
MODERNÍ METODY BIOLOGICKÉHO VÝZKUMU

(Speciální cvičení) 

Oddělení cytokinetiky

Oddělení patofyziologie volných radikálů

Oddělení molekulární cytologie a cytometrie

Biofyzikální ústav AV ČR



TKÁŇOVÉ (BUNĚČNÉ) KULTURY TKÁŇOVÉ (BUNĚČNÉ) KULTURY IN VITROIN VITRO

živočišné, rostlinné, hmyzí, rybí atd.živočišné, rostlinné, hmyzí, rybí atd.

Živočišné buněčné kulturyŽivočišné buněčné kultury (získané z(získané z různých tkání např. hlodavců jako je různých tkání např. hlodavců jako je 

myš, krysa, křeček nebo opic, člověka)myš, krysa, křeček nebo opic, člověka)

PRIMÁRNÍ KULTURYPRIMÁRNÍ KULTURY -- buňky získané přímo zbuňky získané přímo z živočišných tkáníživočišných tkání, , kousek tkáně, kousek tkáně, 

nutná disociace (rozvolnění) buněk a odstranění nežádoucích částí, nutná disociace (rozvolnění) buněk a odstranění nežádoucích částí, 

omezená doba kultivace, specifické požadavkyomezená doba kultivace, specifické požadavky

BUNĚČNÉ LINIEBUNĚČNÉ LINIE -- adaptované na dlouhodobý růst adaptované na dlouhodobý růst in vitroin vitro

diploidnídiploidní -- karyotyp identický skaryotyp identický s živočišným druhem, zživočišným druhem, z něhož byly izoloványněhož byly izolovány

většinou omezený počet pasáží, stárnou a hynou (omezený tzv. “lifevětšinou omezený počet pasáží, stárnou a hynou (omezený tzv. “life--span”)span”)

heteroploidníheteroploidní -- karyotyp a často i morfologie odlišnékaryotyp a často i morfologie odlišné, , dlouhodobá kultivace dlouhodobá kultivace 

Udržují se tzv. pasážováním Udržují se tzv. pasážováním -- určitý počet buněk se po určité době přenese do určitý počet buněk se po určité době přenese do 

čerstvého živného prostředíčerstvého živného prostředí

ADHERENTNÍ kulturyADHERENTNÍ kultury -- rostou přichyceny krostou přichyceny k pevnému podkladu (kultivační pevnému podkladu (kultivační 

nádobky, mikronosiče)nádobky, mikronosiče)

SUSPENZNÍ kulturySUSPENZNÍ kultury -- nevyžadují podklad, rostou volně vnevyžadují podklad, rostou volně v médiumédiu



Hlavní komerční dodavatelé buněčných liniíHlavní komerční dodavatelé buněčných linií

The American Type Culture Collection (ATCC)

http://www.atcc.com/

The European Collection of Cell Cultures (ECACC)

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

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




Speciální plastikové lahvičky,  misky různé velikostiSpeciální plastikové lahvičky,  misky různé velikosti –– sterilnísterilní

KultivaceKultivace vv živném médiu podle růstových a metabolických požadavků živném médiu podle růstových a metabolických požadavků 

buněk vbuněk v termostatu stermostatu s řízenou atmosférou řízenou atmosférou -- 373700 C, 95% vlhkost, 5% COC, 95% vlhkost, 5% CO22..

Nutná přísná Nutná přísná sterilitasterilita!!!!!!!! -- sterilní roztoky, plastik. nádobky, sklo, pipety atd.sterilní roztoky, plastik. nádobky, sklo, pipety atd., , 

sterilizace autoklávem (120 sterilizace autoklávem (120 00CC)),, nebo horkým vzduchem (180 nebo horkým vzduchem (180 00C)C)

Práce ve Práce ve sterilním laminárním boxusterilním laminárním boxu (typ BioHazard (typ BioHazard –– laminární proudění laminární proudění 

vzduchu, filtry vzduchu, filtry --chrání i uživatele chrání i uživatele -- práce spráce s nebezpečnými viry apod.)nebezpečnými viry apod.)

