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OSMOTICKA REZISTENCE ERYTROCYTU; BUNECNA VIABILITA, INDUKCE

APOPTOZY U BUNECNE KULTURY

Autor: Ing. Jana Stépanovska

Pouziti krve pri pokusu je spojeno Srizikem prenosu virovych onemocnéni
krvi: hepatitida A, AIDS, Creutzfeldt-Jakobova nemoc. P#i manipulaci s krvi je povinné
pouzivat rukavice a mechanické pipety. Zaroven je potieba dodrZovat zvlastni
bezpecnostni opatieni - pracovat obezietné, pouZivat pro hemolyzu krev dodanou
vyucujicimi pochazejici z transfizniho centra / praseci krev.

TEORETICKY UVOD

Osmoticky tlak lze povaZovat za tlak, ktery je potiebny k tomu, aby zabranil difuzi vody
bariérou pomoci osmdzy. Jinymi slovy, oznacuje to, jak tvrdé by voda ,,tlacila®, aby se dostala
pfes bariéru, aby mohla difundovat na druhou stranu.

Osmoticky tlak je uren koncentraci rozpusténé latky - voda se ,,bude vice snazit* difundovat
do oblasti s vysokou koncentraci rozpusténé latky, jako je stl, neZ do oblasti s nizkou
koncentraci. Ve skutecnosti samoziejmé osmoticky tlak neni ,,touhou vody po pohybu, ale
spiSe roz§ifenim pfirozené¢ho zakona, podle kterého se veSkera hmota ndhodné rozloZi v Case.
Pokud jsou koncentrace latek ve dvou oblastech odlisné a oblasti se navzajem dotykaji,
nahodny pohyb ¢astic zpiisobi, ze latky difunduji, dokud nebude roztok v celé oblasti jednotny.

Osmoéza je zvlastni difize vody polopropustnou membranou. V piipadé osmozy se tedy
rozpusténé latky nemohou pohybovat, protoze nemohou projit membranou. Voda se vSak miize
pohybovat a také se pohybuje - prochdzi membranou do oblasti s vySsi koncentraci rozpusténé
latky.

To muze zplisobit zménu celkového objemu vody na kazdé strané membrany: strana membrany
s vice rozpusténymi latkami mize skoncit s mnohem vétSim mnozstvim vody. Zména bilance
vody muze vést k destrukci bun€k - prasknuti (tzv. plazmoptyza) nebo dehydratace (tzv.
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plazmolyza). Intracelularni prostiedi se svym slozenim 1isi od extracelularniho prostiedi. Pokud
se extracelularni prostfedi zméni, miize dojit k poskozeni bunék.

Hemolyza piedstavuje proces uvoliiovani hemoglobinu z ¢ervenych krvinek, jde o
specialni ptipad plazmoptyzy. Cervené krvinky (erytrocyty) jsou bezjaderné buiiky, jejichz
bunénd membrana za standardnich podminek hemoglobin nepropousti. Erytrocyty maji tvar
bikonké&vniho disku. Diky tomuto tvaru mohou erytrocyty meénit sviij objem, aniz by doslo ke
zvétSeni jejich povrchu. Existuji dva mechanismy vedouci k hemolyze:

1. Osmotickd hemolyza:

V hypotonickém roztoku zvéEtsi erytrocyty sviij objem natolik, Ze dojde ke zméné struktury
membrany a uvolnéni hemoglobinu. Tento jev osmotické hemolyzy umozituje méfit kiehkost
cervenych krvinek. Kiehkost erytrocytii fyziologicky zavisi na jejich stafi. Byva také zvySena
u né¢kterych typt nemoci.

2. Neosmotickd hemolyza:

K neosmotické hemolyze dochazi bud’ pfimou destrukci membrany erytrocytd,
nebo vlivem defekti ~membrany (napf. sférocytoza), ¢i  defektem  samotného
hemoglobinu (napf.: srpkovita anémie).

