Cviceniz AC 2011
12.-14.12. 2011, BFU
Vyucujici: Mgr. Karel Soucek, Ph.D.; Mgr. Zuzana Pernicova; Mgr. Radek Fedr

~

C. \ Uco | Student

Skupina A)

1. 151062 Nesporova, Kristina
2. 324025 Bezdékova, Renata
3. 356432 Bogorova, Jana

4, 184431 Bujokova, Barbora
5. 270568 Machat, Radek
Skupina B)

6. 386873 Mensikova, Markéta
7. 356874 Potockova, Hana

8. 269877 Pyszkova, Michaela
9. 381745 Toporcerova, Veronika
10. 323468 Vrbiniakovd, Jana

Den 1 —stfeda 12.12.2012

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
bunécného cyklu

13-15 - ovlivnéni bunék pro analyzu
bunééného cyklu

- BD FACS Calibur & BD Aria Il Sorp

4L, zaklady obsluhy a kalibrace

15-17 - Fucci cells, sbér, méreni, sorting,
analyza




Den 2 — ¢tvrtek 13.12.2012

hod A) B)

9-11 Sbér bunék a znaceni
povrchvych antigent

11-13 Detekce, analyza a separace na | Sbér a fixace bunék pro analyzu
zakladé exprese povrchovych bunécného cyklu
znak(

13-14 Demonstrace pristroje MUSE od firmy Merc/Millipore — obé skupiny
dohromady — detekce bunééné viability

14-16 Znaceni bunék, méreni a analyza

bunécného cyklu

Den 3 — patek 14.12.2012

A) B)
9-11 Sbér bunék a znaéeni povrchovych
antigenu
11-13 Sbér a fixace bunék pro analyzu Detekce, analyza a separace na
bunééného cyklu zakladé exprese povrchovych
znakd
13-15 Znaceni bunék, méreni a analyza
bunécéného cyklu

Protokol 1
Fucci 8 bunky, sbér, méreni a analyza bunécného cyklu pomoci fluorescencnich protein
- pouze demonstrace

Protokol 2
Ovlivnénni bunék LAPC-4 pro analyzu bunéc¢ného cyklu
- kazdy sam zpracuje dva vzorky — 1) kontrola (vehicle) a 2) cdk2 inhibitor Ill CVT-313

Protokol 3
LAPC-4 bunky, sbér, fixace, barveni Vindelovym roztokem, méreni a analyza bunééného 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

- cilem experimentu je sezndmit 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 buriky pro tento typ analyzy, cozZ vyuZijete pfi pripravé dalSich
experimentl béhem tohoto cviceni

- demonstrace méreni probéhne na pfistroji BD FACS Aria Il Sorp

- ukazka vyhodnoceni dat bude provedena pomoci programu FlowlJo

Teorie
Bunécna linie Hela 8 Fucci
- bunécna linie Hela — lidska permanentni bunécna linie odvozena z karcinomu
déloZniho Cipku
- nejstarsi a jedna z nejcastéji pouzivanych lidskych bunéénych linii
- Fucci préba (fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator) — umoznuje
vizualizovat progresi bunééného cyklu u Zivych bunék
- bunky s Fucci ve fazi G1 emituji cervené svétlo, ve fazi S/G2/M zelené svétlo
- vice —viz pdf. souboru uloZené ve studijnich materialech

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

Tento experiment bude pouze demonstrovan cvicicimi

Material
- pripravend bunécna line Hela 8 Fucci
- roztok PBS+EDTA — EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovad) je chelatacni
&inidlo, které mimo jiné vychytava Ca?* ionty, &imz rozru$uje mezibunééné spoje
- trypsin - pankreaticky enzym (serinova proteaza), Stépi amidové a esterové vazby
argininu a lysinu
- pUsobeni trypsinu uvoliiuje adherentni buriky od kultivac¢niho povrchu
- nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu
- PBS —oplach bunécné suspenze


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

Postup:

Shér a pfiprava vzorka

odsat médium z bunék

pfidat 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 + prilozte vysledky méreni ziskané
vyhodnocenim v programu FlowlJo



Protokol 2 — ovlivnéni bunééné LAPC-4 inhibitorem cdk2 CVT-313

o

- cilem experimentu je ovlivnit bunécnou linii LAPC-4 inhibitorem cyklin dependentni
kindzy Il (cdk2) CVT-313

