KBB/BB2 Bunécna biologie Il - cviceni (LS)

Hodnoceni cytotoxicity in Vitro na modelu lidské
bunécné linie A2780

TEORETICKY UVOD
Bunééné systémy v molekularni a bunééné toxikologii

Toxikologie je multidisciplinarni obor, vyuzivajici poznatky fyziologie, biochemie,
chemie, farmakologie, biologie, imunologie a spousty dalsich odvétvi. Toxikologie zahrnuje
fadu subdisciplin:

environmentalni toxikologie — studuje toxikanty ve vodg¢, pud¢ a ovzdusi

organova toxikologie — studuje toxicitu v jednotlivych organech; napi. hepatotoxicita,
nefrotoxicita, neurotoxicita, kardiotoxicita apod.

forenzni, analyticka a klinicka toxikologie — studium ptitomnosti a koncentrace Ié¢iv ¢i toxint
Vv lidském téle, télnich tekutinach (therapeutic drug monitoring — TDM), v dikaznim materialu
(forenzni aplikace)

aplikovana toxikologie — vyuziti poznatku z dil¢ich toxikologickych disciplin k aplikaci v praxi
,regulatory toxicology* — legislativni disciplina, aplikace poznatkt z toxikologie do pravniho
a spravniho systému

Molekularni a buné¢éna toxikologie — studuje toxicitu a mechanismy toxicity na bunécné
arovni v in vitro systémech rizného stupné biologické komplexity

V molekularni a bunééné toxikologii se studuji G¢inky vétsinou nizkomolekularnich latek
na bunécéné systémy a subcelularni entity véetné organel, nukleovych kyselin, receptoru,
enzyml, membran apod. Pro studium se vyuzivaji systémy rizného stupné biologické
komplexity a integrity. V bunétném uspoiadani in vitro se v molekularni a bunééné toxikologii
vyuzivaji izolované (perfundované) organy, tkanové kultury, tkanové fezy, a nejéastéji izolované
buiiky.

Kazdé usporadani mé své vyhody a nevyhody; vyssi stupeni biologické komplexity blize
reprezentuje skutecny fyziologicky stav systému, ale na druhou stranu nastavaji problémy
technické, analytické a interpretacni, nebot’ do hry vstupuje mnoho faktori. Izolované bunky
predstavuji nejjednodussi in vitro bunécny systém, ovSem maji fadu limitaci a rozdili oproti
realnému stavu v lidském ¢i zivo€iSném organismu.



Bunééné systétmy pro molekularné toxikologické studie vyuzivaji nékolik  druha
experimentalniho usporadani:

Suspenzni bunééné kultury — obvykle se jedna o krevni buriky, které za podminek in
vitro casto proliferuji a Ize je kultivovat i dlouhodobé. Dale se mize jednat o bunky izolované
z organi, napt. hepatocyty, které se vyuzivaji pro kratkodobé studie (fadové hodiny), casto
metabolické. Vyhodou systému je moznost dobrého promichavani suspenze a zajisténi
homogennich koncentra¢nich vztahti. Nevyhodou je nutnost separace média od bunék pro dalsi
analyzy, resp. kratkodobost studii.

Imobilizované buiiky — rizné typy bunék se fixuji napt. do dutych vlaken, perlicek,
pomoci sorbentt gelt apod. Hovofime ¢asto 0 tzv. bioreaktoru, kdy Ize optimalné zajistit piivod
zivin pro bunky, véetné plynt, a odvod metabolickych zplodin a rovnéz metaboliti v ptipadé
metabolickych studii. Z hlediska studia metabolismu se jednad o unikatni systém simulujici
cirkulaci v krevnim fecisti nebo organu. Nevyhodou je technickd naro¢nost neumoziujici
masovej$i Vyuziti modelu. Za optimalnich podminek a pfi pridavku antibiotik lze systém casto
udrzovat funk¢éni po dobu nékolika dnu. Vyuziva se jak fixace izolovanych bunék z organt
(hepatocyty), tak proliferujicich nadorovych bunék — napt. v uspotfadani dutych vlaken.

