Téma: Toxicita chemoterapeutickych latek v kontextu mikroprostiedi nadoru
Uvod:

Mikroprostfedi nadoru je charakterizovano nedostatkem kysliku (hypoxii), vy$si koncentraci
laktatu a extracelularni acidézou (laktatovou acidézou). Dale také byvaji nddory nedostate¢né
zasobené energii a glukdzou. Tyto podminky jsou zptisobeny abnormalni vaskularizaci a deregulaci
metabolickych drah. Nadory jsou ale pro vSechny tyto znaky vysoce heterogenni a v podminkach
mikroprostiedi se znacné lisi.

Bylo prokazano, Ze znacna ¢ast bun€k primarnich i metastatickych malignit je hypoxickych. Nadorova
hypoxie je jednim z hlavnich faktorti ovliviiujicich klinickou odpovéd’ na terapii. Konvencni terapie se
zaméfuje na rychle rostouci nadorové bunky, které tvoii vétSinu nadoru. OvSem v hypoxickych
regionech, kde doslo k pfeméné z aerobniho na anaerobni metabolismus, se vyskytuji buitky pomalu
rostouci, a ty potom ucinkiim terapie unikaji. Nadorova aciddza je pripisovana zejména akumulaci
laktatu, ktery v bunkach vznika jako disledek hypoxie. Acidoza taktéz vyznamné ovliviuje vysledek
chemoterapie.

Interakce latek v nadorové terapii s konkrétnim mikroprostiedim nadoru ma zasadni dopad na G¢innost
terapie. Pro Uspéch 1éCby je tedy nutné znat konkrétni parametry prostiedi nadoru a také, jak se latka v

danych parametrech chova.

STANOVENI PH A SPOTREBY KYSLIKU SYSTEMEM PRESENS

Pro testovdni vlivu metabolismu nédorovych bunck je vhodné pracovat s bunéénymi kulturami
vyuzivajicimi zejména glykolyzu vs. mitochondrialni respiraci. K pieprogramovani bunééného
metabolismu nadorovych bunégk, které jsou glykolytické, dojde po nahradé veskeré gluk6zy z média za
galaktozu. Galaktdza, vstupujici do anaerobni glykolyzy poskytuje 0 ATP, bunky jsou nuceny do
mitochondridlni respirace. Systémem PreSens Ize otestovat, jestli byla reprogramace Gspésna.

1. Hydratovat senzory v HydroDish a OxoDish médiem, 60 minut.
2. Nasadit buiiky v médiu s glukézou vs. Galaktozou o bunééné hustoté 2x 10* na jamku.
3. Inkubovat 24h.

Uloha &. 2
STANOVENI DENZITY BUNEK BARVENIM KRYSTALOVOU VIOLETI

Pisobenim toxickych latek dochazi k zastavé bunééného déleni piipadné k indukcei smrti bunck, ktera
je spojena se ztratou kontaktu s podkladem. Nejjednodussim testem toxicity je barveni krystalovou
violeti, kdy dojde k obarveni bunék, které ztstaly pfisedlé na podkladu.

1. Nasadit buiiky MDA-MB-231 o hustoté (8x10°bunék / 2 ml = jamku) na 6-jamkové desticky.
2. Pridat testované latky

3. Inkubace piti 37°C/10% CO,

4. Odsat médium, bunky jemné oplachnout 1xPBS.



5. Jemn¢ napipetovat ledovy MeOH tak aby byla pokryta celd plocha misky

6. Fixace 10 min./-20°C

7. Odsat methanol, napipetovat 0,4% roztok krystové violeti v metanolu, tak aby byla
pokryta cela plocha misky

8. Barvit 1 hod. pii pokojové teploté

9. Odsat krystalovou violet’ a diikladn€ odstranit zbytky barvy, vysusit

10. Lyzovat roztokem 10% kyseliny octové, 1h

11. M¢fit na spektrofotometru pti 570nm
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EOSIN EXCLUSION ASSAY — TEST VIABILITY

Viabilitu bun€k po expozici cytotoxického agens je mozné stanovit optickou mikroskopii po obarveni
bun¢k eosinem. Cytoplazmatickd membrana mrtvych bunék je permeabilni pro barvivo a buiiky se
obarvi, zZivé buiky s intaktni cytoplazmatickou membranou ziistavaji nezbarveny. Timto testem nelze
odlisit formu bunééné smrti.

