Vyuziti imunofluorescenéniho znateni pro sledovani vlivu vybranych
inhibitor u proliferace na lokalizaci estrogenovych receptar a

v nadorovych buikach

Teoreticky uvod
Imunofluorescereni znateni

Metoda imunofluoresceéniho zné&eni pati mezi nejvyznamgjsi experimentakabiologické a
biomedicinské techniky s Sirokym spektrem vyuZigraxi. Podstatou je vazba primarni protilatky na
antigen naseho zamu. Nasleduje vazba sekundawtiljfky konjugované s fluorochromem
rozpoznavajici imunoglobuliny organismu, &hoz pochazi primarni protilatka. Jinou mozZnosti je
znaeni antigenu dmo primarni protilatkou zrignou fluorochromem. Po excitaciigadim Fislusné
vinové délky ve fluorescénim mikroskopu molekula fluorochromu emitujefesdi o vySSi vinové
délce (tedy niZSi energii) ve viditelné oblasti ldp@ Imunofluorescaemi zna&eni umoduje takto
vizualizovat nafiklad subcelularni lokalizaci vybranych struktuglativni Grovét exprese proteih
aktivatni stav proteifi (nagiklad pres jejich fosforylani status) atd. Perspektiva této moderni metody

spaiiva v teoretické moznosti vizualizovat jakykolivigery produkt na busgné urovni.

Teorie vytvoreni mikroskopického preparéatu

Pro vytvdeni mikroskopického preparatu jsou vhodné adheremtmc¢né linie rostouci
prisedle na kultivéni podloZce, kterou tize byt i kryci skiéko. Na & je optimalizovan i nasledujici
protokol. Buiky suspenzni, rostouci v celém objemu media, vyjaghecidlni pistup. Buiky jsou
vysazovany do Sestijamkovych pahedo kterych seiedtim vioZi sterilni kryci sktka. Riblizné po
24h inkubaci g 37 °C, 5 % CQ@a 100% vlhkosti (pro kazdou linii je pet hodin nutnych k adhezi
nutné optimalizovat) jsou liky ovlivnény inhibitory proliferace a kultivovany po poZzadoea dobu
v inkubatoru. Po promyti je nutné iiky zafixovat, coZz se provadi #upomoci organickych
rozpou&del nebo aldehyid Organicka rozpoudtia (alkoholy a aceton) odstigji lipidy, dehydratuji
buinky a zarové precipituji proteiny bu¥tné architektury. Aldehydy (n#p paraformaldehyd,
formaldehyd/gluteraldehyd) tvo intra a zejména intermolekularni mosty mezi vahny
aminoskupinami a vytiakovalentni sit antigerii. Aldehydy konzervuji strukturu proteinépe nez
organicka rozpou&tlla, ale redukuji antigenicitu¢kterych slozek biiky. Vybér fixativa zavisi na
detekovaném antigenu. Pro volnyigtup protilatky k antigenu je nutna permeabilizamak.
Fixovani pomoci alkohéla acetonu zarovienarusuje integritu membran, permeabiliziakrok tedy
neni nutny. Aldehydy v3ak tuto vlastnost nemajr@to je teba permeabilizaci provést fapomoci
zred®nych roztok detergent (0,5% Triton-X/PBS). Red vlastni aplikaci protilatek je nutné gkh
vyblokovat, tzn. zabranit nespecifické vazrotilatek. Toho je obvykle dosazeno inkubaci caii
s roztokem BSA (hazi sérovy albumin) nebo s fetalnim sérem, které B8Keé obsahuje. Dale

néasleduje inkubace s primarnimi, sekundarnimi t&ami, pop. dalSimi fluorescefmimi prébami



(nap. DAPI). Hi aplikaci protilatek konjugovanych s fluorochrong nutné inkubaci provét ve
tmé. Na za¥r jsou ze skhiek s butkami vytvareny mikroskopické preparaty pomoci tzv. montovacich
médii (50% glycerol, mowiol). Pozorovani se provdudimoci fluorescemiho mikroskopu pod

raznymi filtry v zavislosti na sledovaném fluorochrom

Steroidni receptory

Steroidni receptory se mohou nachazet v plazmatic&ébrasi, cytosolu i jadru cilovych buk.
vazou, mohou byt lokalizovany v cytosolu nebo ¥¢adPo vazt hormonu na cytosolicky receptor
dochézi ke konforn@mim znménam a receptor i s navdzanym hormonem takto veupaijjadra, kde
spousti transkripci. Vifjpad receptoéi nachézejicich se v jésl je pro jejich aktivaci nutny pnik
steroidniho hormonu az do jadraikPadem cytosolickych recepibjsou estrogenové androgenove

receptory.