Ptima destrukce membrany vznika nasledujicimi zpisoby:

- fyzickym poskozenim: otfes, zmrazeni, vysoke teploty, vystaveni radiaci

- pisobenim chemikalii: detergenty, fosfatdza; toxicka hemolyza vlivem ptsobeni jedu ¢i
1€kt

- imunologickou poruchou: spolecnym znakem téchto poruch je fixace protilatky na
erytrocyty, ktera vede k jejich zni¢eni

- enzymatickou poruchou: hemolytické anémie zptisobené konstituénimi enzymopatiemi
(nedostatek G-6-P-DH)
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FYZIKALNI A FYZIKALNE-CHEMICKY UVOD

ABSORPCE

Absorpce svétla je pohlceni a zeslabeni zafeni v prubéhu jeho Sifeni prostorem.
Pti absorpci svétla zalezi na slozeni roztoku, kterym svétlo prochazi. Pro absorpci plati
Lambert-Beertv zakon

4= g 1)
= —]o f—
8 I

A ... absorbance, jednotka: -
I ... intenzita proslého svétla, jednotka: W-m

lo ... intenzita dopadajiciho svétla, jednotka: W-m2

OSMOTICKY TLAK

Osmoticky tlak (Pa) je umérny celkové koncentraci vSech rozpusténych castic
IIl=c-R-T-i
R ... univerzalni plynova konstanta, R = 8,314 J-K 1.mol™*
T ... termodynamicka teplota, jednotka: K
¢ ... koncentrace rozpusténé latky, jednotka: mol-m

I ... pocet osmoticky aktivnich ¢astic, bezrozmérné

VLASTNOSTI HEMOGLOBINU
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Obrazek 1: Zavislost absorbance hemoglobinu (Hbr) a oxyhemoglobinu (HbO,).
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PRISTROIJE

e spektrofotometr
e centrifuga
e Osmometr
e analytické vahy

POMUCKY

e parafilm

e rukavice

e papirové utérky

e sklenéné pipety

e mechanické pipety

e 3picky k mechanickym pipetam
e mikrozkumavky (eppendorfky)
e stojan na mikrozkumavky

e zkumavky

e stojan na zkumavky

e kadinky (100 ml)

e 1Zi¢ky na nabirani sypkych chemikalii

e michatka

e popisovace
e nlzky

e Dbunicina

CHEMIKALIE

o krev

e lih

e destilovana voda
e NaCl
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OSMOTICKA REZISTENCE ERYTROCYTU

STANDARDNI KRIVKA

Standardni kiivka slouzi k pfevodu hodnot absorpce ziskanych pomoci spektrofotometru
na % hemolyzy. Timto méfenim zjistime, ke kolika procentni hemolyze doslo. Standardni
ktivku ziskame zméfenim absorpce roztokti hemoglobinu, jejichz koncentrace odpovida
zZnamym urovnim hemolyzy pro zkoumanou krev.
Abychom tohoto dosahli, budeme provadét postupné fedéni supernatantu 100%
hemolyzovaného roztoku. Standardni kiivku sestavime po zméfeni absorpce znamych ziedéni
roztoku hemolyzované krve.

Pozor: Veskeré prace provadime s maximalni piesnosti a velkou opatrnosti!!!

POSTUP

1. Ptripravime roztok 100% hemolyzované krve. V kadince rozmichame 0,25 ml krve
ve 25 ml destilované vody. Roztok opatrné promichdme a ozna¢ime kadinku.

2. Pripravime roztok 0% hemolyzované krve. V kadince rozmichame 0,25 ml krve s 25 ml
0,14M roztokem NaCl. Roztok opatrn¢ promichame a oznac¢ime kadinku.

3. Oba roztoky nechame 30 minut odstat.

4. Do 10 mikrozkumavek napipetujeme po 1 ml nehemolyzované krve. Jednotlivé
mikrozkumavky oznac¢ime.

5. Do 10 mikrozkumavek napipetujeme po 1ml hemolyzované krve. Jednotlivé
mikrozkumavky oznacime.

6. Vsech 20 mikrozkumavek umistime do centrifugy. Postup a parametry centrifugace viz
Postup pri centrifugaci.

7. Pomoci mechanické pipety pfeneseme supernatanty hemolyzované krve do zkumavky. To
samé provedeme i s nehemolyzovanou krvi.

Pozor: Pii pfenaSeni supernatantu musime dat pozor, aby nedoSlo k poruseni peletu!!!

