REJSTRIK:

0.1% gelatine, praseci zelatina (porcine skin gelatine) v destilované vode, MQ
kvality, autoklavovano (sterilita + rozpusténi Zelatiny)

EB, embryoidni téliska (EB - embryoid bodies), plovouci trojrozmérné sférické
kolonie diferenciujicich EC nebo ES bunék

EC buiiky, pluripotentni embryonalni nadorové (EC - embryonal carcinoma) buiiky,
kmenové buiiky teratokarcinomu

ES buiiky, pluripotentni embryondlni kmenové (ES - embryonic stem) bunky
odvozené z vnitini bunéné masy blastocysty

DMSO, dimethylsulfoxide, organické rozpoustédlo

ITS médium, serum-free medium, DMEM : F12 media (1 : 1) + ITS supplement
(insulin, transferin, selen) ) + antibiotika (penicilin/streptomycin)

kompletni DMEM médium, DMEM + 10% séra (teleci fetalni) + antibiotika
(penicilin/streptomycin) + 0.05 mM B-merkaptoethanol

MTT (1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan), MTT stock solution, 2.5
mg MTT na 1 ml PBS

MTT extrakéni pufr, 10% Triton X-100 + 0.1 M HCI

PBS, fosfatovy pufr pro tkanové kultury, 8 g NaCl + 0.2 g KCI + 0.2 g KH,PO4 + 2.16
g Na,HPO4.7H,0, (2.88 g Na,HPO,4.12H,0) na 1L MQ vody, pH 7.4

RA, kyselina retinova - all-trans retinoic acid, zdsobni roztok 5-15 mM v EtOH,
pracovni zasobni roztok 50-100 uM v PBS

SDS lyzaéni pufr, 1% SDS, 100mM Tris pH 6.8, 10% glycerol

TC plastik, plastik pro tkanové kultury (TC — tissue culture)

TSA, trichostatin A, inhibitor acetyltransferaz, protinadorové 1écivo

A. TRYPSINIZACE ADHERENTNICH BUNEK = PREVOD ADHERENTNiICH BUNEK DO SUSPENZE

Vétsinu adherentnich bunék lze prevézt do suspenze tzv. trypsinizaci.

1))

2)

3)
4)

5)

odsaj ristové médium a oplachni buniky PBS (staci stejny objem jako byl ristového
média)

ptidej pracovni roztok trypsin (0.25 %) / EDTA tak, aby udélal tenkou vrstvu na dné
kultiva¢ni misky (pro misku o priméru 60 mm 350 — 500 pl, pro misku o praméru 100
mm 700 — 1000 pul).

muzes dat tuto misku do termostatu a nebo pti R.T. piimo pozorovat uvoliiovani
bunék od podkladu. Bunky by mély v trypsinu byt tak 3 — 5 minut.

k uvolnénym bunkam ptidej kompletni riistové médium obsahujici sérum (absolutni
objem séra tak 1 : 1 k objemu roztoku trypsin / EDTA) nebo inhibitor trypsinu.
pipetou builky jemné rozsuspenduj na homogeni populaci, spocitej je a pouzij do
experimentu nebo pasazuj v pozadovaném mnozstvi.

B. DUKAZ PLEIOTROPNIHO PUSOBENI KYSELINY RETINOVE (RA)

Model:

Diferenciace EC bungk linie P19 do bun¢k primitivniho entodermu a bunék neuroektodermu
pusobenim RA.



Teorie:

RA je silnym indukrotem diferenciace bun¢k EC P19. V adherentni, jednovrstevné kultuie
(monolayer) bunék P19, v zavislosti na pfitomnosti sérovych faktorti/séra, RA (0.1-1 uM)
indukuje vznik bungk primitivniho entodermu a neuroektodermu. V pfitomnosti séra vznikaji
bunky primitivniho entodermu, za jeho neptitomnosti buiiky neuralni.

Postup:
1) pftiprav si dvé zelatinou potazené petriho misky pro TC (pramér 60 mm, plocha 20

cm?).

2) na jednu tuto TC misku vysej 5000 (PE) a na druhou (NE) 10 000 bunék P19 na cm®
v kompletnim DMEM médiu, finalni objem 5 ml.

3) 2-3 hodiny po vyseti vymén kompletni DMEM na misce ,,NE*“ za ITS médium.

4) do obou misek ptidej RA do findlni koncentrace 0.2 uM.

5) po 2 dnech kultivace u obou misek vymén médium za Cerstvé. Miska ,,PE“ kompletni
DMEM, miska ,,NE*“ ITS, v obou ptipadech jiz bez RA.

6) po dalsich dvou ¢i vice dnech pozoruj morfologické zmény piipadné aplikuj detekei
nekterého ze specifickych markert pro dany bunéény typ.

