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ANOTACE

DisertaCni prace se zaméfuje na popis apoptézy a na prehled bioanalytickych
metod, které se vyuzivaji pfi jeji detekci a hodnoceni. V ramci disertaCni prace jsme
s vyuzitim sondy Hoechst 33258 vyvinuli spektrofluorimetrickou metodu pro detekci
nuklearni kondenzace a fragmentace. Pomoci této metody jsme popsali vliv
modelovych toxind na proces nuklearni kondenzace in vitro. Nasledné jsme vysledky
ziskané novou metodou porovnali s vystupy dalSich metod urCenych k detekci
apoptdzy, tj. detekce aktivity kaspaz, JNK a PARP aktivace, a metody TUNEL a DNA
zebfik. V zavéreCné Casti prace jsme naméfené vysledky shrnuli, diskutovali
a porovnali s literaturou. Nové vyvinuta metoda vyuzivajici Hoechst 33258 je pIné
porovnatelna s metodou TUNEL a ma navic fadu vyhod (napf. rychlost, kvantifikace,
nizka cena). DalSi velkou vyhodou je moznost analyzovat velké mnozstvi vzorku

najednou.
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ANNOTATION

This doctoral thesis focuses on explaining the process of apoptosis and on an
overview and description of bioanalytical methods used in its evaluation and detection.
In the experimental part of this thesis, we developed the spectrofluorometric method
Hoechst 33258 for the detection of nuclear condensation with subsequent evaluation.
Using this method, we detected the effect of selected toxins on the process of nuclear
condensation in vitro.

Subsequently, we compared the results obtained by the new method with the
outputs of other methods designed to detect apoptosis, ie detection of caspase activity,
JNK and PARP activation, and TUNEL and DNA ladder methods.

In the final part of the work, we discussed the results and compared them with
the literature. Newly developed method using the Hoechst 33258 probe is fully
comparable with TUNEL method. Moreover, our method has a number of advantages
(e.g. speed, quantification, low cost) over the TUNEL assay. Another great advantage
is the ability to analyze a large number of samples at once.
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Apoptosis, Apoptosis Detection, nuclear condensation, Hoechst, DNA fragmentation.
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1. Uvod

Buné&na smrt mlize byt popsana jako soubor procesu, které vedou k nevratné
degeneraci bunécnych funkci, ztraté bunécné integrity a ke smrti buriky. Bunécna smrt
muze byt fyziologickym jevem, napf. v souvislosti s vyvojem jedince, nebo s udrzenim
homeostazy organismu. Mlze tak byt regulovano mnozstvi bunék v organismu, napf.
v mozku, kde je regulovan pocet neuronu. Typy bunénych smrti mizeme
rozdélit do dvou hlavnich kategorii — programovana a neprogramovana bunécna smrt.

Hlavni Cast této prace se vénuje apoptéze. Apoptdza patfi do skupiny
regulovanych bunécnych smrti, do niz dale patfi napf. také nekroptdza, pyroptdza
nebo feroptdéza. Proces apoptozy je spojen s fadou morfologickych a biochemickych
zmén v bunce, které Ize vyuzit k jeji detekci. Jednou z téchto zmén je také nuklearni
kondenzace a fragmentace. Kondenzace a fragmentace jadra bunék je dnes
analyzovana pfedevsim kvalitativné pomoci mikroskopickych metod. Vyvinuti nové,
kvantitativni  spektrofluorimetrické metody pro detekci nuklearni kondenzace
a fragmentace in vitro, coz je jednim z hlavnich cilu této disertacni prace, by tedy
mohlo pomoci doplnit spektrum metod, jeZz jsou pro detekci apoptotickych zmén

v burikach Siroce uplatnény.
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2. Teoreticka cast
2.1 Apoptoéza

Apoptdza je forma programované bunécné smrti (RCD), ktera je vysledkem
aktivace jednoho, nebo vice signald a muze byt farmakologicky, nebo geneticky
modulovana (Galluzzi et al., 2018). Termin apoptdza byl poprvé pouzit jiz v roce 1972
ve studii kolektivu dr. Kerra, kde byla popsana jako komplexni proces zodpovédny
za odstranéni poskozenych bunék ze Zivého organismu (Kerr et al., 1972). Jedna
se o aktivni fyziologicky proces, ktery slouzi k udrZzeni homeostazy organismu
a zaroven jako obranny mechanismus bunky (Elmore, 2007; Galluzzi et al., 2018).

Apoptéza mize byt spusténa fyziologickymi i patologickymi procesy (Elmore,
2007) a hraje tedy dulezitou roli pfi genezi patologickych i fyziologickych procesu.
Problémem muze byt snizena (Wong, 2011) i zvySena schopnost apoptézy (Mattson,
2000). Snizena schopnost apoptdzy mize zpUsobit vznik malignich transformaci, nebo
autoimunitnich chorob. ZvySena schopnost apoptdézy podporuje vznik ischemickych
stavl a neurodegeneraénich procesu (Czabotar et al., 2014). Proces apoptozy je
spojen s fadou morfologickych a biochemickych zmén v bunce, které mizeme vyuzit
k jeji detekci (Majtnerova and Rousar, 2018).

Mezi morfologické zmény patfi degradace cytoskeletu, zména tvaru
cytoplazmatické membrany a tvorba tzv. ,blebu“. Bleby pozorujeme u adherentnich
bunék nejprve v Casné fazi apoptézy, kdy dochazi k uvolnéni bunék z povrchu
a od sebe navzajem, a také v pozdni fazi apoptozy, kdy dochazi k vystaveni
fosfatidylserinu na vnéjSi stranu plazmatické membrany bunék (Janson et al., 2008).
Nasleduje zhutnéni a svrasténi jadra (= pyknéza) a rozpad jadra na malé fragmenty
(= karyorexe) spojeny s DNA fragmentaci (Su et al., 2015).

Karyorexe se objevuje béhem pozdni faze apoptézy. Jadro je zde
fragmentovano a chromatin je nepravidelné distribuovan v cytoplazmé. Karyorexe je
nasledovana tvorbou apoptotickych télisek (Takada et al., 2020). Apoptoticka téliska
jsou fagocyticky odstranéna bez vzniku zanétu, coz je jedna z odliSnosti apoptdzy
ve srovnani s nekrozou (Elmore et al., 2016). Jako signal pro fagocytozujici makrofagy
slouzi pravé expozice fosfatidylserinu na vnéjSi bunéfnou membranu. Makrofagy
pak maji za ukol eliminaci dané buriky &i jejich zbytk(. Nékteré tyto déje jsou

schématicky znazornény na nasledujicim obrazku (obrazek 1).
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makrofagy

Obrazek 1: Zmény morfologie buinky béhem apoptézy. Upraveno dle (Abou-Ghali and
Stiban, 2015).

Proces apoptdzy muzeme rozdeélit do dvou hlavnich fazi, na fazi inicia¢ni a fazi
efektorovou. Faze iniciacni je specificka pro jednotlivé typy aktivace apoptozy, faze
efektorova je vSak pro vSechny stejna. Cestami aktivace apoptdzy jsou cesty vnitfni

a vnéjSi (obrazek 2).

2.1.1 Vnitini cesta aktivace apoptézy

Vnitfni cesta aktivace apoptozy je aktivovana stimulem, ktery pfichazi zevnitf
vlastni bunky. Mezi nejCastéjSi stimuly patfi genetické poSkozeni, hypoxie,
nebo oxidacni stres (Su et al., 2015). Hlavni roli hraji mitochondrie, proto nékdy byva
tato cesta nazyvana jako mitochondriemi zprostfedkovana bunééna smrt (Loreto et al.,
2014b).

Kli€ovou roli v iniciaCni fazi vnitfni cesty aktivace apoptozy hraji proteiny B-Cell

Lymphoma 2 (BCL-2) rodiny, které maji proapoptotické, nebo antiapoptotické funkce
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(Tsujimoto, 1998). Nékteré z téchto proteinl jsou schopné vytvaret pory ve vnéjsi

mitochondrialni membrané a tim ji permeabilizovat (viz kapitola 2.1.1.1).

[ Intrinsic pathway ] [ Extrinsic pathway]

@ Ligand (e.g. TRAIL)

Q] Death receptor {(e.g. DRS)
Bl
[Sueviciieivoveiviceeiy)
Intracellular stress
(e.g. oxidative stress, ischemia)
Procaspase 8

\_\\‘\ S }
SN id
1 tbi \ bid J«
Oéx @ Caspase 8

(@) Procaspase 3
Procaspase 9

\)
E! Eﬂ — Caspase 3

caspase 9 ﬂ
Apoptosome

Cytochrome C

Apoptosis

Obrazek 2: Vnitini a vnéjsSi cesta aktivace apoptoézy. (Loreto et al., 2014a).

Po permeabilizaci membrany dochazi k uvolfovani cytochromu C
z mezimembranového prostoru do cytosolu. Uvoliiuje se velké mnozstvi Ca?*
z endoplazmatického retikula, prohlubuje se tak permeabilizace mitochondrialni
membrany a dochazi ke ztraté mitochondrialniho elektrochemického potencialu.
Z mitochondrii se do cytosolu uvolfuje tzv. Second Mitochondria-derived Activator of
Caspases Protein (SMAc), nazyvany také jako protein Direct Inhibitor of Apoptosis
Binding protein with Low pl (DIABLO). Ten se vaze na antiapoptotické proteiny
v cytosolu a dochazi tak kuvolnéni kaspaz a jejich aktivaci. Transport vétSiny
cytochromu C do cytosolu znamena, ze bunécnou smrt jiz nelze zvratit. Cytochrom C
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se nasledné vaze na Apoptotic Protease Activating Factor 1 (APAF-1) a dochazi
k vazbé s prokaspazou 9. Tento komplex nazyvame apoptozom a jeho funkci je plna
aktivace kaspazy 9, ktera nasledné aktivuje kaspazu 3, jez je nezbytna pro aktivaci

efektorové Casti apoptotického procesu (Loreto et al., 2014b).

2.1.1.1 Proteiny Bcl-2 rodiny

Proteiny Bcl-2 rodiny muzeme rozdélit do 3 zakladnich podskupin podle tzv.
BCL-2 homology (BH) 1-4 domén, které obsahuji (obrazek 3). Spole¢nou vlastnosti
pro proteiny Bcl-2 rodiny je schopnost vytvaret homodimery a heterodimery se svymi
vazebnymi partnery. Heterodimerizace mezi antiapoptotickymi a proapoptotickymi
Cleny této proteinové rodiny je nedilnou soucasti apoptotického procesu, kdy dochazi

k vzajemné inhibici aktivity (Tsujimoto, 1998).

Initiators: BH3-only proteins
(BIM, PUMA, BAD, NOXA, BIK, HRK, BMF and tBID)

( BH3( (m (O

Guardians: multi-domain pro-survival proteins
(BCL-2, BCL-X,, BCL-W, MCL1, A1 and BCL-B)

(G @Hs(  GHI( @il (m (O

— [ S —— i ——
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Effectors: multi-domain pro-apoptotic proteins
(BAX, BAK and BOK)
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Obrazek 3: Proteiny Bcl-2 rodiny. (Czabotar et al., 2014).

V inicia¢ni fazi apoptotického procesu hraji kliCovou roli proteiny obsahuijici
pouze BH3 doménu, a proto tyto proteiny byvaji nazyvany jako tzv. BH3-only. Patfi
sem proapoptotické proteiny BCL-2 Interacting Mediator of Cell Death (BIM),
p53-Upregulated Modulator of Apoptosis (PUMA), BCL-2 Antagonist of Cell Death
(BAD), Phorbol-12-Myristate-13-Acetate Induced Protein 1 (PMAIP1), vice znamy jako
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NOXA, BCL-2-Interacting Killer (BIK), BH3 Interacting-Domain Death Agonist (tBID),
BCL-2-Modifying Factor (BMF) a Activator of Apoptosis Harakiri (HRK), jehoz funkce
je nejlépe charakterizovana v nervovém systému (Czabotar et al., 2014; Kaya-Aksoy
et al., 2019).

Mezi dalSi proteiny Bcl-2 rodiny obsahujici domény BH1-4 patfi napf. protein
BCL-2 a proapoptotické efektorové proteiny BCL-2-Associated X Protein (BAX)
a BCL-2 Antagonist/Killer (BAK) (Czabotar et al., 2014). Za fyziologickych podminek,
BAX cykluje mezi vnéjSi mitochondrialni membranou a cytosolem. BAK je lokalizovan
také ve vnéjSi mitochondrialni membrané, kde je zakotveny v lipidové dvojvrstvé
pomoci své hydrofobni C-koncové alfa smycky v interakci s napétové fizenym
aniontovym kanalem 2 (Karch et al., 2013).

Tyto vySe uvedené proteiny Bcl-2 rodiny jsou nedilnou soucasti apoptotického
procesu. | kdyZ se jedna o skupiny funkéné a strukturalné odliSnych proteinu, dochazi
mezi nimi k interakcim. Po apoptotickém stimulu, kdy je burika vystavena stresu, dojde
ke stimulaci proteint obsahujich pouze BH3 doménu. BAX a BAK zacnou formovat
oligomery, které jsou schopny vytvaret poéry v intracelularnich membranach, v tomto
pripadé ve vnéjSi mitochondrialni membrané. Dojde k uvolnéni cytochromu C, ktery se
vaze na APAF-1 a dochazi k vazbé s prokaspazou 9 a jeji aktivaci. Aktivovana
kaspaza 9 nasledné aktivuje efektorové kaspazy (Czabotar et al., 2014).

Ztrata mitochondrialniho membranového potencidlu je antagonizovana
antiapoptotickymi proteiny BID, BIM, PUMA a NOXA. Tyto proteiny se nachazi
ve vnéjSi membrané mitochondrii a v membrané endoplazmatického retikula a inhibuji
oligomerizaci BAX a BAK fyzickou interakci s jejich mitochondrialni zasobou. Proteiny
BCL-2 a BCL-XL potom inhibuji unik cytochromu C do cytosolu (Loreto et al., 2014b).

2.1.2 Vnéjsi cesta aktivace apoptozy

VnéjSi draha aktivace apoptozy, neboli také receptory zprostfedkovana
bunééna smrt (Loreto et al., 2014b), je aktivovana prostfednictvim vazby ligandi bunék
imunitniho systému (T-lymfocyty CD8+, NK, bufky) na receptory cilové buriky
(obrazek 2). Tyto ligandy bunék imunitniho systému nazyvame ligandy smrti a patfi
mezi né Fas ligand (FasL), TNF a nebo Tumour necrosis factor Related Apoptosis
Inducing  Ligand receptors (TRAIL). Receptory cilovych bunék se

nachazeji na buné€né membrané, nazyvame je receptory smrti a patfi mezi né napf.
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Fas Receptor (FasR), TNFR1, DR4 nebo DRS5. Soucasti téchto receptorl jsou
tzv. domény smrti, které jsou orientovany do intracelularni ¢asti bunécné membrany,
napf. domeéna smrti FasR se nazyva Fas-Asociated Death Domain (FADD). Funkci
domén smrti je vazba na prokaspazy 8 nebo 10 a vznik komplexu Death-Inducing
Signaling Complex (DISC), kde dochazi k autokatalytické aktivaci kaspaz 8 €i 10. DISC
poté aktivuje kaspazy 3, 6 a 7 a dochazi tak ke spusténi efektorové drahy apoptozy,
nebo Stépi protein BID na tBID atim aktivuje vnitfni apoptotickou drahu (Su et al.,
2015).

2.1.3 Efektorova faze apoptozy

Efektorova faze apoptozy je spusténa ireverzibilni aktivaci efektorovych kaspaz
3, 6 a 7. Dochazi k reorganizaci a Stépeni proteint cytoskeletu, jako jsou napf. aktin,
myosin a gelsolin (Henry et al., 2013; Ndozangue-Touriguine et al., 2008). Nasledné
dochazi ke kondenzaci jadra a chromatinu (pyknoza), k fragmentaci DNA a rozpadu
jadra na malé fragmenty (karyorexe). Nasledné se vytvofi apoptoticka téliska, ktera

jsou fagocytovana.

2.1.3.1 Efektorové kaspazy a dalSi proteiny

Dulezitou roli b&éhem apoptézy hraji kaspazy, jejichz aktivace se vyuziva
k detekci apoptotického procesu (Gilliams-Francis et al., 2003). Kaspazy jsou
cysteinové proteazy, které Stépi substraty v misté kyseliny asparagové. Jejich
neaktivni formy, prokaspazy, patfi mezi zymogeny, které jsou slozeny z N-terminalni
prodomény a ze dvou dalSich podjednotek, tj. p20 (= 20 kDa) a p10 (= 10 kDa).
se ucastni apoptotického procesu skupina iniciacnich (2, 8, 9, 10) a efektorovych (3, 6
a 7) kaspaz (Lavrik et al., 2005; Mcllwain et al., 2013).

Kaspaza 3 Stépi celou fadu substratd v burice, napf., induktor apoptotické
kondenzace chromatinu, DNA fragmentacni faktor (DFF), nebo poly(ADP-rib6zu)
polymerazu 1 (PARP-1). Tato kaspaza hraje také kliCovou roli pfi apoptoze
v embryonalnich nervovych bunkach (Gilliams-Francis et al., 2003).

PARP-1 patfi do skupiny polymeraz, které jsou DNA dependentni a nesou
negativné nabité zbytky ADP-ribdzy na bunécny NAD™. Nejstudovanéjsi protein z této
skupiny je nuklearni enzym PARP-1 (= 118 kDa), jehoz aktivatorem je vznik DNA
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zloma. Tento protein se ucastni reparacnich déja v DNA (Gilliams-Francis et al., 2003).
V pribéhu apoptézy je PARP-1 Stépen pomoci kaspazy 3, ktera je
translokovana do jadra. Vznikaji fragmenty o velikostech 89 kDa a 24 kDa (Chaitanya
et al., 2010). Fragmentaci PARP-1 jsou inhibovany repara¢ni mechanismy v burice.
Detekce téchto fragmentu se vyuziva jako marker apoptozy.

DalSi z mnoha skupin proteint, které se ucastni apoptotického procesu, je
skupina c-JUN terminalnich kinaz (JNKs). V lidském organismu se vyskytuji 3 rizné
izoformy JNK1-3, z nichZ JNK3 je exprimovana pouze v mozku, srdci nebo varlatech.
Signalizace JNKs je pomérné slozita. JNKs maji celou fadu substratd (napf. proteiny
p53 nebo p73) a jsou tak schopny aktivovat nebo inhibovat proces apoptézy (Grynberg
et al., 2017). Tyto enzymy mohou fosforylovat napf. proteiny Bcl-2 rodiny
a zprostfedkovat tak apoptoticky proces (Lei and Davis, 2003). Uroveri exprese

fosforylovanych JNKs muze byt vyuZita jako doplfiujici marker pfi detekci apoptézy.

2.1.3.2 Kondenzace jadra a chromatinu

Kondenzace jadra a jaderné DNA, neboli pykndza, je ireverzibilni proces, ktery
je bézné spojovan s apoptoézou, ale i nekrézou (Hou et al., 2016). S procesem
apoptdézy je spojovana tzv. nukleolytickda pyknoza, kdy dochazi ke kondenzaci
chromatinu do velkych shlukd, které mohou byt nasledné soucasti vytvorenych
apoptotickych télisek (Gotzmann et al., 2000; Hou et al., 2016).

O apoptotické kondenzaci chromatinu zatim neni pfili§ znamo. Dulezitou roli
hraje Apoptosis Inducing Factor (AIF), ktery je béhem apoptotického procesu
uvoliovan z mitochondrii, a muzZe zpusobovat kondenzaci chromatinu do tvaru
prstence po okrajich jadra. Kdyz je AlF depletovan, rozpad jadra probiha fyziologicky,
nebo je dokonce potencovan pomoci DFF. V burikach, které nemaji funkéni systém
DFF, uml&eni genu pro AIF zpUsobi hyperkondenzaci chromatinu (Tone et al., 2007).

DalSim faktorem, ktery je schopen indukovat apoptotickou kondenzaci
chromatinu in vitro, je induktor apoptotické kondenzace chromatinu (ACN1). Jeho
presna role v8ak neni uplné jasna, vzhledem k pfetrvavajici kondenzaci chromatinu
i po depleci, nebo umi€eni tohoto genu in vitro a in vivo (Joselin et al., 2006; Tone et
al., 2007). ACN1 je exprimovan v ruznych izoformach, které jsou generovany
alternativnimi sestfihy. BEhem apoptozy je ACN1 Stépen aktivovanou kaspazou 3
a zprostifedkovava apoptotickou kondenzaci chromatinu in vitro (Joselin et al., 2006;
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Sahara et al., 1999; Wang et al., 2014). ACN1 je také soucasti proteinového komplexu
Apoptosis and Splicing-Associated Protein, ktery se u€astni sestfihu mRNA.

ACN1 by se tedy mohl uc€astnit jak apoptozy, tak zpracovani pre-mRNA. ACN1
je navic lokalizovan v interchromatinovych granulech v jadfe, které slouzi jako ulozisté
pro proteiny podilejici se na sestfihu mRNA (Joselin et al., 2006). Stépeni ACN1 je
ale mozné detekovat i ve spojeni s jinymi dé&ji v burice spojenymi s aktivaci kaspaz,
jako napf. pfi erytropoéze (Zermati et al., 2001).

Ve své studii dr. Tone et al. (2007) rozdélili apoptotickou kondenzaci jadra do 3,
resp. 4 fazi (obrazek 4): 0 - nekondenzované jadro; 1 - kruhova kondenzace;

2 - fetizkova kondenzace; 3 - nuklearni kolaps a rozpad jadra.

