DIFERENCIACE

Diferenciace je rozrtiznéni bun€k do specifickych typi béhem vyvoje organismu nebo pii
obnovovani tkani.

K obnovnym bunéénym populacim v dospélém organismu patii krvetvorna tkan, epitel stfeva,
epitel klize, zarodecna tkan.

Béhem diferenciace
* se meéni morfologie bun¢k
+ stoupa aktivita specifickych enzymii (nap¥. alkalické fosfatazy) — napt. epitelidlni
bunky stifeva
» stoupa exprese specif. povrchovych antigenii (CD11b, CD 14) — napft. krevni bunky
» vznikd schopnost fagocytézy a produkce kyslikovych radikalti (méfeni redukce NBT
nebo chemiluminiscen¢éné¢) — napf. buniky imunitniho systému

MERENI DIFERENCIACE EPITELIALNICH BUNEK

Bunécnd linie odvozena z ............coooiiiiiiiiiiiii byla kultivovdna na 40 mm
kultiva¢nich miskach v inkubatoru pfi teploté ........ , vlhkosti........ a.... CO,.

Buiikky byly indukovany do diferenciace, jejiz troven byla nésledné stanovena jako
Vzorky:

Bunécénd linie: .............

Ovlivnéna: .............

Cas: .........

Alkalické fosfataza Stépi bezbarvy substrat 4-p-nitrofenyl fosfat za vzniku zlutého zbarveni,
které je detekovano .................ooeeelll.
Intenzita zbarveni odpovida mnozstvi alkalické fosfatazy ve vzorku.

potiebujeme:
e substratovy pufr
e 4-p-nitrophenylphosphate fedény 2mg/1ml substratového pufru
e ALP ss 5U/ml
e 3mM NaOH

pracovni postup: potiebujeme 0,5 . 10° bunék

-sto€it (200G/5min) a odsat médium (v tomto kroku je mozné pelet zamrazit a
pokracovat jindy)

-oplachnout substratovym pufrem

-pelet rozpipetovat v 500ul substratového pufru a dat na led

-sonikovat 5x10s (s mezichlazenim) pii nastaveni 1 (25W)



-stocit

-vzorky nakapat do jamek (96-jamkova deska) po 50ul

-stejn¢ nakapat i blank (substratovy pufr) a kalibra¢ni kiivku (fedéni ALP)
-ptidat do jamek S0ul substratu (4-p-nitrophenylphosphate - fedény 2mg/1ml
substratového pufru)

-inkubovat 30min v 37°C

-pfidat SOul 3mM NaOH

-zméfit absorbanci na pfistroji Fluostar pti 405nm

Redéni pro kalibraéni kiivku:
- zasobni roztok ALP 5U/ml = 0,25U/50ul fedit 250x substratovym pufrem (do 500ul
dat 2ul ALP) a dostanu 0,001U/50ul. Déle fedit substratovym pufrem 1:1 :
0,0005U/50pl
0,00025U/50ul
0,000125U/50p1
0,0000625U/50ul
0,00003125U/50pl
0,000015625U/50pul

Substratovy pufr:

- rozpustit 10,05ml diethanolaminu v 70ml destilované vody

- nastavit pH na 9,7

- navazit 0,1016g MgCl,.6H,0 a rozpustit ho v 10ml destilované vody
- smichat s diethanolaminem a dlouho michat

- dofedit destilovanou vodou na 100ml

Vysledky:



