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ODDELENI CYTOKINETIKY

http://www.ibp.cz/cs/oddeleni/cytokinetika/informace-o-oddeleni

tésna spoluprace s Odd. fyziologie a imunologie zivoéich UEB, PfF MU


http://www.ibp.cz/cs/oddeleni/cytokinetika/informace-o-oddeleni

VEDECKE ZAMEREN!I

» Molekularni mechanismy zahrnuté v kontrole
bunécné proliferace, diferenciace, preziti/smrti

» zmény bunécného fenotypu a mezibunecné
komunikace, které hraji ulohu ve vyvoji nadorovych
onemocneni a mohou byt vyuzity v protinadorove
terapii.



OKRUHY VYZKUMU

» Uloha lipid( a jejich metabolismu v rozvoiji
nadorového onemocnéni kolonu

» Mechanismy pusobeni dietetickych mastnych kyselin
(n-3 PUFASs, butyrat)

» PUsobeni protinadorovych |éCiv (platinové derivaty
v interakci s cytokinem TRAIL)

» Role rustovych faktoru v signalizaci nadorovych

bunék prostaty (TGF beta, EMT, senescence), vliv
nadorového mikroprostredi

» Molekularni a bunécné mechanismy toxicity
organickych latek (PAHs, PCB, interakce
s dietetickymi lipidy)



PRENASKY A CVICENI ZAJISTOVANE ODD. CYTOKINETIKY
(Odd. fyziologie a imunologie zivoéicha, UEB, PiF MU)

» Fyziologie bunécnych systému (Bi7070), prof. A.
Kozubik

» Genotoxicita a karcinogeneze (Bi 8110),
prof. J. Hofmanova

» Zdravotni rizika (Bi3871), prof. J. Hofmanova

» Molekularni fyziologie zivocCichu (Bi651)

» Mechanizmy bunécné smrti, vyznam, metody
— RNDr. Alena Hyrslova, Ph.D. (Bi8870)

» Analyticka cytometrie — Mgr. K. Soucek, PhD.
(Bi9393)

» Aplikovana chemie a biochemie — Doc. VondracCek
(Bi5599)



TKANOVE (BUNECNE) KULTURY IN VITRO

zivoCisné, rostlinné, hmyzi, rybi atd.

Zivoé¢isné bunééné kultury (ziskané z riznych tkani napf. hlodavct

jako je mys, krysa, kifeCek nebo opic, Cloveéka)

» PRIMARNI KULTURY - burky ziskané pfimo z Zivogisnych tkani,
kousek tkané, nutna disociace (rozvolnéni) bunék a odstranéni
nezadoucich ¢asti, omezena doba kultivace, specifické pozadavky

» BUNECNE LINIE — adaptované na dlouhodoby rdst in vitro
» diploidni — karyotyp identicky s ZivogiSnym druhem, z néhoz byly

izolovany vétSinou omezeny pocet pasazi, starnou a hynou (omezeny
tzv. “life-span”)

» heteroploidni — karyotyp a ¢asto i morfologie odli$né, dlouhodoba
kultivace. Udrzuji se tzv. pasazovanim — urcity poCet bunék se po
urcité dobé prenese do Cerstvého zivného prostredi

» ADHERENTNI kultury — rostou pfichyceny k pevnému podkladu
(kultivaéni nadobky, mikronosice)

» SUSPENZNI kultury — nevyZaduji podklad, rostou voln& v médiu



HLAVNIi KOMERCNIi DODAVATELE BUNECNYCH LINIi

» The American Type Culture Collection
www.atcc.com

» The European Collection of Cell Cultures
WWW.ecacc.org.uk

ATCC Number: CCL-247
Designation:  HCT 114

Organizmus

Organ a typ tkané

Adherentni x neadherentni

Jaké medium a sérum
<« Zpusob pasazovani

Podrobnosti, literatura atd.