Zaver:

Na misce ,,PE* by mély vznikat buniky primitivniho entodermu (ploché buiiky pozitivni na
cytokeratin Endo A) a na misce ,,NE* bunky neuralni (neurony + glie, charakteristicka
morfologie a experese specifickych proteinli, N-cadherin, neuron specificky III B-tubulin,
GAP-43, N-CAM, GFAP,...).

Literatura:
http://www.biomed.cas.cz/physiolres/pdf/2005/54 115.pdf

C. TECHNIKA EMBRYOIDNICH TELISEK - PRIPRAVA KARDIOMYOCYTU

Model:
Diferenciace EC buné¢k linie P19 do kardiomyociti technikou embryoidnich télisek
v pfitomnosti DMSO

Teorie:

Zabranime-li EC (nebo ES) buiikkam adherovat k podkladu, zacnou vytvaret tzv. embryoidni
téliska, EB. Buiiky obsazené v EB diferencuji riiznymi sméry, prakticky do vSech tfech
zarodecnych listd. V hodnymi dopliky ristového média Ize tuto diferenciaci vice
specifikovat. EB v pfitomnosti DMSO diferencuji zejména smérem do bun¢k mezodermu a
posléze kardiomyocytu.

Postup:
1) pfiprav si suzpenzi bun¢k P19 o hustoté 3 — 5 bun¢k v jednom pl kompletniho DMEM
s 1 % DMSO
2) 10 ml této suspenze vysej na baktriologickou plastovou petriho misku (primér 90-100
mm)

3) ze stejné suspenze jako v bod¢ ,,2*, nanes kapky o objemu 35 pl na vnitini stranu
vicka petriho misky pro TC (pramér 90-100 mm), vicko pak piiklop zpét na misku do
kter¢ jsi dal/dala 10-15 ml PBS


http://www.biomed.cas.cz/physiolres/pdf/2005/54_115.pdf

4) po 4 dnech kultivace zkontroluj vytvorena EB, a pfenes je na nové misky pro TC
(radsi potazené Zelatinou) do kompletniho DMEM jiZ bez DMSO.

5) po dalsich 3-5 dnech, pozoruj objeveni kardiomyocytd v podobé pravideln¢ tepajicich
koloniich na dné misky

Zavér:

Jak na bakteriologické misce, tak v kapkach by mély vzniknout EB. Po pfeneseni na TC
misku s adhezivnim povrchem, EB adheruji na jeji dno a davaji vznik koloniim, které po 7 a
vice dnech celkové kultivace zac¢inaji pravidelné tepat v disledku pfitomnosti
diferencovanych kardiomyocytl. Pfitomnost kardiomyocytl lze dale potvrdi detekci
specifickych proteinti (Sarkomericky alfa-aktin, Troponin I).

Literatura:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20163207

D. DETEKCE PROLIFERACNI AKTIVITY ADHERENTICH BUNEK

Model:
Analyza rastu EC bunék linie P19 po ptisobeni RA (0.1 a 1 uM) a TSA (10, 50 a 100 nM).

Teorie:

Stanovené ristové aktivity bunééné populace je mozno provést nejen sledovanim poctu
zivych bunék v takové populaci, ale také analyzou aktivity nékteré z jejich metabolickych
drah a nebo jako celkového mnozstvi proteind, které tato populace obsahuje.

Postup:

1) na 12 (1 jamka = 3.6 cm®) a 96 (1 jamka = 0.4 cm®) jamkovou desti¢ku vysej buiiky
P19 v kompletnim DMEM médiu o hustoté 5000 bun&k na cm’. Pogitej stim, e na 12
jamkové desti¢ce budou duplikaty a na 96 jamkové triplikaty. V ptipad€ 96 jamkové
desticky také bunky nevysévej do okrajovych jamek, ale do sttednich a ty okolo napli
PBS. Finani objem pro 12 jamkovou desku je 2 ml, a pro 96 jamkovou 200 pl média
v jedné jamce.

2) ovlivnéni bunék na 96 jamkové desce proved’ tak, Ze buniky vysej v objemu 100 pl a
poté se k nim pfidej dal$ich 100 pl média s nafedénymi drugs o dvojnasobné
koncentraci nez je pozadovana findlné, v jamce tak bude celkem 200 pl média o
poZadované koncentraci drugs.

3) k buiikkdm na 12 jamkové desce ptidej pozadovana drugs o zddané koncentraci piimo
ze zasobniho roztoku, ptipadné po jeho nafedéni, aby se ptiddvany objem pohyboval
v rozsahu 2 - 20 pl, kdy ho na 2 ml celkového objemu média v jamce miiZema
povazovat za zanedbatelny*.

4) po 2 dnech kultivace 2x PBS oplachni buiiky na 12 jamkové desce a zlyzuj je v SDS
lyza¢nim pufru (150-300 pl, podle bunécné denzity u nejvice rostouci jamky).

