3D MODELY NADOROVE TKANE

Uloha ¢&. 1

PRIPRAVA MNOHOBUNECNYCH AGREGATU NADOROVYCH BUNEK - SFEROIDU

Uvod :

3D kultury nadorovych bunék (sféroidy) jsou dokonalejSim modelem nadoru vyskytujiciho se
testy efektivity chemoterapeutik a analyzu zmén exprese a aktivace klicovych signalnich drah
v nadorové bunce. V ramci sféroidu se piirozené vytvari gradient kysliku, Zivin a pH, mezibunécné
kontakty a kontakty bunék s mimobunéfnou matrix. VSechny tyto veli¢iny mohou vyznamné
ovlivitovat efektivitu chemoterapie.

Bylo zavedeno nékolik metod pro efektivni piipravu sféroidi o reprodukovatelné velikosti a
tvaru. Sféroidy je mozné kultivovat v gelu (kolagen, Matrigel, agar6za) nebo v tekutém kultivaénim
médiu za vyuziti specidlniho plastiku s neadherentnim povrchem. V této Uloze bude pro tvorbu
sféroidl vyuzit plastik, jehoz dno bude oSetiené vrstvou 1% agaru. Pro rychlejsi agregaci budou buiiky
kultivovany na orbitalni tiepa¢ce v médiu se snizenou hladinou séra po dobu 24 hod a vzniklé
agregaty budou rist po dobu nasledujicich 5 dni v kultivaénim médiu s 10% hladinou séra.

Perifosin je latka cilené terapie. Jedna se o inhibitor kindzy Akt. Deregulace této kinazy je
spojena s nadorovou progresi nejen nadoru tlustého stieva, ale i mnoha jinych malignit. Aktivita
perifosinu je zavisla na pH prostredi, ve kterém se nadorova buiika nachazi. V acidickém prostiedi je
perifosin méné G€inny, pro jeho optimalni protinddorové plsobeni je tedy vhodné pH kultiva¢niho
média zvysit, napt. pomoci NaHCO3.

Cil:

Ptipravit sféroidy z bunééné linie odvozené od kolorektalniho karcinomu HCT116. Po dobu 3 dnu
sledovat rdst agregatil pomoci svételné mikroskopie. Stanoveni priméru vznikajicich sféroidu
Vv zavislosti na Case.

Postup:
1. Dno 12ti jamkové desticky oSetrit vrstvou 1% agaru v 1 X PBS.

2. K bunkam HCTI16 na 10 ml misce pridat trypsin (2 ml/miska), umistit na 5 min do
37°C/5%CO,, buriky v trypsinu prenést do 2 ml média s 10% FBS (inaktivace trypsinu),
centrifugace 4 min/290 g.

3. Bunécny pelet promyt EDTA/PBS, centrifugace 4 min/290 g.

4. Bunecny pelet suspendovat v 10 ml média DMEM + Glutamin (2 mM), stanovit pocet
bunék/ml.

5. Pripravit 15 ml bunécné suspenze HCT116 (50 000 bunék/ml) v médium DMEM + Glutamin
(2 mM)

o

Pridat do jamek 12ti jamkové desticky (Iml/jamka), umistit na orbitalni tfepacku (75 rpm)
7. Po 24 hod. pridat 10% FBS
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STANOVENI VIABILITY SFEROIDU
) test MTT, ATP assay, viabilni barveni propidium jodid/calcein-AM
Uvod :

Sféroidy jsou modelem pro testy cytotoxicity jiz klinicky pouzivanych chemoterapeutik, ale i
chemoterapeutik ve stadiu klinického vyzkumu. Cytotoxické puisobeni na buniky tvotici sféroid je
mozné stanovit nékolika metodami. Jednim z téchto testi viability je test MTT. Je zaloZen na principu
redukce Zluté tetrazoliové soli (MTT) na fialovy formazan. Redukce probiha jen v metabolicky
aktivnich buiikich (NAD(P)H oxidoreduktizy). V piipadé 3D tutvart spolehlivost MTT testu limituje



prinik MTT do vnitinich ¢asti 3D uatvaru. Proto budou sféroidy pfed samotnym MTT testem
disociovany trypsinem na jednobuné¢nou suspenzi. Vysledky budou porovnany s vysledky testu MTT
ziskanymi na nedisociovanych sféroidech.

