Sylabus Moderni metody bunééné biologie — novy

1. Bunééné kultury

Stanoveni poctu a viability bunék: ukazka vybaveni laboratofe, obsluha flow boxu, typy
plasti pro bunééné kultury, bezpecnost prace, pasazovani bunék, pocitani ¢astic na Coulter
Counter, urceni zivotnosti bunék barvenim eosinem.

Detekce apoptotickych bunék: stanoveni apoptotického indexu - barveni pomoci DAPI
(fluorescencni detekce bunck s kondenzovanym a fragmentovanym chromatinem). Méfeni
mitochondridlntho membranového potencidlu apoptotickych bunék pomoci barveni TMRE
(tetrametyl rhodamin etylester) a detekce priitokovou cytometrii.

Stanoveni stupné diferenciace leukemickych bunék: detekce povrchovych molekul CD11b a
CD14 u bun¢k myeloidni linii HL-60 pritokovou cytometrii pomoci piimé imunocytochemie
s protilatkami znacenymi fluorescen¢nimi barvivy. Stanoveni miry oxidativniho vzplanuti
jako ukazatele diferenciace u bun¢k HL-60 za pouziti rliznych aktivatori fagocytozy
(zymosan, forbol myristat acetat, Ca®" ionofor) na desti¢kovém luminometru.

Stanoveni diferenciace bunék ndadoru kolonu (linie HT-29): stanoveni alkalické fosfatazy
kolorimetricky (alkalickd fosfataza S$tépi bezbarvy substrat 4-p-nitrofenyl fosfat za vzniku
zlutého zbarveni).

2. Fluorescencni a konfokalni mikroskopie

Princip funkce fluorescen¢niho mikroskopu (vyhody a limitace), rozdily mezi konvencni a
konfokalni mikroskopii. Pozorovéni trojrozmérné fixovanych interfaznich jader, ve kterych je
fluorescenné znaCeny gen a jinou fluorescencni znackou obarven cely chromozom, na
kterém se dany gen nachazi.

3. Biochemické metody

Piiprava bunécéného lyzatu pro Western blotting a izolaci RNA: metodika piipravy
bunécného lyzatu pro detekci proteini a pro izolaci RNA, stanoveni koncentrace proteind
pomoci kitu Bio-Rad DC protein.

Elektroforéza a transfer proteinii na membranu: separace stanoveného mnozstvi proteinti
ptipravenych v ramci pfedchoziho cvi¢eni pomoci SDS-PAGE, pfenos na PVDF membranu
pomoci semidry electroblotting.

Imunodetekce: imunodetekce beta-aktinu pomoci primarni neznacené protilatky (anti-beta-
aktin) a sekundarni protilatky znacené kienovou peroxiddzou ve vzorcich zpracovanych a
separovanych v ramci predchozich cviceni, vizualizace bude provedena pomoci kitu ECL
Plus.

Izolace celkové RNA, stanoveni koncentrace a kvality: izolace RNA z ptipraveného
bunécéného lyzatu pomoci komercniho kitu, stanoveni koncentrace RNA a jeji Cistota na

piistroji Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer

pokracuje



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

Casovy harmonogram cviceni:

24.11. 2008
Teoreticky tivod:
- laboratof bunécnych kultur, kultivace bunék, typy bunécnych kultur, méfeni
zéakladnich parametri cytokinetiky, vyjadfovani vysledki atd.
- apoptoza a metody jeji detekce, diferenciace a jeji detekce
Praktické cviceni:
- seznameni s laboratofi bunécnych kultur a jejim vybavenim
- kultivace a pasazovani riznych typt bunéénych linii
- detekce apoptotickych bun¢k (stanoveni apoptotického indexu - barveni pomoci DAPI
a fluorescencni detekce bun€k s kondenzovanym a fragmentovanym chromatinem,;
mefeni mitochondrialniho membranového potencialu apoptotickych bunék pomoci
barveni TMRE (tetrametyl rhodamin etylester) a detekce pritokovou cytometrii
- stanoveni stupné diferenciace epitelidlnich bun¢k z nadorové linie kolonu (HT-29) po
indukeci butyratem sodnym (NaBt) - kolorimetrické stanoveni aktivity alkalické
fosfatazy.

1.12. 2008

Diferenciace leukemickych bunék:
- stanoveni poctu a viability bun¢k myeloidni linie HL-60
- detekce povrchovych molekul CD11b a CD14 u bun¢k HL-60 pratokovou cytometrii
- stanoveni miry oxidativniho vzplanuti jako ukazatele diferenciace u buné¢k HL-60 za
pouziti riznych aktivatorti fagocytdzy na destickovém luminometru.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) metoda:

- stanoveni cytokinu - tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF) pomoci komeréniho
kitu v médiu ziskaného z diferencovanych myeloidnich bunék po aplikaci endotoxinu
v riznych koncentracich po dobu 24 hodin.
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Fluorescenéni a konfokalni mikroskopie

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



- Izolace celkové RNA z pripraveného bunécného lyzatu pomoci komerc¢niho kitu, stanoveni
koncentrace a kvality na pfistroji Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.

- ptehledné seznameni s dalSimi metodami (detekce exprese specifickych proteinti Western
blotting, elektroforéza SDS-PAGE, imunodetekce)