Adherentni bunééné kultury — nejéastéjsim experimentalnim uspofddanim pro praci
s buné¢nymi kulturami lidskych a zivocisnych bunék in vitro jsou tzv. adherentni bunééné
kultury. Buiiky jsou kultivovany vétsinou v plastovych kultivacnich lahvich, na deskach nebo
vicejamkovych deskach. Je nutné, aby bunky ke kultivaénimu podkladu pfilnuly (adherence);
kazdy bunéény typ vyzaduje specifické podminky. Pro vétSinu nadorovych linii postacuji
k adherenci elektrostaticky nabité plasty. N&které typy bunék vyzaduji fixaci na substrat, jako je
napt. kolagen, laminin, elastin apod. Pro kultivaci vétsiny typa bunék byla vyvinuta a jsou
komeréné dodavana specialni Kkultivaéni média, obsahujici vhodné kombinace nutrieti,
hormond, vitamind, esencialnich substrati atd. Do médii pro kultivace se vétSinou piidava
fetalni teleci sérum (FBS), které obsahuje fadu rastovych faktord nutnych pro proliferaci
a diferenciaci bun¢k. Dale se do média ptidavaji acidobazické indikatory pro snadnou kontrolu
kvality kultivacniho média (odpadni produkty jsou Casto kyselé povahy a nasledné méni barvu
média). Buniky se ¢asto kultivuji v pfitomnosti antibiotik (penicilin, streptomycin), ale tento
faktor je tfeba vzit v potaz pfi interpretaci experimentalnich dat. Bunécné kultury se udrzuji ve
specialnich inkubatorech, nejcastéji pii 37°C a v atmosféie 5% oxidu uhli¢itého.

Nejcéastéji vyuzivanymi bunéfnymi kulturami in vitro jsou komeréni nadorové linie.
V soucasné dobé jako dva hlavni zdroje linii jsou organizace ECACC (European Collection of
Cell Cultures) a ATCC (American Tissue and Cultures Collection).

Linie maji definovany fenotyp a doporuc¢ené kultivaéni podminky. Jejich pouziti
v bunécné toxikologii je dano zadanym sledovanym parametrem; napt. hepatomové linie —
indukce jaternich biotransformacnich enzymu, neuroblastomové linie — blokada kalciovych
kanali apod. Casto se vyuzivaji upravené nadorové linie — v laboratofich nebo komeréné.
Nejcasteji se jedna o genové manipulace zahrnujici stabilné transfekované linie pro tzv. gene
reporter assays, nebo manipulace vedouci k vyssimu stupni diferenciace linie v dany bunéc¢ny
typ.

V ramci praktické vyuky budeme vyuzivat linii A2780 odvozenou od lidského
karcinomu vajec¢niku.



Druhou hlavni skupinou buné¢nych kultur pro in vitro studie cytotoxicity jsou tzv.
primarni kultury. Jedna se 0 bunky izolované ze zvitecich (mys, potkan, pes, prase, opice,
kralik) ¢i lidskych organu (jaterni, ledvinové, kozni, pankreatické, placentarni, srde¢ni apod.).
Oproti nadorovym liniim maji primarni kultury velkou vyhodu v tom, Zze velmi blizce
reprezentuji fyziologickou situaci in vivo, nejsou transformované, jsou vysoce diferencované,
maji specifické funkce apod. Na druhou stranu prace S témito kulturami prinasi i fadu tskali:

1) Existuje odlisna legislativa a eticka pravidla tykajici se vyuziti lidskych organd, coz limituje
zdroj experimentalniho materialu.

2) Buiky v primarni kultufe se nachazeji ¢asto v tzv. fazi GO bunécného cyklu (quiescence) a
nedéli se, tedy mnozstvi experimentalniho materialu je od pocatku dané a nelze jej navysit.
Experiment v zasadé nelze v jedné kultuie zopakovat. V posledni dobé se na trhu objevuji
napft. geneticky upravené hepatocytové kultury, kdy jsou bunky reversibilné ¢i ireversibilné
imortalizovany a opét se v kultufe maji schopnost délit.

