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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva detekci nuklearnich zmén, které se objevuji v pribchu
apoptotického procesu. Teoretickd ¢ast se vénuje popisu mechanismu apoptotické bunécné
smrti s dirazem na jaderné zmény, dale jsou zde popsany fluorescenéni metody a fluorescencni
sondy pouzivané k detekci téchto jadernych zmén. V zdvéru se teoretickd cast zabyva
suspenznimi bunéénymi liniemi.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na detekci nuklearni kondenzace a fragmentace
pomoci kvantitativni spektrofluorimetrické metody Hoechst 33258 a predevSim na jeji
optimalizaci pro suspenzni buiiky. Pro optimalizaci jsme zvolili buné¢nou linii Jurkat, kterou
jsme inkubovali s induktory apoptézy — cisplatinou, kamptotecinem a staurosporinem.
Ke zhodnoceni cytotoxicity vybranych toxind jsme nejprve pouzili testy pro stanoveni aktivity
mitochondrialnich dehydrogenaz a intracelularni hladiny glutathionu. Nésledné jsme
detekovali nuklearni kondenzaci a fragmentaci metodou Hoechst 33258 a provedli optimalizaci

parametrii méteni pro suspenzni buniky. Vysledky jsou shrnuty a diskutovany v zavéru prace.

KLICOVA SLOVA

Apoptdza, fluorescencni metody, detekce nuklearni kondenzace a fragmentace, Hoechst 33258,

suspenzni bunééné linie.



ANNOTATION

The diploma thesis deals with the detection of nuclear changes that appear during the
apoptotic process. The theoretical part is dedicated to description of the mechanism of apoptotic
cell death with an emphasis on nuclear changes, and the fluorescence methods and fluorescent
probes used to detect these nuclear changes are also described. Finally, the theoretical part deals
with suspension cell lines.

The experimental part is focused on the detection of nuclear condensation and
fragmentation using the quantitative spectrofluorimetric method Hoechst 33258 and especially
on its optimization for suspension cells. For optimization, we chose the Jurkat cell line, which
we incubated with apoptosis inducers — cisplatin, camptothecin and staurosporine. To evaluate
the cytotoxicity of selected toxins, we first used tests to determine the activity of mitochondrial
dehydrogenases and the intracellular level of glutathione. Subsequently, we detected nuclear
condensation and fragmentation using the Hoechst 33258 method and optimized the
measurement parameters for suspension cells. The results are summarized and discussed at the

end of the thesis.
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Apoptosis, fluorescent methods, detection of nuclear condensation and fragmentation, Hoechst

33258, suspension cell lines.
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UvVoD

Bunécnd smrt je souhrnem dé&ji v buiice, které vedou k jejimu zéniku. V minulosti
se odbornici domnivali, Ze je bunéénd smrt vysledkem jednoho ze dvou procesti — nekrdzy
a apoptozy. Postupem casu bylo objeveno nékolik dalSich typt bunééné smrti, jako je
napf. autofagie. Typy bunécné smrti mizeme rozdélit do dvou kategorii — programovana
bunécna smrt a neprogramovand bunécnd smrt.

Apoptoza je typem bunécéné smrti programované. Apoptoza je slozity d¢j, ktery mize byt
spustén signaly pochdzejicimi jak z buniky samotné, tak z bun¢k okolnich. V obou ptipadech
jsou vysledkem kaskadovitého procesu apoptozy morfologické a biochemické zmény vedouci
az ke vzniku tzv. apoptotickych télisek. Mezi tyto zmény patii mimo jiné kondenzace
a fragmentace bunécného jadra, na jejichz detekci je zalozend kvantitativni
spektrofluorimetrickd metoda Hoechst 33258 vyvinutd v na$i laboratofi. Metoda Hoechst
33258 byla vyuzita k detekci jaderné fragmentace a kondenzace u adherentnich bun¢k. Cilem

této diplomové prace je aplikace, a predevSim optimalizace této metody na buriky suspenzni.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Bunééna smrt

Konkrétni typy bunécné smrti délime do dvou kategorii, kterymi jsou bunécna smrt
programovana a bunééna smrt neprogramovana.

Apoptoza je typem programované bunécné smrti, coz znamena, ze jde o geneticky
kodovany proces autodestrukce bunck. Apoptdza je fyziologicky d€j probihajici za spotieby
ATP, ktery se vyskytuje béhem vyvoje 1 starnuti organismu. Béhem vyvoje organismu dochazi
vlivem apoptozy bunck napt. k tvorbé prstl, patra nebo stfevni sliznice. Pfi zrani bunék
imunitniho systému zase zodpovidd za pozitivni a negativni selekci nezralych T lymfocyta
anegativni selekci nezralych B lymfocytt (Renehan et al, 2001). U dospélého organismu
pak slouzi k udrzeni homeostazy bunécnych populaci ve tkdnich. Nadmérnd apoptoza je
typickd napf. pro neurodegenerativni onemocnéni a ischemické poSkozeni, snizend je rysem
malignit a autoimunitnich onemocnéni (Renehan et al, 2001). Funguje také jako obranny
mechanismus pfi bunééném poskozeni. Zaroven bunécné poskozeni, které by fyziologicky
aktivovalo apoptéozu mulzZe aktivovat nekrézu a obracené. To, ktery d¢j nastane, zavisi
na faktorech jako je fyziologické prostfedi, vyvojové stddium bunék, typ bunétné tkanég,
povaha signdlu bunééné smrti a intenzita stimulu (Elmore, 2007, Zeiss, 2003). Apoptoza je také
klicovou soucasti mechanismu nadorové suprese. Na bazi jeji indukce je zaloZzeno né¢kolik 1é¢iv,
jako je napt. Venetoclax. Jedna se o selektivni inhibitor B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) proteint,
ktery byl schvalen FDA pro 1é¢bu pacienta trpicich akutni myeloidni leukémii a nékterymi
dal§imi hematologickymi malignitami, u kterych neni mozna 1écba chemoterapii (Carneiro
et al, 2020).

Dalsim ptikladem programované bunécné smrti je autofagie neboli sebepojidani (z feckého
autophagos). Jednd se o proces vedouci k degradaci molekul i organel bunky pomoci
lysozomalnich enzymi. Vyuziti produktl této degradace buitkdm napomaha k jejich pfeZivani
za nepiiznivych podminek. Déle také umoziuje degradaci poSkozeného vnitrobunééného
materidlu (Glick et al, 2010). 1 kdyz je autofagie obecné chapana jako mechanismus slouzici
k preziti buiiky, miize vyvolat i jeji smrt. Pravdépodobny mechanismus autofagické bunécné
smrti spociva v tom, ze pokud stres builky za neptiznivych podminek ptetrvava, podstupuje
apoptézu. Pokud je apoptéza blokovana (mutaci, inhibitorem nebo virem), builka muze

pokracovat v autofagii, dokud nedojde k bunécné smrti sebedestrukci (Lockshin, 2016).
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Typem neprogramované bunécné smrti je nekréza, ke které dochazi v disledku ptisobeni
vnéjSich faktort, jako je infekce nebo trauma. Jde o nekontrolovany proces bez spotieby ATP,
kdy je postizena vétsi skupina bunck. Pfi nekroze dochazi k bobtnani buniky a bunéénych
organel, nasledné bunécné lyzi a rozliti intracelularniho obsahu do okolni tkané vedouci
k jejimu zanétu (Festjens et al, 2006). Mechanismus zanétlivé reakce je zaloZen na sekreci
prozanétlivych cytokinli makrofagy a zaroven samotnymi nekrotickymi bunkami (Berghe et al,

2006).

1.1.1 Apoptoza a jeji mechanismus

Regulace apoptdzy byla objevena u Caenorhabditis elegans, tedy had’atka obecného. Jde
0 modelovy organismus pro studium bunécné biologie. Jednou z oblasti, kterd byla pomoci
tohoto modelového systému zkoumdna a vedla k udéleni Nobelovy ceny za fyziologii
a medicinu, je pravé apoptéza. Béhem vyvoje apoptéoze podléhd az 131 z 1090 bunck

C. elegans.

.....

.....

rrrrr

Ob¢ drahy jsou navzajem propojeny a mohou se vzajemné ovliviiovat (Elmore, 2007). Dalsi
apoptotickou drahou je perforin-granzymova draha, pii které dochédzi k indukci apoptdzy
prostiednictvim granzymu A nebo granzymu B. Nasledna efektorova faze, tedy faze vykonna
ma pak pro vSechny cesty iniciace (krom¢ drdhy granzymu A) stejny pribéh. Draha granzymu
A aktivuje apoptdzu nezavislou na kaspazach prostiednictvim jednotetézcovych zlomia DNA
(Singh et al, 2022). Nakonec vznikaji apoptoticka téliska, ktera jsou degradovana fagocyty

(Elmore, 2007). ZjednoduSeny mechanismus apoptdzy je znazornén na obrazku 1.
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Vngjsi draha Vnitini draha  Perforin-granzymova draha

ionizujici zafeni, hypoxie, toxiny cytotoxické T lymfocyty/NK buiiky
ligand |
smrti .
] perforin
permeabiliazce VMM™ jktivace tBID AW
/ \ / l \ granzyn‘l/ B  granzym A
receptor  adaptéry aktivace tBID  yznik apoptozomu l

smrti aktivace o )
tvorba DISC / l kaspaza independentni

kaspazy-10
) N aktivace kaspazy-9 1
aktivace kaspazy-8/2/10 l Stéveni DNA
\ p

aktivace efektorovych kaspaz

aktivace nukledz — degradace DNA
aktivace proteaz — degradace nuklearnich a cytoskeletalnich proteinil — reorganizace cytoskeletu

l

morfologické zmény: kondenzace cytoplazmy a chromatinu, fragmentace jadra, atd.
vznik apoptotickych télisek

Obrazek 1: Shrnuti mechanismu apoptézy. DISC — smrt indukujici signalni komplex, tBID
— truncated BH3-interacting domain death agonist, VMM — vnéj$i mitochondrialni membrana
(upraveno dle Palai et al, 2014).

1.1.1.1 Vnéjsi draha

Jak jiz nazev napovida, vnéjsi draha apoptdzy je fizena signaly zvenci, které vznikaji
v ptipad¢€ poskozeni dané bunky. Takovym poSkozenim mulze byt nddorovy zvrat ¢i napadeni
buiikky mikroorganismy (Yanumula et al, 2022). Kaskadovity pribéh vnéj$i iniciaéni drahy
apoptozy zacina vazbou ligandu na pfisluSny transmembranovy receptor smrti pattici do rodiny
Tumor necrosis factor (TNF) receptori. Mezi nejznaméjsi patii Fas receptor (FasR, CD95R)
a prislusny Fas ligand (FasL, CD95L) exprimovany na povrchu imunitnich bunék (Yanumula
et al, 2022). Tyto receptory pak na intracelularnim povrchu obsahuji asi 80 aminokyselin
dlouhou doménu smrti. Po vazbé trimerniho ligandu dochazi k trimerizaci receptoru,
coz umozni interakci domény smrti s doménou smrti dalSich proapoptotickych proteinti, jako je
Fas asociovana doména smrti (FADD; Fas-associated death domain). FADD obsahuje 1 dalsi
doménu, doménu efektoru smrti, prostfednictvim jejiz dimerizace pak vaze prokaspazu-8, 2
nebo 10, ¢imz se tvoii smrt indukujici signalni komplex (DISC; Death-inducing signaling
complex). To vede k autokatalytické aktivaci ptislusné kaspazy (Redza-Dutordoir et al, 2016).
ale také proapoptoticky protein BH3-interacting domain death agonist (BID), za vzniku

proteinu truncated BID (tBID), ktery poté funguje jako mitochondridlni transmembranovy
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protein zodpoveédny za uvolnovani cytochromu C z mezimembranového prostoru mitochondrie
do bunécné cytoplazmy (Singh et al, 2022; Gross et al, 1999). Permeabilizace vnéjsi
mitochondridlni membrany pomoci aktivovaného tBID je krok spole¢ny jak pro vnéjsi, tak pro

vnitini iniciani drahu apoptdzy.

1.1.1.2 Vnitfni draha

Vnitini draha je naproti tomu spusténa signaly vychazejicimi z buiiky samotné. Stimulem
pro aktivaci mize byt poSkozeni DNA, ale také napt. nedostatek rastovych faktorti, hormont
¢i cytokinii, které fyziologicky apoptdzu inhibuji (Singh et al, 2022). Tyto signaly vedou
k aktivaci BH3-only proteinl, mezi které patii BID, Bcl-2-like protein 11 (BIM), Bcl-2
associated agonist of cell death (BAD), Bcl-2 interacting killer (BIK), Bcl-2 modifying factor
(BMF), Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (Noxa), P53 upregulated
modulator of apoptosis (PUMA) a Activator of apoptosis harakiri (HRK). Jedna se
o proapoptotické proteiny zrodiny Bcl-2, se kterym sdili podobnost pouze v kratké BH3
aminokyselinové sekvenci (9-16 aminokyselin) — odtud nazev BH3-only (Huang et al, 2000).
Pravé BH3 doména je zodpoveédnad za interakci téchto proteinli s dalS§imi apoptotickymi
proteiny. Urcujicim faktorem pro vznik, ¢i potlaeni apoptdzy je vzijemny pomér
apoptotickych a antiapoptotickych proteini také z Bel-2 rodiny. Antiapoptoticka skupina Bel-2
proteintt BH1-4 (Bcl-2; Bel-xL, B-cell lymphoma extra large; Mcl-1, Induced myeloid leukemia
cell differentiation protein Mcl-1) aktivitu BH3-only proteinii potlacuje (Lomonosova et al,
2008).

Své proapoptotické funkce pak BH3-only proteiny (BID, BIM, PUMA) vykonavaji
prostiednictvim proapoptotickych proteint BH1-3, jako jsou Bcl-2 associated X protein
(BAX), Bcl-2 antagonist or killer (BAK) a Bcl-2 related ovarian killer (BOK). BAX se
fyziologicky vyskytuje jako monomerni cytosolicky protein, ktery po apoptotickém signalu
méni svou konformaci a translokuje do mitochondridlni membrany. BAK je pak jiz v neaktivni
form¢ vazan na vn¢j$i mitochondridlni membranu. Aktivaci BAK fyziologicky inhibuje
Voltage-Dependent Anion Channel 2 (VDAC 2) (Danial, 2007).

Existuji dva mozné mechanismy aktivace proapoptotickych BH1-3 proteinti. Podle tzv.
pfimého modelu proapoptotické BH3-only proteiny piimo interaguji a indukuji konformacni
zmény v BAK a BAX. Podle nepfimého modelu se antiapoptotické proteiny za norméalnich
okolnosti vazou na BAK a BAX a brani jejich aktivaci. V reakci na apoptoticky signal se

pak proteiny BH3-only vézou na antiapoptotické proteiny, coz zptsobuje jejich uvolnéni
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a aktivaci BAX a BAK (Ola et al, 2011). BOK je exprimovan pievazné v reprodukcénich
tkanich. Jeho funkce je vSak stale do zna¢né miry nejasna (Shalaby et al, 2020).

Dalsim klicovym proteinem pro vnitini dradhu apoptdzy je protein pS3. Proapoptoticka
aktivita p53 je fyziologicky regulovéana fadou protein-proteinovych interakci, z nichz centralni
roli hraje interakce s onkogennim proteinem Mouse double minute 2 homolog (Mdm?2). Vazba
p53 na Mdm?2 blokuje transkripéni aktivitu p53. V piipadé bunécného stresu nebo poskozeni
DNA je p53 aktivovan fosforylaci a snizuje se afinita jeho vazby k Mdm2. Po aktivaci se vaze
na specifické DNA sekvence a zptsobuje transkripci gent, které vyvolavaji zastavu bunééného
cyklu v G1 a méné v G2 fazi. Pokud je nemozné disledky bunééného stresu zvratit, indukuje
p53 apoptdézu. Mechanismus jeho proapoptotického plisobeni vSak funguje i1 nezavisle
na transkripci. P53 se chova jako BH3-only protein. V piipadé¢ bunécného stresu je
translokovan na wvné&j§i mitochondridlni membranu, kde interaguje s proapoptotickymi
1 antiapoptotickymi c¢leny Bcl-2 rodiny proteini — s Bcl-xL a Bcl-2 a inhibuje jejich
antiapoptotické vlastnosti. Zaroven vsak piisobi 1 ptimo na BAX a aktivuje ho (Bharatham et
al, 2011). Dalsi navrzeny mechanismus jeho ptisobeni naznacuje, ze je v bunikach fyziologicky
p53 vazan do neaktivniho komplexu s cytosolovym Bcl-xL. V reakci na stres jaderny p53
nejprve transaktivuje sviij cilovy gen Puma. Ve druhém kroku pak Puma uvolni p53 z komplexu
s Bel-xL tvorbou komplexu Puma-Bcl-xL. P53 je pak volny k aktivaci monomerniho Bax
v cytosolu (Wei et al, 2021).

