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Vyznam bunécnych kultur

Francouzsky |ékar a laureat Nobelovy ceny Alexis Carrel (1873—-1944) — bunky
kureciho srdce (27 let)

Studium regulace bunécného cyklu a diferenciace bunék
Studium procest vedoucich ke vzniku a progresi nadorovych chorob

Produkce monoklonalnich protilatek, které jsou nezbytné pfi diagnostice mnoha
onemocneéni

Testovani ucinku léciv a jinych chemickych latek, které by mohly ohrozit zdravi
clovéka, stanoveni genotoxicity

- nahrazeni pokusu s laboratornimi zviraty?
Klinicka genetika
- prenatalni vysetreni (amniocyty z plodové vody, buriky choriovych klk()
- postnatalni vysetreni (kultury lymfocytt periferni krve)
- chromozomové vysetreni nadorovych bunék

Virologie — kultivace a izolace viru



Primarni bunécné kultury

PRIMOKULTURY a BUNECNE LINIE
Izolované z organ( a tkani zivych tvorl (mys, krysa, prase, ¢lovék)

Fragmentu tkané nebo z materialu, ktery vznikne po enzymovém ¢i mechanickém
rozruseni tkané

Casto ve stavu tzv. GO faze — nedéli se, existuje pouze nékolik dni

Déleni bunék — prvni subkultivace (pasazovani) = vznik bunécéné linie




Primarni bunécné kultury - primokultury

Hepatocyty (jatra), kardiomyocyty (srdce), gingivalni fibroblasty (dasen), placentarni
syncitiotrofoblasty apod.
Technicky naroc¢na izolace — zdokonaleni technologie diferenciace embryonadlnich a

zejména indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék poskytlo fyziologicky
relevantni model pro testovani bezpecCnosti [éCiv

Pravni aspekty — ¢lovék, odlisna legislativa v rGznych | -
zemich (EU, USA, Japonsko, Cina)
Rizena komercializace bunék nebo bunéénych kultur

Problémy se skladovanim — kryoprezervace — ztrata
zivotnosti a funkci

Interindividualni variabilita

Studium toxicity a metabolismu xenobiotik
Obecné biologické, fyziologické, biochemické studie apod.
Terapeuticky potencial
Biotechnologie




Bunécné linie

* Vznikaji z prvni Uspésné subkultivace (pasaz) z primokultury
* Dva typy: 1) Bunécné kmeny

2) Imortalizované/kontinualni bunécné linie



Bunécné kmeny

Kultury normalnich diploidnich bunék, které byly jiz alespon jednou
pasazovany

vznikaji z bunék, které se v podminkach in vitro zacaly rozmnozovat
Inhibice produkce telomerazy a zkracovani telomer

Zanikaji po 40-50 pasazich

Imortalizované/permanentni bunécéné linie

Jsou plné adaptovany na podminky in vitro
Neomezené se déli a Ize je prechovavat libovolné dlouho

Vznikaji transformaci bunécnych kment anebo jde o bunky puvodné
izolované z nddor( (= nadorové bunécné linie)

Opici polyomavirus SV-40 — inaktivace tumor supresorovych gentl (p53,
RB..), indukce telomerasové aktivity



Komercni bunécné linie

vétSinou nadorové bunky s definovanym fenotypem

odvozené od urcitého organu Ci nadoru, specifické podminky kultivace
specifické uplatnéni pri testovani toxicity

ATCC = American Tissue and Cultures Collection (zalozena r. 1925; vice
3400 lidskych, zvitecich a rostlinnych bunécnych linii) f
ATCC
ECACC = European Collection of Cell Cultures (zalozena r. 1984, pres 40
000 bunécnych linii)

Dodavany ve zmrazené forme, dlouhodobé skladovani

Studium toxicity — lidské bunécné linie; pouzity by mély byt pouze lidské
linie, které byly ziskany eticky a odebrany prisné kontrolovanymi postupy



