PROLIFERACE A MIGRACE

MONITOROVANI PROLIFERACE/ADHEZE BUNEK V REALNEM CASE -
XCELLIGENCE

Uvod :

Rist bunék adherentnich (pfisedlych) je mozné sledovat v realném cCase pomoci systému
xCELLigence. Principem této metody je kontinualni zaznamendavani signalu, ktery vytvareji buiky
kontaktem s elektrodami na dné kultivaéni jamky. Cim vice bunék je v kontaktu s elektrodami, nebo
¢im jsou bunky vétsi a ¢im siln€ji adheruji k podkladu, tim vys$i signdl zmétfime. K rozliSeni
jednotlivych bunécnych procest (rychlost proliferace, zvySend/snizend adheze, zmény morfologie,
umirédni) je nutné pouzit referencni metody (viz dalsi uloha).
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Monitorovat rast/adhezi buné€k linii odvozenych z prsnich karcinoma 4T1 a MCF7 v realném case.
Porovnat tyto linie z hlediska rychlosti ristu bunécného indexu v Case.

Postup:

1. Adherentni bunky 4T1 a MCF7 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat. Natedit do vysledné
koncentrace 1x10°/ml a 2x10°/ml v médiu RPML

2. Do jamek desticky (E-plate) pipetovat 100 ul ristového média, zméfit background.

3. Do jamek desticky (E-plate) pridat 100 ul bunécné suspenze o rtizné koncentraci. (Vysledny
pocet bun¢k na jamku bude 5000 a 10 000.) Zacatek méfeni.

4. Pokracovat v méfeni bunééného indexu dalSich 24-72 hod.



5. Vyhodnotit zménu bunééného indexu v Case v zavislosti na typu bunécné linie, pfip. poctu
bunék.
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RUST BUNEK NA 2D POVRCHU

Uvod :

Jako referencni metoda k screeningovému meéfeni impedance se pro stanoveni rychlosti
bunééné proliferace pouziva tzv. ristova kiivka, to je pocet viabilnich bun¢k v kultuie v zavislosti na
Case. Bunky se v ¢asovych intervalech 24 hod pifevadéji do suspenze, spocitaji, pfipadné se zmefi
jejich velikost. To umoziuje rozlisit, zda néarGst bunééného indexu pfi métfeni impedance odrazi
zvysujici se pocet bun€k, nebo jejich rozdilnou velikost.

Cil:

Porovnat rychlost rastu tii nadorovych linii odvozenych z prsniho karcinomu (MDA-MB-231, 4T1 a
MCF7) v 2D kultiva¢nich podminkach v normoxii (21% kysliku) i hypoxii (1% kysliku). Zjistit
pramérnou velikost bunék téchto linii. Srovnat ziskand data se zménou bunétného indexu v Case
naméienou v uloze 1.

Postup:

1. Adherentni buinkky MDA-MB-231, 4T1 a MCF7 trypsinizaci pievést do suspenze, spocitat.
Nasadit do 6-jamkové desticky (objem média v jamce 2 ml) v koncentraci 1*10°/ml.
Kultivovat 37°C, 5% CO, , 21% O, (resp. 1% O2).

2. Po dobu nésledujicich tii dni kazdych 24 hod stanovit pocet viabilnich bun¢k na CASY Cell
Counter (Roche), stanovit riistovou kiivku
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STANOVENI DENZITY ADHERENTNICH BUNEK NA 2D POVRCHU KRYSTALOVOU
VIOLETI

Uvod :

Pro ziskani kvantitativni informace o relativni hustoté ptisedlych bun¢k Ize vyuzit jednoduché
barveni krystalovou violeti. Krystalova violet’ se vaze na DNA. Po solubilizaci 1ze intenzitu zbarveni
bunek na misce kvantifikovat na spektrofotometru (ELISA reader). Jedna se o metodu alternativniho
stanoveni ristu adherentnich bun¢k na 2D povrchu.

Porovnat relativni bunéénou denzitu tfi nadorovych linii odvozenych z prsniho karcinomu (MDA-MB-
231,4T1 a MCF7) v 2D kultiva¢nich podminkach v normoxii (21% kysliku) i hypoxii (1% kysliku).