5) pro optimalni homogenizaci vzorku je tento lyzat vhodné sonikovat.

6) pomoci DC Protein Assay kitu fy Bio-Rad zmét koncentraci proteinii v lyzatech.

7) u 96 jamkové desticky po 2 dnech kultivace k buiikdm ptidej do kazdé jamky 20 pl
MTT roztoku a desku vrat zpét do termostatu (ted’ bez vicka!!!!, na sterilité jiz
nezalezi).

8) po 2 hodinach kultivace v termostatu, zkontroluj vznik barevného formazanu
v bunikach, pokud se ti zda malo, nech kultivovat jesté 1 hodinu.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20163207

9) odstran médium z jamek 96 jamkové desky (nejlépe vyklepnutim do umyvadla a pak
na filtra¢ni papir)

10) poté se do kazdé jamky napipetuje 50 — 100 pl (v zavislosti na mnozstvi vytvoreného
formazanu) MTT extrak¢niho pufru a za mirného tfepani se barevny formazan necha
extrahovat.

11) po vyextrahovani formazanu se jeho absorbance zméii na ELISA readeru pfi vinové
délce 570 nm.

* V ptipadé Ze rozpoustedlo drugs je biologicky aktivni, je nezbytné i je samotné ptidat do
kontrolnich jamek.

Zaver:

Populace pomaleji rostoucich bunék obsahuje méné proteinti (12 jamkova deska) a pomaleji
rostouci bunky maji i mensi metabolickou aktivitu a je jich samoziejmé také méné (96
jamkova deska). Metabolicka aktivita je zde méfena jako schopnost oxida¢né-redukénich
systémt bunky ménit rozpustnou a zlutou tetrazoliovou siil (zde MTT) na nerozpustny a
fialové zbarveny formazan, akumulovany uvnitt bunék.

Je dobr¢ si uvédomit, Ze stanoveni celkového proteinu jako rustového parametru neni vhodné
u bunék tvoficich nadmérné mnozstvi extracelularni matrix, napf. chondrocyty. MTT test zase
neni vhodny v ptipad¢, kdy testovana drugs jsou sama o sob¢ silnymi oxida¢né-redukcnimi
¢inidly.

Literatura:
http://www.ncbi.nlm.nih.egov/pubmed/7868929

E. DETEKCE AKTIVITY ALAKLICKE FOSFATAZY — ZNAK DIFERENCIACNIHO STAVU BUNKY
Model: viz vyse.

Teorie:

Detekce aktivity alkalické fosfatazy (AP) mize v mnoha bunécnych systémech slouzit

k posouzeni diferencoavného stavu bunék. V ptipad¢ bun¢k EC P19, nediferencované bunky
vykazuji vysokou aktivitu tohoto enzyma, a to zejména jeho isoformy GCAP (Germ cell AP),
oznacované také jako embryonalni AP. Detekci 1ze provézt jak kvalitativng, tak kvantitativné.
Zde se zamétime na semi-kvantitativni stanoveni ptimo v kultufe.

Postup:

1) buiky se vyseji na vhodny plastik, napt, 2ml misky nebo 6-12 jamkovou desku pro
TC v densité 5000 bun&k na cm” v kompletnim DMEM.

2) po uchyceni buné€k (vic jak 2-3 hodiny) se provedou pfislusné experimentéalni zasahy,
napt. indukce diferenciace RA, odstranénim rastovych faktori a pod.

3) pfted vlastnim stanovenim, se z bun€k odstrani médium a bunky se zafixuji 2-4 %
formaldehydem (v PBS) po dobu 5-15 minut (pro delsi fixaci je vhodné fixovat pii
4°C).

4) po fixaci se buiiky 2x oplachnou reakénim pufrem (pufr, v kterém bude probihat i
stanoveni aktivity AP)

5) stanoveni se pak provede podle ndvodu, napf.
http://www.vectorlabs.com/products.details.asp?prodID=41&locID=662463



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7868929
http://www.vectorlabs.com/products.details.asp?prodID=41&locID=662463

6) vyhodnoceni se provede srovnanim rozdilti v aktivité AP pomoci mikroskopu

Zavér:

U diferencovanych bunék by mélo dojit k poklesu aktivity AP, zejména v disledku sniZeni
jeji exprese. Problémem vSak miize byt objeveni se novych isoform AP, indukovanych
diferenciaci. Toto lze fesit napt. pouzitim specifickych protilatek k jednotlivym isoformam
AP, ptipadné zménami fyzikalnich podminek pted vlastni detekci (nékteré isoformy AP jsou
termolabilni). Pro pfesnou kvantifikaci je samoziejmé vhodné pouziti jiné, €ist€ kvantitativni
metody, napft.: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10974633