3) Jelikoz jsou bunky izolovany z organi lidskych jedincd, vyskytuje se v nasledné
pfipravenych primarnich kulturach zfetelna interindividualni variabilita, ktera si vyzaduje
opakovani experimentu ve vy$sim poétu nezavislych kultur.

4) V podminkach in vitro dochazi ¢asto k tzv. dediferenciaci bungk, tj. k postupnému vymizeni
puvodniho fenotypu. Vhodnou suplementaci kultivaéniho média lze tento proces podstatné
zpomalit. Pti dlouhodobych kultivacich rovnéz nékdy dochazi k tzv. pterustani kultury
kontaminujicimi proliferujicimi buiikami — ¢asto fibroblasty.

5) Primarni bunééné kultury je vetsinou tieba vyuzit bezprostiedné po jejich pripravé, tzn.
dochazi k wur€itému cCasové-Oorganiza¢nimu tlaku. Béznym zpGsobem skladovani
proliferujicich nadorovych bunék je Kkryoprezervace; tyto techniky ale vétSinou nejsou
vhodné pro primarni kultury.

Mechanismy bunééného poskozeni — toxiny

Na bunééné Grovni mohou razné latky (toxikanty) vyvolavat poskozeni buiiky rtiznymi
mechanismy. Jako bunééné poskozeni definujeme odchyleni se bufiky od normalniho
fyziologického stavu do stavu abnormalniho, kdy se vétsinou jedna o ireversibilni dé&j (pozn.
existuji reparacni mechanismy).

Prvni typ bunécného poskozeni je ptimé destruktivni poskozeni bunécnych struktur —
oxida¢ni poskozeni lipidt, proteint, nukleovych kyselin — a nasledné naruseni integrity
bunécnych membran nebo intracelularnich struktur (cytoskeletu). Poskozeni vyvolavaji latky
reaktivni — chinony (anthrachinon), radikalové slouceniny (peroxidy, hydroperoxidy), volné
radikaly (ROS, RNS), elektrofilni slou¢eniny, alkyla¢ni ¢inidla (cis-platina), organicka
rozpoustédla (tetrachlormetan, toluen), silné kyseliny (kyselina sirova) a zasady (hydroxid
sodny), tézké kovy (Pb, Hg) apod.

Druhym zptisobem demonstrace toxicity in Vvitro je nedestruktivni interakce se
subcelularnimi entitami, tj. inhibice enzyma, blokace iontovych kanalt, antagonismus receptorti
nebo interference s cytoskeletem ¢i DNA. Tudiz buiika uhyne napt. v duasledku inhibice
proteosyntézy, inhibice replikace DNA, naruseni dynamiky mikrotubult, inhibice ATP-
dependentnich iontovych pump apod. Ve vlastni bunécné toxikologii pak stejné jako v prvnim
ptipad¢ hodnotime soubor parametri vypovidajicich o toxickém poskozeni bunky.



Hodnoceni cytotoxicity in vitro

Parametry hodnoceni in vitro cytotoxicity: Na zakladé mechanismu bunécného poskozeni
volime v praxi nejvhodnéj$i experimentalni parametr pro hodnoceni cytotoxického t¢inku noxy.
Nejcastéji se jedna zejména o hodnoceni:

1) integrity bunécné membrany — influx barviv (Trypanova modf, propidium jodid), resp. Gnik
(leakage) intracelularnich enzymu mimo bunku (laktatdehydrogenasa,
aspartataminotransferasa apod.)

2) funkce mitochondrii — MTT a XTT testy, syntéza ATP, membranovy potencial

3) funkce lysozomui — barveni neutralni ¢erveni

4) proteosyntézy, obsah celkovych proteinu (biuretova reakce, Lowryho metoda, Bradfordova
metoda apod.), exprese specifickych proteini (western bloting, imunohistochemie), sekrece
specifickych proteinti (albumin — imunodifuze dle Manciniové apod.)

