Stanoveni poc¢tu a viability bunék: ukazka vybaveni laboratore, obsluha flow
boxu, typy plastu pro bunécné kultury, bezpeénost prace, pasazovani bunék,
pocitani castic na Coulter Counter, urceni zivotnosti bunék barvenim
eosinem.

Detekce apoptotickych bunek: stanoveni apoptotickeho indexu - barveni
pomoci DAPI (fluorescencni detekce bunék s kondenzovanym a
fragmentovanym chromatinem). Méfeni mitochondrialniho membranoveho
potencialu apoptotickych bunék pomoci barveni TMRE (tetrametyl rhodamin
etylester) a detekce prutokovou cytometrii.

Stanoveni stupné diferenciace leukemickych bunék: detekce povrchovych
molekul CD11b a CD14 u bunék myeloidni linii HL-60 pratokovou cytometrii
pomoci pfimé imunocytochemie s protilatkami znacenymi fluorescencnimi
barvivy. Stanoveni miry oxidativniho vzplanuti jako ukazatele diferenciace u
bunék HL-60 za pouziti ruznych aktivatoru fagocytézy (zymosan, forbol
myristat acetat, Ca2+ ionofor) na destiCkovem luminometru.

Stanoveni diferenciace bunék nadoru kolonu (linie HT-29): stanoveni
alkalické fosfatazy kolorimetricky (alkalicka fosfataza Stépi bezbarvy substrat
4-p-nitrofenyl fosfat za vzniku zlutého zbarveni).




Princip funkce fluorescencniho mikroskopu (vyhody a limitace), rozdily mezi
konvencni a konfokalni mikroskopii. Pozorovani trojrozmerné fixovanych
interfaznich jader, ve kterych je fluorescencné znaceny gen a jinou fluorescencni
znackou obarven cely chromozom, na kterem se dany gen nachazi.




Priprava bunécného lyzatu pro Western blotting a izolaci RNA: metodika
pripravy bunécného lyzatu pro detekci proteinu a pro izolaci RNA, stanoveni
koncentrace proteinu pomoci kitu Bio-Rad DC protein.

Elektroforéza a transfer proteini na membranu: separace stanoveného
mnozstvi proteinu pripravenych v ramci predchoziho cvi¢eni pomoci SDS-PAGE,
prenos na PVDF membranu pomoci semidry electroblotting.

Imunodetekce: imunodetekce beta-aktinu pomoci primarni neznaceneé protilatky
(anti-beta-aktin) a sekundarni protilatky znacené kifenovou peroxidazou ve
vzorcich zpracovanych a separovanych v ramci predchozich cvicCeni, vizualizace
bude provedena pomoci kitu ECL Plus.

Izolace celkové RNA, stanoveni koncentrace a kvality: izolace RNA z
pripraveneho bunécneho lyzatu pomoci komercniho kitu, stanoveni koncentrace
RNA a jeji Cistota na pristroji Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer

pokracuje

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) metoda: stanoveni tumor
nekrotizujiciho faktoru alfa pomoci komercniho kitu od firmy R&D system Duoset
v médiu ziskaného z diferencovanych myeloidnich bunéek THP-1 po aplikaci
endotoxinu v riznych koncentracich po dobu 24 hodin.
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Teoreticky uvod:

laborator bunéénych kultur, kultivace bunék, typy bunécnych kultur, méreni zakladnich
parametru cytokinetiky, vyjadfovani vysledkud atd.

apoptdéza a metody jeji detekce, diferenciace a jeji detekce

Praktické cviCeni:

seznameni s laboratofi bunécnych kultur a jejim vybavenim

kultivace a pasazovani riznych typt bunécénych linii

detekce apoptotickych bunék (stanoveni apoptotického indexu - barveni pomoci DAPI a
fluorescencni detekce bunék s kondenzovanym a fragmentovanym chromatinem; méreni
mitochondrialniho membranového potencialu apoptotickych bunék pomoci barveni TMRE
(tetrametyl rhodamin etylester) a detekce prutokovou cytometrii

stanoveni stupné diferenciace epitelialnich bunék z nadorové linie kolonu (HT-29) po
indukci butyratem sodnym (NaBt) - kolorimetrické stanoveni aktivity alkalické fosfatazy.




1.12. 2008

stanoveni pocCtu a viability bunék myeloidni linie HL-60

detekce povrchovych molekul CD11b a CD14 u bunék HL-60 pratokovou cytometrii
stanoveni miry oxidativnino vzplanuti jako ukazatele diferenciace u bunek HL-60 za
pouziti rznych aktivatoru fagocytézy na destiCkovém luminometru.

stanoveni cytokinu - tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF) pomoci komercniho
Kitu v médiu ziskaného z diferencovanych myeloidnich bunék po aplikaci endotoxinu
v ruznych koncentracich po dobu 24 hodin.

8.12. 2008

- Princip funkce fluorescencniho mikroskopu (vyhody a limitace), rozdily mezi
konvencni a konfokalni mikroskopii. Pozorovani trojrozmeérné fixovanych
interfaznich jader - vysokorozliSovaci cytometrie

- Izolace celkové RNA z pfipraveného bunecného lyzatu pomoci komercniho Kitu,
stanoveni koncentrace a kvality na pfistroji Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.
- prehledné seznameni s dalSimi metodami (detekce exprese specifickych proteinu
Western blotting, elektroforéza SDS-PAGE, imunodetekce)




TKANOVE (BUNECNE) KULTURY IN VITRO

zivocCisné, rostlinné, hmyzi, rybi atd.
Zivocisné bunécné kultury (ziskané z riznych tkani napf. hlodavcu jako je
mys, krysa, kfeCek nebo opic, Cloveka)

PRIMARNI KULTURY - buriky ziskané pfimo z Zivogidnych tkani, kousek tkané,
nutna disociace (rozvolnéni) bunék a odstranéni nezadoucich casti,
omezena doba kultivace, specifické pozadavky

BUNECNE LINIE - adaptované na dlouhodoby rust in vitro

diploidni - karyotyp identicky s zivoCiSnym druhem, z néhoz byly izolovany

vétSinou omezeny pocCet pasazi, starnou a hynou (omezeny tzv. “life-span”)

heteroploidni - karyotyp a Casto i morfologie odlisné, dlouhodoba kultivace

Udrzuji se tzv. pasazovanim - urcCity pocCet bunék se po urcité dobé prenese do
cerstveho zivneého prostredi

ADHERENTNI kultury - rostou pfichyceny k pevnému podkladu (kultivaéni
nadobky, mikronosice)

SUSPENZNI kultury - nevyZzaduji podklad, rostou volné& v médiu




Hlavni komercni dodavatelé bunécnych linii

The American Type Culture Collection (ATCC)

The European Collection of Cell Cultures (ECACC)




ACC Cell Lines

Product Storage
Number Conditions

780 93112519

pecies: human
lssue: ovary
epithelial
ubculture Methods: Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:3 to 1:6 i.e. seeding
3-6 x 10* cells/cm2 using 0.25% trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO,; 37 °C.
0 RPMI 1640 + 2 mM L-Glutamine + 10% Fetal Bovine Serum (FBS).
Not specified
The A2780 human ovarian cancer cell line was established from

ine A2780 cis (ECACC catalog no. 93112517) and the adriamycin resistant cell
ine A2780 ADR (ECACC catalog no. 93112520).

