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C. \ Uco | Student
Skupina A)
1. 269310 Flossler, Jaromir
2. 323514 Lanova, Martina
3. 395833 Laukova, Jarmila
4, 322510 Rasovska, Tereza
5. 324476 Rodov3, Markéta
Skupina B)
6. 323515 Seda, Véclav
7. 323841 Simeckovad, Sérka
8. 270162 Sratova, Klara
9. 323808 Zapletal, Ondrej
10. 211057 Zarbochova, Pavla
Den 1
hod A) B)
9-11 BD FACS Calibur & BD Aria ll
Sorp 4L, zaklady obsluhy a
kalibrace
11-13 - Fucci cells, sbér, méreni,
sorting, analyza
- ovlivnéni bunék pro analyzu
bunééného cyklu
13-15 BD FACS Calibur & BD Aria Il Sorp 4L,
zaklady obsluhy a kalibrace
15-17 - Fucci cells, sbér, méreni, sorting,
analyza
- ovlivnéni bunék pro analyzu
bunééného cyklu
Den 2
hod A) B)
9-11 Sbér a fixace bunék pro analyzu
bunécného cyklu
11-13 Sbér bunék a znaceni Znaceni bunék, méreni a analyza
povrchvych antigen( bunécného cyklu
13-15 Detekce analyza a separace na

zakladé exprese povrchovych
znak(




Den 3

A) B)
9-11 Sbér a fixace bunék pro analyzu
bunécného cyklu
11-13 Znaceni bunék, méreni a analyza | Sbér bunék a znaceni
bunécného cyklu povrchvych antigent
13-15 Detekce analyza a separace na
zakladé exprese povrchovych
znaku
Protokol 1

Fucci 8 bunky, sbér, méreni a analyza bunécného cyklu pomoci fluorescencnich protein

- pouze demonstrace

Protokol 2

Ovlivnénni bunék PC3 pro analyzu bunééného cyklu
- kazdy sam zpracuje dva vzorky — 1) kontrola (vehicle) a 2) curcumin

Protokol 3

PC3 buriky, sbér, fixace, barveni Vindelovym roztokem, méreni a analyza bunécného cyklu

- kazdy sam zpracuje 2 vzorky — 1) kontrola (vehicle) a 2) curcumin

Protokol 4

E2, cE2 buriky, sbér, multibarevné znaceni povrchovych molekul CD133/CD44 a viability,

méreni a analyza fenotypu, sorting, kontrola kvality
- kazdy sam zpracuje 2 vzorky — E2, cE2 linie




Protokol 1 — model Hela 8 Fucci cells — méreni a analyza bunéc¢ného cyklu

pomoci fluorescencni préby

Cil

Teorie

cilem experimentu je seznamit se s modelovou bunécnou linii Hela 8 Fucci, ktera
umoziiuje analyzu bunécného cyklu na zivych burikdch bez potieby fixace a znaceni
tento experiment bude demonstracni — bude Vam nazorné predvedeno, jak se
zpracovavaji burniky pro tento typ analyzy, coZ vyuZijete pfi ptipravé dalSich
experimentl béhem tohoto cviceni

demonstrace méreni probéhne na pfistroji BD FACS Aria Il Sorp

ukazka vyhodnoceni dat bude provedena pomoci programu FlowJo

Bunécna linie Hela 8 Fucci

bunécéna linie Hela — lidskd permanentni bunécna linie odvozend z karcinomu
délozniho ¢ipku

nejstarsi a jedna z nejéastéji pouzivanych lidskych bunécnych linii

Fucci préba (fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator) — umoznuje
vizualizovat progresi bunécného cyklu u Zivych bunék

bunky s Fucci ve fazi G1 emituji ¢ervené svétlo, ve fazi S/G2/M zelené svétlo
vice —viz pdf. souboru uloZené ve studijnich materidlech

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867408000548 (viz studijni

materialy)

Tento experiment bude pouze demonstrovan cvicicimi

Material

pfipravena bunécna line Hela 8 Fucci
roztok PBS+EDTA — EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) je chelatacni
&inidlo, které mimo jiné vychytava Ca®" ionty, &imz rozruduje mezibunééné spoje
trypsin - pankreaticky enzym (serinova proteaza), stépi amidové a esterové vazby
argininu a lysinu
- pUsobeni trypsinu uvoliiuje adherentni buriky od kultiva¢niho povrchu