-----
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http://www.atcc.com/
http://www.ecacc.org.uk/

ACC Cell Lines

Product Storage
Number Conditions Unit Size

2780 93112519
jecies: human

ssue. ovary

orphology: epithelial

beulture Methods: Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:3 to 1:6 i.e. seeding

3-6 x 10* cells/cm? using 0.25% trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO,; 37 °C.

ledium: RPMI 1640 + 2 mM L-Glutamine + 10% Fetal Bovine Serum (FBS).

aryotype: Not specified

escription: The A2780 human ovarian cancer cell line was established from

umor tissue from an untreated patient. Cells grow as a monolayer and in sus-

ension in spinner cultures. A2780 is the parent line to the cisplatin resistant cell

e A2780 cis (ECACC catalog no. 93112517) and the adriamycin resistant cell

e A2780 ADR (ECACC catalog no. 93112520).

hipped on dryice

A2780cis o ' 93112517 1 vial
5 human

/- epithelial

Viethods: Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:5 to 1:20 i.e. seeding
1x10° to 1 x 10 cells/cm? using 0.25% trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO,; 37 °C.
Cells will attach slowly after resuscitation and take up to 7 days to reach conflu-
ency. Recommendation: resuscitate cells in media without cisplatin. Add after
subculture of attached cells.

edivm: RPMI 1640 + 2 mM L-Glutamine + 1 um cisplatinum + 10% Fetal
Bovine Serum (FBS) (cisplatinum only necessary every 2-3 passages).

Otype Modal no. 46

Description: This cisplatin-resistant cell line has been developed by chronic expo-
sure of the parent cisplatin-sensitive A2780 cell line (ECACC catalog no.
93112519) to increasing concentrations of cisplatin. A2780cis is cross-resistant
o melphalan, adriamycin and irradiation. An increased ability to repair DNA
damage as well as cytogenetic abnormalities has been observed. In order to
etain resistance cisplatinum has to be added to the media every 2-3 passages.
In addition to this matched pair of drug-sensitive/resistant cell lines an adri-
amycin-resistant cell line, A2780adr (ECACC catalog no. 93112520), has been
isolated from the same parental line A2780.

Shipped on dry ice

85090402 1 vial

" epithelial

~thodls: Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:3 to 1:6 i.e. seeding
at 2 4 x 10 ce!ls/cmZ using 0.25% trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO,; 37 °C.
\Wedium: EMEM (EBSS) + 2 mM L-Glutamine + 1% Non Essential Amino Acids
(NEAA) + 10% Fetal Bovine Serum (FBS).

yotype: Hypertriploid

cription: Derived from an 85 year old female with epidermal carcinoma.

The cells carry large numbers of EGF binding sites and is an indicator cell for
anti-TGF binding.

Shipped on dry ice




KULTIVACE BUNEK

» Specialni plastikové lahvicky, misky rtzné velikosti — sterilni
Kultivace v zivném médiu podle rustovych a metabolickych pozadavku
bunék v termostatu s fizenou atmosférou — 37 °C, 95 % vilhkost, 5 % CO,.
Nutna prisna sterilita!l!l — sterilni roztoky, plastik. nadobky, sklo, pipety
atd., sterilizace autoklavem (120 °C), nebo horkym vzduchem (180 °C)
Prace ve sterilnim laminarnim boxu (typ BioHazard — laminarni proudéni
vzduchu, filtry — chrani i uZivatele — prace s nebezpecnymi viry apod.)

» Zakladni médium je balancované chemické prostfedi — zdroj pro energii
a biosyntézu.

» Doplnky:
a) nedefinované slozky — zvifeci séra (hovézi, teleci, fetalni, koriské)

b) definované slozky (rustové faktory, hormony atd.) — specializované
podle typu bunék
» Zivoé&i$na séra
nejdrazsi souCast média — ze zvirat z ekologicky malo poskozenych
oblasti vhodné definované nahrady sér

» Antibiotika a antimykotika
penicilin + streptomycin, gentamicin (i proti mykoplazmatum)



ZPUSOB KULTIVACE

Suspenzni buniky — po spocitani bunék se ¢ast supenze doplni Cerstvym
kultivacnim médiem

Adherentni (prisedlé) buniky — uvolnéni od podkladu a rozvolnéni shluku
enzymy napft. trypsinem, spocitani bunék, vyseti do Cerstvého média.
Nékteré bunky vyzaduji tzv. ,feeder layer” — vrstvu bunék inaktivovanych
zarenim nebo chemicky slouZici jako podklad pro rust specifickych typu
bunék

Kultivace ve sterilnich plastikovych lahviCkach se Sroubovacimi uzavéry nebo
v miskach ruzné velikosti — otevieny systém v atmosféfe 5 % CO.,.

Velkokapacitni kultivace — na mikroCasticich ve velkych kontejnerech —
automaticka vyména média

Uchovavani bunék v hlubokozmrazeném stavu (-180 °C — mraznice,
tekuty dusik) ve specialnich ampulich a kontejnerech nékolik let. Nutné
kryoprotektivum (proti tvorbé krystalt vody) — vétSinou dimetylsulfoxid nebo
glycerol.

