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Laboratorinis darbas

LASTELIU GYVYBINGUMO NUSTATYMAS

DARBO TIKSLAS:

Susipazinti su lasteliy gyvybingumo nustatymu klonogeninés analizés metodu.

DARBO UZDUOTYS:

1. Nustatyti lasteliy gyvybinguma po poveikio elektriniu impulsu ir citotoksiniu vaistu

bleomicinu.

TEORIJA:

Lasteliy gyvybingumui nustatyti yra daug biidy. DaZnai naudojami metodai, kuriais galima
iSkarto nustatyti gyvas ir mirusias lasteles. Tokie metodai remiasi dazy, ar fluorescensiniy
molekuliy naudojimu. Tai palyginus grubts ir netiksliis metodai. Nesidalijaniom Iastelém jie yra

vieninteliai. Taciau tokiu biidu nustatomas gyvybingumas gali skirtis nuo tikrojo lasteliu



gyvybingumo. Tikraji gyvybinguma galime nustatyti tik augindami dalintis gebancias lasteles ir
skai¢iuodami klonus (kolonijas) formuojancia Iasteliy dalj.

Klonogeniné analizé arba kolonijy formavimo analizé yra in vitro lasteliy gyvybingumo
analizé, pagrista vienos lastelés gebéjimu formuoti kolonija. Lastelé identisky lasteliy, t.y. klony,
kolonija formuoja dalindamasi. Siuo metodu nustatoma lasteliy geba ,,neribotai* dalintis. Viena
lastelé laikoma gyvybinga, jeigu geba pasidalinti bent penkis kartus. Tikra kolonija laikoma tokia,
kuri susideda i$ maziausiai 50 lasteliy.

Lastelé yra atvira sistema ir nuolat kei¢iasi medziagomis su aplinka. Lastelés turini nuo
iSorés skiria plazminé membrana, atliekanti daugybe fiziologiniy funkcijy. Viena i§ ju yra
barjeriné: membrana suformuoja barjera apie lastelg, trukdant; molekuléms ir jonams laisvai judéti
1 lastelg ar iS jos. Stipraus elektrinio lauko poveikis padidina membranos pralaiduma jonams ir
ivairioms molekuléms. Sis reiskinys vadinamas elektroporacija.

Siuo metu elektroporacija yra placiai naudojama lastelés biologijoje, biotechnologijoje ir
medicinoje jvedimui | arba iSvedimui 1§ gyvu lasteliy jvairiy pro membrang nepraeinanciy
medziagy, tokiy kaip vaistai, DNR, RNR, baltymai, fermentai, antikiinai ir net mazos organelés.
Vienas i§ svarbiy ir $iuo metu intensyviai tyrinéjamy elektroporacijos taikymy yra naviky
elektrochemoterapija, kuri apibréziama, kaip kombinuotas naviky gydymas, derinant citotoksinius
vaistus su lokalia elektroporacija.

Dazniausiai elektrochemoterapijoje naudojamas citotoksinis vaistas bleomicinas.
Bleomicinas yra tirpus vandenyje mazas (1450 Da) glikopeptidinis antibiotikas. Ji atrado ir i§
gryby Streptomyces verticillus isskyré japony mokslininkas Umezawa su kolegomis 1966 metais.
Bleomicinas nuzudo lastele tik patekes i jos vidy. Taciau pro nepazeista membrana i lastelg
patenka tik labai nezymis jo kiekiai. Zenkliai paspartinti bleomicino patekima i lastelés vidy ir
taip sustiprinant jo poveiki, gali pagelbéti lasteliy elektroporacija. Tokiu biidu reikia Simtus ar
tikstanCius karty mazesniy bleomicino doziy, tam, kad nuzudyti lastele, negu nenaudojant
elektroporacijos. Ir tuo padiu sumazinti pasalinio nepageidaujamo poveikio neelekrtoporuotoms
sveikoms lasteléms tikimybeg.

