METODY STANOVEN{ CYTOTOXICITY CHEMOTERAPEUTIK KE 3D MODELUM NADOROVE TKANE
Uloha 1
Priprava 3D modeld nadorové tkané

Uvod:

3D modely nadorovych bunék (sféroidy) byly zavedeny jako dokonalej$i modely nddoru skutecné se
vyskytujiciho in vivo. Oproti 2D modellim se v rdmci sféroidu pfirozené vytvari gradient kysliku, Zivin a
pH, ale i mezibunécné kontakty a kontakty bunék s mimobunécnou matrix. VSechny tyto veliciny
mohou vyznamné ovliviiovat efektivitu lé¢by. Z tohoto dlvodu jsou sféroidy vyuZivany pro testy
ucinnosti chemoterapeutik, analyzu zmén exprese a aktivace klicovych signalnich drah v nadorové
burice.

Bylo zavedeno nékolik metod pro efektivni pfipravu sféroidl o reprodukovatelné velikosti a tvaru.
Sféroidy je mozné kultivovat v gelu (kolagen, Matrigel, agardza) nebo v tekutém kultivaénim médiu za
vyuziti specialniho plastiku s neadherentnim povrchem. V této Uloze bude pro tvorbu sféroidd vyuZit
plastik, jehoZ dno bude oSetfeno vrstvou 1% agaru. Sféroidy budou pfipravovany v kapalném médiu
s gradientem FBS po dobu péti dni na orbitdlIni tfrepacce.

Cil prace:
Ptipravit 3D modely kolorektalniho karcinomu z bunécné linie HCT-116 a v prabéhu nasledujicich tfi
dn( sledovat tvorbu agregat( a narustajici pramér sféroidu.

Postup:

1. Dno 12well plate osetfit vrstvou 1% agaru v 1 x PBS.

2. K bunkém HCT-116 na 10 ml misce pfidat trypsin (4 ml/miska), umistit na 5 min do
37 °C/5% CO,, buriky v trypsinu prfenést do 4 ml média s 10% FBS (inaktivace trypsinu),
centrifugace 4 min/290g.

3. Bunécny pelet rozsuspendovat v 10 ml média DMEM + glutamin (1%), stanovit pocet
bunék/ml na pfistroji CASYton.

4. Pripravit 15 ml bunééné suspenze HCT-116 (5x10* bunék/ml) v médiu DMEM + glutamin (1%).

5. Suspenzi rozpipetovat po 1 ml do jamek 12well plate, umistit do termoboxu na orbitdini
trepacku (75 rom).

6. Po 4 hod pridat 1% FBS.

7. Po 24 hod pridat 10% FBS.



Uloha 2
Stanoveni metabolické aktivity sféroid( v zavislosti na indukci chemoterapeutikem

Uvod:

Sféroidy jsou modelem pro testy cytotoxicity chemoterapeutik, a to jak ve stadiu vyzkumu, tak ve
stadiu klinickém. Cytotoxické plsobeni na burky tvofici sféroid je moZné stanovit nékolika
metodami. Test MTT je zaloZen na principu redukce Zluté tetrazoliové soli (MTT) na fialovy formazan.
Redukce probiha jen v metabolicky aktivnich burfikdch (NAD(P)H oxidoreduktazy). V pfipadé 3D
Utvarl spolehlivost MTT testu limituje prinik MTT do vnitfnich ¢asti 3D Utvaru. Proto budou sféroidy
pred samotnym MTT testem disociovany trypsinem na jednobunécnou suspenzi.

Cil prace:

Stanovit metabolickou aktivitu bunék sféroidu indukovanych perifosinem (20 uM), NaHCOs (80 mM)
a jejich kombinaci metodou MTT. Graficky zndzornit zmény aktivity bunék tvoficich sféroid pomoci
zmén absorbance (570 nm).