8. Kombinaci roztokti hemolyzované a nehemolyzované krve ptipravime roztoky 0 objemu 1
ml, ve kterych je koncentrace hemolyzované krve od 0% az po 100% hemolyzovanou krev.
PoZzadované objemy zaznamenejte do tabulky. Roztoky pfipravime do popsanych
mikrozkumavek, kde je opatrné promichdme.

9. Roztoky pteneseme do ptedem provéienych kyvet (viz Kontrola pouzitych kyvet).
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10. Provedeme méieni ve spektrofotometru (viz Postup pri praci se spektrofotometrem). Jako
referenci ve spektrofotometru pouzijte roztok s 0% hemolyzou krve. Tuto referenci
pouzijte i v uloze 4.2.

11. Mg¢éfteni zaznamenejte do tabulky a vyneste standardni k#ivku, kterou vyuzijete pro dalsi
ulohu.

POKUS S OSMOTICKOU ODOLNOSTI ERYTROCYTU

Cilem pokusu je zjistit % hemolyzy zkoumanych ¢ervenych krvinek v solnych roztocich
s klesajici koncentraci a zméfit rozdilnou osmolaritu roztokti. Tento test pfedstavuje standardni
postup pro urceni hemolytickych anémii. Touto metodou ziskame pichled o chovani populace
erytrocytt v hypotonickych roztocich a zjistime, do jaké miry jsou schopny odolavat hypotonii.

1. Ze zékladniho 0,2M roztoku NaCl pfipravime po 10 ml roztoki o molarnich
koncentracich: 0,14; 0,12; 0,10; 0,09; 0,08; 0,07; 0,06; 0,05. Tyto koncentrace se
nachazi okolo ocekdvaného bodu hemolyzy. Vytvoite tabulku, kde zaznamenate
pouzité objemy 0,2M roztoku NaCl a vody.

2. Roztoky pripravte do 8 sklenénych zkumavek, které budou oznacCeny danymi
koncentracemi.

3. Zkumavky uzaviete parafilmem a nékolikrat obrat'te, aby doslo k promichani roztok.

4. Pomoci mechanické pipety pfidejte do kazdé zkumavky presné 0,1 ml krve.
5. Zkumavky opét prekryjte parafilmem a znovu opatrné€ promichejte.

Pozor: Michejte opatrng, aby nedoslo k mechanické hemolyze!!!

6. Jednotlivé roztoky nechejte 30 minut odstat.

7. Ptipravte si 16 oznacenych mikrozkumavek. Pted pipetovanim zkumavku jesté jednou
opatrn¢ obrat’te, aby se roztok znovu promichal. Do mikrozkumavek napipetujte 1 ml
odpovidajiciho roztoku, ke kazdé koncentraci 2 mikrozkumavky.

8. Mikrozkumavky umistéte do centrifugy. Vyuzijte postup viz Postup pri centrifugaci.

9. Proved’te méfeni ve spektrofotometru. Pouzijte Postup pri praci se spektrometrem.

10. Zmeite osmolaritu roztoka, vyuzijte Postup pri praci s o0Smometrem.

11. Vysledky méteni zpracujte do prehledné tabulky.

12. Proved'te analyzu dle bodu 8 a uved’te ji do protokolu.
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POSTUP PRI CENTRIFUGACI

1. Zapneme centrifugu a umistime do ni oznafené mikrozkumavky. Mikrozkumavky
umistujeme do centrifugy vzdy proti sobé&, aby byla centrifuga vyvazena.

2. Centrifugu zavieme a nastavime program:
a. otacky (RPM): 2000
b. ¢as: 8 minut

3. Zapneme nami navoleny program.

4. Po skonéeni programu centrifugu otevieme a vyndame z ni mikrozkumavky

Pozor: Nezastavujte centrifugu rukama!

POSTUP PRI PRACI SE SPEKTROMETREM

KONTROLA POUZITYCH KYVET

Pozor: Povrch kyvet musi byt vZdy udrZovan v naprosté Cistoté! Otiete jej mekkym
hadiikem a dbejte na to, abyste povrch neposkrabali pipetami (plastova jehla!). Ovéite, zda
vSechny kyvety uvadéji stejné hodnoty absorpce pro kontrolni roztok.