Mezi testy viability bunék patfi i stanoveni hladiny intracelularniho ATP. Po pfidani enzymu
luciferazy a jejiho substratu luciferinu k bunéénému lyzatu obsahujiciho ATP dochazi k chemickeé
reakci, jejimz produktem je oxyluciferin a vyvoj svételné energie (luminiscence). Intenzita
luminiscence je itmérna mnozstvi ATP v bunééném lyzatu.

DalSim testem viability je barveni propidium jodid (Pl)/calcein-AM. Nefluorescenéni calcein-
AM pronikd do bunék, pouze zivé bunky jej Cinnosti esterdz hydrolyzuji na zelené¢ fluoreskujici
calcein. Mrtvé buriky jsou barveny PI, ktery do zivych bunék nepronika. Sféroid znaceny Pl/calcein-
AM bude umistén na podlozni sklicko a pomér calcein-AM/PI bude stanoven metodou konfokalni
fluorescen¢ni mikrokopie (LSCM) a vyhodnocen pomoci programu LasX.

Cil:

Stanovit viabilitu bunék sféroidu indukovanych perifosinem (20 uM), NaHCO; (80 mM) a jejich
kombinaci metodou MTT, testem ATP a viabilnim barvenim Pl/calcein-AM. Graficky znazornit
zmény viability bungk tvoficich sféroid, v pfipadé testu MTT pomoci absorbance (570 nm), v piipadé
testu ATP pomoci mnoZstvi ATP vbunééném lyzatd (nM), Vv piipadé testu Pl/calcein-AM jako
poméru intenzity fluorescence Pl/calcein.

Postup:

test MTT:

1. Sféroidy bunek HCT116 indukovat perifosinem (20 uM), NaHCOs (80 mM) a jejich kombinaci
po dobu 48 hod. Indukovat vZdy 2 sféroidy od kaZzdého treatmentu.

2. Sféroidy promyt v IxPBS, pridat trypsin (10 min., 37 °C), 200 ul kultivacniho média
s 10% FBS (inaktivace trypsinu), centrifugace (290g, 4 min.) Do paralelnich vzorkii trypsin
Nepridadvat.

3. Bunécny pelet suspendovat v 450 ul kultivacniho média se 50 ul zdasobniho roztoku MTT (5
mg/ml), kultivace 37 °C, 1 hod.

4. Centrifugace (290g, 4 min.)

5. Odsat smés kultivacniho média a MTT, pelet lyzovat v DMSO (200 pl)

6. Stanovit absorbanci pii 570 nm (v rozmezi 0,2 — 1)

test ATP:

1. Stéroidy bunek HCTII16 indukovat perifosinem (20 uM), NaHCO3 (80 mM) a jejich
kombinaci po dobu 48 hod.

2. Pripravit si 1X ATP Detection Sample Buffer. Naredit 2x koncentrovany pufr sterilni vodou a
pridat DTT (1 ul/ml). Pripravit si 1x Detection Assay Buffer. Naredit 5x koncentrovany puf
sterilni vodou a pridat DTT (17 pl/ml).

3. Sféroidy promyt 1xPBS a lyzovat v 1x ATP Detection Sample Buffer (50 pl/sféroid, zachovat i
50 ul Detection Sample Buffer jako blank). Lyzu bunék urychlit zamraZenim a naslednym
rozmrazenim na ledu. Centrifugace (10 000g/5 min/4°C). Supernatant do cisté epinky.

4. Pripravit si Reakcéni smes (50 pl/vzorek):

1 ml 1x Detection Assay Buffer, 5 ul D-luciferinu,10 pl luciferazy

NEVORTEXOVAT

5. Pripravit si 96 jamkovou desticku. Na dno jamek pipetovat kalibracni krivku: 5ul standardii o

koncentraci 10 uM; 1 uM;, 325 nM; 105,6 nM. Do dalsich jamek pipetovat 5 ul bunécného
lyzani. Stanovit hladinu ATP i v blankovém vzorku (5 pl 1x ATP Detection Sample Buffer).
Nakonec do vsech jamek pridat cerstvé pripravenou Reakcni smés (50 ul/jamka).
Inkubovat pri pokojové teploté 15-20 minut.
7. Odecist luminiscenci, stanovit mnozstvi ATP v bunécném lyzdtu.

o



test Pl/calcein-AM:
1. Sféroidy bunek HCT116 indukovat perifosinem (20 uM), NaHCO3 (80 mM) a jejich

kombinaci po dobu 48 hod.