Základní médiumZákladní médium je balancované chemické prostředí  je balancované chemické prostředí  -- zdroj pro energii a zdroj pro energii a 

biosyntézu.biosyntézu.

Doplňky:Doplňky: a) nedefinované složky a) nedefinované složky -- zvířecí sérazvířecí séra (hovězí, telecí, fetální, (hovězí, telecí, fetální, 

koňské)koňské)

b) definované složky (růstové faktory, hormony atd.) b) definované složky (růstové faktory, hormony atd.) -- specializované podle specializované podle 

typu buněktypu buněk

Živočišná séraŽivočišná séra

nejdražší součást média nejdražší součást média -- ze zvířat z ekologicky málo poškozených oblastíze zvířat z ekologicky málo poškozených oblastí

vhodné definované náhrady sérvhodné definované náhrady sér

Antibiotika a antimykotikaAntibiotika a antimykotika

penicilin + streptomycin, gentampenicilin + streptomycin, gentamiicin (i proti mykoplazmatům)cin (i proti mykoplazmatům)

KULTIVACE BUNĚKKULTIVACE BUNĚK



Suspenzní buňkySuspenzní buňky -- po spočítání buněk se část supenze doplní čerstvým po spočítání buněk se část supenze doplní čerstvým 

kultivačním médiemkultivačním médiem

Adherentní (přisedlé) buňkyAdherentní (přisedlé) buňky -- uvolnění od podkladu a rozvolnění shluků uvolnění od podkladu a rozvolnění shluků 

enzymy např. trypsinem, spočítání buněk, vysetí do čerstvého média.enzymy např. trypsinem, spočítání buněk, vysetí do čerstvého média.

Některé buňky vyžadují tzv. feeder layer Některé buňky vyžadují tzv. feeder layer -- vrstvu buněk inaktivovaných vrstvu buněk inaktivovaných 

zářením nebo chemicky sloužící jako podklad pro růst specifických typů zářením nebo chemicky sloužící jako podklad pro růst specifických typů 

buněkbuněk

Kultivace ve sterilních plastikových lahvičkách se šroubovacími uzávěry nebo Kultivace ve sterilních plastikových lahvičkách se šroubovacími uzávěry nebo 

vv miskách různé velikosti.miskách různé velikosti.

Velkokapacitní kultivaceVelkokapacitní kultivace -- na mikročásticích ve velkých kontejnerech na mikročásticích ve velkých kontejnerech --

automatická výměna médiaautomatická výměna média

Uchovávání buněk vUchovávání buněk v hlubokozmrazeném stavuhlubokozmrazeném stavu ((--180 180 00C C -- mraznice, tekutý mraznice, tekutý 

dusík) ve speciálních ampulích dusík) ve speciálních ampulích a kontejnerech a kontejnerech několik let. Nutné několik let. Nutné 

kryoprotektivum (proti tvorbě krystalů vody) kryoprotektivum (proti tvorbě krystalů vody) -- většinou dimetylsulfoxid nebo většinou dimetylsulfoxid nebo 

glycerol. Zmrazování je pomalé (řízené po 1 glycerol. Zmrazování je pomalé (řízené po 1 00C), rozmrazování rychlé C), rozmrazování rychlé --

ponoření ampulí do lázně 37 ponoření ampulí do lázně 37 00C.C.



VYUŽITÍ BUNĚČNÝCH KULTURVYUŽITÍ BUNĚČNÝCH KULTUR

Buněčné kulturyBuněčné kultury se staly nástrojem pro detekci a objasňování mechanismů se staly nástrojem pro detekci a objasňování mechanismů 

účinků buněčných regulátorů a genů, které určují individuální aspekty účinků buněčných regulátorů a genů, které určují individuální aspekty 

chování buněk. Tato chování buněk. Tato technologie umožnila pokroktechnologie umožnila pokrok ve virologii, somatické ve virologii, somatické 

buněčné genetice, endokrinologii, toxikologii, farmakologii, hematologii, buněčné genetice, endokrinologii, toxikologii, farmakologii, hematologii, 

imunologii i ve výzkumu karcinogeneze a stala se významným nástrojem imunologii i ve výzkumu karcinogeneze a stala se významným nástrojem 

vývojové biologie, komplexní tkáňové fyziologie a průmyslové výroby vývojové biologie, komplexní tkáňové fyziologie a průmyslové výroby 

specifických buněčných produktů.specifických buněčných produktů.