1. Nasadit buitky MDA-MB-231 o hustot& (8x10°bun&k / 2 ml = jamku) na 6-jamkové desticky.

2. Pridat testované latky

3. Inkubace pti 37°C/10% CO,

4. Ke 20 pl vzorku (bunécné suspenze) pridat 20 pl eosinu (pracovat v rukavicich), inkubuvat 5 min
pfi RT.

5. Spocitat podil mrtvych (zbarvenych) bun¢k v jednotlivych vzorcich
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FIXACE BUNEK A BARVENI NUKLEOVYCH KYSELIN PROPIDIUM IODIDEM

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

Postup:

1. Indukovat bunéfnou smrt bunék MDA-MB-231 inkubaci s testovanymi latkami (v 5 ml
miskach, 2x10° bun&k)

2. Predem pfipravit smés slozenou z metanolu a ledové kyseliny octové v poméru 3:1, smés

uchovavat v —20°C a pouzivat vychlazenou.

Bunky z pokusné misky centrifugovat (400g/5 min)

Odsat supernatant, pelet resuspendovat v 0,5 ml 1xPBS

Za soucasného michani na vortexu pomalu pfikapat 5 ml ledové smési

Inkubovat v —20°C minimalné 30 minut (optimalné pies noc)

Centrifugovat pti 150g/5 min (fixované buiiky jsou kiehké, nepouzivat pti centrifugaci vyssi

otacky!)

Odsat supernatant, pelet resuspendovat ve 100 pl ledové smési

9. Kapnout jednu kapku na podlozni sklicko a nechat zaschnout
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10. Obarvit 10 pl propidium iodidu o koncentraci 10 pg/ml
11. Prikryt krycim sklickem, vyhodnotit pod fluorescenénim mikroskopem procento jader

s apoptotickou morfologii
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DETEKCE STEPENI PROTEINU PARP POMOCI ELEKTROFOREZY PROTEINU A

IMMUNOBLOTINGU

V prubéhu apoptézy dochazi k aktivaci efektorovych kaspaz, jejichz substratem je mimo jiné
poly(ADP-ribosa) polymerdza (PARP). V apoptotickych buiikach vznika specificky fragment
proteinu PARP (89 kDa).

Postup:

Pfiprava vzorku:

Indukovat bunécnou smrt bunék MDA-MB-231 testovanymi latkami. Buiiky promyt 1xPBS a lyzovat
v 2xCSB pufru s ptidavkem merkaptoethanolu, 4 minuty povafit a uchovavat pii —20 °C.

Ptiprava gelu:

1.

2.
3.

4.

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

Sestavit skla se spacery a seviit je svorkami.

Ptipravit roztok pro dolni gel, jemn¢ 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 gel, nalit jej na dolni gel, vsunout
hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

NanasSeni vzorku a elektroforéza:

1.

2.

3.

4.

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 moment¢, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Sestaveni blotovaci aparatury:

1.
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Nastithame 4 kusy papiru Whatman 3MM a polyvinyldifluoridovou (PVDF) membranu
stejné velikosti jako je proteinovy gel.

Polyvinyldifluoridovou (PVDF) membranu dehydratujeme Smin v metanolu.

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

Plastikovou svorku umistime do vanicky s transferovym pufrem Cernou plochou dold. Na ni
polozime porezni podlozku a vytlacime bubliny.

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

Na papiry Whatman polozime gel a na néj opatrné dehydratovanou PVDF membranu.

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

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

Blotujeme 1,5 hod pii 400 mA.



Detekce proteini na membrané pomoci protilatek:
1. Po skonceni blotingu promyjeme PVDF membranu v 5% roztoku suSeného mléka v TBS-
Tween po dobu 30 minut pii pokojové teploté nebo pies noc pti 4 °C.
2. Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-PARP fedénou 1:2000 v TBS-Tween 1
hod pti pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
3x promyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).
4. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou alkalickou
fosfatazou (anti-rabbit IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pii pokojové teploté.
Promyjeme dvakrat TBS-Tween (5min) a dvakrat TBS (2min).
Oplachneme membranu v destilované vode.
7. Membranu inkubujeme ve vyvolavacim roztoku (10 ml AP pufru, 33 ul NBT, 83 ul BCIP)
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Pouzité roztoky

Transferovy puft: TBS: TBS-Tween:

48 mM Tris 50 ml 1M Tris-Cl pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litri TBS