V piipad¢ aktivace BAX a BAK dochazi k jejich oligomerizaci a tvorbé pori ve vnéjsi
mitochondridlni membrané, a tedy kjeji permeabilizaci a ztrat€ transmembranového
potencidlu. Diky tomu se z mezimembranového prostoru za¢nou uvoliovat 2 skupiny
proapoptotickych proteinii do cytosolu. Soucasti prvni skupiny je cytochrom C, ktery aktivuje
kaspadza-dependentni vnitini drdhu apoptdzy. Déle Second mitochondria-derived activator
of caspase (Smac), alternativné nazyvany jako Direct inhibitor of apoptosis-binding protein
with low pl (DIABLO) a serinova proteaza High temperature requirement protein A2 (HtrA2).
Tyto proteiny piisobi jako antagonisté inhibitor apoptdzy a tim ji nepfimo podporuji. HtrA2
se po uvolnéni z mitochondrii také translokuje do jadra, coz vede k aktivaci transkripéniho
faktoru p73, ktery zvySuje expresi nékolika proapoptotickych genti véetné BAX a BAK
(Prokhorova et al, 2015). Cytochrom C tvoti komplex s Apoptotic protease activating factor-
1 (APAF-1) aprokaspazou-9 a za ptitomnosti ATP se tak tvoii apoptozom. To vede
k autoaktivaci kaspazy-9, kterd pak aktivuje efektorové kaspazy-3, 6 a 7 (Redza-Dutordoir
et al, 2016). Druhou skupinu tvofi proteiny uvoliiované v pozdnich fazich apoptoézy — Apoptosis

Inducing factor (AIF), endonukleaza G (Endo G; Endonuclease G) akaspazou aktivovana
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DNéaza (CAD/DFF-40; Caspase-Activated DNAse). AIF se piesouva do jadra a zpusobuje
kaspaza-independentni fragmentaci DNA na vysokomolekularni fragmenty a 1. stupen
kondenzace chromatinu. Endonukleaza G se v jadfe podili jak na tvorb& vysokomolekularnich
fragmentt, tak na tvorb¢ oligonukleozomalnich fragmentl (Redza-Dutordoir et al, 2016). Dale
je kaspazou-3 aktivovan CAD a zpusobuje dalsi fragmentaci DNA a pokrocilejsi kondenzaci

chromatinu (stupen 2) (Elmore, 2007; Widlak et al, 2005).

Tabulka 1: Proteiny uvoliiované z mitochondrii v priibéhu apoptézy a jejich funkce.
Redza-Dutordoir et al, 2016, Elmore, 2007; Widlak et al, 2005, Prokhorova et al, 2015.

Protein Funkce
AIF vysokomolekularni fragmentace DNA, 1. stupeni kondenzace
chromatinu
APAF-1 tvorba apoptozomu
CAD/DFF-40 fragmentace DNA, 2. stupen kondenzace chromatinu
cytochrom C tvorba apoptozomu
Endo G fragmentace DNA
HtrA2 antagonista inhibitor apoptozy, aktivace p73
kaspaza-3, -6, -7 efektorové kaspazy
kaspaza-9 aktivace kaspazy-3, -6, -7
prokaspaza-9 tvorba apoptozomu, autoaktivace na kaspazu-9
p73 zvySuje expresi genll pro BAK a BAX
Smac/DIABLO antagonista inhibitori apoptozy

1.1.1.3 Perforin-granzymova draha

Perforin-granzymova draha je v podstaté alternativni vnéjsi drahou aktivace apoptozy
zprostfedkovanou cytotoxickymi T lymfocyty a nmatural killer (NK) bunkami.
Po rozeznani transformované ¢i infikované bunky vylévaji sva cytotoxicka granula, kterd mimo
jiné obsahuji pravé perforin a granzymy. Perforin je schopen polymerovat a tvofit pory
v membrané cilové bunky. V cytotoxickych granulich ho normélné v neaktivni formé udrzuje
protein endoplazmatického retikula kalretikulin, ktery vaze Ca*' ionty. Jeho aktivace je tedy
zavisla pravé na pifitomnosti Ca®" iontl, které aktivuji jeho globularni formu za vzniku
perforinu schopného inkorporace do bunéné membrany. Mechanismus této premény je
zalozen na vazb& monomerti perforinu prostfednictvim Ca*" dependentni C2 domény a jejich
oligomerizaci za vzniku transmembranovych port (House et al, 2017). Péry tvotené perforinem
narusuji bunéénou membranu a umoznuji volny prutok iontil a polypeptidii. V disledku toho je

narusena homeostaza, ¢imz nepiimo indukuje aktivaci proapoptotickych drah (Osinska et al,
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2014). Zaroven tak umoznuje vstup granzymi do bunky. Relativni rezistence NK bunék
a cytotoxickych T lymfocyti na perforinem zprostfedkovanou lyzi bunky je zajiSténa
katepsinem B — lysozomalni protedzou, ktera se vyskytuje i v cytotoxickych granulich.
Katepsin B se po degranulaci uvoliuje na membranu efektorové buiiky, kde inaktivuje perforin,
ktery poté difunduje zpét do efektorové bunky (Trapani et al, 2002).

Granzym A aktivuje kaspaza-independentni drahu apoptdzy tim, ze Stépi komplex
proteinit SET, které normaln¢ inhibuji gen pro NM23-H1. To vede k aktivaci NM23-H1
DNazy, ktera pak nevratné poSkozuje strukturu DNA (Elmore, 2007).

Granzym B je serinova proteaza, ktera $tépi proteiny v mistech lokalizace aspartatovych
zbytkli. Je schopen aktivace kaspazy-10 a muze S$tépit faktory jako je inhibitor CAD
(ICAD/DFF-45; Inhibitor of Caspase Activated DNAse). S vnitini drahou apoptozy se prolina
specifickym Stépenim BID na tBID a indukci uvolnéni cytochromu C z mitochondrii. Muze

také piimo indukovat efektorovou fazi apoptdzy, a to aktivaci kaspazy-3 (Elmore, 2007).

1.1.1.4 Efektorova faze — mimojaderné zmény

Iniciaéni faze nésledné prechdzi ve fazi efektorovu. V této fazi probihaji typické
morfologické a biochemické zmény, které builku pfipravuji na néslednou eliminaci fagocyty.
Témi jsou zejména smrsténi bunky, nasledny blebbing membrany a tvorba apoptotickych
télisek. Schéma téchto d&ju je ukazano na obrazku 2. K dosazZeni takovych morfologickych
zmeén provadeji apoptotické buniky kromé jaderné kondenzace a fragmentace také vyraznou
reorganizaci cytoskeletu (mikrotubulii, mikrofilament a intermediarnich filament) (Cheng et al,
2010). Po vstupu buiky do efektorové faze apoptdézy dochazi k odtrzeni bunky
od extracelularni matrix (u adherentnich bun€k) a reorganizaci fokalnich adhezi, ¢imz se bunka
zakulati. Toho je mimo jin¢ dosazeno kaspaza-dependentnim Stépenim kinazy fokalnich adhezi
pp125 (FAK ppl25; Focal adhesion kinase pp125).

Intermediarni filamenta se déli do 5 tfid. Na pocatku efektorové faze jsou keratiny 1.
a3. typu Stépeny kaspazami-3, 6 a 7, zatimco keratiny 2. typu jsou vuci proteolyze
zprostiedkované kaspazami odolné. Po rozstépeni se v cytoplazmé hromadi jejich fragmenty
a tvoii velké agregaty. Stépeni keratinu K18 1. typu kaspazou je dilezité pro udrZeni integrity
membrany b&hem apoptdzy (Doncel et al, 2016). V této fazi dochazi také k rozpadu
mikrotubuld.

Blebbing membrany poté zacina kontrakci aktinovych filament zavislou na myosinu II.

Nakonec dojde k rozlozeni aktinového cytoskeletu kaspdzami a vznikaji apoptoticka téliska
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obsahujici bunééné organely (Mills et al, 1999). Vsechny déje jsou z velké Casti zavislé
na Stépeni efektorovymi kaspazami-3, 6 a 7. Napi. fosforylace lehkého fetézce myosinu, ktera
je potteba ke kontrakci aktinovych filament, je disledkem Stépeni kinazy Rho-associated
protein kinase I (ROCK 1) kaspazou-3 (Ndozangue-Touriguine et al, 2008).

Nakonec jsou apoptoticka téliska rozpoznavana fagocyty a fagocytovana. Tento proces
je umoznén zménami ve slozeni plazmatické membrany apoptotické bunky, které slouzi jako
eat me signal. Mezi nejznaméjsi signalni molekuly patii fosfatidylserin (PS). Fosfatidylserin se
fyziologicky nachézi spole¢né s fosfatidylethanolaminem (PE) primarné na vnitini strané
fosfolipidové dvojvrstvy, sfingomyelin a fosfatidylcholin na stran¢ vnéj$i. Za jejich lokalizaci
mohou enzymy flipadzy — ATP-dependentni aminofosfolipidové translokazy, které PS a PE
transportuji na cytoplazmatickou stranu membrany. V prubéhu apoptotického procesu vsak
dochdzi ke zméné& asymetrické distribuce fosfolipidli a PS je translokovan na vnéjsi stranu
plazmatické membrany. Za to jsou zodpovédné kaspazou-3 a 7 aktivované skramblazy,
konkrétné¢ Xkr8 skrambldza, kterd nespecificky a obousmérné transportuje fosfolipidy a tim
narusuje jejich rovnovazné asymetrické rozmisténi (Mariiio et al, 2013). Zaroven dochazi
ke kaspaza-dependentni inhibici flipazy (Segawa et al, 2014). Dalsi molekuly, které se objevuji
na vngjsi stran¢ plazmatické membrany v prubehu apoptdzy, jsou napt. anexin I a kalretikulin
(Erwig et al, 2008).

Tyto povrchové zmény pak mohou bud’ pfimo interagovat s receptory na povrchu
fagocytll, nebo vazat sérové proteiny (opsoniny), které slouzi jako spojnice mezi fagocytem

a apoptotickym téliskem (Erwig et al, 2008).

Normalni bunka ZmensSeni bunky, Blebbing, Vznik apoptotickych télisek
kondenzace chromatinu nuklearni fragmentace a jejich fagocytoza

Obrazek 2: Morfologické zmény bunky pri apoptéze (upraveno dle Arduengo, 2013).

1.1.1.5 Efektorova faze — jaderné zmény

Efektorova faze apoptdzy je dale charakteristickd morfologickymi zmé&nami jadra,

kterymi jsou jeho kondenzace a fragmentace spojené s biochemickymi zménami — fragmentaci
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DNA (Robertson et al, 2000). Tyto d€je slouzi predevsim k usnadnéni odstranéni apoptotické
bunky fagocyty a k prevenci zaclenéni DNA apoptotické buiiky do sousednich bunék (Susin et
al, 2000).

Pocatek dé&ji, které vedou k nuklearni fragmentaci je zavisly na naruSeni jaderné¢ho
obalu a jaderné laminy. Jak jiz bylo zminéno, kaspazou-3 Stépena kinaza ROCK I vede
ke kontrakei aktin-myosinovych filament, ktera jsou na jednom konci vazana k jadru. Jiz tento
proces ma za nasledek naruseni jadern¢ho obalu (Croft et al, 2005). DalSim proteinem
podilejicim se na zachovani integrity struktury jadra je protein Nuclear mitotic apparatus
(NuMA). Protein NuMA je Stépen kaspazou-3 a 6 (Robertson et al, 2000). Déle je aktivaci
kaspazy-9 zvySovana permeabilita jadernych porii, coz umoznuje cytoplazmatickym kaspazam
dosahnout jejich jadernych substrath (Faleiro et al, 2000).

Jaderna lamina se sklada z intermedidrnich filament typu V — lamind. Ty jsou pak
specificky $tépeny kaspazou-3 a 6 (Doncel et al, 2016). Prvnim identifikovanym substratem
pro kaspazy byla poly (ADP-ribéza) polymeraza (PARP; Poly (ADP-ribose) polymerase).
Ta se spolecn¢ s DNA-dependentni protein kindzou (DNA-PK; DNA-dependent protein
kinase) podili na opravé poskozené DNA. Kaspaza-3 tyto enzymy inaktivuje, ¢imZ zabranuje

jejich protichidnému ptisobeni, tedy opravé DNA.

1.1.1.6 Kondenzace chromatinu a jadra

Rada proteinii jaderné¢ho obalu, v&etnd lamind, je spojena s chromatinem. Diky tomu
spousti jejich Stépeni zmény v konformaci chromatinu, coZz umoziuje ptistup faktorim, které
moduluji jeho kondenzaci a degradaci (Prokhorova et al, 2015). Pro apoptotické zmény
pfedchéazejici destrukci chromatinu hraji daleZitou roli 1 modifikace histonii — fosforylace
histonit H2A, H2B, H3 a H4 a defosforylace H1. Nejvice studovanou modifikaci histoni je
fosforylace H2B katalyzovana mitogenem aktivovanymi proteinkindzami (MAPK; Mitogen-
activated protein kinase) mechanismem kaspaza-independentnim a kinazami Mst1 nebo PKC-6
mechanismem kaspdza-dependentnim (Prokhorova et al, 2015).

Proces kondenzace chromatinu Ize rozdé¢lit do 3 stupnd. Stupeit 1 — prstencova
kondenzace je charakteristickd spojitym prstencem kondenzovaného chromatinu na vnitini
stran¢ jaderného obalu. Ve fazi 2 —fetizkové kondenzaci jsou v prstenci viditelné diskontinuity,
které nasledn€¢ nabyvaji koralkovitého vzhledu. Béhem této faze zacind pyknoza jadra.
Ve 3. fazi kondenzace chromatinu — fazi jaderné¢ho kolapsu se jadro rozdéluje na jednotlivé

fragmenty a tvoii se konecna apoptoticka téliska. Tato faze je zadvisld na ATP (Toné et al, 2007).
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Nekondenzovany Prstencova kondenzace Retizkova kondenzace Kolaps jadra
chromatin Stupent 1 Stupeii 2 Stupei 3

Obrazek 3: Stupné kondenzace chromatinu (upraveno dle Toné et al, 2007).

1.1.1.7 Fragmentace DNA

Alesponn dvé paralelni a redundantni drdhy vedou ke kondenzaci chromatinu
a fragmentaci DNA. Jedna z téchto drah je kaspdza dependentni a ucastni se ji endonukleaza
CAD/DFF-40, ktera v pritomnosti hotecnatych ionti §t€pi DNA preferencné v A-T bohatych
oblastech. Kaspaza-3 nebo kaspaza-7 se na aktivaci této drahy podili stépenim svého substratu
ICAD/DFF-45. Za normalnich okolnosti se endonukleaza CAD/DFF-40 nachazi ve stabilnim,
neaktivnim komplexu s ICAD. V apoptotické buiice je ICAD S§tépen zejména kaspazou-3 na tfi
fragmenty a CAD se tak z komplexu uvoliiuje a aktivuje. Jeho vazba na dvouvlaknovou DNA
a endonukledzova aktivita je zavisla na interakci s histonem H1 (Ninios et al, 2010). Bun&cna
lokalizace tohoto komplexu se v literatufe 1i8i. Ve studii Samejima et al (2000) ukazuji, Ze maji
ICAD i CAD na svém C-konci aminokyseliny, které funguji jako signal pro jadernou lokalizaci
a komplex se tak i v intaktnich buinikach nachazi v jadre.

Tato dréha vede k fragmentaci DNA na oligonukleozomalni fragmenty a pokrocilé
kondenzaci chromatinu (2. stupet kondenzace). Druhd drdha je na kaspaze nezavisla. Zahrnuje
translokaci AIF z mitochondrie do jadra a vede k fragmentaci DNA na fragmenty o velikosti
~50 kb a kondenzaci chromatinu na jadernou periferii (stupeni 1). Vzhledem k tomu, ze AIF
nema endonukledzovou aktivitu, jeho funkce v jadie je s nejvétsi pravdépodobnosti zavisla
na interakci s jinymi proteiny (Prokhorova et al, 2015).