Postup:

1. Adherentni bunky MDA-MB-231, 4T1 a MCF7 trypsinizaci pfevést do suspenze, spocitat.
Nasadit na 6-jamkové desticky (objem média v jamce 2 ml) v koncentraci 1%10°/ml.
Kultivovat 37°C, 5% CO, , 21% O, (resp. 1% 0O2)

2. Bunky kultivovat 48-72 hod, poté odsat kultiva¢ni medium, buiiky na misce promyt 1xPBS a
zafixovat 1 ml ledového metanolu 20 min pii -20°C

3. Ptidat 1 ml krystalové violeti, nechat barvit 30 min pii pokojové teploté

Odstranit krystalovou violet’, dikladn¢ promyt misky vodou, ususit

5. Ptidat 10% kyselinu octovou (1-3 ml), inkubovat 1 hod na tfepacce pti pokojové teploté

>



6. Obarveny roztok prenést do mikrotitacni desti¢ky (200 ul), podle potieby vhodn¢ nafedit
vodou (linearni rozsah absorbance je 0,2 az 1,5)
7. Zméfit absorbanci pii 570 nm, stanovit relativni bunécnou denzitu
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RUST BUNEK V 3D PODMINKACH

Uvod :

Nadorové bunky in vitro mtzeme kultivovat v 2D nebo 3D podminkach. Adherentni bunky
bud’ prisedaji v povrchu kultivaéni misky a rostou vjedné vrstvé (2D), nebo se ,,zalévaji“ do
specialnich substrati, které po ztuhnuti ukotvuji bunky v nepolarizovaném stavu a ve kterych bunky
kdy se nadorové buiiky obecné vyskytuji v trojrozmérném prostiedi, obklopeny extracelularni matrix
nebo jinymi buiikami. 3D kultury se od 2D kultur 1i§i v genové expresi, morfologii, rychlosti
bunééného deleni, citlivosti k vn&j§im stimulim a v dalSich vlastnostech. V kulturach 3D
nestanovujeme pocet bunck v Case, ale urcujeme konecny pocet kolonii, ptipadné jejich velikost.

Zjistit, jak sledované bunétné linie odvozené z prsnich karcinomt (4T1, MDA-MB-231 a MCF7)
rostou v 3D matrix a urcit, zda pocet/velikost kolonii jednotlivych linii odpovida rychlosti proliferace
téchto linii v podminkéch 2D.

Postup:

1. Pripravit zakladovou matrix: navazit 0,5 g agaru, smichat s 50 ml sterilni deionizované vody,
rozvafit, nechat zchladnout na 40°C. Smichat 1:1 s 2x kultivacnim médiem obsahujicim 20%
FCS (fetalni bovinni sérum), ihned pipetovat 1 ml do jamky 6-well kultiva¢ni desti¢ky, nechat
ztuhnout pii pokojové teploté.

2. Pripravit horni matrix: navazit 0,35 g agardzy, smichat s 50 ml sterilni deionizované vody,
rozvaftit, nechat zchladnout na 40°C.

3. Adherentni buiky linii MDA-MB-231, 4T1 a MCF7 trypsinizaci pfevést do suspenze,
centrifugovat 1200 ot 5 min, spoéitat. Nafedit do kultivaéniho média na hustotu 1*10°
bunek/ml.

4. Odebrat zbun&éné suspenze 100 ul (1*10* bundk) do 15 ml zkumavky, piidat 2 ml

kultiva¢niho média s 20% FCS a 2 ml roztoku agardzy o teplot¢ 40°C, zamichat a ihned

pipetovat 1 ml na vrstvu zakladového agaru.

Nechat ztuhnout horni matrix s buitkami v 37°C, potom ptidat 500 ul kultiva¢niho média.

