- 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 bun¢k

- EC buiiky, pluripotentni embryonalni nddorové (EC - embryonal carcinoma) burky,
kmenové buriky teratokarcinomu
ES buiiky, pluripotentni embryonalni kmenové (ES - embryonic stem) bunky
odvozené z vnitini bunécné 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 KC1 + 0.2 g KH,PO4 + 2.16
g Na,HPO,4.7H,0, (2.88 g Na,HPO4.12H,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 lyza¢ni pufr, 1% SDS, 100mM Tris pH 6.8, 10% glycerol

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

- Kit na stanoveni ATP a luciferazové aktivity

- Vhodné plasmidy a PEI (transfek¢ni roztok)

TRYPSINIZACE ADHERENTNICH BUNEK = PREVOD ADHERENTNiCH BUNEK DO SUSPENZE,
PASAZOVANI

1) odsaj rastové médium a oplachni buitkky PBS (staci stejny objem jako byl riistového
média)

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

3) mizes dat tuto misku do termostatu a nebo pii R.T. pfimo pozorovat uvolnovani
bunék od podkladu. Bunky by mély v trypsinu byt tak 3 — 5 minut.

4) k uvolnénym bunkam piidej kompletni riistové médium obsahujici sérum (absolutni
objem séra tak 1 : 1 k objemu roztoku trypsin / EDTA) nebo inhibitor trypsinu.

5) pipetou buiiky jemné rozsuspenduj na homogeni populaci, spocitej je a pouZzij do
experimentu nebo pasadzuj v pozadovaném mnoZzstvi.

DUKAZ PLEIOTROPNIHO PUSOBENI KYSELINY RETINOVE (RA)

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

Postup:
1) pfiprav si dvé Zelatinou potaZené petriho misky pro TC (primér 60 mm, plocha 20

cm?).



2) na jednu tuto TC misku vysej 5000 (PE) a na druhou (NE) 10 000 bungk P19 na cm®
v kompletnim DMEM médiu, findlni 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 finalni koncentrace 0.2 pM.

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 detekci
nekterého ze specifickych markert pro dany bunéény typ.

Zavér:

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 proteinti, N-cadherin, neuron specificky III B-tubulin,
GAP-43, N-CAM, GFAP,...).

TECHNIKA EMBRYOIDNICH TELISEK - PRIPRAVA KARDIOMYOCYTU

Zabranime-li EC (nebo ES) buitkdm adherovat k podkladu, zacnou vytvaret tzv. embryoidni
téliska, EB. Builky obsaZzené v EB diferencuji riznymi sméry, prakticky do vSech tfech
zarodecnych listl. V hodnymi dopliiky ristového média Ize tuto diferenciaci vice
specifikovat. EB v pfitomnosti DMSO diferencuji zejména smérem do bunék mezodermu a
posléze kardiomyocytt.

Postup:
1) ptiprav si suzpenzi bunék 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 (pramér 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 (primér 90-100 mm), vicko pak ptiklop zpét na misku do
které jsi dal/dala 10-15 ml PBS

4) po 4 dnech kultivace zkontroluj vytvoiena EB, a pienes je na nové misky pro TC
(potazené Zelatinou) do kompletniho DMEM jiz bez DMSO.

5) po dalsich 3-5 dnech, pozoruj objeveni kardiomyocytii v podob¢ pravidelné tepajicich
koloniich na dn¢ 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 zainaji pravidelné tepat v diisledku ptfitomnosti
diferencovanych kardiomyocytl. Pfitomnost kardiomyocytu lze déle potvrdi detekci
specifickych proteint (Sarkomericky alfa-aktin, Troponin I).

DETEKCE PROLIFERACNI AKTIVITY ADHERENTICH BUNEK

Stanovené riistové aktivity bunééné populace je mozno provést nejen sledovanim poctu
zivych bungk v takové populaci, ale také analyzou aktivity nékteré z jejich metabolickych
drah a nebo jako celkového mnozstvi proteinil, 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, Ze na 12



jamkové desticce budou duplikaty a na 96 jamkové triplikaty. V ptipadé 96 jamkové
desticky také bunky nevysévej do okrajovych jamek, ale do stfednich a ty okolo napli
PBS. Findni 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 buiiky vysej v objemu 100 pl a
poté se k nim pridej dalSich 100 pl média s nafedénymi drugs o dvojnasobné
koncentraci nez je pozadovana finalné, v jamce tak bude celkem 200 pl média o
pozadované koncentraci drugs.

3) k bunkam na 12 jamkové desce ptidej pozadovana drugs o zadané koncentraci ptimo
ze zasobniho roztoku, ptipadné po jeho nafedéni, aby se priddvany objem pohyboval
v rozsahu 2 - 20 ul, kdy ho na 2 ml celkového objemu média v jamce mizema
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 ul, podle bunééné denzity u nejvice rostouci jamky).