Prehled nadorovych bunécnych linii
- bunécna linie Hela

* Na pocatku jedinou dostupnou kontinualni lidskou bunécnou linii

* |zolovana americkym biologem Georgem Otto Geyem v fijnu roku 1951 z
karcinomu délozniho krcku Henrietty Lacksové

 Zemrela ve 31 letech, 8 mésicll od objeveni nadoru, na nasledky metastaz

Pripad Henrietty Lacksové vyustil v soudni
spor, jelikoz G. O. Gey odbér bunék proved]|
bez konzultace a ani Henriettina rodina
dlouho nevédéla, ze jsou jeji bunky
pouZzivany v laboratofich po celém svété.
Nesmrtelny Zivot Henrietty Lacksové -
kniha (r. 2010), film (r. 2017)




Prehled nadorovych buné

v

C
— hepatomové bunécné linie

e Stabilni fenotyp, zaznamenana genotypova
nestabilita,

* Uchovavaiji si jen nékteré, pro hepatocyty
specifické funkce

* Lidské, potkani, praseci hepatocyty

* Meéreni hepatotoxicity, hodnoceni toxicity
chem. latek a |éCiv, testovani genotoxicity

HepG2 —r. 1980 z primarniho hepatoblastomu,
50x nizsi exprese hlavnich jadernych
transportért a metabolickych enzym

HepaRG —izolovana z hepatocelularniho
karcinomu, znaky dobre diferenciovaného
hepatocytu, vysoké hladiny cytochromu p450,
enzymu Il.faze, jadernych receptor(
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Prehled nadorovych bunécnych linii — prostatické
bunécné linie PNT1A a PC-3

PNT1A - ziskana imortalizaci normalnich epitelovych bunék prostaty
dospélého jedince transfekci s plasmidem obsahujicim genom SV40

PC-3 - nddorova bunécna linie odvozena ze 4. stupné adenokarcinomu
prostaty; odebrana z metastaz v kosti




Déleni dle puvodu a vlastnosti

PRIMOKULTURY PERMANENTNI LINIE

Heterogenni Klon

Omezena zZivotnost Nesmrtelné

VétsSinou narocnéjsi na Obecné snadno kultivovatelné
kultivaci

Variabilita izolaci Geneticka nestabilita

Déleni podle zpusobu kultivace

e Suspenzni
* |mobilizované
e Adherentni



Suspenzni bunécné kultury

Volné se vznaseji v mediu

Obvykle bunky krve a jejich derivaty — lze kultivovat i dlouhodobé,
proliferujici bunky

Studie toxicity, molekularni mechanismy, proliferace
Kratkodobé kultivace (radové hodiny)
Studie toxicity a metabolismu xenobiotik

LLC-PK1
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Imobilizované bunécné kultury

Duta vldkna, polymerové perlicky apod.

Bioreaktor - privod Zivin pro bunky, v€etné plynl, a odvod metabolickych zplodin a
rovnéz metabolitl

Systém simuluijici cirkulaci v krevnim recisti nebo organu
Kratkodobé studie toxicity a metabolismu xenobiotik
Technickd naroc¢nost, nékolik dnt

Typy bunécné imobilizace:
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Adherentni bunécné kultury

Vétsina, rostou prichyceny k podkladu
Kultivace v monovrstvé — plastové lahve, desky

K adherenci je ¢asto dllezity substrat — kolagen, laminin,
elastin, upravené plastové povrchy (elektricky nabité) atd.




