CVICENIi Z ANALYTICKE CYTOMETRIE 2019/2020
14. —16. 1. 2020, BFU

Vyucéujici: Mgr. Barbora Kvokackova, Mgr. Markéta Pickova, Mgr. Ondfej Vacek,

Mgr. Radek Fedr, Mgr. Karel Soucek PhD.

Skupina A

Fialkova, Sandra, u¢o 461054 [VYBIO]
Goliasova, Zita, uco 449511 [IMUNOQ]
Halikova, Ludmila, uo 460767 [FYZIO]
Juraskova, Martina, uco 461017 [FYZIO]
Mosejova, Eva, uco 460776 [IMUNQ]

Skupina B

Rysava, Tereza, uco 465363 [IMUNO]
Sandanusova, Miriam, u¢o 451779 [IMUNO]
Skalova, Helena, uco 460968 [FYZIO]
Smykalova, Simona, uc¢o 460970 [FYZIO]
Tatickova, Martina, u¢o 460675 [IMUNO]

Den 1 (14.1.) A) B)
9 - 14 hod Uvod
Hela 8 Fucci cells - analyza na
prutokovém cytometru
MLN-4924 treatment
13- 18 hod Uvod
Hela 8 Fucci cells - analyza na
prutokovém cytometru
MLN-4924 treatment
Den 2 (15.1.) A) B)
9-12 Sbér a fixace bunék pro analyzu
proliferace a BC
12-15 Analyza na priitokovém cytometru Hela 8 Fucci cells - analyza na CM
14-18 Sbér a fixace bunék pro analyzu
proliferace a BC
Analyza na pratokovém cytometru
Den 3 (16.1.) A) B)
9-13 Sbér bunék, Imunofenotypizace,
analyza na pratokovém cytometru
13-17 Sbér bunék, Imunofenotypizace,
analyza na pratokovém cytometru




Protokol 1
Fucci 8 bunky - sbér, méfeni a analyza bunétného cyklu pomoci fluorescencnich
proteint, analyza na CM

Protokol 2
Detekce proliferace, bunééného cyklu a bunécné Zivotnosti po ovlivnéni bunék
DU 145 inhibitorem neddylace

Protokol 3
Znaceni povrchovych molekul CD24/CD44, viability u bunék DU 145



Protokol 1

Model HelLa 8 Fucci cells — méreni a analyza bunééného

Cil

cyklu pomoci fluorescenénich proteinti

cilem experimentu je seznamit se s modelovou buné&cnou linii HeLa 8 Fucci,
ktera umoznuje analyzu bunécného cyklu na Zzivych bunkach bez potfeby
fixace a znaCeni

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

demonstrace méreni probéhne na pfistroji BD FACS Verse

ukazka vyhodnoceni dat bude provedena pomoci programu FlowJo

analyza bunék na konfokalnim mikroskopu po ovlivnéni rliznymi latkami

Teorie

Bunécéna linie HeLa 8 Fucci

bunécna linie HelLa — lidska permanentni bunécna linie odvozena z karcinomu
délozniho Cipku

nejstarsi a jedna z nej¢astéji pouzivanych lidskych bunécnych 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/IG2/M zelené svétlo
vice — viz pdf. souboru uloZené ve studijnich materialech
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(Sakaue-Sawano et al., 2008; viz studijni materialy)

1) ANALYZA NA PRUTOKOVEM CYTOMETRU

Material

- pfipravena bunécna line HeLa 8 Fucci

- roztok PBS+EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova). EDTA je chelatacni
ginidlo, které mimo jiné vychytava Ca?* ionty, &imz rozruduje mezibunééné
spoje

- trypsin - pankreaticky enzym (serinova proteaza), $té€pi amidové a esterové
vazby argininu a lysinu. PuUsobeni trypsinu uvolfiuje adherentni bufky od
kultivacniho povrchu

- nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu

- PBS - oplach bunécné suspenze

Postup:

Sbér a priprava vzork
- odsat médium z bunék
- pfidat 2 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
- stocit 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



2) ANALYZA NA KONFOKALNIM MIKROSKOPU

Postup:

den 1: Vysev bunék HelLa 8 Fucci na mikroskopickou analyzu

den 2: Ovlivnéni latkami

MLN-4924 (zasobni koncentrace 10 mM, vysledna koncentrace 1 uM)
TRAIL (100 ug/ml zasobni koncentrace, 50 ng/ml vysledna koncentrace)

Mitomycin (zasobni koncentrace 1 mg/ml, vysledna koncentrace 1 ug/ml)

Doplnte poznamky k latkam TRAIL a Mitomycin (co to je za latky, co zpUsobuji
a k éemu se pouzivaji), viz poznamky u MLN-4924 v protokolu €. 2

Dopoctéte mnozstvi latek, které se bude k burikam pridavat (Vcelk.=300ulL)

den 3: Analyza bunék na mikroskopu

Popiste postup analyzy na mikroskopu a zmény, které jste pozorovali u bunék
ovlivnénych latkami.



Protokol 2
Detekce proliferace, bunééného cyklu a bunééné zivotnosti
po ovlivhéni bunék DU 145 inhibitorem neddylace

Cile
- cilem experimentu je ovlivnit bunécCnou linii DU 145 inhibitorem neddylace

(MLN-4924 - 0,11uM) a vySetfit ucinky jeho pusobeni

- pUsobeni MLN-4924 po dobu 24 hodin vede k deregulaci buné&ného cyklu

- méfFeni probéhne na pfistroji Attune Flow Cytometer

Teorie

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 (viz 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
(27?1 p21°*"), bunééné replikace (Cdt1) a dalsi.

