Protokol 1

Model HelLa 8 Fucci cells — méreni a analyza bunééného

cyklu pomoci fluorescenénich proteinti

Cil
- cilem experimentu je seznamit se s modelovou bunécnou linii HeLa 8 Fucci,
ktera umoznuje analyzu bunécného cyklu na zZivych bunkach bez potfeby fixace
a znaceni
- méfeni probéhne na pfistroji BD FACS Verse
- ukazka vyhodnoceni dat bude provedena pomoci programu FlowJo
- analyza bunék na konfokalnim mikroskopu po ovlivnéni riznymi latkami
Teorie

Bunééna linie HeLa 8 Fucci

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

nejstarsi a jedna z nejCastéji pouzivanych lidskych bunécénych linii

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

buriky 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 HelLa 8 Fucci

roztok PBS+EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova). EDTA je chelatacni
¢inidlo, které mimo jiné vychytava Ca?* ionty, ¢imz rozruSuje mezibunécéné
spoje

trypsin - pankreaticky enzym (serinova proteaza), $tépi amidové a esterové
vazby argininu a lysinu. Pdsobeni trypsinu uvolfuje adherentni burky od
kultivacniho povrchu

nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu

PBS — oplach buné&né suspenze

Postup:

Sbér a priprava vzork

odsat médium z bunék

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

odsat PBS+EDTA

pfidat 0,5 ml trypsinu — nechat inkubovat v termostatu (37°C) dokud se burky
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

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 pg/ml)

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

Dopoctéte mnozstvi latek, které se bude k burnikam pridavat (V celk.= 300uL)

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 ovlivnéni bunék DU-145 inhibitorem neddylace

Cile
- cilem experimentu je ovlivnit buné&€nou linii DU-145 inhibitorem neddylace
(MLN-4924 — 0,11uM) a vySetfit uc€inky jeho pasobeni
- pUsobeni MLN-4924 po dobu 24 hodin vede k deregulaci bunécného cyklu

- méfFeni probéhne na pfistroji Attune Flow Cytometer

Teorie
MLN-4924

= ATP kompetitivni inhibitor

= |. faze Kklinického testovani pro lymfom, mnohocetny myelom, AML, ALL,
melanom a dalSi 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
Skp2SCF, ktera se ucastni regulace rdznych bunéénych pochodd. Mezi jeji
vyznamné substraty patfi proteiny fidici procesy, jako jsou bunécny cyklus
(p27KP1 p21¢iP1) bunééné replikace (Cdt1) a dalsi.
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Figure 1: Struktura inhibitoru MLN-4924. (Soucy et al., 2009 Nature)
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Figure 2: Schema blokovani neddylace a proliferace inhibitorem MLN-4924. (Wenjuan
Zhang et. al., 2018, Cell proliferation)

MERENI PROLIFERACE A BUNECNEHO CYKLU

Material
- bunécna linie DU-145 (kontrola a ovlivnéné buriky)
- roztok PBS+EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)
- trypsin
- nesterilni médium se sérem — inaktivace trypsinu
- nesterilni FACS zkumavky, Spicky, pipety
- PBS + 1% BSA
- Live Dead Fixable stain kit Red
- Edu click-iT AF488 kit (Molecular Probes C10420)

- Fxcycle Violet (Theromofisher Scientific F10347)
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Figure 3: Design experimentu a ¢asy ovlivnéni bunék inhibitorem MLN-4924.



Postup

1. Shér 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)
- pfidat 100 pl/vzorek, inkubovat 15 min, 4°C
- pfidat 1 ml PBS + 1% BSA, stocit (200g, 5 min), odsat supernatant

3. Fixace
- rozsuspendovat bunky ve 100 ul 4% PFA
- inkubovat 15 min, RT
- pfidat 1 ml PBS + 1% BSA, stocit (200g, 5 min), odsat supernatant

4. Permeabilizace
- rozsuspendovat bunky ve 100 ul 0,15% Tritonu X-100
- inkubovat 15 min, RT
- pfidat 1 ml PBS + 1% BSA

- odpipetovat 250 ul z kazdého vzorku do nové zkumavky a nadepsat jako ISO
kontrola
- stodit (200g, 5 min), odsat supernatant

5. Click-iT reakce

- pfipravit click-iT reakCni smés dle rozpisu

- pfidat 125 pl click iT smési/vzorek nebo 125 ul PBS/ ISO kontrolu

- 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 pl
CuSO4 2,5 pl
Fluorescent dye azide 0,625 ul
Reaction buffer additive 12,5 pl
(diluted 10x)

Total reaction volume 125 pl

6. Znaceni bunééného cyklu
- naredit znacku Fx cycle Violet v PBS (1:1000) a RNAse (1:1000)
- pfidat 500 pl/vzorek
- inkubovat 30 min, RT ve tmé

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



Protokol 3
Imunofenotypizace lidské krve

Cil

- Cilem experimentu je stanovit zastoupeni jednotlivych populaci bunék v krvi na
zakladé granularity, velikosti Ci exprese, pro tyto buriky typickych, povrchovych
markeru.