Reportérovy test

A) test uciniosti transfekce pomoci vektoru/plasmidu kodujiciho konstitutivné
exprimovany zeleny (GFP) ptipadné ¢erveny (RFP) fluorescencni protein
- ovefeni ucinnosti transfekce

- prislusné bunky vyset na poZelatinovanou 6-wells plate, 3xE4 bunék na cm2 v 1,5 ml
media

- druhy den pfipravit transfekéni smés = pro jednu jamku 3ug DNA(pfislusny
plasmid/vector) plus 200 uL serum/AB-free media s 6ulL PEI (2x, pH 7.0), po 15-20
minutach nakapat na bunky v jamce

- po cca 4h vyménit buitkam médium za Cerstvé

- nasledujici den pozorovat ve fluorescenénim mikroskopu pomér bun¢k pozitivnich
k GFP/RFP proti negativnim. Lépe 1zepouzit analyzu pomoci flow-cytometru (FACS)

- samoziejmé dle potfeby je mozné pouzit i kultivacni plastik jinych rozméra

B) reportérovy test na aktivitu transkripce citlivé na ptisobeni kyseliny retinové (RA)

- analyza transkripcni aktivity RA, transfekce bun¢k reportérem kodujicim gen pro
luciferazu pod kontrolou promotoru citlivého k RA (RARE-luc; RARE-retinoic acid
responsive element)

- pfislusné buiky vyset na pozelatinovanou 12-wells plate, 3xE4 bun¢k na cm2 v 0,7 ml
media

- druhy den pfipravit transfekéni smes = pro jednu jamku 0,7 ug DNA(pfislusny
plasmid/vector) plus 100 uL serum/AB-free media s 1,7 uL PEI (2x, pH 7.0), po 15-
20 minutach inkubace p¢i R.T. nakapat na buiiky v jamce.

- Po cca 4h vyménit médium za Cerstvé a 8h po transfekci provést experimentalni zasah
(zde ptidavek 0.1uM RA v kombinaci s N-acetyl cysteinem (NAC, 1, 3, SmM)

- Druhy den oplachnout buitkky PBS a zlyzovat v ptislusném pufru (1 : 1; lyza¢ni pufr
pro luciferazu a lyza¢ni pufr pro stanoveni ATP)

- Zm¢fit na luminometru luciferazovou aktivitu (vzorek + substrat — 50 + 50ul) a
nasledné ATP (vzorek + substrat — 30 + 30 uL). Vysledna hodnota je pomér signalu
luciferazy ku signalu ATP (RA aktivita na bunku)

Literatura:
Test - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20492758
RA - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22254103

Analyza proliferace stanovenim ATP


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10974633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20492758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22254103

- celkové mnozstvi ATP velice piesné a citlivé vypovida o kondici buné€k a jejich poctu.

- vyseti bun€k na 12-, 24-, nebo 96 wells plate, pocet bunék dle jejich schopnosti
proliferovat a pottebné délky testu/kultivace

- burky s eovlivni ptislusnou latkou (zde RA) a ve vybraném ¢ase se oplachnou PBS a
zlyzuji pufrem pro stanoveni ATP (viz. vyse).

Test klonogenicity (— mezni fedéni)

Schopnost klonogenicity (expanze bunécné populace z jediné) buiiky je vyznamna napt. pro
pfipravu transgennich buné¢nych linii, pfipravu monoklondlnich protilatek, pro testovani
klonogenniho potencialu genti (napft. pii hledani a studiu onkogentl), pro testovani schopnosti
latek klonogenicitu u konkrétnich bunék narusit nebo vyvolat (nas ptipad) atd.

- bunky se vysévaji v mnozstvi 1 buiika na 3 jamky 96-wells plate, ¢imz se zajisti
vysokd pravdépodobnost, Ze skutecné bude v kazdé jamce jen jedna burika.
Alternativne Ize buiiky vyset do nékterého z polotekutych médii jako je agar nebo
methylceluldsa. V zavislosti na typu bunék je tieba ¢asto kultivovat i tyden a déle.

- Posuyuje se pak pomér ocekdvaného poctu kolonii proti skutecnému, ptipadné v ramci
experimentalnich skupin

-V naSem piipad¢ jedna skupina ovlivnén 0.5uM RA

- Pro snadnéjsi vizualizaci vzniklych kolonii je vhodné buiiky obarvit, bud’
barvivy/fluorochromy vazajici mi se na napft. proteiny nebo DNA, pfipad¢ barevnymi
produkty enzymatickych reakci 9samoziejmé po ptidavku vhodného substratu (v
nasem piipad¢ vyuzijeme MTT — viz. MTT test).

Pozn. Jisté odlisnosti oproti piivodnimu protokolu si vyzadal jiny typ pouzitych bunék.