Struktura inhibitoru MLN-4924 (Soucy et al., 2009)
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Plsobeni inhibitoru MLN-4924 na zastaveni drahy neddylace
(Soucy et al., 2010)
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MERENI PROLIFERACE A BUNECNEHO CYKLU

Material
- bunécna linie DU 145 (kontrola a ovlivnéné bunky)
- roztok PBS+EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova).
- trypsin
- nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu
- nesterilni FACS zkumavky, $pi¢ky, pipety
- PBS + 1% BSA
- Live Dead Fixable stain kit Red
- Edu click-iIT AF488 kit
- PO-PRO-1

analysis
seeding MLN treatment Edu
| | L1

Oh 24h 47h 48h



Postup

1. Sbhér a priprava vzorki

odsat médium z bunék

pfidat 3 ml PBS+EDTA — nechat 2 minuty pUsobit

odsat PBS+EDTA

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

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

stocit 200g 5 minut, odsat supernatant

2. Znaceni viability — LD Green/LD Yellow

naredit znacku pro viabilitu v PBS (1:1000)
pridat 100 ul/vzorek, inkubovat 15 min, 4°C
pfidat 1 ml PBS + 1% BSA, stocit (200g, 5 min), odsat supernatant

3. Fixace

rozsuspendovat buriky ve 100 pl 4% PFA
inkubovat 15 min, RT
pfidat 1 ml PBS + 1% BSA, stocit (200g, 5 min), odsat supernatant

4. Permeabilizace

rozsuspendovat buriky ve 100 pl 0,15% Tritonu X-100
inkubovat 15 min, RT
pfidat 1 ml PBS + 1% BSA, stocit (200g, 5 min), odsat supernatant

5. Click-iT reakce

rozdélit vzorky do dvou zkumavek, do jedné pfidat pouze PBS + 1% BSA, do
druhé pfipravenou click-iT reakCni smés

pripravit click-iT reakéni smés dle rozpisu

pridat 125 ul smési/vzorek

inkubovat 30 min, RT ve tmé

do obou zkumavek pfidat 1 ml PBS + 1% BSA, stocit (200g, 5 min), odsat

supernatant

1 reakce
PBS 109,5
CuS0O4 2,5l
Fluorescent dye azide 0,625 pl
Reaction buffer additive 12,5 ul

(diluted 10x)

Total reaction volume 125 i



6. Znaceni bunécéného cyklu
- naredit znacku PO-PRO-1 (s.s. 1mM) v PBS (1:10 000)
- pfidat 500 ul/vzorek
- inkubovat 30 min, RT ve tmé

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



Protokol 3
Analyza fenotypu u bunééné linie DU-145

Cil

cilem experimentu je na zivych burikach znacit povrchové molekuly CD24 a
CD44 pomoci  specifickych  primarnich  protilatek  konjugovanych
s fluorescenénimi znackami

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

celkem tedy budeme znacit 3 znaky a detekovat 3 fluorescenéni spektra

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

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 nadorového onemocnéni a tvorbu metastaz

vlastnosti podobné kmenovym burikam — 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 procest proliferace, diferenciace, migrace,
angiogeneze a dalSich

u mnoha nadorovych onemocnéni je zvySena exprese CD44 spojena s horSi
prognozou

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 druhl rakovin - prsu, vaje¢nika,
prostaty....



Material

bunééné linie: DU-145

roztok PBS+EDTA

trypsin

nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu
nesterilni FACS zkumavky, Spi¢ky, pipety

PBS + 1% BSA

protilatky, viz tabulka nize

Dopocditejte:

na pripravu 10 ml 1% BSA pridat ml 20 % BSA do ml PBS

pouzité protilatky:

protilatka fluorochrom katalogové ¢islo, vyrobce redéni
CD24 BV510 2155630 (SONY) 1:50
lgG2a K BV510 2601340 (SONY) 1:50
CD44 APC/Cy7 1115140 (SONY) 1:100
lgG2b K APC/Cy7 2603120 (SONY) 1:100
viabilita Propidium iodid 1:200
Vzorky:

budou pfipraveny 2 vzorky:
specifické znaceni (CD)
isotypova kontrola (ISO)

Postup:

1. pfiprava vzorki

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, pribézné
pozorovat, zda se jiz bufiky uvolfuji od kultivaniho povrchu)

pfidat 2,5 ml média se sérem — inaktivace trypsinu

celou suspenzi pfrenést 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 in PBS

zkumavku rozdélit na poloviny do dvou, ur€enych pro méreni na cytometru
do kazdé zkumavky pfidat 1 ml 1% BSA in PBS

stocit 200g 5 minut

odsat supernatant a pfidat pfislusné protilatky fedéné v 1% BSA in PBS



2. Znaceni protilatkami CD24 a CD44
- do kazdého vzorku se pfida 50 pul 1% BSA in PBS s pfislusnymi protilatkami
nebo isotypovymi kontrolami

Dopocditejte:
1. mikrozkumavka ISO - do 50 ul 1% BSA in PBS pridame
ul IgG
ul 1gG

2. mikrozkumavka SP - do 50 ul 1% BSA in PBS pridame
pl CD44
pl CD24

- vS8echny vzorky dukladné propipetovat

- inkubace 20 min v lednici

- po 20 min pfidat ke vSem vzorkim 1 ml PBS + 1% BSA
- stocit 200g 5 minut

- odsat supernatant

3. znaceni viability
- vzorky rozsuspendovat v 300 ul PBS
- pfidat Propidium iodid (1:200) a méfit



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