93112517

eplthehal
jocls: Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:5 to 1:20 i.e. seeding

at 1 x 10% to 1 x 10 cells/cm? using 0.25% trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO,; 37 °C.
Cells will attach slowly after resuscitation and take up to 7 days to reach conflu-
ency. Recommendation: resuscitate cells in media without cisplatin. Add after
subculture of attached cells.
Wedium: RPMI 1640 + 2 mM L-Glutamine + 1 pum cisplatinum + 10% Fetal
Bovine Serum (FBS) (cisplatinum only necessary every 2-3 passages).
Karyotype: Modal no. 46
D 1 This cisplatin-resistant cell line has been developed by chronic expo-
sure of the parent cisplatin-sensitive A2780 cell line (ECACC catalog no.
93112519) to increasing concentrations of cisplatin. A2780cis is cross-resistant
to melphalan, adriamycin and irradiation. An increased ability to repair DNA
damage as well as cytogenetic abnormalities has been observed. In order to
retain resistance cisplatinum has to be added to the media every 2-3 passages.
In addition to this matched pair of drug-sensitive/resistant cell lines an adri-
amycin-resistant cell line, A2780adr (ECACC catalog no. 93112520), has been
isolated from the same parental line A2780.
_S_hipped on dry ice B

85090402

epithelial
I Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:3 to 1:6 i.e. seeding
at 2-4 x 10* cells/cm? using 0.25% trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO,; 37 °C.
Medium.: EMEM (EBSS) + 2 mM L-Glutamine + 1% Non Essential Amino Acids
(NEAA) + 10% Fetal Bovine Serum (FBS).
Hypertriploid
esc Derived from an 85 year old female with epidermal carcinoma.
The cells carry large numbers of EGF binding sites and is an indicator cell for
anti-TGF binding.
Shipped on dry ice

Unit Size




KULTIVACE BUNEK

Specialni plastikové lahvicky, misky ruzné velikosti — sterilni
Kultivace v zivném médiu podle rastovych a metabolickych pozadavku
bunék v termostatu s fizenou atmosférou - 37° C, 95% vlhkost, 5% CO.,.
Nutna prisna sterilita!!l! - sterilni roztoky, plastik. nadobky, sklo, pipety atd.,
sterilizace autoklavem (120 °C), nebo horkym vzduchem (180 °C)

Prace ve sterilnim laminarnim boxu (typ BioHazard — laminarni proudéni
vzduchu, filtry -chrani i uzivatele - prace s nebezpecnymi viry apod.)

Zakladni médium je balancované chemicke prostredi - zdroj pro energii a
biosyntézu.

Doplnky: a) nedefinované slozky - zvireci séra (hovézi, teleci, fetalni,
konskeé)

b) definované slozky (rtstové faktory, hormony atd.) - specializované podle
typu bunek

Zivodisna séra

nejdrazsi soucast media - ze zvirat z ekologicky malo poskozenych oblasti
vhodné definované nahrady sér

Antibiotika a antimykotika

penicilin + streptomycin, gentamicin (i proti mykoplazmatim)




Suspenzni bufiky - po spocitani bunék se ¢ast supenze doplni Cerstvym
kultivacnim médiem

Adherentni (prisedlé) burnky - uvolnéni od podkladu a rozvolnéni shluku
enzymy napr. trypsinem, spocitani bunek, vyseti do Cerstvého media.
Nékteré bunky vyzaduiji tzv. feeder layer - vrstvu bunék inaktivovanych
zarenim nebo chemicky slouzici jako podklad pro rast specifickych typu
bunek

Kultivace ve sterilnich plastikovych lahvickach se Sroubovacimi uzavery nebo
v miskach ruzné velikosti.

Velkokapacitni kultivace - na mikrocCasticich ve velkych kontejnerech -
automaticka vymeéna media

Uchovavani bunék v hlubokozmrazeném stavu (-180 °C - mraznice, tekuty
dusik) ve specialnich ampulich a kontejnerech nékolik let. Nutné
kryoprotektivum (proti tvorbé krystalt vody) - vétSinou dimetylsulfoxid nebo
glycerol. Zmrazovani je pomalé (fizené po 1 °C), rozmrazovani rychlé -
ponofeni ampuli do lazné 37 °C.




VYUZITi BUNECNYCH KULTUR

Bunécné kultury se staly nastrojem pro detekci a objasfiovani mechanismu
ucinkd bunéénych regulatort a genu, které ur€uji individualni aspekty
chovani bunek.

Tato technologie umoznila pokrok ve virologii, somatické bunécné genetice,
endokrinologii, toxikologii, farmakologii, hematologii, imunologii i ve
vyzkumu karcinogeneze a stala se vyznamnym nastrojem vyvojove
biologie, komplexni tkanové fyziologie a prumyslové vyroby specifickych
bunécnych produktd.

Vyhody:

P Ize sledovat ucinky ruznych faktorl a mechanismy studovanych déju bez
nezadouci interakce s bufikami jinych typu nebo tkani, u€inku humoralnich
faktoru i celkového stavu organismu

» Ize ziskat rozsahlé populace bunek shodnych vlastnosti a sledovat jejich
reakce v kontrolovatelnych podminkach

» homogenita, reprodukovatelnost a mnozstvi materialu umoznuje studovat a
odhalovat zakladni mechanismy vybranych aspektl chovani téchto bunék

» specifické bunécné kultury Ize vyuzit k produkci a ziskavani mnozstvi
dulezitych biologickych latek (enzymy, hormony) - hybridomy

» etickeé hledisko - systém omezuje vyuzivani laboratornich zvirat

Nevyhody:

» umely zjednoduseny systém

» poznatky nelze beze zbytku aplikovat na podminky in vivo




Bunky nezralé (nediferencované nebo CasteCné diferencované)

» buriky kmenové (toti- nebo pluripotentni)

» bunky progenitorove

Jsou schopny sebeobnovy, mohou se dale délit a diferencovat do zralejSich stadii.

Charakteristické pro embryonalni stadium a v dospélém organismu pro nékteré
tkané (krevni tkan, strevni a kozni epitel, zarodecné bunky).

Schopné kultivace a dozravani in vitro ve specifickych podminkach.

Bunky zralé - diferencované

Rozruznéné podle typu tkané se specifickymi vlastnostmi. Nejsou schopny se dale
délit, starnou a umiraji apoptézou (nervove, jaterni buiky apod.)

Schopné kultivace in vitro omezeny pocet pasazi (diploidni stav) nebo se z nich
vytvareji heteroploidni permanentni linie.