Estrogenové receptory

Existuji dw formy estrogenovych receptor a a p vykazujici vysokou miru homologie. Po aktivaci
ligandy, kterymi niZe byt krong estrogefi celarada estrogaim podobnych latek, dochézi k tvérb
jak homodimeilt (o o), tak i heterodimér (a B), které vstupuji do jadra a zahajuji transkripci.
Nadmérna expreseéthto receptar je jednou z neépsgjSich (¥icin vzniku rakoviny prsu. Jednim z
mechanism €inka chemoterapeutik pouZivanych v boji s timto typeskoriny je pouZziti latek
mimikujicich estrogeny, které se vdZzou na estrogemeceptory a blokuji tak jejich funkciiiladem
miZe byt v praxi pouzivany tamoxifen nebo 2-methosgeol, ktery je nyni ve fazi | pré&ypro I&bu

rakoviny prsu.



Priklady vysledkii:
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o --

10 nM
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Obrazek 1: Detekce translokace estrogenovych recéptof(ER) z cytoplasmy do jadra v Blkach

prsniho adenokarcinomu MCF7 po ovkwi 2-methoxyestradiolem.



Pracovni postup:

Biologicky material

nadorové biiky prsniho karcinomu MCF7 (kontrolgi ovlivnéné inhibitory proliferace),

Vybaveni a pomicky
Sestijamkovy panel, pinzeta, podloZni &kéi, destika obalen& parafilmem, fluoreséen mikroskop

Olympus vybaveny digitalni kamerou CoolSnap, sapat@a Spiek

Chemikalie, roztoky a protilatky:

aceton

anti-ERx-AF488

DAPI (10 mg/ml)

DMEM/FS (kultivatni médium DMEM s 10 % fetalnim sérem)
methanol

mowiol

PBS (fosfatovy pufr)

PBS-T (0,1%Tween/PBS)

Vlastni postup:
1. Bunky jsou kultivovany na krycich skkach v Sestijamkovych panelech v inkubétoru (37 °C,
5 % CQ, 100% vlhkost).
Promyvani:
2. 2x1mlPBS, 2min.
Fixace a permeabilizace buék:
3. Odsaj PBS.
4. Opatrre pridej 1 mlledowé vychlazenéfixa¢ni snési methanol — aceton (1:1).
5. Inkubuj 10 min v -20 °C.
6. Pinzetou podeber skko a ogi ho o stnu jamky, nechej na vzduchu uschnout.
7. Sucha, zafixovana skka Ize v tomto stavu uchovavat v -20 °C.
Rehydratace:
8. 1 ml PBS, 10 min.
Blokovani:
9. 1 ml DMEM/FS, 15 min
Primarni protilatka anti-ER a-AlexaFluor488
10. Nated’ zasobni roztok protilatky ERRAF48810x do DMEM/FS (na 1 skiko patitej 25 pl):
11. Nanes 25 pl roztoku primarni protilatky na délatiobalenou parafilmemfiilop kryci

sklicko s buitkami naspod a uloZ vSe do krabice s vikemd&atié uvnik destilovanou vodou.



12. Inkubuj 1 hod @ laboratorni teplat ve trrg!!!.

Promyvani
13.1 ml PBS, 2 min
14.1 ml PBS-T, 2 min
15.1 ml PBS, 2 min.
DAPI

16. Nared’ 2000xzasobni roztok DAPI 10 mg/ml do PBS (kéné koncentrace 5 pg/ml).
17. Pridej do kazdé jamky 1 ml roztoku DAPI.
18. Inkubuj 10 min pi laboratorni teplat ve tne.

Promyvani
19. 1 ml PBS, 2 min
20.1 ml PBS, 2 min
21.1 mlH,0, 2 min.

Vytvoreni trvalého preparatu
22. Nanes na podlozni skko 5 pl mowiolu a fiklop sklicko buikami na spodni str&n
23. Preparat Ize ihned pozorovat, pro pouZziti imerzmbijektivu je vSakieba nechat mowiol
ztuhnout do druhého dnéig °C.
Uchovavani preparati

24. Sklicka jsou uchovavana ve &mpri 4 °C.



