DETEKCE EXPRESE CYKLINU A VE VYBRANYCH NADOROVYCH
LINIICH

TEORETICKY UVOD

Cykliny spole¢né s cyklin-dependentnimi kinasami (CDK) patii mezi vyznamné proteiny
podilejici se na regulaci bunéc¢ného cyklu. Cykliny jsou exprimovany ve specifickych fazich
bunééného cyklu a nasledné i rychle degradovany. D a E-typy cyklint aktivuji CDK4, CDKG6 a
CDK2 ke konci G1 a v pfechodu G1/8 faze a katalyzuji fosforylaci retinoblastomového proteinu
Rb. Dochazi tim k jeho inaktivaci a uvolnéni transkripcnich faktord E2F, coz iniciuje replikaci
DNA [1]. Cyklin A pak nasledné¢ aktivuje CDK2 v pribé¢hu S fize az do ukonceni replikace
DNA. Na konci S fize se cyklinem A aktivuje CDK1, kterd pozdé¢ji v komplexu CDK1/cyklin B
zahajuje mitézu a reguluje ji az do metafaze [1]. Cyklin E patif mezi klicové regulatory bunééného
cykly, jeho hladina je maximalni pfi pfechodu G1/S fazi bunécného cyklu a nasledné kontinualné
klesa v prabé¢hu S fize. V. G2/M fazi je pak hladina cyklinu E minimalni [2, 3]. Exprese cyklinu A
progresivné roste v prubéhu celé S fize a dosahuje maxima v G2/M fazi bunécného cyklu.
U bunc¢k v G1 fazi bunééného cyklu je exprese cyklinu A minimalni [2]. Diky zminované expresi
cyklint v raznych fazich bunécného cyklu je jejich pouziti vhodnym piikladem demonstrace
aplikované dvouparametrové prutokové cytometrie. Dalsim z piiklada uzite¢nych markert
bunééného cyklu je napfiiklad histon H3, k jehoz fosforylaci dochazi specificky od pocatku
profaze po anafazi. Mezi dalsi vyznacné markery zafazujeme pouziti specifickych
deoxynukleosidu (5-bromo-2’-deoxyuridin, 5-ethynyl-2’-deoxyuridin), které se inkorporuji do
DNA a slouzi tak nejen k oznaceni aktivné proliferujici bunécné populace, ale casto téz k pfesné
kvantifikaci bunek v S fazi [4].

Prutokova cytometrie patii mezi moderni bioanalytické techniky umoznujici
multiparametrickou analyzu fyzikalné-chemickych vlastnosti az n¢kolika tisict biologickych ¢astic
prochazejicich jedna po druhé uzkym paprskem svétla o definované vlnové délce. Mezi
nejcastéjsi aplikace prutokové cytometrie patif jednoparametrova analyza bunééného cyklu
populace bunck vyuzivajici fluorescenéni sondu vazajici se na DNA. Pfi prachodu jednotlivych
bunck kapilarou pratokového cytometru a ozafeni paprskem svétla o definované vlnové délce
pak dochazi k excitaci fluorochromu navazané DNA sondy a emisi zafeni, které stechiometricky
odpovida mnozstvi DNA. Timto pak dochazi k rozliseni zastoupeni bunck v jednotlivych fazich
bunécéného cyklu (od G1 po G2/M) v heterogenni populaci bunék.

Vice-parametrova prutokova cytometrie je jednou z aplikaci pratokové cytometrie

uzitecna pro simultanni analyzu fyzikalné-chemickych vlastnosti biologickych c¢astic. Diky vice



typum pouzitych fluorescencnich sond, které jsou pii dané metodé¢ pouzity, jsme schopni
pozorovat hladiny danych biomolekul v rtznych fazich bunééného cyklu. Tato metoda nasla
v poslednich letech uplatnéni napifklad pfi studiu prubé¢hu bunééného déleni normalnich a
nadorovych bunc¢k nebo vlivu nizkomolekularnich latek na proliferaci. Pfi jednoparametrové
analyze bunééného cyklu (DNA obsah) muze dochazet k nedostatecnému rozlieni typu
bunééného bloku. Proto se velmi ¢asto pro pfesnéjsi stanoveni a rozliseni piislusné faze
bunééného cyklu pouziva dvouparametrové stanoveni s vyuzitim nékteré¢ho ze specifickych
proteinovych markert jednotlivych fazi.