6. Kultivace pozadovanou dobu, nasledné obarvit kolonie 0,005% krystalovou violeti 1 hod,
spocitat kolonie
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KULTIVACE NADOROVYCH BUNEK VE FORME MNOHOBUNECNYCH AGREGATU
Uvod :

Tvorba mnohobunécénych agregati nadorovych bunék, jejichz viabilita a proliferace je
nezavisla na adhezi na extracelularni matrix, je privodnim jevem metastazovani. Cytotoxicita
chemoterapeutik vii¢i nadorovym bunkam tvoficich tento agregat a nadorovym buitkam adherujicim
k podkladu mize byt odlisna, stejné jako aktivace/inhibice kli¢ovych signalnich drah (PI3K-Akt
kinaza).



Osvojit si jednu z metod tvorby mnohobunécnych agregatii bun¢k odvozenych z prsniho
karcinomu MCF-7.

Postup:

1. Pripravit zdkladovou matrix: navazit 1 g agaru, smichat s 50 ml sterilni deionizované vody,
rozvaftit, nechat zchladnout na 40°C. Smichat 1:1 s 2x kultivatnim médiem obsahujicim 20%
FCS (fetalni bovinni sérum), ihned pipetovat 0,5 ml do jamky 24-well kultivac¢ni desticky
(2x), nechat ztuhnout pii pokojové teplote.

2. Adherentni bunky linie MCF7 trypsinizaci ptevést do suspenze, centrifugovat 1200 ot 5 min,
spocitat. Natedit do kultivaéniho média na hustotu 2*10° bun&k/ml.

3. Odebrat 500 ul bunécné suspenze, pridat na zékladovou matrix.

Centrifugace 1000g/5 min.

5. Kultivace (4 dny) 37°C, 5% CO, , 21% O,

>

Uloha &.6

BUNECNA MIGRACE - ,,WOUND HEALING* = ,,SCRATCH* ASSAY

Uvod :

Zpasobem testovani bunécné motility in vitro je tzv. ,,wound-healing” nebo také ,,scratch
assay. V tomto pfipadé se builkky pohybuji smérem k bezbunécné zon€, ktera je vytvofena ve vrstvé
adherentnich bun¢k seSkrabnutim (,,scratch*). Hodnoti se rychlost zaplnéni ryhy, nebo také zacelovani
zranéni (,,wound-healing*). Pro sledovani migrace se k buitkam mutize pro vylouceni ucinkt proliferace
pridavat mitomycin C

Porovnat motilitu bunék MDA-MB-231, 4T1 a MCF7 scratch testem.

Postup:

1. Buiky MDA-MB-231, 4T1 a MCF7 nasadit na 5 ml misky, kultivovat dostatecnou
dobu pro dosazeni 100% konfluence

Spi¢kou seskrabnout buiiky v nékolika mistech monovrstvy

Nekolikrat proplachnout ¢erstvym médiem

Pfidat mitomycin C v cilové koncentraci 3 uM

Béhem nasledujicich hodin az dnli sledovat zartistani ryhy, fotit v riznych ¢asovych
intervalech, vyhodnotit ,,wound-healing* aktivitu

SNk
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ANALYZA BUNECNE SENESCENCE - SA-B-GAL BARVENI]

Uvod :
Nenadorové somatické buiiky (na rozdil od nadorovych) maji predem dany, omezeny pocet
bunécénych déleni, které mohou uskutecnit. Replikativni senescence je pfirozeny stav bunck, které



vycerpaly sviij proliferani potencidl. Senescentni buniky neproliferuji, ale jsou metabolicky aktivni.
Replikativni senescence je navozena zkracenim telomer. Nadorové bunky exprimuji telomerazu a
nevstupuji tedy do replikativni senescence. Nadorové buiky vSak mohou vstoupit do piedcasné
senescence, ktera je navozena jinak nez kritickym zkracenim telomer, napf. poskozenim DNA
(GCinkem nékterych chemoterapeutik nebo zafeni), onkogeny nebo stresem. Indukce predCasné
senescence je jednou ze strategii protinadorové terapie.

Senescentni bunky se morfologicky i funkéné 1i8i od bun€k proliferujicich: jsou vétsi, maji
vysoce granularni cytoplazmu (zvysené mnozstvi lysozomil) a produkuji lysozomalni B-galaktosidazu,
ktera je aktivni pii pH 6 (v proliferujicich bunikach je aktivni v pH 4) a byva oznacovana jako SA-f-
gal, tj. ,,senescence-associated B-galaktosidase®. SA-B-gal 1ze detekovat histochemickym barvenim.