Postup:
1. Sféroidy indukovat perifosinem (20 uM), NaHCO3 (80 mM) a jejich kombinaci po dobu 48 hod.
2. Sféroidy promyt v 1xPBS, pridat 200 ul trypsinu (5 min, 37 °C), rozsuspendovat, pridat 200 ul
kultivacniho média s 10% FBS (inaktivace trypsinu), centrifugace 290g/4 min.
3. Bunéclny pelet rozsuspendovat v 200 ul 10% MTT v DMEM médiu (180 ul kultivaéniho média s
20 ul zdsobniho roztoku MTT (5 mg/ml)), kultivace 37 °C, 1 hod.
4. Centrifugace 290g/4 min.
Odsdt smés kultivacniho média a MTT, pelet lyzovat v DMSO (200 ul).
6. Stanovit absorbanci pfi 570 nm.
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Uloha 3
Stanoveni viability sféroidd v zavislosti na indukci chemoterapeutikem

Uvod:

Dalsi metodou, kterd hodnoti vliv cytotoxického plsobeni latek na sféroidy, je urceni viability
sféroidd pomoci fluorescencniho barviva Sytox Green. Toto barvivo Zivé bunky nepropoustéji, proto
je vhodnym indikatorem mrtvych bunék v populaci. Zastoupeni Zivych a mrtvych bunék po plisobeni
chemoterapeutik bude hodnoceno s vyuzitim pritokové cytometrie. Pratokovy cytometr analyzuje
pomoci dopadu a odrazu svétla a pritomnosti fluorescence kazdou burku jednotlivé. Sféroidy tedy
budou pfed samotnou analyzou rozsuspendovany trypsinem.

Cil prace:

Stanovit viabilitu bunék sféroidu indukovanych perifosinem (20 uM), NaHCOs (80 mM) a jejich
kombinaci s vyuZitim fluorescenéniho barviva Sytox Green a nasledné detekce pritokovym
cytometrem. Graficky znazornit zmény v procentudlnim zastoupeni mrtvych a Zivych bunék ve
sféroidu v zavislosti na pouZzitych latkach.

Postup:
1. Sféroidy indukovat perifosinem (20 uM), NaHCO3 (80 mM) a jejich kombinaci po dobu 48 hod.
2. Sféroidy promyt v 1xPBS, pfidat 200 ul trypsinu (5 min, 37 °C), rozsuspendovat, pridat 200 ul
kultivacniho média s 10% FBS (inaktivace trypsinu), centrifugace 400g/5 min.
3. Odsdt médium s trypsinem, pelet rozsuspendovat v 50nM Sytox Green v 1x PBS.
Inkubovat ve tmé 10 min, RT.
5. Premistit na led, analyzovat na pritokovém cytometru.

R



Uloha 4
Imunohistochemicka analyza metabolickych a apoptotickych markerd na modelu sféroid

Uvod:

Bunky sféroidd mohou reagovat na cytotoxické plsobeni chemoterapeutik indukci apoptdzy, kterou
je moZné prokazat detekci napf. zvySené hladiny Stépenych kaspaz nebo proteinu PARP. Soucasné
bunky sféroidu reaguji na plsobeni chemoterapeutik zménou hladiny, aktivity nebo prostorové
distribuce proliferaénich markert (napf. Ki67). V nasem cviceni budeme apoptdézu a metabolické
zmény sféroidd detekovat imunohistochemickou analyzou distribuce sStépené kaspazy 8 a Ki67.
V disledku vyskytu hypoxie, acidézy a deplece Zivin v centraini oblasti sféroidl je stfedova oblast
fezu sféroidu ptirozené pozitivni na apoptotické buriky a negativni na proliferujici buriky. V disledku
plsobeni chemoterapeutik se vsak jejich hladina a/nebo prostorova distribuce mize ménit.

Za ucelem analyzy prostorové distribuce Stépené kaspazy 8 a Ki67 budou sféroidy krajeny na
kryostatu a ekvatoridlni fezy umistény na podlozni sklicko, fixovany a pomoci specifickych protilatek
bude na konfokalnim mikroskopu zviditelnéna lokalizace Stépené kaspdazy 8 a Ki67.

Cil prace:

Pomoci specifickych protilatek stanovit zmény prostorové lokalizace stépené formy kaspdzy 8 a Ki67
ve sféroidech indukovanych perifosinem, NaHCOs a jejich kombinaci a porovnat je s kontrolnimi
sféroidy. Distribuce uvedenych marker( bude hodnocena pomoci LasX.

Postup:
Umisténi sféroidu do Zelatiny
1. Sféroidy indukovat perifosinem (20 uM), NaHCOs (80 mM) a jejich kombinaci po dobu 48 hod.
2. Promyt sféroid 1xPBS.
3. Rozpustit Zelatinu (175 mg/ml v 1x PBS), 40 °C.
4. 200 ul Zelatiny na dno kryomoldu, po ztuhnuti na Zelatinu umistit sféroid a zalit
200 pl Zelatiny.
5. Na ledu umistit do -80 °C.

