Moderni metody bunécné biologie 2013

Ukol &.1 - Stanoveni poétu a viability bunék

Ptipravena bunécna linie byla kultivovana na 40 mm kultiva¢nich miskdch v inkubétoru pfti
teploté ........ , vlhkosti 95% a ............. . Pocet bungk a jejich viabilita byly stanoveny pomoci
ptistroje CASY.

Princip detekce:
Princip méteni je zalozen na zaklad® .......... ..o

Vzorky :
Bunécénad linie (doplitte):.............
Lo,
2
Cas: .........
Postup:
1. Popsat zkumavky pro sbér vzorku.
2. Sebrat medium do pfisluSnych zkumavek.
3. Ptidat 1 ml PBS/EDTA do kazdé misky, sebrat do zkumavky.
4. Bunky uvolnit trypsinem (800 pl, cca 3 min).
5. Neutralizace trypsinu pomoci média ze zkumavek.
6. Oplach misek cca 1ml PBS.
7. Vzorky zcentrifugovat (200 g/5 min).
8. Odsat supernatant.

9. Peletu dikladn¢ resuspendovat v 1ml PBS.

10. Pridat jesté 2 x 1 ml PBS.

11. 20 pl suspenze bunék odkdpnout do kyvetky s 10 ml hemasolu.

12. Ota€enim kyvetu promichat.

13. Spocitat buiikky v kyveté na pocitaci castic CASY v pfisluSném programu pro nasi
bunéénou linii.

14. CASY proméii i viabilitu a dal$i parametry.

15. Vysledky zapsat do tabulky

Vysledky:
bunééna linie | vzorek | pocet Zivych bunék/ml | pocet Zivych bunék

bunécna linie | vzorek | viabilita | agregace velikost objem




Ukol &.2 - Detekce lipidovych dropletii v cytoplasmé bunék pomoci Nile Red

Lipidové droplety (LD) jsou malé tukové kapénky uvniti bunky. Tyto cCastice jsou
syntetizovany na endoplasmatickém retikulu a jsou tvofeny monovrstvou fosfolipida, ktera
uvniti obsahuje neutralni lipidy (triacylglyceroly, estery cholesterolu) jako zdroj energie a
signalnich molekul pro buniky. S LD jsou spojeny i1 né&které specifické proteiny. LD maji
dalezitou funkci v udrzeni lipidové homeostazy, lipidovém metabolismu a vnitrobunééném
signalovani. Lipidy uloZzené v LD jsou hydrolyzovany a mohou byt vyuzity pro B-oxidaci,
syntézu membran, modifikaci proteini ¢i tvorbu signdlnich molekul a jinych lipidovych
produktii. ZvySend akumulace LD byla detekovana v zanétlivych a nddorovych bunkach.

Princip detekce:

Lipidové droplety jsou detekovany pomoci ..............ceevevennn... (FACS VERSE) s vyuzitim
Nilské cervené - Nile Red (9-diethylamino-5H-benzo(alpha)phenoxazine-5-one). Jednd se o
selektivni fluorescencni barvu, kterd barvi vnitrobunécné lipidové kapénky cCerveng.
S rostoucim mnozstvim lipidovych kapének se ............. fluorescence.

Vzorky :

Cas: .........

Postup:
1.  Vzorky oplachnout PBS/EDTA, rozvolnit a uvolnit trypsinem. Vzorky zcentrifugovat
(200 g/5 min) a spocitat na piistroji CASY.

2. Vzorek centrifugovat (200 g, 5 min).

3. Odsat supernatant.

4.  Ptidat 3 ml PBS, opét centrifugovat (200g, Smin).

5. Supernatant odsat.

6.  Poté pridat 450ul PBS a 50ul zfedéné barvy Nile Red (fedéni: 1ul do 1 ml, tzn. fedéni
................. ).

7.  Barvené buiky inkubovat 5 min ve tmé pii ................ teploté¢ a nasledné¢ zméfit

fluorescenci pomoci FACS VERSE.
8.  Analyzovat posun medianu ovlivnénych bun€k ve srovnani s kontrolou v Nile Red Blue
527/32 kanalu.

Vysledky:

bunééna linie vzorek median




Otazky a ukoly:
1. Jaké parametry Ize métit pomoci pocitace ¢astic CASY? Uved'te alespon 3.

2. Jak se rozeznaji mrtvé a zivé bunky pomoci ,,dye exclussion assay*?



