1. Proliferace a buréény cyklus

Znalost rychlosti s jakou probih& liné dleni je vyhodna nejen pro planovani experiment

ale i pro rutinni udrZzovani nebo selekci Btmych linii (pasdzovani). Zakladni informaci poskiytu

rastové Kivky, coz neni nic jiného neZ zavislostého burék dané populace néase.Paet burgk

v daném vzorku Ize jednoduseitipomoci_hemocytometra opticky ploché korirky s definovanou

plochou a vySkou. Z ptu burgk vtakto u¥eném prostoru lze odvodit celkovy qed burgk

VvV suspenzi.
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Priklad: Bure¢na suspenze rostouci na Petriho misce
10x zecbna a nanesena do kadnky hemocytometrt
Celkem bylo spitano 100 buek (¢) ve 4ctverdch. Jaké
je koncentrace butk na misce?

100 ¢/4Actverce = 25 Gtverec

1 étverec odpovida 1 mmobjem potom 16ml (0,1 mnj).
Patet burtk ve Zedsné suspenzi je tedy 25 “4@/ml.
Suspenze byla 10kzkna, vysledny peet burgk na
misce: 25 10¢/ml =2,5 16 ¢/ml

Obr. 2. Odlisnou velikost poli lze vyuz
pro stanoveni piu riznych tym burgk,
nag. erytrocyfi (R) nebo leukocyt (W).

Vypoéet. (pramérny paet burkk na
1 velky ctverec) x (plochactverce) x
(vySka kontirky) x (pon®r fecéni)



Postup:

1) Ocistit sklicko s komiirkou i kryci skltko 70% EtOH; neposkrabat povrch obou &di
Cistota celého hemocytometruiuje i hloubku konirky a tim i resnost paitani.

2) Odebrat vzorek z kultury na misce. Yjgadt suspenznich bwhk jemre kulturu promichat,
adherentni hiky odclit mechanicky nebo trypsinizaci. Pro optimaliégnost je nutné mit
suspenzi s minimalni koncentraci BarLP/ml.

3) Odebrat 10Ql suspenze a 18ji ziedit v 1x PBS.

4) Nanést 10l zied*né suspenze na okraj sika a nechat kapalinu vzlinat pod kryci &kd.
Prostor pod krycim sklkem nesmi bytigplniny (hloubka konirky musi Zistat konstantni).

5) Optimalni z¢tSeni na mikroskopu je cca 0

6) Spaitat buiky lezici uvnit velkych ¢tveral véetrg téch, které lezi na horni a &8i strag
¢tverce. Nepditat ty, které lezi na spodni stiésa strai privracené ke gedu.

7) V pripadt velkého potu burek, nag. erytrocyti (>1000 bugk nactverec), Ize spdtat buiky
lezici uvnit 25 malychétveral uprosted, ohranienych trojitou linkou. Vypeet je potom
obdobny, plocha maléhiverce je 0,04 mf

Piiklad:
Stanovte koncentraci bék BM2 na misce pokud byl vzorek zpracovan vyse

uvedenym postupem a hemocytometr poskytl naslddcjiaz:

=

Obr. 3. Fotografie velkéhtiverce hemocytometru (plocha 1

mn)



Vyhodou pouiitl' hemocytometru je to, ze urinnjé vizualrg hodnotit to co p&itame,
snadno stanovit, pokud k suspenzi dumpridame vhodné barvivo, napTrypan Blue
neboeosin Zivé buiky s neposkozenou membranou barvivoiijiepaji nebo jej aktivil
vylucuji a jevi se pod mikroskopem jakouptedné, neobarvené. Mrtvé iiky maji
obvykle membranu perforovanou a barvivo se v nicbmadi. Pod mikroskopem se
potom jevi jako barevné (modré).
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Obr. 6. Stanoveni gtu burek Ize i automatizovat, négsgji se vyuziva nap systémcCoulter

counter
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Riustoveé Kivky:

70 -

60
=
3 50
—
X
o 40 - —— BM2
T = BM2 G418
2 30~ BM2 LS
- BM2 TPA
o 20 -
O
=

10 -

O ,i T T T T
0 24 48 72 96 c¢as (hod)

Obr. 7. PRiklad ristovych Kkivek burek BM2, které byly kultivovany wiznych
podminkach:

Legenda

,BM2* — bunky BM2 kultivované woptimalnich podminkach. Tato bitma populac
zdvojnasobi svoji velikost kazdych cca. 24 hodin.

