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Téma: Priitokova cytometrie — analyza bunécného cyklu

Uvod:

Pritokova cytometrie je metoda umoziujici multiparametrickou analyzu fyzikalné-
chemickych vlastnosti mikroskopickych castic, kterymi jsou nejcastéji bunky, v suspenzi,
které prochdzeji jedna za druhou tuzkym paprskem svétla o urcité vinové délce. Nesmirnou
vyhodou této metody je moZnost simultdnni analyzy aZ nékolika tisict ¢dstic za sekundu.
U paprsku dopadajictho na castici dochdzi klomu a rozptylu svétla. Piimy rozptyl,
oznacovany jako forward scatter, koreluje s velikosti ¢astice. Tento parametr je n€ékdy métfen
elektricky a je poté oznaCovan jako elektronicky objem (electronic volume). Bo¢ni rozptyl
neboli side scatter odrdzi charakter buniky, jeji vnitini strukturu a granularitu. Pro blizsi
analyzu nekterych vlastnosti ¢astic je mozné pouZiti fluorescencnich znacek, které po ozéareni
svétlem o vhodné vinové délce emituji zdareni, které je zachycovano detektory za filtry

propoustéjicimi svétlo pouze o urcité vinové délce.

Prutokovd cytometrie nachdzi uplatnéni v celé fad¢ analyz. Jednou z nejCastéji
vyuZzivanych je analyza bunécného cyklu. Bunéény cyklus je sled udélosti, kterymi buika
prochdzi mezi dvéma délenimi. Je rozdé€len do 4 fazi: G1, S, G2 a M. Pii analyze bunécného
cyklu pomoci pritokové cytometrie je méfen obsah DNA jednotlivych bunék ve vzorku, proto
je nezbytné DNA nejprve naznacit vhodnou fluorescen¢ni sondou. Jednou z nejbéznéji
pouzivanych je naptiklad propidium jodid. Propidium jodid je fluorescen¢ni interkalacni
¢inidlo, které se zabudovava do struktury dvouSroubovice DNA a po ozafeni svétlem o vlnové
délce 488 nm emituje zatfeni (> 560 nm). Béhem S faze bunécného cyklu dochézi k replikaci
DNA a tedy kpostupnému zvySovani jejtho obsahu vbuice az na dvojndsobek.
Z jednoparametrové analyzy fluorescen¢niho signdlu propidium jodidu je poté mozné urcit
obsah DNA v bunkdch a tim i fazi bunécného cyklu, ve které se nachazeji.
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Ukol ¢&. 1: Piiprava bunééné linie K562 odvozené od chronické myeloidni leukémie pro
pritokovy cytometr

Materiél: kultura bunék K562
Chemikalie: kultivacni médium DMEM, latky ovliviiujici bunéény cyklus, PBS, 70% ethanol
Pomtcky: flowbox, kultivacni nddoby, zkumavky

1. Pracujte ve sterilnim prostiedi (flowbox).

2. Kultivujte bunky bunecné linie K562 v Petriho miskdch o priuméru 60 mm (ndsada
na jednu misku 1 000 000 bunék do 5 ml kultivacniho média).

3. Po asi 2 hodindch bunky ovlivnéte pridanim ldtek majicich vliv na bunécny cyklus
a inkubujte potrebnou dobu v inkubdtoru (37 °C obsah CO; 5%), délka inkubace
a koncentrace zavisi na zvolené ldtce.

4. Po inkubaci prevedte médium s bunkami do zkumavek, kultivacni misku opldchnéte

2 ml PBS a pridejte do odpovidajicich zkumavek.

Vzorky centrifugujte (10 min, 1000 g, 4 °C).

Odsajte supernatant a pelet resuspendujte v 1 ml PBS.
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7. Vzorky centrifugujte (10 min, 1000 g, 4 °C).

8. Odsajte supernatant, pelet resuspendujte ve 100 ul PBS a za mirného vortexovdni
do zkumavky pomalu prikapdvejte 1 ml vychlazeného 70% etanolu (- 20 °C).

9. Takto zafixované buiky umistete do — 20 °C.

PROVEDL VEDOUCI CVICENI

Ukol & 2: Analyza bun&&éného cyklu bunééné nadorové linie K562

Materiél: 70% ethanolem zafixovand kultura bunék K562

Chemikalie: filtrovany roztok 1x PBS, propidium jodid (1 mg/ml), RN4za (10 mg/ml)

Pomicky: Zkumavky, centrifuga, vakuovd pumpa, vortex, Pratokovy cytometr Cell Lab
QuantaTM SC — MPL (Beckman Coulter)

Postup:
1. BunéCnou kulturu K562 zafixovanou 70% ethanolem centrifugujte (8 min, 1000 g,
4 °C).
2. Odsajte supernatant a pelet resuspendujte v 1 ml filtrovaného PBS.
3. Opét centrifugujte (8 min, 1000 g, 4 °C) a odsajte supernatant.

POZOR! Pro dalsi praci pouzivejte ochranné rukavice. Propidium jodid je MUTAGEN!!!

4. Pelet resuspendujte v 1 ml filtrovaného PBS, pfipipetujte 10 pl roztoku propidium

jodidu a 20 pl roztoku RN4zy.

Vzorky nechejte inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté ve tmé.

6. Po 30ti minutové inkubaci pfepipetujte vzorky do specidlnich vialek pro pratokovy
cytometr.

7. Analyza na prutokovém cytometru,
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Otazky:
1. Stru¢né charakterizujte jednotlivé faze bunééného cyklu.
2. Jaké dalsi fluorescen¢ni znaCky by mohly byt pouzity pro naznaeni DNA? Jaké
vlnové délky maji jejich excita¢ni a emisni spektra? Uved’ alespon 3.
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