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867408000548

nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu
PBS — oplach bunécné suspenze

Postup:

Shér a pfiprava vzorku

odsat médium z bunék

pridat 3 ml PBS+EDTA — 1-2 minuty nechat pUsobit

odsat PBS+EDTA

ptidat 0,5 ml trypsinu — nechat inkubovat v termostatu (37°C) dokud se buriky
neuvolni (cca 1-2 minuty)

pridat 2,5 ml média se sérem (inaktivace trypsinu)

misku oplachnout 1 ml PBS, prenést do zkumavky k bunécéné suspenzi
stocit 200g 5 minut

odsat supernatant

pelet rozsuspendovat v 1 ml PBS

stocit 200g 5 min

odsat supernatant

pelet rozsuspendovat v 300 pl PBS a méfit

Vysledky

Popiste postup méreni bunécného cyklu u této linie + pfilozte vysledky méreni ziskané
vyhodnocenim v programu FlowlJo



Protokol 2 — ovlivhéni bunécné linie PC-3 latkou curcumin

Cil
- cilem experimentu je ovlivnit bunécénou linii PC-3 latkou curcuminem
- plsobeni curcuminu 24-48 hodin vede k indukci zastavy bunééného cyklu ve fazi
GO0/G1 a také k ¢astecné indukci apoptdzy
- ovlivnéné buriky budou ndsledovné zafixovany a nabarveny pro analyzu bunééného
cyklu
Teorie

Bunécna linie PC3 — lidska permanentni bunécna linie odvozena z kostnich metastaz
adenokarcinomu prostaty
- pivodné izolovana z 62 letého pacienta se stadiem IV karcinomu
prostaty adaptovana pro kultivaci in vitro
- jeden z ¢astych model( studia rakoviny prostaty v podminkach in vitro

ATCC Number: CRL-1435
Designation: PC-3

ity

Low Density High Densi

Curcumin
- curcumin ziskany z rostliny kurkuma (Curcuma longa) je zdrojem koteni (turmeric),
coz je soucast koreni kari
- vsoucasné dobé se vyzkum soustredi predevsim na jeho antioxidacni, protizanétlivé
a protinadorové vlastnosti
- curcumin a lé¢ba nddorového onemocnéni — curcumin cilené a nevratné zastavuje
rdst a metastazovani nadorovych onemocnéni, stejné tak plsobi protektivné proti
vzniku nadorového onemocnéni
- curcumin napf. snizZuje riziko vzniku rakoviny prostaty a rakoviny plic, ptsobi
supresivné na rust nadorovych bunék u rakoviny prsu
- molekuladrni droven plsobeni curcuminu:
— plsobi jako antioxidant (vychytava volné radikaly) a také inhibuje jejich
produkci
— inhibuje aktivitu cytochromu P-450 a aktivitu cyklooxygenazy 2 (COX-2)

Material



zasobni roztok curcuminu o koncentraci 1mM rozpustény v DMSO

sterilni DMSO

sterilni Spicky, pipety pro praci v laminarnim boxu

pfipravené 2 misky 60 mm s bunécnou linii PC-3 (CO; inkubator)

miska 1 — kontrola — ovlivnénd pouze rozpoustédem (DMSO, vehicle) — pfida se stejny
objem, jako objem pfidavaného curcuminu

miska 2 — ovlivnéni curcuminem — vysledna koncentrace 10 uM

Vypocet

zasobni koncentrace curcuminu =1 mM

vysledna koncentrace na bunkach = 10 uM

objem média v burikdch = 5 ml

Dopocitejte, jaky objem zasobniho roztoku curcuminu a DMSO budete pridavat:

Prace probiha sterilné v laminarnim boxu, kazdy student pracuje se dvéma
vzorky (kontrola, ovlivnéni curcuminem)

Postup

v laminarnim boxu pfipravit sterilni Spic¢ky a pipety

preneste bunky z CO, inkubatoru do laminarniho boxu

do misky 1 (vehicle) pfidat vypocitany objem sterilniho DMSO (mikrozkumavka 1)
do misky 2 (ovlivnéni curcuminem) pfidat vypocitany objem zasobniho roztoku
curcuminu (mikrozkumavka 2)

médium v miskach opatrné a jemné promichat

misky s bufikami po ovlivnéni ulozit zpét do CO; inkubatoru

inkubace s curcuminem 24 hodin (skupina B) nebo 48 hodin (skupina A)

Po pfislusné dobé inkubace bude nasledovat nesterilni odbér vzorkd, fixace a znaceni bunék
na analyzu bunécného cyklu (viz. protokol 3)

Vysledky

Strucné popiste vliv curcuminu na morfologii a viabilitu bunécné linie PC-3 v dobé odbéru
pro analyzu bunécného cyklu (mikroskopické pozorovani).