Obrazek 4: Kondenzace chromatinu. A) Faze 0 — nekondenzované jadro; B) Faze
1 - kruhova kondenzace; C) Faze 3 - fetizkova kondenzace; D) Faze 4 — nuklearni kolaps
(Tone et al. 2007).

Kruhova kondenzace jadra je charakteristicka kondenzaci chromatinu

po obvodu jaderné obalky. Tento druh kondenzace nevyzaduje aktivitu DNazy. DalSi
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stupen kondenzace chromatinu je fetizkova kondenzace, ktera jiz aktivitu DNazy
vyzaduje. Kondenzovany chromatin je pozorovatelny po obvodu jadra. Od kruhoveé
faze kondenzace ho mizeme odlisit tim, Ze jsou po obvodu viditeIné mezery. Posledni
fazi jaderné kondenzace je jiz nuklearni kolaps a rozpad jadra. Pro pFechod
do této faze je nutna pfitomnost ATP. Dochazi také k postupnému pfiblizovani
centromer, tzn. ke kondenzaci chromatinu (Tone et al., 2007).

2.1.3.3 DNA fragmentace

KliCovou roli pfi kondenzaci chromatinu a Stépeni DNA hraje DFF, ktery je
tvofen ze dvou podjednotek — z katalytické podjednotky o velikost 40 kDa (DFF40)
a regulaéni podjednotky o velikosti 45 kDa (DFF45). DFF45 slouzi jako chaperon
pro DFF40, a proto ho za béznych podminek inhibuje. DFF byva oznaCovan také jako
komplex kaspazou aktivované DNazy (CAD) a inhibitoru CAD (ICAD). Tato
terminologie CAD/ICAD je vSak uzivana predevsSim ve spojitosti s mySmi (Widlak et
al., 2000).

Pfi apoptéze je pomoci kaspazy 3 aktivovan DFF40 odstépenim DFF45
podjednotky. DFF40 poté degraduje chromozomalni DNA v jadfe a zpUsobuje
kondenzaci chromatinu (Elmore, 2007). DFF40 naseda na dvouSroubovici DNA
v internukleozomalnich oblastech s preferenci na oblasti bohaté na adenin a thymin

a dochazi ke stépeni DNA na fragmenty o velikosti cca 180 bp (obrazek 5).
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Obrazek 5: Stépeni DNA pfi apoptéze. DFF40 — katalyticka podjednotka DNA fragmentaéniho
faktoru o velikost 40 kDa; DFF45 — regula¢ni podjednotka DNA fragmenta¢niho faktoru o velikosti
45 kDa.

2.2 Detekce apoptozy

Apoptdza zahrnuje fadu morfologickych a biochemickych zmén v burice, které
mohou byt vyuzity pro jeji detekci. Mezi nejCastéji pouzivané metody pro analyzu
morfologie bunék patfi mikroskopické metody (napf. svételna,
fluorescencni a elektronova), dalSi c&asto pouzivanou metodou je pratokova
cytometrie. K detekci DNA zlomG a DNA fragmentace se pouzivaji metody jako
TUNEL, DNA Zebfik a Kometova metoda.

Jako doplnkové testy pro studium apoptozy muazeme
vyuzit i testy, které se vyuzivaji napf. k charakterizaci stavu bunék. K detekci
biochemickych zmén v burikach se pouzivaji testy ke stanoveni funkce intracelularnich
dehydrogenaz nebo detekce glutathionu. Stejné vyznamnou roli hraje analyza

proteinové exprese, predevsim tedy Western Blotting a 2D elektroforéza.
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2.2.1 Analyza morfologie bunék

Pro detekci a vizualizaci morfologickych zmén v bunce béhem apoptotického
procesu se pouziva napf. pritokova cytometrie a fada mikroskopickych technik. Mezi
nejCastéji pouzivané fadime napf. svételnou mikroskopii s fazovym kontrastem,

fluorescencni mikroskopii nebo elektronovu mikroskopii.

2.2.1.1 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie (FC) je Casto vyuzivanou metodou, ktera umoznuje
analyzu jednotlivych bunék. Nachazi uplatnéni v mnoha oborech jako napf.
v imunologii nebo molekularni biologii.

Soucasti pritokového cytometru je laserovy paprsek, kterym prochazi
jednotlivé bunky. Zakladnimi veli¢inami analyzovanymi pomoci FC jsou rozptyl svétla
a intenzita fluorescence. Rozptyl svétla je zaznamenavan detektorem ve dvou
smérech proti ose laserového paprsku: v uhlu 20° - Forward Scatter (FSC) a v uhlu
90° - Side Scatter (SSC). FSC se pouziva pfedevsim pro rozliSeni Zivych a mrtvych
bunék, SSC na rozliSeni granuléznich a negranuléznich bunék. Specialnim typem
pritokové cytometrie je tzv. tfidéni bunék na zakladé fluorescence (FACS),
které umoznuje tfidit buriky do jednotlivych nadob podle rozptylu svétla a fluorescence.
Roztfidéné buriky je poté mozné pouzit k dalSim analyzam.

K fluorescenénimu znaceni pro analyzu pomoci FC m(zZe byt vyuzita transfekce
se znacenim bunék pomoci fluorescenénich proteinl, fluorescenéni barveni urcité
bunécné struktury, Ci uziti specificky znaCenych protilatek (McKinnon, 2018).
Prutokova cytometrie je Casto pouzivanou metodou i ve spojeni s detekci
apoptotického procesu. Mezi markery apoptdzy Casto detekované pomoci pratokové
cytometrie patfi ztrata mitochondrialniho membranového potencialu (MMP), vystaveni
fosfatidylserinu na vnéj§i bunéfnou membranu, aktivace kaspaz, kondenzace
chromatinu a Stépeni DNA, nebo také exprese fluorescenéné znacenych proteina.

K detekci ztraty MMP se vyuziva napf. tetrametylrhodamin metylester
perchlorat (TMRM). TMRM je lipofilni kationickd oranzova fluorescencni sonda,
ktera je schopna vstupovat do zZivych bunék, kde se za fyziologickych podminek
hromadi v negativhé nabitém matrix mitochondrii. V pfipadé ztraty MMP se sonda

TMRM uvoliiuje z poSkozenych mitochondrii a je volné rozptylena v cytoplazmé. Tim
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dochazi ke snizeni intenzity fluorescence, kterou jsme schopni detekovat (Wlodkowic
et al., 2009).

Stejné jako u fluorescenéniho mikroskopu je pomoci prutokové cytometrie
mozné detekovat vystaveni fosfatidylserinu na vné&jsi bunéfnou membranu
fluorescencné znaCenym Annexinem V, obzvlasté v kombinaci s barvenim
propidiumjodidem (PI) k rozliSeni nekrotickych bunék od apoptotickych (Fakai et al.,
2019; McKinnon, 2018).

K detekci aktivace kaspaz pomoci pritokové cytometrie se klasicky vyuziva
utilizace specifického fluorescencniho substratu konkrétni analyzované kaspazy.
Po aktivaci kaspazy dojde ke Stépeni fluorescencniho substratu a emitovanou
fluorescenci detekujeme pomoci FC (McKinnon, 2018). Dalsi moznosti detekce
kaspaz pomoci FC je pouziti fluorochromem znacenych inhibitorl kaspaz (FLICA)
(obrazek 6).

. FLICA

Y FLICA

= (4 Tan’ s
neaktivni\%  aktivni | “o aktivni
kaspaza kaspaza { _ kaspaza
Zdrava Buiika v rané fazi Bunka v pozdni fazi
buiika apoptozy apoptozy
| )
Kaspaza je neaktivni, Kaspaza je aktivni, Kaspéaza je aktivni,
FLICA se nenavaZe, FLICA se navaZe a emituje fluorescenci, FLICA se navaze a emituje zafeni,
Pl neprojde do buriky. PI neprojde do buiiky. Pl projde do bufiky a emituje zafeni.

Obrazek 6: Detekce aktivace kaspaz prostrednictvim FLICA. FLICA - fluorochromem
znacéené inhibitory kaspaz; Pl — propidiumjodid.

FLICA jsou ligandy s vysokou afinitou k aktivnimu centru konkrétni kaspazy.
Fluorescenéni znaCka umozrniuje detekci komplexu FLICA-kaspaza uvnitf Zivych
bunék. Toto znaeni mize byt pouZzito spolu s barvenim s Pl k rozlieni jednotlivych
fazi apoptozy, kdy Pl je pozitivni u jiz mrtvych, nebo hodné poskozenych
(Darzynkiewicz et al., 2011).

Pritokova cytometrie se dale vyuziva k detekci DNA zlomUd. DNA zlomy jsou
obarveny pomoci fluorescencni barvy, jejiz fluorescenci detekujeme. K posouzeni
stavu jadra a DNA bunék se vyuziva fluorescenéni barveni pomoci barvy Hoechst
33342 (Al-Katib et al., 2020; Schmid et al., 2007). Zmény v permeabilité membrany

26



béhem apoptézy umozni vstup vétSiho mnozstvi barviva Hoechst 33342 (H33342)
do poSkozenych bunék, nez do bunék zdravych a detekujeme tak vétSi intenzitu
fluorescence. Zaroven muize byt detekovana snizena hodnota FSC a zvySena hodnota
SSC (Schmid et al., 2007).

DalSim pouzivanym stanovenim k detekci apoptozy je detekce sub-G1 bunécné
populace, resp. bunék s oligonukleozomalnimi fragmenty DNA vzniklymi b&hem
apoptotické DNA fragmentace. Bunky jsou nejprve permeabilizovany napf. ethanolem.
DNA fragmenty unikaji z bunky, snizuje se tak obsah DNA v burnice a intenzita

fluorescencniho znaceni klesa (Plesca et al., 2008).

2.2.1.2 Svételna mikroskopie s fazovym kontrastem

Svételnd mikroskopie s fazovym kontrastem patfi mezi zakladni techniky
mikroskopie. Tento typ mikroskopie je zalozen na rlizném indexu lomu v riznych
Castech vzorku, kdy dochazi k fazovému posunu svételné viny, ktery je pouhym okem
neviditelny. Fazovy mikroskop prevede tyto fazové posuny na zmény v intenzité svétla,
kterou jsme schopni pozorovat. Mizeme tak pozorovat nezabarvené objekty v burice,
jako jsou napf. jadro, které béhem apoptdzy ztraci svou integritu (Henry et al., 2013),

nebo tvorbu blebd bunééné membrany (Janson et al., 2008).

2.2.1.3 Fluorescenéni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskop je v sou¢asné dobé jiz béznym a nepostradatelnym
pristrojem pro hodnoceni bunééného stavu. Pfi fluorescenéni mikroskopii se vyuzivaji
tzv. fluorofory, coz jsou latky schopné fluorescence. Nejdfive dochazi k ozareni
fluoroforu zéfenim o urcité vinové délce, které elektrony excituje. Navrat elektronu
na puvodni energetickou hladinu je doprovazen emisi fotonu o specifické vinové délce,
kterou jsme schopni detekovat.

Fluorescenéni mikroskopie se pouziva k vizualizaci nejen bunécnych organel,
ale také k detekci velkého mnozZstvi bunéénych parametrd, jako jsou napf. vystaveni
fosfatidylserinu na vnéjSi bunénou membranu, detekce MMP, produkce reaktivnich
forem kysliku (ROS) nebo detekce DNA fragmentace.

Pro vizualizaci bunéénych jader muzeme pouzit rizna barveni. Mezi
nejznaméjsi fluorescencéni barviva patfi barvy skupiny Hoechst, DAPI, propidiumjodid
a ethidiumbromid.
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Modra fluorescenc¢ni barviva Hoechst jsou strukturalné bisbenzimidiny, které
nesou nazev podle némeckeé firmy, ktera je vyvinula v druhé poloviné 19. stoleti. Tato
barviva se vazi do malého Zlabku DNA s preferenci na mista bohata na adenin
a thymin. Do této skupiny fluoroforl patfi barviva Hoechst 33258, 33342 a 34580
(Bucevicius et al., 2018). K barveni jader pro fluorescenéni mikroskopii se nejCastéji
pouziva barvivo Hoechst 33258, jehoz excitaCni maximum je 352 nm a emisni
maximum pfi 461 nm (Ki et al., 2016).

4' 6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) je modra fluorescencni barva, ktera se stejné
jako barviva Hoechst vyuziva k barveni jader. ExcitaCni maximum DAPI je 359 nm
a emisni maximum 461 nm. Stejné jako barviva Hoechst se vaze i DAPI do oblasti
malého zlabku DNA do regionl bohatych na adenin a thymin (Chazotte, 2014).

Pro barveni jader |ze pouzit také propidiumjodid a ethidiumbromid. Obé barviva
maji Cervenou barvu a absorbuji v UV oblasti (Corliss and White, 1981). Patfi mezi
vysoce toxicka interkalaCni barviva, ktera nejsou prostupna intaktni bunécnou
membranou.

Fluorescenénim  mikroskopem muzeme také pozorovat vystaveni
fosfatidylserinu na vné&jSi membranu bunék, které je také dullezitym markerem
apoptdzy. Casto se pouziva barveni fluorescenéné& znaénym Annexinem V, ktery se
v pfitomnosti Ca?* iontl navaze na fosfatidylserin a umoznuje tak jeho detekci.
Annexin V je v8ak schopen se vazat i na bunky nekrotické, proto byva tato metoda
jesté doplnéna barvenim pomoci propidiumjodidu (Baskic et al., 2006; Corliss and
White, 1981).

K detekci MMP se  vyuzivaji napr. fluorescenéni  sondy
5,5,6,6-tetrachloro-1,1’,3,3’ tetraethylbenzimidazoyl-karbokyaninjodidy (JC). Jedna se
o lipofilni kationické sondy, které snadno prostupuji do bunék, kde se hromadi
v mitochondriich. 'V pfipadé mitochondrialnino poskozeni dochazi ke zméné
membranoveho potencialu a tim ke zméné formy sondy, a tedy ikezméné
emitovaného fluorescencniho zareni, které pozorujeme (Sivandzade et al., 2019)
(obrazek 7).
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Obrazek 7: Detekce mitochondrialniho membranového potencialu (HK-2 burky).
A, B) Kontrolni buriky. C, D) Buriky ovlivnéné 500 uM terc-butylhydroperoxidem po 24 h.
A, C) Fazovy kontrast. B, D) Fluorescence JC-1 (EX/EM=485/535 (595) nm). ZvétSeni 200x.

Detekce pomoci fluorescencni mikroskopie je dale soucasti metod vyuzivanych
k vizualizaci DNA zlomu. Mezi tyto metody patfi metody TUNEL a Kometova metoda,
které jsou detailné popsany v dalSich kapitolach.

2.2.1.4 Elektronova mikroskopie

Zakladem elektronové mikroskopie je proud elektront ve vakuu. Mezi Casto
pouzivané techniky elektronové mikroskopie patfi skenovaci elektronova mikroskopie
a transmisni elektronova mikroskopie (Burattini and Falcieri, 2013) (obrazek 8).
Elektronova mikroskopie vSak nepatfi mezi rutinni techniky. Je naroéna na vybaveni,
dale je nezbytna pfitomnost zkuSeného operatora.

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) detekuje elektrony vyrazené
z analyzovaného preparatu po dopadu proudu elektront ze zdroje. Vyrazené elektrony
postupuji k detektoru, kde je signal pfeveden na obraz. SEM se pouziva ke zobrazeni
detailni morfologie apoptotické buriky, napf. k zobrazeni blebu (obr. 5A) nebo zplosténi
bunék (Janson et al., 2008).

29



Obrazek 8: Snimky apoptotickych bunék pomoci elektronové mikroskopie.
A) Apoptotické bunky U937 (TEM), B) Apoptotické kmenové buriky CD34. Sipky ukazuji
na membranové bleby (Burattini and Falcieri 2013).

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) detekuje od preparatu odrazené
elektrony, které se po interakci s preparatem neodchyli od hlavniho elektronového
svazku zdroje. Pomoci TEM muze byt vizualizovana napf. kondenzace a degradace
jadra nebo tvorba blebu a cytoplazmatickych apoptotickych télisek (obrazek 7B)
(Tassell et al., 2000).

2.2.2 Detekce DNA zloml a DNA fragmentace

Dal$im markerem apoptdzy, jenz je mozné detekovat, je pfitomnost DNA zlom{
a fragmentace DNA. Kjejich prikazu jsou ¢&asto vyuzivany metody TUNEL
a elektroforetické metody DNA Zebfik a Kometova metoda.

2.2.2.1 TUNEL

TUNEL (= Terminal deoxynUcleotidyl transferase Nick-End Labeling) je
metoda, ktera se vyuziva k detekci ziomu v DNA. Jedna se o pomérné rychlou metodu,
ktera se da vyuzit pfi detekci DNA zlomu pomoci fluorescenni mikroskopie nebo

pritokové cytometrie. Metoda TUNEL se pouziva i vimunohistochemii. V tomto
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pripadé je vSak nutné si uvédomit, ze nakladani s tkani a jeji fixace mohou vyrazné
ovlivnit vysledky této metody (Huerta et al., 2007).

Hlavni roli hraje enzym endonukleaza, terminalni deoxynukleotidyltransferaza
(TdT), ktera katalyzuje vazbu znacenych deoxyuridinfosfatil (dUTPs) na hydroxylovou
skupinu DNA v mist¢é DNA zlomu. ZnaCené dUTPs jsou nasledné detekovany
(Kyrylkova et al., 2012a).

Vramci metody TUNEL se ke znaCeni dUTPs pouZzivaji nejCastéji dvé
strategie - pfimé barveni dUTPs, nebo barveni pomoci thymidinovych analogl
bromdeoxyuridinu (BrdU) a 5'-ethinyl-2-deoxyuridinu (EdU) (obrazek 9). Takto
oznacené dUTPs, resp. DNA, mizZeme analyzovat pomoci fluorescenéni mikroskopie
nebo pritokové cytometrie (Kyrylkova et al., 2012b).

Specialnim pfipadem znaceni DNA zlomu je inkorporace EdU. Ethinylova
skupina EdU je kovalentné konjugovana na fluorescenc¢ni azid a tato tzv. click reakce
je katalyzovana médi (Chehrehasa et al., 2009). Fluorescenéni azid je navic pomérné
maly. K tomuto druhu znaceni tedy neni oproti technice znaceni BrdU tfeba rozruseni
helikalni struktury DNA. Dale pak v systému EdU nepouzivame protilatky, jak je tomu
ve strategii znaCeni pomoci BrdU (Buck et al., 2008).

Postup analyzy metodou TUNEL zahrnuje fixaci bunék a jejich naslednou
permeabilizaci. Permeabilizace je kliCovym krokem TUNEL reakce, protoZze umozniuje
prinik jednotlivych slozek reakéni smési do jadra buriky. Pro fixovani bunék se
v souvislosti s metodou TUNEL pouziva paraformaldehyd v koncentraci 4 % (Kim et
al., 2018; Pulkkanen et al., 2000), protoze zachovava uspofadani bunék a jeji
struktury.

DalSim krokem je permeabilizace bunék pomoci Tritonu X-100. Pro tyto ucely
se pouziva v koncentracich 0,1-0,2 % (Kim et al., 2018; Pulkkanen et al., 2000).
Nasleduje vazba znacenych dUTPs (BrdU) na volné -OH skupiny v misté zlomu DNA
a vizualizace. Metoda TUNEL neni metoda specificka pouze pro detekci apoptotické
DNA fragmentace, ale detekuje i DNA fragmentaci vzniklou jinymi pfi¢inami, napf.
pfi nekréze, nebo reparativnich procesech (Ansari et al., 1993; Kanoh et al., 1999).
Proto je nutné pro potvrzeni apoptotické DNA fragmentace doplnit vysledky vhodnymi
dalSimi mikroskopickymi analyzami, nebo i elektroforetickymi analyzami, jako jsou

metoda detekce DNA Zebfiku nebo Kometova metoda.
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Obrazek 9: Strategie znac¢eni dUTPs v ramci metody TUNEL. Moznosti A) a B) zobrazuji
techniky pfimého znaceni dUTPs a moznosti C) a D) zobrazuji techniky nepfimého znaceni
zlomu pomoci BrdU. A) Pfimé znacéeni dUTPs detekovatelnou znackou, B) navazani receptoru
na dUTPs. Tento receptor interaguje s fluorescenéné znacenym ligandem umoziujicim
detekci. C) BrdU interaguje se znacenou anti-BrdU protilatkou, D) BrdU interaguje s anti-BrdU
protilatkou, ktera je znacena receptorem. Tento receptor interaguje se zna¢enym ligandem,
ktery umoznuje naslednou detekci BrdU, resp. DNA zlomu.

2.2.2.2 DNA Zebfik

Metoda detekce DNA Zebfiku se vyuziva k detekci apoptdzy jiz od roku 1976,
kdy Skalka a kol. (1976) prokazali stépeni DNA chromatinu v lymfoidni tkani in vivo.
Pozdéji, Wyllie (1980) ve své studii prokazal internukleozomalni Stépeni DNA
v thymocytech.

Detekce DNA Zebfiku vyuziva internukleozomalniho stépeni DNA na fragmenty
o nasobcich velikosti 180 parl bazi. Takto vzniklé fragmenty po elektroforetickém
déleni na agar6zovém gelu pfipominaji zebfik, ktery je vyuzivan k detekci apoptozy.