2. Sféroidy indukovat calcein-AM (konecnd koncentrace 1 uM) a propidium jodid (konecna
koncentrace 3 uM) po dobu 1 hod.

3. Sféroidy promyt 1xPBS a Vv kapce 1xPBS umistit na podlozni sklicko. IThned analyzovat LSCM.

(sekvence 1: laser 488 nm, detektor 500-560 nm)
(sekvence 2: laser 552 nm, detektor 600-700 nm)

IMUNOHISTOCHEMICKA ANALYZA APOPTOTI(;KYCH A PROLIFERACNICH
MARKERU NA MODELU SFEROIDU

Uvod:

Ve sféroidech se vytvati prirozeny gradient Zivin, kysliku a pH. V dusledku tohoto gradientu
v okrajovych castech sféroidu muzeme detekovat proliferujici buiiky exprimujici protein Ki-67.
Naopak v hloubéji polozené Casti sféroidu se nachazeji buiiky adaptujici se na nedostatek kysliku
indukci glykolyzy a piijmu glukézy. V centralni €asti sféroidu pak muzeme detekovat buriky
apoptotické nebo nekrotické.

Buriky sféroidi mohou reagovat na cytotoxické pusobeni chemoterapeutik indukci apoptozy,
kterou je mozné prokazat detekci zvySené hladiny $té€pené kaspazy 8, kaspazy 3 nebo proteinu PARP.
Tyto oblasti se zvySenou apoptézou v dusledku pusobeni chemoterapeutik je mozné ocekavat
v okrajovych i centralnich oblastech sféroidu.

V nasem cvi¢eni budeme proliferaci a apoptézu sféroidi detekovat imunohistochemickou
analyzou distribuce Ki-67 a $tépené kaspazy 8.

Sféroidy budou krajeny na kryostatu a ekvatorialni fezy umistény na podlozni skli¢ko,
fixovany a pomoci specifickych protilatek bude zviditelnéna lokalizace Ki-67 a Stépené kaspazy 8.

Pomoci specifickych protilatek stanovit prostorovou lokalizace Ki-67 a stépené formy kaspazy 8 ve
sféroidech indukovanych kombinaci perifosin/NaHCO3 a porovnat ji s kontrolnim vzorkem.
Distribuce uvedenych markert bude hodnocena pomoci LasX.

Postup:

Indukce
1. Sféroidy indukovat kombinaci perifosin 20 uM/NaHCO3 80 mM po dobu 48 hod., pro

porovnani do experimentu zaradit i neindukované kontroly

Umisténi sféroidu do Zelatiny
1. Promyt sféroid 1xPBS
2. Rozpustit Zelatinu (175 mg/ml 1x PBS) 40°C
3. 200 pL Zelatiny na dno kryomolds, po ztuhnuti na Zelatinu umistit sféroid a zalit
200 pl Zelatiny
4. Na ledu zanést do -80°C

Krdjeni sféroidit na zmrazovacim mikrotomu (kryostatu)
1. Pred krdajenim ekvilibrovat sféroid a niiz na — 22°C.
2. Rez ekvatorialni rovinou sféroidu umistit na podlozni sklicko, vysusit




3. Zamzazit na - 20°C (krdtkodobé uskladnéni).

Imunohistochemie

Temperovat rezy na pokojovou teplotu (~30min)

Oznacit hranice rezit pomoci DAKO pen

Rehydratace rezii 15 min v 1XPBS/RT

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 in 1xPBS, 30 min, RT

Inkubace s primarnimi protilatkami — roztok v 1% BSA v 1xPBS, pies noc, 4°C

0. Promyt 3 x v 1xPBS (na ledu)

1. Nanést sekundarni protilatku — roztok v 1% BSA v 1x PBS, 1 - 2 h, RT, ve tmé!!!! (Fedéni
1:600 pro sekundarni protilatku), pridat TO PRO (1:1000)