Bleomicinas lasteléje virsta taip vadinamu aktyvuotu bleomicinu, kurio citotoksinis
veikimas pagristas DNR grandziy oksidaciniu skélimu jam saveikaujant su DNR ir generuojant
laisvuosius radikalus. Manoma, kad kiekviena aktyvuoto bleomicino molekulé gali salygoti 8-10
DNR triikkiy. Mazdaug 6-10 viengrandziy trukiy tenka vienam dvigrandziam triikiui.

D¢l bleomicino poveikio Zuvusiy lasteliy kieki galima nustatyti pagal lasteliy
gyvybinguma. Lasteliy gyvybinguma galima apskaifiuoti procentais atzvilgiu kontroliniy,

nepaveikty elektriniu impulsu ir/arba bleomicinu, lasteliy.



DARBO PRIEMONES:

1. Vertikalaus srauto laminaras Aura Vertical S.D.4 (Bioair Instruments, S.r.l., Siziano,
Italija);

2. Inkubatorius su vandens marskin¢liais IR AutoFlow Water-Jacketed Incubator NU-
2500E (NuAire, Inc., Plymouth, JAV);

3. Automatinés pipetés Eppendorf, 10 ul, 200 ul, 1 ml;

4. Sterilios vienkartinés priemonés: 25 cm” ploto (60-75 ml tirio) flakonai (Greiner Bio-
One, GmbH, Frickenhausen, Vokietija), centrifuginiai mégintuveliai (15 ml ir
Eppendorf 1,5 ml) ir antgaliai automatinéms pipetéms;

5. Elektroporatorius su ploksteliniais nertidijanc¢io plieno elektrodais;

6. Oscilografas C8-13 (Rusija);

7. Binokuliaras MBC — 9 (Rusija)

MEDZIAGOS, REAGENTAIL TIRPALALI:

1. Peliy hepatomos MH-22A arba Kinijos Ziurkéno kiausidziy lastelés

2. Bleomicino hidrochloridas (Bleocin®, Nippon Kayaku Co. Ltd., Tokyo, Japonija)

3. Fiziologinis tirpalas (0,9% NaCl) (Balkanpharma-Troyan AD, Troyan, Bulgarija)

4. Lasteliy augimo terpé (paruosta i$: Dulbecco‘s modifikuotos Eagle‘s terpés - DMEM
(Produktas Nr. D5546, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija), 10% embrioninio
jaucio serumo - FBS (F7524, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija), 1% L —
Glutamino tirpalo (G7513, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Vokietija), 100 U/ml
penicilino ir 100 pl streptomicino antibiotiky (P0781, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim,
Vokietija).

5. Minimum essential medium Eagle (S-MEM) (M8167, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH,
Steinheim, Vokietija)

6. Gram kristalo violeto tirpalas (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Vokietija)

7. Etanolis 96% (AB Stumbras, Kaunas, Lietuva)



DARBO EIGA:

1. Lastelés pakeliamos, gautos lasteliy suspensijos koncentracija nustatoma ir norima
koncentracija gaunama taip kaip apraSyta laboratorinio darbo ,,DARBO LASTELIU KULTURU
LABORATORIJOJE PAGRINDAI* aprase.

2. Pries eksperimenta uzraSomi uzrasai ant mégintuvéliy ir susipilstomos terpés.
Kiekvienam eksperimento taSkui turi buti paruoSta: 2 tusSti 1,5 ml tirio meégintuvéliai (iS ju
viename bus paruostas tirpalas elektroporacijai, o 1 kita bus dedamas jau elektroporuotas tirpalas),
1 mégintuvelis (2 ml talpos) su 1,56 ml SMEM terpés (skiedimui), 1 mégintuvéelis su 0,5 ml
SMEM terpés ir 2 petri 1éksStelés su 2 ml auginimo terpés (Complete) (iSs€jimui).