Metodika spocCiva nejdfive ve sklizeni inkubovanych bunék, poté nasleduje
lyza€ni krok, kdy jsou buriky lyzovany riznymi mechanickymi, nebo chemickymi

technikami. Sav¢i bunky nemaji buné¢nou sténu ale pouze plazmatickou membranu,
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neni zde tedy tfeba v pfipadé detekce DNA Zzebfiku vyuzivat mechanické lyzacni
techniky. Pro lyzi sav€ich bunék jsou nejCastéji pouzivany lyzacni pufry, které jsou
zalozeny na mechanismu lyze bunék prostfednictvim osmotickych jevl. Pouziva se
cela fada lyza€nich pufrli, nejCastéji vSak tyto roztoky obsahuji jako hlavni slozky
tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS) a etylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA)
(Barani et al., 2019).

Po lyzi bunék, kdy je bunécny obsah véetné DNA uvolnén do extracelularniho
prostfedi, je nezbytné provést izolaci DNA. Izolace DNA se provadi béznymi
metodami, které jsou pouzivany pro izolaci genomové DNA, napf. fenol-chloroformova
extrakce s naslednym srazenim octanem amonnym nebo isopropylalkoholem. Casto
se pro izolaci fragmentované DNA vyuzivaji také komercni kity (Kijima et al., 2019).
Pouziti kitu pro izolaci DNA je rychlejSi a presnéjsi, nicméné nevyhodou je vyS$Si
pofizovaci cena.

Nékdy byva po izolaci DNA zarazen krok CiSténi DNA RNazou (Chen et al.,
2019b). Po precisténi a izolaci DNA je provedena horizontalni elektroforéza
v agarézovém gelu. Agardéza je polysacharid, ktery ve své 3D struktufe obsahuje
kanalky a pory, jimiz se biomolekuly mohou pohybovat. Tato 3D struktura agarozy je
udrzovana pomoci vodikovych mustku, které se daji snadno odstranit zahfatim, kdy
agaroza ztekuti (Zucca et al., 2016). Agarézovy gel je pouzivan v Sirokém rozmezi
koncentraci, pro lepSi zaostfeni mensich DNA fragmentl je vhodné pouzit vySSi
koncentraci agarézy v gelu, a to az do 2 % (Kijima et al., 2019; Saadat et al., 2015;
Suman et al., 2012).

Aplikované napéti pfi elektroforéze by mélo byt zvoleno tak, aby nedochéazelo
k velkému narUstu teploty v elektroforetickém systému. Pfi vySSich teplotach muze
dochazet k rozpadu mensich fragmenti DNA a tim ke ztraté DNA. NejCastéji je voleno
napéti mezi 2-15 V/cm (Gong et al., 1994; Pariente et al., 2016; Takaki et al., 2014).
Kvizualizaci DNA je i pfes své mutagenni vlastnosti nejCastéji pouzivan
ethidiumbromid, ktery se pfidava do agarézového gelu béhem jeho pfipravy (Kijima et
al., 2019). Alternativou k ethidiumbromidu je napf. SYBR-Safe, ktery neni toxicky
(Saadat et al., 2015). Vizualizace je nasledné provedena v zavislosti na zvoleném
barveni DNA, v pfipadé ethidiumbromidu se vyuziva detekce pomoci UV
transiluminatoru. V pfipadé, Ze je DNA apoptoticky fragmentovana, je pozorovan
charakteristicky DNA Zebfik. Pokud DNA fragmentovana neni, v agarézovém gelu se

nedéli a zlstava na Cele gelu (obrazek 10).
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Obrazek 10: DNA zebriik. HepG2 buriky ovlivnéné cisplatinou (CisPt) po 24 h. 1) Kontrolni
[E):lz?);_ 2) 25 uM CisPt; 3) 50 uM CisPt; 4) 75 uM CisPt; M) — Marker molekulové velikosti (pary

Detekce DNA Zebfiku je pomérné rychla a levna metoda, ktera nepotfebuje
specialni laboratorni vybaveni. Tato metoda neni vhodna pro vzorky s malym poctem
bunék, sensitivita metody se pohybuje fadové pro 10° bunék, v zavislosti na zvolené
metodice izolace fragmentované DNA (Herrmann et al., 1994; Samarghandian and
Shabestari, 2013). Naopak je tedy velmi vhodnou metodou pro detekci apoptotické
DNA fragmentace u vzorku s dostateénym pocétem bunék, napf. u sav€ich bunéénych
linii nebo u tkanovych vzorkd.

Fragmentace DNA se mulze také objevovat pfi nekréze, kdy
Ize po elektroforetickém déleni pozorovat tzv. smear pattern. KliCové je pfi detekci
DNA fragmentace také nacCasovani. Internukleozomalni fragmentaci DNA Ize
detekovat az v pozdéjSich fazich apoptézy. Pokud tedy v experimentu fragmentaci
nedetekujeme, nemusi to znamenat, Ze bunka neprochazi apoptézou (Elmore, 2007).
Aby bylo mozné vyhodnotit, zda se jedna skute¢né o apoptotickou DNA fragmentaci,

je nutné doplnit tuto metodu o dalSi analyzy zalozené na jiném principu.
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2.2.2.3 Kometova metoda

DalSi velmi Casto vyuzivanou mikroelektroforetickou metodou pro stanoveni
miry posSkozeni DNA je Kometova metoda, neboli gelova elektroforéza jednotlivych
bunék (SCGE). Kometova metoda nese nazev podle charakteristického tvaru
poskozené DNA, ktery po provedeni elektroforézy pfipomina kometu (obrazek 11).
Kometa je sloZena z hlavy a ohonu, kdy jedna kometa pfedstavuje jednu bunku. Hlava
komety obsahuje nefragmentovanou DNA, zatimco ohon komety je tvofen pfedevsim

DNA fragmentovanou. Velikost ohonu odpovida mife DNA poSkozeni.

Hlava Ohon

Obrazek 11: Vzhled jadra bunky po detekci Kometovou metodou. Barveni Hoechst 33258.

Touto metodou detekujeme DNA zlomy, které vznikaji pferusenim
fosfodiesterové vazby mezi dvéma deoxynukleotidy. Tyto zlomy mohou vznikat
na jednom vilaknu DNA jako jednofetézcové zlomy, nebo na obou vidaknech DNA jako
zlomy dvoufetézcove.

Kometovou metodu délime na dva zakladni typy — neutralni (Olive et al., 1993)
a alkalickou (Singh et al., 1988). Neutralni SCGE je vyuzivana k detekci pfedevSim
jednoretézcovych zlomU, naproti tomu alkalicka verze se pouziva k detekci zlom
dvouretézcovych.

Prvnim krokem analyzy DNA pomoci Kometové metody je priprava
mikroskopickych sklicek. Mikroskopicka skliCka jsou nejprve potazena standardni
agarozou a na ni je aplikovana vrstva vysokotuhnouci agardzy. Na takto pfipravena
sklicka jsou naneseny buriky resuspendované v nizkotuhnouci agaréze, ktera slouzi

pro fixaci bunék a zaroven jako gel pro nasledné elektroforetické déleni. Pfi pfipravé
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téchto sklicek je dulezité davat pozor na to, abychom nanaseli stejny objem
agarozy o definované koncentraci. V pfipadé nerovnomérné koncentrovaného nebo
ztuhlého gelu, dochazi k ovlivnéni stanoveni. Takto pfipravena sklicka jsou
dostupna i komeréné. Jejich velka vyhoda je rovnomérna vrstva agarozy a tudiz vétsi
reproducibilita experimentu.

Po fixaci jsou buriky lyzovany. U alkalické verze metody nasleduje rozplétani
DNA v alkalickém pufru, kdy dochazi k rozplétani nadSroubovicového vinuti a tak
i k detekci dvouretézcovych zlomi DNA. Zakladem lyzaéniho pufru je TRIS o vysokém
pH (~10), EDTA a NaCl. Jako dalSi slozky pufru se pouzivaji Triton X-100 nebo
dimethylsulfoxid (Mastaloudis et al., 2004; Rousset et al., 2000).

Nasleduje elektroforéza v alkalickém (neutralnim) prostfedi, promyti, barveni
DNA a vizualizace. K barveni DNA se pouzivaji béZzné dostupné barvy pro barveni
jader, jako jsou barviva Hoechst, DAPI, propidiumjodid nebo ethidiumbromid. Jadra
neposkozenych a poskozenych bunék po elektroforéze a barveni Hoechst 33258 jsou
znazornéna na obrazku 12. Vysledné komety mohou byt hodnoceny vizualné nebo

softwarové.

Obrazek 12: Jadra bunék po elektroforéze a vizualizaci (A549 bunky). A) Kontrolni
neposkozené buriky, B) 500 uM terc-butylhydroperoxid, 30 min. Barveni Hoechst 33258.
ZvétSeni 400x.
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2.2.3 Detekce biochemickych zmén pfi apoptéze

2.2.3.1 Stanoveni aktivity mitochondrialnich dehydrogenaz

Aktivaci apoptdézy dochazi mimo jiné také k posSkozeni mitochondrii. Tato
poskozeni muzeme odhalit stanovenim aktivity mitochondrialnich dehydrogenaz,
které se vyuZzivaji k detekci cytotoxicity obecné, ale i ve spojeni s apoptozou.
Tato skupina  kolorimetrickych  testd  vyuziva schopnosti mitochondrialnich
dehydrogenaz redukovat tetrazoliové soli na barevné produkty. Patfi sem testy MTT,
XTT a skupina testu vyuzivajici ve vodé rozpustné tetrazoliové soli (WST).
Slou¢enina MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium  bromid) je
tetrazoliova sUl, ktera tvofi Zluty vodny roztok. Pomoci mitochondrialnich
dehydrogenaz je pfeménén na ve vodé nerozpustny formazan, ktery ma fialovou
barvu. Detekce je spektrofotometricka pfi 570 nm. Nevyhodou tohoto stanoveni je
vznik ve vodé nerozpustného formazanu, jehoz precipitaty musi byt pfed detekci
rozpustény (Yin et al., 2013).

Stanoveni XTT vyuziva dalsi tetrazoliovou sul
2,3-bis [2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-karboxanilid. PUvodné ma
svétle Zlutou barvu a jeho redukovany, ve vodé rozpustny produkt je oranzovy
a absorbuje pfi 475 nm (Yin et al., 2013) (obrazek 13).

Casto pouzivana byva také skupina WST &inidel. Tuto skupinu odliSuje od MTT
vznik ve vodé rozpustnych formazanu, coz zvySuje senzitivitu stanoveni (Yin et al.,
2013). Vzhledem ke svému negativnimu naboji nejsou tato Cinidla schopna vstupovat
do bunék (Lutter et al., 2017). WST-1 tvofi po redukci formazan oranzové barvy, ktery
absorbuje pfi 440 nm. V pfipadé WST-8 vznika také oranzovy formazan absorbujici
pfi 450 nm (Chamchoy et al., 2019) (obrazek 13).

DalSim cinidlem vyuzivanym pfi detekci aktivity celularnich dehydrogenaz je
modry nefluorescencni resazurin (Alamar Blue). Resazurin je dehydrogenazami
redukovan na razovy fluorescenéni resorufin (EX/EM=572/585 nm), ktery detekujeme
(O'Brien et al., 2000; Tian et al., 2021).
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Obrazek 13: Detekce celularnich dehydrogenaz pomoci XTT a WST. Methoxy-PMSCOXRED
- 1-metoxy-5-metyl-fenaziniummetylsulfat (Lutter et al., 2017).

2.2.3.2 Stanoveni glutathionu

Glutathion (GSH) je tripeptid (y-L-glutamyl-L-cysteinylglycin), ktery v bunce
slouzi jako silny antioxidant. ZajiStuje tak ochranu bunék proti oxidaénimu stresu
a podili se na udrzeni homeostazy. GSH reaguje s reaktivnimi formami Kkysliku
prostfednictvim glutathionperoxidaz a glutathion-S-transferaz a udrzuje tak
intracelularni redoxni prostfedi. Koncentrace GSH v sav€ich bunkach je pomérné
vysoka (mM) a je tedy nejvice zastoupenym neproteinovym thiolem v burikach (Circu
and Aw, 2008; Zhou et al., 2018).

Glutathion se vyskytuje ve dvou formach — vredukované formé (GSH)
a oxidované formé (GSSG). Redukovana forma tvofi vétSinu GSH v bunkach. PFi
apoptotickém procesu dochazi k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS) a naslednému
vyCerpavani GSH. Snizeni hladiny GSH muze tedy indikovat apoptoticky proces (Circu
and Aw, 2008).

K detekci GSH se nejCastéji pouzivaji metody zalozené
na spektrofoto- a spektrofluorimetrické detekci. GSH muze byt derivatizovan napf.
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pomoci o-ftalaldehydu, kyseliny 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoove,
nebo monochlorobimanu (Capek et al., 2017).

Monochlorobiman (MCB) je velmi specificka, nefluorescenéni permeabilni
sonda. Uvnitf bunky reaguje s GSH a prostfednictvim reakce katalyzované
glutathion-S-transferazou vytvari fluorescencni komplex biman-GSH, ktery
detekujeme (Machado and Soares, 2012) (obrazek 14).
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Obrazek 14: Reakce monochlorobimanu a glutathionu. GST — glutathion-S-transferaza.

Fluorescenéni sondu 3-oxo-3H-fenoxazin-7-ylthiofen-2-karboxylat lze také
vyuzit k detekci GSH v bunkach. Tato sonda je selektivni a Ize ji vyuzit pfi detekci GSH
nejen v zivych bunkach, ale i v bunéénych lyzatech (Zhou et al., 2018).

Pro detekci GSH in vitro, Ize dale pouzit sondu CBT-Cys(SEt), coz je
2-kyanobenzothiazolovy zbytek s cysteinem chranénym disulfidem. Po redukci GSH
za fyziologickych podminek dojde ke kondenzaci CBT-Cys(SEt) a tvofi se
nanokrouzky, které zvySuji absorbci UV zafeni pfi 380 nm (Yuan et al., 2013).

2.2.4 Detekce a analyza proteinu pri apoptoze

Zmény exprese proteini muzeme detekovat pomoci klasickych metod jako jsou
2D elektroforéza, nebo Western Blotting (WB). Mezi dalSi analyzované proteiny béhem
apoptdzy patfi kaspazy a cytochrom C.

Jak jiz bylo Fe€eno, dulezitou roli v apoptotickém procesu hraji kaspazy.
Detekce kaspaz mulze byt zalozena na nékolika principech. Prvnim zakladnim
zpusobem detekce je detekce neaktivnich prokaspaz i aktivnich kaspaz
prostfednictvim WB. DalSi moznosti je interakce aktivované kaspazy se specifickou
znacenou protilatkou a jeji nasledna spektrofotometricka nebo mikroskopicka detekce,
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pfipadné detekce pratokovou cytometrii. Casto se také vyuziva detekce fluorimetricky
znaCeného substratu, nebo znaceného inhibitoru dané kaspazy.

Cytochrom C je dalSim vyznamnym proteinem, jehoZ uvolfiovani do cytosolu
slouzi jako marker apoptézy. MlUzeme ho detekovat napf. mikroskopicky,
prostfednictvim WB, nebo pomoci pratokové cytometrie (Campos et al., 2006). Vzorek
je inkubovan nejdfive s primarni protilatku proti cytochromu C, a poté se znacenou
sekundarni protilatkou. Jako znaceni se pouzivaji fluorescencéni barviva napf. z rodiny
AlexaFluor (Campos et al., 2006).

2.2.4.1 2D elektroforéza

Rozdily mezi zastoupenim proteind v riznych proteomech Ize analyzovat
prostfednictvim 2D elektroforézy. Jak naznacCuje nazev, elektroforéza je sloZena
ze dvou metod — izoelektrické fokusace a elektroforézy. Proteiny jsou nejdfive
rozdéleny podle svého izoelektrického bodu a nasledné i podle své velikosti. 2D
elektroforéza je vhodnym nastrojem napf. pro analyzu fosforylace proteinu, které se
béznou SDS-PAGE 3patné rozpoznavaji. Fosfatova skupina posune naboj proteinu
k zapornéjSim hodnotam a posune se tak i jeho izoelektricky bod. Napfiklad protein
BCL-2 muaze byt posttranslacné fosforylovan a tato fosforylace je nezbytna pro jeho
plnou antiapoptotickou funkci (Ruvolo et al., 2001).

2.2.4.2 Western Blotting a kapilarni imunoelektroforéza

WB je dnes jiz klasicka metoda pouzivana k analyze exprese proteinu. Proteiny
jsou nejprve rozdéleny pomoci polyakrylamidové elektroforézy v denaturujicich
podminkach dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) a nasledné pieneseny pomoci
elektrického proudu na membranu, kde jsou detekovany.

SDS-PAGE je zakladni metodou v proteomice a je nedilnou soucasti metodiky
WB. Pfi SDS-PAGE jsou proteiny denaturovany pomoci SDS a B-merkaptoetanolu,
kdy SDS protein denaturuje a zaroven obali negativnim nabojem a 3-merkaptoetanol
nastépi disulfidické mustky. Tyto proteiny, které si udrzi primarni strukturu a jsou
obaleny negativnim nabojem, jsou elektroforeticky rozdéleny na zakladé své velikosti.
Pokud bychom chtéli zachovat nativni strukturu proteint, misto SDS-PAGE Ize pouzit
elektroforézu v nedenaturujicich podminkach, kdy se proteiny déli podle svého

pfirozeného naboje.
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Zakladnim materialem, ktery vyuzivame pfi SDS-PAGE, je bunécny proteinovy
lyzat. Po elektroforetickém déleni lyzatu proteinl v polyakrylamidovém gelu jsou
proteiny pFfeneseny pomoci elektrického proudu na membranu. PouZivaji se
membrany polyvinilydenfluoridové, nebo nitrocelulosové. Nasleduje detekce
pfenesenych proteinl. Pouziva se systém primarni/sekundarni protilatka. Sekundarni
protilatka je znaCena napf. enzymaticky, nebo fluorescen¢né. V naSi laboratofi
nejCastéji pouzivame sekundarni protilatky znaCené kfenovou peroxidazou, ktera
oxiduje pfidany luminol a detekujeme chemiluminescenci.

Metoda Western Blotting je dnes jiz také automatizovana a mulze probihat
ve specialnich pfistrojich v kapilarach. Automatizovany pfistroj se nazyva Wes

a vyuziva kapilarni imunoelektroforézu (obrazek 15).

g
G

Obrazek 15: Pristroj Wes.

Pfiprava vzorkd pro metodu Simple Western je podobna jako pfi klasickém
usporadani WB, kdy vyuzivame jako zakladni material proteinovy lyzat. Jeho spotfeba
je vSak vyrazné nizsi oproti klasickému usporfadani WB. Vzorky jsou denaturovany
pomoci dithiotreitolu (DTT) a nasledné jsou pipetovany do mikrotitracni desticky,
ze které jsou vzorky a potfebné reagencie automaticky nasavany pfistrojem (obrazek
16).
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Obrazek 16: Princip metody Simple Western. 1) Naplnéni kapilary matrici — tmavé
modra - zaostfovaci, svétle modra - separacni. 2) Nasati vzorku proteint na zacatek kapilary.
3) Proteiny jsou separovany podle molekulové hmotnosti a imobilizovany. 4) Interakce vzorku
s primarni neznaenou a sekundarni zna¢enou protilatkou.

Do kapilary jsou nejdfive nasaty reagencie, které tvofi matrix pro déleni
proteiny, a poté vzorek. Matrice je tvofen zaostfovaci a separacni slozkou, podobné
jako u klasické SDS-PAGE. Proteiny ve vzorku jsou obaleny detergentem (DTT), maji
tedy zaporny naboj a pohybuji se kapilarou. Nasledné jsou v ni imobilizovany,
oznaceny primarnimi protilatkami a poté sekundarnimi znaCenymi protilatkami.
Nakonec je provedena chemiluminescencni detekce. Vysledkem je graf zavislosti
chemiluminescence na molekulové hmotnosti a prouzkové zobrazeni (obrazek 17).
Simple Western nam poskytuje kvalitativni i kvantitativni informace a je citlivéjSi nez
klasicky WB. Spotfeba vzorku je podstatné mensi (~ 3 pL) a analyza je v porovnani

s klasickym usporadanim WB ¢asové méné naroCna.

42



A PARP-1 B

150 000 |
140 000 4
130 000 |
120 000 4
110 000 |
100 000 |
S0 000 4
80 000 |
70 000 {
60 000 -
50 000 {
40 000 4
30 000 |
20 000 |

10 000 —_m/» /
. . o
) 66 116 180 230

MW (kDa)

-

kDa &

230-
Cd2/200
Exposure: HDR 180-

116- (R -PARP-1

66-

Chemiluminescence

Obrazek 17: Proteinova exprese PARP-1 (metoda Simple Western). A) Graf zavislosti
miry chemiluminescence na molekulové hmotnosti detekovaného proteinu; B) Prouzkové
zobrazeni vysledk.
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3. Cile prace

1) Vyvinout spektrofluorimetrickou metodu vyuzivajici sondu Hoechst 33258

pro rutinni detekci nuklearni kondenzace a fragmentace v bunkach.

2) Vyuzit induktory apoptozy (cisplatina, kamptotecin, staurosporin) k detekci
nuklearni kondenzace a fragmentace.