Upravené bunécné linie

KOMERCNI BUNECNE LINIE

stabilni transfekce vektorl, reportérovych genl
high-throuput assays, screening, vyzkumné ucely
certifikace, validované techniky a linie
environmentalni a klinické aplikace

VALIDOVANE ESEJE CALUX -www.biodetectionsystems.com

Chemical Activated LUciferase gene eXpression (CALUX)
plvodné detekce aktivatort AhR receptoru — dioxiny, PCB, PAU atd.
hepatomové linie stabilné transfekované DRE-LUC reporterem (H4IIE)

noveji detekce xenobiotik, steroidnich hormonu (estrogeny,
glukokortikoidy)

PXR-RE, GRE-LUC, ER-LUC
prisné licencni podminky, neustaly vyvoj novych linii Sitych na miru



Tkané a organy

Tkané umime kultivovat / pfipravovat jen velice omezené, vétsSinou jde
pouze o uchovani po urcitou dobu, podobné jako organy.

Organy - privod zivin, kysliku a odvodu metabolitt a CO,. Organy je tedy
tfeba mit metabolicky utlumeny (podchlazenim) a nebo napojeny na obéh
s zivinami simulujici krevni zasobeni.

V soucasné dobe¢ je zvladnuta problematika krve (lze zamrazit), castecné
pak epidermis / kize a jaterni tkané.

Vyuziti bunék pankretu (Langernhansovych ostriivkd) z prasat
Transplantace - bunky a tkané pripravené z kmenovych bunék

Epidermis — primokultury prasecich / lidskych keratinocytl péstované na
syntetickych nosicich se pouzivaji k regeneraci poskozeni epidermis po
popaleninach apod.



Tkané a organy — pristrojova podpora akutné selhavajicich jater

Casteéné Uspéchy jsou pFi pripravé
umeélych jater - kombinace biologickych
tkani s vyuzitim nebiologickych
materiall

Separované hepatocyty jsou
immobilizovany do reaktoru v systému
dutych vldken

Bioreaktor pfipomina skuteCna jatra s
krevnim obéhem a odvodem zluci
Hepatocyty se vsak zatim nedari
dostatecné efektivné zamrazovat k
dlouhodobému uskladnéni a tak vyuziti
podle potreby.

The HepatAssist Circuit "= Plasma
reservoir
HepatAssist®
| hioreactor

Plasmapheresis
davice

Plasma

Parcine
hepatocytes

Cross-section of
hollow fiber membrane
through which plasma flows

HepatAssist® Bioreactor



Provozovani tkanovych kultur spociva v zajisténi optimalnich
podminek pro rlst a prezivani kultivovanych bunék / tkani!

* FYZIKALNI, CHEMICKE a BIOLOGICKE faktory, které je tieba
regulovat za béznych laboratornich podminek.




Na CHEMICKE faktory Ize nahlizet jako na média (jejich komponenty) ve kterych buriky
rostou a plyny, které tato média obklopuji pripadné jsou v nich rozpustény

Slozeni médii

* Veskeré komponenty pouzité pro pripravu médii musi byt vysoké kvality, s minimem
nezadoucich primési

« Zdakladem je voda a v ni rozpusténé anorganické soli. Soli jsou zdrojem nezbytnych iont(, a
hraji vyznamnou ulohu v zajisténi vhodného pH (optimium vétSinou 7.2-7.4) a osmotického
tlaku / Osmomolarita (optimum vétsinou 280-320 mOsmol/L). Nejzakladnéjsi ionty
obsaZzené v médiich jsou: Na*, K*, Mg2*, Ca2*, Cl, SO,%, PO,3, HCO>.

Esencialni latky pro rast bunék

* Sacharidy (vétsinou glukdzu, jako zdroj energie), aminokyseliny (esencidlnii, neesencialni),
vitaminy a stopové prvky.

* Insulin (pfijem glukdzy), transferin (prijem Zeleza), selen (nezbytny pro funkci oxidacné-
redukénich enzym()—také tzv. minimalni pridavek do médii

Dalsi doplnky

* Lipidy (mastné kyseliny), steroidni latky, hormony, cytokiny, peptidy, proteiny extracelularni
matrix, proteiny séra, nukleosidy,...
Mnohé z téchto latek jsou suplovany pridavkem séra (5 -10-20%),

Ochranné latky: 2-B-merkaptoetanol (sniZzuje oxidativni stres a muze slouZit i jako zdroj siry) a
antibiotika (ochrana proti mikroorganismiam pfipadné selekéni agens)




Sérum

nejcastéji bovinni fetalni*, ale i jiné zdroje

lidské, konské, kozi, mysi,...

Embryonalni (fetalni), novorozenecka, dospéla

*fetdIni => nizkd hladina nizko afinitnich imunoglobulini (protildtek)

Rlizné stupné kvality: testy na prfitomnost endotoxind, na
snasenlivost konkrétnim typem bunék, na pritomnost vir(i

Riizné zemé plivodu (USA, Australie,...)
Rlizné sarze (lot number)

Zakladni média v tkanovych kulturach

Zakladem jsou tzv. Earliho soli (Earle's Balanced Salts)

BME with EBSS — zakladni (basal) médium s Earliho solemi

Alfa MEM - alfa modifikované Eaglovo médium

DMEM — Dulbekovo MEM, bézné pro adherentni bunécné linie

RPMI 1640 — zejména bunky hematopoetického pivodu

IMDM - Iscovovo modifikované Dulbeccovo médium, vhodné pro rychle rostouci buriky

HamovoF12 — médium bohaté Zivinami, ¢asto v kombinaci 1:1 s DMEM jako zaklad pro
kultury bez séra



* PfYipfipravé médii je pH nastaveno/doladéno HCIl (1M) a NaOH (1M).

* pH v kultufe se méni v dusledku metabolismu bunék, zejména
produkci laktatu a CO,

e V prubéhu kultivace je udrzovano:

e 1) Pfitomnymi ionty, zejména fosfatovymi (z fosforecnan()

e 2) Proteiny s pufracnimi schopnostmi

* 3) Systémem H,CO;/ CO,

e 4) Alternativné silné pufrujicimi latkami jako je HEPES, BES, TES

e Korientacni detekci pH média v kulture slouzi fenolova cerven
pridavana do médii



Biologickeé faktory—v kulture roste jesté neéco navic nez
pozadujeme = Cistota kultury / sterilita

Jiné bunécné linie (zkresleni vysledk( bunéénou specializaci, dominance
invazni bunécné linie = zanik plvodni bunécné linie)

Plisné, kvasinky, bakterie (toxiny, vyCerpani média = zkresleni vysledkd,
uhyn bunék, ohrozeni experimentatora)

Viry (zkresleni vysledkd, uhyn bunék, ohrozeni experimentatora)




Mycoplasmata
 Béinym VIS mikroskopem prakticky nejsou vidét

* Intraceluldrni bezesténné bakterie (trojvrstevna
cytoplasmatickd membrana)

DETEKCE (je tfeba kultivovat bez antibiotik — mozné prezivani na
pozadi):

e Vitalni barveni na DNA (Hoechst)
» Detekce specifickych DNA sekvenci pomoci PCR
* Insitu hybridizace (RNA , DNA)

* Méreni enzymatické aktivity, systémy s transgennimi
burikami

ZDROIJE:

* Infikované bunky v TC!

e prace se zviraty v laboratofi TC
e pracovnici laboratore TC

LECENI:
e Kombinaci antibiotik

Mycoplasma

NO CELL WALL Three layered
cellular membrane

oL ~,
s
Cytoplasm A RN Soluble
/ N protein

Soluble
RNA

Ribosome

Kontaminace mycoplasmou




RuUst bunék

A) Bunky se v kulture nedéli — je treba periodicky ménit kultivacni médium
(terminalné diferencované, post mitotické buriky)

B) Bunky se v kulture déli = proliferuji — je tfeba je pasazovat (vétSina bunék
primokultur i permanentnich linii)

Pasazovani — periodické ,,fedéni bunék”, obecné spojené i s vyménou média

Adherentni linie — mechanicky nebo enzymatickym Stépenim vazeb burky / substrat;
burika / bunka

* Enzymy-trypsin, colagenaza,..; inaktivace spec. inhibitory, vyredénim,
* Nadbytkem proteind (napf. sérem)
* Podpurné latky — EDTA (zejména vychytavani Ca?*)

Suspenzni linie — prostym redénim



Pasazovani bunék pomoci tzv. trypsinizace (enzymatické rozvolnéni)

Konfluentni buriky (100%) Rozvolnéné konfluentni buriky

S .