39 mM glycin 57,6 ml 5SM NaCl

20%methanol doplnit vodou do 2 litr

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

Pufr pro alkalickou fosfatdzu: Barvici roztok: (barveni proteinii)

Iml 1M Tris-CL, pH=9, 200 ul 5M NacCl 2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku

50 ul 1M MgCl,
doplnit destilovanou vodou do 10ml

Dolni (délici) 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 lyzacni pufr

6,9 ml H,O

2 ml glycerol

1,2ml 1M Tris pH=6,8

0,4 ml 0,2% Bromfenolova modf v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

+ pted pouzitim piidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB
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MERENI HLADINY KYSLIKOVYCH RADIKALU SONDOU DHE PRUTOKOVOU
CYTOMETRII

Oxidativni stres je dilezitou charakteristikou nadorové bunky a také jednou z mnoha udalosti, ktera
muze vyvolat vnitfni cestu aktivace apoptdzy. Oxidativni stres je podminén ptitomnosti kyslikovych
radikalt, které vznikaji pfi mnoha chemickych reakcich probihajicich v téle. Radikal je chemické
oznaceni pro prvek nebo slouceninu, ktera ve své molekule obsahuje jeden nebo vice nesparovanych
elektronti. Radikaly byvaji velmi nestabilni a vytrhavaji elektrony z jinych sloucenin, tim pak
poskozuji bunky organismu. PoSkozeni se tyka povrchovych membran bun€k i vnitrobunéénych
struktur véetné bunécnych jader.

DHE je fluorescen¢ni sonda, které monitoruje pfitomnost superoxidovych aniontti. Reakci DHE se
superoxidy vznikd hydroxyethidium. Superoxidy detekujeme jako zeleny fluorescencni signal pii
pouziti excitacni/emisni vinové délky 488/520 nm.

1. Adherentni bunky T47D pievést do suspenze, spocitat. Nasadit na 6-jamkové desticky
v koncentraci 0,15*10°/2ml.

Inkubace bun€k 24h/37°C

Vystaveni bunék cisplating, doxorubicinu

Inkubace bun¢k 24h/37°C

Steriln€ odsat médium od bunék.

Namichat si roztok média se sondou DHE o vysledné koncentraci 10uM (zasobni koncentrace
DHE 50mM)

7. Dvakrat promyt v 1xPBS

8. Napipetovat opatrné na buniky médium se sondou

9. Inkubace v temnu pii 37°C/20 min

AR

10. Odsat médium, dvakrat promyt v 1xPBS
11. Pfenos bunék suspendovanych v 0,5 mL 1x PBS do FC zkumavek
12. Méfeni na pritokovém cytometru FACSVerse
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STANOVENI ZMEN V DISTRIBUCI BUNEK V BUNECNEM CYKLU

Ovlivnéni nadorovych bunék chemoterapeutiky mize byt doprovazeno zménami v regulaci bunééného
cyklu.Tyto zmény lze sledovat analyzou obsahu DNA v buiikdch po obarveni propidium jodidem
pomoci pritokového cytometru FACSVerse. Propidium jodid je interkalujici barvivo, které se vaze
k DNA a po ozéfeni svétlem o vinové délce 488 nm emituje zateni (> 560 nm). MnozZstvi navazaného
barviva je umérné mnozstvi DNA v bufice. Z jednoparametrové analyzy fluorescencniho signalu
propidium jodidu je mozné ur¢it obsah DNA v bunkach a tim i fazi bunééného cyklu, ve které se
nachazeji. Pii indukci apoptozy mtzeme bunky detekovat v subGO fazi bunééného cyklu.

Postup:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Nasadit na 5Sml
misky v koncentraci 1*10°/ml.

2. Nasledujici den ptidat k bunikam chemoterapeutikum

3. Po 48 hod pusobeni, odsat médium, sklidit bunky 1 mM EDTA v PBS, centrifugace
500g/5min



Bunky promyt 1xPBS

Pelet rozsuspendovat v 0,5 ml PBS a ptikapat 4 ml vychlazeného 70% etanolu
Fixace min. 30 min v 4°C

Centrifugace 500g/5 min, odsat supernatant

Promyt 4 ml 1xPBS

9. Rozsuspendovat ve Vindelové roztoku (obsahuje propidium jodid a RNazu)
10. Barvit 30 min, 37°C, v temnu

11. Analyza mnozstvi DNA priitokovym cytometrem

PRI A



