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SOUHRN

Tato prace se zaméfuje na detailni popis procesu apoptézy a poskytuje
teoreticky prehled metod pro detekci apoptdzy. NejvétsSi pozomost je vénovana
metodé TUNEL. V dneSni dobé patfi TUNEL metoda mezi nejvice pouzivané
metody pro detekci apoptdzy. Cilem naSi prace bylo optimalizovat pouziti TUNEL
metody na vybrané bunécné linii, aplikovat optimalizovanou metodu na bunécné linii
ovlivnéné dvéma toxiny a na zavér prace pouzit komeréni metodu TUNEL na stejné
bunécné linii aporovnat ji s optimalizovanou metodou pomoci fluorescenéni
mikroskopie.

V prvni ¢asti naSi prace jsme optimalizovali jednotlivé kroky metodiky TUNEL
na renalni linii HK-2. Nejprve jsme se zaméfili na optimalizaci fixace bunék. Jako
optimalni jsme pro fixaci bunék vybrali pouziti 9,8% formaldehydu. Nasledné jsme
provadéli permeabilizaci bunék Tritonem-X-100 a jako nejvhodné&jSi jsme urcili
pouziti 0,5% Tritonu X-100. VdalSim kroku jsme optimalizovali inkorporaci
bromdeoxyuridinu (BrdU) na zZlomy DNA terminalni deoxynukleotidyltransferazou
a zhodnotili jsme, Ze nepfihodnéjsi je pouziti BrdU (0,01 uM) a aplikace 4x fedéného
enzymu. Déle jsme optimalizovali denaturaci DNA a blokovani nespecifickych mist,
kdy jsme nalezli, Ze optimalni je pouziti 2 M kyseliny chlorovodikové a pouziti 1%
hovéziho sérového albuminu. V poslednim kroku jsme optimalizovali navazani anti-
Pti aplikaci optimalizované metody na HK-2 burikach byl z fluorescenénich snimku
patry pozitivni signdl fluorescence pfi ovlivnéni bunék cisplatinou (25 uyM, 50 yM)
po dobé inkubace 16 a 20 hodin a kamptotecinem (2 yM, 10 uM) po dobé 24 a 48
hodin. Po pouziti komeréni metody TUNEL na HK-2 bunkach ovlivnénych
cisplatinou (50 uM; 48 hodin) jsme z fluorescenénich snimkud zhodnotili, Ze komeréni

metoda je senzitivngjSi nez nami optimalizovana metoda.

Klicova slova: Apoptéza, fragmentace DNA, bromdeoxyuridin, terminalni

deoxynukleotidyltranseferaza, fluorescence.



SUMMARY

This thesis is focused on a detailed description of the apoptosis process and
provides an overview of methods for detection of apoptosis. The greatest attention
has been paid to the TUNEL assay. Presently, TUNEL assay has been one of the
most commonly used methods for detection of apoptosis. The aim of our thesis was
to optimize the use of the TUNEL assay in a selected cell line, to apply the optimized
method in the cell line treated with two toxins. Finally, we aimed to use the
commercial TUNEL assay in the same cell line and to compare it with the optimized
method.

In our thesis, we optimized the individual steps of the TUNEL assay procedure
in renal line HK-2. Firstly, we focused on optimizing cell fixation. As optimal, we
chose 9.8% formaldehyde for cell fixation. Subsequently, we performed cell
permeabilization by Triton X-100 and we chose the use of 0.5% Triton X-100 as
optimal. In the next step, we optimized the incorporation of bromdeoxyuridine (BrdU)
to DNA strand breaks using the terminal deoxynucleotidyl transferase. The most
suitable application of BrdU was 0.01 uM and the application of TdT diluted four
times. We also optimized DNA denaturation and blocking of nonspecific interaction.
We found the use of 2 M hydrochloric acid and 1% bovine serum albumin as optimal.
Finally, we optimized the binding of anti-BrdU antibodies and we chose the 1: 2000
dilutions as the most suitable. When using the optimized method in HK-2 cells, the
fluorescence positive signal was visible for cells treated with cisplatin (25 pM, 50 uM)
for 16 and 20 hours and cells treated with camptothecin (2 uM, 10 uM) for 24 and 48
hours. Finally, after use of commercial TUNEL assay in HK-2 cells treated with
cisplatin (50 uM; 48 hours), we found that the commercial method is much more
sensitive than the optimized method.

