Studium signalnich drah zapojenych do nasledujicich procesti:
Regulace cytokinetiky lipidickymi slozkami potravy
Role rustovych faktoru (TGFbeta) v regulaci procesu
rakoviny prostaty

Interakce lipidu (PUFASs) a cytokinu (TRAIL)
Uéinky protinaddorovyrch latek (LA12)

Molekularni a bunééné mechanizmy (Ahr, P450)
toxicity organickych slou¢enin (PCB)
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Mnozeni bunék mitézou

Dostatek zivin, rustovych faktori, pH a teplota prostredi
(kultivacni techniky) + ovlivnéni?

Metody stanoveni poc¢tu bunék:

nespecifické barveni vSech proteinti/DNA (metylénova modr,
neutralni éerven, tetrazoliové soli MTT, WST1/ CyQuant)

Burkerova komurka
Pocitac castic (Coulter counter)

Postup: 20 ul b. suspenze do 10 ml hemasolu ... 500 x redéno
Counter nasaje 0,5 ml
Prepocet: 1.103b. ....0,5ml /x2

2.103b. ....1ml /x500

1.10°b/ml




Zivotnost bunék (vs. mortalita)
Zivé bunky — semipermeabilni cytoplazmatick4 membr.

Mrtvé bunky — permeabilni cytoplazmatickda membr.
DYE EXCLUSSION ASSAYS

Zivé burika je schopna zabranit priniku barviva dovnitt

Barviva: eosin, trypanova modr, propidium iodid, 7 amino
actinomycin, acridin orange, Hoechst 33258

: SS1mg/ml smichat 1:1 s bunécnou suspenzi — kapnout do
Biirkerovy komurky ... hodnotit 100 bun€k — kolik z nich je
mrtvych = oranzovych

7AAD,PI: SS 1 mg/ml; WS 1 ug/ml ... inkubace 1 minutu, hodnoceni
FACS

zivé bunky nenabarvené x mrtvé fluoreskuji v FL2



Rozruznéni bunék vlivem faktoru okolniho prostredi
Zmeéna biochemickych procest
expresniho profilu (mRNA, DNA, proteiny)
mortfologie
povrchovych antigenti
Detekce téchto zmén biochemie
molekularni biologie
histologie/cytologie
imunologie
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Vitamin D3 (VDB, kalcitriol) — aktivace kindzovych kaskad,
translokace do jadra, aktivace VDR, ovlivnéni transkripce

Phorbolmyristate acetate/12-O-tetradecanyl phorbol

13-acetate (PMA/TPA) — vazba na receptor asociovany s protein
kinazou C — PI3K — cAMP - pokles cMyc — zastava proliferace

Dimetyl sulfoxid 1,3 % (DMSO) - $iroké spektrum téinké —
zvyseni fluidity membrany, aktivace kinazovych kaskad, zvyseni Ca2*,
vazba na DNA - ovlivnéni transkripce, demetylace

Soubéh drah ovliviiujici kinazové kaskady, transkripcéni
faktory (napr. PU.1) a pak G/M/GM-CSF



Zména enzymového vybaveni bunek
Nespecifické esterdzy
Hydrolyza a-naftyl acetatu esterdazami vede k vzniku hnédého zbarveni
Detekce myeloperoxidazy

Myeloperoxidaza stépi peroxid kysliku za vzniku kyslikovych radikali, které pak oxiduji
o-dianisidin za vzniku barevnych latek chinonového charakteru

Produkce ROS pri oxidativnhim vzplanuti (monocyty)
Redukce NBT (nitroblue tetrazolium)

NBT je redukovan superoxidem produkovanym monocyty. Redukce vede k zméné barvy
ze zluté na modrou

Redukce luminolu

Zmeéna povrchovych molekul
Exprese CD11b (R proC3b slozku komplementu) a CD14 (vazba LPS)
Zmena morfologie Zvysena adhese, pseudopodia, z4stava proliferace




Imunokomplex