Výhody:Výhody:

lze sledovat účinky různých faktorů a mechanismy studovaných dějů bez lze sledovat účinky různých faktorů a mechanismy studovaných dějů bez 

nežádoucí interakce s buňkami jiných typů nebo tkání, účinku humorálních nežádoucí interakce s buňkami jiných typů nebo tkání, účinku humorálních 

faktorů i celkového stavu organismufaktorů i celkového stavu organismu

lze získat rozsáhlé populace buněk shodných vlastností a sledovat jejich lze získat rozsáhlé populace buněk shodných vlastností a sledovat jejich 

reakce v kontrolovatelných podmínkáchreakce v kontrolovatelných podmínkách

homogenita, reprodukovatelnost a množství materiálu umožňuje studovat a homogenita, reprodukovatelnost a množství materiálu umožňuje studovat a 

odhalovat základní mechanismy  vybraných aspektů chování těchto buněkodhalovat základní mechanismy  vybraných aspektů chování těchto buněk

specifické buněčné kultury lze využít kspecifické buněčné kultury lze využít k produkci a získávání množství produkci a získávání množství 

důležitých biologických látek (enzymy, hormony) důležitých biologických látek (enzymy, hormony) -- hybridomyhybridomy

etické hledisko etické hledisko -- systém omezuje využívání laboratorních zvířatsystém omezuje využívání laboratorních zvířat

Nevýhody:Nevýhody:

umělý zjednodušený systém   umělý zjednodušený systém   

poznatky nelze beze zbytku aplikovat na podmínky poznatky nelze beze zbytku aplikovat na podmínky in vivoin vivo



Buňky nezraléBuňky nezralé (nediferencované nebo částečně diferencované)(nediferencované nebo částečně diferencované)

►► buňky kmenové (totibuňky kmenové (toti-- nebo pluripotentní)nebo pluripotentní)

►► buňky progenitorovébuňky progenitorové

Jsou schopny sebeobnovy, mohou se dále dělit a diferencovat do zralejších stádií.Jsou schopny sebeobnovy, mohou se dále dělit a diferencovat do zralejších stádií.

Charakteristické pro embryonální stadium a vCharakteristické pro embryonální stadium a v dospělém organismu pro některé dospělém organismu pro některé 

tkáně (krevní tkáň, střevní a kožní epitel, zárodečné buňky).tkáně (krevní tkáň, střevní a kožní epitel, zárodečné buňky).

Schopné kultivace a dozrávání Schopné kultivace a dozrávání in vitroin vitro ve specifických podmínkách.ve specifických podmínkách.

Buňky zralé Buňky zralé -- diferencovanédiferencované

Rozrůzněné podle typu tkáně se specifickými vlastnostmi. Nejsou schopny se dále Rozrůzněné podle typu tkáně se specifickými vlastnostmi. Nejsou schopny se dále 

dělit, stárnou a umírají apoptózou (nervové, jaterní buňky apod.)dělit, stárnou a umírají apoptózou (nervové, jaterní buňky apod.)

Schopné kultivaceSchopné kultivace in vitroin vitro omezený počet pasáží (diploidní stav) nebo se z nich omezený počet pasáží (diploidní stav) nebo se z nich 

vytvářejí heteroploidní permanentní linie.vytvářejí heteroploidní permanentní linie.

Buněčné populace  Buněčné populace  in vitroin vitro

Imortalizované nádorové linieImortalizované nádorové linie

asynchronní asynchronní -- buňky se nacházejí v různých fázích buněčného cyklu buňky se nacházejí v různých fázích buněčného cyklu -- přirozený přirozený 

stavstav

synchronní   synchronní   -- buňky jsou ve stejné fázi buněčného cyklu buňky jsou ve stejné fázi buněčného cyklu -- uměle navozené různými uměle navozené různými 

chemickými látkami, homogenní populace, stejné reakcechemickými látkami, homogenní populace, stejné reakce

