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Separace Zivych a mrtvych bunék HEK 293 pomoci bunééného sorteru

Stanoveni viability bun€k byva soucasti témét kazdého protokolu v oblasti pratokové
cytometrie. Mrtvé builky nespecificky vaZou protilatky a zvySuji tak procento pozitivnich
bunék pii detekci piislusného markeru. RozliSeni mrtvych a Zivych bunék je proto kli¢ové pro
spravny vypocet pozitivni a negativni frakce bunck daného markeru. Nejsnaze 1ze ur€it mrtvé
buiiky pomoci znaceni Propidium jodidem (PI). PI je fluorescencni latka schopna prostoupit
permeabilizovanou (porusenou) bunécnou membranou a vazat se uvnitt bunky na DNA. U
zivych bun€k je membrana intaktni a PI membranou v disledku velikosti molekuly
neprochazi. Naruast intenzity fluorescence u mrtvych bunck je méfen pomoci pritokového
cytometru/bunééného sorteru po excitaci laserem o vlnové délce 561 nm, nasledné
detekujeme emitované fotony v oblasti vinovych délek 600-630 nm. Na bunécném sorteru tak
lze s vyuzitim dalSich parametri (FSC, SSC) odseparovat kompaktni populaci jednotlivych
zivych bunék a pouzit je pro dalsi analyzu.

Vzorek: Adherentni bunééna linie HEK293 (human embryonic kidney)

Priprava suspenze a znaceni na viabilitu:

1) Odséat médium z misky

2) Oplachnout bunky pomoci EDTA/PBS

3) Odsat EDTA/PBS z misky

4) Ptidat 0,5ml Trypsinu a ponechat max.5 min/37 °C

5) Inaktivovat Trypsin pfidanim 5x mnozstvim kompletniho média se sérem

6) Stocit 200g/5min

7) Odsat, rozsuspendovat v PBS+1%BSA a stanovit koncentraci bun€k v suspenzi (napf.
pomoci pocitace bunek)

8) Pfipravit suspenzi v koncentraci 1x10° bungk/ml média.

9) Prefiltrovat pies 100um sterilni filtr
10) 5 min. pfed méfenim piidat do zkumavky Propidium jodid (stock 0,1mg/ml) 1:100
(=znaceni na viabilitu)

Schéma gatingu jednotlivych Zivych bunék:



Vysledky:

Populace Tato populace predstavuje Velikost populace (%)

P1

P2

P3

Otazky a ukoly:
e Popiste, co predstavuje parametr Forward scatter (FSC)?
Relativni velikost ¢astic/bunck.

e Popiste, co predstavuje parametr Side scatter (SSC)?
Granularitu, tzn. vnitini a vnéjsi strukturu ¢astic.

e Jaka latka se nejcastéji pouziva ke stanoveni viability bunék v oblasti pritokové
cytometrie, na jakém principu je zalozena detekce mrtvé populace bunék?
Propidium jodid, prostupuje porusenou membranou a vaze se na DNA.