Key-words: Apoptosis, DNA fragmentation, bromdeoxyuridine, terminal

deoxynucleotidyl transferase, fluorescence.
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1. UVOD

Nezbytnou soucasti tkanové homeostazy organismu je rovnovazny vznik
a zanik bunék. Bunécny zanik probiha bud programovanou, nebo neprogramovanou
smrti. Vysoce regulovanou a energeticky dependentni smrti bunék je apoptdza.
Apoptéza hraje dullezitou roli pfi vyvoji organismu aje nepostradatelna pfi
pravidelném obratu vzniku azaniku bunék. Prostfednictvim apoptdzy jsou
eliminovany abnormailni buriky, které jsou patologicky pozménény, nebo nepotiebné
bunky, které ztratily svoji funkénost. Nepfiméfena apoptéza muze vést k naruseni
homeostatické rovnovahy a stava se rizikovym cCinitelem spousty patologickych
stavli, predevS§im nadorovych onemocnéni, neurodegenerativnich chorob,
autoimunitnich onemocnéni, ischemického poskozeni a dalSich.

Pro detekci apoptdzy existuje mnoho metod fungujicich na odliSném principu
a zaméfujicich se na stanoveni riznych morfologickych a biochemickych znaku
specifickych pro apoptézu. V sou€asnosti je nejhojnéji vyuZzivanou metodou pro
stanoveni apoptozy TUNEL metoda. Metoda TUNEL detekuje zlomy na DNA
vytvofené v pozdni fazi apoptoézy. Technika TUNEL je velmi ucinna, spolehliva,
vysoce citlivd adobfe aplikovatelna na spoustu typl bunék a tkanovych fezu.

V dnesni dobé se tato metoda pouziva in situ a in vitro.
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2. TEORETICKA CAST
2.1 Bunka

Zakladni stavebni a funkéni jednotkou kazdého Zivého organismu je bunka.
Vyjimkou jsou vSak nebunééné organismy, jako jsou viry. Burika je nejmenSi utvar,
ktery je zpusobily samostatné existence areprodukce. Je to otevieny systém
schopny vyménovat mnoho latek, informaci a energie. Transport latek z buriky do
wnéjSiho okoli anaopak, zajiStuje cytoplazmaticka membrana, jenz je tvorfena
fosfolipidovou dvojvrstvou. Mezi fosfolipidy jsou vmezefeny bilkoviny, které maji
riznou povahu a které slouzi, napf. jako pfenaseCe latek nebo jako bunécéné
receptory. Na vnégjSi strané membrany jsou ukotveny sacharidy tvofici glykokalyx.
Cytoplazmaticka membrana ma charakter fluidni mozaiky diky difuzi lipidd
a proteini v membrané (Alberts et al., 2014).

Vnitfni prostor buriky vyplriuje cytoplazma, ktera obsahuje polotekuty vodny
roztok zvany cytosol, jenz je z velké €asti tvofen vodou a je slozeny ze spousty latek,
zvlasté bilkovin. Kromé bilkovin aiontl jsou vcytosolu obsazeny ibunééné
organely. Organely se liSi svym poctem v riznych bunkach a kazda organela ma
svoji jedine€nou funkci. Mezi bunéfné organely ZivocCiSné buriky patfi jadro,
mitochondrie, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, ribozomy, cytoskelet,
lyzozomy a centrozom. Metabolické déje probihajici v burice jsou lokalizovany také
v cytosolu. Mezi nejvyznamnéjSi organelu eukaryotické buriky patfi jadro, kde je
ulozena vétSina genetické informace ve formé& DNA. Na molekulu DNA jsou
navazane histony a dohromady tvofi chromatin. Kdyz se burika chysta na déleni, tak
se jeji chromatin spiralizuje a vytvari tzv. chromozom. Chromozom je slozen ze dvou
sesterskych chromatid a obsahuje dvé totoZné molekuly DNA. Jadema DNA je
chranéna obalem tvofenym dvéma fosfolipidovymi membranami. V jaderném obalu
se nachazi mnoho péru regulujicich transport nékterych latek pfes membrany, napfr.
RNA. Casto se také uwnitf jadra vyskytuje jadérko, ve kterém vznika ribosomalni
RNA, jez se po transportu do cytoplazmy stava soucasti ribozomu (Alberts et al.,
2014).
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Kazda burika prochazi od jejiho vzniku po rozdéleni nékolika fazemi. Toto
obdobi se nazyva bunécny cyklus a sklada se ze dvou hlavnich fazi, a to z interfaze
abunécného déleni. Interfaze je doba mezi dvéma bunécnymi délenimi, kdy se
bunfka pfipravuje na nasledujici rozdéleni riznymi mechanismy. Nejprve dochazi ke
karyokinezi a poté ihned navazuje cytokineze. Jadro mize byt rozdéleno dvéma
zpusoby bud mitézou u somatickych bunék, nebo meiézou u pohlavnich bunék
(Alberts et al., 2014).