Na vzniku téchto fragmentl se podili také topoizomeraza Il (Solovyan et al, 2002).
Zaroven je z mitochondrie nezavisle na kaspazach uvoliovana endonukledza G. Oproti CAD
neni tato endonukledza specificka pro dvouvldknovou DNA — §tépi i jednovlaknovou DNA
a RNA. Dale také oproti CAD, ktera generuje vyhradné dvoutetézcové zlomy, generuje Endo
G jednotetézcové zlomy preferencné na 5’ koncich guaninu. Pisobeni Endo G pak vede
k fragmentaci DNA jak na fragmenty o vétsi molekulové hmotnosti, tak na oligonukleozomalni
fragmenty. Jejim kofaktorem jsou hotfecnaté ionty a jeji Cinnost je zavisla na DNaze 1

a exonukleazach (Widlak et al, 2005). Ob¢ drahy na sebe navazuji. AIF-indukovand jaderna
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apoptéza (stadium I) obvykle piredchazi draze indukované CAD (stadium II) a fragmentace
DNA na fragmenty o velikosti ~50 kb piedchdzi internukleozomalnimu S$tépeni DNA
(fragmenty o velikosti ~180 bp a nasobky — vznik tzv. DNA zebiiku). Kromé toho mohou obé
drahy piisobit na sobé nezavisle (Widlak et al, 2005).

Dalsim proteinem Stépenym kaspazou-3 je protein Apoptotic chromatin condensation
inducer in the nucleus (acinus). Obecné se v literatuie objevuje fakt, Ze je tento protein schopen
indukovat kondenzaci chromatinu. Studie A. P. Joselina et al (2006) vSak ukazuje, Ze bunky,
které¢ acinus neobsahuji, nevykazuji inhibici kondenzace chromatinu, pouze inhibici DNA

fragmentace, coz naznacuje jeho ulohu pii fragmentaci DNA.

Nukleozom

R

~ 180 bp ~ 360 bp ~ 540 bp atd.

Obrazek 4: Internukleozomalni §tépeni DNA (upraveno dle Widlak et al, 2005).

1.1.2 Induktory apoptozy

Induktory apoptdzy lze délit na chemické, biologické a fyzikalni. Do fyzikalnich induktort
fadime rGzné typy zafeni, do biologickych pak virové infekce. Mezi chemické induktory
apoptdzy patii Siroka Skala syntetickych i pfirodnich latek. Nekteré z téchto latek inhibuji
aktivitu antiapoptotickych molekul, zatimco jiné naopak mohou aktivovat proapoptotické
proteiny (Billard, 2014). Mezi laboratorn¢ ¢asto vyuZzivané chemické induktory apoptdzy patii

napf. cisplatina, kamptotecin a staurosporin.

1.1.2.1 Cisplatina

Cisplatina (CDDP) neboli cis-diammin-dichloroplatnaty komplex je platinové koordinaéni
sloucenina. Dva chloridy na CDDP tvofi odstupujici skupiny umoziujici platinovému iontu
vytvaret vazby s DNA bazemi. Pti pokojové teploté se jedna o bily, zluty az Zlutooranzovy
krystalicky prasek. Poprvé byla syntetizovana a strukturné popsana jiz v 19. stoleti, ale jeji
cytostatické ti¢inky byly objeveny az mnohem pozdéji. V roce 1965 Rosenberg et al zjistili, ze

jisté produkty vznikajici v elektrickém poli maji cytostatické ucinky na bakterii Escherichia
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coli. Nasledn¢ se ukazalo, ze se jedna o produkty elektrolyzy platinovych elektrod — CDDP
ajeji analog tetrachlorplatinu (Rosenberg et al, 1965). To vyvolalo velky zdjem o mozné
pouziti CDDP jakozto chemoterapeutika. Vyznamnou piekdzkou v pouziti CDDP je ale jeji
nefrotoxicita, bezpecnéjsi je pouziti jejiho analoga — karboplatiny. Pfi¢inou nefrotoxicity je
tvorba konjugatu s glutathionem a nasledné tvorba reaktivniho thiolu, ktery je nefrotoxicky
(Manohar et al, 2018).

Prinik CDDP do buiky, jeji nasledna aktivace a vazba na DNA je znazornéna na
obrazku 5. CDDP se do buniky dostava predevsim pies transportéry médi Copper transporter 1
(Ctrl). Po vstupu do buriky je aktivovdna — atomy chloru odstupuji vyménou za molekuly vody,
¢imz vznikd kladn€ nabity elektrofil s vysokou afinitou k N7 dusikiim purinovych bazi
(ptedevsim guaninu) DNA a thiolovym skupindm proteinti (Dasari et al, 2014). To vede
k tvorbé aduktii s DNA, které brani replikaci DNA a zplsobuji zastavu bunééného cyklu.
CDDP je také schopna generovat reaktivni formy kysliku. Jak poSkozeni DNA, tak oxida¢ni
stres mohou vyvolat apoptézu. Dale se CDDP diky svému kladnému ndboji hromadi
v mitochondriich, které jsou nabité zaporné. To zpusobuje uvolnéni AIF a cytochromu C,
aktivaci kaspazy-9 a ndslednou apoptdozu. CDDP miiZe vyvolat i vnéj$i cestu aktivace apoptozy

produkci TNF o (Manohar et al, 2018).

A
HN cl HO | O, || HiN o, |~
\ Pt/ \ Pl/ +H,0 \ PL/
H;N oE T Cl H,N # Ty Cl H:N e \OHE
Cisplatina Aktivace po vstupu do buiiky (hydrolyza)
i . gs\}. ¢ =
— —-)
— -3
= \~ 4
H;N OH >
: \ / ’ S~ p. — NH; -
I N7 ? : / . < i
NH

=4 =4
A =)
Vnitrofetézcove pri¢né vazby (90 %) Adukt mezi dvéma protilehlymi bazemi
na komplementamich fetézcich (3-5 %)

Obrazek S: Vstup cisplatiny do buriky. A —aktivace cisplatiny po vstupu do buriky, B — vazba
na DNA (upraveno dle Law et al, 2021).
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1.1.2.2 Kamptotecin

Kamptotecin (CPT) je cytotoxicky rostlinny alkaloid, ktery byl poprvé izolovan z kiry
¢inského stromu Camptotheca acuminata pred vice nez 60 lety. Nékteré jeho derivaty
se pouzivaji jako protirakovinné 1é¢ivo predevsim pii 1écbé nadort Zaludku, tlustého stieva
a moCového méchyte (Morris et al, 1996). Mechanismus tc¢inku téchto alkaloidi je zalozeny
na inhibici topoizomerdzy I v S fazi bunééného cyklu. Hlavni funkci topoizomerazy 1 je
regulace nadSroubovicového vinuti DNA pii jeji replikaci. Jinymi slovy, topoizomerdza |
uvolnuje utazeni vlakna DNA za replikacni vidlici, ve které ji naopak enzym helikaza
rozmotava. Toho je schopna docilit §tépenim jednoho vldkna DNA, rozmotanim oto¢ek DNA
a opétovnym piipojenim Sté€pené¢ho vlakna (Li et al, 2017). CPT se vaze na komplex
topoizomerazy I a DNA a zabraniuje opétovnému spojovani vlaken DNA, coz vede ke vzniku

jednotetézcovych zlomi a nasledné p53 dependentni apoptéze (Li et al, 2000). Strukturni

vzorec kamptotecinu je zobrazen na obrazku 6A.

A B

Obrazek 6: Strukturni vzorec kamptotecinu a staurosporinu. A — kamptotecin,
B — staurosporin

1.1.2.3 Staurosporin

Alkaloid staurosporin (STS), jehoz strukturni vzorec je uveden na obrazku 6B, byl poprvé
izolovan z bakterie Streptomyces staurosporeus v Japonsku v roce 1977, ptesna struktura byla
vSak urena az v roce 1994 (Omura et al, 1977; Funato et al, 1994). Mezi prospésné biologické
aktivity STS patii antifungalni u€inky, inhibice agregace krevnich desticek a antihypertenzni

vlastnosti (Omura et al, 2018).
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Deset let po objevu STS bylo prokazano, ze je také velmi ucinny, avSak nespecificky
inhibitor proteinkindz, zejména tyrosinkinaz. Toho je dosazeno vysokou afinitou STS
k vazebnému mistu pro ATP na proteinkindze, coZ znemoznuje vazbu ATP (Cartuche et al,
2019). Pouziti cytotoxického ucinku staurosporinu na lé€bu rakoviny je vSak limitovano jeho
toxicitou pro okolni buiiky. Projevem je pak pfedevSim hyperglykémie s acidozou, plicni
dysfunkce, hypotenze, priijjem a zvraceni. Pfestoze nékteré novéjsi prizkumy ukazuji, Ze je tato
negativni vlastnost feSitelna napi. zaclenénim STS do lipozom, které se pak prednostné
akumuluji v buiikdch nadoru a také sleziny, je stale vyuZzivan zejména ve vyzkumu jakoZto
induktor apoptézy (Mukthavaram et al, 2013). Mechanismus apoptozy indukované STS stéle
neni uplné popsany. STS méni potencial vnéj$i mitochondridlni membrany a zvySuje tak jeji
permeabilitu, ¢imz aktivuje vnitini drahu apoptozy. Zhang et al ve studii (2004) dokazali,
Ze inhibice kaspaz ani nadmérnd exprese antiapoptotického Bcl-2 apoptézu navozenou
pusobenim STS neinhibuje. Z toho vyplyva, Ze existuje i dalsi, kaspdza independentni cesta
navozeni apoptozy STS. Studie Mannse et al (2011) zase ukazuje, ze lze aktivovat
modifikovanou vnitini cestu apoptdzy, ktera aktivuje kaspdzu-9 nezavisle na tvorbé

apoptozomu.

1.2 Fluorescencni detekce jadernych zmén pri apoptoze

Fluorescence spolecné s fosforescenci predstavuji jev zvany luminiscence. Prakticky se
jednd o spontdnni emisi elektromagnetického zafeni atomem ¢i molekulou vyvolanou
predchozi absorpci energie, ktery vznika jako prebytek zateni latky nad urovni jejiho tepelného
zateni (Nepras et al, 1983). Excita¢nim zdrojem miize byt chemicka reakce, elektricky proud,
tepelnd energie a v pfipad€ fotoluminiscence jim je opét elektromagnetické zafeni.
Fluorescencni detekce je jednou z nejcastéjsich metod detekce jadernych zmén, které vznikaji
v pribehu apoptotického procesu. K témto zménam patii DNA fragmentace a nuklearni
kondenzace a fragmentace. K detekci fragmentace DNA se vyuzivaji 3 rutinni testy —
Kometova metoda, DNA Zebiik a metoda TUNEL.

Kometova metoda, té€Z znama jako gelova elektroforéza jednotlivych bun¢k (SCGE; single
cell gel electrophoresis assay) je metoda pouzivana pro detekci poskozeni DNA v jedné buiice
(Majtnerova et al, 2018). Kometovou metodu lze aplikovat jak na eukaryoticke,
tak na prokaryotické buiiky. Pouziva se pfedevsim k testovani genotoxicity. Principem testu je
elektroforetickd separace jednovlaknovych a dvouvldknovych fragmentii DNA, které k anodé

migruji rychleji nez DNA neporuSend. Vysledny obrazec pak pfipomina kometu, zobrazenou
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na obrazku 7A, pficemz neporusena DNA zistava v hlavé komety a DNA fragmety tvofi jeji
ocas.

Pied samotnym testem se suspenze bunck smiché s nizkotajici agar6zou (LMPA; Low
melting point agarose). Ta je na rozdil od bézné pouzivané agardzy pii teploté¢ 37° C jesté
tekutd. Tato smés je nasledn€ umisténa na mikroskopickeé sklicko potazené agar6zou s normalni
teplotou tani, ptikryta krycim sklickem a uloZena v chladu tak, aby LMPA s buiikami ztuhla.
Podlozni sklicka jsou poté umisténa do lyzacniho pufru. Slozeni lyzac¢niho pufru neni
v laboratofich jednotné, pfevazné obsahuje vysokou koncentraci soli a rizné detergenty. Sil
v lyzaénim pufru umoznuje odstranéni bunéné membrany, proteinti, cytoplazmy
a nukleoplazmy. Dale se provadi samotnd elektroforéza ve stejnosmérném elektrickém poli.
Nakonec je DNA barvena a detekovéana ve fluorescenénim mikroskopu (Shukla, 2018).

Tento test je mozné pouzit pro detekci jednofetézcovych DNA zloml za alkalickych
podminek a dvoufetézcovych DNA zloml za neutrdlnich podminek (Fields et al, 2016).
V alkalickém prostiedi o pH 10 a vySe se naruSuji vodikové mistky mezi pary bazi DNA,
coz umoziuje oddéleni obou fetézcti DNA. Pokud se na DNA nachazeji jednofetézcové zlomy,
dojde kjejich uvolnéni v podobé jednovladknovych fragmentd, které je nésledné mozné
detekovat. Neutrdlni pH je vhodné pro detekci dvouretézcovych zloml (Majtnerova et al,
2018). Pomoci modifikované Kometové metody v alkalickém prostiedi 1ze zaroven detekovat
oxidativni poSkozeni DNA buné¢k. K této detekci se vyuziva enzym formamidopyrimidin-
DNA-glykosylaza (FPG). FPG je DNA reparacni enzym, ktery generuje DNA zlomy v mistech
oxidovanych purinovych bazi tzv. FPG mistech (4zqueta et al, 2013).

Dalsi metodou, kterd je vyuzivdna k detekci fragmentace DNA je metoda DNA zebiiku.
Metoda DNA Zebiiku vyuziva pfitomnosti fragmenti DNA, jejichZ délka je rovna nasobkiim
180 part bazi vznikajicich v disledku internukleozomalni fragmentace DNA v pribéhu
apoptdzy. Po lyzi bunék je fragmentovana genomova DNA izolovana a $tépi se kontaminujici
RNA. Nasledné jsou fragmenty DNA elektroforeticky separovany na agardézovém gelu
ve stejnosmeérném elektrickém poli. DNA migruje k anod€, pficemz nejkrat§i fragmenty
migruji v gelu nejdale. Nakonec jsou fragmenty DNA barveny a vizualizovany. K barveni se
nejcastéji pouziva interkalujici fluorescencni sonda — ethidium bromid (Majtnerova et al,
2018). Vysledek testu je zobrazen na obrazku 7D, 7E.

Terminal deoxynucleotidyltransferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) metoda vyuZziva
enzymu terminalni deoxynukleotidyl transferazy (TdT; Terminal deoxynucleotidyle
transferase), ktera rozpoznava mista zlomu v fetézci DNA a katalyzuje pfipojeni znaceného

deoxyuridintrifosfatu (dUTP) na volny -OH konec téchto zlomii. V procesu jsou buiky
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fixovany, permeabilizovany a nasledné do nich pronikd TdT spolu s dUTPs, které jsou ptimo
fluorescencné ¢i enzymaticky znaCeny a vizualizovany. Alternativou je znaCeni nepiimé, které
vyuziva inkorporaci bromodeoxyuridintrifosfati (BrdUTPs), které jsou pak znaceny
protilatkou anti-BrdUTP (Majtnerova et al, 2018).

DNA fragmentace vSak neni charakteristickd pouze pro apoptdzu. Fragmenty DNA, 1 kdyZ
nepravidelné, vznikaji i pii nekroze. Pouzitim téchto technik tedy nelze rozpoznat apoptdzu od

nekrozy (Banfalvi, 2017).

hlava

Obrazek 7: Vysledky testi slouzicich k detekci fragmentace DNA. A — Kometova metoda;
B - TUNEL metoda, vysledek indikujici bunéénou smrt; C - TUNEL metoda, apoptoticka
téliska; D - DNA zebtik, kontrolni bunky; E - DNA zebftik, buiikky po vystaveni induktoru
apoptozy (upraveno dle Majtnerova et al, 2018; Moore et al, 2021).

Dalsi casto pouzivanou moznosti je detekce kondenzace chromatinu a jadra a jaderné
fragmentace. K tomuto ucelu jsou opét Casto vyuzivané fluorescencni techniky, predevsim
fluorescencni mikroskopie. K fluorescencnimu stanoveni apoptozy lze také vyuzit pratokova
cytometrie nebo spektrofluorimetrie. Ke znaceni jader se pouzivaji fluorescencni sondy, které
se specificky vazou na DNA a umoziuji tak jeji vizualizaci (Banfalvi, 2017). Mezi takové
sondy patii napt. sondy Hoechst, konkrétné Hoechst 33258, 33342 a 34580 a sonda DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenylindol).

1.2.1 Fluorescen¢ni sondy pro znaceni nukleovych kyselin

Dnes jsou fluorescencni techniky vyuzivany pro analyzu nejriiznéjSich biomolekul
v buiice 1 mimo ni. Fluoreskujici latky obsahuji konjugované dvojné vazby. Molekuly, které
fluoreskuji pfirozené¢ se nazyvaji vnitini (vlastni) fluorochromy. Fluoreskovat mohou

redukované formy koenzymi NADH, NADPH a flaviny (fluorescence v modro-zelené casti

31



spektra), hemoglobin (fluorescence ve zluto-Cervené ¢asti spektra), ale také proteiny, jejichz
hlavnimi fluorochromy jsou aromatické aminokyseliny (fluorescence v UV oblasti) (Koenig
et al, 1994). Mnohem v¢étsi analyticky vyznam v§ak maji vnéjsi (nevlastni) fluorochromy, které
se ke studovanému vzorku ptidavaji. Pokud se mezi takovym fluorochromem a analyzovanou
latkou tvotfi kovalentni vazba, jednd se o fluorescen¢ni znacku. Fluorescen¢ni znacky se
pouzivaji pfedevSim ke znaceni proteint, ve kterych se pomoci reaktivni skupiny kovalentné
vazou prevazné na jejich aminové a thiolové funkcni skupiny, jak ukazuje tabulka 2 (Holmes
et al, 2001). Mezi vyznamné fluorescencni znacky patii napf. derivaty fluoresceinu
fluoresceinisothiokyanat, fluoresceinmaleimid a tetrametylrhodaminisothiokyanat. V ptipadé
vazby nekovalentni hovotime o fluorescencnich sondach. Fluorescen¢ni sondy po vazbé ¢asto
vyrazné méni svilj kvantovy vytézek, ptipadné i spektralni vlastnosti.

Na fluorescenéni sondy vhodné pro detekci nukleovych kyselin je s ohledem na jejich
pouziti v zivych buiikach kladeno vice pozadavki. Musi dobie prostupovat bunécnou
membranou, tedy byt lipofilni, mit vysokou afinitu a specifitu pro cilovou sekvenci nukleové
kyseliny, nizkou cytotoxicitu a vysoky pomér signalu k pozadi. Vzhledem k tomu, Ze moderni
ptistroje nedosahuji dostatecné citlivosti k detekci signdlu jedné molekuly fluorescen¢ni sondy
vazané na jedinecnou sekvenci DNA nebo RNA, cilova sekvence musi byt pfitomna ve vétSim
poctu kopii. Pro jadernou DNA jsou vhodnou cilovou strukturou naptiklad repetitivni sekvence
DNA (Boutorine et.al, 2013). Nespecifické vazby na dvouvlaknovou DNA lze docilit pouzitim
interkala¢nich sond, které se vmezeii mezi pary sousednich bazi v DNA. Interkalacni sondy
vSak neprostupuji bunéénou membranou intaktnich bunék (Haugland, 2010).

Tabulka 2: Reaktivni skupiny nékterych fluorescencnich znacek a tvorené vazby
s proteiny (upraveno dle Holmes et. al, 2001).

Funkéni skupina proteinu | Reaktivni skupina fluoresencni znacky Utvorena vazba
o o
G o =+ D
SH W
(o]
Thiolova skupina Maleimid ~ © Thioether
S

G = |G we=s |G Do Comar>

Aminova skupina Isothyokyanat Thiomocovina
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1.2.1.1 DAPI

Prvnim ptikladem fluorescen¢ni sondy pro detekci nukleovych kyselin v buiikéch je
sonda DAPI (4°,6-diamidino-2-fenylindol). Jedna se o lipofilni sondu, ktera se specificky vaze
do A-T bohatych oblasti malého zlabku DNA. Konkrétné jsou k vazb¢ tieba alespon 4 po sob¢
jdouci A-T/T-A sekvence (Banerjee et al, 2008). Po této vazb¢ intenzita fluorescence vzroste
asi dvacetkrat. Vazba je moznd i na G-C sekvence DNA, u nichZ se pfedpokladé interkala¢ni
mechanismus vazby, ¢i vazba do velkého zlabku (Jansen et al, 1993). V ptipad¢ této vazby se
vSak intenzita fluorescence nezvysuje (Banerjee et al, 2008). Mozna je 1 vazba na pary A-U
bazi v RNA, mezi které také interkaluje (Tanious et al, 1992). Vinova délka excitacniho
maxima je 364 nm, emisniho maxima 454 nm — jde tedy o sondy emitujici zafeni v modré ¢asti
spektra. Vlnova délka emisniho maxima pifi vazbé DAPI na RNA je pak okolo 500 nm
a intenzita zafeni je jen asi 20 % v porovnani s vazbou na DNA (Kapuscinski, 1990). DAPI
prostupuje membranou intaktnich bunc¢k hufe, je proto preferencné¢ pouzivana u bunék

fixovanych (Wallberg et al, 2016, Chazotte, 2011).

-2HCI

H,N
| NH NH,

Obrazek 8: Strukturni vzorec sondy DAPI.

1.2.1.2 SYTO

SYTO sondy patii do skupiny asymetrickych cyanini. Jednd se o rodinu témét
40 zelenych, modrych, oranzovych a ¢ervenych fluorescen¢nich sond. Jejich excita¢ni maxima
se pohybuji od 419 nm az po 654 nm (Tarnok, 2008). Jsou schopny vazby na DNA i RNA
eukaryotickych bunék i vétSiny grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. LiSi se mezi sebou

schopnosti prostupovat cytoplazmatickou membranou intaktnich bunck, excitacnimi
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a emisnimi spektry, afinitou vazby k DNA a RNA i mirou zesileni intenzity fluorescence
po vazbé na nukleovou kyselinu. Obecné jsou vSak charakterizovany témét nulovou
fluorescenci, pokud vazany nejsou, coz zajistuje vysoky pomér signalu k pozadi.

Jak jiz bylo feceno, sondy se vazou jak k DNA, tak k RNA. VétSinou je intenzita
fluorescence srovnatelna. Vyjimkou je SYTOI12 a SYTOI4, jejichz fluorescence je
intenzivnéj$i v komplexu s RNA a SYTOI16, kterd fluoreskuje silnéji pii vazbé k DNA.
Vyplyva, ze eukaryotické bunky barvené¢ SYTO sondami vykazuji kromé fluorescence jadra
i difuzni fluorescenci cytoplazmy. Mohou také barvit mitochondrie (Haugland, 2010).
Interakce cyaninovych barviv s DNA je komplexni, ovlivnénd elektrostatickymi,
Van der Waalsovymi, hydrofobnimi a sterickymi interakcemi. Sondy SYTO jsou vice
hydrofobni, nez jina cyaninova barviva. Vazou se k DNA hlavné na zéklad¢ jejich kladného
naboje, primarné do malého Zlabku (Eischeid, 2011). V literatufe jsou nejvice zminovany

sondy SYTO-13 a SYTO-16.

1.2.1.3 DRAQS5

Dalsi DNA specifickou sondou je sonda Deep red fluorescent anthraquinone 5
(DRAQS). Jedna se o synteticky anthrachinon s vysokou afinitou k DNA schopny prochazet
cytoplazmatickou membranou intaktnich bunék. DNA védze dvéma zpisoby. Stejné¢ jako
predchozi sondy se vaze na maly Zlabek DNA, avSak pfi koncentracich nad 0,5 uM piisobi jako
interkalator (Wang et al, 2016). Excitaéni maximum DRAQS5 je 647 nm a nachazi
se tedy v Cervené Casti spektra. Jak napovida nazev, po vazbé k DNA emituje tmavé Cervené
az infracervené zareni. Vazba k DNA je spojena s posunem emisniho spektra k vysSSim
vlnovym délkadm, avSak ke zvySeni intenzity fluorescence po vazbé nedochdzi (Smith et al

2000).
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Obrazek 9: Strukturni vzorec DRAQS.

1.2.1.4 Hoechst

Dals$im ptikladem fluorescencnich sond pro znaceni nukleovych kyselin jsou sondy
Hoechst — Hoechst 33258, Hoechst 33342 a Hoechst 34580. Tyto sondy byly vyvinuty zaniklou
némeckou spole¢nosti Hoechst AG na poc¢atku 70. let 20. stoleti. Jedna se o strukturné podobné
sondy na bazi lipofilnich bisbenzimidl, které jsou vyuzivané ptfedevSim pro fluorescencni
mikroskopii. Stejné jako sonda DAPI se specificky vazi do malého zlabku DNA, konkrétné
na A-T bohaté oblasti. Pro vazbu jsou tfeba minimaln¢ 4 za sebou jdouci pary A-T bazi. Po
vazb¢ pak jejich fluorescence zesili asi tficetkrat a dojde k mirnému posunu emisnich maxim,
coz zajist'uje dostate¢n¢ vysoky pomér signalu k pozadi (Camargo et. al, 2004). Hoechst sondy
jsou schopné penetrovat bunééné membrany a pouZzivaji se proto zejména k barveni jader
zivych bunék. Hoechst 33342 jimi pak prochazi nejsnéazeji z divodu pritomnosti lipofilni
ethylové skupiny (Majumdar et al, 2020).

Jsou vyuzivany ptfedevsim ke studiu zmén jaderné morfologie u apoptodzy a bunééného
cyklu. Sondy pfi vazbé na apoptotické buiilky zvysuji intenzitu fluorescence, jak bylo dokazano
v nékterych studiich (Majtnerova et al, 2021; Zhang et al, 2007). To mize byt zptisobeno
zménou v konformaci DNA, snizenou funkci transmembranovych protein, které normalné
za spotieby ATP pfenaseji latky ven zbunky, nebo zménou permeability plazmatické
membrany pii apoptoze. Podle studie Ormeroda et al (1993) je pfic¢inou pravdépodobné zména
permeability plazamtické membrany. Zajimavou oblasti pouziti je identifikace kmenovych
bun¢k, u kterych dochazi k preferenénimu efluxu sond Hoechst diky aktivit¢ ATP binding

cassette (ABC) transporteri. To se projevi snizenim intenzity fluorescence. Fluorescence
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Hoechst 33342 a 33258 je zhasSena 5-bromo-2°-deoxyuridinem (BrdU), ¢ehoz mize byt také
vyuzito pti studiu bunécného déleni (Haugland, 2010). BrdU je pyrimidinovy analog, u n¢hoz
dochazi k interkalaci do mista thymidinu v nové vznikajici DNA u délicich se bunék (Taupin,
2007). Hoechst sondy se pak do takovéto DNA stale vazou, avsak k fluorescenci jiz nedochazi.
Excita¢ni maximum maji tyto sondy v UV oblasti, Hoechst 34580 vSak miize byt excitovan
1 viditelnym zafenim (Selph K. E., 2021). Emisni maximum je pak 465 nm pro Hoechst 33258
a 33342 a 440 nm pro Hoechst 34580, nachazejici se v modré Casti viditelného spektra (Selph,
2021; Haugland, 2010). Hoechst 34580 je ze sond Hoechst pouzivan nejméné.

Hoechst 33258 (HT58) je z Hoechst sond nejhydrofilngjsi. Jeho excitaéni maximum je
pii 355 nm, emisni pak pii 465 nm. Vazba do malého Zlabku DNA je zprostfedkovana
vodikovymi vazbami, Van der Waalsovymi silami (VdW) a hydrofobnimi interakcemi. VdW
sily jsou v malém zldbku mnohem silnéj$i, protoze sonda doseda tésn¢ do drazky, oproti SirSimu
velkému zlabku (Hagq et al, 1997). Divodem jeho selektivni vazby na A-T baze malého zlabku
jsou 2-amino skupiny guaninu, které neumoznuji spravné umisténi dvou po sob¢ jdoucich
bisbenzimidovych jader. Substituce guaninu za inosin pak vazbu do malého zlabku obnovuje
(Bailly et al, 1993). Pifi vysSich koncentracich sondy (pomér koncentraci
sondy/fosforecnanu>0,05) dochazi k jeji nespecifické vazbé na DNA. To mé za nasledek
zhaSeni modré fluorescence a vznik slabé zelené fluoreskujiciho komplexu (emisni maximum
480 nm). Tuto nespecifickou vazbu inhibuje ethanol (Stokke et al, 1985). Mezi G-C sekvence
DNA pii vyssich koncentracich stejné jako DAPI nejspiSe interkaluje, projevujic se opét

mnohem nizsi intenzitou fluorescence (Bailly et al, 1993).
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Tabulka 3: Strukturni vzorce, excitani a emisni maxima sond Hoechst (dle Szczurek et al,
2014, Yamamoto et al, 2019).

Nazev Strukturni vzorec AMex,max) | A(em,max)

HaC
*3HCI

Y
S
Hoechst 33258 \@ \ N 355 nm 465 nm
'agBHE @S

HC
- 3HCI

N
S
Hoechst 33342 \@: \>/‘©':N\ z 355 nm 465 nm
o}
NH NH —\CH3

H5C.
*3HCI

\N/\
Hoechst 34580 k,/“ N N 392 nm 437 nm
N
NH NH \CH3

1.2.2 Fluorescencni metody
1.2.2.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je modifikace bézné svételné mikroskopie, ktera vyuziva
fluorescence ke zna€eni bunéénych organel ¢i jednotlivych molekul. Zateni, jehoZ zdrojem je
nejcastéji rtutova vybojka, nejprve prochdzi excitacnim filtrem. Ten propousti pouze svétlo
té vinové délky, ktera je tfeba k excitaci ptidaného fluorochromu. Svétlo o kratké vinové délce
je nasledné pod tthlem 90° odrazeno pomoci dichroického zrcadla do objektivu a ke vzorku.
Vzorek se zafenim excituje a emituje svétlo vyssi vinové délky, které prochéazi objektivem
a zpét na dichroické zrcadlo, kterym je propousténo k detektoru. Filtry a dichroické zrcadlo
jsou Casto zapojeny spolecné do tzv. filtra¢ni kostky. Vysledny signél je pozorovan okularem
a zaznamendavan pomoci CCD kamery. Toto uspofddani je charakteristické
pro epifluorescen¢ni mikroskopy, které jsou zékladem komplexnéjSich fluorescencnich

mikroskopt, jako jsou konfokalni fluorescenéni mikroskopy (Bihonegn, 2018).
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Obrazek 10: Fluorescencni mikroskop (upraveno dle Majtner, 2015).

Pouzitim riznych filtrii pro rtzné fluorochromy vznika vysledny signal, ktery
nam umoznuje znafeni vice bunéénych slozek a nasledné sloZeni jednotlivych signali
do vicebarevného obrazu, na kterém je patrna jejich distribuce a mnozstvi v bunice. Takovéto
usporadani ma za nésledek vznik svétlého vysoce kontrastniho signdlu na temném pozadi.

Ke znaceni DNA pfi fluorescencni mikroskopii jsou hojné pouzivané sondy Hoechst
a DAPI emitujici zafeni modré barvy. Zurek-Biesiada et al viak ve své studii zjistili,
Ze 1 po vystaveni relativné malému mnozstvi UV zafeni dochéazi nejen k jejich oekavanému
fotovybéleni a tedy snizeni modré fluorescence, ale také k privodni emisi zeleného zareni
o emisnim maximu 520 nm excitované¢ho zafenim modrym. Bunky, které ptfedtim nebyly
vystaveny UV zéfeni vykazovaly pouze zanedbatelnou zelenou emisi. Probihajici chemicka
zmeéna zodpovédna za tento posun excitacnich a emisnich maxim k vy$§im vilnovym délkam je
protonace. Konkrétné u sond DAPI a HT58 se po hodiné modra fluorescence obnovila
na uroven asi 50 % vychozi hodnoty, zatimco zelena fluorescence o 50 % klesla. Je tedy mozné,
ze mezi puvodnim barvivem a fotoproduktem dochézi k Forsterové rezonancnimu pienosu
energie (FRETu). Tato neocekdvana emise zelené¢ho svétla miize byt pti¢inou vzniku falesné
pozitivniho vysledku pfi pouziti jinych zelen¢ emitujicich sond ve stejném experimentu

(Zurek-Biesiada et al, 2013).
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1.2.2.2 Pritokova cytometrie

Zakladnim principem priitokové cytometrie je detekce svételného signélu, ktery vznika
po ozafeni jednotlivych bun¢k ¢i partikuli ze suspenze svételnym zdrojem. Principem vzniku
tohoto signalu je rozptyl svétla pochazejiciho ze zdroje, ¢i excitace fluorochromt pfidavanych
do vzorku a nasledné fluorescence. Priichod pravé jedné Castice pies bod méfeni je zajistén
hydrodynamickou fokusaci. Zdrojem monochromatického zatfeni je nejcastéji laser, pficemz
ptistroj obvykle obsahuje lasert vice, coz umoziuje excitaci vice fluorochromti o riznych
excita¢nich maximech. Za vzorkem je pak umistén detektor pfimého rozptylu (forward scatter),
ktery sbird paprsky v thlech rozptylu blizkych sméru laserového paprsku a méfi tak velikost
prochazejicich c¢astic. V pravém uwhlu k excitanimu paprsku je zaznamenavano svétlo
rozptylené, tzv. boéni rozptyl (side scatter) a svétlo vyzarené, tedy fluorescence. Intenzita
paprskt dopadajicich na detektor bo¢niho rozptylu udava granularitu prochazejicich ¢astic.
Série filtri a dichroickych zrcadel pak rozdéluje emitované zaieni podle vinové délky
a propousti ho na pfislusné detektory fluorescenci (Drescher et al, 2021). Diky tomu je v jeden
okamzik umoznéno meétfeni desitek vlastnosti bun€k charakterizovanych desitkami
fluorochromt (Park et al, 2020). Vysledkem pocitacového zpracovani je dvouparametrovy dot-

plot — scattergram.