Protokol 3

3.A Shér, fixace a znaceni bunék PC3 po ovlivhéni curcuminem pro analyzu
bunécného cyklu

Cil:
- cilem je pfipravit bunky PC-3 ovlivnéné curcuminem pro analyzu bunééného cyklu
- bunky budou nesterilné odebrany, zafixovany a nasledné bude naznaéena DNA
pomoci barviciho roztoku s propidium jodidem
- vzorky budou analyzovany na pfistroji BD Aria Il Sorp

- vysledky budou vyhodnoceny pomoci programu FlowJo

Material:
- PC3 bunky - 1x 60 mm miska - kontrola
- 1x 60 mm miska — curcumin 10 uM, ovlivnéni 24 hodin (skupina B)
nebo 48 hodin (skupina A)
- roztok PBS+EDTA
- trypsin
- nesterilni médium se sérem
- PBS
- 70% EtOH — fixace bunék
- VindelQv roztok — znaceni pro bunécny cyklus (viz nize)
- zkumavky pro FACS
- nesterilni Spicky, pipety

PFiprava vzorkl

Prace probiha nesterilné, kazdy student pracuje s vlastnimi vzorky (kontrola,
ovlivnéni curcuminem)

Sbér vzorka

I pfed samotnym odbérem si kazdy prohlédne své dva vzorky pod mikroskopem a doplni
do protokolu €.2 vysledky pozorovani!

- odsat médium z bunék

- pridat 3 ml PBS+EDTA — 1-2 minuty nechat pUsobit

- odsat PBS+EDTA

- pfidat 0,5 ml trypsinu — nechat inkubovat s termostatu (37°C) dokud se buriky
neuvolni (cca 1-2 minuty)

- pridat 2,5 ml média se sérem (inaktivace trypsinu)

- cely objem misky prenést pipetou do pfipravené FACS zkumavky (zkumavka A =
kontrola, zkumavka B = ovlivnéné buriky)

- kazdou misku oplachnout 1 ml PBS, pfenést do zkumavky k bunécné suspenzi



Fixace bunék
- stocit 200g 5 minut
- odsat supernatant
- pelet rozsuspendovat ve 2 ml PBS
- stocit 200g 5 minut
- odsat supernatant
- pelet dobfe rozsuspendovat ve 200 il PBS
- pfidat 3,5 ml 70% EtOH, dobfe promichat nékolikanasobnym prevracenim zaviené
zkumavky
- fixace v EtOH — minimalné 30 min 4°C, mdzZe zUstat i nékolik dni ve 4°C

Barveni pomoci Vindelova roztoku
- bunky fixované v EtOH stocit 200g 5 min
- odsat supernatant
- pelet rozsuspendovat ve 3 ml PBS
- stocit 200g 5 minut
- odsat supernatant
- pelet rozsuspendovat ve 300 pl Vindelova roztoku
- barvit 30 min 37°C a mé&fit

Vindeliv roztok (Handbook of flowcytometry methods - J.P. Robinson, Willey-Liss 1993)

1M TRIS (pH 8) 1 ml
RNAsa (Sigma R-5503) 1mg
TRITON (nebo NP-40) 100 pl
NaCl 60 mg
Propidium jodid 5mg

doplnit destilovanou vodou do 100 ml
uchovavat pfi 4°C

Pozn.

Vindellv roztok lze pouZit i bez fixace bunék — pak se v podstaté analyzuji jen jadra.

V pripadé fixovanych bunék neni nutné mit v roztoku detergent (staci pouze roztok Pl a
RNAse).

3.B Méreni a analyza bunécného cyklu
Popiste postup vlastniho méreni a zhodnoceni vysledkd, priloZte vysledky vyhodnocené

v programu FlowlJo a interpretujte ziskana data (srovnani mikroskopického pozorovani
v dobé odbéru s vysledky analyzy cyklu,...).



