos
nukleovych kyselin pfes bunénou membranu jsou vyuZzivdna rizna komeréni agens
(Lipofectamine, jetPEI, LT-1, PromoFectine, FuGene6 apod.). V praktickém cviceni
vyuzijeme produkt FuGeneHD dodéavany firmou Roche.

Néavod:
1. Nachystame si bunécnou suspenzi:
I jamka ....... .... 75 000 bun€k, V =500 pl
Celkovy pocet jamek: 18 (bude testovano 6 latek v tripletech)

2. Piipravime si pottebné mnoZstvi reagens k transfekci:

reporter vektor (c = 1,4 ug/ul): 1 jamka ......... 0,3 ug
médium OPTIMEM: 1 jamka...... 20 ul
FugeneHD: 1 jamka.................. pomér Fugene (ul):DNA (ng) =3:1
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3. Za sterilnich podminek opatrn¢ smisime transfekéni médium OPTIMEM a
transfek¢ni agens FuGene. Postupujeme tak, ze do plastové zkumavky pipetujeme
nejprve médium a do média opatrné ponotfime Spicku a pomalu vypustime FuGene.
Smési netiepeme a nechame volné 5 minut stat ve sterilnim boxu.

4. Do dalsi plastové zkumavky opatrné napipetujeme reportérovy vektor (1,4 pg/ul)
Pipetujeme tak, ze se Spickou dotykdme stény zkumavky cca 1 cm od dna a kapka
roztoku zlstava na sténé¢ zkumavky.

5. Opatrné smisime roztoku FuGene a OPTIMEM s roztokem reportérového vektoru.
Postupujeme tak, ze do modré Spicky nasajeme roztok FuGene v OPTIMEM a tento
roztok pomalu po kapkach vypoustime do zkumavky s kapkou vektoru pfimo na tuto
kapku. Vyslednou smés opatrné¢ promisime pomoci pipety a nechame 20 minut
inkubovat.

6. Ptipravenou bunécnou suspenzi HepG2 bunck smisime se smési Fugene a CYP1AI,
opatrn¢ promichame a aplikujeme 0,5 ml vysledné suspenze na kazdou kultivaéni
jamku 24 - jamkové desky.

7. Kultivacni desku vloZime do inkubétoru, kde pti 37°C a v atmosféte 5% CO, buiky
inkubujeme 24 hod (do pfiStiho dne a ndsledného bloku praktika).

Aplikace latek na buiiky HepG2 v 24 jamkové desce po transfekci

K testovani aktivity CYP1Al budou pouzity nasledujici latky: TCDD (2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-dioxin), = RVT (resveratrol), IND  (indirubin), 3MC  (3-
methylcholanthren), OME (omeprazol), DMSO (dimethylsulfoxid). Uvedené latky jsou

ligandy AhR, DMSO je negativni kontrola, jsou vném rozpusténé vSechny testované

slou€eniny.
latka koncentrace
TCDD 5 uM
RVT 5mM
IND 10 mM
3MC 10 mM
OME 100 mM
Navod:

1. Po 24 h inkubaci nasadime testované latky na transfekované bunky.
Redéni latek: 1:1000
I jamka....... 0,5 ml média

2. Staré¢ médium odsajeme a pripravené latky aplikujeme na buiky:
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3. Kultivacni desku vloZime do inkubétoru, kde pii 37°C a v atmosféte 5% CO, buiky

inkubujeme 24 hod (do pfistiho dne a nasledného bloku praktika).

Lyze bunék po transfekci, méreni aktivity svétluskové luciferazy

Béhem piedchozich 2 dnl probéhla transfekce a treatment bunék. V nasledujicim cvi€eni se

dovime, jak aplikované latky pisobily na aktivitu svétluskoveé luciferdzy, tzn., jak byl

ligandem aktivovany transkripéni faktor AhR aktivni. Pro vyhodnoceni bude zapotiebi

substrat obsahujici D-luciferin, ATP, CoA, DTT, Tris — acetat, EDTA, MgS0O4.7H,O0.

Komponenty obsazené v substratu jsou kofaktory luciferdzy, coz v dasledku zpisobuje

monooxygenaci luciferinu a nasledné emisi svétla, které je pfimo imérné aktivité luciferazy.

Navod:
1.
2.

24 jamkové desky s bunkkami zkontrolujeme pod mikroskopem.

Médium vylijeme do vylevky a buiiky nasledné oplachneme nesterilnim roztokem
I1x PBS. Obsah desky opét vylijeme do vylevky a zbylé kapky ulpéné na okrajich
jamek odstranime osuSenim buni¢inou.

K bunikam piidame 100 pl lyza¢niho pufru, desky slepime paskou a ddme na 20 min
do mrazaku (-80°C).

B&hem 20 min rozmrazime substrat pro luciferazu na 37°C.

Desky sbuiikami vytdhneme z mrazdku, nechame rozmrazit, poté bunky
homogenizujeme a prepipetujeme 7ul do 96 - ti jamkoveé cerné desticky.

Vedouci cviceni nastavi spravné parametry pro meieni fluorescence.

K bunkam napipetujeme 70 pl ptipraveného substratu a métime aktivitu luciferazy.

Ziskana data graficky vyhodnotime.
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UKOL & 2:
Vyseti bunék AZ — AhR, aplikace latek na buiiky
Pro porovnani uspé&Snosti transfekce pouzijeme stabilné transfekovanou repoterovou
buné¢nou linii AZ-AhR.
Néavod:
1. K praci budeme potiebovat 96 jamkovou desku. Nachystame si bunécnou suspenzi:

Ljamka.......ooooeiiiiiiiiiiiii 20 000 bunek, V =200 pl

Pocet koncentraci testovanych latek......5
Celkem budeme aplikovat 6 latek stejné jako v predchozim experimentu. VSechny
latky (kromé DMSO) budeme mit v péti koncentracich. Kazdy vzorek testujeme 3x.

Nejprve buniky vysejeme a nasledujici den provedeme treatment podle tabulky:

c1 c2 c3 c4 c5
TCDD 0.1 uM 1 uM 2.5 uM 10 uM 50 uM
3MC 01mM 1mM 5mM 10 mM

IND 0.1TmM 1mM 5mM 10 mM
OME 1mM 5mM 10mM 025M 05M
RVT 1mM 5mM 10mM 40mM 50 mM

Lyze bunék, méreni aktivity svétluskové luciferazy
Néavod:

1. 96-ti jamkové desky s buikami zkontrolujeme pod mikroskopem.

2. Médium vylijeme do vylevky a buiiky nasledné¢ oplachneme nesterilnim roztokem 1x
PBS 35 pl/jamka. Obsah desky opét vylijeme do vylevky a zbylé kapky ulpéné na
okrajich jamek odstranime osuSenim buni¢inou.

3. K buitkkdm ptidame 35 pl lyza¢niho pufru, desky slepime paskou a dame na 20 min do
mrazaku (-80°C).

4. Bé&hem 20 min rozmrazime substrat pro luciferazu na 37°C.

5. Desky s bunkami vytdhneme z mrazaku, nechame rozmrazit, poté bunky
homogenizujeme a piepipetujeme 3ul do 96-ti jamkové Cerné desticky.

6. Vedouci cvieni nastavi spravné parametry pro meieni fluorescence.

7. K buitkdm napipetujeme 30 pl pfipraveného substratu a zmétime aktivitu luciferazy.

8. Ziskana data graficky vyhodnotime, vypoc¢itime EC50 pro jednotlivé latky (vysvétli

vedouci cviceni).
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