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Prakticky kurz

Prakticky kurz monitorovani apoptozy a autofagie u nadorovych

prostatickych bunék pomoci priitokové cytometrie

Nastaveni priitokového cytometru a jeho optimalizace

Vyucuyjici: RNDr. Jan Balvan, MUDr. Jaromir gumulec

Optimalizace toku bunék v kapilare

Po originalnim nastaveni opera¢niho rozhrani firemnim specialistou neni vétSinou potieba
upravovat nastaveni laseru a optiky. Pro ziskani optimalnich vysledkd vSak mize byt mirné
doladéni nezbytné.

1. Odklopit vrchni kryt ptistroje Partec CyFlow ML.

2. Zapnout software FloMax®™ a vlozit vzorek obsahujici kalibra¢ni &astice o rozméru
3um.

3. V nabidce nastaveni piistroje vybrat odpovidajici nastaveni pro kalibracni Castice.

4. Zatimco Ccastice prochazeji detekénim systémem, opatrné nastavime prutokovou
komoru zarovnavacim Sroubem a sledujeme piky (viz Obr.1).

5. Je dulezité, aby analyzované Castice prochazely piimo laserovym paprskem.

6. V kratkych intervalech (n€kolik sekund) vycistime histogramy kliknutim na tlacitko
CLEAR v nabidce nastaveni pfistroje.

7. Sledujeme tvar piki v histogramech
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8. Nastaveni je optimalni, kdyz je intenzita maximalni a zobrazené piky jsou tak uzké,

jak je to mozné (viz Obr.1)
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Obr. 1 Piky pf¥i kalibraci cytometru kalibraénimi ¢asticemi o priméru 3 pm
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Prakticky kurz

Prakticky kurz monitorovani apoptozy a autofagie u nadorovych

prostatickych bunék pomoci priitokové cytometrie

Priprava a znaceni bunék pro detekci apoptozy

Vyucujici: RNDr. Jan Balvan, Ing. Hana Polanska

Apoptdza je proces programované bunécné smrti doprovazeny typickymi morfologickymi
zménami. Mezi tyto zmény patii také asymetrie lipidové membrany zplsobena translokaci
fosfatidylserinli (PS) na vnéjsi list bunééné membrany. PS na vnéjsi strané¢ bunécné
membrany slouZzi jako ,,eat me* signdl pro fagocytujici buiiky.

Pro detekci translokace PS vyuzivame fluorescen¢né znaceny protein Annexin V. Tento
protein za p¥itomnosti iontd Ca?* vytvaii vazbu s PS. V neapoptotickych buiikach tento
protein kotvi proteiny cytoskeletu k lipidovym membranam.

Annexin V 2
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Jelikoz k expozici PS na vnéjSim listu bunéné membrany dochézi také u nekrotickych bunék,
pouzivame v kombinaci s Annexinem V také propidiumjodid (PI), ktery u nekrotickych bunék
s perforovanou bunéénou membranou vstupuje do bunék a barvi nukleové kyseliny.

Postup pripravy bunék pro analyzu apoptézy:

Annexin V Propidiumjodid
Excitacni spektrum 488 nm 488-540 nm
Emisni spektrum 518 nm 617 nm

Ptiprava barviciho roztoku:

20 pl Annexinu V rozpustime v 1 ml inkuba¢niho pufru, pfidame 20 ul propidiumjodidu a
promichdme opakovanym pipetovanim.

1. Bunky z kultiva¢ni nadoby splachneme opakovanym pipetovanim (1000 pl) do média,
ve kterém byly kultivovany

Centrifugace 5 min/2000rpm/7 °C

Bunécna pelet proplachneme 500 pl PBS

Centrifugace 5 min/2000rpm/7 °C

Bunéény pelet rozsuspendujeme ve 100 pl barviciho roztoku

Inkubujeme ve tmé 15 min. pti 15-20 °C

Analyzujeme buniky prutokovym cytometrem
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Prakticky kurz

Prakticky kurz monitorovani apoptozy a autofagie u nadorovych

prostatickych bunék pomoci priitokové cytometrie

Piiprava a znaceni bunék pro detekci autofagie

Vyulujici: Ing. Markéta Sztalmachova, Mgr. Michaela Fojti

Autofagie je geneticky kontrolovany katabolicky proces, pii kterém buiika obklopuje casti
cytoplazmy vcetné organel lipidovou membranou do autofagosomu. Ten ndsledné splyva
S lysosomem. Obsah autofagosomu je pak enzymaticky v kyselém prostiedi rozStépen a
vzniklé latky vyuzity k produkci energie a recyklaci bunéénych komponent.

Vznikajici autofagosomy jsou barveny pomoci CytoID (Enzo, Life Sciences). Toto barveni
umoziuje také kvantifikaci intenzity fluorescencniho signalu.