Protokol 4. Vicebarevna analyza fenotypu u bunécné linie E2 a cE2, sorting

Cil
- cilem experimentu je na Zivych burikdch znacit povrchové molekuly CD133 a CD44
pomoci specifickych primarnich protilatek konjugovanych s fluorescenénimi znackami
- je dulezité detekovat expresi téchto povrchovych molekul pouze na Zivych burikach,
proto soucasné se znacenim téchto dvou znakl bude detekovana i viabilita pomoci
specidlniho fluorescencniho kitu
- celkem tedy budeme znacit 3 znaky a detekovat 3 fluorescencni spektra

4.A Odbér bunék a znaceni specifickymi protilatkami

Bunécné linie E2 a cE2

- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2903072/?tool=pubmed (viz studijni
materialy)

- mySi bunécné linie odvozené z adenokarcinomu prostaty

- izolované z mysi s kondicionalni deleci genu pro PTEN, coZ vede ke spontannimu
rozvoji adenokarcinomu prostaty

- line E2 — z4avisld na androgenech

- linie cE2 — linie nezavisla na androgenech, izolovana z mysi po kastraci
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Povrchové molekuly CD133 a CD44
- prokazany jako charakteristické znaky nadorovych kmenovych bunék (NKB) mimo
jiné i u adenokarcinomu prostaty
- NKB - subpopulace nadorovych bunék, které jsou pravdépodobné zodpovédné za
progresi nadorového onemocnéni a tvorbu metastaz
- vlastnosti podobné kmenovym burikdam — schopnost sebeobnovy a tvorby jak
dalSich malignich bunék, tak i nemalignich prekurzorovych bunék
- pomalu cyklujici buriky, zvySend exprese antiapoptotickych molekul a také
molekul zodpovédnych za multilékovou rezistenci (ABC transportéry), proto
jsou rezistentni k bézné aplikované chemoterapii

- CDA44 - povrchova molekula zapojena do procesu proliferace, diferenciace, migrace,
angiogeneze a dalSich
- u mnoha nadorovych onemocnéni je zvySend exprese CD44 spojena s horsi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2903072/?tool=pubmed

progndzou

- ma nékolik ligand( — osteopontin, fibronectin, collagen, hyaluronate

- u nadorovych onemocnéni prostaty je povazovan za marker jak
nenddorovych, tak nddorovych kmenovych bunék

- CD133 (Prominin-1)

- 5x transmembranovy glykoprotein

- plivodné marker primitivnich hematopoietickych kmenovych a
progenitorovych bunék

- bylo prokdazano, ze CD133 je také markerem kmenovych bunék v jinych
tkanich, a také nadorovych kmenovych bunék

Pouzité protilatky
- primarni protilatky - anti-mouse CD133 (Prominin-1) PE - BioLegend 141204
- rat 1gG2a kappa
- anti-mouse CD44 APC-Cy7 - BioLegend 103028
- rat 1IgG2b kappa

- izotypové kontroly - PE Rat IgG2a kappa isotype control — BioLegend 400508

- APC/Cy7 rat 1IgG2b kappa isotype control — BioLegend 400624
- znaceni viability - LIVE/DEAD Blue fixable cell stain kit
- informacni materialy k pouZitym protilatkam a kitu pro detekci viability — viz studijni

materialy

Dalsi material

- nesterilni PBS

- nesterilni roztok 1% BSA — pied zacatkem odbéru pripravit 10 ml 1% BSA fedéného
v PBS pripraveného ziedénim 20% zasobniho roztoku BSA

Dopocitejte:
pro ziskani 10 ml 1% BSA pridat .................. ml 20 % BSA do .........c..t ml PBS
- nesterilni FACS zkumavky, Spicky, pipety

Vzorky:
- pracujeme se 2 bunéénymi liniemi —E2 a cE2
- pro kazdou linii budou pfipraveny 2 vzorky - specifické znaceni (CD)
- isotypova kontrola (ISO)

- vzorky: 1—E2 ISO - 1gG2a PE / IgG2b APC-Cy7 / blue viability
2—E2 CD-CD133 PE / CD44 APC-Cy7 / blue red viability
3 —cE2 ISO —1gG2a PE / 1gG2b APC-Cy7 / blue red viability
4 —cE2 CD - CD133 PE / CD44 APC-Cy7 / blue red viability

Prace probiha nesterilné, kazdy student pripravi celkem 4 vzorky.