Obsahem nasledujictho protokolu je detekce vybraného bunécného regulatoru, cyklinu A,
v bunkach chronické myeloidni leukémie K562 a odvozenych od karcinomu prsu MFC-7 pomoci

dvouparametrové prutokové cytometrie.
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BIOLOGICKY MATERIAL
neovlivnéna bunécna kultura K562 (chronicka myeloidni leukémie) nebo HCT-116 (kolorektalni

adenokarcinom)

LABORATORNI MATERIAL A POMUCKY
plastové zkumavky s vicky (15 ml); Burkerova komurka; vialky pro cytometr; sada automatickych

pipet; stojanek na zkumavky, krabice s ledem

PRISTROJE
centrifuga Jouan-BR4i s rotorem S40 s adaptorem na 15 ml zkumavky; pratokovy cytometr Cell

Lab QuantaTM SC — MPL - Beckman Coulter; vakuova pumpa; vortex

CHEMIKALIE A ROZTOKY

protilatka anti-cyklin A (klon BF683); protilatka goat-anti-mouse FITC (typ 115-095-140);
protilatka anti-cyclin A2-FITC (klon 11B2G3); fosfatovy pufr PBS; 90% methanol (v/v); 0,5%
roztok hovéziho sérového albuminu BSA v PBS, BSA/PBS (w/v); roztok propidium jodidu



(PI), 0,1 mg/ml; roztok RNAsy; 10 mg/ml; roztok 7-Aminoactinomycinu D (7-AAD), 1 mg/ml;
0,5% EGTA (w/v), pH = 7,2; roztok Trypsin/EGTA (0,1%/0,25%); standardni kultiva¢ni
medium DMEM 10%

POSTUP

Kultivace a sklizeni suspenznich bunék

1.

Suspenzni kulturu (nejméné 500 000 bun¢k) pfeved'te z kultiva¢ni nadoby pomoci pipety do
pfedem pfipravenych 15 ml zkumavek

Pridejte PBS do kultivacni nadoby pro oplach (~ 2 ml), pfeved’te roztok znovu do zkumavek
Vzorky zcentrifugujte 6 min pfi otackach 1000 X g a teploté 4 °C.

Pomoci vakuové pumpy odsajte supernantant (médium) a k bunkam znovu pfidejte PBS (2 X
1 ml), pelet promyijte resuspendovanim.

Opakujte centrifugaci a znovu odsajte supernantant (PBS).

Kultivace a sklizeni adherentnich bunék

1.

2
3.
4

o

Adherentn{ kulturu buné¢k (nejméné 500 000) sklid’te trypsinizaci.

Bunky oplachnéte 1 ml 0,5% roztoku EGTA, obsah nasledné preved’te do zkumavky.
Ptidejte 1 ml roztoku trypsin/ EGTA a umistéte ldhev na 5 min do inkubétoru (37 °C).

Bunky splachnéte 5 ml standardntho kultiva¢éntho média DMEM a obsah opét pfeved do
pfipravené zkumavky.

Vzorky zcentrifugujte 6 min pfi ota¢kach 1000 X g a teploté 4 °C.

Pomoci vakuové pumpy odsajte supernantant (médium) a k bunkam znovu pfidejte PBS (2 X
1 ml), pelet promyijte resuspendovanim.

Opakujte centrifugaci a znovu odsajte supernantant (PBS).

Pozn. Pro orientacni zjisténi poctu sklizenych bunck pouzijte pocitaci Birkerovu komurku.

Fixace a permeabilizace

1.
2.

3.
4.

Pelet bun¢k nejprve resuspendujte ve 100 pl PBS.

Poté za mirného vortexovani pridejte po kapkach vychlazeny 90% methanol (- 20 °C) (1 ml
na 10° bunék).

Vzorky inkubujte na ledu po dobu minimalné 10 min.

Centrifugujte 6 minut pfi otackach 1000 X ¢ a teploté 4 °C.



5.
6.

Pelet resuspendujte v roztoku PBS obsahujici 0,5% BSA (BSA/PBS)
Znovu opakujte krok 4.

Barveni 1 - pouZiti primarni protilatky anti-cyklin A (klon BF683)

1.
2.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

Po odsati supernatantu resuspendujte pelet ve 100 ul BSA/PBS

Pridejte primarni protilatku anti-cyklin A (fedéni 1:20), jemné promichejte na mirném
vortexu.