Zmrazovani je pomalé (fizené po 1 °C), rozmrazovani rychlé — ponoreni
ampuli do lazné 37 °C.



KULTIVACE BUNEK

» Adherentni
— odsati média
— oplach EDTA/PBS

» Udrzovani kultury —

-y — Trypsin
pasazovani
se po urcité dobe .. y
oFenese do — cCast kultury se prenese

. , L. do nového média
cerstveého zivného

prostredi



VYUZITI BUNECNYCH KULTUR

» Bunécné kultury se staly nastrojem pro detekci
a objasnovani mechanismu ucinkt bunéénych
regulatort a genu, které urcuji individualni aspekty
chovani bunek.

» Tato technologie umoznila pokrok ve virologii,
somaticke bunecné genetice, endokrinologii,
toxikologii, farmakologii, hematologii, imunologii i ve
vyzkumu karcinogeneze a stala se vyznamnym
nastrojem vyvojove biologie, komplexni tkanove
fyziologie a prumyslové vyroby specifickych
bunéénych produktu.



Vyhody

» lze sledovat ucinky ruznych faktort a mechanismy studovanych déju
bez nezadouci interakce s bunkami jinych typd nebo tkani, u€inku
humoralnich faktort i celkového stavu organismu

» lze ziskat rozsahle populace bunék shodnych viastnosti a sledovat
jejich reakce v kontrolovatelnych podminkach

» homogenita, reprodukovatelnost a mnozstvi materialu umoznuje
studovat a odhalovat zakladni mechanismy vybranych aspekt(
chovani téchto bunék

» specifické bunécné kultury Ize vyuzit k produkci a ziskavani mnozstvi
dulezitych biologickych latek (enzymy, hormony) — hybridomy
» etické hledisko — systém omezuje vyuzivani laboratornich zvirat

Nevyhody
» umély zjednoduseny systém
» poznatky nelze beze zbytku aplikovat na podminky in vivo



Burnky nezralé (nediferencované nebo CasteCné diferencované)
®» bunky kmenové (toti- nebo pluripotentni)
» bunky progenitorové

Jsou schopny sebeobnovy, mohou se dale délit a diferencovat do
zralejSich stadii.

Charakteristické pro embryonalni stadium a v dospélém organismu pro
nékteré tkané (krevni tkan, strevni a kozni epitel, zarodecCné buriky).
Schopné kultivace a dozravani in vitro ve specifickych podminkach.

Bunky zralé — diferencované

Rozriznéné podle typu tkané se specifickymi vliastnostmi. Nejsou
schopny se dale délit, starnou a umiraji apoptozou (nervove, jaterni
bunky apod.)

Schopné kultivace in vitro omezeny pocCet pasazi (diploidni stav) nebo
se z nich vytvareji heteroploidni permanentni linie.



BUNECNE POPULACE IN VITRO

Imortalizované
» z normalni tkané i nadorové linie

asynchronni
» bunky se nachazeji v riznych fazich bunééného cyklu —
prirozeny stav

synchronni

» buriky jsou ve stejné fazi bunécného cyklu — uméle navozené
ruznymi chemickymi latkami, homogenni populace, stejné
reakce

» Vyuziti zejména pfi vyzkumu déju vazanych na urcitou fazi
bunecného cyklu nebo v praxi v nadorove terapii (IéCba
cytostatiky)



EPITELIALNI BUNKY

z lidské tkané kolonu

» linie HT29, CaCO,, HCT116 — nadorové bunky , FHC — fetalni
stfevo, NCM460 — nenadorové.

» Schopnost diferencovat in vitro po pusobeni butyratu
sodneho (NaBt):
» rust aktivity alkalické fosfatazy
» morfologické zmény doprovazené polymerizaci F-aktinu
» vySeni exprese adhezivnich molekul — E-kadherinu

Vhodny model

» pro studium regulace proliferace, diferenciace a apoptozy
epitelu stfeva a mechanismu vzniku nadoru kolonu, pusobeni
lipidovych sloZek vyzivy a environmentalnich polutantd

z lidské tkané prostaty — nadorové i nenadoroveé linie
» pro studium ucinkd cytokint a nadorového mikroprostredi



