Novy sylabus

1. Cytokinetické parametry bunék (prof. Hofmanova, BFU AV CR, v.v.i.)

Teorie: Kultivace a vyuziti bunéénych kultur, typy plasti pro bunééné kultury, bezpecnost prace v
laboratofi, obsluha flow boxu, pasaZzovani bun¢k, cytokinetické parametry (proliferace, diferenciace,
apoptoza) a metody jejich jejich detekce. Experimenty: Stanoveni poctu a viability bunék pomoci
piistroje CASY, stanoveni stupné diferenciace metodou ALP, detekce apoptotickych bunék pomoci
DAPI.

2. Hmotnostni spektrometrie a separacni techniky (doc. Ciganek, VuVeL)

Teorie: Separacni techniky, kapalinova chromatografie, HPLC, hmotnostni spektrometrie, kombinace
se separa¢nimi technikami, vhodné analyty, princip ionizace vzorku, typy analyzatort. Prakticka
ukazka v laboratofi: GC/MS a jeho vyuziti pro biologické aplikace, LC/MS-MS a jeji vyuziti pro
metabolomiku a vyuziti LC/HybridMS v lipidomice.

3. Izolace RNA (doc. Vondra¢ek, BFU AV CR, v.v.i.)

Teorie: Duvody izolace RNA, Razy a ochrana pied jejich pisobenim, izolace RNA organickou
extrakci, afinitni purifikace RNA, izolace mRNA pomoci kitu, stanoveni koncentrace a Cistoty a
stability izolované RNA. Experiment: Bunky hepatocelularniho karcinomu HepG2 ovlivnéné a
neovlivnéné 10 nM TCDD po 24 hod, izolace celkové RNA pomoci kolonového kitu.

4. Priitokové cytometrie (Dr. Sou¢ek, BFU AV CR, v.v.i.)

Teorie: Principy pritokové cytometrie a detekce fluorescencniho signalu, vyuziti pro rlizné Castice,
pfiprava materidlu pro pritokovou cytometrii, sortrovani bunck, vicebarevné analyzy, analyza
bunécného cyklu, fluorescenéni proteiny. Prakticka ukazka v laboratofi: Separace a nasledny sorting
zivych a mrtvych bunck na zaklad€ propustnosti barviva propidium jodid.

5. Transfekce (Dr. Medalova, FIZ, MU)

Teorie: Principy transfekce, pouzivané vektory, stabilni vs. transientni transfekce, nejcastéji pouzivané
metody transfekce, jejich vyhody a nevyhody, specifické metody transfekce, moznosti vyuziti
transfekcnich technik. Principy konfokalni mikroskopie a vyhody jejiho pouziti ve srovnani s béznou
fluorescencni mikroskopii. Experiment: Transfekce bunék HEK293 plazmidem nesoucim eGFP
protein pomoci nejcastéji pouzivanych metod (kationické polymery, lipofekce, fugene, elektroporace,
nukleofekce) a hodnoceni UCinnosti transfekce pomoci fluorescencniho mikroskopu a pratokovou
cytometrii. Praktickd ukézka snimani obrazu na konfokalnim mikroskopu vcetné optimalizace
ziskanych vysledkd.

6. Nuklearni magneticka rezonance (NMR) (doc. Zidek, CEITEC)

Teorie: Princip NMR - interakce jadra s nenulovym spinem v magnetickém poli, magnetickd pole
v molekule a jejich interakce s ostatnimi jadry a elektrony, vyuziti t€chto interakci a vztahti pro NMR,
kvantifikace vysledkii pomoci znadmych vzdalenosti protonti, vzorky vhodné pro NMR, vyuziti NMR
pro analyzu struktury molekul. Praktickd ukéazka v laboratofi: konstrukce NMR spektrometru,
nastaveni zakladnich experimentii, zpracovani dat a ukazka spekter.