Inkubujte minimélné 1 h pfi laboratorni teplote.

Pridejte roztok BSA/PBS (1 ml na 10° bunék), nékolikrat promyjte $pickou nasatim a
vysatim.

Centrifugujte 6 minut pfi otackach 1000 X ¢ a teploté 4 °C.

Po odsati supernatantu resuspendujte pelet ve 100 ul BSA/PBS.

Pridejte sekundarni protilatku goat-anti-mouse FITC (fedéni 1:50), jemné promichejte na
mirném vortexu.

Inkubujte minimalné 1 h pfi laboratorn{ teploté ve TME.

Pridejte roztok BSA/PBS (1 ml na 10° bun¢k), nékolikrat promyijte $pickou nasatim a
vysatim.

Centrifugujte 6 minut pti otackach 1000 X g a teplot¢ 4 °C.

Odsajte supernatant, pelet resuspendujte v 1 ml BSA/PBS.

Pridejte 20 pl roztoku RNAsy a 10 pl roztoku propidiumjodidu.

Inkubujte nejméné 30 min pii laboratorni teploté ve TME.

Béhem inkubace pokracujte nasledujicim postupem az do bodu Start.

Po skonceni inkubace pfepipetujte obsah zkumavek do vialek pro pratokovy cytometr a
vlozte je do podavace.

Pokud jste béhem inkubace nastavili v§e pro méfeni na pratokovém cytometru (viz nize),

muzete zacit s méfenim od bodu Start.

Barveni 2 - pouZiti konjugované protilatky anti-cyclin A2-FITC (klon 11B2G3)

1.

2
3.
4

Po odsati supernatantu resuspendujte pelet ve 100 ul BSA/PBS

Pridejte protilatku anti-cyklin A2-FITC (10 pl), jemné promichejte na mirném vortexu.
Inkubujte minimélné 1 h pfi laboratorn{ teplote.

Pridejte roztok BSA/PBS (1 ml na 10° bun¢k), nékolikrat promyijte $pickou nasatim a
vysatim.

Centrifugujte 6 minut pfi otackach 1000 X g a teplote¢ 4 °C.
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11.

Odsajte supernatant, pelet resuspendujte v 1 ml BSA/PBS.
Pridejte 20 pl roztoku RNAsy a 2,5 ul roztoku 7-Aminoactinomycinu D.
Inkubujte nejméné 30 min pii laboratorni teploté ve TME.

Béhem inkubace pokracujte nasledujicim postupem az do bodu Start.

. Po skonceni inkubace pfepipetujte obsah zkumavek do vialek pro pratokovy cytometr a

vlozte je do podavace.
Pokud jste béhem inkubace nastavili v§e pro méfeni na pratokovém cytometru (viz nize)

b

muzete zacit s méfenim od bodu Start.

Analyza na priitokovém cytometru

1.
2.
3.

Pro analyzu na pratokovém cytometru spust’te program Quanta Analysis.

Pouzijte protokol Start up.

V polozce Protocols zvolte protokol CYKLINY, nactéte jej pomoci Load protocol. Zobrazi
se vam okno nastavené s parametry pro vase méfeni

V polozce Current Settings nastavte maximalni pocet méfenych bunck (Total Count) a
maximalni méfeny objem (Run Volume) (cytometr po dosazeni téchto hodnot automaticky
zastavi mefeni a prejde na dalsi vzorek).

Pouzijte tlac¢itko Worklist, zadejte nazev Worklistu, nazev projektu, z ¢eho bude vzorek
nabiran, v tabulce Resuspend Settings nastavte typ resuspendovani (nejlépe Redispense),
intenzitu (Low), pocet cykla (6) a pocet mikrolitrt vzorku v jamce (Dulezité!). Vyberte, podle
jakého protokolu budete méfit. Dale vymazte tlacitkem Delete All vSechny z pfedchoziho
meéfeni oznacené jamky a mysi vyznacte, které jamky budou méfeny (jamky se oznaci zlutou
barvou), pfidate je tlacitkem Add. Méfené vzorky se poté objevi ve spodni tabulce, kde je k
nim mozné dopsat detaily a to bud’ rucné (Sample ID, Tissue...), anebo v ptipadé velkého
mnozstvi vzorkt v Microsoft Excelu (tlacitko Excel nad tabulkou vlevo). Zde vyplite vami
zadané udaje, zkopirujte je a poté vlozte pomoci tlacitka Paste, nebo soubor ulozte a nasledné
ho importujte pomoci tlacitka Import. Méfeny budou vechny vzorky uvedené v tabulce.
Zkontrolujte, aby v jednotlivych oknech byly zobrazeny tyto parametry a regiony (popf. je
nastavte), zleva nahofe doli doprava: EV — all datapoints; FL1 — velikost; FL.3 — velikost;
FL3/FL1 — velikost; FL.3/SS — velikost.