2.2 Apoptodza

Bunécna smrt je souhrn pochodl v burice vedoucich k jejimu zaniku. Burika
umird dvéma hlavnimi cestami, ato programovanou buné&cnou smrti (PCD;
Programmed Cell Death) a neprogramovanou smrti — nekrézou. Programovana
bunéfna smrt se Casto pouziva jako synonymum terminu apoptéza, avSak
apoptoticka smrt je jeden z typt PCD. Druhym typem programované bunééné smirti
je bunéény zanik autofagie. Hranice mezi témito mechanismy bunécné smrti neni
zcela jasna a zaroven se tyto dva déje mohou prolinat. Hlavnim rozdilem vsak je, Ze
proces autofagie vzdy nemusi vest ke smrti burnky, zatimco apoptoéza vede
k bunécné smrti pokazdé (Einseberg-Lerner et al., 2009).

Cely proces apoptotické smrti popsal J. F. R. Kerr vroce 1972. Poprvé pouZil
termin apoptdza z feckého slova apoptosis, které znamena opadavani listi (Kerr et
al., 1972). Apoptodza je fyziologicky geneticky fizeny déj zavisly na energii. Tento
zanik bunék postihuje jednotlivé bunky v organismu a je nezbytnou soucasti tkanové
homeostazy. Zakladem tkarové homeostazy mnohobunéfného organismu je
rovnovaha mezi vznikem a zanikem bunék. Spravné rozvijeni a ¢innost imunitniho
systému a embryonalni vyvoj jsou také zavislé na apoptoze. Apoptdzou jsou také
eliminovany burnky na zakladé impulzu nékterych hormonu, které vedou
k fyziologické atrofii, napf. atrofii mlécné Zlazy po laktaci. V dospélém lidském
organismu zanikne asi 1 x 10° bunék kazdy den (Renehan et al., 2001).

Apoptdza hraje duleZitou roli pfi tvorbé celkového tvaru a usporfadani raznych
organu béhem vyvoje organismu. NejznaméjSim pfikladem ulohy apoptézy

v embryonalnim wyvgji je proces tvorby prstl. Bufiky mezi nové vznikajicimi prsty
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jsou odstranovany prostfednictvim apoptézy. U dospélého organismu zastava
apoptéza nezbytnou roli ve tkanich, ve kterych dochazi k pravidelnému obratu
bunék, napf. ve stfevni sliznici nebo kidzi (Abud, 2004; Jackobson et al., 1997).
Nepfimérena apoptdza vede k naruSeni tkanové homeostazy organismu. Stava se
rizikovym faktorem mnoha patologickych stavi, pfedevS§im tvorby nadoru pfi
nekontrolovatelné proliferaci bunék, degenerativniho onemocnéni, patologické
atrofii  aischemického poSkozeni. Vdusledku nedostatetné apoptézy
autoreaktivnich bunék pfi dozravani imunitniho systému €asto dochazi k propuknuti
autoimunitnihno onemocnéni (Renehan et al., 2001). Ozafovani a chemoterapie
pfi léCbé nadord nebo nékdy jen stamuti organismu vede k poSkozeni DNA
nékterych bunék, proto <&asto tyto buriky podléhaji apoptéze. Modulace

apoptotického procesu pfinasi velky terapeuticky potencial (Elmore, 2007).
2.2.1 Morfologické a biochemické znaky apoptézy