Bunécna suspenze .
P UnégSeci tekutina

Dichroicki——"" | Sim———
zrcadla — - .

+«
l ko ” R

........

/-\- - . Detektory (fluorescenéni, SSC, FSC)
- 7
a 5

Side Scatter

Forward Scatter o

Zdroj zateni (laser)

Obrazek 11: Pratokovy cytometr (upraveno dle Cell Signaling Technology).

Pfidavanym fluorochromem muze byt jedna ze sond Hoechst, které barvi jadra zivych

bunck. Lze ji tak pouzit k rozpoznani intaktnich, apoptotickych a fixovanych bunék. Toho je
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mozné docilit pfidanim druhé sondy, ktera barvi pouze jadra fixovanych bun¢k a porovnanim
intenzity signalti pfi dvou vinovych délkach pro kazdou buniku (Belloc et al, 1994). Nevyhodou
pouziti sond Hoechst pro pritokovou cytometrii je jejich excitace v UV pasmu. Pritokové
cytometry obvykle obsahuji fialovou laserovou diodu, ktera emituje zafeni o vyssich vinovych
delkach nez zafeni potrebné k optimalni excitaci sond Hoechst. UV lasery, které by byly
k optimalni excitaci tfeba vSak bé&Znou soucasti prutokového cytometru nebyvaji (Telford,
2010). Apoptotické bunky mohou byt také pro pritokovou cytometrii oznaceny Annexinem V,
ktery ma vysokou afinitu k fosfatidylserinu nebo mize byt pouzita v kombinaci s TUNEL

metodou.

1.2.2.3 Spektrofluorimetrie

VétSina spektrofluorimetrtt dokdze meéfit jak excitatni, tak emisni spektrum daného
fluorochromu reprezentované intenzitou emitované¢ho zareni pro kazdou méfenou vinovou
délku. Idedlni piistroj by mél obsahovat svételny zdroj schopny vysilat elektromagnetické
zafeni o stejné intenzité pii vSech vinovych délkach, monochromator propoustéjici stejné
mnozstvi zafeni pii vSech vinovych délkach a detektor schopny detekovat zafeni o vSech
vlnovych délkach. V praxi vSak téchto vlastnosti dosdhnout nelze (Lakowicz et al, 2017).

Nejcast€jSim zdrojem zafeni je vysokotlakd xenonova vybojka. Ta je schopna udrzovat
vysokou konstantni intenzitu emitovaného zateni od 250 nm do 700 nm (kromé oblasti kolem
450 nm). Pouzivaji se také laserové diody emitujici monochromatické zareni, které 1ze snadno
fokusovat. K rozloZeni polychromatického zafeni na téméf monochromatické se pouZzivaji
monochromatory obsahujici difrakéni miizku. Pfistroj obsahuje jak excitacni, tak emisni
monochromator. Ke korekci jejich neidedlniho chovani se pouzivaji soucasné s barevnymi
filtry. Ty zajiStuji vysSi senzitivitu stanoveni odstranénim nezddoucich vlnovych délek
z excitatniho paprsku. Zafeni z excitatniho monochromatoru pak prochazi kyvetou
se vzorkem, jehoz fluorescence je po pruchodu emisnim monochrométorem detekovana
fotonasobici, pfiCemz oba monochromatory umoznuji automatické skenovani vinové délky.

Ptistroj obsahuje také odnimatelny polarizator pouZivany pro méfeni fluorescencni anizotropie.

40



Xenonova vybojka

- Emisni
monochromator
Zrcadl% |
Detektor
: ‘ (= fotonasobic)
|
Excitaéni
monochrométor Kyveta se Vystup dat
vzorkem
’_____‘ ‘ e
== §
/ /Zrcadlo

|

Optické mit7ka
Obrazek 12: Spektrofluorimetr (upraveno dle Gomes et al, 2019).

Dnesni spektrofluorimetry jsou castéji navrhovany ke stanoveni vice vzorki pii jednom
méteni, cehoz se hojné vyuziva pii testovani bunék. Vicevzorkové usporadani je umoznéno
pouzitim mikrotitra¢nich desti¢ek namisto kyvet. Vzhledem k tomuto uspotfaddani neni mozné
meéieni vzorkil z pravého uhlu a optika pfistroje se tak od predchoziho upotradani lisi. Zdrojem
zafeni je xenonova vybojka. Soucasti je také dichroické zrcadlo, které propousti excitacni
zateni a odrazi fluorescenci k optice detektoru (Lakowicz et al, 2017).

Spektrofluorimetr miizeme napiiklad vyuzit ke stanoveni glutathionu v bunce a k urceni
mitochondriadlniho poSkozeni. Tyto testy charakterizuji viabilitu bunck a slouZzi jako ukazatel
cytotoxicity. Miizeme je tedy vyuZit jako doplitujici testy pfi studiu apoptozy.

Glutathion je hlavni bunécny antioxidant. Béhem apoptotického procesu vznikaji reaktivni
formy kysliku (ROS), coz mé za nasledek vycerpani redukované formy glutathionu (GSH)
v bufice. Snizeni hladiny GSH tedy mulzZe indikovat probihajici apoptdézu. Ke stanoveni GSH
se vyuziva nefluorescenéni sonda monochlorobiman (Capek et al, 2017). Sonda snadno
vstupuje do bunék za vzniku fluorescencniho aduktu GSH-monochlorobimanu, ktery 1ze métit
fluorimetricky. Tato reakce je katalyzovana enzymem glutathion-S-transferdzou (Kamencic et
al, 2000).

K uréeni mitochondridlniho poskozeni, ke kterému v pribéhu apoptotického procesu
dochdzi, vyuzivame stanoveni aktivity mitochondridlnich dehydrogenaz. Skupinou takovych
testll jsou testy vyuzivajici ve vodé rozpustné tetrazoliové soli (WST; water soluble tetrazolium
salt). Principem téchto testll je redukce tetrazoliové soli v pfitomnosti dehydrogendzami
redukovaného NAD(P)H za vzniku ve vodé rozpustného formazanu, ktery je nasledné

spektrofotometricky stanoven. Absorbance formazanu je tmérna koncentraci NAD(P)H.
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Tyto soli jsou negativné nabité a nemohou tak prostupovat bunéénou membranou — reakce je
umoznéna diky pfitomnosti elektronového medidtoru 1-methoxy-5-methylfenazium
methylsulfatu (Chamchoy et al, 2019). V ptipadé WST-1 vznik4 formazan tmavé Zluté barvy,
ktery absorbuje pti 440 nm (Xie et al, 2018). WST-8 pak formazan oranzové barvy absorbujici
pi1 450 nm (Chamchoy et al, 2019).

1.3 Suspenzni bunécné linie

Bunécné linie jsou bunééné kultury pochazejici z mnohobunéénych organismi, které maji
neomezenou zivotaschopnost a schopnost déleni, pokud k tomu maji vhodné podminky.
Tyto vlastnosti jsou zptisobeny mutacemi, které se vyskytuji piirozené u nddorovych bunck,
nebo jsou buiky transformovany uméle. Prvni izolovanou nddorovou linii byly lidské
epitelidlni bunky izolované Henrietté Lacks (HeLa bunky) z karcinomu délozniho ¢ipku v roce
1951. Od t¢ doby zpiisobily bunétné linie revoluci ve vyzkumu testovani metabolismu 1ék1,
cytotoxicity, studia funkce genti a syntéze biologickych sloucenin (Kaur et al, 2012). Vzhledem
ke genetickym mutacim vSak nemusi vzdy spolehlivé odrdzet vlastnosti primarnich bun¢k ze
stejnych tkani. Suspenzni bunécné linie jsou nejcastéji odvozeny od leukemickych bunck
a bunck lymfomi. Rostou v pohybujicim se tekutém zivném médiu, ve kterém se voln¢€ vznase;ji

jednotlive ¢i ve shlucich. Jejich rist je omezen koncentraci bunék v médiu.

1.3.1 RAJI

Prvni kontinuédlni lidské hematopoetické bunécné linie byly izolovany Robertem
Pulvertaftem v roce 1963 v Nigérii. Jmenovite se jednalo o sérii bunéénych linii od vice nez 100
domorodych pacientli s Burkittovym lymfomem. Nejznamé&jsi z nich je bunécna linie Raji
pojmenovand stejné jako bunécna linie HeLa po pacientovi, jemuz byly builkky odebrany
(Drexler et al, 2010). Konkrétn€ Slo o jedendctiletého chlapce, kterému byly buniky odebrany
z levé maxilly. Bunky Raji vdéci za svtij délici potencial viru Epstein-Barrové (EBV). Kazda
buiika v priméru obsahuje 50-60 ekvivalentd genomu EBV (Takakuwa et al, 2004). Bunky
maji povrchové receptory pro Fc fragmenty IgG protilatek a C3b a C3d slozky komplementu,

¢ehoz lze vyuzit pti stanoveni cirkulujicich imunokomplext v séru (Theofilopoulos et al, 1974).
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1.3.2 HL-60

HL-60 je myelocytarni bunécna linie, ktera byla izolovana z periferni krve tficetiSestileté
zeny trpici akutni promyelocytarni leukémii. Po < 60. pasaZzovani asi 5 % bun¢k spontanné
diferencuje na granulocyty. Tato diferenciace muze byt také stimulovana, a to pomoci
dimethylsulfoxidu, kyseliny = maselné,  N,N-dimethylformamidu, triethylenglykolu
nebo kyseliny retinové. Vysledné buiiky jsou schopné chemotaxe, fagocytéozy a produkce
superoxidu. Diferenciace bun¢k HL-60 je vSak pon€kud nelplnd a defektni. VéEtSina kultur
sestdva prevazné z metamyelocytli a neutrofilnich ty¢i spiSe nez z pln¢ diferencovanych
neutrofilnich segment. Kromé toho buiiky postradaji laktoferin a alkalickou fosfatazu, coz
znaCi nepfitomnost sekundarnich granuli (Collins, 1987; Koeffler et al, 1980). Pii jejich
expozici forbolovym esteriim se pak diferencuji v nedé€lici se buiiky podobné makrofagtim.
Po indukeci jejich diferenciace buniky jiz neproliferuji, ¢ehoz by bylo mozné vyuzit pti 1écbé
myeloidnich leukémii. Bohuzel vétSina leukemickych bunék v pfitomnosti téchto induktort

nediferencuje (Collins, 1987).

1.3.3 Jurkat

Bunééna linie Jurkat byla izolovana v roce 1977 z periferni krve ¢trnactiletého chlapce
trpiciho akutni lymfoblastickou leukémii (Gioia et al, 2018). Na pocatku 80. let se vyzkumem
bunéénych kultur T lymfocyti zabyval Arthur Weiss. K udrzeni lidskych T bun¢k v kultuie
potieboval Weiss zdroj riistovych faktortl. Reseni tohoto problému mu poskytli Steven Gillis
a James Watson, ktefi zjistili, Ze buniky Jurkat produkuji po stimulaci fytohemaglutininem velké
mnozstvi interleukinu-2 (IL-2). Nasledn¢ Weiss tuto bunécnou linii ziskal, avSak byla silné
kontaminovana mykoplazmaty. Proces 1€Cby této infekce dal vzniknout klonu Jurkat E6-1,
ktery se stal standardn€ pouzivanou bunécnou linii Jurkat. Dalsi studie ukéazaly, ze maximalni
produkce IL-2 je dosazeno dvojim stimulem a to protilatkami proti CD3 soucasné
s forbolovymi estery (Adbraham et al, 2004). Nejcastéji jsou tyto builkky vyuzivany ke studiu
leukémii vychazejicich z T lymfocyti a infekce HIV virem. Od pivodni buné&éné linie je dnes
odvozeno n€kolik dalSich subklonti. Napf. oSetfenim Jurkat bunc¢k Fas protilatkou vznikl
subklon s nizkou rezistenci vic¢i Fas indukované apoptdze, subklon A3 (Juo et al, 1999).

Bunky Jurkat maji kulovity tvar a tendenci se shlukovat. K jejich kultivaci se nejcastéji
pouziva kultivaéni médium Roswell Park Memorial Institute 1640 obohacené o 10% fetalni
bovinni sérum a 1% penicilin/streptomycin. Inkubace probiha pti 37 °C v atmosféte obsahujici

5% CO2 (Kwasny et al, 2011).
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Koncentrace a inkubacni Casy induktorti apoptdzy pouzivanych pii studiu apoptdzy

u suspenznich bunécnych linii jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Pouzivané induktory apoptézy u suspenznich bunék (Johnson et al, 1997,
Guchelaar et al, 1998; Sancho-Martinez et al, 2011; Ullal et al, 2010; Matsura et al, 2002,
lkeda et al, 2003, Tacka et al, 2004, Beltran et al, 2000).

Induktor apoptozy Cisplatina Kamptotecin Staurosporin
Koncentrace 5-50 uM >0,1 uM 10 nM-10 uM
Inkuba¢ni ¢as 4-16 hod 1-6 hod 1-6 hod
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2 CILE PRACE

1.

Zhodnotit stav suspenzni bunécné linie Jurkat po inkubaci s riznymi koncentracemi
cisplatiny, kamptotecinu a staurosporinu pomoci rutinnich biochemickych testd (MCB

a WST-1).

Detekovat nukledrni kondenzaci a fragmentaci bunék Jurkat ovlivnénych stejnymi
koncentraci danych toxinli pomoci zavedené kvantitativni spektrofluorimetrické

metody vyuzivajici sondu Hoechst 33258.

Optimalizovat tuto zavedenou metodu pro suspenzni bunécnou linii Jurkat (napft. vliv

michani, vymény média, apod.).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni pomicky a pristroje, software

96jamkové mikrotitracni desticky (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Analytické vahy (Mettler Toledo, CHE)

Automatické jednokandlové a vicekanalové pipety (Eppendorf, DEU)
Centrifuga (Hettich, DEU)

COz inkubéator (PHCDbi, JPN)

Mikroskop Eclipse Ts2R (Nikon; JPN)

Mraznicka (-20 °C; Liebherr, DEU)

Plastovy spotfebni material (Eppendorf, DEU)

Spektrofotometr a spektrofluorimetr Spark (Tecan, AUT)

Stolni pocita¢ (Hewlett-Packard, USA)

Kombinovana chladnic¢ka s mraznickou (4 °C, -20 °C; Liebherr, DEU)
Vortex (Heidolph, DEU)

Software

Microsoft Office — Excel (Microsoft, USA)
Microsoft Office — Word (Microsoft, USA)
Nikon NIS-Elements (Nikon, JPN)
OriginPro 9.0.0. (OriginLab, USA)

Tecan SPARKCONTROL (Tecan, AUT)

3.2 Seznam pouzitych chemikalii

Cell proliferation reagent (WST-1; Roche, DEU)

Cisplatina (CDDP; ClaHsN2Pt; Mr = 300,1 g/mol; Merck, USA)
Deionizovana voda

Fetalni bovinni sérum (Gibco, USA)

Fostatovy pufr (DPBS 10x; Gibco, USA)

Hoechst 33258 (HT58; C25H37C13N6Os; Mr = 623,96 g/mol; Merck, USA)
Kamptotecin (CPT; C20H16N204; Mr = 348,35 g/mol; Merck, USA)
L-glutamin (Gibco, USA)
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e Monochlorobiman, (MCB; Cio0H11CIN202; Mr = 226,7 g/mol; Merck, USA)
e Neesencialni aminokyseliny (Gibco, USA)

e Penicilin (Gibco, USA)

e Pyruvat sodny (Gibco, USA)

e Roswell Park Memorial Institure 1640 medium (RPMI 1640; Merck, USA)
e Staurosporin, (STS; C2sH26N4O3; Mr = 466,53 g/mol; Merck, USA)

e Streptomycin (Gibco, USA)

3.3 Priprava roztoki

Pracovni roztok DPBS 1x byl pfipraven fedénim koncentrovaného zasobniho roztoku DPBS

10x v poméru 1:9 deionizovanou vodou. Pracovni roztok byl skladovan v chladniéce pti 4 °C.