12. Promyt 3 x v 1xPBS

13. Promyt 1 x H,0 MiliQ

14. Odstranit prebytek vody ze sklicka

15. Aplikace montovaciho média, prikryti Fezii krycim sklickem — uskladnit ve 4° C, prvnich

24 hod v horizontalni pozici

RBROwoo~NoOR~wWONE
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ANALYZA APOPTOZY V 3D MODELECH NADOROVE TKANE POMOCI
IMUNOBLOTU

Uvod :

Apoptoza bunck je tradicné detekovatelna pomoci zvySené hladiny Stépenych forem kaspaz a
proteinu PARP. Ve sféroidu se pfirozené vyskytuji apoptotické oblasti vznikajici s dasledku
nedostatku Zivin a kysliku. V dasledku pisobeni chemoterapeutik nicméné mizeme ocekavat zvyseni
apoptdzy i v ostatnich oblastech sféroidu.

Zjistit, zda ve sféroidech vytvorenych z bunééné limie HCT116 vystavenych pisobeni perifosinu,
NaHCO3 a jejich kombinace po dobu 2 dnt dochazi k indukci apoptdzy, porovnéni s kontrolnim
vzorkem.

Postup:

Priprava vzorkii:

Sféroidy HCT116 osetrit perifosinem, NaHCO3 a jejich kombinaci (vySe uvedené koncentrace),
inkubovat 2 dny. Buriky promyt IxPBS a lyzovat v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani
bromfenolovou modri, 4 minuty povarit a uchovavat pri =20 oC. Zmérit koncentraci proteinii ve
vzorcich DC Protein Assay kitem (Biorad). Ke vzorkiim pridat alespor dvojnasobek kompletniho
2xCSB pufiru tak, aby vysledna koncentrace proteinit v takto naredénych vzorcich byla stejna.

Me¢éfeni koncentrace proteint (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat Sul kazdého vzorku ve tfech opakovanich. Ke vzorkiim ptfidat 25 ul
roztoku A’ (obsahuje 20 ul roztoku S na 1 ml roztoku A). Ptidat 200 ul roztoku B, zbavit vzorky
bublin a ponechat 15 minu stat. Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pti 750 nm. Vypocitat




vhodné fedéni vzorkt tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi proteinti od kazdého
vzorku.

Ptiprava gelu:

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

2. Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.

3. Ptipravit roztok pro dolni gel, jemné promichat a nalit mezi pfipravena skla asi do 2/3.
Pievrstvit gel slabou vrstvou destilované vody. Nechat polymerovat 30 minut.

4. Slit horni vrstvu destilované vody, pfipravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel, vsunout

hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

Nanaseni vzorka a elektroforéza:

1. Skla s gelem umistime do elektroforeticke aparatury, dolijeme elektroforeticky pufr a opatrné
vytahneme hiebinky.

2. Na gel nanaSime 10-20 ul vzorku (mnoZstvi zavisi na koncentraci proteinii v bunéénych
lyzatech).

3. Pfipojime aparaturu ke zdroji. Pro prichod hornim gelem aplikujeme 80V, poté zvySime
napéti na 120V.

4. Elektroforézu zastavim v momenté, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Sestaveni blotovaci aparatury:

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

2. Navlh¢ime papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.

3. Plastikovou svorku umistime do vani¢ky s transferovym pufrem ¢ernou plochou doli. Na ni
polozime pérezni podlozku a vytla¢ime bubliny.

4, Na podlozku umistime 2 navlhéené filtra¢ni papiry Whatman a opét vytla¢ime bubliny.

5. Na papiry Whatman poloZime gel a na n&j opatrné navlhéenou nitrocelulézovou membranu.

6. Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytlacime bubliny a na né druhou
porézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

7. Takto sestaveny sendvi¢ sevieme do plastikové svorky a umistime do vanic¢ky s transferovym
pufrem a chladitkem.

8. Blotujeme 1 hod pti 400 mA.

Detekce proteinti 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 oC.

2. Inkubujeme membranu s primarni protilatkou specifickou vaéi St€pené formé kaspazy 8

fedénou 1:1000 v TBS-Tween 1 hod pfi pokojové teploté nebo pies noc pti 4 °C. Jako kontrolu
mnozstvi proteinti pouzijeme protilatku specifickou vici alfa-tubulinu (fedéni 1:1000).