- plsobeni inhibitoru 24-48 hodin vede k deregulaci bunécného cyklu (zména
distribuce bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu)

- ovlivnéné buriky budou nasledné zafixovany a nabarveny pro analyzu bunécéného
cyklu

Teorie
Bunécna linie LAPC-4 - lidska permanentni bunécna linie ustanovend z mysiho xenograftu
- bunky izolované metastaz v lymfatickych uzlinach pacienta
s karcinomem prostaty
- pfima subkutanni injikace nadorovych bunék ziskanych z pacienta
s pokrocilym stadiem karcinomu prostaty do mysi (Drs. Robert Reiter
and Charles Sawyers)
- produkuji PSA, maji wt androgenni receptor
- rUst nadorl a metastazovani zavislé na hormonech

Cdk2 a jeji inhibice
- cdk2 - cyklin-dependentni kinaza 2

- regulace bunééného cyklu se Gcastni komplexy cyklint a cyklin-dependentnich
kinaz

- serin/threoninova protein kindza

- aktivita cdk2 je nejvyssi béhem S faze a G2 faze bunééného cyklu

- cdk2 je aktivovdna interakci s cyklinem E béhem rané faze syntézy DNA (burika
mUZe projit z G1 faze do faze S)

- nasledné je aktivovana cyklinem A béhem pozdni faze replikace DNA — fidi
prechod z S faze do G2 faze (mitozy)

- inhibovand inhibitorem cyklin-dependentnich kinaz p21P%/"af

http://mol-biol4masters.masters.grkraj.org/html/Cell_Cycle_And_Its_Regulation.htm



CVT-313, cdk2 inhibitor 11l (238803, Merck) — analog purinu
- silny, selektivni, reversibilni, ATP-dependentni inhibitor Cdk2 (inhibuje jeji
aktivitu)
- in vitro indukuje zdstavu bunééného rlistu
- primarni cil — komplexy Cdk2/cyklin A, Cdk2/cyklin E
- rozpustny v DMSO

Material

zasobni roztok inhibitoru o koncentraci 10mM rozpustény v DMSO

sterilni DMSO

sterilni Spicky, pipety pro praci v lamindrnim boxu

pfipravené 2 misky 60 mm s bunécnou linii LAPC-4 (CO, inkubator)

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

miska 2 — ovlivnéni curcuminem — vyslednd koncentrace 2.5 uM /10 uM

Vypocet

zasobni koncentrace inhibitoru CVT-313 =10 mM

vysledna koncentrace na bunkach:

- skupina A — 48 hodin treatment — koncentrace inhibitoru 2.5 uM

- skupina B — 24 hodin treatment — koncentrace inhibitoru 10 pM

objem média v miskach = 4 ml

Dopocitejte, jaky objem zasobniho roztoku inhibitoru CVT-313 a DMSO budete
pridavat:

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

Postup

v lamindrnim boxu pfipravit sterilni Spicky 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) pridat vypocitany objem zasobniho roztoku
curcuminu (mikrozkumavka 2)

médium v miskach opatrné a jemné promichat

misky s bunkami po ovlivnéni uloZit zpét do CO, inkubatoru



- inkubace s inhibitorem 24 hodin (skupina B) nebo 48 hodin (skupina A)

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

Vysledky

vv s

Strucné popiste vliv inhibitoru na morfologii a viabilitu bunécné linie PLAPC-4 v dobé
odbéru pro analyzu bunécného cyklu (mikroskopické pozorovani).



Protokol 3

3.A Sbér, fixace a znaceni bunék LAPC-4 po ovlivnéni inhibitorem cdk2 pro
analyzu bunécného cyklu

Cil:
- cilem je pfipravit buriky LAPC-4 ovlivnéné inhibitorem cdk2 pro analyzu bunééného
cyklu
- bunky budou nesterilné odebrany, zafixovany a nasledné bude nazna¢ena DNA
pomoci barviciho roztoku s propidium jodidem
- vzorky budou analyzovany na pfistroji BD Aria Il Sorp

- vysledky budou vyhodnoceny pomoci programu FlowJo

Material:
- LAPC-4 bunky - 1x 60 mm miska - kontrola
- 1x 60 mm miska — cdk2 inhibitor 2.5 uM / 10 uM, ovlivnéni 24/48 h
- 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 inhibitorem)
Sbér vzorku

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, prenést 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 pil PBS
- pfidat 3,5 ml 70% EtOH, dobfre 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 méfFit

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.