SREVNI EPITEL - PRECHOD ADENOM X KARCINOM

Bunécné linie
normalni epitel
NCM460

fetalni colon
FHC

Adenom
AA/C1
RG/C2

Adenocarcinom
HT-29
DLD-1
HCT-116
SW480

lymf.
Metastaza
SW-620

Normal

Mucosa

v

Hyper-

proliferation

Ucinky butyratu

Stimulation of proliferation

+—
in the basal crypt

4——— Inhibition of proliferation
in the upper crypt

v

Early

Adenoma

v

Induction of apoptosis

Intermediate

Adenoma

v

Late

Adenoma

Inhibition of proliferation
Stimulation of differentiation

v

Carcinoma

/ Hyperacetylation of histones

Alterations in gene expression

v

Metastases

< chrcssmn of carcinomatosis in vive

(acetate, propionate,
butyrate)

(butyrate)

(butyrate)

(butyrate, propionate)
(butyrate)

(butyrate)y

(butyrate)

(interleukin-2 + butyrate)



Pro ekotoxikologické studie jsou vhodné

» jaterni bunky: primarni hepatocyty (krysi), linie nadorovych bunék
hepatomu (lidského nebo hlodavcu), krysi jaterni fibroblasty

Geneticky modifikované bunééné linie

Linie transfekované rdznymi zkoumanymi geny nebo je postradajici
(,knock-out®)

Luciferase assay

vheseny gen s luciferazou — intenzita svétla odrazi aktivaci pfislusnych
vnitrobunéénych receptord

pro detekci dioxinové aktivity (AhR), estrogenni aktivity ( ER) Ci aktivace
PPAR (peroxisome proliferator — activated receptors) studovanych latek

Intenzita svétla mérena na luminometru.



VYBAVENI LABORATORE PRO KULTIVACE BUNEK

» Sterilni prostredi — specialni plastik, sklo, pipety (sklenéné,
automatické — rizné objemy)
autoklav, horkovzdusna sterilizace (130 °C)

» Klimatizace, UV svétlo

» Destilacni pristroj na supercistou vodu

Laminarni box (Biohazard) — laminarni proudéni vzduchu, filtry —
sterilni prostredi pro praci, ochrana pfi praci

Inkubator — 37 °C, 5 % CO,, 95 % vlhkost

PocitaC castic (bunék)

Inverzni mikroskop

Centrifugy

N4
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ELISA reader
Cytocentrifuga
Fluorescencni mikroskop

Vysokoobratkova chlazena centrifuga (vyménné rotory)

Pratokovy cytometr (FACSCalibur, Beckton Dickinson)
Nékolik laseru, stanoveni nékolika parametrt sou¢asné
u rozsahlych bunécnych populace

FACSVerse

» Fluostar — multifunkéni pfistroj — spektrofotometr, fluorimetr,
chemiluminometr

¢ ¥ ¥ @& @

» Zarizeni pro molekularni biologii
» Vykonna vypocetni technika

,Core facilities* (Laborator molekularni biofyziky)
FACS Aria Sorb (BD) — vysokorychlostni bunécny sorter
Unikatni konfokalni mikroskop Leica s vysokym rozliSenim



MEDIA

Rada druht podle typu bunék (Eaglovo, Dulbecco, RPMI-1640), dodavaji se
kompletni tekuta, koncentraty, praskova — skladovani 40 °C.

Nutna kvalitni apyrogenni voda o vodivosti 0,2-0-1 uS a chemikalie nejvyssi
Cistoty. Nutna sterilizace pres filtr 0,2 um.

Zakladni slozky

Glukoza (nebo galaktoza) a glutamin — zdroj energie a uhliku
Aminokyseliny — zdroj energie a dusiku

Vitaminy — kofaktory pro enzymatickeé reakce

Lipidy — esencialni mastné kyseliny, cholesterol, etanolamin apod.
Anorganické soli — zajistuji osmolalitu, tlumi aciditu, nutri¢ni faktor

Pufracni solné smési — Earlav roztok (fyziolog. roztok s vysokym obsahem
NaHCO3) — kultivace v fizené atmosfére s regulovanym obsahem 5 % CO,
zabranuje rozpadu a alkalizaci média.