3) Komparovat metodu vyuzivajici sondu Hoechst 33258 s dalSimi metodami
detekujicimi apoptdzu.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Seznam pouzitych chemikalii

Anti-B-aktin protilatky (Sigma-Aldrich, USA)
Anti-JNKs protilatky (Promega, USA)
Anti-PARP-1 protilatky (Cell signaling, USA),
Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, USA)
Cisplatina, CisPt (Pt(NH3)2Cl2; Mr = 300,1 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
Deionizovana voda (G<0,1 pS)
DNA marker 100 bp (ThermoFisher Scientific, USA)
EDTA (Mr = 292,24 g/mol; Sigma-Aldrich, USA)
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 10x, DPBS 10x (Sigma-Aldrich, USA)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose, DMEM (Sigma Aldrich, USA)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F-12 (1:1) (Sigma Aldrich, USA)
Ethanol, EtOH (C2HsOH; Mr = 46,07 g/mol; Merck KGaA, SRN)
Ethidium bromid (20 mg/mL; Top-Bio a.s., Ceska republika)
Fetalni bovinni sérum, FBS (Gibco, USA)
HEPES pufr (Gibco, USA)
Hoechst 33258 (C25H37CI3sNeOs; Mr = 623,96 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
Chlorid kademnaty (CdCl2; Mr = 183,3 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
Insulin/transferin/selenicitan sodny, ITS (Sigma-Aldrich, USA)
Kamptotecin, CAM (Mr = 348,35 g/mol; Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina fosforeéna (HsPOs; 85 %, Penta a.s., Ceska republika).
L-glutamin (Gibco, USA)
Minimalni esencialni médium, MEM (Sigma-Aldrich, USA)
Monochlorobiman (C10H11CIN202; Mr = 226,7 g/mol; Sigma Aldrich, USA)
MS-SAFE inhibitor proteaz a fosfataz (Sigma-Aldrich, USA)
Nanocastice TiO2 P25 (Sigma-Aldrich, USA)
Neesencialni aminokyseliny, NAA (Gibco, USA)
Penicilin/streptomycin, P/S (Gibco, USA)
Pyruvat sodny, PYR (Gibco, USA)
Rekombinantni epidermalni rlstovy faktor, EGF (Gibco, USA)
RIPA pufr (Sigma-Aldrich, USA)
Staurosporin, STA (Mr = 466,53 g/mol; Sigma-Aldrich, USA)
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Trypsin-EDTA (Gibco, USA)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)
WST-1 (Roche, Némecko)

Soupravy a sady

Souprava pro izolaci DNA z tkani (Generi Biotech s.r.o., Ceska republika)

Click-iT™ TUNEL Alexa Fluor 488 Imaging Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA)
ApoTarget™ Quick Apoptotic DNA Ladder Detection Kit (Invitrogen, USA)
ApoONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay 7 (Promega, USA)

12-230 kDa Jess or Wes Separation Module (Biotechne, USA)

4.2 Priprava roztoku

Pracovni roztok DPBS (1x): koncentrovany roztok DPBS (10x) jsme fedili v poméru

1:9, tedy napf. jsme pipetovali 1 mL pufru DPBS do 9 mL deionizované vody (DV).

Zasobni roztok Hoechst 33258 (c =40 yg/mL): do 960 pyL H20 jsme napipetovali 40 pL
Hoechst 33258 (c = 1 mg/mL).

Zasobni roztok HCI (¢ = 1 M): K 9,05 mL deionizované vody jsme napipetovali 950 uL

32% kyseliny chlorovodikové. Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

Zasobni roztok MS-SAFE inhibitor( proteaz a fosfataz (10X): Do vialky jsme pfidali

2 mL RIPA pufru. Roztok jsme ihned rozpipetovali po 30 uL a uchovavali pfi -20 °C.

Pracovni RIPA lyzacni roztok: Pfidali jsme 10 yL zasobniho roztoku MS-SAFE

inhibitor(l proteaz a fosfataz do 390 uL RIPA pufru.

Fixacni roztok formaldehydu (12%) — 1 mL fixaCniho roztoku jsme pfipravili smichanim
342 yL formaldehydu (35%) s 658 yL DPBS (1x).

Cinidlo dle Bradfordové — Navazili jsme 50 g Brilliant Blue G-250 a rozpustili v 25 mL
ethanolu (95%) a 50 mL HsPOs4 (85%). Roztok jsme nasledné doplnili
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demineralizovanou vodou do 500 mL a 2x prefiltrovali pfes husty filtr (pory 2,7 um;
Whatman, UK). Pfipraveny roztok jsme skladovali v temnu pfi 4 °C.

Roztok Triton X-100 (0,2%) — 2 mL roztoku jsme ziskali smichanim 5 pL Triton X-100
s 1995 uL DPBS (1x).

Zasobni roztok BSA (¢ = 10 mg/mL) - V 1 mL deionizované vody jsme rozpustili 10 mg
BSA.

Roztok BSA (3%) —V 1 mL DV jsme rozpustili 30 mg BSA.

Zasobni roztok CdCl2 (c = 20 mM) — 0,0183 g CdCl2 jsme rozpustili v 5 mL DV. Roztok
jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

Zasobni roztok cisplatiny (c = 1 mM) — 0,0015 g cisplatiny jsme rozpustili v 5 mL DV.

Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

Zasobni roztok staurosporinu (¢ = 10 mM) — 0,04665 g staurosporinu jsme rozpustili

v 10 mL DV. Roztok jsme skladovali v mrazaku pfi -20 °C.

Zasobni roztok kamptotecinu (c = 10 mM) — 0,34835 g kamptotecinu jsme rozpustili

v 10 mL DV. Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

Zasobni roztok TiO2 P25 (10 mg/mL) — 0,1 g TiO2 P25 jsme vzdy pfed pouzitim

resuspendovali v 9,9 mL destilované vody.

Zasobni roztok NaOH (c = 0,1 M) — 0,04 g NaOH jsme rozpustili v 10 mL DV. Roztok

jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.

Zasobni roztok EDTA (c = 2 mM) — 0,1461 g EDTA jsme rozpustili ve 100 mL DV.
Roztok jsme skladovali v lednici pfi 4 °C.
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4.3 Biologicky material

Bunécna linie lidského hepatocelularniho karcinomu, HepG2 (ATCC HB-8065, USA)
Imortalizovana bunécna linie proximalnich tubult, HK-2 (ATCC CRL-2190, USA)
Bunécna linie lidského adenokarcinomu, A549 (ATCC CCL-185, USA)

Bunécna linie lidského neuroblastomu, SH-SY5Y (ATCC CRL-2266, USA)

4.4 Pristroje a laboratorni vybaveni

Pristroje

Desti¢kovy spektrofoto- a spektrofluorimetr Spark (Tecan, AUT)
Lednice s mrazakem (-20 °C) (Liebherr, CR)

Mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, JAP)

Odstfedivka 35 R (Hettich, SRN)

Odstfedivka Mikro 20 R (Hettich, SRN)

pH-metr pH 720 (InoLab, Némecko)

Pipety Finnpipette (ThermoFisher Scientific Inc., USA)
Pocitacka bunék Z2 (Beckman, USA)

Protein Simple Wes (Biotechne, USA)

Termostatovana michacka (Biosan, LOT)

Trepacky, vortexy (Reax top Heidolph, SRN, IKA SWE)

Vahy 440-35N a analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, SRN)
Vodni lazen s termostatem a ultrazvukem (Bandelin Sonorex, SRN)
Vyrobnik ledu (EVERmed, ITA)

Pomuicky:

Centrifugacni zkumavky, objem 15 mL (SPL/BioTech, KOR)

Kultivacni lahve NUNC T75 s filtrem (ThermoFisher Scientific Inc., USA)
Magneticka michadla (Heidolph & Big Squit Star, SRN)

Mikroskopicka skla (SPL/BioTech, KOR)

Mikrotitraéni destiCky 6- a 96jamkové (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Mikrozkumavky, objem 1,5; 2,5 a 5 mL (Eppendorf, SRN)

Filtry (pory 2,7 ym; Whatman, UK)
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Software:

Compass Software (Biotechne, USA)

Endnote X9 (Thomson, USA)

i-control 1.6 (Tecan, AUT)

Microsoft Office (Word 2016, Microsoft Office Excel 2016, Powerpoint)
Nikon NIS-Elements (Nikon, JPN)

OriginPro 9.0.0. (OriginLab, USA)
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4.5 Bunécné linie
4.5.1 Kultivace bunék HepG2

Bunécnou linii HepG2 jsme kultivovali v kultivacnim médiu DMEM s fenolovou
Cerveni a vysokym obsahem glukézy 4,5 g/L, které jsme obohatili 10% (v/v) fetalnim
bovinnim sérem, 1% neesencialnimi aminokyselinami, 2 mM glutaminem, 10 mM
HEPES, 50 ug/mL penicilinu, 50 ug/mL streptomycinu. Do kultivacnich lahvi jsme
nasazovali vzdy 0,51x108 bunék do 10 mL kultivaéniho média. Buriky jsme umistili
do inkubatoru, kde jsme je kultivovali pfi 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % COs..
Kazdych 72 h jsme ménili kultivaCni médium za Cerstvé. Buriky jsme kultivovali
do dosazeni 60% konfluence a poté jsme je pasazovali. Denzitu bunék jsme
pocitali pomoci pocitacky bunék Z2 (Beckman, USA).

Pro vSechna spektrometrickd méfeni, pouzita v této praci (Hoechst 33258,
WST-1 test, detekce koncentrace glutathionu, detekce aktivity kaspaz), jsme
optimalizovali mnozstvi HepG2 bunék. Bunky jsme kultivovali v médiu DMEM
s vysokym obsahem glukézy (4,5 g/L) a bez fenolové Cervené v 96jamkovych
mikrotitracnich destickach v denzitach 5, 10, 15 a 20x10°® bunék na jamku (bb/j).
Po pfisednuti bunék jsme vyménili médium za Cerstvé a inkubovali dalSich 24 h.
Nasledné jsme proméfili konfluenci a aktivitu mitochondrialnich dehydrogenaz pomoci
WST-1 testu.

4.5.2 Kultivace bunék HK-2

Bunécnou linii HK-2 bunék jsme kultivovali v kultivacnim médiu DMEM/F-12
(1:1), které jsme obohatili 5% (v/v) fetadlnim bovinnim sérem, 1 mM pyruvatem,
50 uyg/mL penicilinu, 50 pg/mL streptomycinu, 10 pg/mL inzulinu, 5,5 pg/mL
transferinu, 5 ng/mL seleni€itanu sodného a 5 ng/mL epidermalniho rastového faktoru.
Do kultivagnich lahvi jsme nasazovali 0,4x108 bunék do 10 mL kultivaéniho média.
Bunky jsme kultivovali pfi 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % CO2. Kazdych 72 h jsme
ménili kultivaCni médium za Cerstvé. Bunky jsme kultivovali do dosazeni 70%
konfluence a poté jsme je pasazovali. Denzitu bunék jsme pocitali pomoci pocitacky
bunék Z2.

Pro vSechna spektrometrickd méfeni, pouzita v této praci (Hoechst 33258,

WST-1 test, detekce koncentrace glutathionu, detekce aktivity kaspaz), jsme museli
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také optimalizovat mnozstvi HK-2 bunék nasazovanych v médiu DMEM/F12
bez fenolové Cervené do 96jamkovych mikrotitracnich destiCek. Testovali jsme 5, 10,
20 a 25x10% bb/j. Nasledné jsme proméfili konfluenci a aktivitu mitochondrialnich

dehydrogenaz pomoci WST-1 testu.

4.5.3 Kultivace bunék A549

Bunécnou linii A549 jsme kultivovali v minimalnim esencialnim médiu MEM
s fenolovou Cerveni, které bylo obohaceno 10% (v/v) fetalnim bovinnim sérem, 1 mM
pyruvatem, 50 ug/mL penicilinu, 50 ug/mL streptomycinu a 10 mM HEPES pufrem.
Do kultivacnich lahvi jsme nasazovali 1x10° bunék do 10 mL kultivacniho média.
Buriky jsme umistili do inkubatoru, kde byly kultivovany pfi 37 °C v atmosféfe
obsahujici 5 % COa2. Po tfech dnech jsme vzdy vyménili kultivaéni médium. Buriky jsme
kultivovali do dosazeni konfluence 70-90 % a poté jsme pasazovali. Denzitu bunék
jsme pocitali pomoci pocCitacky bunék Z2. Pro spektrofluorimetricka méfeni jsme
do 96jamkovych mikrotitraénich destiCek nasazovali 10x10° bb/j dle predchozich

optimalizaci, které nebyly soucasti této disertacni prace.

4.5.4 Kultivace bunék SH-SY5Y

Bunéc&nou linii SH-SY5Y jsme kultivovali v kultivaénim médiu DMEM/F-12 (1:1)
s fenolovou Cerveni, které jsme obohatili 15% (v/v) fetalnim bovinnim sérem, 2 mM
glutaminem, 50 pg/mL penicilinu, 50 pg/mL streptomycinu a 1% neesencidlnimi
aminokyselinami. Do kultiva¢nich lahvi jsme nasazovali 0,35x10® bunék do 10 mL
kultivaéniho média. Bunky jsme umistili do inkubatoru, kde byly kultivovany pfi 37°C
v atmosféfe obsahujici 5 % CO2. Kazdych 72 h jsme ménili kultivacni médium
za Cerstvé. Buriky jsme kultivovali do doby, nez konfluence dosahla 70 %, a poté jsme
buriky pasazovali. Denzitu bunék jsme pocitali pomoci pocitacky bunék Z2.
Pro spektrofluorimetricka méfeni jsme do 96jamkovych mikrotitracnich destiCek
nasazovali 25x10% bb/j dle predchozich optimalizaci, které nebyly soucasti této
disertacni prace.

4.5.5 Autentizace bunéénych linii

K autentizaci buné&nych linii jsme pouzili analyzu kratkych tandemovych repetic
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DNA, tzv. STR usekld. DNA bunék HepG2, HK-2, A549 a SH-SY5Y jsme izolovali
pomoci soupravy pro izolaci DNA ztkani. Nasledna analyza STR usek( byla
provedena v Generi Biotech, s.r.o. Pro autentizaci bunécCnych linii bylo analyzovano
vzdy sedmnact autozomalnich polymorfizmu (CSF1PO, D2S1338, D16S539, D18S51,
D13S317, D19S433, D21S11, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, FGA, Penta V,
TPO, PPO v, PPO) a amelogenin. Useky DNA byly amplifikovany a nasledné
separovany kapilarni elektroforézou. Vysledky analyzy byly poté porovnany

s databazemi STR usekl a vyhodnoceny.

4.5.6 Detekce mykoplazmat v bunéénych liniich

Detekce mykoplazmat je pfi praci s bunéCnymi liniemi Casto vyuzivanou
metodou. Pfitomnost mykoplazmat muze vyznamné ovlivnit vysledky nejriznéjSich
analyz. Odebrali jsme 1 mL bunéCnych médii z kultivaCnich misek testovanych
bunéCnych linii (HepG2, HK-2, A549, SH-SY5Y) a centrifugovali (200g, 5 min).
Supernatant jsme nasledné uschovali v -80 °C do doby analyzy. Detekce mykoplazmat
byla provedena v Generi Biotech, s.r.o. Principem stanoveni je reakce intracelularnich
mykoplazmovych enzymi se substratem a dochazi tak ke konverzi ADP na ATP.
Pomoci reakce s luciferazou je ze vzniklého ATP uvolnéna luminiscence, jejiz hodnoty

jsou nasledné vyhodnoceny.

4.6 Spektrofluorimetricka detekce nuklearni kondenzace

a fragmentace

4.6.1 Optimalizace Hoechst 33258 metody (H33258)

Pfi optimalizaci metody jsme pouzili bunky HepG2 a HK-2. HepG2 bunky jsme
kultivovali v 96jamkovych destickach v denzité 15x10° bb/j/100 pyL média, a HK-2
buriky v denzité 15x103 bb/j/100 uL média. Po pfisednuti bunék jsme vyménili médium
za Cerstvé sruznymi koncentracemi CisPt (0-100 uM) a inkubovali 24 a 48 h.
Na zakladé literatury jsme jako vychozi koncentraci sondy H33258 zvolili 2 ug/mL.
K burikam jsme pfidali 10 yL H33258 roztoku (22 pg/mL) a po 60 min inkubace (37 °C)
méfili intenzitu fluorescence pfi EX/EM=352/461 nm (EX/EM S§irka Stérbin 25/25 nm).
Za téchto parametrd Stérbin bylo méfeni provadéno pfi vSech dalSich

spektrofluorimetrickych analyzach uvedenych v této praci.
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Pro detekci nuklearni kondenzace a fragmentace jsme dale také optimalizovali
slozeni roztoku pro méfeni fluorescence. Pro tyto uCely jsme vyuZzili buriky HepG2.
Pridali jsme 10 yL H33258 (22 pg/mL) do 100 uL ptvodniho média pro HepG2 buriky
tj. DMEM s vysokym obsahem glukdzy (4,5 g/L). Testovali jsme vyménu média DMEM
s vysokym obsahem glukézy za DPBS (1x), kdy jsme HepG2 bunky centrifugovali
(5 min, 8000g, RT) a vymeénili 50-90 uL puvodniho média DMEM s vysokou glukézou
za stejny objem DPBS 1x. Poté jsme meéfili konfluenci pomoci spektrofluorimetru
Tecan Spark (AUT).

DalSim testovanym parametrem byl vliv michani roztoku na vysledky detekce
nuklearni kondenzace a fragmentace. Ve vSech pfedchozich méfenich jsme michani
neprovadeéli. HepG2 burky jsme inkubovali s CisPt (0-100 uM) po dobu 24 h
a centrifugovali (5 min, 8000g, RT). Nasledné jsme vymeénili 70 pL puvodniho média
DMEM za 70 pL DPBS 1x. Poté jsme pfidali sondu H33258, inkubovali,
a 30 s pfed méfenim fluorescence (EX/EM = 352/461 nm) vzorky michali, Ci je
ponechali bez michani.

Nasledné jsme testovali optimalni dobu inkubace bunék se sondou H33258.
Méreni fluorescencniho signalu H33258 jsme provadéli v intervalu po 0,5 s do 10.
minuty pfi EX/EM = 352/461 nm.

Daéle jsme testovali koncentraci sondy H33258 (2 ug/mL). Zvolili jsme mnozZstvi
pridavané sondy H33258 tak, aby vysledné koncentrace v jamce byly: 0,1; 1; 2
a 5 yg/mL. Roztok H33258 byl k HepG2 burikam pfidan o objemu 10 pL. Roztok jsme
pfipravili vzdy Cerstvy pfed analyzou. Po inkubaci 5 min jsme méfili fluorescenci
pfi EX/EM = 352/461 nm a vysledky vyhodnatili.

V ramci vyvoje této metody jsme dale testovali jeji odezvu. Po inkubaci HepG2
a HK2 bunék s CisPt (0-100 uM) po 24 a 48 h, jsme do jednotlivych jamek destiCky
pridali H33258 o objemu 10 pL. Po inkubaci 5 min jsme méfili fluorescenci
pfi EX/EM = 352/461 nm a vyhodnoatili.

4.6.2 Finalni postup H33258 metody a jeji aplikace

Na zakladé vysledkl optimalizacnich krokl jsme dale provadéli
spektrofluorimetricka méreni nuklearni kondenzace a fragmentace s vyuzitim sondy
H33258 podle nasledujiciho postupu. Buriky v 96jamkové desticce jsme po inkubaci
s prislusnymi toxiny centrifugovali (5 min, 8000g, RT), nasledné jsme vyménili 70 uL
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meédia za 70 yL DPBS (1x). Do kazdé jamky jsme nadavkovali 10 yL H33258 tak,
aby vysledna koncentrace v jamce byla 2 uyg/mL. Buriky jsme inkubovali 5 min a méfili
fluorescenci pfi EXIEM = 352/461 nm. Hodnoceni vysledkl jsme provedli pravé
v 5. minuté méreni po odecteni slepych vzorkd.

K dalSim analyzam jsme kultivovali bunky v 96jamkovych destickach - HepG2
(15x10%), HK-2 (20x103); A549 (10x10%) a SH-SY5Y (25x10%) bb/j/100 uL média
bez fenolové Cervené. Po pfisednuti bunék jsme vyménili médium za Cerstvé médium
s riznymi koncentracemi cisplatiny (CisPt; 0--100 uM), kamptotecinu (CAM; 0-5 uM),
staurosporinu (STA; 0-100 uM), CdCl2 (100 uM) a nanocastic TiO2 P25 (NPs;
0-10 pg/mL) a inkubovali 6, 24 a 48 h.

4.7 WST-1 test

Aktivitu mitochondrialnich dehydrogenaz jsme stanovili pomoci WST-1 testu
v 96jamkovych mikrotitraCnich destiCkach. Nejprve jsme provedli stanoveni v ramci
optimalizaci denzit HepG2 a HK-2 bunék. Po inkubaci bunék jsme do jamek pfidali
10 yL WST-1 a méfili absorbanci pfi 440 nm po 60 min na spektrofluorimetru Tecan
Spark. Provedli jsme také analyzu konfluence bunék.

Dale jsme HepG2 a HK-2 buriky (15x10% a 20x103 bb/j) inkubovali 24 a 48 h
s CisPt (0-100 pM). Po inkubaci bunék jsme pfidali 10 yL WST-1 a detekovali
absorbanci pfi 440 nm v ¢ase 0 a 60 min. Buné&énou viabilitu jsme vyjadfili relativné
jako pramér procent dehydrogenazové aktivity vztazena k aktivité kontrolnich bunék
(=100% £ SD).