Bunécné populace in vitro

Imortalizované nadorove linie

asynchronni - bunky se nachazeji v riznych fazich bunééného cyklu - pfirozeny
stav

synchronni - bunky jsou ve stejné fazi bunééného cyklu - uméle navozené ruznymi
chemickymi latkami, homogenni populace, stejné reakce

Vyuziti:

pfi vyzkumu déju vazanych na urcitou fazi bunécného cyklu

v praxi v nadorové terapii (IéCba cytostatiky)




primarni - z krve nebo kostni dfené ¢lovéka a laboratornich zvifat

detekce jednotlivych typl a poétu na hemocytometru

kultivace progenitoru in vitro - BFU-E, CFU-S, GM-CFU - vyZaduiji specifické
podminky a specifické rustové faktory (erytropetin, GM-CSF, IL-3 apod.)

Vyuziti pri transplantacich — namnozeni bunek

permanentni linie - z krve leukemickych pacientl nebo lab. zvirat

HL-60 - lidska promyelocytarni leukémie - promyelocyty schopné diferencovat in
vitro - bipotentni, deficientni v p53

kys. retinova (RA), DMSO - diferenciace do granulocytu

vit. D3., forbol ester (TPA), butyrat - diferenciace do monocytu-makrofagu

Vhodny model pro

» studium regulace proliferace, diferenciace a apoptdézy myeloidnich bunék

» studium pricCin leukemickych poruch

» studium ucinkl kyseliny arachidonové (AA), eikosanoidu a cytokinud (TGF-3 a
TNFa)




Pri diferenciaci

se méni morfologie bunék (mikroskopicka detekce na preparatech

z cytocentrifugy)

stoupa aktivita specifickych enzymu (napf.nespecifické esterazy)

stoupa exprese specif. povrchovych antigenu (CD11b, CD 14) - FCM
vznika schopnost fagocytézy a produkce kyslikovych radikalu (méreni
redukce NBT nebo chemiluminiscenéné)

U937 - promonocytarni leukémie - promonocyty schopné diferencovat do
monocytu po RA, DMSO, TPA, mutovany p53

ML 1 - lidska myeloidni leukémie - normalni (wild type) p53




z adenokarcinomu kolonu - linie HT29, CaCO2, HCT115 - nadorove bunky ,
FHC — fetalni stfevo — nenadoroveé. Schopnost diferencovat in vitro po
pusobeni butyratu sodného (NaBt):

P rust aktivity alkalické fosfatazy

» morfologické zmény doprovazené polymerizaci F-aktinu

» zvysSeni exprese adhezivnich molekul - E-kadherinu

Vhodny model

» pro studium regulace prolif., dif. a apoptdzy epitelu streva a mechanismu
vzniku nadoru kolonu

» pro studium ucinkd nenasyc. MK a cytokinu

Pro ekotoxikologické studie jsou vhodné

» bunky z kize - keratinocyty - linie HaCaT - normalni buiky s aktivnim
metabolismem AA a citlivé k pusobeni cytokinu

» jaterni bunky: primarni hepatocyty (krysi), linie nadorovych bunék
hepatomu (lidského nebo hlodavcu), krysi jaterni fibroblasty

» geneticky modifikované bunécné linie:

pro detekci dioxinoveé aktivity (H41IELuc)

pro detekci estrogenni aktivity (MCF-7, MVLN) studovanych latek

Vneseny gen s luciferazou - intenzita odrazi aktivaci prislusnych
vnitrobunéénych receptort (AhR nebo ER) a je detekovana na luminometru




Linie lidskych epitelialnich bunék kolonu

FHC HCT-116

normalni nediferencujici
fetalni strevo invazivni

|©ATCC o E ( T |©ATCC

High Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

- ey




» Sterilni prostredi — specialni plastik, sklo, pipety
(sklenéné, automatickeé -ruzné objemy

autoklav, horkovzdusna sterilizace (130 oC)

» Klimatizace, UV sveétlo

» Destilacni pristroj na supercistou vodu

» Laminarni box (Biohazard) — laminarni proudéni vzduchu,
filtry — sterilni prostredi pro praci, ochrana pfri praci
» Inkubator — 37 oC, 5% CO2, 95% vihkost

» Pocitac castic (bunek)

» Inverzni mikroskop

» Centrifugy




» ELISA reader

» Cytocentrifuga

» Fluorescencni mikroskop

» Vysokoobratkova chlazena centrifuga (vymenne rotory)
» Prutokovy cytometr (FACSCalibur, Beckton Dickinson)
lasery, 4 fluorescence, sortovaci modul

stanoveni nékolika parametru soucasné u rozsahlych
buneécnych populaci

» Fluostar — multifunkcni pristroj — spektrofotometr, fluorimetr,
chemiluminometr

» Zarizeni pro molekularni biologii

» Vykonna vypocetni technika




Rada druhti — vhodné podle typu buné&k (Eaglovo, Dulbecco, RPMI-1640), dodavaiji
se kompletni tekuta, koncentraty, praskova - skladovani 4° C.

Nutna sterilizace pres filtr 0,2 um.

Zakladni slozky:

Glukéza (nebo galaktéza) a glutamin - zdroj energie a uhliku
Aminokyseliny - zdroj energie a dusiku

Vitaminy - kofaktory pro enzymatické reakce

Lipidy - esencialni mastné kyseliny, cholesterol, etanolamin apod.
Anorganicke soli - zajiStuji osmolalitu, tlumi aciditu, nutricni faktor
Pufracni solné smeési - Earluv roztok (fyziolog. roztok s vysokym obsahem
NaHCQO3) - kultivace v fizené atmosfére s regulovanym obsahem 5% CO2
zabranuje rozpadu a alkalizaci média.

Pozadované pH vétSinou 7,2 - 7,4 - uprava HCI a NaOH

Otevieny systém - Petriho misky nebo lahvicky s povolenym uzavéren
Opticka kontrola - indikator fenolova Cerven