5) obsahu a syntézy nukleovych kyselin - stanoveni DNA a RNA, analyza genové exprese, flow-
cytometrie; BrDU — prolifera¢ni assay apod.

6) specifické funk¢ni eseje

Hodnoceni in vitro cytotoxicity: Dulezita je vhodna volba experimentalniho modelu. V nasem

praktickém cviéeni vyuzijeme lidské hepatomové bunky A2780 pro studium toxicity. Z divodu

moznosti zpracovani velkych sérii vzorkli a nasledného vyhodnoceni dat se casto voli
experimentalni uspofadani na mnohojamkovych (96) kultivaénich deskach. U cytotoxicity in
vitro hodnotime tii zakladni profily:

1) mechanismus uéinku - pro hodnoceni musime zvolit vhodny modelovy toxin (tzv. pozitivni
kontrola), ktery mimikuje zplsob bunécného poskozeni studovanou noxou. Napft. tert-
butylhydroperoxid (radikalové poskozeni), tetrachlormetan (oxida¢ni poSkozeni po
metabolické aktivaci), D-galaktosamin (viralni poSkozeni), paracetamol (elektrofilni
poskozeni) apod. Paralelné je dilezité zvolit i tzv. negativni kontrolu — tj. rozpoustédlo
(vehikulum) pro eliminaci jeho vlivu na bunéné funkce. Nejcastéji se voli voda,
dimethylsulfoxid, vzacnéji ethanol, aceton, dimethyformamid apod.

2) ¢asova zavislost cytotoxicity - v podminkach in vitro hodnotime tzv. akutni cytotoxicitu (ne
chronickou). Volime bud’ kratké casové intervaly (1/2 hod — 6 hod) nebo delsi casové
intervaly 24 hod — 72 hod. Casova zavislost cytotoxicity ¢asto vypovidd o mechanismu
poskozeni, sekundarnich dé&jich vedouci k poskozeni apod. (napi. paracetamol je v kratkych
¢asech netoxicky, ale po vycerpani intracelularniho poolu glutationu se projevi masivni
toxicita); dale jde obecné o metabolické aktivace vedouci k cytotoxicite.

3) koncentraéni zavislost cytotoxicity — tzv. dose-response analyza. Na bunky se putsobi
zkoumanou latkou v koncentracni $kale, c¢asto velmi Siroké, proto se voli logaritmické
odstupiiovani koncentraci. O toxicité latky za danych experimentalnich podminek, v daném
case a v daném buné&tném typu vypovida tzv. hodnota IC50 (half maximal inhibitory
concentration), coz je koncentrace noxy, ktera vyvola 50% maximalniho bunécného
poskozeni/smrti (vztazeno k modelovému toxinu). Cim je tedy substance toxi¢téjsi, tim nizsi
vykazuje hodnotu IC50. Grafické vyjadieni dose-response zavislosti predstavuje hyperbolicka
kiivka; v logaritmickém vyneseni koncentrace potom dostavame sigmoidni Krivky
nejruznéjsiho charakteru. Hodnota IC50 se potom vypocte jako inflexni bod na sigmoid¢. Pii
sledovani casové zavislosti toxicity se potom IC50 hodnoty uvadéji pro dany ¢as.
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Stanovit ¢asovou a koncentraéni cytotoxicitu vybranych prirodnich latek in vitro v lidské
nadorové bunécné linii A2780.



PRAKTICKA CAST

Kultivace bunék

Bunécna linie A2780 patfi mezi tzv. adherentni bunécné linie a je rutinné kultivovana
v plastovych nadobach a na plastovych kultivaénich deskach. Bunky rostou v monovrstvé. Jako
kultivacni médium je vyuzito komeréné dodavané RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
-1640), obohacené o antibiotika (penicillin, streptomycin), glutamin a 10% fetalni bovinni sérum
(FBS). Kultivace se provadi v termostatovaném inkubatoru v atmosféie 5% oxidu uhli¢itého.