3. Eksperimentas atlickamas pagal 1 pav. pateikta schema. Elektroporacija atlickama 24-
26 °C temperatiiroje laminare steriliomis salygomis. [ kiekviena mégintuvélj skirta paruosti tirpala
pries elektroporacija dedama po 45 pl lasteliy ir 5 pl 0,9% NaCl arba bleomicino Lasteliu
suspensija ir po to NaCl ar bleomicing i kiekviena i$ $iu mégintuvéliy déti tik prie§ pat
elektroporavima. Viso susidaro 50 pl tirpalas. Tirpalas gerai iSmaiSomas, dedamas tarp elektrody
ir elektroporuojama. Elektrinio impulso parametrus nurodo déstytojas arba laborantas.

4. Elektroporuotas tirpalas iSimamas 1§ elektrody, dedamas i nauja ependorfini
meégintuveli ir inkubuojamas 20 min kambario temperatiiroje. Elektrodai praplaunami 50 pl S-
MEM terpe. Tuomet galima elektroporuoti kito eksperimentinio tasko suspencija ir t.t..

5. Po 20 min inkubacijos kambario temperatiiroje tirpalas gerai iSmaiSomas ir 40 pl
tirpalo dedama { susildyta ependorfini mégintuvélj su 1,56 ml S-MEM terpés ir inkubuojama 37 °C
temperatiiroje 10 min.

6. Po inkubacijos Sis tirpalas gerai iSmaiSomas, ir 100 pl Sio tirpalo dedama i ependorfing
mégintuveli su 0,5 ml 37 °C S-MEM tirpalu. Viskas gerai iSmai§oma. Tuomet po 100 pl Sio tirpalo
i§s¢jama 1 2 petri lekSteles su 2 ml augimo terpés. Lekstelés Svelniai pajudinamos, kad Iastelés jose

geriau pasiskirstyty.

40 pllastelin suspensijos elektroporacija
<= 5 1l bleomicine

arba 0,9% NaCl 100 1

dopl 100 pl
viso S0pl @ "
\ a S0l /N ﬂ 2 ml Complete
i a 100 1
20 min kamb. t. 10 min 37°C

Fs 2 I
I I E ml Complete

1,56 ml SMIEM 0,5 ml SMEM

1 pav. Eksperimento schema elektroporacijos ir bleomicino itakos lasteliy gyvybingumui nustatyti.



7. ISsétos peliy hepatomos MH-22A Iastelés auginamos inkubatoriuje 9-10 dieny, o
Kinijos ziurkéno kiausidziy lastelés — 6-7 dienas.

8. Po 9-10 (MH-22A lasteliy atveju) ar 6-7 (Kinijos Ziurkéno kiauSidziy lasteliy atveju)
dieny susiformavusios kolonijos fiksuojamos. Prie§ fiksavima paSalinama augimo terp¢ i§ Petri
1eksteliy. Lasteliy kolonijos 15 min. fiksuojamos 96 % etanoliu, | Petri 1ékstele dedant 1 ml
etanolio. Po to etanolis nupilamas, Petri I¢kstelés nuplaunamos po Saltu tekanciu vandeniu ir
dazomos Gram kristalo violeto tirpalu. Po to Petri 1ékStelés vel nuplaunamos po tekan¢iu vandeniu
ir dZiovinamos.

9. Lasteliy kolonijos skai¢iuojamos binokuliaro MBC — 9 pagalba, naudojant x16
didinima. Lasteliy gyvybingumas apskai¢iuojamas procentais atzvilgiu kontroliniy, nepaveikty
elektriniu impulsu ir/arba bleomicinu, Iasteliy.

10. Nubraizomas lasteliy gyvybingumo priklausomybés nuo bleomicino koncentracijos
grafikas.

11. Parasomos iSvados.

KONTROLINIAI KLAUSIMAL:

1. Klonogenin¢ analizé.
2. Citotoksinio vaisto bleomicino veikimo mechanizmas.

3. Elektroporacijos reiskinys ir jo taikymai.
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