.BM2 G418“ — buiky BM2 kultivované s antibiotikem zasahujicim dokayotické
proteosyntézy. Antibiotikum vyrazrsnizilo proliferaci buék.

,BM2 LS" —buiiky BM2 byly kultivovany vprostedi obsahujici minimalni mnozstvi si
(doplrek médii obsahujici dstové faktory, vitaminy, wvyZivu atd.). Prolifere
nestimulovanych buik byla zn&n¢ snizena.

,BM2 TPA" — v bunkdch BM2 (monoblastd) byla indukovana diferenciace do kamého
stadia makrofaly Indukce diferenciace je obvykle spojena se zasiiaw nebo zpomaleni
proliferace.




Mezi dalsi metody pro stanoveni g burek paki kolorimetrické ur éeni obsahu
DNA nebo proteifi v buikach. Principem je obarveni DNA (Hoechst) nebo ginit
(Folin) a ukeni fluorescence, resp. absorbance vro8covnanim se standardy ziskame
predstavu o p&tu burek. Klasickou metodou testovani metabolické aktivitiera odrazi

rychlost proliferace nebo senzitivitu rfajk cytostatikim je MTT test. Je zaloZen na

*"'ﬁ'rlmnﬂ.m:.

B = redukci Zluté, rozpustné tetrazoliové MTT soli (34
-ﬁ;&aﬁaﬁ Y @ @ é, dﬁﬁ | dimethyazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) na
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‘: . # # ¢ Q,“ barevného roztoku v DMSO se stanovuje5d5 nm a

T i ety f“‘»-f“ ‘5‘;1 odrazi metabolickou aktivitu populace kn

Rychlost proliferace odrazi také rychlost syntéayADnebo proteosyntézy. V obou
piipadech jdeadioizotopové stanovenimnoZstvi DNA nebo celkovych protéinkteré
na rozdil od kolorimetrického stanoveni (v jednooad) umoziuje popsat dynamiku celé
kultury béhem fiznychéasovych intervail.

B&Zn¢ se vyuziva inkorporacéH tymidinu HTAR) nebo®H deoxycytidinu Bhem
syntézy DNA. NevyhodofHTdR je nutnost vyuZivat pouze kratkodobé expozicetoze

z&enif emitované tritiem zjfsobuje zlomy DNA.

= Obr. 8. Riklad vyuziti inkorporace®H
E B Tymidinu do DNA jako metod
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Fig. § DNA symthesss irhibition afier treament of 3W1736 () and
25050 (H) cell lines with an IC,, of CDDP. Cells were exposed to an
IC., of CDDP for 1 k and then srown for 23 h in drug-fres madia
Amalysis for residnal DNA synthesis was performed by “H-thymidine-
incoTperaiton assay. Expenments were condncted three fimes, and re-
salis were exprassad as perceniages of vareated conmel = 50



Pomoci inkorporace radionukiid®HTdR) Ize také odhadnout délku kiného cyklu:
buiiky jsou inkubovany SHTdR po dobu 30min., poté f#iTdR odmyt a v nasledujicich 48
hodinach je kazdych 30min. hodnoceno procento @mnah mitéz (tj. buék obsahujicich

DNA znasenou®HTdR), vii&i vEem mitdzam.
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Obr. 9. Stanoveni délky b&mného cyklu pomoci inkorporacelTdR.