Krajeni sféroidli na zmrazovacim mikrotomu (kryostatu)
1. Pred krdjenim ekvilibrovat sféroid a ntzZ kryotomu na -22 °C.
2. Rez ekvatoridini rovinou sféroidu umistit na podlozni skli¢ko, vysusit.

Imunohistochemie
1. Oznacit hranice fezii pomoci DAKO pen.

20 min inkubace 4% PFA v 1x PBS, 4 ©C.

Promyt 3x v 1xPBS (na ledu).

Inkubace v 0,1% Triton X-100 v 1xPBS, 6 min, RT.

Promyt 1xPBS (na ledu).

Blokace nespecifickych vazebnych mist 1% BSA v 1xPBS, 30 min, RT.

Inkubace s primdrnimi protildtkami — roztok 1% BSA v 1xPBS (fedéni 1:200), pfes noc, 4 °C.

Promyt 3x v 1xPBS (na ledu).

Nanést sekunddrni protildtku — roztok 1% BSA v 1x PBS, 1 - 2 h, RT, ve tmé (fedéni 1:600 pro

sekunddrni protilatku), pridat Drug5 (1:2000).

10. Promyt 3x v 1xPBS.

11. Promyt 1x H,O MiliQ, odstranit pfebytek vody ze sklicka.

12. Prikryti fezi krycim sklickem pomoci montovaciho média — uskladnit ve 4 °C, prvnich 24 hod
v horizontdlIni pozici.
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Uloha 5

Analyza vlivu chemoterapeutika na sféroidy detekci stépeného proteinu PARP a E-cadherinu
v bunikach pomoci elektroforézy a immunoblottingu

Uvod:

Jak jsme ovéfili v predeslé uloze, apoptdzu je moziné detekovat imunohistochemicky pomoci
distribuce Stépené kaspdzy 8. Obdobnym ptipadem stanoveni cytotoxicity chemoterapeutika je
sledovani proteinové hladiny apoptotickych markerd (v této Uloze Stépeny protein PARP) metodou
western blottu v celkovych bunécnych lyzatech.

Chemoterapeutika vSak v mnoha pripadech nespousti pouze bunécnou smrt, ale v dlsledku jejich
plsobeni mlzZe dochazet k uvolnéni nadorovych bunék z masy nadoru a jejich migraci. Pocatecni fazi
metastaze bunék je epitelidiné-mesenchymadlni tranzice (EMT), pro kterou je charakteristicka snizena
hladina E-cadherinu zodpovédného za bunéc¢nou adhezi.

Cil prace:
Ovérit vliv chemoterapeutika na indukci apoptdzy v burice detekci Stépeného proteinu PARP a
potencialni vliv na indukci EMT detekci proteinové hladiny E-cadherinu.

Postup:

Priprava vzorku
1. Sféroidy indukovat 20uM perifosinem, 80mM NaHCOs a v kombinaci po dobu 48 hod.
2. Sféroidy prenést do mikrozkumavek, pridat 200 ul trypsinu (5 min, 37 °C), rozsuspendovat.
3. Pridat 200 ul média DMEM, centrifugace 4 min/290g.
4. Odsdt médium a bunécny pelet rozsuspendovat v 40 ul 1x PBS.
5. Pridat 40 ul 2x CSB, 5 min povarit.

Méreni koncentrace proteint (DC Protein Assay Kit)

1. Na mikrodesticku pipetovat 5 ul kazdého vzorku ve dvou opakovdnich a koncentracni fadu
BSA v 2x CSB jako standard.

2. Ke vzorkim pfridat 25 ul roztoku A’ (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Pridat 200 ul
roztoku B, zbavit vzorky bublin a ponechat 15 minu stdt.

3. Zmérit absorbanci na ELISA readeru pri 750 nm.

4. Vypocitat vhodné redéni vzorku tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnoZstvi
proteint od kaZdého vzorku.