Techniky kultivace nadorovych bunék za sterilnich podminek, demonstrace laboratornich
pomiicek a nadobi a demonstraci kultivace A2780 bunék vysvétli a nazorné piedvede
vyucujici.

Trypsinizace a pasazovani bunék

Buné&ény cyklus A2780 bungk trva piiblizn¢ 15h. Obecné, buiky se nesmi nechat dorist
do 100% konfluence, protoze nasledné, diky kontaktni inhibici, dochazi k umirani bungk.
Konfluence se hodnoti odhadem mikroskopicky. P#i cca 80 - 90% konfluenci bunék se kultura
tzv. pasazuje. Jedna se 0 rozruseni mezibunéénych kontaktt a kontaktti bunék s kultivacnim
povrchem pomoci proteasy trypsinu, proto se ¢asto hovori o tzv. trypsinizaci bunék.

Vyucujici vysvétli postup trypsinizace a pasazovani bunék. Studenti pracuji ve dvojicich
a kazdadvojice provedetrypsinizaci a pasazovani dle navodu.

Navod:

Z kultivaéni lahve stémét konfluentni kulturou A2780 bunék odsajeme za sterilnich
podminek kultiva¢ni médium. Kulturu oplachneme sterilnim roztokem PBS (cca 5 ml) a tento
roztok opét odsajeme. Na kulturu aplikujeme 1 mL pracovniho roztoku trypsinu, lahev uzavieme
a opatrnym naklanénim a poklepavanim lahve docilime rovnomérného rozprostieni roztoku
trypsinu po celé kultivaéni plose lahve. Lahev vlozime na 2-5 minutdo termostatovaného (37°C)
inkubatoru. Desku vytahneme z inkubatoru a opakovanym naklanénim lahve a poklepavanim
docilime odlepeni se bunék (detachement) od kultivaéniho podkladu. Piasobeni trypsinu
zastavime piidavkem 9 mL kultivacniho média obsahujiciho 10% fetalni teleci sérum a burniky
resuspendujeme dikladnym, ale opatrnym opakovanym promichanim pomoci nasavani do
pipety a zpétnym vypousténim. Bunky jsou nyni pfipraveny na pocitani a na vyseti do kultury.




Trypan Blue Exclusion Assay — poditani bunék, stanoveni viability a vyseti bunék

V bunééné suspenzi ziskané pii pasazovani bunék (viz vyse) je tieba stanovit koncentraci
(pocet) bun¢k a jejich Zivotnost (viabilitu). Nejéastéji se vyuziva tzv. Trypan Blue Exclusion
test zaloZzeny na skutecnosti, ze zdrava (ziva) bunka, pokud je vystavena okolnimu prostiedi se
specifickym barvivem (napt. Trypanova modf), nevpusti barvivo do intracelularniho prostoru
diky integrit¢ bunécné membrany a funk¢nosti transportnich systému.. Naopak bunky mrtvé ¢i
poskozené se nabarvi Trypanovou modii. Bunécnou suspenzi v roztoku Trypanové modfi
hodnotime mikroskopicky v tzv. Biirkerové komirce, kdy ur¢ime jak pocet bunék v daném
objemu buné&tné suspenze, tak i podil zivych (nenabarvenych) bunék v celkové bunééné
populaci.

Vyucujici vysvétli postup pocitani bunék a stanoveni viability. Studenti pracuji ve
dvojicich a kazdy student provede barvenia pocitani bunék ve vlastnim vzorku. Studenti ve
dvojicisi pak ziskanévysledky zpraméruji.

Niavod:

Smisime 10 pl dobfe promichané bunééné suspenze a 90 pl roztoku Trypanové modfi.
Prichystame si Biirkerovu komurku, kterou piekryjeme krycim sklickem. Nasledné aplikujeme
2 X 10 pl obarvené suspenze do Biirkerovy komurky pipetou takovym zptisobem, ze se suspenze
dostane do prostoru pod kryci sklicko kapilarnimi silami.