Pozadované pH vétSinou 7,2-7,4 — uprava HCl a NaOH

Otevieny systém — Petriho misky nebo lahvi¢ky s povolenym uzavérem
Opticka kontrola — indikator fenolova Cerven

Organické pufraéni systémy — HEPES 20mM

9 ¢ ¢ @ 9 @
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ulture Media

ic Media: Media Formulations

n Nitrate © 4H,0
esium Sulfate (anhydrous)

sparagine (anhydrous)
Acid

ntothenic Acid (hemicalcium)
oxine ® HCI

odium Bicarbonate

R 0883

[1x] g/L

0.1
0.04884
0.4
2.0
6.0
0.8

0.2
0.05
0.02
0.0652
0.02

0.01
0.015
0.02
0.05
0.05
0.04
0.015
0.015
0.02
0.03
0.02
0.005
0.02883
0.02

0.0002
0.003
0.001
0.035
0.001
0.001
0.00025
0.001
0.0002
0.001
0.000005

20
0.001
0.0053

0.3

R 1145
[10x] g/L

1.0
0.04884
4.0

60.0
8.0

2.0
0.5
0.2
0.652
0.2
0.1
0.15
0.2
0.5
0.5
0.4
0.15
0.15
0.2
0.3
0.2
0.05
0.2883
0.2

0.002
0.003
0.35
0.01
0.01
0.0025
0.01
0.002
0.01
0.00005

20.0
0.01
0.053

0.3 at 1x
2.0at 1x

0.1
0.04884
0.4
6.0
6.8
0.8

0.2
0.05
0.02
0.0652
0.02

0.01
0.015
0.02
0.05
0.05

0.015
0.015
0.02
0.03
0.02
0.005
0.02883
0.02

0.0002
0.003
0.001
0.035
0.001
0.001
0.00025
0.001

0.001
0.000005

0.001
0.0053

0.035

0.00025
0.001
0.0002
0.001
0.000005

20
0.001
0.0053

0.02

0.035

0.00025
0.001
0.0002
0.001
0.000005

2.0
0.001
0.0053



Cell Culture Media
Classic Media: Media Formulations

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DME)
D 5523 D 5546 D 5648 D 5671 D 5796
Component [1x] g/L [1x] g/L [1x] g/L

INORGANIC SALTS
Calcium Chloride ® 2H,0 : 0.265
Ferric Nitrate ® 9H,0 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Magnesium Sulfate (anhydrous) 0.09767 0.09767 0.09767 0.09767 0.09767
Potassium Chloride 04 0.4 04 04 0.4
Sodium Bicarbonate — — 3% — 37
Sodium Chloride 6.4 6.4 6.4 6.4 6.4
Sodium Phosphate Monobasic (anhydrous) —_ 0.109 0.109 0.109 0.109
AMINO ACIDS

L-Arginine ® HC| 0.084 0.084 0.084 0.084 0.084
L-Cystine ® 2HC| 0.0626 0.0626 0.0626 0.0626 0.0626
L-Glutamine 0.584 0.584 — 0.584 0.584
Glycine 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
L-Histidine ® HCl ® H,0 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042
L-Isoleucine 0.105 0.105 0.105 0.105 0.105
L-Leucine 0.105 0.105 0.105 0.105 0.105
L-Lysine & HCI 0.146 0.146 0.146 0.146 0.146
L-Methionine 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
L-Phenylalanine 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066
L-Serine 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042
L-Threonine 0.095 0.095 0.095 0.095 0.095
L-Tryptophan 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016
L-Tyrosine ® 2Na * 2H,0 0.10379 0.10379 0.10379 0.10379 0.10379
L-Valine 0.094 0.094 0.094 0.094 0.094
VITAMINS

Choline Chloride 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
Folic Acid 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
myo-Inositol 0.0072 0.0072 0.0072 0.0072 0.0072
Niacinamide 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
D-Pantothenic Acid (hemicalcium) 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
Pyridoxal & HCI 0.004 0.004 - 0.004 —
Pyridoxine ® HCI — — 0.004 — 0.004
Riboflavin 0.0004 0.0004 0.0004 0.0004 0.0004
Thiamine ¢ HC| 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
OTHER

D-Glucose 4.5 1.0 1.0 4.5 45 ‘
Phenol Red  Na 0.0159 0.0159 0.0159 0.0159 0.0159
Pyruvic Acid ¢ Na — 0.1 0.1 — —_
ADD

L-Glutamine o - 0.584 == ==
Sodium Bicarbonate 3.7 37 — 3.7 —
Sodium Phosphate 0.109 — — — —




Nejcasteji pouzivané fetalni bovinni (teleci)
sérum (certifikat)