Obrl. Autofagické buniky barvené CytoID
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Postup pripravy bunék pro analyzu apoptézy:

Cyto ID Hoechst 33342
Excita¢ni spektrum 486 nm 361 nm
Emisni spektrum 527 nm 486 nm

Ptiprava barviciho roztoku:

1 wl CytoID Green Detection Reagent rozpustime v 1 ml kultivacniho média bez indikatoru
s 5% FBS.

10x detekéni pufr nafedime na 1x (1:9, H20 pro potieby molekularni biologie)

1.

ok wn

~No

9.

Bunky z kultiva¢ni nadoby splachneme opakovanym pipetovanim (1000 pl) do média,
ve kterém byly kultivovany

Centrifugace 5 min/2000rpm/7 °C

Bunécéna pelet proplachneme 500 pl PBS

Centrifugace 5 min/2000rpm/7 °C

Bunéény pelet rozsuspendujeme ve 250 ul kultivacniho média bez indikatoru s 5%
FBS

Ptidame 250 pl barviciho roztoku

Buiiky v roztoku peclivé promichame jemnym opakovanym pipetovanim

Inkubujeme ve tmé 30 min. pti 37 °C, béhem této doby vzorek promichavame
(intervaly 5 min.)

Centrifugace 2000rpm/5 min/ 7°C

10. Pelet rozsuspendujeme v 500 pl Cerstvé piipraveného 1x detekéniho pufru
11. Analyzujeme buiiky pritokovym cytometrem

N ..
*
** ** .o.
- * * L]
evropsky o

socialni - STERS SKOLS OP Vzdélavani
fond v CR EVROPSKA UNIE { pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Mezinarodni spoluprace v oblasti ,,in Vivo*“ zobrazovacich technik
http://web2.mendelu.cz/af_239_nanotech/nanolabsys/ \

CZ.1.07/2.3.00/20.0148 NANOLABSYS @ Iga

Laboratot Metalomiky a Nanotechnologii

(TTTIITITIVERE
’ U ) TECHNICKE

,/;%\/RWE @,CEITEC

stredoevropsky technologicky institut

FAKULTA \ BRNO | CESKA REPUBLIKA
ELEKTROTECHNIKY
A KOMUNIKACNICH
TECHNOLOGII
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Prakticky kurz monitorovani apoptozy a autofagie u nadorovych

prostatickych bunék pomoci priitokové cytometrie

Zpracovani a vyhodnoceni ziskanych experimentalnich dat

Vyucujici: Mgr. Monika Holubova, Mgr. Kristyna Hudcova, RNDr. Jan Balvan,
RNDr. Michal Masafik, Ph.D.

Castym cilem cytometrické analyzy je klasifikace bunék pozitivnich & negativnich na n&jaky
marker a ur€eni hranice mezi pozitivni a negativni populaci buné€k. Pro dosaZeni kvalitnich
vysledkli je nutné reprodukovatelné nastaveni pfistroje a zejména pouziti vhodnych
kontrolnich souborii pro analyzu a interpretaci ziskanych dat.

Dulezitym faktorem uréujicim kvalitu vysledkt je peclivost pfi zpracovani vzorkid (jemnost
pti sklizeni bunék, rychlost sklizeni, teplota, délka pobytu mimo termobox, ...)

Detekce apoptozy a nekrézy

1. Kontrolni soubor pro detekci apoptozy a nekrdzy je tvoifen nebarvenymi (bez
Annexinu V i propidiumjodidu) buiikami, Obr. 1 (A,B).
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2. Kontrolni vzorek bunék porovnavame s bunkami znaCenymi Annexinem V a
propidiumjodidem (Obr.1 (C,D). Toto porovnani nam poskytne informace pro spravny
gating a vymezeni hranic mezi buitkami pozitivnimi a negativnimi pro zancenti.

3. Odecteme hodnoty jednotlivych bunéénych populaci (kvadrantt Q1, Q2, Q3 a Q4)
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Obr. 1 Porovnani dotplotti kontrolniho vzorku bunék bez pouziti barevného znaceni (A,B) a dotploti bunék znacenych
Annexinem V a propidiumjodidem (C,D)

Detekce autofagie

1. Ptipravime pozitivni kontrolu. Bunky kultivujeme s induktorem autofagie
(rapamycinem, 500 nM) po dobu 18 hodin za standardnich kultiva¢nich
podminek

2. Ptipravime negativni kontrolu (burniky bez ptfidaného barviva)

Analyzujeme vlastni vzorek

4. Pomoci dotplotl ziskanych na kontrolnich vzorcich provadime gating na
analyzovaném vrorku
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5. Odecteme hodnoty jednotlivych regiont
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Obr. 2 Porovnani dotplotii pFi analyze autofigie pritokovou cytometrii: (A) Pozitivni kontrola. Buiiky byly inkubovany
18 h s500 nM rapamycinem (induktorem autofagie). Polygon R1 zna¢i buiiky negativni na barveni CytoID, polygon R2
znadi buiiky pozitivni na barveni CytoID). (B) Negaitvni kontrola. Butiky bez pfidanych barviv. (C) Analyzovany vzorek
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