Metody detekce bunécné s
6zy) u nadorovych

FUKARYOT-CVICENI (14. - 18. 12. 2020)




Apoptdza je fyziologicky proces
« embryogeneze / organogeneze
« odstranéni poskozenych a nefunkcnich bunék

\_\ ozy isou patoloqgické
\ a apoptdzy v riznych tkdnich




Apoptdza vs. nekrozo

Apoptosis "Budding” Apoptotic Bodies

{cell shrinks, chromatin condenses) are phagorylosed,
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Necrosis Callular and nuclear
(cell swells) Cell becomes leaky, lysis causes inflam-
blebbing mation

oikis, aponekroza, nekroptdza, mitotickd katastrofa, autofagie...




. . Death receptor
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DNA damage repair Apoptosis
‘\ - DNA fragmentation
- W - membrane blebbing
/ DNA damage - cell shrinkage
\£ m \>E ;E§§ .0 ) - formation of apoptotic bodies

. Pro-apoptotic genes
e.g. NOXA, BAX,
PUMA, BAK, HRK




Cisplatina (CDDP, cis-diamminedichloroplatinum)
- crosslink Pt-DNA, poskozeni DNA, inhibice bunécného cyklu, apoptdza

i{or DNA topoizomerdazy Il — ziomy DNA a ndsled

xol)
y jed, brdni depolymerizaci mikrotubull, zdstava bunééného cyklu a




kultivace v médiu RPMI 1640 (Sig
+10% fetdlni bovinni sérum (FBS)
+ 2 mM L-glutamin

+ Pen/strep = penicilin (100 U/ml)




1. SDS PAGE elektiroforéza a westernovy prenos - detekce stép
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Western Blot Setup
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Diagram 1: lllustration of Western Blot Setup.

substrate [ tight

S

/

~

oxidized products




2. Detekce mrtvych bunék prostrednictvim SYTOX Green Nuclei
prutokového cytometru

Cytometer Optical system comprises:

Dichroics and Filters

d/a rychld metoda
/ ednotlivé typy bunécné smrti




3. Barveni nukleovych kyselin propidium jodidem (interkalacni Ci
vyhodnoceni poctu apoptotickych jader pomoci fluorescencnin
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apoptdza vs. mitdza



5. detekce stépené DNA na agardézovom gelu
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v/ izky obsah DNA delsi kultivace bunék s cytotoxickou
’ |Gtkou = ndrust degradace DNA