Využití:Využití:

při výzkumu dějů vázaných na určitou fázi buněčného cyklupři výzkumu dějů vázaných na určitou fázi buněčného cyklu

v praxi v nádorové terapii (léčba cytostatiky)v praxi v nádorové terapii (léčba cytostatiky)



KREVNÍ BUŇKYKREVNÍ BUŇKY

primárníprimární -- zz krve nebo kostní dřeně člověka a laboratorních zvířat krve nebo kostní dřeně člověka a laboratorních zvířat 

detekce jednotlivých typů a počtů na hemocytometrudetekce jednotlivých typů a počtů na hemocytometru

kultivace progenitorů kultivace progenitorů in vitroin vitro -- BFUBFU--E, CFUE, CFU--S, GMS, GM--CFU CFU -- vyžadují specifické vyžadují specifické 

podmínky a specifické růstové faktory (erytropetin, GMpodmínky a specifické růstové faktory (erytropetin, GM--CSF, ILCSF, IL--3 apod.)3 apod.)

Využití při transplantacích Využití při transplantacích –– namnožení buněknamnožení buněk

permanentní líniepermanentní línie -- zz krve leukemických pacientů nebo lab. zvířatkrve leukemických pacientů nebo lab. zvířat

HLHL--6060 -- lidská promyelocytární leukémie lidská promyelocytární leukémie -- promyelocyty schopné diferencovat promyelocyty schopné diferencovat in in 

vitrovitro -- bipotentní, deficientní vbipotentní, deficientní v p53p53

kys. retinová (RA), DMSO kys. retinová (RA), DMSO -- diferenciace do granulocytůdiferenciace do granulocytů

vit. D3., forbol ester (TPA), butyrát vit. D3., forbol ester (TPA), butyrát -- diferenciace do monocytůdiferenciace do monocytů--makrofágůmakrofágů

Vhodný model pro Vhodný model pro 

►► studium regulace proliferace, diferenciace a apoptózy myeloidních buněkstudium regulace proliferace, diferenciace a apoptózy myeloidních buněk

►► studium příčin leukemických poruchstudium příčin leukemických poruch

►► studium účinků kyseliny arachidonové (AA), eikosanoidů a cytokinů (TGFstudium účinků kyseliny arachidonové (AA), eikosanoidů a cytokinů (TGF-- a a 

TNFTNF ))



Při diferenciaciPři diferenciaci

se mění morfologie buněk (mikroskopická detekce na preparátech se mění morfologie buněk (mikroskopická detekce na preparátech 

zz cytocentrifugy)cytocentrifugy)

stoupá aktivita specifických enzymů (např.nespecifické esterázy)stoupá aktivita specifických enzymů (např.nespecifické esterázy)

stoupá exprese specif. povrchových antigenů (CD11b, CD 14) stoupá exprese specif. povrchových antigenů (CD11b, CD 14) -- FCMFCM

vzniká schopnost fagocytózy a produkce kyslíkových radikálů (měření vzniká schopnost fagocytózy a produkce kyslíkových radikálů (měření 

redukce NBT nebo chemiluminiscenčně)redukce NBT nebo chemiluminiscenčně)

U937 U937 -- promonocytární leukémie promonocytární leukémie -- promonocyty schopné diferencovat do promonocyty schopné diferencovat do 

monocytů po RA, DMSO, TPA, mutovaný p53monocytů po RA, DMSO, TPA, mutovaný p53

ML 1ML 1 -- lidská myeloidní leukémie lidská myeloidní leukémie -- normální (wild type) p53normální (wild type) p53



EPITELIÁLNÍ BUŇKYEPITELIÁLNÍ BUŇKY

zz adenokarcinomu kolonuadenokarcinomu kolonu -- línie HT29línie HT29, CaCO2, HCT115, CaCO2, HCT115 -- nádorové buňky nádorové buňky , , 

FHC FHC –– fetální střevo fetální střevo –– nenádorové. Snenádorové. Schopnchopnost ost diferencovat diferencovat in vitroin vitro po po 

působení butyrátu sodného (NaBt):působení butyrátu sodného (NaBt):

►► růst aktivity alkalické fosfatázyrůst aktivity alkalické fosfatázy

►► morfologické změny doprovázené polymerizací Fmorfologické změny doprovázené polymerizací F--aktinuaktinu

