Moderni metody biologického
vyzkumu

Oddéleni cytokinetiky
Oddéleni patofyziologie volnych radikalu
Oddéleni molekularni cytologie a cytometrie
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« Kratka prezentace

* Prestaveni nejCcasteji pozivanych metod v
nasi laboratori




» Regulace cytokinetickych parametru
lipidovymi slozkami vyZivy
* Interakce lipidu a cytokinu

» PUsobeni protinadorovych I€Civ
» Role rustovych faktoru v signalizaci
nadorovych bunek

* Molekularni a bunecné mechanizmy



Zivocisne, rostlinné, hmyzi, rybi atd.
Déleni bunecnych kultur:

— Primarni bunééné kultury - vznikaji enzymatickym rozvolnénim (irypsin,
kolagenaza) bunék tkani (bovinni fétus, mysi tkané apod.). Tyto buriky jsou

nasledné kultivovany v kultivacnich lahvich v prostredi kultivacniho media. Maji
diploidni sadu chromozdému a zpravidla jde o smés rlznych typt bunék ptvodni
tkané (epiteloidni, fibroblasty).

Sekundarni bunééné kultury (diploidni) - jedna se o vice nez jednou
pasazované primarni kultury. Maji rovnéz dipolidni chromozomovou vybavu, ale
oproti primarnim kulturam obsahuji pouze jeden vyselektovany typ bunek. Lze je
pasazovat 30x - 50x, zhruba po dobu jednoho roku. Toto omezeni je predevSim
kvuli zkracovani telomer.

Bunécéné linie (heteroploidni) - ziskavaji se cilenou selekci z primarnich kultur
pomoci fyzikalnich ¢i chemickych mutagenu nebo se ziskavaji pfimo z
nadorovych bunék (napf. bunécna linie Hel.a pochazejici z bunék nadoru
delozniho hrdla). Jsou heteroploidni a Ize je pasaZzovat bez omezeni.

. AI;)HEREN'I_'Ni kultury - rostou prichyceny k pevnému podkladu (kultivacni



http://cs.wikipedia.org/wiki/Trypsin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kolagen%C3%A1za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kultiva%C4%8Dn%C3%AD_m%C3%A9dium
http://cs.wikipedia.org/wiki/Fibroblast
http://cs.wikipedia.org/wiki/Telomery
http://cs.wikipedia.org/wiki/HeLa
http://cs.wikipedia.org/wiki/D%C4%9Blo%C5%BEn%C3%AD_hrdlo
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Heteroploidie&action=edit&redlink=1

Vyhody:

Ize sledovat uc€inky riznych faktora a
mechanismy studovanych déju bez
nezadouci interakce s bunkami jinych
typu nebo tkani, u€inku humoralnich
faktord i celkového stavu organismu

|ze ziskat rozsahlé populace bunék
shodnych vilastnosti a sledovat jejich
reakce v kontrolovatelnych
podminkach

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

specifické bunécné kultury Ize vyuzit

k produkci a ziskavani mnozstvi
dulezitych biologickych latek (enzymy,
hormony) - hybridomy

Nevyhody:
umeély zjednoduseny systém

poznatky nelze beze zbytku aplikovat
na podminky in vivo




 The American Type Culture Collection
www.atcc.com

* The European Collection of Cell Cultures
WWW.ecacc.org.uk

ATCC Number: CCL-247
Designation: HCT 114

jaké medium a sérum
adherentni x neadherentni
A organismus
. —]ejich obrazek
jaké jsou to bunk



http://www.atcc.com/
http://www.ecacc.org.uk/

 Prisna sterilita

— prace ve flowboxu, sterilni pfistroje a roztoky
« CO, inkubatory

— udrzeni specifickych podminek (95% vihkost, 5%
CO,, 37°C)

« Specialni plastik
— coating proteiny extracelularni matrix

« Kultivacni media (glukéza, aminokyseliny, vitaminy,
lipidy, anorganickeé soli)
— specifické slozeni pro danou bunecnou linii

e Sérum




« Udrzovani kultury —
pasazovani
— urcity pocet bunek
se po urcité dobe
prenese do
cerstveho zivného
prostredi