Pracovni roztok HTS58 (¢ = 22 pg/mL) byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku HTS58
(c=1mg/mL). K 978 uL DPBS 1x jsme napipetovali 22 pL. zasobniho roztoku HT58. Pracovni
roztok HT58 byl vzdy piipraven ve tm¢ a ihned pouzit.

Pracovni roztok monochlorobimanu (¢ = 240 pM) byl pfipraven pfidanim 30 pL zasobniho
roztoku MCB k 1220 uLL DPBS 1x. Pracovni roztok MCB byl vzdy pfipravoven ve tmé a ihned

pouzit.

Zasobni roztok cisplatiny (c = 10 mM) byl pfipraven rozpusténim 0,015 g CDDP v 5 mL DV.
Roztok byl skladovan v chladnice pii 4 °C.

Zasobni roztok kamptotecinu (¢ = 10 mM) byl pfipraven rozpusténim 0,017 g CPT v 5 mL
DV. Roztok byl skladovan v chladniéce pti 4 °C.

Zasobni roztok monochlorobimanu (¢ = 10 mM) byl piipraven rozpusténim 0,0113 g MCB

v 5 mL dimethylsulfoxidu. Roztok jsme skladovali v mrazni¢ce pti -20 °C.

Zasobni roztok staurosporinu (c = 10 mM) byl pfipraven rozpusténim 0,023 g STS v 5 mL
DV. Roztok byl skladovan v mraznicce pii -20 °C.
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3.4 Biologicky material

V praci byla pouzita suspenzni bunécna linie lidskych nddorovych T-lymfocyti — Jurkat

(American Type Culture Collection, USA).

3.5 Kultivace bunék Jurkat

Buné¢nou linii Jurkat jsme kultivovali v zakladnim kultivacnim médiu RPMI 1640
s fenolovou Cerveni. Do tohoto média jsme piidali 10% (v/v) fetdlni bovinni sérum, 1 mM
pyruvat, 2 mM L-glutamin, 50 pg/mL penicilin, 50 pg/mL streptomycin a 1% (v/v)
neesencialni aminokyseliny. Do kultivaénich nadob jsme do 10 mL kultivatniho média
nasazovali vzdy 300 tisic bun¢k. Samotna kultivace bunék probihala v inkubatoru pfi teploté
37 °C v atmosféfe s 5% CO2. Pro experimenty jsme buiky kultivovali v 96jamkovych
mikrotitraénich destickach v kultivaénim médiu RPMI 1640, které fenolovou Cerven
neobsahovalo. Pocet bunék vjamce byl zavisly na pouzit¢é metodé. Pro detekci
dehydrogenazové aktivity a koncentrace glutathionu jsme nasazovali 20x10? bun&k na jamku,
pro detekci jadernych zmén v buiikdch 40x10° bunék na jamku. Pro vizualizaci bun&k
mikroskopicky jsme nasazovali také 20x10° bun&k na jamku.

Pro experimenty jsme k 90 pLL bunécné suspenze o piislusné denzité ptidali vzdy 10 uL
toxinu a pred méfenim inkubovali po dobu 24 a 48 h. Vysledna koncentrace toxinli v jamce
byla 10, 100 a 1000 nM pro CPT; 5,25 a 50 uM pro CDDP a 10 nM, 50 nM a 100 nM pro STS.
Koncentrace pifidavaného toxinu byla vzdy 10x vy$$i nez nami pozadovana vysledna

koncentrace toxinu v dané jamce.

3.6 Spektrofluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu

Po 24 a 48 h kultivace bun¢k Jurkat s toxiny CPT (10-1000 nM), CDDP (5-50 uM) a STS
(10-100 nM) jsme nejprve provedli testy k charakterizaci biochemického stavu bunék. Prvnim
z téchto testi bylo stanoveni koncentrace redukované formy glutathionu (GSH) pomoci
nefluorescencni sondy monochlorobimanu (MCB). Tato sonda snadno vstupuje do bunék
a po vazbé na GSH vznikd fluorescencni adukt GSH-monochlorobiman, ktery lze néasledné
fluorimetricky stanovit (Capek et al, 2017).

Do kazdé jamky jsme ve tmé pipetovali 20 pL pracovniho roztoku MCB (¢ =240 uM)
vytemperovaného na 37 °C. Vysledna koncentrace sondy v jamce byla 40 uM. Nasledn¢ jsme

méfili intenzitu fluorescence (Aexem = 394/490 nm) po dobu 10 min. K méteni byl pouzit
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spektrofluorimetr Spark od spolecnosti Tecan (Rakousko). Mnozstvi GSH v bunikdch jsme
vyjadfili jako primér procent koncentrace GSH vztazenych ke koncentraci GSH kontrolnich

bunék (= 100 % = SD).

3.7 Spektrofotometrické stanoveni dehydrogenazové aktivity

Nasledné jsme stanovovali mitochondridlni dehydrogenazovou aktivitu pomoci WST-1
testu. Test je zaloZen na spektrofotometrickém stanoveni ve vodé rozpustného formazanu, ktery
vznikd po redukci tetrazoliové soli WST-1. Tuto reakci katalyzuji mitochondrialni
dehydrogenazy. Do kazdé jamky jsme pipetovali 10 uL. komeréné dodavaného WST-1 ¢inidla
vytemperovaného na 37 °C. Nasledné¢ méfeni absorbance jsme provadéli v ¢ase 0 a 60 min pii
A = 440 nm. K méfeni byl pouzit spektrofluorimetr Spark (Tecan, Rakousko). Aktivitu
mitochondrialnich dehydrogendz jsme vyjadfili jako rozdil naméiené absorbance v Case 60 min
a absorbance v ¢ase 0 min. Tuto zménu absorbance jsme vyjadfili jako primér procent
dehydrogenazové aktivity bunék inkubovanych s toxiny vztazenych k deyhdrogenazové

aktivité bun¢k kontrolnich (= 100 % + SD).

3.8 Svételna a fluorescen¢ni mikroskopie

Stav bun€k jsme nasledné hodnotili pomoci svételné mikroskopie s fazovym kontrastem
a pomoci fluorescen¢ni mikroskopie za pouziti fluorescenéni sondy HT58. Tato sonda se vaze
do A-T bohatych oblasti malého zlabku DNA (Camargo et. al, 2004).

Buiiky byly kultivovany v 96jamkové mikrotitraéni destiéce (denzita 20x10° bunék
na jamku) s danymi toxiny, pfi¢emz jsme pouzili pouze jejich nejvyssi koncentrace (1000 nM
CPT; 50 uM CDDP; 100 nM STS). Buiiky jsme kultivovali po dobu 24 a 48 h. K barveni jadra
jsme nasledné pouzili sondu HTS58 jejiz vysledna koncentrace v jamce byla 2 pg/mL. Po 10 min
inkubace jsme buiiky promyli DPBS 1x. Buiikky a bunééné jadro jsme pozorovali pomoci
mikroskopu Nikon Eclipse Ts2R pii zvétSeni 200x za pouziti fluorescencniho filtru DAPI
(375/28 nm).
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3.9 Optimalizace detekce nuklearni kondenzace a fragmentace

u suspenznich bunék

Po mikroskopické vizualizaci jader bun¢k Jurkat jsme sondu HT58 déle vyuzili ke
kvantitativni spektrofluorimetrické detekci nuklearni kondenzace a fragmentace. Za timto
ucelem jsme pouzili bunécnou linii Jurkat kultivovanou v 96jamkovych mikrotitratnich
desti¢kéach o denzité 40 x10* bun&k na jamku. Tato denzita byla zvolena na zékladé pfedchozich
zkuSenosti z nasi laboratofe. Buiiky Jurkat jsme inkubovali s vybranymi toxiny CPT (10, 100,
1000 nM), CDDP (5, 25, 50 uM) a STS (10, 50, 100 nM).

Prvotni parametry meéfeni jsme volili dle pfedchozi optimalizace této metody
pro adherentni bunécné linie (Majtnerovd et al, 2021). Po 24 a 48 h inkubace bunck
s prislusSnymi toxiny jsme vymeénili 70 pL kultivaéniho média RPMI 1640 za stejny objem
DPBS 1x. Tésné pred vyménou média bylo tieba bunky centrifugovat po dobu 5 min pfi
4800 rpm a 4 °C. Nasledné jsme k bunkadm piidali 10 uL pracovniho roztoku sondy HT58
(c =22 pg/mL) vytemperovaného na 37 °C. Vyslednd koncentrace sondy v jamce tak byla
2 pg/mL. Buiky jsme se sondou HTS58 inkubovali po dobu 5 min pti 37 °C a poté meéfili
intenzitu fluorescence pii Aexem = 352/461 nm s vyuzitim spodni detekce pomoci
spektrofluorimetru Spark spolec¢nosti Tecan (Rakousko). Na zakladé vysledkli tohoto méteni
jsme pro dal$i optimalizace metody buiiky inkubovali s toxiny pouze po dobu 48 h.

V ramci optimalizace metody HT58 pro suspenzni bunky jsme testovali vliv tfi riznych
parametri na vysledky detekce. Nejprve jsme testovali vliv michani vzorkem. Za timto ¢elem
jsme dodrzeli postup ptivodni metody HT58, ale v zavéru doby inkubace se sondou jsme vzorky
po dobu 45 s michali. Nasledn¢ jsme detekovali intenzitu fluorescence pifi Aexem= 352/461 nm
a vysledky porovnali s vysledky pfedchoziho méfeni bunék inkubovanych s toxiny po dobu
48 h.

K testovani vlivu pouzit¢ho sméru detekce na vysledky metody HT58 jsme nasledné k
detekci intenzity fluorescence michanych vzorkl vyuzili horni detekci. Vysledky méteni jsme
porovnali se vzorky z pfedchoziho kroku, tj. michanymi vzorky, u nichz byla pouzita spodni
detekce.

Nakonec jsme testovali vliv slozeni roztoku. Buiiky jsme proto po 48 h inkubace
s CDDP (5, 25, 50 uM) ponechali v ptivodnim médiu RPMI 1640 bez fenolové Cervené, ptidali
10 puL pracovniho roztoku sondy HT58 (c = 22 pg/mL) vytemperovaného na 37 °C, inkubovali
po dobu 5 min pii 37 °C a méfili intenzitu fluorescence pii Aexem= 352/461 nm. K méfeni jsme

op¢t pouzili vzorky nemichané 1 michané, u michanych vzorkl vyuzili spodni i1 horni detekci.
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Vysledky méfeni jsme porovnali s pfislusSnymi vysledky méteni intenzit fluorescence vzorka

v médiu DPBS 1x z pfedchozich krokl optimalizace.

3.10 Statisticka analyza naméfenych dat

U vSech experimentii jsme provedli alespont dvé nezavisla méfeni. Studované parametry
jsme meéfili v ramei jedné analyzy vzdy v tripletu. Po testovani normality byla provedena
jednorozmérna analyza rozptylu (ANOVA) s vyuzitim Bonferroniho post-testu a s hladinou
vyznamnosti p=0,05 (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001, vs. negativni kontrola).

Ke statistickému vyhodnoceni experimentalnich dat jsme pouzili software Origin 9.0.0.
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4 VYSLEDKY
4.1 Spektrofluorimetrické stanoveni koncentrace glutathionu

Pisobenim vybranych toxin dochazi k bunéénému poskozeni, které je mozné ¢astecné
charakterizovat detekci zmén intracelularni koncentrace glutathionu. K detekci koncentrace
GSH jsme pouzili sondu MCB. U buné¢né linie Jurkat jsme nejprve sledovali vliv raznych
koncentraci CDDP (5-50 uM), CPT (10-1000 nM) a STS (1-100 nM) v ¢asovych intervalech
24 a 48 h (graf 1).
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Graf 1: Vliv vybranych induktora apoptézy na koncentraci glutathionu bunék Jurkat.
Inkubace 24 a 48 h. CTRL (kontrolni butiky); CDDP (cisplatina; 5-50 uM); STS (staurosporin;
10-100 nM); CPT (kamptotecin; 10-1000 nM). Detekce intenzity fluorescence (Aexiem = 394/490
nm) za pouziti sondy MCB. Intracelularni koncentrace glutathionu vyjadfena jako %
kontrolnich bunék (=100 %). Primér + SD (n=4-9; *** p<0,001, vs. negativni kontroly
v daném casovem intervalu).

Po 24 h inkubace detekujeme statisticky vyznamné snizeni GSH vzdy pouze u dvou
vyssich koncentraci daného toxinu, tj. CDDP (25-50 uM, p<0,001), STS (50-100 nM, p<0,001)
a CPT (100-1000 nM, p<0,001). Po 48 h inkubace je jiz koncentrace GSH vyrazné snizena
u vsech koncentraci toxinti, mimo 10 nM CPT, kde je koncentrace GSH ve srovnani
s kontrolnimi buiikami naopak zvysena. K nejvyznamnéjSimu poklesu koncentrace GSH doslo
po 48 h inkubace bun¢k s 50 uM CDDP a to o 96 % (p<0,001) ve vztahu ke kontrolnim

burikam.
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4.2 Spektrofotometrické stanoveni dehydrogenazové aktivity

Bunééné poskozeni muzeme také cCasteCné charakterizovat detekci zmén aktivity
mitochondrialnich dehydrogenaz. V nasem experimentu jsme za timto ucelem pouzili metodu
WST-1. K testovani jsme pouzili buiiky Jurkat ovlivnéné 5-50 uM CDDP, 10-1000 nM CPT
a 10-100 nM STS. Buiky byly kultivovany s toxiny po dobu 24 a 48 h (graf 2).
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Graf 2: Vliv vybranych induktori apoptézy na dehydrogenazovou aktivitu bunék Jurkat.
Inkubace 24 a 48 h. CTRL (kontrolni bunky); CDDP (cisplatina; 5-50 uM); STS (staurosporin;
10-100 nM); CPT (kamptotecin; 10-1000 nM). Detekce absorbance (440 nm) za pouziti WST-
1 tetrazoliové soli. Dehydrogendzova aktivita vyjadiena jako % kontrolnich bun¢k (=100 %).
Primér £ SD (n=4-9; *** p<0,001, vs. negativni kontroly v daném casovem intervalu).

Po 24 h inkubace byla dehydrogenazové aktivita bunck Jurkat statisticky vyznamné
snizena pii pouziti vSech koncentraci CDDP i STS (p<0,001), v ptipad¢ CPT pouze
u koncentraci 100 a 1000 nM (p<0,001). Po 48 h inkubace pak doslo ke snizeni aktivity
mitochondrialnich dehydrogendz pii pouziti vSech koncentraci testovanych toxint (p<0,001).
K nejvyraznéjSimu poklesu doslo stejné jako u ptedchoziho biochemického testu u bunck

ovliviiovanych 50 uM CDDP po dobu 48 h, a to o vice nez 99 % ve vztahu ke kontrolnim

burikam.

4.3 Vizualizace bunék

Pro vizualizaci bun¢k a jejich jader jsme pouzili bunky Jurkat inkubované s 50 uM

CDDP, 100 nM STS a 1000 nM CPT po dobu 24 h (obrazek 13) a 48 h (obrazek 14). Pro
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posouzeni morfologickych zmén bunck jsme vyuzili metody fazového kontrastu
a fluorescen¢ni mikroskopie. K fluorescencnimu znaceni jader jsme vyuzili sondu HTS8, ktera
pii vazb¢ na kondenzovana a fragmentovana jadra (tj. i jadra apoptotickych bun¢k) zvysuje
intenzitu emitovaného fluorescencniho zareni.

Fazovy kontrast Hoechst 33258
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Obrazek 13: Mikrofotografie bunék Jurkat inkubovanych s induktory apoptozy po 24 h.
Prvni sloupec: fazovy kontrast; druhy sloupec: barveni jader sondou HT58. CTRL (kontrolni
bunky); CDDP (cisplatina); STS (staurosporin); CPT (kamptotecin). ZvétSeni 200x, métitko
100 pm.



