CVICENIi Z ANALYTICKE CYTOMETRIE 2014
2.—4.12. 2014, BFU

Vyuéujici: Mgr. Karel Sougek, Ph.D.; Mgr. Sarka Sime¢kova; PhamDr. Jan Remsik

Skupina A

1. Be€arova, Kristina (u€o 393338); PfF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 1, ro€ 1]
2. Cvanda, Radomir (uo 345412); PiF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 1, ro¢ 1]
3. Hurychova, Jana (u€o 394437); PfF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 1, ro€ 1]
4. Krkoska, Martin (u¢o 393943); PfF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 1, ro¢ 1]

5. Landova, Marie (u¢o 112348); PfF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 1, ro¢ 1]

Skupina B

6. LeSundak, Pavol (u¢o 393768); PFF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 1, ro¢ 1]

7. MalySkova, Barbora (u¢o 269463); PfF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 1, ro¢ 1]

8. Nemcekova, Martina (u¢o 375769); PiF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 3, ro¢ 2]
9. Stejskalova, Markéta (u€o 394175); PfF N-EXB SPBI (EBZI) [sem 1, ro¢ 1]
10. Vana, Petr (u¢o 108420); PfF B-EXB BIMG (BIMG) [sem 5, ro¢ 3]

Den 1 A) B)
9 - 14 hod Uvod

Hela 8 Fucci cells - analyza na
pritokovém cytometru
MLN-4924 treatment

14- 18 hod Uvod

Hela 8 Fucci cells - analyza na
pratokovém cytometru
MLN-4924 treatment

Den 2 A) B)
9-12 Sbér a fixace bunék pro analyzu
BC a ROS
12-15 Analyza na pritokovém cytometru | SPér a fixace bunek pro analyzu
14-18 BC a ROS

Analyza na pritokovém cytometru

Den 3 A) B)

9-13.30 Sbér bunék, Imunofenotypizace,
analyza na prutokovém cytometru

13.30-18 Sbér bunék, Imunofenotypizace,
analyza na prutokovém cytometru




Protokol 1
Fucci 8 bunky - sbér, méfeni a analyza bunétného cyklu pomoci fluorescencnich
proteinU

Protokol 2
Detekce ROS, bunécného cyklu a bunééné Zivotnosti po ovlivnéni bunék HCT-116
inhibitorem neddylace a menadionem

Protokol 3
Znaceni povrchovych molekul CD24/CD44, viability u bunék



Protokol 1

Model HelLa 8 Fucci cells — méreni a analyza bunééného

cyklu pomoci fluorescenéni préby

Cil

Teorie

cilem experimentu je seznamit se s modelovou buné&c¢nou linii HeLa 8 Fucci,
ktera umoznuje analyzu bunéfného cyklu na zZivych burikdch bez potieby
fixace a znaceni

tento experiment bude demonstracni — bude Vam nazorné predvedeno, jak se
zpracovavaji buriky pro tento typ analyzy, coz vyuzijete pfi pfipravé dalSich
experimentd béhem tohoto cviceni

demonstrace méfeni probéhne na pfistroji Attune® Flow Cytometer

ukazka vyhodnoceni dat bude provedena pomoci programu FlowJo

Bunécna linie HeLa 8 Fucci

bunéc¢na linie HelLa — lidska permanentni bunécéna linie odvozena z karcinomu
délozniho Cipku

nejstarsi a jedna z nejcastéji pouzivanych lidskych bunécnych linii

Fucci préba (fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator) — umoziiuje
vizualizovat progresi bunécného 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
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(Sakaue-Sawano et al., 2008; viz studijni materialy)
Material
- pfipravena bunécna line HeLa 8 Fucci
- roztok PBS+EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova). EDTA je chelatacni
ginidlo, které mimo jiné vychytava Ca?* ionty, &imz rozruSuje mezibun&éné
spoje
- trypsin - pankreaticky enzym (serinova proteaza), Stépi amidové a esterové
vazby argininu a lysinu. PuUsobeni trypsinu uvolfiuje adherentni burnky od
kultivacniho povrchu
- nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu
- PBS - oplach bunécné suspenze
Postup:

Sbér a priprava vzorku

odsat médium z bunék

pfidat 3 ml PBS+EDTA — 1-2 minuty nechat pusobit

odsat PBS+EDTA

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

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

misku oplachnout 1 ml PBS, pfenést do zkumavky k bunééné suspenzi
stoCit 200g 5 minut

odsat supernatant

pelet rozsuspendovat v 1 ml PBS

stoc€it 200g 5 min

odsat supernatant

pelet rozsuspendovat v 300 ul PBS a méfit

Vysledky

Popiste postup méreni bunééného cyklu u této linie + prilozte vysledky méreni
ziskané vyhodnocenim v programu FlowJo



Protokol 2
Detekce ROS, bunééného cyklu a bunééné zivotnosti po
ovlivnéni bunék HCT-116 inhibitorem neddylace

Cile
- cilem experimentu 1 je ovlivnit bunécnou linii HCT-116 inhibitorem neddylace
(MLN-4924) a vySetfit uCinky jeho pusobeni
- plUsobeni MLN-4924 po dobu 24 hodin vede k deregulaci buné&ného cyklu
- cilem experimentu 2 je indukovat produkci reaktivnich forem kysliku (ROS)
menadionem
- méfeni probéhne na pristroji Attune® Flow Cytometer
Teorie

Bunééna linie HCT-116 - bunédna linie odvozena z karcinomu tlustého streva

ATCC Number: CCL-247
Designation: HCT 114

http://www.lgcstandards-atcc.org/~/media/Attachments/6/C/D/4/1762.ashx

MLN-4924

= ATP kompetitivni inhibitor

» |. faze klinického testovani pro lymfom, mnohoCetny myelom, AML, ALL,
melanom a dal$i nehematologické nadory

= Tvofi velmi stabilni adukt mezi NEDD8 a MLN-4924 vede k zastaveni drahy
neddylace gviz obrazek). Draha nedylace je nezbytna pro aktivitu ubikvitin
ligazy Skp2™CF, ktera se Gcastni regulace rtiznych bunéénych pochodu. Mezi
jeji vyznamné substraty patfi proteiny fidici procesy, jako jsou bunécny cyklus
(p275P1 p21°P"), bun&éné replikace (Cdt1) a dalsi.

Struktura inhibitoru MLN-4924 (Soucy et al., 2009) ? C@
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Pusobeni inhibitoru MLN-4924 na zastaveni drahy neddylace
(Soucy et al., 2010)

Reaktivni formy kysliku (ROS)
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MLN4824-NEDDS adduct
blocks neddylation pathway

buika generuje ROS v
mitochondriich  jako  vedlejSi
produkt metabolizmu kysliku
béhem oxidativni fosforylace.
Takto produkované radikaly
hraji dulezité ulohy v bunécéné
signalizaci a udrzovani
homeostazy (indukce exprese & i cyp—
proapoptotickych proteinti pfip. 0.+ 0y’ ﬁ:ﬁ HO
indukce ochrannych hrogen  HO - douicary RD
mechanizmd, aktivace

transportnich systému pro ionty,...)

v pfipade nerovnovahy mezi tvorbou a vychytavanim ROS antioxidanty
dochazi k indukci oxidativniho stersu, coz vede k poskozeni DNA, peroxidaci
lipidd a inaktivaci kofaktord nékterych enzymu; oxidativni stres je mozné
indukovat UV zafenim, ionizujicim zafenim, tepelnym Sokem, inhibici
bunécného cyklu, hypoxii, nedostatkem séra v kultivacnim médiu, syntetickymi
slou€eninami, napf. menadionem

CellROX Green (Invitrogen) je fluorogenni préba v redukovaném stavu,
uréena na detekci produkcie ROS v zivych burikach; plsobenim ROS se
kvantitativné oxiduje na fluorochrom emitujici zelené svetlo a vaze se na DNA,
v tomto pfipadé tedy detekujeme tvorbu ROS v mitochondriich a v jadre.



