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 nadorové (EC - embryonal carcinoma) buiiky,
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 KCI+ 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 lyzac¢ni pufr, 1% SDS, 100mM Tris pH 6.8, 10% glycerol

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

Kit na stanoveni ATP a luciferazové aktivity

Vhodné plasmidy a PEI (transfekéni roztok)

TRYPSINIZACE ADHERENTNICH BUNEK = PREVOD ADHERENTNiCH BUNEK DO SUSPENZE,
PASAZOVANI

1)

2)

3)
4)

5)

odsaj ristové médium a oplachni buiiky PBS (staci stejny objem jako byl riistového
média)

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

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 piidej kompletni riistové médium obsahujici sérum (absolutni
objem séra tak 1 : 1 k objemu roztoku trypsin / EDTA) nebo inhibitor trypsinu.
pipetou buiiky jemné rozsuspenduj na homogeni populaci, spocitej je a pouzij do
experimentu nebo pasadzuj v pozadovaném mnoZzstvi.

Tvorba sféroidu — model 3D kultivace

1)

tvorba embryoidnich télise -> model ¢asné embryogeneze

ptiprav si suspenzi pluripotentnich bunék o poZadované koncentraci. Pro techniku
vysicich kapek optimaIn€ 400 bun€k na kapku = 13200 bunék /ml (30ul kapka) nebo
11400 bun¢k / ml (35ul kapka). Pro techniku vyuzivajici neadhezivni plastik 300-400
tis. bunek / ml.



2) V ptipadé kapek nanasej kapky s buitkami na vicko kultiva¢ni misky pro TC, vicko
pak pteklop na spodni ¢ast misky naplnénou PBS (objem cirka jak pro kultivaci 60mm
miska - ~5ml, 90mm miska ~ 10ml)

3) V ptipad¢ neadhezivniho povrchu (napf. bakteriologicka miska, mize byt i potazena
vrstvou 0,5-1% agaru), nanes suspenzi bun¢k piimo

4) Suspenze bunék musi byt co nejvice homogenni a buniky v ni pokud mozno jednotlivé.

5) Kultivuj potiebny cas. V piipad¢ kapek max Sdni, v ptipadé neadherentniho povrchu
dle potieby s periodickou vyménou kultiva¢niho média.

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 nekteré z jejich metabolickych
drah, anebo jako celkového mnozstvi proteind, které tato populace obsahuje.

Postup (napf):

1) na 12 (1 jamka = 3.6 cm®) a 96 (1 jamka = 0.4 cm®) jamkovou desti¢ku vysej buiiky
v kompletnim DMEM médiu o hustot& 5000 bunék na cm®. Poéitej s tim, Ze na 12
jamkové desti¢ce budou duplikaty a na 96 jamkové triplikaty. V ptipad€ 96 jamkové
desticky také buiiky nevysévej do okrajovych jamek, ale do stfednich a ty okolo naplii
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 buiiky vysej v objemu 100 pul a
poté se k nim ptidej dalSich 100 pl média s nafedénymi drugs o dvojndsobné
koncentraci nez je pozadovand finalné, v jamce tak bude celkem 200 pl média o
pozadované koncentraci drugs.

3) k buiikkdm na 12 jamkové desce ptidej pozadovana latky o zadané koncentraci ptimo
ze zasobniho roztoku, ptipadné po jeho natfedéni, aby se ptiddvany objem pohyboval
v rozsahu do 20 ul, kdy ho na 1 ml celkového objemu média v jamce miizema
povazovat za zanedbatelny™.

4) po 2 dnech kultivace 2x PBS oplachni buniky na 12 jamkové desce a zlyzuj je v SDS
lyzaénim pufru (150-300 pl, 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 buiikach, pokud se ti zd4 malo, nech kultivovat jesté 1 hodinu.

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

10) poté se do kazdé jamky napipetuje 50 — 100 pl (v zavislosti na mnozstvi vytvotreného
formazanu) MTT extrakéniho pufru nebo DMSO a za mirného tfepani se barevny
formazan neché extrahovat.