Apoptdza je charakterizovana fadou zmén vbunécné architektufe, které
pfispivaji nejen k bunééné smrti, ale také pfipravuji bunky na jejich eliminaci
fagocyty. Prvnim viditelnym morfologickym znakem apoptézy je odtrzeni bunky od
lamely vedlejSich bunék a od bazalni membrany. Odtrzeni této buriky vede k jejimu
zakulaceni a smrsténi. Kratce po zakulaceni a smrsténi plazmatickda membrana
podléha blebbingu, coz je tvorba kulovitych puchyfkd v disledku oddéleni
plazmatické membrany od cytoskeletu (Sebbagh et al., 2001). Jsou rozliSeny dva
typy puchyrkd, ato povrchové adynamické. Povrchové puchyiky se vytvafi na
obvodu bunék v ¢asném stadiu apoptozy, zatimco puchyiky dynamické se objevuji
v pozdéSim stadiu, jsou rozsahlejSi avyrazné méni tvar bunky. Za urcitych
podminek a u jistych bunék se mize plazmatickda membrana po vytvoreni puchyiku
prodlouzit do tenkych membranovych vyénélka (obr. 1). Ve finalni fazi apoptézy se
bunka fragmentuje na subcelularmi kompaktni vezikuly oznaCované apoptoticka
teliska (Tixeira et al., 2017). Apoptoticka téliska obsahuji neporuSené organely
puvodni apoptotické buriky a jejich cytoplazmaticka membrana je zcela intaktni. Tyto
vezikuly jsou ihned fagocytavany makrofagy, dendritickymi burfikami nebo dalSimi

bunkami, jako jsou endotelialni a epitelialni buriky. PFi eliminaci apoptotickych bunék
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fagocyty nedochazi k zanétlivé reakci. Z bunék a vezikul nejsou uvolfiovany zadné
potencialné toxické bunécné slozky do okoli diky rychlé fagocytoze a celistvosti
membrany. Zarover fagocyty neprodukuji cytokiny, které by mohly zanétlivou reakci
vyvolat (Hart et al., 2008; Kurosaka et al., 2003).

o \ { e N

S Apoptotic bodies
Protrusions

1. 9 3. a, 5, 6.

Obr. 1: Charakteristické zmény buriky pfi apoptéze; 1. Burika pripravujici se na apoptozu,
2. Zakulaceni buniky, 3. Tvorba povrchovych puchyfki, 4. Tvorba dynamickych puchyrkd, 5. Tvorba
membranovych vyénélku, 6. Fragmentace buriky na apoptoticka téliska (Upraveno dle Tixeira et al.,
2017).

DalSimi typickymi znaky apoptdézy jsou kondenzace arozpad jadermného
chromatinu afragmentace DNA. Tyto apoptotické zmény jadra jsou pfevazné
zpUsobeny specifickymi proteazami vburice — kaspazami. Kaspazy jsou ve
zdravych bunikach pfitomny jako zymogeny s velmi nizkou nebo Zzadnou
proteazovou aktivitou. Pfi apoptéze dochazi riznymi zplsoby ke kaskadovité
aktivaci téchto enzymdu, které navozuji charakteristické zmény v burice a vjejim
jadfe (Nicholson, 1999). V sou€asné dobé je znamo 14 druhu sav€ich kaspaz a na
zakladé podobnosti v jejich aminokyselinové sekvenci jsou rozdéleny do tfi skupin
(tab. 1). IniciaCni kaspazy indukuji signal k apoptoze a aktivuji efektorové kaspazy.
Efektorové kaspazy Stépi prislusné substraty a tim dochazi ke zménam vedoucich
ke smrti buriky. Treti skupinou jsou prozanétlivé kaspazy, které hraji dulezitou roli
pfi zanétlivé reakci v organismu (Fan et al., 2005).