Zjistit, zda doxorubicin a/nebo etoposid indukuji pfedCasnou senescenci v buiikach karcinomu
prsu MCF7 SA-B-gal barvenim.

Postup:
1. K buitkdm MCF7 (50% konfluence, 2 ml misky) pfidat doxorubicin v cilové koncentraci 75

ng/ml a etoposid v cilové koncentraci 30 uM (bude nachystano piredem)

2. 72-96 hod po indukci senescence buitkky MCF7 promyt 1x PBS a fixovat 2%
formaldehyd/0,2% glutaraldehyd (2 ml), 5 min, pokojova teplota

3. Piipravit si 10 ml barviciho roztoku (viz nize)

4. Pted koncem fixace k barvicimu roztoku piidat X-gal v cilové koncentraci 1 mg/ml (zasobni
koncentrace 20 mg/ml v dimetylformamidu)

5. Po fixaci buitky promyt 1x PBS, pfidat barvici roztok s X-gal (2 ml na 2 ml misku)

6. Inkubovat pies noc, 37 °C, bez CO,

Barvici roztok (10 ml):

2 ml kyselina citronova/Na,HPO, pH 6

0,3 ml 5 M NaCl

20 pul 1 M MgCl,

0,0165 g K3Fe(CN)g (cilova koncentrace 5 mM)
0,0221 g K4Fe(CN)6.3H,0 (cilova koncentrace S mM)
7,18 ml H,O

Uloha &.8

ANALYZA BUNECNE SENESCENCE — VIZUALIZACE LYSOZOMU

Uvod :

Mezi morfologické a funk¢ni charakteristiky senescentnich bun€k patii zvyseny pocet lysozomtl.
K vizualizaci lysozomtl 1ze pouzit rizné metody, napi. fluorescencni sondy specifické pro organely
s kyselym pH. Sondy LysoSensor se akumuluji v lysozomech, kde dochazi k jejich protonaci, a tim
k zvySeni fluorescence.

Cil:
Srovnat mnozstvi lysozomil v senescentnich a délicich se builkdch po obarveni sondou
LysoSensor Green.

Postup:



1. Buiky MCF7 nasadit na misky s krycimi sklicky. Po pfisednuti bunék a nértstu do cca 50%
konfluence ptidat doxorubicin/etoposid v pozadované koncentraci (bude nachystano pfedem)

2. 72-96 hod po indukci senescence k buikam MCF7 pfidat médium s LysoSensorem Green

v cilové koncentraci 1uM (1 ul/ml)

Inkubace pti 37°C, 30 min

4. Oplach PBS, pteneseni sklicka na podlozni sklo, pozorovani fluorescencnim mikroskopem

(98]
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ANALYZA BUNECNE SENESCENCE - DETEKCE KATEPSINU D V SENESCENTNICH
BUNKACH POMOCI ELEKTROFOREZY PROTEINU A IMMUNOBLOTINGU

Uvod :

Katepsin D je lysozomalni protéza identifikovana jako potencialni biomarker pred¢asné senescence
bunck. Senescence indukovand nekterymi chemoterapeutiky v buitkdch MCF7 je doprovazena
zvysenou hladinou tohoto proteinu.

-
Cathepsin D and Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 as

Promising Markers of Cellular Senescence

Hae-Ok li}-un.' Na-Kyung Han,"* Hae-June Lee,” Ki-Bum Kim," Young-Gyu Ko,' Gyesoon Yoon,’
Yun-Sil Lee,” Seok-1l Hong,’ and Jae-Seon Lee'

Zjistit, zda v buitkach MCF7 vystavenych puisobeni doxorubicinu a/nebo etoposidu po dobu 4 dnt
dochazi k predcasné senescenci detekei hladiny katepsinu D jako markeru senescentnich bunék.