Animal Sera

Product Testing for Fetal Bovine Sera

SOURCE

COUNTRY USA USA USA USA USA USA
STERILITY / / v v " /
PERFORMANCE v/ v v v v v
CLONING ASSAY v v v v v v
VIRUS (raw material) v v v v v v
MYCOPLASMA v/ v v v/ v v
BACTERIOPHAGE v N/A 4 v N/A N/A
ENDOTOXIN (EU/ml) =10 =10 =10 =10 =10 =10
HEMOGLOBIN (mg %) =20 =20 =20 =20 =20 =20
TOTAL PROTEIN (g %) 3.0-4.5 3.0-4.5 3.0-4.5 3.0-4.5 3.0-4.5 3.0-4.5
ELECTROPHORECTIC PATTERN v/ v v v v v

IgG v N/A N/A N/A N/A N/A
HORMONE TESTING Report result  N/A Report result  Report result  N/A N/A
pH at RT 6.7-8.0 6.7-8.0 6.7-8.0 6.7-8.0 6.7-8.0 6.7-8.0
OSMOLALITY (mOsm/Kg H,0) 260-340 260-340 260-340 260-340 260-340 260-340
CHEMICAL ANALYSIS v/ N/A v v N/A N/A

v’ — Indicates testing is performed and product meets specification.



Metodologicke pristupy




CYTOKINETIKA - chovani bunék v case

Parametry cytokinetiky

t, cas (t) £,




EPITEL TLUSTEHO STREVA (KOLONU)

DIFFERENTIATION APOPTOZA (anoikis)

Fully differentiated
terminal cells

€ kontinualné se obnovujici bunééné
populace

Proliferating/differentiating
cells

Stem cells

ololoJojolo o%

€ fada zasadnich fyziologickych funkci

APOPTOZA
posSkozeng burky)

{andogenni

4> regulitory

€ dynamicka rovnovaha mezi
pFirdstkem bunék na bazi krypty
(proliferace) a ubytkem (apoptoza-
anoikis) na povrchu

ORI

RIgD
oo kJofofolofolofo oo okl

@ regulace endogennimi faktory
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NADOR TLUSTEHO STREVA

» druhym nejc¢astéjSim nadorem u muzi hned po nadoru plic a u zen po
nadoru prsu
= CR - vysoka incidence, predni ve statistikach, alarmujici rast

nerovnovaha
l |
proliferace . . apoptoza
\ diferenciace y
v

poruseni homeostazy tkané

4

karcinom
(kolorektalni)

Se
http://cellbio.utrnb.edu/microanatomy/digestive/lntestine.htm

rozvoj nadoru kolonu - vlivy genetické
- vlivy zevniho prostredi (genotoxicka €inidla
a negenotoxické promotory)



DETEKCE PROLIFERACNI AKTIVITY BUNEK

Rust bunék

» pocty bunék (, Coulter Counter, Casy, Burkerova komurka) v ¢asovych
intervalech od vyseti urcitého poctu bunék — rlstové kfivky

» spektrofotometrické stanoveni celkovych proteind — Amido black
» doba zdvojeni populace (doubling time),
» generacni doba (trvani bunécného cyklu)

Metabolicky aktivni ¢ast populace

» izotopoveé metody - stanoveni podilu populace syntetizujici DNA — inkorporace
3H-tymidinu do DNA — detekce hladiny radioaktivity autoradiograficky nebo
scintilacné — detektor  zareni

» spektofotometrické metody — inkorporace bromdeoxyuridinu — detekce pomoci
navazané protilatky — ELISA reader nebo prutokova cytometrie (FCM)

» metoda redukce MTT na formazan — zalozeno na aktivité mitochondrii

Stanoveni mitotického indexu

» mikroskopické stanoveni podilu bunék v mitdze na fezech z tkani €i bunécnych
preparatech



TESTY CYTOTOXICITY — KOLORIMETRICKE METODY

» MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) test
Zluté MTT se mitochondrialnimi enzymy dychaciho fetézce redukuje na fialovy
formazanovy derivat, ktery zlstava uvnitf bunék ve formé nerozpustnych
granuli. Po pfidani detergentu (lauroylsiran sodny, SDS) a okyseleni se
barvivo z bunék uvolni a rozpusti, takze vznikne roztok k fotometrickému
stanoveni.