►► výšení exprese adhezívních molekul výšení exprese adhezívních molekul -- EE--kadherinukadherinu

Vhodný model Vhodný model 

►► pro studium regulace prolif., dif. a apoptózy epitelu střeva a mechanismů pro studium regulace prolif., dif. a apoptózy epitelu střeva a mechanismů 

vzniku nádorů kolonuvzniku nádorů kolonu

►► pro studium účinků nenasyc. MK a cytokinůpro studium účinků nenasyc. MK a cytokinů

Pro ekotoxikologické studie jsou vhodnéPro ekotoxikologické studie jsou vhodné

►► buňky zbuňky z kůže kůže -- keratinocytykeratinocyty -- línie HaCaT línie HaCaT -- normální buňky snormální buňky s aktivním aktivním 

metabolismem AA a citlivé kmetabolismem AA a citlivé k působení cytokinůpůsobení cytokinů

►► jaterní buňkyjaterní buňky: primární hepatocyty (krysí): primární hepatocyty (krysí), , línie nádorových buněk línie nádorových buněk 

hepatomu (lidského nebo hlodavců)hepatomu (lidského nebo hlodavců), krysí jaterní fibroblasty, krysí jaterní fibroblasty

►► geneticky modifikované buněčné líniegeneticky modifikované buněčné línie::

pro detekci dioxinové aktivity (H4IIELuc) pro detekci dioxinové aktivity (H4IIELuc) 

pro detekci estrogenní aktivity (MCFpro detekci estrogenní aktivity (MCF--7, MVLN) studovaných látek 7, MVLN) studovaných látek 

Vnesený gen sVnesený gen s luciferázou luciferázou -- intenzita odráží aktivaci příslušných intenzita odráží aktivaci příslušných 

vnitrobuněčných receptorů (AhR nebo ER) a je detekována na luminometruvnitrobuněčných receptorů (AhR nebo ER) a je detekována na luminometru

►►



VYBAVENÍ LABORATOŘE PRO KULTIVACE BUNĚKVYBAVENÍ LABORATOŘE PRO KULTIVACE BUNĚK

►► Sterilní prostředí Sterilní prostředí –– speciální speciální plastik, sklo, pipetyplastik, sklo, pipety

(skleněné, automatické (skleněné, automatické --různé objemyrůzné objemy

autokláv, horkovzdušná sterilizace (130 oC)autokláv, horkovzdušná sterilizace (130 oC)

►► Klimatizace, UV světloKlimatizace, UV světlo

►► Destilační přístrojDestilační přístroj na superčistou voduna superčistou vodu

►► Laminární box (Biohazard) Laminární box (Biohazard) –– laminární proudění vzduchu, laminární proudění vzduchu, 

filtry filtry –– sterilní prostředí pro práci, ochrana při prácisterilní prostředí pro práci, ochrana při práci

►► Inkubátor Inkubátor –– 37 oC, 5% CO2, 95% vlhkost 37 oC, 5% CO2, 95% vlhkost 

►► Počítač částicPočítač částic (buněk) (buněk) 

►► Inverzní mikroskopInverzní mikroskop

►► CentrifugyCentrifugy

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------



►► ELISA readerELISA reader

►► CytocentrifugaCytocentrifuga

►► Fluorescenční mikroskopFluorescenční mikroskop

►► Vysokoobrátková chlazená centrifugaVysokoobrátková chlazená centrifuga (výměnné rotory)(výměnné rotory)

►► Průtokový cytometr Průtokový cytometr (FACSCalibur, Beckton Dickinson)(FACSCalibur, Beckton Dickinson)

lasery, 4 fluoresclasery, 4 fluoresceence, sortovací modulnce, sortovací modul

stanovení několika parametrů současně u rozsáhlých stanovení několika parametrů současně u rozsáhlých 

buněčných populacíbuněčných populací

►► Fluostar Fluostar –– multifunkční přístroj multifunkční přístroj –– spektrofotometr, fluorimetr, spektrofotometr, fluorimetr, 

chemiluminometrchemiluminometr

►► Zařízení pro molekulární biologiiZařízení pro molekulární biologii

►► Výkonná výpočetní technikaVýkonná výpočetní technika



MÉDIAMÉDIA

Řada druhů podle typu buněk (Eaglovo, Dulbecco, RPMIŘada druhů podle typu buněk (Eaglovo, Dulbecco, RPMI--1640), dodávají se 1640), dodávají se 

kompletní tekutá, koncentráty, prášková kompletní tekutá, koncentráty, prášková -- skladování 40 C. skladování 40 C. 