3. 3x promyjeme v TBS-Tween (cca 5 minut kazdé promyti).

4. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protildtkou konjugovanou s peroxidazou (anti-
mouse/anti-rabbit 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 s chemiluminiscenénim substratem (Pierce ECL, Thermo Scientific)

po dobu 5 minut ¢i supersubstratem (SuperSignal West Femto, Thermo Scientific) 1 minutu.
Chemiluminiscenci detekujeme v temné komote pouzitim fotografického papiru.

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 litrd TBS



39 mM glycin 57,6 ml 5M NacCl

20%methanol doplnit vodou do 2 litra

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

Barvici roztok: (barveni proteint)
2,5 g Coomassie Blue na 1L odbarvovaciho roztoku
doplnit destilovanou vodou do 10ml

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7,5ml)
H20 49ml H20 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 mi

10% SDS 0,1 ml 10% SDS 75 ul

Ammonium persulfate 75ul  Ammonium persulfate 30 ul
TEMED 7,5 ul TEMED 10 ul

2xCSB lyzaéni pufr

6,9 ml H20

2 ml glycerol

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

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

2ml  20% SDS

+ pied pouzitim piidat 100 ul beta-merkaptoethanolu k 900 ul 2x CSB

Vyvojka: 500 ml roztoku G-150 (Agfa)
1500 ml dH20

Ustalova¢: 500 ml roztoku G-354 (Agfa)
1500 ml dH20
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ANALYZA BUNECNEHO CYKLU V 3D MODELECH NADOROVE TKANE

Uvod :

Bunky tvofici sféroid mohou byt v disledku nedostatku Zivin, kysliku a zmén pH zastaveny
v n¢které z fazi bunééného cyklu nebo je u nich indukovana apoptéza. U bunéénych monovrstev tuto
zastavu bunécného cyklu a indukci apoptdzy nepredpokladame. Zastavu nebo zménu bunééného cyklu
1ze sledovat analyzou obsahu DNA v bunkach po obarveni propidium jodidem pomoci prutokového
cytometru FACSVerse. Propidium jodid je interkalujici barvivo, které se vdZze k DNA a po ozafeni
svétlem o vinové délce 488 nm emituje zareni (> 560 nm). Mnozstvi navazaného barviva je umérné
mnozstvi DNA v bufice. Z jednoparametrové analyzy fluorescenéniho signalu propidium jodidu je
mozné urcit obsah DNA v buiikach a tim i fazi bunééného cyklu, ve které se nachazeji. Tento protokol
muze byt modifikovan i pro detekci fragmentace DNA (provazejici apoptoézu) pridanim kroku
extrakce nizkomolekularni DNA citratovym pufrem.



Vyhodnotit distribuci fazi buné¢ného cyklu v burikich HCT116 tvoficich sféroid a porovnat jej
s bunikami tvoficimi monovrstvu. Rozlisit apoptotickou frakei bun¢k ve sféroidu a v monovrstvach
pomoci extrakce nizkomolekularni DNA citratovym pufrem.

Indukce
1. Sféroidy i bunécné monovrstvy indukovat kombinaci perifosin 20 uM/NaHCO3 80 mM po
dobu 48 hod., pro porovndni do experimentu zaradit i neindukované kontroly

1. Médium dat do zkumavky (15 ml), k busikam pridat trypsin (37°C, 10 min.), busiky v trypsinu
pridat k médiu ve zkumavce, centrifugace 200g/4min

2. Bunky promyt IxPBS

3. Pelet rozsuspendovat v 500 Wl PBS a prikapat 4 ml vychlazeného 70% etanolu

4. Fixace min. 30 minv 4°C

5. Centrifugace 500g/5 min, odsat supernatant

6. Promyt 800 pl 1xPBS

7. Suspendovat v I ml 1xPBS

8. Pridat 0,5 ml citratového pufru

9. Inkubace 5 min. pri pokojové teplote

10. Stocit 200 g/5 min

11. Rozsuspendovat ve Vindelové roztoku (obsahuje propidium jodid a RNazu)

12. Barvit 30 min, RT, ve tmé

13. Analyza mnozstvi DNA priitokovym cytometrem