Suspenze zde
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Suspenze zde

Biirkerova komiirka ma pfesné definovany objem a je systémem trojitych car rozdélena
na 9 velkych ctvercovych poli (3 x 3) a kazdé velké pole je rozdéleno systémem dvojitych carna
16 malych ¢tvercovych poli (4 x 4).

Provedeme pocitani bunék pod mikroskopem. Spocitame pocet bunék Vv 5-ti nahodné
vybranych velkych ¢tvercovych polich v horni ¢asti Biirkerovy komirky a poté v 5-ti nahodné
vybranych velkych étvercovych polich v dolni ¢asti Biirkerovy komurky. Pocitame zvlast
bezbarvé (Zivé) a nabarvené (modré - mrtvé) builkky. Vypocteme aritmeticky primér z pocta
buné¢k v 10-ti polich. Nasledné vypocteme viabilitu a koncentraci bunék:



il ocet Zivych bunék
Viabilita (%) = P T
pocet Zivych bunék + pocet mrtvych bunék

Koncentrace (mil./ml) = primérny pocet zivych bunék ve velkém ctverci

Kazda dvojice studenti provede vyseti bunék. Pracovni bunétnou suspenzi natedime
sérovym kultivaénim médiem tak, abychom ziskali pozadované mnozstvi suspenze (40 ml)
0 koncentraci 150 000 bunék/ml. Nasledn¢ pomoci multikanalové pipety vysejeme suspenzi na
3 kultivacni 96-ti jamkové desky, 200 pl suspenze na jamku, tj. 30000 bun¢k na jamku. Desky
S buitkkami umistime do inkubdatoru (37°C) a kultivujeme je pies noc.




Priprava roztoku testovanych latek a médii

V praktickém cvi¢eni provedeme testovani cytotoxicity vybranych latek. Jako
rozpoustédlo (vehikulum) bude vyuzit dimethylsulfoxid (DMSO). Testované latky budou kofein
a kuchynska sal (NaCl).

Kultivaéni média vcetn¢ aditiv budou zajisténa z komerénich zdroji dle doporuceni
vyrobce. Pro kultivaci A2780 bunék vyuzijeme RPMI 1640 obsahujici antibiotika (penicillin,
streptomycin), glutamin a 10 % fetalni bovinni sérum.

Navod:

Piipravime Si zasobni roztoky testovanych latek v RPMI 1640, které poté budeme
aplikovat na bunky v 96-ti jamkové desti¢ce. Zasobni roztok o nejvysSich koncentracich
kofeinu (62,5 mM) a NaCl (2M) ptipravi vedouci cvieni. Ty pouzijeme k pripravé roztoki
0 pozadovanych koncentracich, které budeme testovat. Pfipravime koncentracni skalu
V logaritmickém métitku, tzn. dvé sousedni koncentrace lisici se 10 x (viz tabulka ¢. 1 a 2).
Latky skladujeme do ptistiho bloku praktik pii 4°C.

Ptipravime nésledujici koncentrace latek:

Tab. &. 1: Redéni NaCl

Zkumavka Mnosstvi média MnoZstvi roztoku Vysledna
NaCl koncentrace NaCl

1 2,5ml 2,5 ml 2M 1M

2 1,5ml 1,5ml 1M 05M

3 2,7 ml 300 pl 0,5M 0,05 M

4 2,7 ml 300 ul 0,05M 0,005 M

5 2,7 ml 300 pl 0,005M 0,0005 M

6 2,7ml 300 ul 0,0005M 0,00005 M

Tab. & 2: Redéni kofeinu
. . Mnozstvi roztoku Vysledna
Zkumavka Mnozstvi média . .
kofeinu koncentrace kofeinu

1 2,5ml 2,5 ml 62,5mM 31,25 mM

2 1,5ml 1,5 ml 31,256mM 15,625 mM

3 2,7 ml 300 pl 15,625mM 1,56 mM

4 2,7 ml 300 pl 1,56mM 0,156 mM

5 2,7ml 300 pl 0,156mM 0,0156 mM

6 2,7ml 300 pl 0,0156mM 0,00156 mM




Sledovani ¢asové a koncentraéni zavislosti cytotoxicity in vitro

V druhém bloku praktickych cvi¢eni provedeme inkubace testovanych latek pripravenych
v minulém bloku s A2780 buiikami vysetymi na 96-ti jamkové desky. Sledovat budeme ¢asovou
a koncentrac¢ni toxicitu téchto latek pomoci metodiky MTT testu.