Postup:
1. pfiprava vzork



- 1x 60 mm miska E2 bunék
- 1x 60 mm miska cE2 bunék
- zpracovavejte obé misky zaroven
- odsat médium
- oplach 3 ml PBS+EDTA — inkubace 10 minut 37°C linie cE2, 1 min 37°C linie E2 (suchy
termostat)
- odsat PBS+EDTA
- pfidat 0,5 ml trypsinu — inkubace az 5 minut 37°C (suchy termostat, prabé&zné
pozorovat, zda se jiz buriky uvolriuji od kultivaéniho povrchu)
- pridat 2,5 ml média se sérem — inaktivace trypsinu
- celou suspenzi pfenést do pripravenych nesterilnich zkumavek
- E2 bunky — zkumavka A
- cE2 buriky — zkumavka B
- misky oplachnout 1 ml PBS — prenést do prislusné zkumavky
- zkumavky s bunécnou suspenzi stocit 200g 5 minut
- odsat supernatant
- pelet rozsuspendovat v 1 ml PBS s 1% BSA
- kazdou ze zkumavek A a B rozdélit na poloviny do dvou zkumavek uréenych pro
méreni na cytometru - zkumavka A (E2) —vzorky ¢. 1a 2
- zkumavka B (cE2) —vzorky ¢. 3a 4
- do kazdé zkumavky pfidat 1 ml 1% BSA
- stocit 200g 5 minut
- odsdt supernatant a pfidat pfislusné protilatky redéné v 1% BSA

2. Znaceni protilatkami CD133 a CD44
- do kazdého vzorku se pfida 100 pl 1% BSA s pfislusnymi protilatkami nebo
isotypovymi kontrolami
- celkem mame 4 vzorky, 2 pro specifické znaceni a 2 pro isotopovou kontrolu,
nachystame si tedy 200 pl od kazdého rfedéni

- fedéni protilatek — CD133 PE 1:100
CD44 APC/Cy7 1:50
IgG2a PE 1:100
IlgG2b APC/Cy7 1:50
Dopocitejte:

- 1. mikrozkumavka ISO — do 210 pl 1% BSA pridame
............ ul 1IgG2a PE
........... ul 18G2b APC/Cy7
2. mikrozkumavka specifické znaceni — do 210 ul 1% BSA pfridame
............ ul CD133 PE

............ ul CD44 APC/Cy7



- do zkumavky 1 a 3 pfiddme 100 pl z mikrozkumavky 1 (izotypova kontrola, 1SO)
- do zkumavky 2 a 4 pfiddme 100 pl z mikrozkumavky 2 (specifické znaceni, CD)

- vSechny vzorky dikladné propipetovat
- inkubace 30 min v lednici

- po 30 min pridat ke vSem vzorkiim 1 ml Cistého PBS

- stocit 200g 5 minut

- odsat supernatant

- pelet ve vSech mikrozkumavkach rozsuspendovat ve 100 ul PBS s nafedénou znackou
pro viabilitu

3. znaceni viability

- fedéni znacky pro viabilitu — LIVE/DEAD blue cell stain kit — fedéni 1:1000
do kazdého vzorku se prida 100 pl nafedéné znacky, celkem mame 4 vzorky
- vypocitat fedéni znacky pro viabilitu pfi fedéni 1:1000

do 450 pl PBS pridat ............. ul znacky na viabilitu

- vzorky dobfe rozsuspendovat v 100 pl nafedéné znacky

- inkubovat 20 min v lednici

- po 20 min pridat ke viem vzorkiim 1 ml Cistého PBS

- stocit 200g 5 min

- odsat supernatant

- vzorky rozsuspendovat v 300 pl PBS a méfit/sortrovat

- pokud vzorky nebudou hned méreny, tak uloZit na led nebo do lednice

Protokol 4B. Imunofenotypova analyza linie E2 a cE2, sorting, vyhodnoceni
vysledku

Popiste zplisob analyzy a sortingu, prilozte vysledky méreni ziskané vyhodnocenim
v programu FlowlJo, vysledky interpretujte.