7. qRT-PCR (Dr. Medalova, FIZ, MU)

Teorie: Zpétny piepis mRNA do cDNA, namnozeni cDNA pomoci real time cykleru, metody
kvantifikace produktu pomoci fluorescence snimané po kazdém probéhlém cyklu, typy qRT-PCR a
jejich vyhody, ovéteni specifity reakce pomoci tavné kiivky, zplisoby vyhodnoceni vysledki, pocitani
koncentraci roztokd a fedéni bunéénych suspenzi, principy krajeni fezli na kryostatu, vyhody této
metody vuci parafinovym vzorkiim. Experiment: Ptepis celkové RNA ziskané izolaci v lekei 3 do
cDNA. Ziskand cDNA je pouzita pro kvantifikaci exprese proteinovych transportérii rodiny ABC



(ABC Al, ABC BI1, ABC C1, ABC G2) a house-keeping genu HPRT pomoci LightCycleru a
inkorporace fluorescen¢ni znacky SYBR green. Kréjeni kryotezil na kryostatu.

8. Genové inzenyrstvi rostlin (doc. Hejatko, CEITEC)

Teorie: Struktura gent, regulace transkripce, metody kvantitativni i kvalitativni analyzy genové
exprese, DNA a proteinové chipy, next generation transkripéni profilovani, pfiprava translaéni a
transkrip¢ni flize analyzovaného genu s reportérem, identifikace mutantti se zménou expresniho profilu
vyuziti internetovych databézi.



Stary sylabus

1. Bunééné kultury

Stanoveni poctu a viability bunék: ukazka vybaveni laboratote, obsluha flow boxu, typy plasti
pro bunécné kultury, bezpecnost prace, pasazovani bunék, pocitani castic na Coulter Counter,
uréeni zZivotnosti bunék barvenim eosinem.

Detekce apoptotickych bun€k: stanoveni apoptotického indexu - barveni pomoci DAPI
(fluorescen¢ni detekce bun€k s kondenzovanym a fragmentovanym chromatinem). Méfeni
mitochondridlniho membranového potencidlu apoptotickych bunék pomoci barveni TMRE
(tetrametyl rhodamin etylester) a detekce pritokovou cytometrii.

Stanoveni stupné diferenciace leukemickych buné¢k: detekce povrchovych molekul CD11b a
CD14 u~buné€k myeloidni linii HL-60 pritokovou cytometrii pomoci pfimé imunocytochemie s
protilatkami znaCenymi fluorescen¢nimi barvivy. Stanoveni miry oxidativniho vzplanuti jako
ukazatele diferenciace u bun¢k HL-60 za pouziti riznych aktivatort fagocytdzy (zymosan,
forbol myristat acetat, Ca2+ ionofor) na destickovém luminometru.

Stanoveni diferenciace bun¢k nadoru kolonu (linie HT-29): stanoveni alkalické fosfatazy
kolorimetricky (alkalicka fosfataza §té€pi bezbarvy substrat 4-p-nitrofenyl fosfat za vzniku
zlutého zbarventi).

2. Fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie:

Princip funkce fluorescen¢niho mikroskopu (vyhody a limitace), rozdily mezi konvencni a
konfokalni mikroskopii. Pozorovani trojrozmérné fixovanych interfadznich jader, ve kterych je
fluorescencné znaceny gen a jinou fluorescencni znackou obarven cely chromozom, na kterém se
dany gen nachazi.

3. Biochemické metody:
Ptiprava bunécného lyzatu pro Western blotting a izolaci RNA:

Metodika piipravy bunééného lyzatu pro detekcei proteinil a pro izolaci RNA, stanoveni
koncentrace proteinii pomoci kitu Bio-Rad DC protein.

Elektroforéza a transfer proteini na membranu: separace stanoveného mnozstvi proteint
ptipravenych v ramci pfedchoziho cvi¢eni pomoci SDS-PAGE, pfenos na PVDF membranu
pomoci semidry electroblotting.

Imunodetekce:

Imunodetekce beta-aktinu pomoci primarni neznacené protilatky (anti-beta-aktin) a sekundarni
protilatky znacené kienovou peroxidazou ve vzorcich zpracovanych a separovanych v ramci
piedchozich cviceni, vizualizace bude provedena pomoci kitu ECL Plus.

Izolace celkové RNA, stanoveni koncentrace a kvality:
Izolace RNA z ptipraveného bunécéného lyzatu pomoci komer¢niho kitu, stanoveni koncentrace
RNA a jeji Cistota na pfistroji Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) metoda:

Stanoveni tumor nekrotizujiciho faktoru alfa pomoci komer¢niho kitu od firmy R&D system
Duoset v médiu ziskaného z diferencovanych myeloidnich bunék THP-1 po aplikaci endotoxinu
v ruznych koncentracich po dobu 24 hodin