5. Ke vzorkum pridat modré 2x CSB s merkaptoethanolem v poméru 1:1.

Pfiprava gelu
1. Sestavit aparaturu pro vertikdlIni elektroforézu.
2. Pripravit roztok pro dolni gel, jemné promichat a nalit mezi pripravend skla asi do 2/3.
Prevrstvit gel slabou vrstvou destilované vody. Nechat polymerovat 20 minut.
3. Slit horni vrstvu destilované vody, pfipravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel, vsunout
hrebinek a nechat polymerizovat 20 minut.
4. Gely umistit ve vlhkém ubrousku na noc do lednice.



Nanaseni vzorku a elektroforéza

1
2.

3.
4.

Skla s gelem umistit do aparatury, dolit elektroforeticky pufr a opatrné vytdhnout hiebinky.
Na gel nanést 4 ul markeru a 10-20 ul vzorku (mnoZstvi zdvisi na koncentraci proteint
v bunécnych lyzdtech).

Pripojit aparaturu ke zdroji. Pro priichod hornim gelem aplikovat 80 V, poté zvysit na 120 V.
Elektroforézu zastavit v momenté, kdyZ hrana barvicky opousti gel.

Sestaveni blotovaci aparatury

1.
2.
3.

S

8.

Nastrihat 4 kusy papiru Whatman 3 mm a PVDF membrdnu stejné velikosti jako je gel.
Navlhcit papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.

Plastikovou svorku umistit do vanicky s transferovym pufrem bilou plochou dolt, na ni poloZit
porézni podloZku.

Na podloZku umistit 2 navlhcené filtracni papiry Whatman.

Na papiry Whatman poloZit opatrné PVDF membrdnu a na ni gel.

Na membrdnu s gelem pak opét polozit dva navlhéené papiry Whatman, vytlacit bubliny a na
né druhou porézni podlozku. Opét vytlacit bubliny.

Takto sestaveny sendvi¢ sevfit do plastikové svorky a umistit do vanicky s transferovym
pufrem a chladitkem.

Blotovat 1 hod pfi 400 mA.

Detekce proteinli na membrané pomoci protilatek

1

2.

Po skonceni blottingu promyt PVDF membrdnu v 5% roztoku suseného mléka v TBS-Tween
po dobu 60 minut pri RT.

Inkubovat membrdnu s primdrnimi protildtkami proti stépénému proteinu PARP a
E-cadherinu fedénymi 1:1000 v mléce/TBS-Tween pres noc pfi 4 °C.

3x promyt v TBS-Tween (asi 5 minut kaZdé promyti).

Inkubovat membrdnu 1 hod se sekunddrni protilatkou s konjugovanou kfenovou
peroxiddzou (anti-mouse, anti-rabbit, fedénd 1:15000 v mléce/TBS-Tween) pri RT.

Promyt tfikrat TBS-Tween a pfemistit do TBS.

Na membrdnu nanést vyvoldvaci roztok a premistit ji do dokumentovaciho zarizeni Vilber a
detekovat proteiny.



Pouzité roztoky:

Dolni (délici) gel — 10% (10ml)
H.0 4,9 ml

40% Akrylamid 2,4 ml

1,5M Tris-Cl (pH=8,8) 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml

Ammonium persplfate 75 pl
TEMED 7,5 ul

2x CSB lyzacni pufr

6,9 ml H,0

2 ml glycerol

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

Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7,5ml)
H,O 5,62 ml

40% Akrylamid 0,79 ml

1,5M Tris-Cl (pH=6,8) 0,94 ml

10% SDS 75 ul

Ammonium persplfate 30 ul

TEMED 10 pl

0,4 ml 0,2% bromfenolova modr v 1M Tris pH=6,8

2 ml 20% SDS

+ pred pouzitim pridat 100 pl beta-merkaptoethanolu k 900 pl 2x CSB

Tris-glycin elektroforeticky pufr (pH=8,3)

25 mM Tris
250 mM glycine
0,1% (w/v) SDS

Transferovy pufr

48 mM Tris

39 mM glycin

20% methanol

doplnit vodou do 1 litru

TBS

50 ml 1M Tris-Cl pH=8.0
57,6 ml 5M NacCl
doplnit vodou do 2 litrQ

Barvici roztok (barveni protein()

2,5 g Coomassie Blue na 1l odbarvovaciho roztoku

1x PBS

80 g NaCl

2 g KCI

2 g KH2P04

23,1 g NazHPO4
rozpusténov 11 H,0