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

- miZes také bunky stanovit krystalovou violeti, kdy buiiky po oplachnuti PBS fixujes a
barvis roztokem krystalové violeti (0,05% w/v krystal. violeti. 1% formaldehyde, 1%
metanolu v PBS) minimalné 20 minut pfi R.T. Po odstranéni barviciho roztoku (Ize pouZit
opakovang), buitky oplachnes vodou, nechas ususit a miizes dokumentovat velikost



kolonii nebo barvivo extrahovat do 10% kyseliny octové a kvantifikovat pii 570nm na
spektrofotometru.

* V ptipade¢ Ze rozpoustedlo testované latky je biologicky aktivni, je nezbytné i je samotné
ptidat do kontrolnich jamek.

Zavér:

Populace pomaleji rostoucich bun¢k 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 métena jako schopnost oxida¢né-redukénich
systému buniky ménit rozpustnou a zlutou tetrazoliovou stl (zde MTT) na nerozpustny a
fialové zbarveny formazan, akumulovany uvniti bunék. Je dobré si uvédomit, Ze stanoveni
celkového proteinu jako ristového parametru neni vhodné u bunék tvoticich nadmérné
mnozstvi extraceluldrni matrix, napf. chondrocyty. MTT test zase neni vhodny v ptipadé, kdy
testovana drugs jsou sama o sob¢ silnymi oxida¢né-redukcénimi ¢inidly.

Reportérovy test

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

- prisluSné bunky vyset na poZelatinovanou 6-wells plate, 3xE4 bun€k na cm2 v 1,5 ml
media

- druhy den pfipravit transfek¢éni smes = pro jednu jamku 3ug DNA(piislusny
plasmid/vector) plus 200 uL serum/AB-free media s 6ul. PEI (2x, pH 7.0), po 15-20
minutach nakapat na bunky v jamce

- po cca 4h vyménit buitkkdam médium za Cerstvé

- nasledujici den pozorovat ve fluorescenénim mikroskopu pomér bunék pozitivnich
k GFP/RFP proti negativnim. Lépe lze pouzit analyzu pomoci flow-cytometru (FACS)

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

B) reportérovy test na aktivitu transkripce citlivé na ptasobeni 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)

- prislu$né buiiky vyset na pozelatinovanou 12-wells plate, 3xE4 bun¢k na cm2 v 0,7 ml
media

- druhy den pfipravit transfekéni smés = pro jednu jamku 0,7 ug DNA(ptislusny
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 zdsah
(zde napf pfidavek 0.1uM RA v kombinaci s n¢jakou testovanou latkou)

- Druhy den oplachnout buiiky PBS a zlyzovat v pfislu§ném pufru (1 : 1; lyzacni pufr
pro luciferazu a lyzaéni pufr pro stanoveni ATP)

- Zm¢ftit na luminometru luciferazovou aktivitu (vzorek + substrat — 50 + 50ul) a
nasledné¢ ATP (vzorek + substrat — 30 + 30 uL). Vysledné hodnota je pomér signalu
luciferdzy 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 bun¢k dle jejich schopnosti
proliferovat a potfebné délky testu/kultivace

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

Test klonogenicity (— mezni fedéni)

Schopnost klonogenicity (expanze bunééné populace z jediné) buiiky je vyznamna napft. pro
ptipravu transgennich bunécnych linii, ptipravu monoklonalnich protilatek, pro testovani
klonogenniho potencialu gent (napft. pii hledani a studiu onkogenti), pro testovani schopnosti
latek klonogenicitu u konkrétnich bunck narusit nebo vyvolat (nés ptipad) atd.

buiiky se vysévaji v mnozstvi 1 butika na 3 jamky 96-wells plate, ¢imzZ se zajisti
vysoka pravdépodobnost, Ze skutecné bude v kazdé jamce jen jedna buiika.
Alternativne lIze bunky vyset do né€kterého z polotekutych médii jako je agar nebo
methylcelulosa. V zavislosti na typu bungk je tieba ¢asto kultivovat i tyden a déle.
Posuzuje se pak pomér ocekavané¢ho poctu kolonii proti skutecnému, ptipadné v ramci
experimentalnich skupin

Pro snadnéj$i vizualizaci vzniklych kolonii je vhodné bunky obarvit, bud’
barvivy/fluorochromy vazajici mi se na napft. proteiny nebo DNA, ptipad¢ barevnymi
produkty enzymatickych reakci 9samoziejmée po ptidavku vhodného substratu (v
naSem pripad€ vyuZzijeme MTT — viz. MTT test).



