Moderni metody bunécné biologie 2013

Pribéh vyuky na Oddéleni cytokinetiky

Studenti budou sezndmeni s provozem molekuldrné biologické laboratoie na Oddé¢leni
cytokinetiky. Nejprve ziskaji teoreticky pifehled o dostupnych metodikach a vybaveni
laboratofe. Néasledné se budou prakticky podilet na pfipravé a méfeni vzorkti pomoci
vybranych metod (viz nize). Studenti si vypracuji protokol ke své praci, ktery bude soucasti
vystupu Modernich metod bunécéné biologie.

Népln cviceni:
1. Komplexni seznameni studentli s metodami a pristrojovym vybavenim laboratoie
bunécné a molekularni biologie — Prof. J. Hofmanova — v poslucharné
2. Rozd¢leni studentii do 3 skupin. Studenti se v téchto skupinach postupné prostiidaji.
1. skupina - Diferenciace epitelialnich bunék (Mgr. Z. Tylichova)
2. skupina — Izolace RNA (Mgr. J. Svobodova)
3. skupina — Priitokova cytometrie (Dr. N. Strakova, Mgr. O. Zapletal)

1. skupina - Diferenciace epitelialnich bunék (Mgr. Z. Tylichova)

Stanoveni diferenciace nddorové bunécné linie kolonu HT-29 po plisobeni butyratu
sodného NaBt pomoci kolorimetrického stanoveni alkalické fosfatazy. Alkalicka
fosfataza Stépi bezbarvy substrat 4-p-nitrofenyl fosfat za vzniku zlutého zbarveni.
Nasledné namétfena absorbance je pfimoumérnd mnoZstvi alkalické fosfatazy a tedy
mife diferenciace epitelidlnich bunck kolonu.

2. skupina - Izolace celkové RNA z kultivovanych bunék (Mgr. J. Svobodov4a)
Izolace celkové RNA bude provedena pomoci kitu NucleoSpin RNA II. Adherentné
rostouci buiiky budou lyzovany na misce, nasledné bude provedeno ptecisténi vzorku,
odstranéna kontaminujici DNA. Pfecisténa RNA bude eluovdna a stanovena
koncentrace a ptiblizna Cistota pomoci spektrofotometru Nanodrop.

3. skupina — Priitokova cytometrie (Dr. N. Strakova, Mgr. O. Zapletal)

Nejprve bude provedeno stanoveni poctu a viability nddorovych bunék kolonu DLD-1
po plsobeni nenasycené n-3 mastné dokosahexaenové kyseliny (DHA). Studenti si
pfipravi vzorky a stanovi pocet, viabilitu, velikost bunck, agregacni faktor, apod.
pomoci pocitace castic CASY. Nasledné¢ si vzorky obarvi pomoci selektivni
fluorescencni barvy Nile Red, ktera barvi intracelularni lipidové kapénky cervené.
Detekce lipidovych dropleti bude provedena na priatokovém cytometru srovnanim
posunu medidnu fluorescence ovlivnénych bune€k ve srovnani s kontrolou v Nile Red
Blue 527/32 kanalu.

V dobé inkubaci jednotlivych praktickych krokii v danych skupinach studenti dale jesté uvidi:

3. Vybaveni laboratofe oddéleni cytokinetiky, vysvétleni zdklada in vitro kultivace bunck a
provozu laboratore tkanovych kultur, obsluha flow boxu, typy plastd, typy pipet,
pasazovani buné¢k (Mgr. Z. Tylichova)

4. Ukazka Western blot analyzy (Mgr. O. Zapletal) — analyza exprese vybranych proteinii

Seznameni s fluorescenéni mikroskopii (Mgr. J. Laukova) - Barveni jader pomoci

DAPI (fluorescencni detekce apoptotickych bunék s kondenzovanym a fragmentovanym

chromatinem).
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