Organické pufracni systéemy - HEPES 20mM




il Culture Media

ssic Media: Media Formulations

PMI-1640 Medium

R 0883 R 1145 R 1383 R 6504 R 8758
)mponent [1x] g/L [10x]g/L.  g/L g/L [1x] g/L

ODRGANIC SALTS
lcium Nitrate ® 4H,0 0.1 1.0 0.1 0.1 0.1
lagnesium Sulfate (anhydrous) 0.04884 0.04884 0.04884 0.04884 0.04884
i 0.4 4.0 0.4 0.4 * 0.4
2.0 — 6.0 — 2.0
6.0 60.0 6.8 6.0 6.0
odium Phosphate Dibasic (anhydrous) 0.8 8.0 0.8 0.8 0.8
INO ACIDS
gini 0.2 2.0 0.2 0.2 0.2
paragine (anhydrous) 0.05 0.5 0.05 0.05 0.05
-Aspartic Acid 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02
|-Cystine » 2HCI 0.0652 0.0652 0.0652 0.0652
-Glutamic Acid 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02
lutamine — — 05 0.3 0.3
alycine 0.01 0.1 0.01 0.01 0.01
istidine 0.015 0.15 0.015 0.015 0.015
Hydroxy-L-Proline 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02
I-Isoleucine 0.05 0.5 0.05 0.05 0.05
l-Leucine 0.05 0.5 0.05 0.05 0.05
-Lysine ® HCI 0.04 04 0.04 0.04 0.04
Methionine 0.015 0.15 0.015 0.015 0.015
|-Phenylalanine 0.015 0.15 0.015 0.015 0.015
|-Proline 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02
-Serine 0.03 0.3 0.03 0.03 0.03
-Threonine 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02
-Tryptophan 0.005 0.05 0.005 0.005 0.005
L-Tyrosine ® 2Na ¢ 2H,0 0.02883 0.2883 0.02883 0.02883 0.02883
|-Valine 0.02 0.2 0.02 0.02 0.02
WVITAMINS
D-Biotin 0.0002 0.002 0.0002 0.0002 0.0002
Choline Chloride 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
Folic Acid 0.001 — 0.001 0.001 0.001
myo-Inositol 0.035 0.35 0.035 0.035 0.035
Niacinamide 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001
p-Amino Benzoic Acid 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001
‘p-Pantothenic Acid (hemicalcium) 0.00025 0.0025 0.00025 0.00025 0.00025
Pyridoxine ® HCl 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001
Riboflavin 0.0002 0.002 0.0002 0.0002 0.0002
Thiamine ¢ HC| 0.001 0.01 0.001 0.001 0.001
Vitamin B, 0.000005 0.00005 0.000005 0.000005 0.000005
OTHER
D-Glucose 2.0 20.0 2.0 2.0
Glutathione (reduced) 0.001 0.01 0.001 0.001
Phenol Red ® Na 0.0053 0.053 0.0053 0.0053
ADD
|-Glutamine 0.3 0.3 at 1x
Sodium Bicarbonate — 2.0 at 1x




Cell Culture Media

Classic Media: Media Formulations

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DME)

D5546 . D579
Component [ixlglk _ I‘l_)_(]-glL_

INORGANIC SALTS

Calcium Chloride e 2H,0 0.265 0.265 0.265 0.265 0.265
Ferric Nitrate ® 9H,0 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Magnesium Sulfate (anhydrous) 0.09767 0.09767 0.09767 0.09767 0.09767
Potassium Chloride 0.4 0.4 Z 04 0.4
Sodium Bicarbonate — — 37 — 37
Sodium Chloride 6.4 6.4 6.4 6.4 6.4
Sodium Phosphate Monobasic (anhydrous) —_ 0.109 0.109 0.109 0.109
AMINO ACIDS

L-Arginine  HC| 0.084 0.084 0.084 0.084 0.084
L-Cystine ® 2HCI 0.0626 0.0626 0.0626 0.0626 0.0626
L-Glutamine 0.584 0.584 — 0.584 0.584
Glycine 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
L-Histidine  HC|  H,0 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042
L-Isoleucine 0.105 0.105 0.105 0.105 0.105
L-Leucine 0.105 0.105 0.105 0.105 0.105
L-Lysine ® HCI 0.146 0.146 0.146 0.146 0.146
L-Methionine 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
L-Phenylalanine 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066
L-Serine 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042
L-Threonine 0.095 0.095 0.095 0.095 0.095
L-Tryptophan 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016
L-Tyrosine  2Na  2H,0 0.10379 0.10379 0.10379 0.10379 0.10379
L-Valine 0.094 0.094 0.094 0.094 0.094
VITAMINS

Choline Chloride 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
Folic Acid 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
myo-Inositol 0.0072 0.0072 0.0072 0.0072 0.0072
Niacinamide 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
D-Pantothenic Acid (hemicalcium) 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
Pyridoxal ® HCI 0.004 0.004 — 0.004 —
Pyridoxine e HCI — e 0.004 —_ 0.004
Riboflavin 0.0004 0.0004 0.0004 0.0004 0.0004
Thiamine ¢ HCI 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004
OTHER

D-Glucose 4.5 1.0 1.0 415 4.5
Phenol Red ® Na 0.0159 0.0159 0.0159 0.0159

Pyruvic Acid * Na e 0 0.11 =

ADD

L-Glutamine — 0.584

Sodium Bicarbonate A , —

Sodium Phosphate S




(hovézi, teleci, koriské) — zdroj dalSich
dulezitych latek (cytokiny, rastové faktory, esencialni mastné kyseliny atd.)
nejCastéji pouzivané fetalni bovinni sérum

Animal Sera

Product Testing for Fetal Bovine Sera
F 2442

SOURCE bovine

COUNTRY USA

STERILITY

PERFORMANCE

CLONING ASSAY

VIRUS (raw material)

MYCOPLASMA

BACTERIOPHAGE

ENDOTOXIN (EU/ml)

HEMOGLOBIN (mg %)

TOTAL PROTEIN (g %)

ELECTROPHORECTIC PATTERN

IgG N/A N/A

HORMONE TESTING Report result Report result  Report result

pH at RT 6.7-8.0 6.7-8.0 6.7-8.0 6.7-8.0 6.7-8.0

OSMOLALITY (mOsm/Kg H,0) 260-340 260-340 260-340 260-340 260-340 260-340

CHEMICAL ANALYSIS v N/A v v N/A N/A

v — Indicates testing is performed and product meets specification.
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Cliaserse:

Biofyzikélni Ustav AVCR, BRANO

- Pouzivané modely a metodicky potencial
- Priklady vysledku s vyuzitim tkanovych kultur

- Néktera uskali, klady a omezeni modelti in vitro




Komplexni povaha biologickych systému
vyzaduje komplexni pristupy k jejich studiu

- I bunécna molekulova

studium na jednotlivych #rovnich organizace systému

CE::.:’;:;‘:E.::

Biofyzikélni Ustav AVER, BANO
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MATHEMATIC
ESTIMATION / ANALYSIS

oF DisEAsE / oFpaTa | OPTIMALIZATIO

\OF ANTI-CANCER

TOXI C 0 LO GY o II (OF BIOLOGIC | 'TERAPY

REACTIONS)

ECOTOXICOLOGY —

AD071004

MEDICAL CARE

experimental base

L REGULATION OF CELL KINETICS
ﬂbO!‘CﬂO.I‘Y (PROLIFERATION, DIFFERENTIATION, APOPTOSIS
Y'l'OkIIIE'l'ICS 1 - molecular level

2 - cellular level
3 - systemic level (organism, population, ecosystem)




VYZKUMNE CILE A OBLASTI PRAKTICKEHO VYUZITI

ONKOGENEZE

faze:

INICIAGNI PODPURNA
(INITIATION) (PROMOTION)

,»cell signalling®

POPULACE NORMALNICH [ISAELSUAES POPULACE
(NETRANSFORMOVANYCH) [Tkt U TRANSFORMOVANYCH

BUNEK BUNEK

PROGRESIVNI
FAZE

(PROGRESSIO

ONKOTERAPIE
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Biofyzikalni Gstav AVER, BANO




V)'/zku m Aplikovany
(cileny)

(VyVOj ) Zakladni

Snaha o naplnéni cyklu
a dusledky pro financni zajisténi syEckinatily

Biofyzikalni Ustav AVCR, BAN (=]

aborator




DETEKCE PROLIFERACNI AKTIVITY BUNEK

Rust bunék

poCty bunék (Burkerova komurka, Coulter Counter) v ¢asovych intervalech od
vyseti uréitého poctu - rstové kfivky

spektrofotometrické stanoveni celkovych proteint - Amido black

doba zdvojeni populace (doubling time),

generacni doba (trvani buneécného cyklu)