Podobnou metodou jako éyiedchozi, je ozrigni DNA fluorescetnim barvivem (nap
propidium jodidem) a naslednd analyza &um& populace na @itokovém cytometru
(flowcytometry. Praitokovy cytometr rozéli bunky na zaklad jejich fluorescence — tedy
podle obsahu DNA; zvysledného histogramu Ize potodvodit nejen informace o
procentualnim zastoupeni knv jednotlivych fazich cyklu, ale také délky cykhebo
piipadnou apoptdzu. Pro kvantitativni analyzu jsoiikigunejprve fixovany v etanolu a jejich

DNA je nasledd obarvena fluorescénim

barvivem. Vyuziva séada latek, nap: Hoeschst
33342, DAPI, Mithramicin, propidium jodid,
DRAQ5, TO-PRO-3, Aminoactonomycin D, atd.




Pozn.: Piitokovy cytometr ma Siroké vyuziti nejen v analyzendgného cyklu a
proliferace, ale také. v klinickych aplikacich, hapv analyze p&u chromozomn,
imunofenotypizaci nadorovych, zejména leukemickianek, monitorovani pkbéhu chorob
typu AIDS nebo transplantai medicig. Dale umo#uje analyzu exprese intracelularnich i
povrchovych markér (CD), nmeteni velikosti bugk, stanoveni intracelularniho pH,

membranového potencialu atd.

Figure adapted from
“Flow Cytometry” by
Alice Longobardi Givan

Obr. 10. Princip pitokového cytometru: Ozidané buiky v kapil&e prochazeji laserovym
paprskem, ktery excituje fluorochrom navazang Ipiimo nebo progednictvim protilatek ke
specifickym bugénym strukturam. Udaje o fluorescenci zaznamenéhadmoti pgitas, ktery
piipadré vyda pokyn k rozidéni bureék podle zvolenych paramétr- www.cytometry.cz

Obr. 11. Butky z této kultury lze z#adit do
jednotlivych fazi cyklu obsahu DNA —

buinky v G2 a M budou mit dynasobne

apo=4.22% L mnozstvi DNA oproti bitkam v G1 nebi

G0/G1=63.10% H GO, buiky v Sbudou mit obsah DN.

~ - 0 ] ve srovnani s G1 M intermedialni. Krom
£ : S=17.15% o toho, se zde objevuje tzv. subGO pik, ki
2 G2/M=19.74% U nazn&uje pitomnost mensiho mnozs
;3&_3 debris=0.02% DNA nez by odpovidalo alespd1 Tento

stav je typtky pro apoptotické hiky
degraduijici vlastni DNADebris znamen:
piitomnost  subceluldrniho  materi
pravdpodobré buréénych trosek.



Obr. 12. Struktrua propidium jodidu,
MW 668.40 Da

Proliferaci Ize charakterizovat také na zakladprese proteini ptitomnych nebo aktivnich
pouze v proliferujicich hikach, resp. zavislych na konkrétni fazi tmeho cyklu.




PCNA (proliferating cell nuclear antigen), 36kDa vellgyolwné konzervovany protein,

syntetizovany v G1 fazi jako séést polymerazového komplexu. V pozdni S fazi selkés

¢asti nachazi praw jadre. Jednou z moznosti, jak zviditelniftomnost PCNA v biikach je

imunohistochemické zigani. Nevyhodou i#stava citlivost na zisob barveni (ndp buiky

fixované v aldehydech maji signal PCNA difuzni aezkeny).
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Obr. 14. Analyza mnozstvi PCNA weste
blottingem niize dat pedstavu rychlosti proliferac
(zvySené tvorbaPCNA odpovida &Simu pdtu
burék v G1 a S fazi.

Podobr Ize vyuzit i dalSi protein
zavislé na pib¢hu burgéného
cyklu, zejménacykliny (D, E, A,
B), inhibitory p16, p21la 27 nebac
analyzovat aktivitulCDK.

Obr. 13. PCNA ftomny vbuikach
ptatiho cholangiocelularniho karcinor
(karcinom jaternich Zktovodi).
Podbarveno hematoxylinem a eosinem.

- http://www.vet.uga.edu/ivcvm/1998

(Sullivan et al. 1998, PCNA, Ki-67, and p53
Expression in Avian Hepatic Tissues)
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