Fazovy kontrast Hoechst 33258

STS 100 nM CDDP 50 pM CTRL

CPT 1000 nM

Obrazek 14: Mikrofotografie bunék Jurkat inkubovanych s induktory apoptozy po 48 h.
Prvni sloupec: fazovy kontrast; druhy sloupec: barveni jader sondou HT58. CTRL (kontrolni
buiiky); CDDP (cisplatina); STS (staurosporin); CPT (kamptotecin). ZvétSeni 200x, métitko
100 pm.

U kontrolnich buné¢k jsou na obrazcich 13 i 14 patrné shluky bunék kulovitého tvaru, coz
je charakteristické pro bunécnou linii Jurkat. Pfi pouziti sondy HT58 miizeme u kontrolnich
bunék pozorovat velmi slabou fluorescenci. Buiikky ovlivnéné toxiny jiz ve shlucich nejsou
a ztraceji svlj charakteristicky kulovity tvar. MlUzeme pozorovat také kondenzaci jadra
a vysokou intenzitu fluorescence pii inkubaci se vSemi toxiny u obou ¢asovych intervald. Tyto
vysledky koreluji s vysledky piedchozich biochemickych testi astvrzenim, Zze
u kondenzovanych a  fragmentovanych jader dochdzi ke zvySeni intenzity

emitovaného fluorescenéniho zafeni sondy HT58.
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4.4 Optimalizace detekce nuklearni kondenzace a fragmentace

u suspenznich bunék

4.4.1 Standardni metoda Hoechst 33258

K detekci nuklearni kondenzace a fragmentace bunck Jurkat ovlivnénych riiznymi
koncentracemi toxind (CDDP, 5-50 uM; CPT, 10-1000 nM a STS, 10-100 nM) v ¢asovych
intervalech 24 a 48 h jsme pouzili sondu HT58. Prvotni parametry detekce jsme volili
na zékladé ptedchozi optimalizované metody zaloZené na sondé HT58 pro adherentni bunécéné
linie v nasi laboratoti (Majtnerova et al, 2021). Po vyméné ptivodniho kultivacniho média za
DPBS 1x a 5 min inkubaci se sondou HT58 jsme nejprve k méfeni vyuZili spodni detekcei,

pfi¢emz jsme s roztokem po pfidani sondy nemichali (graf 3).
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Graf 3: Detekce nuklearni kondenzace a fragmentace bunék Jurkat. Inkubace 24 a 48 h.
CTRL (kontrolni buiiky); CDDP (cisplatina; 5-50 uM); STS (staurosporin; 10-100 nM); CPT
(kamptotecin; 10-1000 nM). Detekce intenzity fluorescence (Aexem = 352/461 nm) za pouziti
standardni metody HTS5S8. Detekce v ase 5 min. Nuklearni kondenzace a fragmentace
vyjadiena v absolutnich ¢islech namétené intenzity fluorescence. Primér + SEM (n=3-6; *
p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,001, vs. negativni kontroly v daném casovém intervalu).

Po 24 h inkubace jsme detekovali statisticky vyznamné zvySeni intenzity fluorescence
pouze u 100 nM STS (p=0,008) a 1000 nM C (p=0,015). S rostouci koncentraci toxinl

nedochazelo ke kontinualnimu zvySovani intenzity emitované fluorescence.
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Po 48 h inkubace jsme jiz detekovali statisticky vyznamné zvySeni intenzity
fluorescence u vSech pouzitych koncentraci CDDP (5 uM, p=0,011; 25 uM, p<0,001; 50 uM,
p<0,001), nejvyssi pouzité koncentrace STS (p=0,001) au 100 nM (p<0,007) a 1000 nM CPT
(p<0,001). Intenzita fluorescence sondy HT58 se zvySujici koncentraci jednotlivych toxini
kontinualné rostla, pficemz nejvice signifikantni narist intenzit fluorescence jsme detekovali
pii pouziti CDDP, a to zejména u koncentraci 25 a 50 uM. Na zaklad¢ téchto vysledk jsme se
rozhodli dale bunky s toxiny inkubovat po dobu 48 h.

4.4.2 Testovani vlivu michani vzorku a sméru detekce

Prvnim optimalizovanym parametrem v ramci metody HT58 bylo michdni. V zavéru
inkubace bunék se sondou HT58 jsme roztok zamichali po dobu 45 s. Vysledky jsme porovnali
s vysledky ptedchoziho méfeni po 48 h inkubace (graf 4).
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Graf 4: Optimalizace metody HTS8 pro suspenzni buriky — vliv michani. Inkubace bunék
Jurkat po dobu 48 h. CTRL (kontrolni buiiky); CDDP (cisplatina; 5-50 uM); STS (staurosporin;
10-100 nM); CPT (kamptotecin; 10-1000 nM). Detekce intenzity fluorescence
(Aex/em = 352/461 nm) za pouziti modifikované metody HT58. Detekce v ¢ase 5 min. Nukledrni
kondenzace a fragmentace vyjadiena v absolutnich ¢islech naméfené intenzity fluorescence.
Primér = SEM (n=3-6; *, p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,001; vs. negativni kontroly v daném
casovem intervalu).

Po 48 h inkubace bunék s toxiny jsme u michanych vzorkli zaznamenali signifikantni

narast intenzit fluorescence u vSech pouzitych koncentraci CDDP, 100 nM STS a 100 nM
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a 1000 nM CPT. V porovnani s nemichanymi vzorky jsme u vzorkli michanych obecné
namétili vySsi intenzity fluorescence (vyjimku tvofi 10 nM CPT). Hodnoty SEM jsou pak
u michanych i nemichanych vzorki také srovnatelné (vyjimkou je 100 nM STS).

Pokracovali jsme testovanim vlivu sméru detekce. Buiiky jsme opét inkubovali po dobu
48 h s toxiny — vzhledem ke stejnému trendu vysledkit méfeni se vS§emi toxiny jsme v tomto
piipadé vyuzili pouze 5-50 uM CDDP, jejiz intenzita fluorescence byla napfic¢ vSemi
zkoumanymi parametry mefeni nejvyssi. Pied samotnym métfenim jsme bunkami opét po dobu
45 s michali a k méfeni intenzity fluorescence jsme vyuzili horni detekci. Vysledky méfeni
jsme porovnali s prislusnymi vysledky ptedchoziho méfeni (s vysledky vzorku, kterymi bylo
michano a vyuzili jsme u nich spodni detekci) (graf SA).

Po 48 h inkubace bunc¢k Jurkat s CDDP detekujeme statisticky vyznamné zvySeni
intenzity fluorescence u vSech pouzitych kontrentraci CDDP jak v ptipadé horni, tak v ptipadé
spodni detekce (p<0,001). Namé&fena intenzita fluorescence pii pouziti horni detekce je vSak
v porovnani se spodni detekci vice nez dvojnasobnd témét u vSech pouzitych koncentraci

toxinu. Hodnoty SEM jsou pro obé méieni srovnatelné.

4.4.3 Testovani vlivu sloZeni roztoku

V poslednim kroku jsme testovali vliv slozeni roztoku na detekci. Po 48 h inkubace
bunék Jurkat s 5-50 uM CDDP jsme buiiky tentokrat ponechali v ptivodnim kultivaénim médiu
RPMI 1640 a sledovali tak jeho vliv na méfeni. Intenzitu fluorescence jsme méfili za vyuziti
vSech dosud testovanych parametrd, tj. roztoky nemichané s vyuzitim spodni detekce, michané
s vyuzitim spodni detekce a michané s vyuzitim horni detekce. Vysledky jsme opét porovnali
s ptislusnymi vysledky vzork, jejichz kultivacni médium jsme nahradili DPBS 1x (graf 5B,

5C a 5D).
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Graf S: Optimalizace metody HT58 pro suspenzni bunky — vliv sméru detekce a sloZeni
roztoku. A - vliv sméru detekce; B - vliv vymény média, michany vzorek, horni detekce; C —
vliv vymény média, nemichany vzorek, spodni detekce; D — vliv vymény média; michany
vzorek, spodni detekce. Inkubace bunek Jurkat po dobu 48 h. CTRL (kontrolni buniky); CDDP
(cisplatina; 5-50 puM). Detekce intenzity fluorescence (Aexem = 352/461 nm) za pouziti
modifikované metody HT58. Detekce v ¢ase 5 min. Nuklearni kondenzace a fragmentace
vyjadifena v absolutnich ¢islech naméfené intenzity fluorescence. Primér = SEM (n=3-6; *
p<0,05, *** p<0,001; vs. negativni kontroly v daném casovém intervalu,).

Nameétena intenzita fluorescence bun€k v ptivodnim kultivaénim médiu byla u vSech
pouzitych parametrii méteni mnohonédsobné nizsi nez u bunc¢k po vymeéné média. Se zvysujici
koncentraci CDDP se tento rozdil v naméfenych intenzitach fluorescence snizoval. Statisticky
vyznamné zvyseni intenzity fluorescence jsme u bunék v ptivodnim médiu detekovali pouze po
inkubaci s 25 (p=0,039, p<0,001) a 50 uM CDDP (p<0,001). Z vysledku je patrné, Ze je

detekce v plivodnim médiu méné citliva.
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S DISKUZE

Apoptoza je jednim z typl programované bunécné smrti. Nadmérnd ¢i snizend aktivace
procesu apoptdzy je rysem mnoha patologickych stavii a schopnost jeji modulace ma velky
1é€ebny potencidl. Vyzkum apoptdzy se tak stal cilem mnoha védeckych studii a zajem o jeji
vyzkum se stale zvySuje (Elmore, 2007).

Béhem apoptdzy dochdzi k fadé morfologickych a biochemickych zmén, které je mozné
vyuzit k jeji detekci. K témto zménam patii mimo jiné nukledrni kondenzace a fragmentace.
K detekci téchto jadernych zmén je hojné vyuzivana fluorescencni mikroskopie. Ke znaceni
jader jsou pouzivany fluorescencni sondy, které se vazou na DNA, a jadro je tak mozné
vizualizovat. Takovou sondou je napf. sonda Hoechst 33258 (HT58) vyvinutd némeckou
spolecnosti Hoechst AG na pocatku 70. let 20. stoleti. Sonda HT58 zvySuje intenzitu své
fluorescence pii vazbé na A-T pary bazi kondenzovanych a fragmentovanych jader bunék.
Pficina zvySeni intenzity fluorescence (IF) sondy HT58 je nejasna — v literatufe je nejcastéji
popisovana moznost vlivu zmény konformace DNA, snizené funkce transmembranovych
proteinli a zmény permeability plazmatické membrany pti apoptdze (Ormerod et al, 1993).

Fluorescencni sondu HT58 vyuziva 1 metoda HTS58 vyvinutd v nasi laboratofi, kterd
umoziuje kvantitativni spektrofluorimetrickou detekci nukledrni kondenzace a fragmentace
(Majtnerova et al, 2021). Cilem této diplomové prace bylo zavedenou metodu HTS58
optimalizovat pro detekci nuklearni kondenzace a fragmentace u suspenznich bunék.

Pro optimalizaci metody HT58 jsme zvolili suspenzni bunécnou linii Jurkat. Jedna se
o buné¢nou linii lymfoblastomu odvozenou z lidskych T-lymfocyt, ktera je hojné vyuzivana
pro vyzkum apoptdzy (Scarlett et al, 2000; Penna et al, 2012; Qiu et al, 2020; Mallya et al,
2021). K indukci apoptéozy u bunc€k Jurkat jsme v nasi studii pouzili kamptotecin (CPT),
cisplatinu (CDDP) a staurosporin (STS). CPT je cytotoxicky rostlinny alkaloid, jehoZ derivaty
se vyuzivaji jako protirakovinné léCivo. Mechanismus u¢inku CPT je zaloZen na inhibici
topoizomerazy I v S fazi bunééného cyklu (Li et al, 2017). CDDP je jednim z nejpouzivanéjsich
chemoterapeutik. Po vstupu do buiiky vznika kladn€ nabity elektrofil, ktery se vaze na N7 dusik
purinovych bazi DNA, coZz bréani replikaci DNA a vede k zastavé bunécného cyklu (Dasari et
al, 2014). STS je nespecificky inhibitor proteinkindz, ktery byl poprvé izolovan z bakterie
Streptomyces staurosporeus v Japonsku v roce 1977. Pouziti jeho cytotoxického ucinku na
1é¢bu rakoviny je vsak limitovano jeho toxicitou pro okolni fyziologické bunky (Cartuche et

al, 2019).
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Koncentrace toxinl pro nasi praci jsme volili dle literatury tak, aby byla ndmi zvolena
koncentrace dostate¢nd k indukci apoptdézy u suspenznich bunék. CPT jsme pouzili
v koncentraci 10, 100 a 1000 nM (Johnson et al, 1997); CDDP 5, 25 a 50 uM (Tacka et al,
2004, Ikeda et al, 2003) a STS 10, 50 a 100 nM (Beltran et al, 2000, Ullal et al, 2010). Bunky
byly inkubovany s toxiny v 96jamkovych mikrotitracnich destickach, denzitu bunék jsme volili
na zaklad¢ zkuSenosti z nasi laboratofe a v zavislosti na pouzité metod¢.

Prvnim testem, ktery jsme zvolili pro detekci biochemickych zmén v buiice vlivem
zvolenych toxinii byla fluorimetrickd metoda stanoveni intracelularni koncentrace GSH pomoci
sondy MCB. Béhem apoptotického procesu vznikaji reaktivni formy kysliku, coz ma
za nasledek vycCerpani hlavniho bunééného antioxidantu GSH. Dochazi také k poskozeni
mitochondrii, které jsme nasledné detekovali pomoci WST-1 testu. Metoda WST-1 je
spektrofotometricka metoda slouzici ke stanoveni aktivity mitochondridlnich dehydrogenaz.
Denzitu bungk jsme volili na zakladé zkuSenosti z nasi laboratoie, a to 20x10° bun&k Jurkat
na jamku, bunky jsme s toxiny inkubovali po dobu 24 a 48 h.

Po 24 h inkubace bunc¢k s toxiny jsme detekovali vyznamné snizeni hladiny GSH
pfi pouziti 25 uM (456 % koncentrace GSH kontrolnich bunék) a 50 uM CDDP (177 %
koncentrace GSH kontrolnich bun&k). Velmi podobného vysledku dosahli ve studii Capek et al
(2017) pti 24 h inkubace proximdlnich tubuldrnich epitelovych bunék HK-2 s 30 uM (64 %
koncentrace GSH kontrolnich bunék) a 50 uM CDDP (15 % koncentrace GSH kontrolnich
bun¢k). Ke stanoveni pouzili také MCB sondu. Déle jsme detekovali vyznamnou depleci
hladiny GSH u bun¢k inkubovanych po dobu 24 h s 100 a 1000 nM CPT, 50 a 100 nM STS.
Kim et al ve své studii (2007) kolorimetricky stanovili ¢inek 100 nM STS na intracelularni
koncentraci GSH v buitkdch SH-SYSY. K signifikantnimu sniZzeni hladiny GSH doslo jiz
po 12 h inkubac s toxinem.

Po 48 h inkubace s toxiny jsme jiz zaznamenali signifikantni snizeni hladiny GSH u vSech
testovanych koncentraci mimo 10 nM CPT, kde je hladina GSH zvySena. Tento vysledek mize
byt zplUsoben prechodnym zvySenim hladiny GSH v reakci na zvySeni hladiny ROS.
K podobnym vysledklim dosli ve studii Lauricella et al (2001), kteti vyuzili 50 nM CPT
(inkubace 48 h) ke zkoumani jeho ucinku na oxidativni stres Saos-2 bunék, pfi¢emz po 48 h
inkubace nedetekovali vyznamnou zménu intracelularni koncentrace GSH ve srovnani
s kontrolnimi bunikami. Pouzili vSak také 100 nM CPT — po inkubaci také nedetekovali
signifikantni zménu hladiny GSH v buiice. Tento vysledek s nasi praci jiz nekoreluje. Pfi¢inou
odlisného vysledku miize byt pouziti jinych bunék. Suspenzni bunééné linie ve své studii

vyuzili Kumar et al (2015). Konkrétné se jednalo o 3 linie bun¢k akutni promyeloidni leukémie
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(HL-60, NB4 a KG-1a), které inkubovali po dobu 48 h s riznymi koncentracemi CDDP
a nasledn¢ spektrofotometricky stanovili hladinu GSH. V této studii depleci GSH detekovali
také po inkubaci s 5 pM CDDP, signifikatntni depleci GSH azZ pfii pouziti 20 uM CDDP
(p<0,05).