1. Vyberte vhodné¢ kyvety.
2. Pomoci mechanické pipety do vSech kyvet napipetujeme 1 ml 0,2M roztoku NaCl.
3. Spustime spektrometr: Applications(stisknéte 1) — single Wavelenght (stistknéte 1).

4. Zvolte pozadovanou vinovou délku a potvrd’te zelenym tlacitkem.

5. Vlozte prvni vzorek a naméite jej jako referenci (stisknutim modrého tlacitka OA/100%T).
Hodnoty absorpce jednotlivych vzorkt by se nemély lisit. Pokud bude v nékteré z nich
vyrazna odchylka, je potieba kyvetu vymenit.

NAMERENI SPEKTRA

1. Do kyvet pteneste ptiblizn¢ 1ml supernatantu 0% hemolyzované krve a 100%
hemolyzované krve.
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2. Vlozte kyvetu s nehemolyzovanou krvi do spektrofotometru.

3. Zvolte Wavescan (stisknéte 3), nastavte rozmezi 400 az 700 nm a potvrd’te zelenym
tlacitkem

4. Stisknéte modré tlacitko OA/100% pro nacteni reference.
5. Vyméite vzorky a stisknéte zelené tlacitko.

6. Odectéte z grafu vhodnou vinovou délku pro méfeni absorbance vzorkd.

MERENI ABSORBANCE

1. Pomoci mechanické pipety do kyvet napipetujeme 1 ml supernatantu jednotlivych vzorkt
z mikrozkumavek (po centrifugaci). Jako kontrolni vzorek (referenci) pouZijeme
supernatant z alohy 4.1 0% hemolyzy,.

Pozor: Pfi pipetovani davejte pozor, aby nedoslo k poruseni peletu.

2. Kyvetu umistime do spektrofotometru a spustime jej: Applications — Single Wavelength
Zvolte vhodnou vinovou délku

w

4. Prvni vzorek (nehemolyzovanou krev) naméite jako referenci stisknutim modrého tlacitka
OA/100%T.

5. Postupné proméite ostatni vzorky. Po umisténi kyvety do spektrofotometru vzdy stisknéte
zelené tlacitko.

Pozor: Pro vzorky s absorbanci ptesahujici 2,0 zfed'te 1:1 s vodou, pfip. jinym pomérem.
(A nezapomente potom vysledné hodnoty piepoCist na pivodni fedéni — resp.
ptedpokladanou absorpci, tj. napf. nasobit dvéma).

Vv ow

Pozor: Priibézné kontrolujte, zda kontrolni kyveta stale ukazuje nulovou absorbanci.
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2.

OSTUP PRI PRACI S OSMOMETREM

Zapnéte osmometr a vyc¢kejte pfiblizné 6 minut, dokud se neobjevi znacka “---*.

Naneste mechanickou pipetou malé mnozstvi méteného vzorku do mikrozkumavky.

Pozor: Vzorek vypoustéjte rovnomérné a nanasejte opatrné po stén¢ mikrozkumavky, aby
nevznikala zadna bublina.

Vysuiite opatrné hlavici a oto¢te ji smérem K Sobé.

Opatrné nasad’te mirkozkumavku na sklenénou elektrodu.
Vrat'te opatrn€ hlavici zpét do métici komory a zahajte méteni.
Stiknéte tlacitko START/STOP

Zaznamenejte hodnotu a ihned po méfeni vysufite hlavici a pomoci zapadky sundejte
mirkozkumavku a ¢idlo opatrné ocistéte bunic¢inou. Vlozte na hlavici prazdnou zkumavku
a vrat'te do méfici komory.

URCENI OSMOTICKE ODOLNOSTI ERYTROCYTU ZKOUMANE KRVE

akrowpneE

Sestrojte standardni kiivku, tj. graf zavislosti % hemolyzy na koncentraci roztoku NaCl.
Stanovte % hemolyzy roztoki z tlohy 4.2 na zaklad¢ méfeni absorbance.

Urcete koncentrace NaCl odpovidajici 15%, 50%, 85% a 100% hemolyzy.