Detekce produkce ROS kitem CellROX Green pod fluorescenénim mikroskopem po vyvolani
oxidativniho stresu pfidanim 100 uM menadionu (buné&cna linie U2-OS, Invitrogen).

Menadion

Menadion je synteticky analog vitaminu K (vitamin K3), chinonové struktury. Chinony
jsou v bunce metabolizované mikrozomalni NADPH-cytochrom P450 reduktazou

a mitochondrialni NADH-ubichinon
oxidoreduktazou

jednoelektronovymi redukcemi na
nestabilni semichinony, které
v pfitomnosti molekularniho kysliku
vstupuji do redoxniho cyklu a
zpétné se oxiduji na stabilni chinon
za tvorby ROS.
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1) OVLIVNENI BUNEK INHIBITOREM MLN-4924

Material

- zasobni roztok MLN-4924 o koncentraci 1 mM rozpustény v DMSO

- sterilni DMSO

- sterilni Spicky, pipety pro praci v laminarnim boxu
- pfipravené 2 misky 60 mm s bunécnou linii HCT-116, (objem média 5 ml -

dalezité pro vypocet)

- miska 1 — kontrola — ovlivnéna pouze rozpoustédem (DMSO) — pfida se ve
stejném poméru jako MLN-4924
- miska 2 — ovlivnéni MLN-4924 — vysledna koncentrace 0,04 uM



Vypocet

- Nejprve se pfipravi 100 pM zasobni roztok inhibitoru MLN-4924, ktery se
pouZzije na ovlivnéni bunék (fedéni 10x v kultivacnim médiu)

- vysledna koncentrace inhibitoru na misce: 0,04 uyM, objem média na misce: 5
mi

- Dopocitejte, jaky objem zasobniho roztoku MLN-4924 a DMSO budete
pridavat:

Prace probiha sterilné v laminarnim boxu, kazdy student pracuje se
dvéma vzorky (kontrola, ovlivnéni MLN-4924)

Postup

- vlaminarnim boxu pfipravit sterilni Spic¢ky, pipety a zasobni roztoky DMSO a
MLN-4924

- pFeneste buriky z CO; inkubatoru do laminarniho boxu

- do misky 1 pfidat vypocitany objem sterilniho DMSO

- do misky 2 pfidat vypocCitany objem zasobniho roztoku MLN-4924

- meédium v miskach opatrné a jemné promichat

- misky s bunkami po ovlivnéni ulozit zpét do CO, inkubatoru

- inkubace 24 hodin

Po pfislusné dobé inkubace bude nasledovat nesterilni odbér vzorkd, znaceni bunék
na bunécného cyklu a zZivotnosti bunék

2) MERENi PRODUKCE ROS A BUNECNEHO CYKLU

Material
- bunécna linie HCT-116 (kontrola a ovlivnhéné buriky)
- roztok PBS+EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova).
- trypsin
- nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu
- PBS - oplach bunééné suspenze
- CellROX Green kit
- FxCycle Violet
- Live Dead Yellow kit
- nesterilni FACS zkumavky, Spicky, pipety
- nesterilni roztok 1% BSA — pfed zaCatkem odbéru pfipravit 10 ml 1% BSA
fedéného v PBS pfipraveného zfedénim 20% zasobniho roztoku BSA



Postup

1.1. Sbhér a priprava vzorki

odsat médium z bunék

pfidat 3 ml PBS+EDTA — 1-2 minuty nechat pusobit

odsat PBS+EDTA

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

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

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

stocit 200g 5 minut, odsat supernatant

1.2. Detekce ROS a znaceni viability

Prichystat barvici roztok s CellROX Green (vysledna koncentrace 5 pM,
zasobni koncentrace 2,5 mM). Zivotnost bun&k uréime pomoci propidium
iodidu, ktery se fedi v PBS v poméru 1:100. Dopoctéte, kolik CellROX Green
je potfeba pfidat do 100 ul PBS:

je potfeba pfidat ul CellROX

pelet rozsuspendovat ve 100 ul PBS s rozpustenym CellROX Green
inkubovat 30 min, 37 °C
oplach PBS, stoc€it 200g 5 minut