» Stanoveni viability — vitalni barveni trypanovou modfi nebo eosinem,
propidium jodid (flow cytometrie) — mrtvé bunky nejsou schopny vyloucit
barvivo a zUstavaji obarvené — % zivych bunék — viabilita



Davkové zavislosti preziti bunék (detekce IC50)

A2780 A2780cis
120 ~ Cisplatin: IC50 = 1.34 uM 120 ~ Cisplatin: 1Cgg = 24.23 uM
ICgq = 6.17 uM ICgg = 48.07 uM
100 A LA-12:  ICgp =022 M 100 4 LA-12:  IC5p= 1.40 uM

1Cgg = 1.00 yM ICqp = 2.65 uM
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Fig. 2. Time- and dose-response effects on the survival of A2780 and A2780cis cancer cell lines. The effects after 72 h exposure to cisplatin or LA-12 in a
concentration range between 0.3 uM and 256 uM were determined by MTT assay. The calculated drug concentrations inhibiting metabolic activity of cells by
50% (ICsp) and 90% (ICqp) are displayed for both derivatives. The results are expressed as mean =+ standard deviations (S.D.) of at least three independent
experiments; all concentrations were tested in three replicates.



POCTY BUNEK

Coulter Counter

» Mezi elektrodou uvnitr trubice
a zevni elektrodou protéeka
elektricky proud

» Burnka prochazejici mezi elektrodami
prerusi tok proudu a vede k zméné

napéti
» Zména napéti je umérna objemu
Castice
it
» Zmeéna napéti musi mit urcitou oy i
prahovou hodnotu, aby byla ] e
zapocitana
» Suspenze bunék v elektrolytu je s omooe
nasavana do trubice s malym
otvorem ARSI

SAMPLE
BEAKER

o SUSPENSION




CASY

» Zakladni princip stejny jako u Coulter Counter

» Navic analyza
— Viability bunék
— Objemu bunék
— Agregatu
— Debris — ,rozbitych bunék®




Ruistové krivky (poc¢ty bunék v €ase)

CELL NUMBER (x 10%)
CELL NUMBER (x 10°)

0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
HOURS HOURS

Figure 3. Growth of HS578T (A) and U937 (B) cells cultivated in the absence (diamonds)
or in the presence of 50 pmol/l PIROX (squares). 25 pmol/l NDGA (circles) or 50 gmol/1
ESCUL (triangles). The solid lines and solid symbols represent nonirradiated cells. The
dashed lines and open symbols represent cells irradiated with 5 Gy. The data are means
+ S.E.M. for three independent experiments performed in triplicates.
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Fig. 4. Jun proteins and lipoxygenase inhibitors slow down proliferation of BM2 cells. The same number of BM2,
BM2vJUN and BM2cJUN cells was seeded and treated with zinc chloride (1.5 x 1074 M). Four hours later,
lipoxygenase inhibitors MK886, ETYA, NDGA and esculetin (Esc) (5 M) were added to cultivation media for
indicated time. Total cell number was determined using cell counter. Columns represent the average values from
three to six independent experiments. Error bars indicate standard deviations.



Koncentracni (davkove) zavislosti
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Fig. 1. Esculetin and NDGA negatively regulate growth of BM2 cells. The cells were cultivated in the presence of
lipoxygenase inhibitors or ethanol solvent in indicated concentrations for 3 days. Total cell number in each sample
was determined using cell counter. The curves represent the average numbers from three independent experiments,
Error bars indicate standard deviations. BM2 cells treated with the amount of ethanol solvent corresponding to
40 uM concentration of inhibitor were used as a reference sample.
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Figure 1. Growth and viability of HT-29 cells after 120-hour-treatment with
TNF-a. P<0.05 versus untreated control; (*) Tukey or (+) LSD test.



XCELLIgence System (Roche)
Real-Time CellAnalyzer

» Specialni desticky s mikroelektrodami —
zaznamenavaji se zmeny impedance

» Meri tzv. cell index (Cl) v realném Case
» (odrazi zmeény v rustu, adhezi, morfologii bunék)

..............



Cell index po pusobeni mastnych kyselin
(DHA, NaBt) a jejich kombinace

Linie FHC (lidské fetalni stfevo)
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DETEKCE BUNECNE SMRTI

apoptoézy/nekrézy/autofagie

» Morfologicky — svételny mikroskop
» Fluorescencni mikroskop

» Pratokova (flow) cytometrie
(TUNEL- barveni koncu fragmentu DNA, AnnexinV,
subGO/G1 populace)

» Stanoveni specifickych markeru (proteinu, mRNA)
téchto procesu (western blotting, RT-PCR)