Mo PR SRS "_\‘J 97

Rozvolnéni bunék depleci
Ca’**ionti (chelatony napr. EDTA)

>

Enzymaticke Stepeni
napr. trypsinem

Cdst bunék na novou misku,

do nového média
<€




Hodnoceni cytotoxicity in vitro

Sleduje se koncentracni zavislost toxicity
Obvykle logaritmicka rada koncentraci
Dose-response zavislost vétSinou representuje
sigmoidni krivka

Stanoveni koncentrace IC50; tj. koncentrace

noxy pri které je dosazeno 50 % maximalniho
bunééného poskozeni

Presnéji: IC50 = half maximal inhibitory
concentration tj. koncentrace kdy dochazi k
50 % inhibici dané biologické aktivity
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Fig. 4: dose-response curve from Plasmodium falciparum K1 parasite survival (chloroquine resistant) in the presence of various concentrations
of quassinoid compounds and antimalarial drugs tested. A: isobrucein B (1): B: neosergeolide (2); C: di-acetylisobrucein B (3): I chloroquine;
E: quinine; F: artemisinin. Values are means = SEM in representative experiment in duplicate. Significant differences in relation to controls by
Mann-Whitney {/-test with p < 0.05.
Silva, E. C. etal. 2009 "Biological activity of neosergeolide and isobrucein B (and two semi-synthetic
derivatives) isolated from the Amazonian medicinal plant Picrolemma sprucei (Simaroubaceae)."



Hodnoceni toxicity — bunécné poskozeni

DYE INFLUX MEMBRANE LEAKAGE

Trypan Blue "~ Cytoplasmic LDH, Cr*™
Propidium lodide

H lih_]ftasma Membrang
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Figure 2.1 Idealized diagram of a cell to illustrate parameters often used to measure cytotoxi-
city and the corresponding affected subcellular organelle. (From An Introduction to Biochemical
Toxicology, 3rd ed., E. Hodgson and R. C. Smart, eds., Wiley, 2001.)




Integrita bunécné membrany

* Mnoho typl bunéénych poskozeni je doprovazeno narusenim integrity bunécné
membrany
e Oxidacni poskozeni membranovych lipid(; tenzidy apod.

* Monitoring poskozeni bunécné membrany vyuziva stanoveni katalytické aktivity
intraceluldrnich enzym v kultivacnim médiu (vné buriky); tj. enzym se dostane
vné bunky je-li bunééné membrana poskozena

Laboratorni ukazatelé poskozeni jaternich bunék: ALT, AST, LDH:

ALANINAMINOTRANSFERASA Pti poSkozeni danych bunék

ALANIN + o-KETOGLUTARAT = g———>  GLUTAMAT + PYRUVAT Ize tyto enzymy detekovat v
krevni plasmé

ASPARTATAMINOTRANSFERASA

ASPARTAT + o-KETOGLUTARAT —————> GLUTAMAT + OXALACETAT

LAKTATDEHYDROGENASA

LAKTAT + NAD* T — PYRUVAT + NADH + H*



Warburguv opticky test — stanoveni aktivity enzymu

Otto Heinrich Warburg
Principem méreni je preména NAD* na NADH, cozZ se projevi zménou absorbance

pfi 340 nm.