Porovnejte namétené hodnoty osmolarity s teoretickou (vypoétenou) hodnotou.

Co by z hlediska dynamiky populace erytrocyti znamenala asymetrie kiivky zavislosti %
hemolyzy na koncentraci roztoku NaCl, nebo posunuti jejiho maxima?

Sestrojte graf % hemolyzy v zavislosti na osmolarité.
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PRISTROIJE

e Centrifuga

e Pipety

e Inverzni svételny mikroskop s fazovym kontrastem a kamerou
e Laboratorni inkubator/temperovana vodni lazen

POMUCKY

e rukavice
e mikrozkumavky (eppendorfky)
e Petriho misky

CHEMIKALIE

e Bunécna suspenze ve falkonce
e Kultivaéni lahev s narostlou bunéénou kulturou (75 cm?)
e destilovana voda

e NaCl

e PBS

e Ethanol (50%)
POSTUP

RIZENY ROZPAD BUNEK

Cilem pokusu je sledovat vliv rizné osmolarity roztoki na viabilitu bunék. Pfipravte
koncentra¢ni fadu roztokd NaCl o molaritach: 20, 140, 280, 400 a 550 mmol/l, od kazdého
roztoku 0,5 ml.

Ptipravenou bunéénou suspenzi ve falkonce umistéte do centrifugi a buniky stocte pfi nastaveni:
300G, 5 min. Po vyjmuti z centrifugy vylijte supernatant a bunéénou peletu rozmichejte v 1 ml
PBS. Tuto suspenzi udrzujte v laboratornim inkubatoru nebo vodni 1azni pfi teploté 37°C.

Odeberte 50 pl bunécné suspenze v PBS a pridejte je do Petriho misky, ve které se jiz nachazi
prvni roztok NaCl. Petriho misku uzavfete a umistéte na mikroskop s fazovym kontrastem. Po
ustaleni obrazu nastavte zorné pole na urcitou skupinu bunék a zapnéte sledovani na kamete,
aby byl pofizovan obrazovy zaznam kazdou minutu. Bunky snimejte alespon po dobu 10 — 15
min.
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F7DIBFM Biochemické a fyzikalni metody v mediciné

Navod na cviceni 1: Osmoticka rezistence erytrocyt; bunééna viabilita, indukce apoptdzy u
bunécné kultury

Postup opakujte pro vSechny roztoky.

Dle obrazovych zaznamt stanovte okamzik plazmoptyzy/plazmolyzy. Vykreslete kiivku
zavislosti rozpadu bunék na ¢asu a koncentraci roztoku.

INDUKCE APOPTOZY U BUNECNE KULTURY

Pti tomto pokusu dojde k fizené bunécné smrti vyvolané rozdilnym osmotickym tlakem.

Lahev umistéte na mikroskop a nastavte zorné poli na urcitou skupinu bunék, lahvi potom jiz
nehybejte. Zapnéte kameru s obrazovym zaznamem. Opatrné odeberte kultivaéni médium a
ptidejte do lahve 5 ml PBS. Odeberte PBS a do lahve piidejte 3 ml 50 % ethanolu.

Sledujte chovani bunék. Stanovte pocatek bunécné apoptozy, ktera se projevi tvorenim
suspenzniho roztoku bunék v ethanolu, nebot’ buiiky nebudou jiz schopné adherovat k povrchu
lahve. Nakonec bunky ztrati celistvost buné¢né membrany a rozpadnou se na fragmenty.

KONTROLNI OTAZKY:

e Definujte jednoznacné osmoézu a jeji jednotky.

e Definujte jednozna¢né osmoticky tlak a jeho jednotky biologické hodnoty.

e Vysvétlete pfi¢inu osmotického tlaku.

e Vysvétlete biologickou dilezitost osmotického tlaku.

e Dokazte, ze tzv. van’t Hoffiiv zdkon neni ni¢im jinym neZ aproximaci zjednoduSené pro
ziedéné roztoky.

e Jakou vinovou délku zvolit pro fotometricka méfeni roztokti hemoglobinu? Navrhnéte jak
tuto vinovou délku nalézt experimentalng.
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