Vysledky WST-1 testu odhalily kontinualni signifikantni pokles mitochondrialni aktivity
dehydrogenaz po 24 h i1 48 h inkubace se vSemi koncentracemi toxinl v zavislosti na délce
inkubace a koncentraci toxinu. Vyjimkou byly pouze bunky inkubované po dobu 24 h s 10 nM
CPT, kde k signifikantni redukci aktivity dehydrogendz nedoslo. Podobné vysledky jsou
popsany i v dal$ich studiich. Naptiklad ve studii Ding et al (2017) zkoumali vliv STS na bunky
hepatocelularniho karcinomu HepG2. Po 24 h inkubace s10 nM a 50 nM STS
detekovali signifikantni pokles dehydrogenazové aktivity (cca 75 %, 40 % aktivity kontrolnich
bun¢k, p<0,01). K detekci dehydrogenazové aktivity vSak nepouzili WST-1 test, nybrz test
MTT. MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) test je zalozen
na stejném principu, jako WST-1 test. Oproti WST-1 testu vznika plsobenim
mitochondrialnich dehydrogendz ve vod¢ nerozpustny formazan (Ghasemi et al, 2021).
Zare-Mirakabadi et al (2012) ve své studii zkoumali vliv CPT na nejznamé&jsi bunécnou linii
HeLa. Pii koncentraci 0,003 pg/mL (cca 8,6 nM) CPT nedetekovali po 48 h inkubace
signifikantni snizeni dehydrogendzové aktivity. Pti pouziti 0,05 pg/mL (cca 143,5 nM) CPT
jiz signifikatni snizeni detekovali. K detekci vyuzili také test MTT. WST-1 test pouzili
ke studiu u¢inkit CDDP na bunéc¢nou linii lidského neuroblastomu Kelly Serinan et al (2018).
Po 48 h inkubace bun¢k s 20 uM CDDP detekovali 50% pokles dehydrogenazové aktivity
bunék. V nasi praci jsme po 48 h inkubace buné€k Jurkat s 25 uM CDDP detekovali vyrazné;si
sniZzeni dehydrogendzové aktivity, a to o 98 % ve srovnani s aktivitou kontrolnich bungk.
Ptic¢inou odlisnych vysledkti mohlo byt pouziti jiné bunécné linie.

K posouzeni morfologickych zmén bunck Jurkat jsme nasledné pouzili svételnou
mikroskopii s fazovym kontrastem, k posouzeni morfologickych zmén jadra pak fluorescencni
mikroskopii za pouziti sondy HT58. Bunky byly ovlivnény 50 uM CDDP, 1000 nM CPT
a 100 nM STS a inkubovany po dobu 24 a 48 h. Denzita bunék byla opét 20x10° bun&k
na jamku.

Po inkubaci buné¢k se vSemi toxiny u obou Casovych intervalli jsme pozorovali ztratu
charakteristické morfologie bunck Jurkat — buiky zmenSily svij objem, ztratily
charakteristicky kulovity tvar a netvofily shluky. Pfi vizualizaci jadra metodou fluorescencni
mikroskopie a u bun¢k inkubovanych s toxiny zaznamenali zvySeni intenzity fluorescence

sondy HT58 v porovnani s buiikami kontrolnimi v obou ¢asovych intervalech, coz mtize byt
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znamkou apoptotického procesu. Potvrdili jsme tedy, ze jsou nami zvolené toxiny vhodné
k indukci nukledrni kondenzace u bunék Jurkat.

Poslednim krokem byla samotnd optimalizace metody HT58 pro suspenzni buiiky.
Bunky Jurkat kultivované v médiu RPMI 1640 jsme nésledné¢ inkubovali v 96jamkovych
mikrotitraénich desti¢kach v denzité 40x10° bunék na jamku s induktory apoptézy — 5-50 pM
CDDP, 10-100 nM STS a 10-1000 nM CPT. Pro inkubaci bun¢k jsme zvolili stejny casovy
interval jako u MCB a WST-1 testu, tedy 24 a 48 h. K prvotnimu méfeni jsme pouzili ptivodni
parametry metody HTS5S8, tj. ¢ast ptivodniho kultivaéni média RPMI 1640 jsme vyménili za
DPBS 1x (mikrotitracni desti¢ku jsme pfed vyménou centrifugovali, abychom suspenzni buiiky
dostali na dno desti¢ky a neodsali je tak spolu s médiem), ptidali jsme 10 pL. sondy HT58 tak,
abychom doséhli finalni koncentrace 2 ug/mL HT58 v jamce a po Smin inkubaci se sondou
HTS58 detekovali nuklearni kondenzaci a fragmentaci charakterizovanou zvysSenim IF ve vztahu
ke kontrolnim buiikam. K méfeni jsme vyuzili spodni detekci a s bunkami nemichali
(Majtnerova et al, 2021).

Po 24 h inkubace bun¢k nevykazovala IF kontinuédlni nartst zavisly na koncentraci nami
pouzitych toxini. U CDDP jsme detekovali mirny nartst IF u 25 a 50 uM CDDP, pticemz IF
byla u obou koncentraci srovnatelna. Mirné zvyseni IF jsme detekovali také u 10 a 50 nM STS,
vyrazn€j$i narist pak u 100 nM STS. Po inkubaci s CPT jsme detekovali mirné¢ zvyseni
u 10 nM CPT, naopak u 100 nM jsme zvySeni IF nedetekovali. Vyrazn¢js$i nartist jsme
detekovali u 1000 nM CPT. Po 48 h inkubace jsme jiz detekovali signifikantni nartist IF u vS§ech
koncentraci CDDP, 50 a 100 nM STS a 100 a 1000 nM CPT. Nase vysledky jsou podobné
mnohym studiim, ale v literatufe byly také nalezeny studie, které se svymi vysledky lisi.

Bennukul et al (2014) nuklearni kondenzaci detekovali pomoci fluorescencni
mikroskopie a sondy DAPI u bun¢k HepG2 po 48 h inkubace s 20 uM CDDP. Studie Ishibashi
et al (1998) prokazala nuklearni kondenzaci stejnou metodou u bun¢k HeLa po 48 h inkubace
jizs 0,5 uM CDDP. Tyto vysledky potvrzuji naSe vysledky, kdy jsme u bunék Jurkat detekovali
signifikantni zvySeni IF po 48 h inkubace jiz s 5 uM CDDP.

Amstad et al (2001) ve své studii pomoci fluorescencni mikroskopie a sondy Hoechst
33342 zaznamenali nukledrni kondenzaci u bunék Jurkat jiz po 3 h inkubaci s 1 uM STS.
Podobné¢ ve studii Johnson et al (2000) detekovali nukledrni kondenzaci a fragmentaci pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie a sondy Hoechst 33358 u buné€k Jurkat po 3 h inkubaci s 500 nM
STS. Casovy interval inkubace bunék Jurkat se STS byl v téchto studiich (Amstad et al, 2001,

Johnson et al, 2000) 8x, resp. 16x nizsi, zaroven vSak koncentrace toxinu byla alesponi 5x vyssi
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nez v této praci. Ke komparaci s metodou HT58 bychom tedy museli pouzit krat$i casovy
interval inkubace s toxiny.

Metodou vyuzivanou k detekci DNA fragmentace je metoda TUNEL. Metoda TUNEL
vyuzivd enzymu termindlni deoxynukleotidyl transferazy, ktery rozpozndva mista zlomi
v fetézci DNA a katalyzuje pfipojeni znaceného deoxyuridintrifosfatu na volny -OH konec
téchto zlomt (Majtnerova et al, 2018). Lin et al (2017) ve své studii detekovali fragmentaci
DNA pomoci metody TUNEL u bun¢k 5637 a T24 (buiiky karcinomu moc¢ového méchyie) po
24 h inkubace s 6,25-100 uM CDDP. Vysledky studie Baek et al (2003) byly obdobné —
fragmentaci DNA detekovali pomoci metody TUNEL u bunék kralic¢ich rendlnich tubularnich
epitelii po 18 h inkubace s 50 puM CDDP. Tyto vysledky koreluji s vysledky naSeho
experimentu. Naproti tomu Liu et al (2008) detekovali DNA fragmentaci pomoci metody
TUNEL u lidskych bun¢k bronchidlniho epitelu BEAS-2B jiz po 4 h inkubace s 500 nM CPT,
Johnson et al (1997) a Henery et al (2008) ve svych studiich detekovali DNA fragmentaci
pomoci metody TUNEL u bun€k Jurkat jiz po 3 h inkubace s 1000 nM CPT. V naSem
experimentu jsme nukledrni kondenzaci a fragmentaci po 24 h inkubace bunék s 100 nM CPT
nedetekovali, ovSem s 1000 nM CPT jsme jiz fragmentaci detekovali. OdliSny byl 1 vysledek
Jirsové et al (2006), ktefi naopak nedetekovali DNA fragmentaci metodou TUNEL
u Schwannovych bunék po 24 h inkubace s 25 puM CDDP. TUNEL pozitivni buniky detekovali
az po 48 h inkubace bunék s toxinem. Kometova metoda v jejich studii vSak odhalila nukledrni
kondenzaci jiz po 24 h inkubace s 1,5 puM CDDP.

Vysledky vyse diskutovanych studii vyuzivajicich metodu TUNEL jsou rozdilné,
avSak nejednoznaéné z nich vyplyva srovnatelna citlivost ptivodni metody HTS8 pii detekcei
nukledrni kondenzace a fragmentace u bunck Jurkat s metodou TUNEL a s metodou
fluorescen¢ni mikroskopie. Kometova metoda se zda byt citlivéjsi. Parametrt, na kterych
citlivost metody zéavisi je vSak mnoho, od rizné citlivosti riznych bun¢k (imortalizované
vs. nadorové atd.) az po rozdilny pracovni postup mezi laboratofemi. Pro detailnéjsi komparaci
metody HTS58 s ostatnimi metodami by bylo zapotiebi pouzit kratsi Casovy interval inkubace
s toxiny a buniky ovlivnit vy$Simi koncentracemi CPT a pfedevs§im STS.

Pro optimalizaci metody jsme se nasledné rozhodli buriky s toxiny inkubovat po dobu
48 h, kdy jsme pfti pouziti ptivodnich parametrti metody HT58 detekovali kontinualni narast IF
u vSech testovanych toxini.

V ramci optimalizace metody HT58 jsme nejprve testovali vliv michani roztoku. Buiilky
Jurkat jsou suspenzni buiiky tvofici charakteristick¢ shluky. Michani bunék Jurkat je tedy

zadouct, protoze jim lze docilit rovnomérné distribuce bun¢k v médiu. Buiiky jsme tedy tésné
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pred uplynutim inkubaéni doby se sondou HT58 po dobu 45 s michali. Ostatni parametry jsme
ponechali stejné jako u ptivodni metody HTS58.

Vysledky optimalizace odhalily vys$i IF neZz u standardni metody HT58 u vSech
pouzitych toxind, mimo 10 nM CPT. IF kontinudln¢ rostla v zdvislosti na koncentraci
jednotlivych toxini, avSak ani tato optimalizace nedetekovala zvySeni IFu 10 nM STS a 10 nM
CPT ve srovnani s kontrolnimi buiikkami. Nejvyssi IF jsme namétili pfi pouziti CDDP,
obzvlasté pak 25 a 50 uM CDDP, a proto jsme se rozhodli v nasledujicich optimalizacnich
krocich vyuzit jiz pouze CDDP.

DalSim krokem na$i diplomové prace byla optimalizace sméru detekce.
Dle internetovych stranek firmy Berthold Technologies vyrabégjici laboratorni pfistroje je horni
detekce senzitivnéjsi nez detekce spodni. Pri¢inou této vyssi senzitivity je rozptyl a zeslabeni
intenzity prochézejicicho svételného paprsku plastovym dnem desticky pfi uZziti spodni detekce
(Berthold Technologies GmbH & Co. KG., 2021). Toto vSak neplati pro adherentni buiiky,
u kterych je uziti spodni detekce zadouci.

K méfeni jsme vyuzili parametry piedeslého kroku optimalizace, tedy jsme bunky opét
michali a k samotnému méteni vyuzili horni detekci.

Nameétend IF byla pii pouziti 5 uM CDDP téméf trojnasobnd ve srovnani s vysledky
meéfeni bunék michanych s vyuzitim detekce spodni. Pfi pouziti 25 a 50 uM CDDP byla
pak namé&fend IF cca dvojnasobné v porovnani se spodni detekci. Zaroven jsme vSak v tomto
optimalizacnim kroku nedetekovali vyssi rozdil v signalu bun¢k ovlivnénych 5 uM CDDP
ve vztahu k bunkdm kontrolnim. Vysledky tohoto kroku optimalizace potvrdily vyssi
senzitivitu horni detekce.

Nakonec jsme testovali vliv slozeni roztoku resp. vliv piivodniho kultivacniho média
RPMI 1640 na detekci nuklearni kondenzace a fragmentace. Kultivaéni média obsahuji fadu
sloucenin, které mohou interferovat s pomérem fluorescencniho signalu k pozadi. Za timto
ucelem jsme opakovali vSechny optimalizacni kroky, ale buiiky jsme ponechali v piivodnim
kultivaénim médiu.

Sonda HT58 u bunék v plivodnim kultivaénim médiu vykazovala aZz osmkrat nizsi IF
nez u bunék v médiu DPBS 1x. IF u kontrolnich bunék byla az pod mezi detekce, témet
nedetekovatelny byl také signal nemichanych bunék ovlivnénych 5 uM CDDP métfeny
s vyuzitim spodni detekce. V ostatnich piipadech bylo v§ak moZzné detekovat zvySeni IF
pfi pouziti vSech koncentraci CDDP. IF rostla kontinualné s koncentraci CDDP. Zjistili jsme
tedy, ze je mozné nuklearni kondenzaci a fragmentaci detekovat i v ptivodnim kultivaénim

médiu.

65



6 ZAVER

Cilem diplomové prace byla optimalizace zavedené metody HT58 pro suspenzni burky.
Metoda HT58 je kvantitativni spektrofluorimetricka metoda detekujici nuklearni kondenzaci
a fragmentaci za pouZziti zminéné fluorescenéni sondy HTS58. K optimalizaci jsme vyuZili
suspenzni buné¢nou linii Jurkat, kterou jsme inkubovali ve dvou cCasovych intervalech
s modelovymi toxickymi latkami — cisplatinou, kamptotecinem a staurosporinem.

Pro charakterizaci bunééné viability po 24 a 48 h inkubace se zvolenymi toxiny jsme
nejprve stanovili zménu intraceluldrni koncentrace glutathionu metodou MCB a zménu aktivity
mitochondrialnich dehydrogenaz metodou WST-1. Nasledné¢ jsme po inkubaci bunék
se stejnymi toxiny detekovali nukledrni kondenzaci a fragmentaci pivodni metodou HTS5S.
Vysledky WST-1 a MCB testu korelovaly s vysledky metody HT58. U bunék, u kterych jsme
detekovali sniZzeni koncentrace glutathionu a aktivity dehydrogenaz jsme téméi vzdy detekovali
také nuklearni kondenzaci a fragmentaci. Nejvyraznéjsi zmény IF ve vztahu ke kontrolnim
bunkam jsme detekovali pii pouziti cisplatiny.

Dalsim krokem byla samotna optimalizace metody HT58 pro suspenzni buiky. Za ucelem
optimalizace jsme testovali fadu parametri, mimo jiné jimi byly vliv sméru detekce a vliv
michéni. Z vysledki optimalizace bylo patrné, Ze nejvyssi intenzitu fluorescence vykazovala
sonda HT58 u bunék, kterym jsme pied méfenim vymenili kultivaéni médium za DPBS 1x, po
dobu 45 jimi michali a pouzili u nich horni detekci. Metoda HT58 v této podobé byla pro
detekci nuklearni kondenzace a fragmentace u suspenznich bunék v naSem uspofadani
nejvhodnéjsi. Pomér mezi intenzitou fluorescence u bunék inkubovanych s toxiny a bunék
kontrolnich byl vS§ak u vSech pouzitych parametrli srovnatelny. Zavérem lze fici, Ze nukledrni
kondenzaci a fragmentaci bylo mozné u suspenzni bunééné linie Jurkat detekovat jak pii pouziti
puvodni metody HT58 pro adherentni buiiky, tak po optimalizaci vSech testovanych parametri

detekce.
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