1.3. Indukce produkce ROS

vyznamného narustu produkce ROS dosahneme pomoci pusobeni
menadionu (synteticky vitamin Ks)

pripravit nafedény roztok menadionu 1:10 (1 ul zasobniho roztoku menadionu
s koncentraci 100 mM a 9 ul PBS)

buriky rozsuspendujeme ve 100 ul PBS a pfidame 1 pl nafedéného roztoku
menadionu

inkubujeme 10 min, RT

pfidat propidium iodid v poméru 1:100



2.1. Sbér a priprava vzorku
- odsat médium z bunék
- 3 xoplach PBS
- pfidat 3 ml PBS+EDTA — 1-2 minuty nechat pusobit
- odsat PBS+EDTA
- pfidat 0,5 ml trypsinu — nechat inkubovat v termostatu (37°C) dokud se buriky
neuvolni (cca 1-2 minuty)
- pfidat 2,5 ml média se sérem (inaktivace trypsinu)
- misku oplachnout 1 ml PBS, pfenést do zkumavky k buné&né suspenzi
- stocit 200g 5 minut, odsat supernatant

2.2. Znaceni DNA - na méreni bunééného cyklu
- fixace a permeabilizace vzorku - pelet rozsuspendovat ve 100 pl 4% roztoku
paraformaldehydu a 0,15% Tritonu X-100
- inkubovat 15 min, RT
- oplach PBS, stoc€it 200g 5 minut
- pelet rozsuspendovat v 300 ul FxCycle Violet v PBS (1:1000)
- méfit na prutokovém cytometru

Vysledky
Popiste postup méreni a vyhodnocovani bunék na pratokovém cytometru +
prilozte vysledky méreni ziskané vyhodnocenim v programu FlowJo



Protokol 3
Analyza fenotypu u bunéénych linii DU-145 a CAFTD 01

Cil

- cilem experimentu je na Zivych bunkach znacit povrchové molekuly CD24 a
CD44 pomoci  specifickych  primarnich  protilatek  konjugovanych
s fluorescenénimi znackami

- je dulezité detekovat expresi téchto povrchovych molekul pouze na Zivych
burikach, proto sou€asné se znacenim téchto dvou znaku bude detekovana i
viabilita pomoci specialniho fluorescencniho kitu

- celkem tedy budeme znacit 3 znaky a detekovat 3 fluorescencni spektra

Teorie

Bunécna linie DU-145 ma epitelialni charakter a je odvozena z mozkové metastazy
karcinomu prostaty.

Tumorigenni klon CAFTDO01 byl odvozeny in vivo rekombinaci netumorigenni linie
BPH-1 s CAF (cancer associated fibroblast) a pfedstavuje model epitelialni bunécné
linie, ktera ma zvySenou expresi mezenchymalnich markera.

Povrchove molekuly CD24 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 nadoroveho onemocnéni a tvorbu metastaz

» vlastnosti podobné kmenovym burfikdm — schopnost sebeobnovy a tvorby jak
dalSich malignich bunék, tak i nemalignich prekurzorovych bunék pomalu
cyklujici buriky, zvySena exprese antiapoptotickych molekul a také molekul
zodpovédnych za multilékovou rezistenci (ABC transportéry), proto jsou
rezistentni k bézné aplikované chemoterapii

CD44

= povrchova molekula zapojena do procesu proliferace, diferenciace, migrace,
angiogeneze a dalSich

= u mnoha nadorovych onemocnéni je zvySena exprese CD44 spojena s horSi
prognézou

» ma nékolik ligandu — osteopontin, fibronectin, collagen, hyaluronate

* u nadorovych onemocnéni prostaty je povazovan za marker nenadorovych i
nadorovych kmenovych bunék

CD24

= povrchova molekula

= znak nediferencovanych hematopoetickych bunék

= podili se na bunécné adhezi, je receptorem pro P-selektin

®  popsana zvySena exprese u nékterych druhu rakovin - prsu, vaje¢niku,
prostaty....