Metabolicky aktivni €ast populace

izotopove metody - stanoveni podilu populace syntetizujici DNA - inkorporace 3H-
tymidinu do DNA - detekce hladiny radioaktivity autoradiograficky nebo scintilaéné —
detektor (3 zareni

spektofotometrické metody - inkorporace bromdeoxyuridinu - detekce pomoci
navazané protilatky - ELISA reader nebo prutokova cytometrie (FCM)

metoda redukce MTT na formazan - zalozeno na aktivité mitochondrii

Stanoveni mitotického indexu
mikroskopickeé stanoveni podilu bunék v mitéze na rezech z tkani i bunécnych
preparatech




Detekce poctu bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu
Flow cytometrie - procento bunék v GO/G1, S a G2/M fazi
Stanoveni délky fazi bunécného cyklu - autoradiografické metody, BrDU

Testy cytotoxicity
MTT test
Stanoveni viability - vitalni barveni trypanovou modfi nebo eosinem

Detekce apoptézy/nekrozy

Morfologicky —svételny mikroskop

Fluorescencni mikroskop

Flow cytometrie (AnnexinV, TUNEL, subG0/G1 populace)
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» Na pocatku stoji pracovni hypotéza, kterou overujeme
» Dulezité jsou Casové a koncentraéni zavislosti (dose-response)

» Studium pusobeni jednotlivych faktoru nebo jejich kombinaci
(multivariacni analyzy)

» Souvislost proliferace, diferenciace a apoptdzy na bunécné urovni

» Po stanoveni zakladnich cytokinetickych dat studium detailngjSich
mechanismu ucinkd na subbunécné a molekularni drovni

» Experimenty se opakuji nezavisle nejméné 3x (v pripade nejasnosti i
vicekrat) a v mnoha pripadech zahrnuji jesté paralelni méreni, ktera
upresnuji ziskanou hodnotu.

» Vysledky jsou vzdy statisticky zhodnoceny a je urCena vyznamnost
rozdild.

» Vysledky jsou prezentovany formou tabulek, graft nebo reprezentativnich
obrazku €i fotografii.




Priklady vysledku s vyuzitim
bunecnych linii
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Figure 1. Effect of NaBt (5 mM) on growth of HT-29 and FHC cells

(starting de‘nsir_vXI(f /ml). The values are means *=SEM of three
independent experiments.
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Figure 3. Growth of HS578T (A) and U937 (B) cells cultivated in the absence (diamonds)
or in the presence of 50 pmol/l PIROX (squares), 25 pmol/l NDGA (circles) or 50 pmol/]
ESCUL (triangles). The solid lines and solid symbols represent nonirradiated cells. The
dashed lines and open symbols represent cells irradiated with 5 Gy. The data are means
+ S.E.M. for three independent experiments performed in triplicates.
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FIGURE 5. Number of cells and proportion of cells in cell cycle phases as influenced by combined all-
trans-retinoic acid (ATRA) and proadifen (PRO) during the experimental 24- to 96-h period. The points
represent the means of 3-8 independent experiments supplied with standard errors (error bars).
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Fig. 4. Jun proteins and lipoxygenase inhibitors slow down proliferation of BM2 cells. The same number of BM2,
BM2vJUN and BM2cJUN cells was seeded and treated with zinc chloride (1.5 x 10~%M). Four hours later,
lipoxygenase inhibitors MK886, ETYA, NDGA and esculetin (Esc) (5 M) were added to cultivation media for
indicated time. Total cell number was determined using cell counter. Columns represent the average values from
three to six independent experiments. Error bars indicate standard deviations.
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FIGURE 1. Dose-response profiles of the individual cell parameters based on concentration of all-
trans-retinoic acid (ATRA) and proadifen (PRO) as independent variables. The points represent the
means of 3-10 independent experiments supplied with standard errors (error bars). NBT = nitroblue
tetrazolium.
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FIGURE 2. The effect of all-trans-retinoic acid (ATRA) and proadifen (PRO) on the studied cell param-
eters expressed as model predictions (lines) supplied with experimental points representing the means
of 3—10 independent experiments. NBT = nitroblue tetrazolium.




Figure 1. Effects of various doses of
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Fig. 1. Esculetin and NDGA negatively regulate growth of BM2 cells. The cells were cultivated in the presence of
lipoxygenase inhibitors or ethanol solvent in indicated concentrations for 3 days. Total cell number in each sample
was determined using cell counter. The curves represent the average numbers from three independent experiments.
Error bars indicate standard deviations. BM2 cells treated with the amount of ethanol solvent corresponding to
40 uM concentration of inhibitor were used as a reference sample.
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Figure 4. *H-thymidine incorporation (% of nontreated control) in HS578T and U937
cells subjected to different treatment. The nonirradiated cells or cells irradiated with 1 or
5 Gy were cultivated in the presence of 25 ymol/l NDGA, 25 pmol/l ESCUL (inserts 3 a,
b) or 50 umol/1 ESCUL or without the agents (- — -) for 72 h. Data are means + S.E.M.
for three independent experiments performed in six parallels. * p < 0.05: ** p < 0.01
significance of the interactive component
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Figure 1. Growth and viability of HT-29 cells after 120-hour-treatment with
TNF-a. P<0.05 versus untreated control; (*) Tukey or (+) LSD test.
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Fig. 2. Time- and dose-response effects on the survival of A2780 and A2780cis cancer cell lines. The effects after 72 h exposure to cisplatin or LA-12 in a
concentration range between 0.3 uM and 256 uM were determined by MTT assay. The calculated drug concentrations inhibiting metabolic activity of cells by
50% (ICsp) and 90% (ICq) are displayed for both derivatives. The results are expressed as mean + standard deviations (S.D.) of at least three independent
experiments; all concentrations were tested in three replicates.
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Figure 2. Representative results of flow cytometric analysis of the cell cycles of U937
and HS578T cell lines after 24 h of cultivation. Cells were treated with 25 pmol/1 NDGA,
50 pmol/l ESCUL, or irradiated with 5 Gy.
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Fig. 5. The effects of lipoxygenase inhibitors on cell cycle of BM2 cells expressing v-jun or c-jun. BM2, BM2vJUN
and BM2cJUN cells were treated with zinc chloride and lipoxygenase inhibitors (5 wM) or ethanol solvent (EtOH)
for 1 day. Harvested cells were fixed and stained with propidium iodide. DNA content in individual cells was
determined by flow cytometry. The bars represent the average values from three independent experiments. Error
bars indicate standard deviations.
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Figure 2. Cell cycle of HT-29 cells after 96-hour-treatment with TNF-a. (*)
P<0.05 versus untreated control for Tukey test.
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Fig. 2. Representative DNA content analyses (n = 3) for HL-60 cells treated with DMSO or ATRA, and TNF-a. Cells were stained and analyzed as described
in Materials and Methods. y-axis, counts; x—axis, PI staining. Gates denote subdiploid fraction.
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Exprese antiapoptického proteinu Mci-1
i R o K NES Vicl-1= 40/42 kDa
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Fig. 8. Western blot analyses of (a) PARP (upper panel) and (b) p53 (middle panel) protein levels in A2780 (left panel) and A2780cis cells (right panel). The
cells were not exposed (untreated controls) or exposed to ICs or ICq, concentrations of cisplatin or LA-12 and harvested at 24 h, 48 h, and 72 h of sustained drug
treatment. One representative experiment of at least three is presented. Table (c) contains values of p53 expression quantified by densitometry (mean + S.D. of
at least three independent experiments). The symbols (*) denote significant difference (p < 0.05) from untreated control; (#) denote significant difference
(p < 0.05) between equitoxic cisplatin and LA-12 effects. Equal loading is documented by detection of (d) B-actin (bottom panel).
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Znaky diferenciace indukované butyratem