STANOVENI APOPTOZY

vice metod principialné odliSnych

APOPTOZA

Fagocytdza makrofagy

» Aktivace kaspaz

» Kondenzace bunky a organel

» Kondenzace chromatinu

» Ztrata asymetrie bunéCné membrany

» Zachovani integrity bunééné membrany

» Tvorba ,bodies” a jejich fagocytdza okolnimi
bunkami

Stanoveni apoptézy na ruznych uUrovnich
procesu... (aktivace kaspaz, uvolneni
cytochromu c, Stépeni cilovych proteinu, DNA)



MORFOLOGICKA DETEKCE APOPTOZY
barveni DAPI

» Béhem apoptdzy — fragmentace
DNA ~ 200 PB

» DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) prochazi
neporusenou cytoplazmatickou
membranou

» DAPI se vmezefuje do DNA —
typickeé ,rosety” pod fluorescencnim
mikroskopem — apopticka téliska

» AbsorpCni maximum ~358 nm
(ultrafialova)

»  Emisni maximum ~461 nm (modra)

http://springerimages.com/Images/Biomedicine/1-10.1007_s13277-010-0036-6-3
http://cytoquant.com/mediac/450_0O/media/8cda7dca66452e40ffff84f0ac144225.JPG




DIFERENCIACE

» Rozruznéni bunék do odlisnych typu (pfi vyvaoiji,
v dospélosti v nékterych tkanich — krevni, epitelialni)

Pri diferenciaci
» se méeni morfologie bunék

» stoupa aktivita specifickych enzymu (napf. alkalické
fosfatazy)

» stoupa exprese specif. povrchovych antigenu
(CD11b, CD 14)

» vznika schopnost fagocytdzy a produkce kyslikovych
radikalu (méreni redukce NBT nebo
chemiluminiscencéneé)



STANOVENI DIFERENCIACE BUNEK
Z ADENOKARCINOMU KOLONU (LINIE HT-29)

» Bunky diferencuji po pusobeni butyratu sodného (NaBt, 2-5 mM, 72 h).

» Morfologické zmény, adheze, zvySena exprese E-kadherinu,
polymerizace F-aktinu

» ZvySeni aktivity alkalické fosfatazy

» Metoda fluorimetrickeho stanoveni — pfistroj Fluostar (spektrofotometr,
fluorimetr, chemiluminometr).

» Spektrofotometrie = stanovovani vlastnosti vzorku, napf. koncentrace
urcité latky v roztoku, na zakladé pohlcovani svétla v ruznych vinovych
délkach spektra.

zdroj svétla

Stérbina

I \ detektor
oplicka I J

mrizka kyveta




APOPTOZA

% bunék s apoptickou morfologii
(pocita se cca 200 bunék/vzorek)

DIFERENCIACE

Aktivita ALP vyjadiena v %
kontroly (=100%)
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Figure 5. The effects of Trolox (100 ug/mL added 1 h before
other compounds) on (A) apoptosis (% of cells with apoptotic
nuclear morphology, DAPI staining) and (B) differentiation
(ALP activity,% of control) of FHC cells treated 48 h with
50 uM DHA, NaBt (3 mM) and their combination. Statistical
significance: p < 0.05 versus control (*), versus DHA (o), ver-
sus NaBt (+), and versus the respective sample without Trolox
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PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Jedna z hlavnich pouzivanych
» metodologii.

» Méfeni fady bunéénych parametra
v kratkém Case u 10 tis. bunék.

» FACSCalibur
» FACSVerse

» FACSAria — vysokorychlostni
sorter




BUNECNY CYKLUS
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DETEKCE POCTU BUNEK V JEDNOTLIVYCH
FAZICH BUNECNEHO CYKLU

» Flow cytometrie — procento bunék v GO/G1, S a G2/M fazi (propidium iodid)
Stanoveni delky fazi bunécneho cyklu — autoradiografické metody, BrDU

7: Analysis of DNA—general methods
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LIPIDOMICKE ANALYZY
(spoluprace s VUVel)

» zmény obsahu jednotlivych typd MK v celkovych bunéénych lipidech
» GC-MS (gas chromatography — mass spectrometry)

» 2) zmény obsahu AA, resp. DHA v jednotlivych skupinach fosfolipidu:
» PC, PS, PI, PE, SM a v neutralnich lipidech
»
»
»
»

LC-MS-MS (high — performance liquid chromatography

— tandem mass spectrometry)

po pusobeni AA, DHA, NaBt a kombinaci AA/NaBt, DHA/NaBt)
u bunék FHC a HCT-116
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