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V praktiku budou reSeny dveé ulohy:

1) FluorescencCni barveni nadorovych bunek
- urCeni senzitivity k cytostatiku

2) 1zolace, separace a barveni proteinu -
urCeni hladiny proteinu ve vzorcich



Uloha 1: Uréit citlivost bunééné populace k
cytostatiku

FluorescenCni barveni mikrofilament a DNA

aktin: faloidin konjugovany s fluoroforem TRITC - Cerveny signal
DNA: DAPI - modry signal

testované burniky - bunécnd linie MCF-7 (bunky ndadoru prsu), zafixované
formaldehydem

Kontrolni bunky jsou nepravidelné s kompaktnimi jadry.
VS

Cytostatikum bunky ,zakulucuje” a indukuje fragmentaci jader.



Pracovni postup:

1. Permeabilizace bunék roztokem Tritonu X v PBS
(phosphate buffered saline)

2. Odstranéni prebyteCného roztoku Tritonu X pomoci
opakovaného promyti roztokem PBS

3. Barveni aktinu = inkubace bunék s konjugatem

4. Odstranéni nenavazaného konjugatu pomoci
opakovaného promyti PBS

5. Barveni DNA pomoci roztoku obsahujicim DAPI

6. Pozorovani ve fluorescenCnim mikroskopu, foceni



Permeabilizace

* Bunky jsou zafixované - je mozné je uchovat az
nékolik tydnu

* Plazmatickd membréana je intaktni - bunky je mozné
barvit pouze na povrchu

* Proto je nutné bunky permeabilizovat - ,, proderavet”

* Pouzijeme mirny detergent TRITON X



FluorescencCni barveni - detekce mikrofilament

Sviti i nenavazany -
nenavazanou frakci

je potfeba odmyt — zviditelnéni

detekované molekuly
PO excitaci zelenym
svetlem

ve vzorku , neviditelné”



FluorescencCni barveni - detekce DNA
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— Po excitaci UV svétlem

) vyzafuje modré svétlo.
@ Volny DAPI sviti mnohem méné - neni potfeba

promyvat.




Fluorescencni barveni mikrofilament a DNA

Jaky je tvar bunék a jader v barvenych bunkach?

Jsou bunky senzitivni nebo rezistentni k ucCinku cytostatika?



Uloha 2: Porovnani hladiny proteinu ve vzorcich -
Izolace, separace a barveni proteinu

Dnes I. Cast - I1zolace proteinll, méreni koncentrace
proteinU

Izolace proteinu z tkané: prvnim krokem je
dezintegrace tkané a bunék

V hasem experimentu pouzivame pro rozbiti bunék
detergent SDS.

Testované vzorky: ,sval“, ,mléko”, ,jatra“ , preciSténé sérum“



Pracovni postup:

Izolace proteinU

* prenos kousku tkani do zkumavky

» dezintegrace bunék pomoci lyzaCniho pufru
obsahujiciho SDS (sodium dodecylsulfat)

* oddéleni smeési proteinu od nezlyzovanych zbytku
centrifugaci

Stanoveni koncentrace proteinu

e pomoci Bradfordovy metody



Princip metody dle Bradforda

 kolorimetricka reakce po smichdni Bradfordova Cinidla s
roztokem obsahujicim proteiny

* Bradfordova Cinidlo obsahuje barvivo Coomassie Brilliant
Blue
- vazZe bazické a aromatické aminokyselinové zbytky v
proteinech (ARG, PHE, TRY a PRO)

* po navazani barviva na aminokyseliny dochazi ke zméné
barvy roztoku z hnédé na modrou
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Uloha 2: Porovnani hladiny proteinu ve vzorcich -
Izolace, separace a barveni proteinu

PriSté Il. Cast - separace proteinu, barveni separovanych proteinti
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