4.8 Stanoveni koncentrace glutathionu

Intracelularni hladiny glutathionu jsme detekovali pomoci spektrofluorimetrické
metody vyuzivajici monochlorobiman (MCB) (Capek et al., 2017). HepG2 a HK-2
buriky (15x102 a 20x102bb/j) jsme inkubovali 24 a 48 h s CisPt (0-100 uM). Po uplynuti
inkubace jsme napipetovali 20 yL sondy MCB (c = 40 pM). Fluorescence
(EX/EM = 394/490 nm) byla detekovana pomoci Tecan Spark pfi 37 °C. Mnozstvi
glutathionu v bunikach jsme vyjadfrili relativné jako procenta koncentrace glutathionu

vztazena ke koncentraci glutathionu u kontrolnich bunék (= 100% + SD).

o4



4.9 Detekce aktivity kaspaz

Pro stanoveni aktivity kaspaz jsme pouzili komeréné dostupnou sadu
ApoONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay pro stanoveni aktivity efektorovych
kaspaz 3 a 7. Principem metody je spektrofluorimetricka detekce fluorescencniho
produktu, ktery vznika reakci rhodaminu 110 s kaspazami 3 a 7. HepG2 a HK-2 buriky
(15x10% a 20x103 bb/j) jsme inkubovali s CisPt (0-100 uM) po 6, 24 a 48 h. Pro detekci
aktivity kaspaz jsme nejprve pripravili pracovni roztok substratu a pufru v poméru
1:100. 100 pL tohoto roztoku jsme pfidali k bufikam, promichali a inkubovali 30 min,
37 °C. Nasledné jsme méfili  fluorescenci pomoci Tecan Spark pfi
EX/EM = 485/535 nm. Aktivitu kaspaz 3 a 7 jsme vyjadfili relativné jako procenta

aktivity kaspaz vztaZzena k aktivité kaspaz u kontrolnich bunék (= 100 % £ SD).

4.10 Analyza proteinové exprese

4.10.1 Priprava proteinového lyzatu bunék

Buriky pro analyzu exprese proteinl byly nasazeny v 6jamkové desti¢ce v poctu
zavislém na pouzité bunécné linii: 5x10° HepG2 bunék nebo 1,7x10% HK-2. HepG2
a HK-2 burky jsme inkubovali s CisPt (0-100 uM) po dobu 6, 24 a 48 h.

Buriky jsme lyzovali za pouziti komeréné dostupného RIPA pufru, do kterého
jsme pfidali pracovni roztok inhibitort proteaz a fosfataz MS-SAFE (1x). Z jamek jsme
odsali supernatant do pfislusné mikrozkumavky a centrifugovali (5 min, 5000g, 4 °C).
Buriky pfisedlé v destiCce jsme omyli 500 pL sterilnim DPBS (1x), pfepipetovali
do stejné mikrozkumavky a opét centrifugovali (5 min, 5000g, 4 °C). K oplachnutym
bunikam jsme pfidali 390 uL RIPA pufru s 10 uL inhibitort a pfisedlé buriky proudem
tekutiny odlepili od podkladu. Zpracované buriky jsme opét pFepipetovali do vySe
zminénych mikrozkumavek a promichali na vortexu. Vzorky jsme vlozili do ledniCky
a tfepali 30 min. Po uplynuti 30 min jsme vzorky centrifugovali 16000g, 20 min, 4 °C.

U supernatantu jsme poté zméfili koncentraci proteina.

4.10.2 Méreni koncentrace proteint dle Bradfordové

Ze zasobniho roztoku BSA o koncentraci 10 mg/mL jsme pfipravili kalibracni
fadu standardd o koncentracich v rozmezi 0-100 pg/mL. Vzorky bunéénych lyzatd

jsme nafedili tak, aby jejich koncentrace byla v pfislusném rozmezi koncentraci.
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PFiprava roztokl je znazornéna v tabulce 1. Do 96jamkové destiCky jsme napipetovali
10 uL standardu nebo vzorku a 300 uL Cinidla dle Bradfordové a promichali. Po 10 min
inkubace jsme destiCku znovu promichali a na spektrofluorimetru Tecan Spark
detekovali absorbanci pfi vinové délce 595 nm. Stanoveni jsme provadéli v triplikatech.
Nakonec jsme koncentraci jednotlivych proteinovych lyzatd vypocitali z rovnice
ziskané z proméfenych hodnot kalibracnich roztoku.

Tabulka 1: Priprava roztokt pro detekci proteini dle Bradfordové.

Koncentrace BSA Priprava roztoku
10 mg/mL Zasobni roztok BSA: 10 mg BSAv 1 mL DV
1 mg/mL 100 pL zas. roztoku BSA (10 mg/mL) + 900 pL DV

100 pg/mL Prac. roztok BSA: 200 pL roztoku BSA (1 mg/mL) + 1800 yL DV

70 pg/mL 700 uL prac. roztoku BSA (100 pg/mL) + 300 yL DV
50 pg/mL 500 pL prac. roztoku BSA (100 ug/mL) + 500 uL DV
10 pg/mL 100 uL prac. roztoku BSA (100 pug/mL) + 900 uL DV

4.10.3 Kapilarni imunoelektroforéza

Analyzu proteinové exprese pomoci kapilarni imunoelektroforézy jsme
provadéli na pfipravenych bunéénych lyzatech bunék HepG2 a HK-2, ve kterych byla
pfedem zmérena koncentrace protein dle Bradforda (viz kapitoly 4.10.1 a 4.10.2).
VSechny prace s bunécnymi lyzaty jsme provadéli na ledu. Pro naSe analyzy jsme
pouzivali komercné dostupny 12-230 kDa Wes Separation Module.

Kapilarni imunoelektroforézu jsme provadéli pfesné podle instrukci od vyrobce.
Nejprve jsme si pomoci DV nafedili vzorkovy pufr (10x) na pracovni roztok (1x).
Pomoci tohoto pracovniho roztoku jsme si nafedili jednotlivé bunécné lyzaty na
vyslednou koncentraci proteind 0,4 mg/mL. K takto nafedénym vzorkim jsme
nasledné pfimichali Master Mix. Vzorky spolu s biotinylovanym markerem jsme
inkubovali v termobloku pfedehiatém na 95 °C po dobu 5 min. Mezitim jsme si nafedili
primarni protilatky pomoci roztoku na fedéni protilatek. Pouzili jsme protilatky
anti-PARP-1 (1:100; krali¢i), anti-JNKs (1:50; krali¢i) a anti-B-aktin (1:500; kralici).
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VSechny pfipravené vzorky, primarni protilatky, sekundarni protilatky a dalSi
reagencie jsme napipetovali do desticky. DestiCcku jsme nasledné centrifugovali
(2500g, 5 min) a vlozili do pfistroje. Po analyze jsme vyhodnotili vysledky pomoci
software Compass. Exprese proteint byla normalizovana pomoci B-aktinu. K rozliseni
signalu od Sumu musely byt jednotlivé piky vétsi, nebo rovny chemiluminescencnimu
signalu 1000. Vysledky jsme vyjadfili jako pomér ploch piku stanovovanych protein(

ku plo$e piku B-aktinu.

4.11 Metoda TUNEL

Barveni DNA zlomu pomoci metody TUNEL jsme spojili s barvenim bunéénych
jader pomoci fluorescenéni barvy H33258. HepG2 a HK-2 buriky jsme kultivovali
v osmikomorovych mikroskopickych sklech v poétech 15x103 bb/j a 20x103 bbl/j
ve 200 pL kultivaéniho média. Po 24 h (37 °C, 5 % COz2) jsme buriky ovlivnili CisPt
(0-100 uM) po dobu 6, 24 a 48 h. Barveni TUNEL jsme provedli pomoci komeréné
dostupné soupravy Click-iT™ TUNEL Alexa Fluor™ 488 Imaging Assay kit podle
instrukci vyrobce. Bunky jsme zafixovali 15 min pfi 37 °C pomoci fixaéniho roztoku
formaldehydu (12%), permeabilizovali roztokem Tritonu X-100 (0,2%, 15 min, 37 °C),
omyli DPBS (1x) a inkubovali s reakéni smési TdT 10 min ve tmé pfi 37 °C. Po uplynuti
inkubace jsme k burikam pfidali reakéni smés TdT a inkubovali 1 h pfi 37 °C. Poté jsme
buniky omyli pomoci 3% BSA a inkubovali s Click-IT reakéni smési 30 min, 37 °C.
Po oplachnuti pomoci DPBS (1x) jsme obarvili bunécna jadra pomoci H33258
o vysledné koncentraci 2 pg/mL (10 min, 37 °C). Vizualizaci jader a DNA zlomu jsme
provadéli pomoci fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse 80i (Nikon, JPN)
za pouziti fluorescenénich filtrd pro DAPI (375/28 nm) a FITC (480/30 nm).

4.12 DNA zebrik

K detekci DNA fragmentace jsme kultivovali 5x10° HepG2 bunék a 1x10% HK-2
bunék v 6jamkovych destickach ve 2 mL kultivacniho média 24 h, 37 °C, 5 % COa.
Po pfisednuti bunék jsme nahradili médium Cerstvym kultivatnim meédiem s CisPt
(0-100 puM). Bunky jsme nasledné inkubovali 6, 24 a 48 h. 1zolaci DNA jsme provadéli
pomoci The ApoTarget™ Quick Apoptotic DNA Ladder Detection Kit. Se ziskanymi

vzorky DNA jsme provedli elektroforézu v 1,5% agar6zovém gelu se 4L
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ethidiumbromidu pfi napéti 5 V/cm. Jako marker jsme pouZili DNA marker 100 bp.
Nakonec jsme vizualizovali DNA pomoci UV dokumentacniho systému (Vilber

Lourmat, Némecko) pfi vinové délce 254 nm.

413 Statistické zpracovani experimentalnich dat

V8echny studované parametry jsme meéfili alespon v dubletu, nejCastéji vSak
v kvadrupletu. U kazdého stanoveni jsme provedli alespon dva nezavislé experimenty.
Ke statistickému vyhodnoceni experimentalnich dat jsme pouzili software Origin 9.0.0
(OriginLab, USA). Po testovani normality jsme provedli jednocestnou analyzu rozptylu
(ANOVA) a post-test Tukey. Hladina vyznamnosti p=0.05 (¥, p<0.05; **, p<0.01;
*** p<0.001, vs. negativni kontrola).
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5. Vysledky
5.1 Optimalizace prace s bunéénymi liniemi

Pro spektrometrickad stanoveni pouzita v této praci (Hoechst 33258, WST-1,
stanoveni koncentrace glutathionu a detekce aktivity kaspaz) jsme pouzivali
predevSim bunécéné linie HepG2 a HK-2, u kterych jsme nejprve provedli potfebné

optimalizace kultivacnich podminek.

5.1.1 Optimalizace denzity HepG2 bunék

Hepatomové lidské HepG2 buriky jsme nejdfive podrobili analyze STR usekl
pro autentizaci bunécné linie a také byla testovana pfitomnost mykoplazmat.
Z vysledkd komercnich analyz vyplyva, Zze nami kultivované HepG2 buriky vykazuji
100% shodu s referenénim standardem a opakované se neprokazala pfitomnost
mykoplazmat v bunécné linii.

U HepG2 bunék jsme optimalizovali nejprve mnozstvi bunék nasazovanych
do 96jamkovych destiCek pro spektrometricka stanoveni. Testovali jsme denzity 5, 10,
15 a 20x103 bb/j, kde jsme nejprve urdili konfluenci bunék (graf 1A). Nasledné jsme
k bunkam napipetovali WST-1 €inidlo a detekovali absorbanci pfi 440 nm kazdych

10 min po dobu 60 min (graf 1B).
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Graf 1: Optimalizace denzity bunék pro spektrometricka stanoveni (HepG2 buriky).
Inkubace 24 h. A) Konfluence; primér + SD (n=5). B) WST-1 test. PoCet bunék: e 5x10°; m 10x103;
A 15x10% ¢ 20x103%. Absorbance (440 nm); primér (n=5). (Originalni data - Pfiloha 1)
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Vysledky konfluence v grafu 1A ukazuji, ze optimalnim poc¢tem pro nasazovani
HepG2 bunék se jevi denzita 15x10% a 20x102 bb/j, kdy konfluence dosahuje alespori
60 %. Vysledky detekce dehydrogenazové aktivity pomoci WST-1 testu ukazaly (graf
1B), Ze narUst signalu je patrny u v8ech testovanych denzit bunék. U denzity 5x103
bb/j jsou absolutni hodnoty absorbance pfili§ nizké, a naopak u denzity 20x102 bbl/j
absorbance dosahuje jiz vysokych hodnot. Pfi mozném nasledném pouziti WST-1
testu u delSich inkubacénich ¢asovych intervall (napf. 48 h) by se hodnoty absorbance
pohybovaly jiz 23 a mohlo by dochazet k metodickému ovlivnéni naméfenych dat.
Z téchto vysledku tedy vyplyva, Ze optimalni denzita HepG2 bunék, kterou jsme zvolili
pro nasledna spektrometricka stanoveni, byla u 96jamkovych desti¢ek 15x103 bb/j.

5.1.2 Optimalizace denzity HK-2 bunék

DalSi ¢asto pouzivanou linii v nasi praci byla bunééna linie HK-2 odvozena
od bunék z lidskych proximalnich tubultd. U HK-2 bunék jsme také nejprve provedli
analyzu STR useku a otestovali je na pfitomnost mykoplazmat. Z vysledkd komerénich
analyz vyplyva, Ze nami kultivované HK-2 buriky vykazuji 100% shodu s referenénim
standardem a opakované se neprokazala pfitomnost mykoplazmat v bunécné linii.

U HK-2 bunék jsme optimalizovali poCet bunék nasazovanych do 96jamkovych
desti¢ek pro spektrometricka stanoveni. Testovali jsme denzity 5-25x103 bb/j, kdy jsme
nejdfive ur€ili konfluenci (graf 2A). K bufikam jsme poté napipetovali WST-1 Cinidlo

a detekovali absorbanci pfi 440 nm kazdych 10 min po dobu 60 min (graf 2B).
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Graf 2: Optimalizace denzity bunék pro spektrometricka stanoveni (HK-2 burky).
Inkubace 24 h. A) Konfluence; primér + SD (n=5). B) WST-1 test. PoCet bunék: e 5x10%; m
10x10%;, A 15x10% ¢ 20x10% XK 25-10°. Absorbance (440 nm); pramér (n=5). (Originalni data
- PFiloha 2)
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Vysledky konfluence v grafu 2A ukazuji, ze optimalnim poctem pro kultivaci
HK-2 bunék se jevi denzity 15x10°% a 20x10° bb/j, kdy konfluence dosahuje 60-80 %.
Detekce absorbance vramci WST-1 testu (graf 2B) ukazala, Ze narlst signalu
absorbance odpovidajici dehydrogenazové aktivité bunék je podobny u vétsiny
testovanych denzit mimo denzity 25x10% bb/j. Po porovnani absolutnich hodnot
absorbance jsme pro dalsi testovani vyloudili denzity 5, 10 a 15x103 bb/j, kdy jsou
hodnoty zmény absorbance po 60 min mensi nez 1. Na zakladé vysledkl jsme jako
optimalni denzitu HK-2 bunék pro vSechny nasledné spektrometrické analyzy

provadéné v 96jamkovych destickach zvolili pocet 20x10°2 bb/j.

5.2 Vyvoj spektrofluorimetrické metody pro detekci nuklearni

kondenzace a fragmentace

5.2.1 Optimalizace postupu spektrofluorimetrické metody

K vyvoji nové spektrofluorimetrické metody schopné detekovat nuklearni
kondenzaci a fragmentaci jsme vyuzili fluorescencni sondu Hoechst 33258
(= H33258); proto dale vtextu pro zjednoduSeni uvadime tuto nové zavadénou
metodu jako ,H33258 metoda“. Sondu H33258 jsme k tomuto ucelu vybrali na zakladé
studia literatury, kde bylo opakované popsano, Ze po navazani sondy H33258
na kondenzujici bunécné jadro dochazi ke zvySeni intenzity fluorescence (IF)
v porovnani s mirou IF po navazani sondy H33258 na jadro bunky fyziologické, tj. bez
zvysené nuklearni kondenzace €i fragmentace (Musumeci et al., 2011; Shi et al., 2006;
Zhang et al., 2007). K detekci IF sondy H33258 jsme na zakladé literatury zvolili vinové
délky EX/EM = 352/461 nm (Hadi et al., 2018; Ki et al., 2016; Wang et al., 2016).
ProtoZe jsme jako prvni méli za cil vyuzit narastu IF pfi spektrofluorimetrickém
stanoveni, museli jsme cely tento unikatni postup vyvinout a optimalizovat.

Celkové jsme optimalizovali nékolik parametri metodického postupu, mezi
které patfilo slozeni roztoku, ve kterém probiha samotna detekce IF, a také vliv
michani roztoku po pfidani H33258 na vysledky stanoveni. Dale jsme testovali dobu
inkubace bunék se sondou H33258 a optimalizovali také koncentraci této sondy.
Nakonec jsme analyzovali citlivost vyvinuté metody pfi detekci indukované nuklearni
kondenzace a fragmentace u HepG2 a HK-2 bunék inkubovanych s CisPt.

Pro dcely prvotni optimalizace metody jsme zvolili bunécnou linii HepG2
inkubovanou s CisPt Pro poc¢atecni testovani jsme zvolili koncentraci 2 ug/mL H33258
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na zakladé studia literatury (Stokke and Steen, 1986; Zurek-Biesiada et al., 2014).
K burikam jsme vzdy pfidali 10 yL H33258 roztoku a po 60 min inkubace (37 °C) jsme
méfili IF pfi EX/EM = 352/461 nm (Sifka $térbin 25/25 nm).

5.2.1.1 Testovani vlivu sloZeni roztoku

Prvnim optimalizovanym parametrem bylo slozeni roztoku, ve kterém probiha
samotna detekce IF sondy H33258. HepG2 bunky jsou bé&zné kultivovany v médiu
DMEM s vysokym obsahem glukézy (= 4,5 g/L), coz je médium obsahujici fadu
slou€enin, které mohou zvySovat pozadi fluorescenCniho signalu. Proto jsme se
rozhodli toto médium pro potfeby metody vyménit za roztok pufru DPBS (1x).

V roztoku DPBS (1x) nebylo mozné bunky pfimo kultivovat, aby nedosSlo
k ovlivnéni bunék, a tedy k ovlivnéni vystupl experimentl. Proto jsme zvolili moznost
vymeény ¢asti objemu puvodniho média DMEM za DPBS (1x) po pfedchozi centrifugaci
(5 min, 8000g, RT). Objem odsavaného média z celkovych 100 uL/jamka jsme
nahradili stejnym objemem DPBS (1x) a analyzovali konfluenci bunék (graf 3).
Vysledky potvrdily, Ze s vét§im objemem vyménovaného média je odsavano také vice
bunék, a tim klesa konfluence. Po vyhodnoceni hodnot konfluence a pfislusnych SD,

jsme zvolili vyménu 70 yL média za 70 yL DPBS (1x) jako optimaini.
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Graf 3: Optimalizace H33258 metody — vyména média (HepG2 bunky). Cisplatina (CisPt;
0; 100 yM). Inkubace 24 h. Vyména 50-90 pL plvodniho média za DPBS (1x). Konfluence.
Primér + SD (n=3). (Originalni data — Pfiloha 3)
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5.2.1.2 Testovani vlivu michani vzorku

DalSim analyzovanym parametrem vramci vyvoje spektrofluorimetrické
H33258 metody bylo michani roztoku, ve kterém probihalo samotné méfeni IF. HepG2
buriky jsme inkubovali s CisPt (0-100 uM) po dobu 24 h. Nasledné jsme HepG2 buriky
centrifugovali a vymeénili 70 pL plvodniho média DMEM za 70 uyL DPBS (1x). Poté
jsme pfidali sondu H33258, inkubovali sondu s bunkami 60 min, a pfed detekci IF
vzorek v spektrofluorimetru michali po dobu 30 s, nebo ho nechali bez michani
(graf 4).

V pfipadé pouziti michani roztoku pfi analyze H33258 u HepG2 bunék jsme
detekovali nizSi hodnoty SD v porovnani s vysledky z experimentu, kdy jsme michani
provadéli. Zaroven jsme detekovali rozdil IF pfi porovnani kontrolnich bunék a bunék
ovlivnénych 100 uM CisPt, coz pfi porovnani vysledkl ziskanych u vzork( bunék
po dobu 30 s michanych patrné nebylo. Na zakladé téchto nalez( jsme se rozhodli

ve vysledném postupu H33258 metody michani neprovadét.

B et e

5 4o T i
\E 5
N

L R T
P!

Fluorescence (RFUx103)
w

2 - - JEEEE— | | ________________‘m |
1 o------- SO 1l _______________‘ee |
0 : :
0 50 100
CisPt (uM)

Graf 4: Optimalizace H33258 metody — vliv michani vzorku (HepG2 bunky). Cisplatina
(CisPt; 0-100 puM). Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm). PrGmér £ SD (n=4).
(Originalni data - pfiloha 4)
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5.2.1.3 Optimalizace doby inkubace bunék se sondou H33258

Pro stanoveni optimalni doby inkubace bunék se sondou H33258 jsme pouZili
buriky HepG2 inkubované s CisPt (0-100 uM) po dobu 24 h. Dle vy$e uvedenych
zjisténi z optimalizaci metodického postupu jsme buriky centrifugovali, vyménili 70 pL
puvodniho média DMEM za 70 yL DPBS (1x). Poté jsme do kazdé jamky pfidali 10 pyL
H33258 o finalni koncentraci 2 yg/mL/jamka a detekovali IF pfi EX/EM = 352/461 nm.