Navod:

Jako negativni kontrolu pouzijeme médium obsahujici 0,1% DMSO a jako pozitivni
kontrolu médium obsahujici 2% Triton-X100. Z kultiva¢nich desek s A2780 buiikami vysetymi
v piedchozim bloku cvi¢eni odsajeme za sterilnich podminek Kkultivaéni médium (ptedvede
vyucujici). Nasledné pomoci automatické pipety nasadime za sterilnich podminek latky na
bunky. Aplikujeme 200 ul roztoku na jamku. Kazdy jednotlivy experiment (tzv. treatment)
provedeme v tetraplikatu, tj. stejnou latku ve stejné koncentraci nasadime paralelné do
4 kultivacnich jamek. Testujeme 2 rizné latky v 6-ti koncentracich a 4 paralelnich vzorcich, plus
2X negativni a 2X pozitivni kontrola — tzn. nasazeni provedeme celkem v 56-ti jamkach. Schéma
nasazeni latek bude vysvétleno vyucujicim. Kazda dvojice student nasadi latky v identickém
schématu paralelné na 3 kultivaéni desky. Pro studium casové a koncentra¢ni zavislosti
cytotoxicity budou inkubace na téchto jednotlivych deskach ukoncéeny (a nasledné nasazen MTT
test — viz nize) v ¢asech 1 hod, 3 hod a 24 hod.

Obecné schéma vyseti testovanych latek na kultivacni desky:

NaCl Kofein
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

RPMi
Triton

Oznaceni vzorku NaCl [M] Kofein [mM]
Cy 0,00005 0,00156
C, 0,0005 0,0156
Cs 0,005 0,156
Cs 0,05 1,56
Cs 0,5 15,625
Ce 1 31,25




MTT test

Jedna se o test zivotnosti bunék. Vychazi ze skutecnosti, ze v zivé bunce funguji
mitochondrialni dehydrogenasy, zatimco v bunce poskozené ¢i mrtvé nikoliv. Bunééna kultura je
inkubovana s roztokem tzv. methyltetrazoliové soli (odtud MTT), coz je sloucenina, ktera ma
v oxidovaném stavu zlutou barvu a ve stavu redukovaném tmavé fialovou barvu. Stupen
konverze MTT na fialovy produkt je tedy pifimo umérny aktivité mitochondrialnich
dehydrogenas a tedy zivotnosti bunék. Jak jiz bylo zminéno vyse, v experimentalnim uspotradani
se zatadi do kultury i tzv. negativni kontrola (rozpoustédlo = 100% zivotnost) a pozitivni
kontrola (modelovy toxin nebo tenzid Triton-X100 = 0% Zivotnost).

Zluty Tmavé fialovy

2 a

/kN _N _ ' HN —n
{ \>_\© Mitochondrial Reductase \
N* <
Br-

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E, Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

S

Navod:

MTT test provedeme po ukonceni inkubaci A2780 bunék s testovanymi latkami (po
uplynuti pozadovaného Casu). Obsah kultivacni desky (96-jamkové) opatrné vyklepneme do
vylevky a kapky média ulpélé na okrajich jamek odstranime osusenim bunicinou. Za pouziti
vicekanalové pipety aplikujeme do kazdé jamky na buiky 100 ul pracovniho roztoku MTT
(0,3 mg/ml v RPMI) a desku umisime do inkubatoru, dokud se nevytvofi viditelné fialové
krystaly (0,5 — 1 hodina).