- Dale u neutrofilnich granulocytll bude stanovena mira aktivace po stimulaci s
G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), prozanétlivych cytokinem, ktery
aktivuje buriky myeloidni fady.

- Mérfeni probéhne na pratokovém cytometru SONY SP6800 s naslednym
vyhodnoceni ve FlowJo.

Teorie

- Pojem imunofenotypizace predstavuje analyzu heterogennich populaci bunék
v krvi za ucCelem identifikace pfitomnosti a podilu rlznych bunécénych
subpopulaci.

- ldentifikace probiha na zakladé exprese vybranych povrchovych CD antigent
(markerq), a to s pouzitim fluorescenéné znacenych monoklonalnich protilatek
proti t&tmto antigeniim. CD antigeny jsou vétSinou receptory nezbytné pro funkci
dané bunky (buné¢na komunikace, adheze, metabolismus apod.).

- Na zakladé rozptylu svétla mohou byt hlavni populace rozdéleny dle velikosti a
granularity (Obr. 1).

- Tato metoda se vyuziva jak ve vyzkumu, tak v klinickych laboratofich pfi
diagnostice hematologickych malignit.

Tab. 1: Frekvence lidskych bunék v periferni krvi ¢lovéka.

Bunéény typ Mnozstvi (%)

T lymfocyty 10-25

B lymfocyty 3-10
Granulocyty (eos, bas, neu) 45-65
Monocyty 3-10

NK bunky 2-5
Dendritické burky (DC) 0,5-1
Kmenové buriky 0,01-0,05
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Obr. 1: FSC a SSC leukocytl ziskanych z piné krve po lyzaci erytrocyti

Postup

1.

8.

9.

krev zdravého dobrovolnika bude odebrana zdravotni sestrou do
antikoagulacniho Cinidla (40 pL heparinu/1 mL krve)

krev rozdélit na dva vzorky, pfi€emz jeden vzorek stimulovat pomoci G-CSF
minimalné 120 min (1 ug/mL)

pripravit si mix protilatek — viz Tab. 2

po uplynulé dobé pfidat do kazdé flow zkumavky po 100 yL suspenze
(2x zkumavka nebarvena + 1x izotyp + 2x barvena)

buriky ve zkumavce zafixovat 3,2% formaldehydem 1:1 na 10 min, RT
nasledné zlyzovat erytrocyty 4 mL ¢H20, 5 min, RT

takto pfipravené suspenze stocit (350 x g, RT, 5 min) a resuspendovat
ve 120 yL PBS s 1% FBS

pridat mix protilatek do zkumavek 2, 3 a 4 - inkubovat 15-20 min na ledu
pfidat 4 mL PBS na promyti

10.stodit (350 x g, RT, 5 min) a resuspendovat ve 150 yL PBS, uchovat na ledé
11.analyza na FACS



Tab. 2: Protilatky pro FACS (v8echny od SONY Biotechnology).

zkumavka €. | CD marker | Fluoro- populace | Fédéni Kat. €. | excitace/emise
chrom burnek (nm)
1A (bez G- | nebarvena | --- - --- --- ---
CSF) ctrl
nebarvena | --- -—- - - -
1B (G-CSF) ctrl
Izotyp PerCP -—- 1:40 2603150 482/675
Izotyp PE --- 1:50 2600565 496/578
2 (é’gﬁ)e IZotyp PE/Cy7 |- 1:50 | 2600630 4961785
Izotyp APC/Cy7 | --- 1:50 2600635 650/785
Izotyp APC --- 1:50 2600705 650/660
CD11b PerCP Neutrofil  -| 1:40 1106150 482/675
aktivace
CD3 PE T-lymfocyt 1:50 2324030 496/578
3 (bez G- CD4 PE/Cy7 | Pomocny 1:50 2102560 496/785
CSF) T lymfocyt
CD8 APC/Cy7 | Cytotoxicky 1:50 2323570 650/785
T lymfocyt
CD19 APC B-lymfocyt 1:50 2111060 650/660
4 (G-CSF) |CD11b PerCP Neutrofil  -| 1:40 1106150 482/675
aktivace
Vysledky

Popiste postup méreni a ,,gatovani“ jednotlivych populaci + pfilozte vysledky
méreni vyhodnocenych pomoci programu FlowJo.