* Adherentni
— odsati media
— oplach EDTA/PBS
— trypsin

« Neadherentni

— cast kultury se
prenese do noveho




— Suspenze bunek v elektrolytu
je nasavana do trubice s
malym otvorem

— Mezi elektrodou uvnitr trubice a
zevni  elektrodou proteka
elektricky proud

— Bunka prochazejici mezi
elektrodami prerusi tok proudu
a vede k zméné napéti el eLEcrrope

— Zména napeti je umeérna S
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— Zakladni princip stejny jako u
Coulter Counter
— Navic analyza
* Viability bunék
* Objemu bunék
« Agregatu
» Debris - ,rozbitych bunék”
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e Burknerova komurka
— nejjednodussi metoda — pocitani pod mikroskopem




APOFTOZLA

Fagocyidea makrofhgy

Aktivace kaspaz

Kondenzace bunky a organel
Kondenzace chromatinu

Ztrata asymetrie bunééné membrany
Zachovani integrity bunééné membrany

Tvorba ,bodies” a jejich fagocytoza
okolnimi burfikami



staining

Béhem apoptozy — fragmentace
DNA ~ 200 PB

*DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) prochazi neporusenou

cytoplazmatickou membranou

*DAPI se interkaluje do DNA —
typické ,rosety“ pod fluorescenénim
mikroskopem

*AbsorpCni maximum ~358 nm
(ultrafialova)

*Emisni maximum ~461 nm (modra)




Substraty kaspaz

 detekce Stépeni PARP, proteinu z rodiny Bcl (western
blot)

Aktivita kaspaz
Mitochondrialni funkce

 uvolnovani cytochromu c (FACS)

« zmeny membranoveho potencialu mitochondrialni
membrany (rhodamin 123, Mitotracker; FACS)

TUNEL

— sledovani fragmentace DNA (fluorescencni mikroskop,




metody — RNDr. Alena Hyrslova, Ph.D.
(Bi8870)

Jakou metodu pouzit?

* Vice nez jednu
 principielné odlisnou

Vv zavislosti na bunecnem t




*SDS denaturuje proteiny a obali je -
proteiny maji negativni naboj (imérny
Jejich velikosti)

‘Proteiny v gelu migruji ke kladné
elektrodé
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Rozruznéni bunék vlivem faktoru okolniho prostredi

Pri diferenciaci

se meni morfologie bunek

stoupa aktivita specifickych enzymu (napr. alkalické
fosfatazy)

stoupa exprese specif. povrchovych antigenu
(CD11b, CD 14)

vznlka schopnost fagocytozy a produkce




Zména enzymového vybaveni bunék

* Nespecifické esterazy - Hydrolyza a-naftyl acetatu esterazami vede k
vzniku hnédého zbarveni

 Detekce myeloperoxidazy - myeloperoxidaza stépi peroxid kysliku za
vzniku kyslikovych radikalu, které pak oxiduji o-dianisidin za vzniku
barevnych latek chinonového charakteru

 Detekce alkalické fosfatazy - alkalicka fosfataza Stépi bezbarvy substrat
4-p-nitrofenyl fosfat za vzniku zlutého zbarveni

Produkce ROS pri oxidativhim vzplanuti (monocyty)

 Redukce NBT (nitroblue tetrazolium) - NBT je redukovan superoxidem
produkovanym monocyty. Redukce vede k zmené barvy ze zluté na modrou

« Oxidace/redukce luminolu - ROS produkované monocyty oxiduji luminol
pfi redukci — chemiluminiscence

Zmeéna povrchovych molekul




Spektrofotometrie = stanovovani vlastnosti vzorku, napf. koncentrace urcité
latky v roztoku, na zakladé pohlcovani svétla v riznych vinovych délkach
spektra.

zdroj svétla

Stérbina

o

opticka
mrizka

detektor