Postup:

Ptiprava vzorkt:

Bunky MCEF7 osettit doxorubicinem a etoposidem (vySe uvedené koncentrace), inkubovat 4 dny (bude
nachystano ptfedem). Buiiky promyt 1xPBS a lyzovat v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol
ani bromfenolovou modf, 4 minuty povafit a uchovavat pti —20 °C. Zméfit koncentraci proteini ve
vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke vzorkiim pfidat alesponi dvojnasobek kompletniho
2xCSB pufru tak, aby vysledna koncentrace proteind v takto nafedénych vzorcich byla stejna.

Mgéfteni koncentrace proteinti (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat Sul kazdého vzorku ve tfech opakovéanich. Ke vzorkim pftidat 25 ul
roztoku A’ (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Ptfidat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minu stat. Poté zmétit absorbanci na ELISA readeru pii 750 nm. Vypocitat
vhodné fedéni vzorkt tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteinti od kazdého
vzorku.

Ptiprava gelu:



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

Sestavit skla se spacery a sevfit 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, pripravit roztok pro horni 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
vytahneme hiebinky.

Na gel nanasime 10-20 ul vzorku (mnozstvi zavisi na koncentraci proteinli v bunéénych
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.

2.
3.

W

Nastiihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a nitrocelul6zovou membranu stejné velikosti jako
je proteinovy gel.

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

Plastikovou svorku umistime do vanicky s transferovym pufrem ¢ernou plochou dolti. 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 navlh¢enou nitrocelul6zovou membranu.
Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytlacime bubliny a na n¢ druhou
porézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

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

Blotujeme 1 hod pii 400 mA.

Detekce proteini na membrané pomoci protilatek:

1. Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelul6zovou membranu v 5% roztoku suseného mléka
v TBS-Tween po dobu 30 minut pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
2. Inkubujeme membranu s primarni protilatkou anti-katepsin D fedénou 1:1000 v TBS-Tween
1 hod pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
3. 3x promyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).
4. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou s konjugovanou alkalickou
fosfatazou (anti-mouse IgG fedéna 1:15000 v TBS-Tween) pii pokojové teplote.
5. Promyjeme dvakrat TBS-Tween a dvakrat TBS.
6. Oplachneme membranu v destilované vode¢.
7. Membranu inkubujeme ve vyvolavacim roztoku (10 ml AP pufru, 33 ul NBT, 83 ul BCIP)
PouZité roztoky
Transferovy pufr: 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 5M 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 fosfatazu: Barvici roztok: (barveni proteinil)
Iml 1M Tris-CL, pH=9, 200 ul 5M NaCl 2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku

50 ul IM MgCl,
doplnit destilovanou vodou do 10ml

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7.5ml)

H,O 4,9 ml H,0O 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 lyzaéni pufr

6,9 ml H,O

2 ml glycerol

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

0,4 ml 0,2% Bromfenolovad modi v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

+ pred pouzitim ptidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB

ANALYZA BUNECNE SENESCENCE - BUNECNY CYKLUS

Uvod :

U senescentnich bunék nedochazi k progresi bunééného cyklu. I v pfitomnosti mitogennich a
rustovych faktord jsou zastaveny v bunééném déleni. Zastavu nebo zménu bunééného cyklu 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 ozafeni
svétlem o vinové délce 488 nm emituje zareni (> 560 nm). MnozZstvi navazaného barviva je imérné
mnozstvi DNA v buiice. Z jednoparametrové analyzy fluorescenéniho signalu propidium jodidu je
mozné uréit obsah DNA v buiikach a tim i fazi bunécného cyklu, ve které se nachazeji.

Vyhodnotit zmény v distribuci fazi bunééného cyklu v buiikdich MCF7, u nichz byla indukovana
senescence, a v bunikach kontrolnich.

Postup:

1. Indukovat senescenci v butikach MCF7 (viz vySe)

Po 72-96 hod pusobeni, odsat médium, sklidit buiky 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
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8. Rozsuspendovat ve Vindelové roztoku (obsahuje proprium jodid a RNazu)
9. Barvit 30 min, 37°C, ve tm¢
10. Analyza mnozstvi DNA pritokovym cytometrem