Zjistili jsme, Ze IF se prudce zvySuje béhem prvni minuty inkubace bunék
s H33258 (graf 5). IF poté zUstava stabilni mezi 2. a 10. minutou. Z tohoto zjisténi
vyplyva, ze pro ucCely spektrofluorimetrické metody H33258 Ize pouzit k inkubaci
H33258 s burikami jakykoliv asovy interval mezi 2.-10. min. My jsme pro dalSi analyzy
vybrali inkubaci bunék s H33258 po dobu 5 min.
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Graf 5: Optimalizace H33258 metody — zména intenzity fluorescence H33258 v ¢ase
(HepG2 buriky). Cisplatina (CisPt; 0 uM — bila; 50 pM — svétle Seda; 100 uM — tmavé Seda).
Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm). (Originalni data - Pfiloha 5)

KdyZz jsme méfili IF po dobu 5minutové inkubace sondy H33258 s burnkami,
a nasledné odecetli od detekované IF hodnoty IF slepych vzorkl (graf 6A), zjistili jsme,
ze narust IF koresponduje s narUstajici koncentraci CisPt a také s o¢ekavanou indukci
nuklearni kondenzace a fragmentace u inkubovanych bunék. Intenzity fluorescence
nameérené v ramci kinetickych méfeni v paté minuté jsme tedy uvedli v grafu 6B jiz jako
nuklearni kondenzaci. Na zakladné téchto vysledkl jsme ve vSech dalSich

experimentech pouzivali 5 min inkubace se sondou H33258 jako optimalni.
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Graf 6: Intenzita fluorescence H33258 v €ase 0-5 min (HepG2 buiky). A) Méfeni IF
po dobu 0-5 min po odecteni signalu pozadi; B) Vyhodnoceni IF v 5. minuté. Cisplatina (CisPt;
0 uM — bila; 50 pM — svétle Seda; 100 uM — tmavé Seda). Inkubace 24 h. Detekce IF
(EX/EM = 352/461 nm). (Originalni data — Pfiloha 5)

5.2.1.4 Optimalizace koncentrace sondy H33258

Dulezitym parametrem pro detekci nuklearni kondenzace a fragmentace
v burikach pomoci sondy H33258 by mohla byt jeji koncentrace. Pro pocatec¢ni, vySe
uvedené experimenty jsme dle literatury zvolili koncentraci 2 pg/mL H33258 (Stokke
and Steen, 1986; Zurek-Biesiada et al., 2014). Pfi optimalizaci koncentrace H33258
pfi vyvoji metody jsme ale testovali rozmezi koncentraci 0,1-5 uyg/mL H33258 (graf 7),
a to u HepG2 bunék inkubovanych s/bez 100 uM CisPt po dobu 24 h.
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Graf 7: Optimalizace koncentrace sondy H33258 (HepG2 bunky). Cisplatina (CisPt;
0-100 uM). Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér £+ SEM
(n=4). (Originalni data - Pfiloha 6)
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Jak je zgrafu 7 patrné, nejvySSi hodnotu fluorescencniho signalu jsme
zaznamenali u bunék s/bez CisPt inkubovanych s 5 pg/mL H33258. U koncentrace
0,1 ug/mL H33258 byl fluorescentni signal velmi nizky. Dostate¢né zvySeni
fluorescence jsme pozorovali u koncentraci 1 a 2 yg/mL H33258. Z vysledku vyplyva,
Ze nejvyssiho pomérného rozdilu mezi IF kontrolnich bunék a bunék ovlivnénych CisPt
bylo dosazeno u koncentrace 2 ug/mL H33258. Z tohoto divodu jsme pro dalSi

testovani pouzivali koncentraci 2 pg/mL H33258 jako optimalni.

5.2.1.5 Testovani citlivosti H33258 metody

V ramci vyvoje H33258 metody jsme testovali jeji odezvu, a to u bunék
inkubovanych s CisPt (0-100 pM) po dobu 24 a 48 h (HepG2 bunky = graf 8; HK-2
buriky = graf 9). ZvySeni intenzity fluorescence H33258 jsme pozorovali u obou
bunéé&nych linii inkubovanych s 25 a 100 uM CisPt po dobu 24 a 48 h. Urovef nuklearni
kondenzace a fragmentace pozitivné korelovala se zvySujici se koncentraci CisPt

a dobou inkubace.
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Graf 8: Testovani odezvy H33258 metody (HepG2 buriky). Cisplatina (CisPt 0-100 uM).
Inkubace 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér £ SEM (n=4); **,
p<0,01; *** p<0,001; vs. kontrolni buriky v daném ¢asovém intervalu. (Originalni data - Pfiloha
7)
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Graf 9: Testovani odezvy H33258 metody (HK-2 bunky). Cisplatina (CisPt 0-100 uM).
Inkubace 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér + SEM (n=4);
*** p<0,001, vs. kontrolni buriky v daném ¢asovém intervalu. (Originalni data — Pfiloha 8)

H

5.2.2 Finalni postup spektrofluorimetrické H33258 metody

Na zakladé vysledkl optimalizacnich krokd jsme urcili finalni pracovni protokol
pro kvantitativni spektrofluorimetrickou detekci nuklearni kondenzace a fragmentace
s vyuzitim fluorescencni sondy H33258, nazvanou jako ,H33258 metoda“. Bunky
v 96jamkové destiCce jsme po inkubaci s pfisluSnymi toxiny centrifugovali (5 min,
80009, RT), poté jsme vyménili 70 yL média za DPBS (1x). Do kazdé jamky jsme
pridali 10 yL H33258 (vysledna koncentrace v jamce = 2 ug/mL). Buriky jsme
inkubovali 5 min a méfili fluorescenci pfi EXJEM = 352/461 nm. Hodnoceni vysledku

jsme provedli pravé v 5. min analyzy po odecteni slepych vzork.

5.2.3 Zhodnoceni vystupti H33258 metody u bunék

V dalSi ¢asti nasi prace jsme vyuzili vyvinutou H33258 metodu k detekci vlivu
riznych sloucenin na nuklearni kondenzaci a fragmentaci. Buriky HepG2 a HK-2 jsme
inkubovali 6-48 h s vybranymi induktory apoptozy (cisplatina, kamptotecin
a staurosporin) a také s nanocCasticemi TiO2 P25. Poté jsme detekovali zmény
nuklearni kondenzace a fragmentace optimalizovanou H33258 metodou (HepG2
buriky = graf 10; HK-2 buriky = graf 11).
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Jak je z graft 10 a 11 patrné, detekovali jsme zvySenou nuklearni kondenzaci
a fragmentaci u vSech testovanych latek kromé& nanocastic TiO2 P25, které
nezplsobily zadnou zménu napfi¢ testovanymi bunécnymi liniemi a c¢asovymi
intervaly. Po 6 h jsme detekovali zvySeni IF pouze u HK-2 bunék ovlivhénych 5 uM
CAM (p<0,001). Po 24 h jsme signifikantni zvySeni fluorescence detekovali u HK-2
bunék ovlivnénych vétSinou toxind kromé 1 uM CAM (p=0,7198) a 10 nM STA
(p=0,999). U HepG2 bunék jsme nalezli zvySeni fluorescence u vysSich koncentraci
vSech testovanych induktorl apoptézy. U bunék HepG2 jsme po 24 h nenalezli zvySeni
fluorescence H33258 u 1 uM CAM (p=0,935), 10 nM STA (p=0,135) a 50 uM CisPt
(p=0,382). ZvySenou IF a tedy i zvySenou uroven nuklearni kondenzace a fragmentace
jsme v porovnani ke kontrolnim burikdm detekovali po 48 h témérf u vSech testovanych
koncentraci toxint u obou bunéénych linii, kromé 10 nM STA inkubovaného s HepG2
burfikami po 48 h (p=0,999) V porovnani s vysledky detekce nuklearni kondenzace
a fragmentace u HepG2 bunék po inkubaci s 10 nM STA po 24 h jsme v tomto pfipadé
detekovali snizeni IF. Obecné lIze tedy shrnout, Ze vSechny testované induktory
apoptdézy indukovaly nuklearni kondenzaci a fragmentaci po 24 h, a ta se zvySovala
i po 48 h inkubace. Dale jsme vzdy detekovali vétSi uroven nuklearni kondenzace
a fragmentace u vyS$Sich koncentraci induktort apoptdzy v porovnani s koncentracemi
niz§imi. NejvySSi hodnoty IF jsme naméfili u HepG2 i HK-2 bunék inkubovanych
s 100 uM CisPt a 5 yM CAM po 48 h. Témito vysledky jsme potvrdili, Ze jsme
spektrofluorimetrickou H33258 metodou schopni detekovat zvySujici se uroven
nuklearni kondenzace a fragmentace u vSech testovanych induktort apoptézy pfimo
umérné koncentraci a dobé inkubace.

Pro potvrzeni obecné pouZitelnosti H33258 metody jsme testovali zmény
nuklearni kondenzace a fragmentace u dalSich lidskych buné&énych linii, a to plicni
A549 a neuronalni SH-SY5Y. Obé bunécné linie jsme nejdfive podrobili analyze STR
useku pro autentizaci bunécné linie a také byly testovany na pfitomnost mykoplazmat.
Z vysledku komercnich analyz vyplyva, Ze nami kultivované A549 a SH-SY5Y bunky
vykazuji 100% shodu s referenénim standardem a opakované se neprokazala
pritomnost mykoplazmat v bunééné linii.

Buriky A549 a SH-SYS5Y jsme poté inkubovali s moznymi induktory apoptozy,
tj. CisPt, CAM, STA a navic CdCl2 po dobu 24 h. Poté jsme pomoci H33258 metody
detekovali uroven nuklearni kondenzace a fragmentace (A549 bunky = graf 12A;
SH-SY5Y bunky = graf 12B).
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Graf 12: Detekce nuklearni kondenzace a fragmentace H33258 metodou (A549
a SH-SY5Y buriky). A) A549, B) SH-SY5Y. Kontrolni buriky (CTRL), cisplatina (CisPt;
100 uM), kamptotecin (CAM; 5 uM), staurosporin (STA; 100 nM), chlorid kademnaty (CdCly;
100 uM). Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér + SEM
(n=4); **, p<0,01; ***, p<0,001, vs. kontrolni buriky. (Originalni data - Pfiloha 11)

Jak je z grafu 12 patrné, u obou bunécnych linii jsme prokazali zvySeni IF a tedy
i zvySenou miru nuklearni kondenzace a fragmentace u vSech testovanych toxinu

po inkubaci 24 h.

5.3 Srovnani H33258 metody s dalSimi metodami

V dal§i Casti naSi prace jsme se u bunék inkubovanych s CisPt zamérili
na porovnani vysledkd H33258 metody s dalSimi metodami detekujicimi bunééné
poSkozeni a markery apoptdézy. Mezi pouzita stanoveni patfily: detekce
intracelularnich dehydrogenaz (= WST-1 test), detekce koncentrace glutathionu,
detekce aktivity kaspaz 3/7, analyza exprese proteini PARP-1, jeho fragmentu
a JNKs, a metody TUNEL a DNA Zebfik.

5.3.1 WST-1 test

Pro charakterizaci posSkozeni bunék jsme vyuzili WST-1 test. Pomoci WST-1
testu jsme stanovili aktivitu intracelularnich dehydrogenaz HepG2 a HK-2 bunék
ovlivnénych CisPt (0-100 uM) po 24 a 48 h. Dehydrogenazova aktivita byla u HepG2
bunék (graf 13) redukovana jiz po inkubaci po 24 h s 25 a 100uM CisPt. Po inkubaci
48 h jsme nalezli snizenou dehydrogenazovou aktivitu jiz i u koncentrace 5 uM CisPt.
U HK-2 bunék (graf 14) jsme nalezli snizenou dehydrogenazovou aktivitu jiz po 24 h

u v8ech testovanych koncentraci, ktera pretrvavala u vétSiny koncentraci i po 48 h.
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Graf 13: Dehydrogenazova aktivita bunék — WST-1 test (HepG2 buriky). Cisplatina (CisPt;
0-100 puM). Inkubace 24 a 48 h. Absorbance (440 nm). Primér + SD (n=4); *, p<0,05; ***
p<0,001, vs. kontrolni buriky v daném ¢asovém intervalu. (Originalni data - Pfiloha 12)
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Graf 14: Dehydrogenazova aktivita bunék — WST-1 test (HK-2 bunky). Cisplatina (CisPt;
0-100 pM). Inkubace 24 a 48 h. Absorbance (440 nm). Primér + SD (n=4); * p<0,05; **
p<0,01; ***, p<0,001, vs. kontrolni buriky v daném ¢asovém intervalu. (Originalni data - Pfiloha

13)
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5.3.2 Stanoveni koncentrace glutathionu

Intracelularni hladina glutathionu byla dalSim testovanym parametrem v ramci
charakterizace bunétného poskozeni. Koncentraci GSH jsme stanovili pomoci
monochlorobimanu (Capek et al., 2017). HepG2 a HK-2 bunky jsme inkubovali s CisPt
(0-100 pM) po dobu 24 a 48 h (HepG2 bunky = graf 15; HK-2 bunky = graf 16).
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Graf 15: Stanoveni koncentrace glutathionu (HepG2 bunky). Cisplatina (CisPt; 0-100 uM).
Inkubace 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 394/490 nm). Pramér £ SD (n=4); ** p<0,01; ***
p<0,001, vs. kontrolni buriky v daném ¢asovém intervalu. (Originalni data - Pfiloha 14)
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Graf 16: Stanoveni koncentrace glutathionu (HK-2 bunky). Cisplatina (CisPt; 0-100 uM).
Inkubace 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 394/490 nm). Primér £ SD (n=4); *, p<0,05; ***
p<0,001, vs. kontrolni buriky v daném ¢asovém intervalu. (Originalni data - Pfiloha 15)
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Hladiny glutathionu byly u HepG2 bunék (graf 15) snizeny oproti kontrole
po inkubaci s 25 a 100 uM CisPt po dobu 24 h. Po 48 h jsme nalezli statisticky
vyznamneé snizenou hladinu glutathionu jiz u koncentrace 5 uM CisPt. U HK-2 bunék
(graf 16) jsme po inkubaci 24 h s CisPt nalezli signifikantni snizeni hladiny glutathionu
pouze u koncentrace 100 pM CisPt. Po 48 h dosSlo k malému zvySeni hladiny
glutathionu u 5 pM CisPt, vyrazné snizeni jsme poté zaznamenali u koncentraci 25
a 100 pM.

5.3.3 Detekce aktivity kaspaz

Jako dalSi metodu jsme u bunék inkubovanych s CisPt pouzili stanoveni
aktivace kaspaz 3 a 7, ktera predchazi fragmentaci DNA. Aktivitu kaspaz 3 a 7 jsme
testovali na bunkach HepG2 a HK-2 ovlivnénych CisPt (0-100 uM) po dobu 6, 24
a 48 h (HepG2 bunky = graf 17; HK-2 buriky = graf 18). Aktivaci kaspaz 3 a 7 jsme
detekovali jiz po 6 h inkubace se 100 uM CisPt u obou buné&cénych linii. Nejvétsi zvyseni
aktivity jsme pozorovali po 24 h inkubaci s 50 yM CisPt. Po 48 h inkubace zuUstala
aktivita kaspaz statisticky vyznamné zvySena u HepG2 i HK-2 bunék, ackoliv byla nizsi

nez u pfedchoziho 24h intervalu.
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Graf 17: Aktivita kaspaz (HepG2 bunky). Cisplatina (CisPt; 0-100 uM). Inkubace 6, 24
a 48 h. Detekce IF (EX/EM=485/535). (Pramér £+ SD (n=2); **, p<0,01; ***, p<0,001, vs.
kontrolni buriky v daném ¢asovém intervalu. (Originalni data - Pfiloha 16)
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Graf 18: Aktivita kaspaz (HK-2 bunky). Cisplatina (CisPt; 0-100 uM). Inkubace 6, 24 a 48 h.
Detekce IF (EX/EM=485/535 nm). Primér + SD (n=2); * p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001, vs.
kontrolni buriky v daném casovém intervalu. (Originalni data - Pfiloha 17)

5.3.4 Analyza proteinové exprese

Exprese proteini PARP-1, fragmentu PARP-1 (fPARP-1), pJNK1, pJNK2
a B-aktinu jsme analyzovali pomoci kapilarni imunoelektroforézy (Simple Western).
PARP-1 je béhem apoptdzy Stépen kaspazou 3 na fPARP-1, pfitomnost fPARP-1 je
tedy spojena s potvrzenim aktivace kaspazy 3.

Analyzu proteinové exprese jsme provadéli na lyzatech bunék HepG2 a HK-2,
které jsme inkubovali s CisPt (0-100 uM) po 6, 24 a 48 h. Po lyzi bunék jsme stanovili
koncentrace proteini pomoci Bradfordova ¢inidla. Pro analyzu pomoci metody Simple
Western jsme proteinové lyzaty naredili tak, aby vysledna koncentrace proteinu
ve vzorku byla 0,4 mg/mL. Analyzovali jsme expresi proteini PARP-1, fPARP-1, JNKs
a referencniho proteinu  B-aktinu. Vysledky prezentované jako podil
k housekeepingové expresi proteinu (tj. plocha piku proteinu/plocha piku 3-aktinu) jsou
uvedeny v tabulce 2.

Pomoci metody Simple Western jsme analyzovali expresi proteini PARP-1
a prislusného fPARP-1. Pfitomnost fPARP-1 jsme detekovali u obou koncentraci CisPt
po inkubaci 24 h u obou testovanych bunécnych liniich. Pfitomnost fPARP-1
pretrvavala u HepG2 bunék i po inkubaci 48 h.
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Exprese fosforylovanych JNK1 a JNK2 také muze korespondovat s probihajicim
apoptotickym procesem, a proto jsme se rozhodli analyzovat uroven jejich exprese.
Detekovali jsme zvySeni exprese pJNK1 u HepG2 bunék po inkubaci se vSemi
koncentracemi CisPt ve vSech testovanych €asovych intervalech. U HK-2 bunék jsme

detekovali zvySeni pJNK1 a pJNK2 pfedevsim po inkubaci 24 h s CisPt.

Tabulka 2: Exprese proteini PARP a JNK u bunék exponovanych cisplatiné. HepG2
a HK-2 buriky jsme inkubovali s cisplatinou (CisPt; 0-100 uM) po 6, 24 a 48 h. Vysledky jsou
prezentovany jako podil plochy piku zajmu ku ploSe piku B-aktinu. fPARP-1 — fragment
PARP-1 (89 kDa), pJNK — fosforylovana JNK.

HepG2 HK-2

Cas %:Twp)t PARP-1 | fPARP-1 | pJNK1 | pJNK2 | PARP-1 | fPARP-1 | pJNK1 | pJNK2
0 2,3 0 0 0 0,4 0,1 0 0
6h 50 2,3 0 0,2 0,2 0,9 0,1 0 0
100 1,8 0 0,4 0,3 0,7 0,5 0,1 0,1
0 1,9 0 0 0 1,6 0,1 0,1 0
24h| 50 1,9 1,3 0,2 0,2 0,9 1,5 0,2 0,1
100 2,7 2,0 0,7 0,6 0,8 1,5 0,3 0,2
0 3,0 0 0 0 0,9 0 0 0
48h | 50 3,2 1,3 0,5 0 0,9 0,1 0 0
100 3,2 1,0 1,2 1,0 0 0 0 0

5.3.5 Metoda TUNEL

K detekci DNA zlomu jsme pouzili metodu TUNEL. HepG2 a HK-2 buriky jsme
inkubovali s CisPt po 6-48 h. Pro vizualizaci bunéénych jader jsme pouZili
fluorescenc¢ni barveni pomoci H33258. Vysledky jsou zobrazeny jako mikroskopické
snimky v nasledujicim obrazku (obrazek 18).

Po inkubaci 6 h jsme pozorovali slabou fluorescenci DNA zlomu u HepG2 bunék
ovlivnénych 100 uM CisPt. Po delSich inkubacnich Casech (24 a 48 h) jsme detekovali
intenzivni fluorescenci v mistech DNA zlomU u obou buné&nych liniich po inkubaci s 50
a 100 uM CisPt.
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Obrazek 18: Detekce DNA zlomu pomoci metody TUNEL. Vievo — HepG2; vpravo — HK-2.
Buriky byly inkubovany 6, 24 a 48 h s riznymi koncentracemi cisplatiny (CisPt; 0-100 uM).
Prvni sloupec- fazovy kontrast, druhy sloupec - barveni TUNEL, tfeti sloupec — barveni jader
H33258. ZvétSeni 200x.
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5.3.6 DNA zebrik

Pro porovnani vysledku spektrofluorimetrické H33258 metody jsme pouZili také
metodu DNA Zebfiku. Pomoci této metody jsme zjiStovali pFitomnost
internukleozomalni DNA fragmentace. Testovali jsme pfitomnost DNA fragmentace
na burikach HepG2 a HK-2 po inkubaci s CisPt (0-100 uM) po 6, 24 a 48 h (obrazek
19).

Cas 6 h 24 h 48 h Cas 6h 24 h 48 h
| l 1

ClsPt[pM] 0 50 100 0 50 100 0 50 100 ClsPt[pM] 0 50 100 0 750 100 0 50 100

Obrazek 19: Detekce DNA Zzebfiku u bunék exponovanych cisplatiné. A) HepG2 buriky;
B) HK-2 buriky. Buriky byly inkubovany 6, 24 a 48 h s cisplatinou (CisPt; 0-100 uM). 0- kontrolni
buriky; 50 — 50 uM cisPt; 100 — 100 uM cisPt. Jako standard (M) jsme pouzili 100 bp marker
Gene-Ruler.