ALKALINE PHOSPHATASE EXPRESE KARCINOEMBRYONALNIHO
ANTIGENU

m E-CADHERIN PROTEIN
/// F-ACTIN (Stress fibers)
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cell arrest in G1-phase of the cell '
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VYZKUM V LABORATORI CYTOKINETIKY BFU AV CR

Vyzkum je zaméren zejména na pusobeni lipidovych slozek vyzZivy a
mechanismy pusobeni latek lipidové povahy v kontextu jejich interakci s
fyziologickymi regulatory riistu, environmentalnimi polutanty a vybranymi
farmaky.

Jsou studovany procesy vedouci ke zménam regulace bunécné Kinetiky a
komunikace.

Ziskané vysledky maji vyznam jak pro obecné studium procesu
karcinogeneze (negenotoxické mechanismy) tak pro oblast ekotoxikologie,
nadorové prevence a hledani novych protinadorovych terapeutickych
postupii.

Poznatky o uloze specifickych lipidovych slozek vyzivy mohou byt podkladem
pro optimalizaci lipidové vyzivy (oblast prevence a podpurné terapie) ve
spolupraci s klinickymi pracovisti a vyrobni sférou.

Cilem je prohloubit poznani a nové definovat potencialni ulohu latek lipidové
povahy zejména vysoce nenasycenych mastnych Kyselin a jejich derivatu

v mezi- a vnitrobunécnych komunikacich podilejicich se na regulaci
bunécného déleni, diferenciace a apoptozy.




Pouzivane metody
a metodicky potencial
(vychodiska)
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Zavedené modely a vybrané metodické moznosti (v kooperaci)

Modely

Studované parametry a metodické pristupy

Buniky in vitro
Bunécné linie in vitro odvozené od riznych typt nddorovych
i nenadorovych tkani:
krvetvorné (HL-60, U937, lidské promelocytarni linie)
stievni epitel (linie lidského adenokarcinomu kolonu HT-29,
embryonalni linie FHC)
jaterni tkan (mysi Hepa 1, nddorové krysi buitkky WB-F344)

Fagocyty a lymfocyty:
* izolované z krve mysi a zdravych lidskych dobrovolniku
* bunécna linie mySich peritonedlnich makrofagi RAW 264

Laboratorni mySi kmeni CBA, C57B1, nebo jejich kFiZenci
(event.lab.potkani)

* zmeny krvetvorby- pokusnym mysim s krvetvorbou normélni nebo
utlumenou ionizujicim zafenim ¢i aplikaci cytostatika budou podavany
testované substance

* nadorovy rist- u pokusnych mysi s experimentalné implantovanym

nadorem budou sledovany efekty 1éCby testovanymi substancemi
na nadorovy rist

e zanetlivy/septicky model- pokusnym mySim bude intraperitonedlné
podavén endotoxin (10 mg/kg) rozpustény ve fyziologickém roztoku.
Soucasné nebo nasledné budou poddvany také studované lipidové
emulze.

UROVEN BUNECNA

Oxidacni a antioxidacni vlastnosti emulzi, zmény spekter bunécnych
lipidd a mastnych kyselin (HPLC, plynova chromatografie)

Produkce superoxidového aniontu, peroxidu vodiku, hydroxylového
radikélu, oxidu dusnatého a pusobeni na PUFA, lipidy a buiiky
(luminometrie, fotometrie, elektrochemie)

UROVEN MOLEKULARNI{ A BUNECNA

Exprese bunécnych receptorti, exprese a aktivita specifickych kindz
(ERK, JNK atd.) a transkripénich faktorti (PPAR, NFkB..), exprese gent
a proteind zapojenych v regulaci bunééného cyklu (p21, cykliny, CDK
atd.), apoptdzy (proteiny Bcl2 rodiny atd.) a bunécné adheze (FAK, E-
catherin, integriny atd.) - detekce pomoci elektroforetickych metod,
Western blottingu, PCR, fluorimetrie, multiparametrické flow
cytometrie.

UROVEN bunéénych POPULACH A TKANI

Zmény cytokinetiky (proliferace, diferenciace, apoptoza) a oxidativniho
metabolismu (flow cytometrie, fluorimetrie, fluorescenéni mikroskopie)
Extra- a intracelularni tvorba reaktivnich metabolitd kysliku a dusiku
buiikami, peroxidace lipidi (luminometrie, flow cytometrie, fotometrie,
Western blotting)

Akumulace triacylglyceroll v cytoplasmé bunék ovlivnénych riiznymi
slozkami lipidovych emulzi, fluidita membran (HPLC, plynova
chromatografie, fluorimetrie)

Komplexni analyza krvetvorby pokusnych mysi - stanoveni poctt
jednotlivych typti bunék v periferni krvi a krvetvornych organech,
vyhodnoceni stavu poolu progenitorovych bunék pro granulocyty,
makrofagy ( GM-CFC ) a erytrocyty ( BFU- E ).




Flow cytometrie:

jedna z hlavnich
pouzivanych
metodologii

aboratory
ytokinectics
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ANALYTICKA CYTOMETRIE Il

konference
se zahranicéni ucasti

Ceska spoleénost pro analytickou cytologil

Registrovani

uéastnici: 65 137 180

Zvani zahranicni
odbornici: O 3 7 (Angl.)




Zakladni pristup k postizeni cytokinetiky:
detekce hlavnich parametru (dynamiky)

a jejich ronovahy/nerovnovahy v case

differentiation

apoptosis ?

proliferation (necrosis)

oo

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRNO




Vhodnost volby modelu

Studie in vivo

— poskytuji informaci o celkove (systémove)
opdpovedi organismu, relativne mene vhodne ke
studiu mechanismu ucinku na subbunécné urovni

Studie in vitro

- nelze z nich mechanicky zobecnovat zavery pro
systemy in vivo (chybi zapojeni vyssich regulacnich
systému), idealni pro studium mechanismu ucinku
na subbunéecne urovni

Claer

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRNO




CYTOKINETIKA

Detekce proliferace- regulace bunécného cyklu
a zapojenych proteind,

diferenciace -bunécna morfologie, aktivita
specifickych enzymu, exprese specifickych
proteinu

apoptozy -detekce charakteristickych zmén na
urovni jadra, mitochondrii, membran,
cytoskeletu, exprese regulaénich proteinu,
Stépeni specifickych enzymu a substratu

ZMENY LIPIDOVEHO METABOLISMU A VLASTNOSTI BUNEENYCH MEMBRAN
-zmeny spektra MK v bun. lipidech, ,lipid packing” v membranach, akumulace
triglyceridu, detekce kardiolipinu, membranovy potencial

