Analiza cyklu komorkowego BCH-395

TEMAT CWICZENIA: Analiza cyklu komérkowego z wyKorzystaniem metody
cytometrii przeptywowej

Wstep

Cykl komorkowy zakonczony podziatem mitotycznym (cykl zyciowy komorki) to proces
prowadzacy do powstania dwdéch komérek potomnych, bedacych wiernymi kopiami
komorki, z ktorej powstaty. Cykl komorkowy mozna podzieli¢ na dwie fazy - M (mitoze
lub mejoze) oraz interfaze, bedacg okresem miedzy jednym podziatem komorki a
drugim. W trakcie trwania interfazy wyrdéznia sie 4 fazy: GO, G1, S i G2. Komérki, ktére w
najblizszym czasie nie beda sie dzieli¢ znajduja sie w fazie GO. Wejscie komorki w faze
G1 obliguje ja do przejscia przez kolejne etapy cyklu i w koncu prowadzi do jej podziatu.
Na schemacie ponizej (Rys. 1A) przedstawiono fazy cyklu komérkowego.
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Rys. 1. Panel A- Fazy cyklu komérkowego. Panel B i C- Przykladowe analizy cyklu komérkowego
metoda cytometrii przeplywowej. Panel B- dot-plot otrzymany po wybarwieniu komoérek
przeciwcialem wyznakowanym FITC skierowanym przeciwko BrdU oraz 7-AAD. Panel C- Histogram
otrzymany po wybarwieniu komoérek jodkiem propidyny.
(http://www.bdbiosciences.com/sg/research/apoptosis/analysis/index.jsp; http://uic.igc.gulbenkian.pt/fc-protocols.htm).
Cytometria przeptywowa jest narzedziem umozliwiajacym analize cyklu komérkowego.
Jednym z barwnikéw wykorzystywanych do analizy cyklu komdérkowego jest jodek
propidyny (PI). PI wnika przez btone komoérkowag utrwalonych oraz
spermeabilizowanych komoérek, a nastepnie wigze sie z DNA na zasadzie interkalacji
pomiedzy komplementarnymi zasadami obydwu nici. Jest to wigzanie stechiometryczne
dostarczajgce informacji na temat reakcji PI z DNA, a wiec proporcji pomiedzy
komorkami znajdujacych sie w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego. Na Rys. 1C
przedstawiono analize cyklu komdérkowego z zastosowaniem PI. Najwyzszy pik to
komorki niedzielgce sie, bedace w fazie GO lub G1 cyklu komérkowego (komorki
diploidalne). Drugi mniejszy pik to komoérki w fazie G2 i M (mitozy), o podwojonej ilosci
DNA (komorki tetraploidalne). Pomiedzy pikami znajduja sie komoérki w fazie S (syntezy
DNA).

5’-bromo-2’-deoksyurydyna (BrdU) jest analogiem nukleotydu tymidyny, ktory podczas
fazy S zostaje wbudowany do syntetyzowanego DNA. W tym celu przed przystgpieniem
do analizy cyklu komorkowego konieczne jest dodawanie BrdU do medium
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hodowlanego. Detekcje wbudowanego BrdU umozliwia wybarwienie komorek
(utrwalonych i po permeabilizacji btony komoérkowej) przeciwciatem wyznakowanym
fluorescencyjnie (np. FITC) skierowanym przeciwko BrdU. Dodatkowo, réwnoczes$nie
stosuje sie barwienie DNA przy pomocy 7-aminoactinomycin D (7-AAD), ktéry wykazuje
duze powinowactwo do regionéw GC. Opisane barwienie dwukolorowe umozliwia uzyskanie
danych liczbowych oraz charakterystyke populacji komoérek aktywnie syntetyzujacej DNA w
kontekscie ich pozycji w cyklu komoérkowym (GO/G1l, S, G2/M definiowanych poprzez
intensywno$¢ fluorescencji emitowanej przez 7-AAD). Na Rys. 1B komérki z bramki R3 znajduja
sie w fazie GO/G1, R4 w fazie S, R5 w fazie G2 /M, natomiast komorki z bramki R6 w fazie sub-G1
(komérki apoptotyczne).

Cel doswiadczenia:

Celem ¢wiczenia jest przygotowanie komdrek do analizy cyklu komérkowego poprzez
zastosowanie barwien a) jodkiem propidyny oraz b) przeciwciatem przeciwko BrdU
oraz analiza cyklu komoérkowego metoda cytometrii przeptywowej.

Przebieg doswiadczenia:

(Praca w zespotach dwuosobowych. Kazda osoba z podzespotu otrzyma po 2x10°6
komorek inkubowanych z BrdU lub nie traktowanych BrdU).