Stépeni DNA v internukleozomalnich oblastech se objevuje v pozdnich fazich
apoptotického procesu, coz potvrzuji nase vysledky. Pomoci metody detekce DNA
Zebfiku jsme prokazali pfitomnost fragmentované DNA u obou testovanych bunéénych
linii. U HepG2 bunék (obr. 19A) jsme DNA fragmentaci detekovali po 48 h inkubace
s obéma testovanymi koncentracemi CisPt. U HK-2 bunék (obrazek 19B) jsme DNA
Zebfik detekovali jiz po 24h inkubaci s CisPt.

5.3.7 Vyhodnoceni vystupi metod detekujicich proapoptotické déje

Na zaveér jsme porovnali vysledky detekce nuklearni kondenzace a fragmentace
v HepG2 a HK-2 bunkach H33258 metodou s dalSimi metodami. Vysledky tohoto
srovnani jsou zobrazeny v tabulce 3.

Prokazali jsme pocateCni zvySeni aktivity kaspaz 3/7, které bylo nasledovano

fragmentaci PARP-1, vznikem DNA zlomU a fragmentaci DNA. Na zakladé ziskanych
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vysledkd muzeme fici, Zze nové vyvinuta H33258 metoda pro detekci nuklearni

kondenzace a fragmentace je porovnatelna s metodou TUNEL, ktera je standardné

vyuzivanou metodou pro detekci apoptozy.

Tabulka 3: Porovnani H33258 metody s ostatnimi metodami. — negativni; +/- slabé
pozitivni; + pozitivni; ++ silné pozitivni. H33258 — Hoechst 33258, fPARP-1 - fragment PAPR-
1 89 kDa.
DNA
H33258 Kaspazy TUNEL fPARP-1
Zebrik
HepG2 + + +/- - -
6h
HK-2 - ++ - + -
HepG2 ++ ++ ++ ++ -
24 h
HK-2 ++ ++ ++ ++ ++
HepG2 ++ ++ ++ ++ ++
48 h
HK-2 ++ - ++ - ++
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6. Diskuse

Apoptoza je druhem programované bunécné smrti, a je proto stfedem zajmu
mnohych védeckych studii. Provazi ji fada biochemickych i morfologickych zmén
v burice, které se vyuzivaji k jeji detekci. Mezi hojné analyzované parametry bunék
podstupujicich apoptdzu patfi i kondenzace jadra a jeho fragmentace. Jadro burky je
mozné pozorovat pomoci riznych druht mikroskopickych technik, jako jsou napf.
svételna mikroskopie s fazovym kontrastem, elektronova mikroskopie (SEM i TEM)
a samoziejmé predevSim fluorescencni mikroskopie (Burattini and Falcieri, 2013;
Henry et al., 2013). V literatufe nicméné zatim nebyla publikovana metoda, ktera by
umoznovala kvantitativni detekci nuklearni kondenzace a fragmentace
spektrofluorimetricky in vitro. Vyvinout a evaluovat spektrofluorimetrickou metodu
pro detekci nuklearni kondenzace a fragmentace si kladla za cil tato disertaCni prace.
Rozhodli jsme se k tomu vyuzit fluorescenéni sondu Hoechst 33258, ktera se bézné
pouziva ve fluorescenéni mikroskopii k vizualizaci jader, k detekci kondenzace
a fragmentace jadra a k vizualizaci apoptotickych télisek (Chen et al., 2012; Kapoor et
al., 2013; Qin et al., 2015; Soares et al.,, 2019). V naSi praci jsme k vyvoji nové
spektrofluorimetrické metody pro detekci nuklearni kondenzace a fragmentace vyuZili

praveé tuto sondu na vicero buné&cnych liniich.

l. Optimalizace denzity bunék HepG2 a HK-2

Pfi vyvoji nové spektrofluorimetrické metody jsme vtéto praci vyuzivali
predevSim HepG2 jaterni bunécnou linii a ledvinné buriky HK-2. HepG2 je bunééna
linie lidského hepatocelularniho karcinomu (Aden et al., 1979) a HK-2 je imortalizovana
lidska bunécna linie ledvinnych proximalnich tubult (Ryan et al., 1994). Obé tyto linie
jsme nejprve podrobili analyze STR uUseku pro jejich autentizaci a vylouceni vzajemné
kontaminace, ktera muze ovliviiovat vysledky analyz (Reid et al., 2012). Nasledné
jsme bunky podrobili detekci pfitomnosti mykoplazmalnich enzymd. U obou
bunéénych linii jsme prokazali 100% shodu s referenéni bunécnou linii HepG2 a HK-2
a vyloucili pfitomnost mykoplazmalni kontaminace.

V ramci zavedeni nové spektrofluorimetrické H33258 metody detekujici
nuklearni kondenzaci a fragmentaci u bunék kultivovanych v 96jamkové desti¢ce jsme

nejprve  optimalizovali mnozstvi bunék. Mnozstvi nasazovanych bunék
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do 96jamkovych desticek se liSi napfic bunénymi typy. Optimalizace poc€tu bunék
jsme provadéli prostfednictvim urCeni konfluence a detekce aktivity intracelularnich
dehydrogenaz. Bunééna konfluence patfi mezi dllezité parametry, které mohou
zasadné ovlivnit expresi nékterych genu a nasledné vysledky bunéénych stanoveni
(Belacel-Ouari et al., 2017; Wu et al., 2020). Uroveri aktivity intracelularnich
dehydrogenaz nam poskytuje informace o celkové viabilité bunék (Joo et al., 2019).
Kritéria pro zvoleni optimalni denzity bunék byla: konfluence bunék alespon 60 %
a bunééna dehydrogenazova aktivita analyzovana pomoci absorbance po inkubaci
s WST-1 Cinidlem po dobu 1 h mezi hodnotami 1-3.

V nasi praci jsme nejprve pouzivali HepG2 bunky. PocCet HepG2 bunék, které
jsou nasazovany do 96jamkové destic¢ky, se li§i v ramci rlznych védeckych studii.
Napfiklad ve studii Sung a kol. (2003) nasazovali 5x102 bb/j k detekci rastu bunék
pomoci MTT po inkubaci az 48 h. V praci Chandrasekaran a kol. (2010) testovali
viabilitu pomoci MTT na HepG2 burikach v denzité 8x102 bb/j po inkubaci az 96 h.
Bunécnou viabilitu pomoci MTT testovali také ve studii Szuster-Ciesielska a Kandefer-
Szerszen (2005), kde nasazovali 40x10° bb/j a inkubovali 24 h, a dale ve studii Deng
a kol. (2006), kde pouzili 60x10° bb/j po dobu 72 h. Thongkam a kol. (2017) pouzili
10x103 HepG2 bb/j k testu WST-1 po inkubaci aZ 24 h. Na zakladé téchto dat mizeme
shrnout a potvrdit, Ze ¢im delSi Casovy interval je testovan, tim méné bunék je vhodné
nasadit. Pro spektrometrické analyzy jsme v nasi studii nasazovali do 96jamkovych
mikrotitracnich desti¢ek 15x10® HepG2 bb/j po inkubacni ¢asy 6-48 h. Tato denzita
patfi do rozmezi denzit nalezenych v literature.

PocCet HK-2 bunék, které jsou nasazovany do 96jamkovych destiek pro
spektrometricka stanoveni, se v literatufe take lisi. Ve studii Huang a kol. (2015) pouzili
k detekci cytotoxicity pomoci MTT a resazurinu denzitu 4x103 bb/j, kdy se délka
inkubace bunék s testovanymi latkami pohybovala v rozmezi 4-72 h. V jiné studii Fu
a kol. (2019) kultivovali v 96jamkovych desti¢kach 5x10° bb/j a testovali bunéénou
viabilitu pomoci WST-8 po inkubacnich ¢asech 12-24 h. Thongkam a kol. (2017)
nasazovali ve své studii 10x103 bb/j a testovali cytotoxicitu po intervalu 24 h pomoci
WST-1. K analyze bunééné adheze pomoci XTT po 30 min pouzili ve své studii Sarro
a kol. (2020) 20x10° bb/j. Koncentrace glutathionu a bunéénou viabilitu jsme také
analyzovali ve studii Handl a kol. (2020), kde jsme kultivovali 30x103 bb/j po inkubaci
s testovanymi slou€eninami az 24 h. V nasi praci jsme vybrali dle naméfenych

vysledkd denzitu HK-2 bunék 20x103 bb/j jako optimalni pro inkubaéni intervaly 6-48 h.
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Tato denzita je oproti vétSiné denzit nalezenych v literatufe vy3S8i. To mize byt
zpusobeno nastavenim naseho optimalizacniho experimentu, kdy jednim z parametrt
byla absorbance mezi hodnotami 1 a 3. V diskutovanych studiich nejsou definovany

podminky optimalizace denzit bunék.

Il. Vyvoj spektrofluorimetrické metody pro detekci bunécné

nuklearni kondenzace a fragmentace

Po optimalizaci denzit bunék pro spektrometrické metody jsme pfistoupili
k samotnému vyvoji H33258 metody. Je prekvapivé, Ze vyuziti sondy H33258
pro kvantitativni spektrofluorimetrickou detekci nuklearni kondenzace a fragmentace
dosud nebylo v literatufe popsano.

K vyvoji H33258 metody jsme nejprve pouzivali pouze bunky HepG2 inkubované
s CisPt po dobu 24 h. Buriky nasazené v médiu DMEM s vysokym obsahem glukézy
jsme nasledné inkubovali s CisPt, jako induktorem nuklearni kondenzace
a fragmentace. Poté jsme po dalSim zpracovani analyzovanych vzorka (tj. centrifugaci,
vymeéné meédia) pridali 10 yL sondy H33258 tak, aby bylo dosazeno finalni koncentrace
2 ug/mL H33258 v jamce.

DalSim krokem pfi vyvoji H33258 metody bylo stanoveni optimalni doby
inkubace bunék se sondou H33258. Toto zjisténi bylo klicové pro zrychleni celého
postupu metody. V literatufe Ize najit rdzné doby inkubace sondy H33258
s analyzovanymi burikami, ovSem jedna se o principialné jiné metody, a to pfedevsim
o mikroskopickou fluorescenéni vizualizaci jadra. Malatesta a kol. (2012) vyuZili
inkubace s H33258 (1 pg/mL) trvajici 5 min. V dalSi praci Wu a kol. (2013) inkubovali
buriky s H33258 (5 g/mL) po dobu 10 min. Ve studii Sun a kol. (2017) inkubovali buriky
s H33258 (cca 4,2 pg/mL)) po dobu 30 min. Park a kol. (2011) exponovali buriky sondé
H33258 (5 pg/mL) po dobu 60 min. Ve spojeni s FC, popisuji ve studii Bogush a kol.
(2020) inkubaci sondy H33258 (1,2 pg/mL) s burikami po dobu 15 min. V praci Wu
a kol. (2020) analyzovali jadra bunék pomoci FC dokonce ihned po pfidani sondy
H33258 (0,5 ug/mL). Na zakladé nami namérenych vysledku a porovnani s literaturou
je zfejmé, Ze nami zvolena inkubace sondy H33258 s burfikami po dobu 5 min patfi
k intervalim kratSim, ale na zakladé naSich namérenych dat pro méfeni IF piné

dostacujicim diky tomu, Ze signal IF pfechazi do linearni faze jiz pfed 5. minutou.
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Co se tyka podminek pouziti dalSich sond Hoechst (33342 a 34580) v ostatnich
pracich, doba inkubace bunék se sondami a pouzité koncentrace sond se liSi dle
metody. Ve spojeni s FC se u sondy H33342 pouziva koncentrace napf. 5 ug/mL
po dobu 1 h (Bastos et al. 2005), nebo je mozné tuto koncentraci sondy pfidat 4 h pfed
indukci apoptozy (Jiang et al. 2017). Ve spojeni s mikroskopii se pouzivaji koncentrace
v rozmezi 100 ng/mL — 5 yg/mL po inkubacni Cas az 4 h v zavislosti na koncentraci
(Crowley et. al 2016, Henry et al. 2013, Jiang et al. 2017). Hoechst 34580 se pouziva
predevsim ve spojeni s fluorescenéni mikroskopii, kde tuto sondu ve studii Abdollahi
a kol. (2018) inkubovali s bunkami po dobu 1 h, a to v koncentraci cca 0,6 pg/mL.
V dalSi studii Hemion a kol. (2014) inkubovali Hoechst 34580 (1 pg/mL) s burikami
po dobu 30 min. Goto a kol. (2019) provadéli barveni jader pomoci Hoechst 34580
(5 pg/mL) po dobu 20 min.

V posledni fazi optimalizace H33258 metody jsme ovéfovali, zda koncentrace
2 yg/mL H33258 vybrana na zakladé literarnich zdroju (Stokke and Steen, 1986;
Zurek-Biesiada et al., 2014) je optimalni pro kvantitativni detekci nuklearni kondenzace
a fragmentace spektrofluorimetricky. Jak bylo vySe uvedeno, pro fluorescencni
mikroskopii se pouZzivaji pfedevsim koncentrace H33258 1-5 pg/mL (Cao et al., 2011;
Hammond et al., 2004), ve spojeni s prltokovou cytometrii jsou to koncentrace o néco
nizsi, a to v rozmezi 0,5-2 ug/mL (Beaton-Green and Wilkins, 2016; Bogush et al.,
2020; Carlson et al.,, 1997). Vzhledem k témto poznatklm jsme se v ramci
spektrofluorimetrickych méfeni rozhodli otestovat koncentrace v rozmezi 0,1-5 pg/mL.
Nase vysledky potvrdily informace z literatury, ze koncentrace H33258 2 ug/mL se jevi
jako optimalni pro detekci nuklearni kondenzace a fragmentace v burikach i za nasich
podminek.

Vinové délky vyuzivané pro detekci intenzity fluorescence sond Hoechst
(33258, 33342 a 34580) se v literatufe nepatrné liSi. Sonda Hoechst 33258 je
excitovana prostrednictvim UV zafeni (~360 nm) a emisni maximum se pohybuje
v oblasti modrého svétla (461 nm) (Bucevicius et al., 2018). Ve studii Hadi a kol. (2018)
pouzili vinové délky EX/EM = 352/461 nm, které jsme vyuZili i v nasi studii. Podobné
vinové délky vyuzili také ve studii Wu a kol. (2013), kde zvolili EX/EM = 350/460 nm
pro vizualizaci jader pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Ve studii Carlson a kol.
(1997) wvyuzili H33258 vramci pratokové cytometrie a vyuzii EXEM = 351
a 354 nm/400 a 450 nm.
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Sonda H33342 je strukturou a tedy i svymi spektralnimi vlastnostmi podobna
H33258, a proto je excitovana UV zafenim také. Emisni maximum se pohybuje mezi
460-490 nm (Atale et al., 2014; Bucevicius et al., 2018; Chazotte, 2011).

Sonda Hoechst 34580 ma nepatrné posunuté emisni maximum k 490 nm, protoze
obsahuje dimethylamin (Bucevicius et al., 2018). Proto i ve studii Nogueira a kol.
(2016) detekovali fluorescenci u Hoechst 34580 pfi EX/EM = 357/490 nm.

V dalSi &asti naSi prace jsme vyuzili pro detekci nuklearni kondenzace
a fragmentace kromé bunécné linie HepG2 také bunécnou linii HK-2. Na obou
bunécnych liniich jsme pro zjiSténi schopnosti metody zachytit nuklearni kondenzaci
a fragmentaci stanovili citlivost bunék na CisPt. Cisplatina je protinadorovy Iék, ktery
je schopen indukovat apoptotickou DNA fragmentaci v burikach (Yang et al., 2020;
Zhang et al., 2009). CisPt interaguje s bazemi adeninem a guaninem obsazenym
v DNA buriky a vytvari adukty, které inhibuji replikaci a transkripci DNA (Tanida et al.,
2012).

M. Aplikace nové H33258 metody

Pro testovani, Zze H33258 metoda je vyuzZitelna pro detekci nuklearni
kondenzace a fragmentace, jsme inkubovali HepG2 a HK-2 burnky s induktory
apoptézy, tj. cisplatinou, kamptotecinem a staurosporinem. Jako negativni kontrolu
jsme vyuzili nanoCastice TiO2 P25, které by nuklearni kondenzaci a fragmentaci
v bunkach nemély indukovat (Petkovic et al., 2011).

U CisPt jsme jsme zvysSeni fluorescence pozorovali u obou bunéénych linii u
koncentrace 25 uM CisPt jiz po inkubacéni dobé 24 h. Nase vysledky ziskané pfi detekci
odezvy bunék na CisPt jsou podobné jako vysledky ze studie Park et al. (2002), kde
prokazali pfitomnost nuklearni fragmentace pomoci metody TUNEL po inkubaci
LLC-PK1 bunék s 50 uM CisPt po dobu 12 a 24 h. Nase vysledky jsou dale podpofeny
mnoha recentnimi studiemi Lin a kol. (2017), Chen a kol. (2019a) a Xue a kol. (2020).
Studie Lin et al. (2017) prokazala fragmentaci DNA u rakovinnych bunék mocového
méchyfe ovlivnénych 6,25 a 25 yM CisPt po dobu 24 h. Chin et al. (2019a) dale
detekovali apoptézu pomoci pratokové cytometrie po inkubaci HK-2 bunék s 20 uM

CisPt po dobu 48 h. Xue a kol. (2020) zjistili pomoci pratokové cytometrie, ze buriky

83



karcinomu jazyka podstupuji apoptozu po inkubaci s CisPt o koncentraci ~17 uM po
24 h.

Kamptotecin pusobi jako inhibitor DNA topoizomerazy | a zpusobuje vznik
zlomG DNA a aktivaci proteinu p53 (Garcia et al., 2014; Pommier, 2006; Rath et al.,
2009). Nase vysledky detekce nuklearni kondenzace a fragmentace u bunék
ovlivnénych 5 yuM CAM po dobu 6 h mohou byt podpofeny studii autori Rath et al.
(2009), ktefi pomoci metody TUNEL nalezli apoptotické jadro u thyroidnich
rakovinnych bunék po inkubaci bunék s 5 yM CAM po dobu 8 h. V dalSi studii
zamérfené na studium CAM-indukované apoptdzy autofi nalezli pomoci FC apoptotické
zmény v burfikach HepG2 ovlivnénych 1 yM CAM po 24 h (Ji and Gao, 2008). Mizeme
tedy Fici, Ze nami vyvinuta spektrofluorimetricka H33258 metoda poskytuje obdobné
vysledky jako jiné studie, které se zabyvaji apoptézou indukovanou CAM.

Abychom zjistili, zda staurosporin zpusobuje nuklearni kondenzaci
a fragmentaci v bunkach, pouzili jsme koncentrace, které byly popsany jako
dostateCné k indukci bunécné smrti (Ding et al., 2017; Gorman et al., 2000).
Staurosporin je silnym inhibitorem proteinkinaz a je schopen indukovat fragmentaci
DNA (Deshmukh and Johnson, 2000; Ding et al., 2017). NaSe vysledky ziskané
pomoci H33258 metody jsou ve shodé se studii Ding et al. (2017), kde detekovali
pomoci metody TUNEL fragmentaci DNA u HepG2 bunék ovlivnénych 10 nM STA po
24 h. V dal$i studii Deshmuk a Johnson (2000) autofi popisuji zvySenou uroveri DNA
fragmentace pomoci metody TUNEL u sympatickych neurond ovlivnénych 100 nM
STA po 24 h. Na zakladé tohoto porovnani s literaturou muizeme fici, ze
spektrofluorimetricka H33258 metoda poskytuje obdobné vysledky jako jiné studie
zabyvaijici se u€inkem STA v burikach.

Na zakladé vysledk( detekce nuklearni kondenzace a fragmentace u bunék
HepG2 a HK-2 ovlivnénych CisPt, CAM a STA jsme ukazali, Ze spektrofluorimetricka
H33258 metoda je schopna detekovat rdznou miru nuklearni kondenzace
a fragmentace, a to v zavislosti na koncentraci inuktoru i dobé inkubace.

Pouzitelnost H33258 metody jsme také otestovali na dvou dalSich bunécnych
liniich, a to na bunécné linii lidského adenokarcinomu A549 (Giard et al., 1973)
a na bunécné linii lidského neuroblastomu SH-SY5Y (Biedler et al., 1978). Na obou
bunécnych liniich jsme také otestovali induktory apoptézy (CisPt, CAM a STA) a navic
CdCl2. Kadmium patfi do skupiny tézkych kova, které jsou schopny indukovat produkci

oxida€niho stresu a zpusobovat tak oxidacni poSkozeni DNA (Handl et al., 2019).
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Naméfena uroven nuklearni kondenzace a fragmentace u bunék SH-SY5Y
a A549 ovlivnénych CisPt, STA a CAM po 24 h se shoduje s vysledky z experimentU
na HepG2 a HK-2 bunkach. Vysledky u bunék SH-SY5Y a A549 inkubovanych s CdClz
jsou obdobné, kdy mohou byt tyto vysledky potvrzeny studii Kim et al. (2005),
kde detekovali nuklearni kondenzaci a fragmentaci u SH-SYS5Y bunék pomoci barveni
soundou DAPI a metodou TUNEL jiz po inkubaci 12 h se 100 yM CdClz. DalSi studie
potvrzujici nase vysledky je Tan et al. (2017), kde detekovali signifikantné vyssi vyskyt
TUNEL-pozitivnich H9-ECs bunék u koncentraci CdCl2 0,1-100 uM po 24 h.