Nutná kvalitní apyrogenní voda o vodivosti 0,2Nutná kvalitní apyrogenní voda o vodivosti 0,2--00--1 1 S a chemikálie nejvyšší čistoty. S a chemikálie nejvyšší čistoty. 

Nutná sterilizace přes filtr 0,2 Nutná sterilizace přes filtr 0,2 m.m.

Základní složky:Základní složky:

Glukóza (nebo galaktóza) a glutamin Glukóza (nebo galaktóza) a glutamin -- zdroj energie a uhlíkuzdroj energie a uhlíku

Aminokyseliny Aminokyseliny -- zdroj energie a dusíkuzdroj energie a dusíku

Vitamíny Vitamíny -- kofaktory pro enzymatické reakcekofaktory pro enzymatické reakce

Lipidy Lipidy -- esenciální mastné kyseliny, cholesterol, etanolamin apod.esenciální mastné kyseliny, cholesterol, etanolamin apod.

Anorganické soli Anorganické soli -- zajišťují osmolalitu, tlumí aciditu, nutriční faktorzajišťují osmolalitu, tlumí aciditu, nutriční faktor

Pufrační solné směsiPufrační solné směsi -- Earlův roztok (fyziolog. roztok sEarlův roztok (fyziolog. roztok s vysokým obsahem vysokým obsahem 

NaHCO3) NaHCO3) -- kultivace vkultivace v řízené atmosféře sřízené atmosféře s regulovaným obsahem 5% CO2  regulovaným obsahem 5% CO2  

zabraňuje rozpadu a alkalizaci média. zabraňuje rozpadu a alkalizaci média. 

Požadované pH většinou 7,2 Požadované pH většinou 7,2 -- 7,4 7,4 -- úprava HCl a NaOHúprava HCl a NaOH

Otevřený systém Otevřený systém -- Petriho misky nebo lahvičky sPetriho misky nebo lahvičky s povoleným uzávěrenpovoleným uzávěren

Optická kontrola Optická kontrola -- indikátor fenolová červeňindikátor fenolová červeň

Organické pufrační systémy Organické pufrační systémy -- HEPES 20mMHEPES 20mM







nejčastěji používané fetální bovinní sérum









FACSCaliburFACSCalibur

5

PrůtokováPrůtoková

(flow) cytometrie:(flow) cytometrie:

jedna z hlavních jedna z hlavních 

používaných používaných 

metodologiímetodologií





DETEKCE PROLIFERAČNÍ AKTIVITY BUNĚKDETEKCE PROLIFERAČNÍ AKTIVITY BUNĚK

Růst buněk Růst buněk 

počty buněk (Bürkerova komůrka, Coulter Counter) vpočty buněk (Bürkerova komůrka, Coulter Counter) v časových intervalech od časových intervalech od 

vysetí určitého počtu vysetí určitého počtu -- růstové křivkyrůstové křivky

spektrofotometrické stanovení celkových proteinů spektrofotometrické stanovení celkových proteinů -- Amido blackAmido black

doba zdvojení populace (doubling time),doba zdvojení populace (doubling time),

generační doba (trvání buněčného cyklu)generační doba (trvání buněčného cyklu)

Metabolicky aktivní část populaceMetabolicky aktivní část populace

izotopové metody izotopové metody -- stanovení podílu populace syntetizující DNA stanovení podílu populace syntetizující DNA -- inkorporace 3Hinkorporace 3H--

tymidinu do DNA tymidinu do DNA -- detekce hladiny radioaktivity autoradiograficky nebo scintilačně detekce hladiny radioaktivity autoradiograficky nebo scintilačně ––

detektor detektor zářenízáření

spektofotometrické metody spektofotometrické metody -- inkorporace bromdeoxyuridinu inkorporace bromdeoxyuridinu -- detekce pomocí detekce pomocí 

navázáné protilátky navázáné protilátky -- ELISA reader nebo průtoková cytometrie (FCM)ELISA reader nebo průtoková cytometrie (FCM)

metoda redukce MTT na formazan metoda redukce MTT na formazan -- založeno na aktivitě mitochondriízaloženo na aktivitě mitochondrií