I. Analiza cyklu komdrkowego przy pomocy barwienia przeciwcialem
skierowanym przeciwko BrdU oraz 7-AAD (BD Pharmingen BrdU Flow
Kits).

1. Otrzymang zawiesine komoérek zwirowac¢ (1500 rpm., 5 min., RT).

2. Zawiesi¢ pelet w 200 pl BD Cytofix/Cytoperm Buffer. Inkubowa¢ 15 min w RT.

3. Po zakonczeniu utrwalania doda¢ 1 ml 1X BD Perm/Wash Buffer. Probowki
z komérkami zwirowac¢ (1500 rpm., 5 min., RT).

4. Pelet komdrkowy zawiesi¢ w 200 pl BD Cytoperm Permeabilization Buffer Plus.
Inkubowac¢ 10 min. na lodzie.

5. Po zakonczeniu permeabilizacji doda¢ 1 ml 1X BD Perm/Wash Buffer. Probéwki
z komdrkami zwirowac (1500 rpm., 5 min., RT).

6. Zawiesi¢ komorki w 200 ul BD Cytofix/Cytoperm Buffer. Inkubowaé¢ 5 min w RT.

7. Po zakonczeniu kolejnego etapu utrwalania doda¢ 1 ml 1X BD Perm/Wash Buffer.
Probéwki z komérkami zwirowac (1500 rpm., 5 min., RT).

8. Zawiesi¢ komorki w takiej objetosci roztworu DNazy (300pg/ml) zeby 30 pg
DNazy przypadato na 10 komdrek. Inkubowa¢ 50 min w 37°C.

9. Po zakonczeniu trawienia DNazg doda¢ 2 ml 1X BD Perm/Wash Buffer. Probowki
z komdérkami zwirowac¢ (1500 rpm., 5 min., RT).
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10.Zawiesi¢ pelet w 100 pl 1X BD Perm/Wash Buffer zawierajacego FITC-conjugated

anti-BrdU Antibody (1:50). Inkubowa¢ 20 min. w RT.

11.Po zakonczeniu inkubacji doda¢ 1 ml 1X BD Perm/Wash Buffer. Probowki z

komorkami zwirowac (1500 rpm., 5 min., RT).

12.Zawiesic¢ pelet w 40 pl roztworu 7-AAD w celu wybarwienia DNA komorki. Dodac

400 pl 1X BD Perm/Wash Buffer. Przefiltrowa¢ przez filtr o $rednicy poréw
@ 40 pm.

13. Analizowa¢ na cytometrze przeptywowym BD FACS Aria III przy przeptywie nie

przekraczajacym 400 obiektow/s.

Uwaga! Wykonane barwienie jest barwieniem dwukolorowym, ktére przed analizq
cytometryczng wymaga wykonania kompensacji. Asystent przygotuje nastepujqgce probki
kompensacyjne: Prébka niebarwiona, Prébka barwiona przeciwciatem FITC anti-BrdU
oraz probka wybarwiona 7-AAD.

IL

W

O 0N o s

12.

Analiza cyklu komdérkowego przy pomocy barwienia jodkiem propidyny

Otrzymang zawiesine komdrek zwirowac¢ (1500 rpm., 5 min., RT).

Zawiesi¢ pelet w 600 pl PBS.

Do probdwki doda¢ 1 ml zmrozonego 70% etanolu na 10® komdrek (w sumie
2 ml). Zworteksowac.

Utrwala¢ 60 min. na lodzie. Doda¢ 4 ml PBS.

Zwirowac probowki (2000 rpm., 10 min., RT).

Zawiesi¢ pelet w 4 ml PBS.

Zwirowac probowki (2000 rpm., 10 min., RT).

Powtérzy¢ 2x ptukanie PBS (punkty 6 i 7).

Zawiesi¢ pelet w 200 pl PBS. Doda¢ 100 pl RNazy (100 pg/ml). Inkubowac 5 min.
w RT.

.Doda¢ 1 ml jodku propidyny (50 pg/ml). Inkubowa¢ 30 min. w 37°C.
11.

Do probéwki doda¢ 4 ml PBS, a nastepnie probowki zwirowa¢ (2000 rpm.,,
10 min., RT).

Zawiesi¢ komoérki w 500 pl PBS. Przefiltrowac przez filtr o $rednicy poréw
@ 40 pm.

13. Analizowa¢ na cytometrze przeptywowym BD FACS Aria III przy przeptywie nie

przekraczajacym 400 obiektow/s.

Zakres materiatu, ktory nalezy przygotowac do ¢wiczen:

1.

Metody barwienia komérek w celu analizy cyklu komérkowego
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