Zacnéte mefit pomoci tlacitka Start.

Podle mnozstvi bun¢k protékajicich cytometrem nastavte optimalni pritok (~ 50 ul/min)

pohybem kurzoru doprava ¢i doleva.



10.

11.

12.

13.

14.
15.

V hornim levém okné je zobrazen jednoduchy histogram EV odpovidajici relativni velikosti
bunck. Kurzorem pro vyladéni pozice signalu EV v levém spodnim okné pohybujte doleva ¢i
doprava tak, aby byl pik v grafu (vétsinou odpovida Gaussove kiivee) dobfe viditelny.

V okné FL3 jsou zobrazeny bunky obarvené PI nebo 7-AAD (kvuli Sirokému emisnimu
spektru PI pravdépodobné uvidite nabarvené bunky i na kandle FL2). Pohybujte jednim z
kurzora pro kanal FL3 v levém spodnim okné: spodni kurzor PMT voltage je hrubsi, horni
Gain jemnéjsi. Snazte se timto uspofadat graf tak, aby pramérnd hodnota G0/G1 piku lezela
v pozici 200.

V okné¢ FL1 jsou zobrazeny bunky znacené fluorescencnim FITC. Pohybujte jednim z
kurzora pro kanal FL1 v levém spodnim okné: spodni kurzor PMT voltage je hrubsi, horni
Gain jemn¢jsi. Snazte se timto uspofadat graf tak, aby prumétnd hodnota negativntho piku
leZela v pozici 10" a pozice pozitivniho piku odpovidala pozici 107,

V okné FL3/FL1 sledujte biparametrické vyhodnoceni detekce zkoumaného proteinu a jeho
redistribuci (signal FL1) v jednotlivych fazich bunééného cyklu (signal FL3).

Analyza se ukon¢i sama po dosazeni hodnot maximalntho poc¢tu bunék nebo maximalniho
objemu (nastaveno v Current Settings). Pokud chcete ukoncit méfeni dfive, zvolte Next Run,
pocet naméfenych bunck by vsak v tomto piipadé mel nabyvat hodnot alespon 10 000 pro
dostatecnou duveéryhodnost dat

Vypnéte cytometr volbou Instrument—Shut Down, fid'te se dle instrukei programu.

Nameéfena data vyhodnot’te (viz. nize).

Vyhodnoceni

1.
2.

Spust’te program Quanta Analysis.

Zvolte Runs, jednotliva méfen{ jsou zde sefazeny shora doli od nejnovejsich po nejstarsi.
Zvolte svoje méfeni a oteviete ho dvojitym kliknutim mysi. Pouzijte tlacitko Excel Report.
Exportujte histogramu do formatu JPG: Zvolte Runs a oteviete svoje méfeni. Vyberte okno,
které chcete pfevést na obrazek JPG, kliknéte pravym tlacitkem a zvolte Copy Image a vlozte
ho do ne¢kterého z mnoha dostupnych grafickych programt (napf Corel Draw, Painting...) a

dale upravte pro potfeby vyhodnoceni. Graf lze kopirovat i v Excel Report.



Obrazek 1. Vyhodnoceni detekce cyklinu A v bunkach. (A) Kontrolni analyza rozlozeni

bunééného cyklu v neovlivnénych bunkiach HCT-116. (B) Biparametricka detekce cyklinu A

v HCT-116 bunkach, FL3 - signal propidiumjodidu, FL1 - signal anti-mouse FITC odpovidajici

hladiné cyklinu A.
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Obrazek 2. Vyhodnoceni detekce cyklinu A v bunkich. (A) Kontrolni analyza
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bunééného cyklu v neovlivnénych bunkach K562. (B) Biparametrickd detekce cyklinu A v K562

bunkach, FL3 - signal 7-aminoactinomycinu, FL1 - signal anti-cyklin A2-FITC odpovidajici

hladiné cyklinu A.
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