Po ukonceni inkubace vylijeme obsah desky do vylevky a kapky média ulp&lé na okrajich
jamek odstranime osusenim buni¢inou. Fialové krystaly redukovaného MTT rozpustime
aplikaci 100 ul DMSO do kazdé jamky pomoci vicekanalové pipety. Doba ptisobeni DMSO je
cca 5 minut za mirného protrepavani. V tento okamzik jsou vzorky piipraveny bud’ ke
skladovani v lednici ptes noc, nebo k nasledné spektrofotometrické analyze.



Spektrofotometrie

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni MTT testu se vyuzije metoda absorpéni
spektrofotometrie ve viditelné oblasti, nebot’ produkt reakce vykazuje tmavé fialové zbarveni.
Jedna se 0 absorp¢ni spektralni techniku, kdy méfime tzv. transmitanci (T) neboli propustnost, tj.
pomgér intenzity svétla pred vstupem do roztoku a vystupujiciho z roztoku:

T =100 x (1/1p) lp = intenzita svétla na vstupu do vzorku
I = intenzita svétla na vystupu ze vzorku

Transmitance neni linearné  zavisla na koncentraci analytu a vykazuje
logaritmickou zavislost:

T:10-£xCx|

kde ¢ je molarni koncentrace latky, | je délka drahy prochazejiciho svétla vzorkem
v centimetrech a € je molarni absorpéni koeficient dané latky, ktery zavisi na povaze latky

a pouzité vinové délce svétla (L mol™*cm™).

Po konverzi exponencialni funkce ziskame tzv. Lambert-Beertv zakon:
A=-logT=gexcx|

Definujeme pak parametr absorbance (A), ktera je linearni funkci koncentrace analytu. Ve
spojeni s MTT testem lze fici, ze absorbance vzorku je pfimo iimérna Zivotnosti bun¢k.

Navod:
Plastové desticky s rozpuSténymi krystaly produktu v DMSO vlozime do UV/VIS
spektrofotometru (pfedvede a obsluhu pfistroje vysvétli vedouci cviceni), ktery zatfepanim

promicha méfené vzorky a provede zméfeni absorbance ve vSech jamkach pii vinové délce
540 nm.




Vyhodnoceni
Me¢teni absorbance byla provadéna paralelné v tetraplikatech. Nejprve vypocéteme aritmeticky
pramér pro jednotlivé vzorky:

Apram = (Ar+ Az + Azt Ay)ld

Od ziskanych hodnot pramérné absorbance pii 540 nm odeéteme primérnou hodnotu pozadi:
Acorr = Aprﬁm - ABL-prﬁm

Kde Acor je korigovana absorbance; Aprim je prumérna absorbance vzorku; Agt- pram je pramérna
absorbance pozadi.

MTT test je toxikologicky parametr, kdy pii dosazeni maximalniho bunééného poskozeni (napt.
inkubaci s Tritonem-X100) je hodnota MTT testu blizka pozadi, tj. nepfichazi v tvahu
rezidualni hodnoty MTT. Proto Ize viabilitu bunék vypocitat ze zjednoduseného vzorce:

Viabilita (%) =100 x Acorr—vzorek

Acorr—-DMSO

Viabilitu vypocteme pro kazdy zméteny vzorek.

Koncentracéni zavislost cytotoxicity — Vv danych inkubacnich casech sestrojime kiivky
zavislosti viability (osa Y) na koncentraci latky (osa X). Koncentraci latek vyjadiime
V logaritmickém meéftitku (log c) a ziskané zavislosti by mély mit sigmoidni pribéh (viz vyse).
Ze ziskanych grafickych zavislosti odecteme hodnoty koncentraci ICsg pro jednotlivé latky.

Casova zavislost cytotoxicity — pro vybrané koncentrace testovanych latek sestrojime kiivky
zavislosti viability (osa Y) na dobé& inkubace v hodinach (osa X).

Piiklad tabulky v protokolu pro NacCl:

Koncentrace | Koncentrace Viabilita
[mol / |] |Og Al A2 A3 A4 Aprﬁmér Atriton Amédium [% ]

0,00005

0,0005

0,005

0,05

0,5

1

Al A2 A3 A4 A

Médium

Triton -pozadi