* Redukovana forma NADH ma charakteristickou absorpci pfi 340 nm

e Oxidovana forma NAD nevykazuje zadnou absorbanci pri této vinové délce

* V daném experimentdlnim usporadani je absorbance prfimo umeérna mnozstvi
redukovaného NADH

* Mnoho analytickych stanoveni se prevadi na sledovani poméru NAD/NADH

Méreni se provadi v kinetickém mddu —AA/At

Provedeni v kyvetach nebo v destickach —automatizace

Dir. Otto Warkarg (Oct 8, 1883 Aug 1, 1970 i
ﬁ H H ﬁ 12
Otto Heinrich Warburg S S, ook 1 \=NAD* (NADP)*
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Integrita bunécné membrany

Vstup cizorodych latek do bunky je pfisné fizen vicerymi mechanismy
Integritu bunécné membrany lze sledovat pomoci influxu raznych barviv

Trypan Blue Exclusion Test: ZaloZzeno na principu, kdy zZivé bunky s neporusenou
bunéénou membranou maji schopnost vypumpovat (nevpustit dovnitr) urcité latky
Ci barviva, napr. propidium jodid, trypanovou modr apod.

Bunécna suspenze se smisi s roztokem Trypanové modfi a pod mikroskopem se
hodnoti % zastoupeni bunék, které maji zbarvenou cytoplazmu modre = viabilita

B Live calls have bright centers
and dark edges.




CASY technologie

Neinvazivni metoda bez nutnosti znaceni

Propousténi elektrického proudu (ECE — Electrical Current Exclusion)

skrz buné¢nou membranu zivych a nezivych bunék

Vzorek bunék je odsavan pres mérici por, kterym prochazi elektricky t

proud

proud neprochazi, diky tomu jsou zobrazeny ve své skutecné

Lift tube

400 ym m

o0um Wi casy

Zivé buriky maji neporusenou membranu, pFes kterou elektricky w 'ﬁf'l |

velikosti. Mrtvé bunky jsou z dlivodu porusené membrany
propousteéjici elektricky proud zobrazeny ve velikosti svého
bunécného jadra

g

5eces8388
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- p—=Electrodes
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Electrolyte solution (CASY*“ton)
with cells suspension
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Lysosomy — barveni neutralni cerveni

Neutrdlni ¢erven (NR) je pH indikator

Bunky jsou inkubovany s NR

NR je v lysozomech konvertovana na formu s ¢ervenym zbarvenim

Tj. pouze viabilni bunky se barvi Cervené

RUznd usporadani testu: Mikroskopické pozorovani nabarvenych bunék
Lyze a spektrofotometrické stanoveni
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Mitochondrie — MTT test
Viabilita bunék je monitorovana jako aktivita Zluty _

mitochondridlnich dehydrogenaz

o |
M. s v s . s 4 | mitochondria ?
Ziva bunka ma aktivni dehydrogenazy @_{N\N/JQ tochonciial !
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reductase
MTT = methyl liova sdl "‘%ﬁ {
= methyltetrazoliova si \gﬁ O/Lw,n\ﬁ,,
S/ | 5\87
MTT
3-(4,5-dimethylthiazol-2-vl(-2,5-diphenyltetrazolinm bromid

Enzymy redukuji Zlutou formu MTT na
modrofialovy formazan

Inkubace s MTT cca 2 —4 hodiny pfi 37°C za definovanych podminek
Lyza bunék a rozpusténi formazanu ve smési DMSO + amoniak
Spektrofotometrické hodnoceni — obvykle usporadani na 96-jamkové desticce

Mira konverze MTT na formazan je dmérna % zivych bunék 425 - [~e—Karpas299 —A—SU-DHL-1 —=—U937
Dose-response analyza v logaritmickém meéritku [
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Resazurinovy test (Alamar blue)

e Redukcni barvivo pro méreni cytotoxicity a zivotaschopnosti bunék

e Resazurin je preveden mitochondrialnimi reduktazami na fluorescencni barvivo
resorufin

e Zdravé bunky redukuji resazurin ucinnéji nez mrtvé nebo umirajici buriky
* Spektrofotometr, spektrofluorimetr
e Resazurin na rozdil od MTT nebo XTT neni toxicky
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Mitochondrie

e Oxidativni fosforylace spojena s produkci ATP

* Indukce bunééné smrti — vnitfni apopticka draha

(aktivovana hlavné nereceptorovymi stimuly)