IV. Komparace H33258 metody s dalSimi metodami

Pro srovnani vysledkl detekce nuklearni kondenzace a fragmentace pomoci
H33258 metody jsme vyuzili dalsi metody, jako jsou napf. WST-1, stanoveni
glutathionu a stanoveni exprese proapoptickych proteint, metoda TUNEL a DNA
zebfik. Ziskané vysledky jsme nasledné porovnali s vysledky ziskané H33258
metodou.

K dalSimu hodnoceni cytotoxicity CisPt jsme vyuZili metody stanoveni aktivity
mitochondrialnich ~ dehydrogenaz  WST-1 a  stanoveni GSH  pomoci
monochlorobimanu. Pfi apoptéze dochazi prostfednictvim oxidaéniho poskozeni
ke snizeni viability bunék a k depleci GSH (Buzadzi¢ et al., 2004; Merad-Boudia et al.,
1998). Nasledné dochazi k permeabilizaci mitochondrialnich membran a k uvolnéni
proapoptickych faktord (Wang and Huang, 2005).

U WST-1 testu jsme zaznamenali snizeni viability u obou testovanych bunécnych liniich
HepG2 a HK-2 jiz po 24 h u koncentrace CisPt 5 uM. Podobné vysledky byly publikovany
i v dalSich studiich, kde k testovani viability bunék pouZzili také WST-1 test. Ve studii Satoh et al.
(2003) detekovali u bunék mysich proximalnich tubulll snizeni viability po inkubaci bunék s 20
MM CisPt po 24 h. Ve studii Ramer et al. (2018) testovali vliv CisPt na viabilitu bunék plicniho
karcinomu A549 a H358. U bunék A549 detekovali snizeni bunééné viability po inkubaci bunék
s 3 UM CisPt po 48 h. U bunék H358 detekovali snizeni viability po inkubaci bunék s 10 uM
CisPt také po dobu 48 h. Po inkubaci bunék s koncentracemi CisPt <1 uM nezaznamenali
pomoci WST-1 testu zadnou cytotoxicitu.

U HK-2 bunék jsme po inkubaci 24 h s CisPt nalezli signifikantni snizeni hladiny GSH
pouze u koncentrace 100 uM, u HepG2 bunék navic u koncentrace 25 uM. Po 48 h doslo
u HK-2 bunék ke snizeni hladiny GSH u koncentraci 25 a 100 yM CisPt, u HepG2 bunék jiz
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u koncentrace 5 uyM CisPt. V literatufe je popsano, ze 100 uM CisPt je schopna indukovat
sniZzeni hladiny GSH u HK-2 bunék jiz po 6 h inkubace (Handl et al., 2020). NaSe vysledky
ziskané z metod WST-1 a GSH potvrdily, Ze jsou schopny detekovat toxicitu CisPt dfive, nez je
tomu u H33258 metody.

Jako dalSi metody, které jsme pouZili k porovnani s H33258 metodou, jsme zvolili
detekci aktivace kaspaz 3/7 a stanoveni exprese danych protentl metodou Simple Westemn.
Aktivaci kaspaz 3/7 jsme detekovali u obou bunécnych linii jiz po 6hodinové inkubaci. Tyto
vysledky popsal také Schweyer et al. (2004) u NCCIT bunék ovlivnénych 50 uM CisPt.
Pretrvavajici aktivace kaspaz 3/7 byla popsana vfadé studii na burikach UBOCA1,
HK-2 a SH-SYSY po inkubaci s 5, 10 a 20 uM CisPt po dobu 24 h (Rathinam et al., 2015)
a v HepG2 burikach inkubovanymi s 25 uM CisPt po dobu 12, 24 a 48 h (Yasuda et al., 2019).

Metodu Simple Western jsme vyuZili k detekci zmén exprese proteini PARP-1, JNK1
a JNK2. Mira exprese PARP-1 ukazuje na mozné poskozeni DNA, protoze tento protein je
Stépen pomoci kaspazy 3 na fragmenty o velikosti 24 a 89 kDa (Chaitanya et al., 2010;
Chaudhuri and Nussenzweig, 2017). Vznik fragmentd PARP-1 (fPARP) se proto pouziva
k detekci apoptézy (Kaufmann et al., 1993). NaSe vysledky detekce exprese fPARP-1 po
inkubaci bunék s 50 uM CisPt se shoduji s vysledky studie (Ju et al., 2017), kde detekovali
Stépeni PARP-1 u HK-2 bunék ovlivnénych 40 uM CisPt po dobu 24 h.

U bunék inkubovanych s CisPt byla popsana fosforylace JNKs (Hayakawa et al., 2003).
V nasi studii jsme u bunék HepG2 i HK-2 detekovali zvySenou uroven fosforylace JNK1 a JNK2
po inkubaci s CisPt (0-100 uM) ve vSech testovanych Casovych intervalech. Podobné vysledky
jsou publikovany ve studiich Brozovic et al. (2004) a Lee et al. (2020), kde detekovali zvySenou
expresi pJNK v HelLA burikach inkubovanych s 50 a 100 uM CisPt po dobu 6 h, a v prasecich
ledvinnych burikach inkubovanych s 25 uM CisPt po inkubacni interval 24 h.

Metody TUNEL a DNA Zebfik patfi mezi Casto vyuzZivané metody pro detekci DNA
ZlomG a DNA fragmentace (Archana et al., 2013; Crowley et al., 2016; Majtnerova and Rousar,
2018; Wu et al., 2014; Yang et al., 2020) a rozhodli jsme se je tedy pouzit jako dalSi metody
k porovnani s H33258 metodou. Pomoci metody TUNEL jsme nalezli ziomy v DNA u obou
bunécnych linii HepG2 a HK-2 po inkubaci s CisPt po 24 h. NaSe vysledky se shoduji s
literaturou, kdy ve studiich Yang et al. (2020) a Park et al. (2002) detekovali zZlomy a fragmentaci
DNA pomoci metody TUNEL u HK-2 a LLC-PK-1 bunék, které inkubovali s 50 uM CisPt
po 24 h. Vysledky detekce DNA fragmentace pomoci DNA Zebfiku se shoduiji s vystupy studie
Lau etal. (1999), kde detekovali DNA Zebfik u LLC-PK-1 bunék ovlivnénych 50 uM CisPt po 12-
48 h.
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7. Zaver

Vyvinuli jsme spektrofluorimetrickou metodu, ktera vyuziva fluorescencni sondu
Hoechst 33258 k detekci nuklearni kondenzace a fragmentace v intaktnich burikach.
Nase vysledky ukazaly, Zze H33258 metoda je schopna detekovat nuklearni zmény
uHepG2 a HK-2 bunék inkubovanych se tfemi typickymi induktory apoptozy,
tj. cisplatinou, staurosporinem a kamptotecinem. Vysledky také ukazaly, ze H33258
metodu lze vyuzit i u detekce nuklearnich zmén u dalSich bunécnych linii,
coz naznacuje jeji mozné obecné vyuziti u adherentnich buné&nych linii.

Vysledky ziskané H33258 metodou jsme porovnali s metodami, které jsou
pouzivany k detekci apoptozy. Mezi tyto metody patfi aktivace kaspaz 3/7, exprese
proteind JNKs a PARP-1, v€etné vzniku fPARP-1, metoda TUNEL a DNA Zebrik.
Na zakladé porovnani téchto metod jsme vyhodnotili, Ze nami vyvinuta H33258
metoda poskytuje vysledky srovnatelné s detekci kaspazové aktivity a DNA zloma
pomoci TUNEL. V porovnani s Siroce vyuzivanou metodou TUNEL ma nové vyvinuta
H33258 metoda fadu vyhod (napf. rychlost, kvantifikace, nizka cena). DalSi velkou
vyhodou je moznost analyzovat velké mnozstvi vzorkd najednou. Domnivame se tedy,
ze spektrofluorometricka H33258 metoda by se mohla stat stanovenim rutinné

vyuzivanym k detekci apoptdzy.
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9. Pfilohy

9.1 Originalni data k vysledkové ¢€asti prace

Priloha 1A: Optimalizace denzity bunék pro spektrometricka stanoveni (HepG2 burky).
Graf 1A. A) Konfluence; pramér + SD (n=5). Inkubace 24 h. Absorbance (440 nm).

Poéet bunék (x10%)/ jamka Konfluence (%)
5 24 +2
10 41+£2
15 60+3
20 67 +4

Priloha 1B: Optimalizace denzity bunék pro spektrometricka stanoveni (HepG2 buriky).
Graf 1B. B) WST-1; pramér (n=5). Inkubace 24 h. Absorbance (440 nm).

Absorbance
Pocet bunék
(x10%)/ jamka 0 10 20 30 40 50 60
5 0,03 0,15 0,25 0,36 0,46 0,56 0,66
10 0,05 0,27 0,48 0,70 0,93 1,17 1,40
15 0,06 0,43 0,80 1,22 1,66 2,12 2,55
20 0,08 0,54 1,04 1,59 2,18 2,75 3,25

Pfriloha 2A: Optimalizace denzity bunék pro spektrometricka stanoveni (HK-2 bunky).
Graf 2A. A) Konfluence; primér + SD (n=5). Inkubace 24 h. Absorbance (440 nm).

Pocet bunék (x10°)/ jamka Konfluence (%)
5 25+2
10 49+2
15 67+5
20 82+4
25 91+2
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Pfriloha 2B: Optimalizace denzity bunék pro spektrometricka stanoveni (HK-2 bunky).
Graf 2B. B) WST-1; pramér (n=5). Inkubace 24 h. Absorbance (440 nm).

Absorbance

Pocet bunék

(x10%)/jamka 0 10 20 30 40 50 60
5 0,18 0,22 0,27 0,32 0,38 0,45 0,52
10 0,19 0,25 0,34 0,43 0,54 0,66 0,81
15 0,19 0,27 0,39 0,53 0,68 0,86 1,07
20 0,20 0,31 0,46 0,64 0,84 1,07 1,34
25 0,21 0,33 0,51 0,71 0,94 1,22 1,53

Priloha 3: Optimalizace H33258 metody — vyména média (HepG2 burky). Graf 3.
Cisplatina (CisPt; 0; 100 uM). Inkubace 24 h. Vyména 50-90 pL plvodniho média za DPBS
(1x). Konfluence. Primér + SD (n=3).

. Konfluence (%)
CisPt (uM)
50 uL 60 pL 70 pL 80 pL 90 pL
0 612 67 1 69 + 1 65+ 3 68 + 6
100 388 47 + 3 48 + 1 45+ 0 36 +1

Pfiloha 4: Optimalizace H33258 metody — vliv michani vzorku (HepG2 bunky). Graf 4.
Cisplatina (CisPt; 0-100 uM). Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm). Pramér £ SD
(n=4).

] Intenzita fluorescence (RFUx10°3)
CisPt (uM)
bez michani michani
0 2,60 +0,63 3,47 £ 1,38
50 2,75+ 0,36 3,23+0,19
100 4,47 + 0,85 3,45+1,33
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Pfiloha 5: : Optimalizace H33258 metody — zména intenzity fluorescence H33258 v ¢ase
(HepG2 bunky). Grafy 5 a 6. Cisplatina (CisPt; 0-100 uM). Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM
= 352/461 nm) po dobu 10 min.

Intenzita fluorescence (RFUx10°3)

Cas (min) 0 uM CisPt 50 uM CisPt 100 uM CisPt
0,00 4,76 5,71 5,61
0,51 4,96 6,06 6,13
0,99 4,96 6,06 6,21
1,50 4,99 6,15 6,22
1,97 4,92 6,10 6,23
2,45 5,01 6,09 6,28
3,00 5,01 6,08 6,26
3,55 5,04 6,19 6,28
4,06 5,02 6,14 6,26
4,46 5,05 6,21 6,31
5,01 5,07 6,10 6,26
5,60 5,08 6,11 6,28
6,24 5,07 6,15 6,30
6,47 5,14 6,19 6,30
6,63 5,11 6,17 6,31
6,79 5,10 6,14 6,31
6,99 5,15 6,23 6,30
7,14 5,07 6,21 6,30
7,30 5,17 6,24 6,30
7,50 5,13 6,18 6,30
7,66 5,20 6,20 6,30
7,82 5,20 6,16 6,31
7,97 5,22 6,19 6,29
8,17 5,11 6,22 6,32
8,33 5,13 6,21 6,32
8,49 5,18 6,15 6,32
8,64 5,12 6,20 6,31
8,80 5,22 6,18 6,31
8,96 5,15 6,20 6,33
9,12 5,17 6,19 6,29
9,27 5,18 6,25 6,33
9,43 5,17 6,18 6,33
9,59 5,20 6,22 6,32
9,71 5,17 6,18 6,33
9,87 5,26 6,23 6,30
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Priloha 6: Optimalizace koncentrace sondy H33258 (HepG2 burky). Graf 7. Cisplatina
(CisPt 0-100 uM). Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér +

SEM (n=4).

H33258 (ug/mL)

Intenzita fluorescence (RFUx10°3)

0 uM CisPt 100 uM CisPt
0,1 0,28 + 10 0,79+ 0,08
1 0,39+ 0,08 1,39 + 0,07
2 0,44 + 0,07 1,67 + 0,06
5 1,05 + 0,19 2,79 + 0,40

Priloha 7: Testovani odezvy H33258 metody (HepG2 bunky). Graf 8. Cisplatina (CisPt 0-
100 pM). Inkubace 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér + SEM

(n=4).
. Intenzita fluorescence (RFUx10°3)
CisPt (M)
24 h 48 h
0 0,47 £ 0,11 0,61+0,12
0,5 0,29 £ 0,21 0,58 £ 0,12
5 0,26 £ 0,17 0,77 £ 0,07
25 1,15+ 0,09 1,46 + 0,06
100 2,65+0,19 3,42+ 0,24

Priloha 8: Testovani odezvy H33258 metody (HK-2 buriky). Graf 9. Cisplatina (CisPt 0-100
MM). Inkubace 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér + SEM

(n=4).
. Intenzita fluorescence (RFUx10°3)
CisPt (M)
24 h 48 h
0 0,73+0,106 1,11 £ 0,09
0,5 0,53 £ 0,0,08 0,84 £ 0,15
5 0,84 £ 0,07 1,28 + 0,09
25 2,22 +0,22 4,43 + 0,36
100 4,14 +£0,18 5,04 £ 0,20
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Priloha 9: Detekce nuklearni kondenzace a fragmentace H33258 metodou (HepG2
bunky). Graf 10. Kontrolni buriky (CTRL), cisplatina (CisPt; 0-100 uM), kamptotecin (CAM; 0O-
5 uM), staurosporin (STA; 0-100 nM), nanocastice TiO2 P25 (NPs; 10 ug/mL). Inkubace 6, 24
a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér + SEM (n=4).

Toxin Intenzita fluorescence (RFUx10%)
(koncentrace) 6 h 24 h 48 h
CTRL (0 pM) 0,88 £ 0,05 0,72 £ 0,07 0,66 + 0,06
CisPt (50 pM) 0,59 + 0,04 1,19+0,18 1,99 £ 0,09
CisPt (100 pM) 1,15+ 0,15 2,68 £ 0,23 3,94 £0,18
CAM (1 uM) 0,72+ 0,07 0,83 + 0,21 1,51+£0,13
CAM (5 pM) 1,04 £ 0,21 1,95+ 0,26 3,26 £ 0,24
STA (10 nM) 0,89 + 0,06 1,30 £ 0,15 0,76 + 0,05
STA (100 nM) 0,97 +0,18 1,43 £0,23 2,34 £ 0,26
NPs (10 pg/mL) 0,86 £ 0,11 0,74 £ 0,14 0,92 £ 0,07

Piiloha 10: Detekce nuklearni kondenzace a fragmentace H33258 metodou (HK-2
bunky). Graf 11. Kontrolni buriky (CTRL), cisplatina (CisPt; 0-100 uM), kamptotecin (CAM; O-
5 uM), staurosporin (STA; 0-100 nM), nanocastice TiO2 P25 (NPs; 10 ug/mL). Inkubace 6, 24
a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér £+ SEM (n=4).

Toxin Intenzita fluorescence (RFUx103)
(koncentrace) 6h 24 h 48 h
CTRL (0 uM) 0,56 £+ 0,04 0,74 £ 0,08 1,19 £ 0,04
CisPt (50 pM) 0,62 £ 0,04 2,01 £0,06 4,11 £ 0,07
CisPt (100 uM) 0,57 £ 0,04 219+0,13 4,54 + 0,18
CAM (1 uM) 0,27 £ 0,07 1,10 £ 0,06 2,39 £ 0,06
CAM (5 uM) 0,91+ 0,11 1,92+ 0,13 491+0,17
STA (10 nM) 0,55 + 0,04 0,93+ 0,17 3,50+ 0,23
STA (100 nM) 0,19 + 0,04 1,23+0,14 3,24+ 0,14
NPs (10 pg/mL) 0,52 + 0,09 0,72 + 0,05 1,26 £ 0,05
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Priloha 11A: Detekce nuklearni kondenzace a fragmentace H33258 metodou (A549
a SH-SY5Y buiiky). Graf 12A. A) A549. Kontrolni buriky (CTRL), cisplatina (CisPt; 100 uM),
kamptotecin (CAM; 5 uM), staurosporin (STA; 100 nM), chlorid kademnaty (CdCly; 100 pM).
Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v €ase 5 min. Primér £ SEM (n=4).

Bunky A549
Toxin (koncentrace) Intenzita fluorescence (RFUx10°3)
CTRL (0 uM) 0,01+£0,10
STA (100 nM) 0,40 £ 0,02
CdClz (100 uM) 0,61 +0,05
CisPt (100 uM) 1,20 £ 0,03
CAM (5 uM) 1,27 £ 0,07

Priloha 11B: Detekce nuklearni kondenzace a fragmentace H33258 metodou (A549
a SH-SY5Y bunky). Graf 12B. B) SH-SY5Y. Kontrolni buniky (CTRL), cisplatina (CisPt;
100 uM), kamptotecin (CAM; 5 uM), staurosporin (STA; 100 nM), chlorid kademnaty (CdCly;
100 uM). Inkubace 24 h. Detekce IF (EX/EM = 352/461 nm) v ¢ase 5 min. Primér + SEM
(n=4).

Bunky SH-SY5Y
Toxin (koncentrace) Intenzita fluorescence (RFUx103)
CTRL (0 uM) 0,51 +£0,15
STA (100 nM) 2,62+0,23
CdCl; (100 pM) 1,02 £ 0,08
CisPt (100 uM) 2,80 + 0,06
CAM (5 uM) 1,73 £ 0,20

Priloha 12: Dehydrogenazova aktivita bunék — WST-1 test (HepG2 bunky). Graf 13.
Cisplatina (CisPt; 0-100 pM). Inkubace 24 a 48 h. Absorbance (440 nm). Pramér £ SD (n=4).

CisPt Dehydrogenazova aktivita (% kontrol)
(uM) 24 h 48 h
0 100 £ 13 100+5
0,5 103 + 10 1039
5 87 +£10 78+8
25 522 4 +1
100 22+2 50
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Priloha 13: Dehydrogenazova aktivita bunék — WST-1 test (HK-2 burnky). Graf 14.
Cisplatina (CisPt; 0-100 uM). Inkubace 24 a 48 h. Absorbance (440 nm). Priimér £ SD (n=4).

CisPt Dehydrogenazova aktivita (% kontrol)
(uM) 24 h 48 h
0 100+ 9 100 £ 3
0,5 77+3 90 +6
5 64 £ 12 80+4
25 35+0 12+4
100 350 0+1

Priloha 14: Stanoveni koncentrace glutathionu (HepG2 bunky). Graf 15. Cisplatina (CisPt;
0-100 pM). Inkubace 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 394/490 nm). Pramér £ SD (n=4).

CisPt Koncentrace glutathionu (% kontrol)
(uM) 24h 48 h
0 100 £ 10 100 + 4
0,5 100 +3 102 +4
5 84 +2 54 +2
25 74 £1 11+1
100 24 +5 9+0

Pfiloha 15: Stanoveni koncentrace glutathionu (HK-2 buriky). Graf 16. Cisplatina (CisPt;
0-100 pM). Inkubace 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM = 394/490 nm). Pramér £ SD (n=4).

CisPt Koncentrace glutathionu (% kontrol)
(uM) 24 h 48 h
0 100+ 9 100 £ 3
0,5 107 9 1025
5 108 £ 3 109+ 3
25 97 +3 25+3
100 37+5 114
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Pfiloha 16: Aktivita kaspaz (HepG2 bunky). Graf 17. Cisplatina (CisPt; 0-100 uM). Inkubace
6, 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM=485/535). Primér £ SD (n=2).

CisPt Aktivita kaspaz 3/7 (% kontrol)
(HM) 6h 24 h 48 h
0 100 + 32 100 + 13 100 + 25
50 187 + 44 4083 + 249 2376 + 14
100 559 + 8 3786 + 117 1756 + 23

Priloha 17: Aktivita kaspaz (HK-2 bunky). Graf 18. Cisplatina (CisPt; 0-100 uM). Inkubace
6, 24 a 48 h. Detekce IF (EX/EM=485/535 nm). Primér = SD (n=2).

CisPt Aktivita kaspaz 3/7 (% kontrol)

(uM) 6h 24 h 48 h3
0 100 + 11 100 + 3 100 + 25
50 130 + 9 1016 + 107 497+ 32
100 431+ 26 557 + 12 220 + 67
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