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

6) pomoci DC Protein Assay kitu fy Bio-Rad zméf koncentraci proteinti v lyzatech.

7) u 96 jamkové desticky po 2 dnech kultivace k buitkdm 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 bunkéch, pokud se ti zda mélo, nech kultivovat jesté 1 hodinu.

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

10) poté se do kazdé jamky napipetuje 50 — 100 pl (v zévislosti na mnozstvi vytvofen¢ho
formazanu) MTT extrakéniho pufru a za mirného tiepani se barevny formazan necha
extrahovat.

11) po vyextrahovani formazanu se jeho absorbance zméti na ELISA readeru pti vinoveé
délce 570 nm.

* V ptipad¢€ Ze rozpoustedlo drugs je biologicky aktivni, je nezbytné i je samotné pridat do
kontrolnich jamek.

Zavér:

Populace pomaleji rostoucich bun¢k obsahuje méné proteint (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 métfena jako schopnost oxidacné-redukcénich
systémil buniky ménit rozpustnou a Zlutou tetrazoliovou stl (zde MTT) na nerozpustny a
fialové zbarveny formazan, akumulovany uvniti bun¢k. Je dobré si uvédomit, ze stanoveni
celkového proteinu jako rGstového parametru neni vhodné u bunék tvoticich nadmérné
mnozstvi extraceluldrni matrix, napt. chondrocyty. MTT test zase neni vhodny v ptipadé, kdy
testovana drugs jsou sama o sob¢ silnymi oxida¢né-redukénimi Cinidly.

Reportérovy test
A) test ucinnosti transfekce pomoci vektoru/plasmidu kodujiciho konstitutivné
exprimovany zeleny (GFP) piipadné ¢erveny (RFP) fluorescencni protein

- ovéfeni uéinnosti transfekce

- ptislusné bunky vyset na pozelatinovanou 6-wells plate, 3xE4 bun€k 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 bunkam médium za Cerstvé

nasledujici den pozorovat ve fluorescencnim mikroskopu pomér bunék pozitivnich

k GFP/RFP proti negativnim. Lépe lzepouzit analyzu pomoci flow-cytometru (FACS)
samoziejmé dle potfeby je mozné pouzit i kultivaéni plastik jinych rozméra

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

- analyza transkrip¢ni aktivity RA, transfekce bunék reportérem kodujicim gen pro
luciferdzu pod kontrolou promotoru citlivého k RA (RARE-luc; RARE-retinoic acid
responsive element)

ptislusné buiiky vyset na poZelatinovanou 12-wells plate, 3xE4 bunék na cm2 v 0,7 ml
media

druhy den pfipravit transfekéni smés = 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 experimentdlni zasah
(zde pridavek 0.1uM RA v kombinaci s N-acetyl cysteinem (NAC, 1, 3, SmM)

Druhy den oplachnout buiiky PBS a zlyzovat v ptislusném pufru (1 : 1; lyzacni pufr
pro luciferazu a lyzacni pufr pro stanoveni ATP)

Zméftit na luminometru luciferazovou aktivitu (vzorek + substrat — 50 + S0ul) a
nasledné ATP (vzorek + substrat — 30 + 30 uL). Vyslednd hodnota je pomér signalu
luciferazy ku signalu ATP (RA aktivita na buiiku)

Analyza proliferace stanovenim ATP
- celkové mnozstvi ATP velice pfesné a citlivé vypovida o kondici bunék a jejich poctu.

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

bunky s eovlivni prislusnou latkou (zde RA) a ve vybraném cCase 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
piipravu transgennich bunécnych linii, ptipravu monoklonalnich protilatek, pro testovani
klonogenniho potencialu genti (napfi. pti hledani a studiu onkogentt), pro testovani schopnosti
latek klonogenicitu u konkrétnich bunék narusit nebo vyvolat (nas ptipad) atd.

buniky se vysévaji v mnozstvi 1 buiika na 3 jamky 96-wells plate, ¢imz se zajisti
vysoka pravdépodobnost, ze skutecné bude v kazd¢é jamce jen jedna buiika.
Alternativne Ize buniky vyset do nékterého z polotekutych médii jako je agar nebo
methylceluldsa. V zavislosti na typu bunék je tieba Casto kultivovat i tyden a déle.
Posuzuje se pak pomér ocekdvaného poctu kolonii proti skutecnému, piipadné v ramci
experimentalnich skupin

V naSem ptipadé¢ jedna skupina ovlivnén 0.2uM RA

Pro snadnégj$i vizualizaci vzniklych kolonii je vhodné buniky obarvit, bud’
barvivy/fluorochromy vézajici mi se na napf. proteiny nebo DNA, piipad€ barevnymi
produkty enzymatickych reakci 9samoziejmeé po piidavku vhodného substratu (v
nasem piipadé€ vyuzijeme MTT — viz. MTT test).