Receptory smrti Nedostatek riistovych faktoril
nebo signall zakotveni
Fas
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Prehled apoptoticka signalizace (Upraveno podle Joza a kol., TRENDS in
Genetics, 2002)
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Uvolnénim proapoptotickych protein(
iniciujicich kaspazovou aktivitu;
Poskozenim elektronového transportu,
oxidativni fosforylace a produkce ATP,
ktera mUze vést k energetické
katastrofé;

Zmeénou redoxniho potencialu

s nasledkem zvyseni bunécného
oxidativniho stresu



¢asti ATP syntazy

Mitochondrie — syntéza ATP

il ADP + P> ATP . eIektvro’chemick\'( g’radient
v i meeran ' e funkcni protonova pumpa
Sleduje se koncentrace ATP a ADP a stanovuje se energeticky naboj = ATP/ADP
Pokles syntézy (zastoupeni) ATP je zndmkou toxického poskozeni bunky
Vyuziti techniky vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC
Detekce ATP a ADP spektrofotometricky
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Mitochondrie — membranovy potencial

Funk¢ni mitochondrie vykazuje membranovy potencial Ay (150mV)
Vyuziva se fada lipofilnich barviv (kationtu), ktera jsou akumulovana v mitochondriich
Jejich fluorescence je prfimo umérna potencialu A

Principem je, Ze vnitfni strana membrany ma negativni potencial a ten interferuje s barvickou tak,
ze pouze funkéni mitochondrie vykazuje fluorescenci

Pratokova cytometrie
Safranin, tetrafenylfosfonium (TPP), rhodamin 123 A
L O flg: 1

Kvantifikace - derivaty rhodaminu 123 - TMRM | P
(tetramethylrhodaminemethylester) a TMRE
(tetramethylrhodamineethylester)

DiOC6 — nejcastéji pouzivana sonda, vysoka toxicita
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JC-1 povazZovana za nejvykonnéjsi sondu -
v zavislosti na membranovém potencialu je sonda , , o ,

s , ., .. v, . The image shows the mitochondria stained with JC-
schopna vytvaret J-agregaty (Cim vetsi polarizace 1in a normal cell (left panel) and the mitochondrial
membrany, tim vétsi akumulace sondy). Pri potential collapse induced by hydrogen peroxide in
depolarizaci mitochondridlni membrany dochazi E;':'f?e)ce”s (A: Basal state; B: After Hydrogen

7 7 v 7 ’ 7 XI *
k naslednému uvolnovani sondy do cytosolu, které
se projevi poklesem intenzity fluorescence

www.med.unipg.it/imagelab/mitoch.html



JADRO —-BromDeoxyUridin (BrdU)
proliferation assay

BrdU — synteticky nukleotid, analog thymidinu

Dochazi k inkorporaci BrdU do noveé syntetizované DNA,; tj. S faze bunécného cyklu
Monitorovaci indikator proliferujicich bunék

Toxikologicka implikace — néktera xenobiotika inhibuji bunécnou proliferaci
Inhibice proliferace: bunécna smrt = toxicita muize byt pozitivni — |éky, cytostatika
Specifické protilatky proti BrdU — vizualizace proliferujicich bunék

U suspenznich bunék nebo po detachmentu lze aplikovat sorter (FACS)

Pozor!! Inkorporace do DNA = mutacni potencial BrdU!!

* p<0.05 against GI'P
** p<0.01 against GFP
**%p<0.005 against GFP
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Thymidine §'-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) T219D




Dékuji za pozornost!