Vindel(v roztok Ize 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 vysledk, pfilozte vysledky vyhodnocené

v programu FlowlJo a interpretujte ziskanda 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 — z4visld na androgenech

- linie cE2 — linie nezavisla na androgenech, izolovana z mysi po kastraci

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 bunkam — 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 zapojend do procesu proliferace, diferenciace, migrace,
angiogeneze a dalSich
- u mnoha nadorovych onemocnéni je zvySend exprese CD44 spojena s horsi
progndzou
- ma nékolik ligandl — osteopontin, fibronectin, collagen, hyaluronate


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

- u nadorovych onemocnéni prostaty je povazovan za marker jak

nenddorovych, tak nddorovych kmenovych bunék
- CD133 (Prominin-1)

- 5x transmembranovy glykoprotein

- pivodné 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 IgG2a kappa
- anti-mouse CD44 APC-Cy7 - BioLegend 103028
- rat 1gG2b kappa

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

- APC/Cy7 rat 1IgG2b kappa isotype control — BioLegend 400624
- znaceni viability - LIVE/DEAD Yellow fixable cell stain kit
- informacéni materialy k pouzitym protilatkdm a kitu pro detekci viability — viz studijni

materidly

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 ptipraveny 2 vzorky - specifické znaceni (CD)
- isotypova kontrola (ISO)

- vzorky: 1—E2 ISO — IgG2a PE / IgG2b APC-Cy7 / yellow viability
2 - E2 CD — CD133 PE / CD44 APC-Cy7 / yellow viability
3 - cE2 1SO — IgG2a PE / 1gG2b APC-Cy7 / yellow viability
4 — cE2 CD — CD133 PE / CD44 APC-Cy7 / yellow viability

Prace probiha nesterilné, kazdy student pripravi celkem 4 vzorky.

Postup:
1. priprava vzorku
- 1x 60 mm miska E2 bunék
- 1x 60 mm miska cE2 bunék



zpracovavejte obé misky zdroven
odsat médium
oplach 3 ml PBS+EDTA — inkubace 10 minut 37°C linie cE2, 1 min 37°C linie E2
(inkubator)
odsat PBS+EDTA
pfidat 0,5 ml trypsinu — inkubace aZz 5 minut 37°C (suchy termostat, pribézné
pozorovat, zda se jiz buriky uvolfuji od kultivaéniho povrchu)
pridat 2,5 ml média se sérem — inaktivace trypsinu
celou suspenzi prenést do pripravenych nesterilnich zkumavek

- E2 bunky — zkumavka A

- cE2 buniky — zkumavka B
misky oplachnout 1 ml PBS — pfenést 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 ¢. 3 a 4

do kazdé zkumavky pridat 1 ml 1% BSA
stocit 200g 5 minut
odsat supernatant a pridat pfislusné protilatky redéné v 1% BSA

2. Znaceni protilatkami CD133 a CD44

do kazdého vzorku se prida 100 pl 1% BSA s pfisluSnymi protilatkami nebo
isotypovymi kontrolami

celkem méame 4 vzorky, 2 pro specifické znaceni a 2 pro isotopovou kontrolu,
nachystame si tedy 200 pl od kazdého rfedéni

redéni 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 pfidame
............ ul 1IgG2a PE
........... ul 18G2b APC/Cy7
2. mikrozkumavka specifické znaceni — do 210 ul 1% BSA pridame
............ pl CD133 PE
............ ul CD44 APC/Cy7

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



- vSechny vzorky dlkladné propipetovat
- inkubace 30 min v lednici

- po 30 min pfidat ke viem vzorkiim 1 ml ¢istého 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 yellow cell stain kit — fedéni 1:500
do kazdého vzorku se pfida 100 pl nafedéné znacky, celkem mame 4 vzorky
- vypocitat fedéni znacky pro viabilitu pfi Fredéni 1:1000

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

- vzorky dobre rozsuspendovat v 100 pul nafedéné znacky

- inkubovat 20 min v lednici

- po 20 min pridat ke vSem 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
vysledka

Popiste zplisob analyzy a sortingu, priloZte vysledky méfeni ziskané vyhodnocenim
v programu FlowlJo, vysledky interpretujte.