ZMENY OXIDATIVNIHO METABOLISMU
- produkce reaktivnich metabolitu kysliku (ROS) a dusiku, lipidova peroxidace,
ucinky antioxidantu

Vyuziti modernich metod pritokové cytometrie, fluorescenéni mikroskopie,
fluorimetrie, spektroskopie, metod molekularni biologie...




bunécnée linie
(tkanove kultury)
lnbomtoi

Biofyzikélni Gstav AVER, BRNO




A2780

Bunky epitelialniho puvodu

Lokalizace

ovarium

Organismus

¢lovek

Patologie

karcinom, Pt - citlivé

A2780cis

ovarium

¢lovek

karcinom, Pt - rezistentni

A549

plice

¢lovek

karcinom

BEAS-2B

plice

Clovek

tranformované virem

CaCo2

kolon

Clovek

adenokarcinom

CCL-64

plice

norek

normalni

CH-1

ovarium

Clovek

karcinom, Pt- citlivé

COR-L23

plice

Clovek

karcinom

COR-L23/CP3

plice

¢lovek

karcinom, Pt - rezistentni

COR-L23R

plice

¢lovek

karcinom, doxorubicin -
rezistentni

CT26

kolorectum

mys

karcinom

EI10

plicni

mys

normalni

FHC

kolon

¢lovek

embryonalni

HA4ITELuc

jatra

krysa

karcinom




Dznaceni

HaCaT

Bunky epitelialniho puvodu

Lokalizace

epidermis

Organismus

¢lovek

Patologie

normalni

HelLa

cervix

¢lovek

karcinom

Hepal

jatra

mys$

karcinom

HepG2

jatra

¢lovek

karcinom

HT-29

kolon

¢lovek

adenokarcinom

HTI115

kolon

¢lovek

adenokarcinom

HUVEC

endotel

¢lovek

embryonalni

LEP

plice

¢lovek

embryonalni (fibroblasty)

MCE-7

prs

¢lovek

adenokarcinom

MDA-MB-231

prs

¢lovek

adenokarcinom

MDCK

ledvina

pes

normalni

MVLN

prs

¢lovek

adenokarcinom

SKOV-3

ovarium

¢lovek

adenokarcinom, Pt — primarné
rezistentni

T47D

prs

¢loveék

karcinom

WB-F344

jatra

krysa

normalni




Burnky mezenchymalniho puvodu

—
e R ST —
T PN S [
U937 _ leukemie (monocytarni)

V79 normalni (fibroblasty)

WEHI leukemie (lymfoidni)




Prehled metod

a metodologii
CLnbomtoF
ytokinetiky

Biofyzikélni Gstav AVER, BRNO




Metody pouZivané v laboratofi cytokinetiky BFU AV CR, Brno

Legenda: FACS - prutokova cytometrie
FM - fluorescen¢ni mikroskop
SM - svételny mikroskop
WB - western blotting
FM - fluorimetrie (FluoStar)
CM - kolorimetrie (FluoStar nebo Elisa reader)
LM - luminometrie (VUVEL, Lojek)
PAGE - polyakrylamidova elektroforéza
RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction
RG - radiografie

ELFO — agarosova elektroforeéza




Metody prukazu apoptotické formy bunéc¢né smrti

zev metody, stanovované molekuly

Princip, funkce, parametr

DAPI staining Studium morfologickych zmén bunééného jadra apoptotickych bunék FM
Annexin V - FITC + propidium jodid

(PI) Externalizovany fosfatidylserin apop. bunék + zachovana semipermeabilita (detekce rané apoptézy) FACS, FM
TUNEL + PI Prukaz specifické fragmentace DNA (DNA zlomu - nicki — ss DNA breaks) FACS, FM
SubG0/G1 peak v distribuci

bunééného cyklu Barveni buné&né DNA propidium jodidem s extrakci nizkomolekularni DNA citratovym pufrem FACS

Pl - Hoechst double - stain Rozdéleni bunék na mrtvé/zivé, podle morfologie jadra identifikace apoptotickych bunék FM

DNA Zzebiik Prikaz fragmentace DNA na 180 bp fragmenty (tzv. ladder) ELFO
Kaspaza1,3,7,8,9 Detekce exprese specifickych proteaz WB
Caspase assay (c-3, -6, -8, -9 subs.) Dukaz aktivity specifickych proteaz sté€penim specifické sekvence na fluorescenéni substrat FM
cytokeratin 18 - protilatka M30 Neoepitop vytvoreny stépenim cytokeratinu kaspazou FACS,
Lamin B Degradace Laminu B kaspazami WB
PARP Detekce $tépeni proteinu PARP WB

JC-1, TMRE, DiOC6, MitoTracker

Red, Rh 123 Detekce zmén mitochondrialniho potencialu AWm FACS
Hoechst + propidium jodid (PI) Detekce apoptickych, nekrotickych a sekundarné nekrotickych bunék (detekce i pozdni apoptozy) FM
F-aktin Detekce intenzity polymerizace a depolymerizace aktinu (pomoci konjugatu faloidin-FITC) FCM, FM
Intracelularni pH Prukaz poklesu intracelularniho pH vidi fyziol. hodnoté nutného k aktivaci enzymu DNA-azy

Izolace cytochromu c z cytos. frakce | Vyliti Cyt. C z mitochondrii do cytosolu a formovani komplexu s Apaf-1 a procasp-9 vytvafi apoptosom | WB
OxPhos Complex IV subunit Il Studium funkce mitochondrii WB




Proteiny a molekuly spojené s procesem apoptozy

etody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

Bad, Bag-1, Bak, Bax, Bcl-2, Bcl-X, Bcl-
XL, Bid, Mcl-1 Bcl-2 rodina - regulatory pribéhu apoptozy WB

c-FLIP Inhibitor kaspazy 8
c-IAP1, XIAP Rodina inhibitor( kaspaz

Hydroethidin, 2°,7"
dichlorofluoresceindiacetat Stanoveni respira¢niho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptozu

Dihydrorhodamin 123 Stanoveni respirac¢niho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptézu
Stanoveni respiracniho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptozu




Metody stanoveni urovné proliferace, cytotoxicity, viability

etody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr
Coulter
Pocitani bunék Pocita€ €astic zalozeny na principu konduktivity counter
Dye exclusion assay - eosin, trypanova
modF Barveni mrtvych bunék s permeabilizovanou membranou SM

Dye exclusion assay - propidium jodid Barveni mrtvych bunék s permeabilizovanou membranou FACS

Stanoveni relativniho mnozstvi bunék metabolizujicich tetrazolove soli MTT, WST-1 na formazanove

MTT, WST-1 produkty C
CyQuant Kit (Molecular Probes) pro zna¢eni DNA specialni fluorescencni barvou - proliferacni assay F
Inkorporace BrdU Analog deoxyuridinu se inkorporuje béhem replikace DNA v proliferujich burikach FACS, FM

Inkorporace 3H-thymidinu (izotopova
metoda) Triciem znaceny thymidin se inkorporuje do bunék b&hem replikace DNA - scintilacni hodnoceni RG