Stanovení mitotického indexuStanovení mitotického indexu

mikroskopické stanovení podílu buněk vmikroskopické stanovení podílu buněk v mitóze na řezech zmitóze na řezech z tkání či buněčných tkání či buněčných 

preparátech preparátech 



Detekce počtu buněk vDetekce počtu buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklujednotlivých fázích buněčného cyklu

FFlow cytometrie low cytometrie -- procento buněk vprocento buněk v G0/G1, SG0/G1, S a G2/M fázia G2/M fázi

Stanovení délky fází buněčného cykluStanovení délky fází buněčného cyklu -- autoradiografické metodyautoradiografické metody, BrDU, BrDU

Testy cytotoxicityTesty cytotoxicity

MTT testMTT test

Stanovení viability Stanovení viability -- vitální barvení trypanovou modří nebo eosinemvitální barvení trypanovou modří nebo eosinem

Detekce apoptózy/nekrózyDetekce apoptózy/nekrózy

Morfologicky Morfologicky ––světelný mikroskopsvětelný mikroskop

Fluorescenční mikroskopFluorescenční mikroskop

Flow cytometrie (AnnexinV, TUNEL, subG0/G1 populace)Flow cytometrie (AnnexinV, TUNEL, subG0/G1 populace)





►► Na počátku stojí pracovní hypotéza, kterou ověřujeme

►► Důležité jsou časové a koncentrační závislosti (dose-response)

►► Studium působení jednotlivých faktorů nebo jejich kombinací 

(multivariační analýzy)

►► Souvislost proliferace, diferenciace a apoptózy na buněčné úrovni

►► Po stanovení základních cytokinetických dat studium detailnějších 

mechanismů účinků na subbuněčné a molekulární úrovni

►► Experimenty se opakují nezávisle nejméně 3x (v případě nejasností i 

vícekrát) a v mnoha případech zahrnují ještě paralelní měření, která 

upřesňují získanou hodnotu.

►► Výsledky jsou vždy statisticky zhodnoceny  a je určena významnost 

rozdílů.

►► Výsledky jsou prezentovány formou tabulek, grafů nebo reprezentativních 

obrázků či fotografií.



Příklady výsledků s využitím Příklady výsledků s využitím 

buněčných linií buněčných linií 



Růstové křivkyRůstové křivky











Koncentrační závislosti Koncentrační závislosti 

(dose(dose--response)response)







vyjádření v % kontroly

(neovlivněná 

populace=100%)











PARAMETRY BUNĚČNÉHO CYKLUPARAMETRY BUNĚČNÉHO CYKLU













EXPRESE PROTEINU (WESTERN BLOTTING)EXPRESE PROTEINU (WESTERN BLOTTING)



co
n

tr
o
l

N
a
B

t

A
A

 5
0

A
A

 5
0
 -

N
a
B

t

D
H

A
 2

0

D
H

A
 2

0
 -

N
a
B

t

113 

89
PARP

32 
pro-

caspase-3

21Bax

Bak 24

kDa

Mcl-1 42 

Interakce  kys. arachidonové (AA) a dokosahexaenové (DHA) s butyrátemInterakce  kys. arachidonové (AA) a dokosahexaenové (DHA) s butyrátem



HTHT--2929

FHCFHC

HCT116HCT116

MclMcl--1= 40/42 kDa1= 40/42 kDa

ββ--actin=40kDaactin=40kDa

MclMcl--11

MclMcl--11

actinactin

actinactin

Exprese antiapoptického proteinu MclExprese antiapoptického proteinu Mcl--11





Detekce buněčné diferenciace
(aktivita alkalické fosfatázy, spektrofotometrie)
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Detekce buněčné diferenciace
(obsah F-aktinu FITC značený phalloidin- konfokální mikr.)

of
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