Material

- bunécné linie: DU-145 a CAFTD 01

- roztok PBS+EDTA

- trypsin

- nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu

- PBS - oplach buné&né suspenze

- nesterilni FACS zkumavky, Spicky, pipety

- nesterilni roztok 1% BSA — pfed zaCatkem odbéru pfipravit 10 ml 1% BSA
fedéného v PBS pfipraveného zfedénim 20% zasobniho roztoku BSA

- protilatky, viz tabulka nize

Dopocditejte:
na pfripravu 10 ml 1% BSA pridat ml 20 % BSA do ml PBS

pouzité protilatky:

protilatka fluorochrom vyrobce, katalogové Cislo redéni

CD24

CD44

viabilita

IgG2a k

lgG2b

Vzorky:
- pracujeme se 2 bunéénymi liniemi — DU-145 a CAFTD 01
- pro kazdou linii budou pfipraveny 2 vzorky:
specifické znaceni (CD)
isotypova kontrola (ISO)

- vzorky:

1 - DU-145 ISO:
2 -DU-145 CD:
3 - CAFTD 01 ISO:

4 — CAFTD 01 CD:



Postup:

1. priprava vzorki

1x 60 mm miska DU-145 bunék

1x 60 mm miska CAFTD 01parental bunék

odsat médium

oplach 3 ml PBS+EDTA - inkubace 3minuty/10 minut 37°C linie (suchy
termostat)

odsat PBS+EDTA

pridat 0,5 ml trypsinu — inkubace 2 minuty 37°C (suchy termostat, prabézné
pozorovat, zda se jiz buriky uvolfiuji od kultivacniho povrchu)

pfidat 2,5 ml média se sérem — inaktivace trypsinu

celou suspenzi prenést do pfipravenych nesterilnich zkumavek

misky oplachnout 1 ml PBS — pfenést do pfislusné zkumavky

zkumavky s bunécnou suspenzi stocCit 200g 5 minut

odsat supernatant

pelet rozsuspendovat v 1 ml PBS s 1% BSA

kazdou ze zkumavek rozdélit na poloviny do dvou zkumavek uréenych pro
méfeni na cytometru

do kazdé zkumavky pfidat 1 ml 1% BSA

stocit 200g 5 minut

odsat supernatant a pfidat pfislusné protilatky redéné v 1% BSA

2. Znaceni protilatkami CD24 a CD44

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

Dopocditejte:
1. mikrozkumavka ISO — do 110 ul 1% BSA pridame
ul 1gG
ul lgG

2. mikrozkumavka specifické znaceni — do 110 ul 1% BSA pridame
ul CD44
ul CD24

do jedné zkumavky pfidame 100 ul z mikrozkumavky 1 (izotypova kontrola,
ISO)

do druhé zkumavky pfiddme 100 pl z mikrozkumavky 2 (specifické znaceni,
CD)

vSechny vzorky dikladné propipetovat

inkubace 20 min v lednici

po 20 min pfidat ke v§em vzorkum 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 Violet cell stain kit — fFedéni 1:1000
- do kazdého vzorku se pfida 100 pl nafedéné znacky, celkem mame 4 vzorky

- vypogditat fredéni znacky pro viabilitu pfi fedéni 1:1000
do ul PBS pridat ul znaéky na viabilitu

- vzorky dobfe rozsuspendovat v 100 pl nafedéné znacky

- inkubovat 20 min v lednici

- po 20 min pfidat ke vd§em vzorkim 1 ml ¢istého PBS

- stocit 200g 5 min

- odsat supernatant

- vzorky rozsuspendovat v 500 pl PBS a méfit

- pokud vzorky nebudou hned méfeny, tak ulozit na led nebo do lednice

Vysledky
Popiste postup méreni a vyhodnocovani bunék na prutokovém cytometru +
prilozte vysledky méreni ziskané vyhodnocenim v programu FlowJo

Imunofenotypova analyza linie .............. vyhodnoceni vysledku

Imunofenotypova analyza linie .............. vyhodnoceni vysledku