Clonogenic assay Otreatované buriky rostou v médiu nebo na agaru, sleduje se schopnost vytvaret kolonie bunék




azev metody, stanovované molekuly

Barveni pomoci PI

Metody analyzy bunécného cyklu

Princip, funkce, parametr

Proteiny spojené s regulaci bunécného cyklu

azev metody, stanovované molekuly

Princip, funkce, parametr

(napf. Vindeluv roztok) Distribuce buné&cné populace podle mnozZstvi celkové bunéné DNA do jednotlivych faz bun. Cyklu FACS
Mouse anti-BrdU-FITC + PI Sledovani syntézy DNA na zakladé inkorporace BrdU do DNA proliferujicich bunék FACS
Pulse-chase BrdU labeling Sledovani prachodu bunék cyklem FACS

cyklin A Rizeni S - G2 faze b. cyklu - asociuje s cdk 2 WB
cyklin D1 Rizeni pfechodu z faze G1 do S - asociuje s cdk 4 WB
cdk 2 activity assay Rizeni S - G2 faze b. cyklu - asociuje s cyklinem A RG
cdk 4 Rizeni pfechodu z faze G1 do S - asociuje s cyklinem D WB
p15, 16 Rodina p16 - inhibujici kinazy cdk 4 a 6 WB
p21/waf1/cip1/sdi1/pic1 Inhibitor cdk a DNA replikace, transaktivovany pomoci p53 WB
p27/kip1 Inhibitor komplext cyklin D-cdk 4, cyklin A-cdk 2 WB
Topoizomeraza lla Replikacni faktor - marker pozdni S/G2/M faze b. cyklu WB
pRb Onkosupresor zastavujici ve fosforylované formeé b. cyklus v souvislosti s p21 WB
p53 Tumor supresorovy gen - "Guardian of the genome" - downstream reguluje p21/waf WB




Metody detekce diferencujicich se bunék

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

Znaky monocytarni diferenciace lidskych leukemickych bunék

Stanoveni aktivity a-naftyl acetat esterazy (difer. leukemickych bunék)

Znak monocytarni diferenciace leukem. bunék - pohlceni €astic konjug. s FITC
Se zvySujici se urovni diferenciace roste pocet reduk. formazanovych zrn

Aktivita alkalické fosfatazy Znak diferenciace kolonovych bunék - disodna sul 4-nitrofenyl fosfatu

Stanoveni aktivity nespecifickych esteraz pomoci $tépeni fluoresenéné sondy CFDA
Nespecmcke esterazy (karboxyfluorescein diacetat) FACS

Intracelularni pH Stanoveni intracelularniho pH jako markru diferenciace bunék pomoci flourescenéni sondy SNARF-1 FACS

Polymerizace aktinu FITC znaceny faloidin

@)
<

(@)

Proteiny spojené s diferenciaci bunék

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

Receptor all-trabs retinoic acid, indukujici diferenciaci leukemickych bunék

Receptor aktivovany 9-cis-retinovou kyselinou -

Receptor vitaminu D, mnozstvi VDR moduluje rust a diferenciaci nadorovych bunék




Mezibunécna komunikace, anoikis, motilita bunék

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr
FAK B

Nereceptorova tyrosin kindza zapojena v pfenosu signali z ECM w

Cadheriny Slozka desmosomu, nachazi se v komplexu s cateniny WB, FM
y-catenin SloZzka desmosomu, nachazi se v komplexu s cadheriny WB
connexin 43 Slozka gap junctions (GJIC) WB

F

GJIC inhibition assay Testovani funk&nosti GJIC pomoci luciferové Zluti

Wound healing assay Testovani motility bunék FM

Metabolismus Kyseliny arachidonové

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

cytopl. fosfolipaza A2 Odstépuje AA z membran WB
5-lipooxygenaza Metabolizuje AA na leukotrieny WB
Cyklooxygenaza 2 Metabolizuje AA na prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany WB

HPLC
Uvolnovani AA Uvolnéni AA z bunék do media (VUVEL)




Signalni drahy receptoru smrti

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda
Fas-L Ligand Fas-R - signal smrti WB
Fas-R (CD95) Receptor smrti - aktivovany navazanim Fas-L WB,FACS
FADD Adaptérova molekula - sou¢ast DISC komplexu WB

Toso Inhibitor Fas indukované apoptézy nachazejici se na povrchu T lymfocytl WB
TRAIL Ligand TRAIL-R - signal smrti WB
TRAIL-R1,2 (DRs) Receptory smrti - aktivovany navazanim TRAIL-L WB,FACS
TRAIL-R3,4 (DcRs) Decoy receptory - vazou TRAIL, ale neaktivuji proces apoptozy WB,FACS

Kinazy a proteiny s nimi asociované

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda
Ras, N-Ras Mebranovy G-protein WB
ERK 1/2 Imunochemické stanoveni neaktivni a aktivni (fosforylované formy) WB
p38 Imunochemické stanoveni totalni (na fosforylaénim stavu nezavislé) hladiny p38 WB
JNK/SAPK activity assay stanoveni aktivity analyzou fosforylace substratu (radioizotopova metoda) RG
Akt/PKB Serin/Threoninova protein kinaza, mize stimulovat Ras WB
pTyr Protilatka detekujici fosforylovany Tyrosin WB
pSer Protilatka detekujici fosforylovany Serin WB




Signalni draha TGF[3

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

TGF B1 Rustovy faktor ‘wB |
TGF BRI, I Receptor pro TGF -

Smad 2, 4 Aktivace TGF R vede k translokaci téchto transkripénich faktort do jadra

Proteiny asociované s AhR

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

WB, RT-PCR EMSA,
AhR Ligand-dependentni transkrip&ni faktor, FM
Reporter gene assay for AhR Metoda stanoveni aktivity Ah R -
Stabilni transfekce mutantnich variant AhR a ARNT pomoci plazmidovych vektor(
ARNT Jaderny partner receptoru AhR umoznujici jeho vazbu na XRE element
CYP1A1 Oxidaza se smiSenou funkci patfici do rodiny cytochromt P450




Proteiny spojené s hormonalni regulaci

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

Reporter gene assay for ER Metoda stanoveni aktivity estrogennich receptorti
Cathepsin D Endopeptidaza indukovana estrogeny

LRP/MVP

Ribonukleoproteinové ¢astice ovlivnéné hladinou estrogent

PPARy Jaderny receptor pro hormony ovliviiovany MAPK -

Transkripcni faktory a asociované proteiny

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

NF KB
IkB
c-Myc

AP -1 (Jun + Fos)

Aktivator fady genu spojenych s hematopoezou, apoptézou atd. WB, EMSA
Inhibitor NF-kB, ktery jej zadrzuje v cytoplazmé WB

Po navazani heterodimeriza¢niho partnera Max pusobi jako TF

_ Onkosupresor podilici se na fizeni oprav DNA |ézi _

Homo- ¢i heterodimerni transkripéni faktor WB, EMSA









Prautokova
(flow) cytometrie:

jedna z hlavnich
pouzivanych
metodologii

aboratory
ytokinectics
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