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Moderni metody bunécéné biologie

1. Bunééné kultury (J. Hofmanovd, N. Strakova, Z. Tylichova, J. Laukova, O. Zapletal B.
Safarikova)

Kultivace bunék in vitro a zatizeni laboratoie: ukdzka vybaveni laboratoie, obsluha flow

boxu, typy plastli pro bunééné kultury, automatické pipety, bezpecnost prace, pasdzovani
bunék, pocitani ¢astic na CASY, urceni Zivotnosti bun¢k barvenim (eosin, propidium jodid)

Detekce apoptotickych bunék: stanoveni apoptotického indexu - barveni pomoci DAPI

(fluorescencni mikroskopicka detekce buné€k s kondenzovanym a fragmentovanym
chromatinem).

Detekce lipidovych droplet v cytoplasmé: zpracovani bunék pro barveni lipidovych droplett

s vyuzitim Nile Red (9-diethylamino-5H-benzo(alpha)phenoxazine-5-one) a detekce
fluorescence pomoci pritokové cytometrie (FACS VERSE).

Stanoveni diferenciace buné€k linie nddoru kolonu (HT-29): stanoveni alkalické fosfatazy

kolorimetricky (alkalicka fosfatdza §tépi bezbarvy substrat 4-p-nitrofenyl fosfat za vzniku
zlutého zbarveni) s pomoci pfistroje FluoStar.

2. Fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie ( E. Bartova, L. Stixova, R. Fedr):

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

3. Biochemické metody (J. Vondracek, M. Kabatkova, Jana Svobodova ):

Izolace celkové RNA, stanoveni koncentrace a kvality:

Izolace RNA z ptipraveného bunécného lyzatu pomoci komeréniho kitu, stanoveni
koncentrace RNA a jeji Cistota na piistroji Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.

Detekce oxidu dusnatého pomoci 0zonové chemiluminiscence (4. Lojek, M. Ciz, J. Vitecek):

Uvod do problematiky stanoveni NO a jeho metabolitii (dusi¢nan, dusitan, nitrososlouceniny)
pomoci ozonové chemiluminiscence a prakticka demonstrace stanoveni NO ve

vydechovaném vzduchu.