Aby bunka mohla zahagjit proces vlastni eliminace, musi obdrzet pfislusné
signaly. Tyto signaly mohou vychazet z extracelularniho nebo intracelularniho
prostiedi. Podle vychazejicich signalu se rozliSuji dvé hlavni cesty apoptézy. Jednou
z nich je wnégjSi (receptorova) draha a druhou cestou je vnitini (mitochondrialni)

draha. Obé drahy jsou do urcité miry propojené a mohou se vzajemné ovliviiovat
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(Elmore et al., 2007). Mechanismus apoptozy je tvofen dvéma fazemi, a to iniciaCni
a exekucni fazi. V iniciaCni fazi bunka ziskava indukcni signal ke smrti a v exekuéni
fazi bunka prodélava typické morfologické a biochemické zmény (Fickova, Nagy,
2007).

Tab. 1: Prehled savéich kaspaz (Upraveno dle Ola et al., 2011).

Druh Typ Pivod
Kaspaza 2 Clovék
Iniciaéni Kaspaza 8 Clovék
Kaspaza 9 Clovék
Kaspaza 10 Clovék
Kaspaza 3 Clovék
Efektorové Kaspaza 6 Clovék
Kaspaza 7 Clovék
Kaspéaza 1 Clovék
Kaspaza 4 Clovék
Kaspaza 5 Clovék
Prozanétlive Kaspaza 11 My$s
Kaspaza 12 My$s
Kaspaza 13 Clovék
Kaspaza 14 Clovék

2.2.2 Vnéjsi cesta

VnéjSi aktivacni draha apoptozy je indukovana u poSkozenych bunék, jako
jsou nadoroveé bunky a mikroorganismy infikované bunky. Tato cesta je aktivovana
vazbou ligandl smrti nékterych imunitnich bunék na receptory smrti cilové buriky.
Mezi ligandy smrti patfi, napf. CD95L, tumor nekrotizujici faktor (TNF), Tumor
Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) a mezi receptory smrti
patfi, napf. CD95, receptor pro TNF areceptory smrti 4,5 (DR4,5; Death Receptor
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4,5). Ligandy apoptotické smrti jsou trimemi, a proto po navazani na receptory
dochazi také k trimerizaci receptort, coz je dulezité pro pfenos signalu (Locksley et
al., 2001). Nékteré receptory smrti obsahuji doménu smrti v cytoplazmé a ostatnim
receptoriim tato doména chybi. Po trimerizaci receptoru interaguje jejich doména
s doménou smrti adaptorové molekuly nejCastéji s proteinem Fas-Asociated Death
Domain (FADD). Protein FADD muze tvofit vazbu nejen s receptory Fas, ale
i s nékterymi jinymi receptory, jako je napf. DR4,5. Také protein FADD obsahuje
dalSi doménu, kterou se vaze na prokaspazu 8, popf. prokaspazu 10 a takto vznika
intracelularni signalni komplex indukujici smrt (DISC; Death-Inducing Signaling
Complex). V ramci tohoto komplexu dochazi k autokatalytické aktivaci prokaspazy
8 €i 10 (Touneur, Chiocchia, 2010). Iniciatni kaspaza 8, 10 dale aktivuje efektorove
kaspazy 3, 6, 7. Aktivované efektorové kaspazy proteolyticky $tépi své substraty,
a to pfispiva k postupnému zaniku bunky. Kaspaza 8, 10 stépi protein Bid na kratSi
protein tBid (truncated Bid), jez se uc€astni dalSiho apoptotického procesu (Fickova,
Nagy, 2007). Takto dochazi ke stfetnuti vnéjsi drahy s vnitfni drahou. VnéjSi cesta
apoptézy mlze byt blokovana nékterymiinhibitory. FLICE Inhibitory Proteins (FLIP)
jsou bunécné nebo virové proteiny, které se vazi na FADD namisto prokaspazy 8,
10, a tim brani jeji aktivaci. Pfimo puasobici inhibitory jsou inhibitory apoptotickych
protein (IAP; Inhibitor of Apoptosis Proteins). Tyto proteiny se vazou rovnou na
aktivni kaspazy a blokuiji jejich funkci (Krueger et al., 2001).

DalSi variantou vné&jSi signaliza¢ni cesty je granzym-perforinova draha.
Cytotoxické lymfocyty a NK bunky (Natural Killers) uplathuji tuto drahu na nadorové
bunky ¢i viry inflkované bunky. Granzymy a perforin jsou hlavni soucasti granul
cytotoxickych lymfocytd a NK bunék. Produkci bilkoviny perforinu se za pfitomnosti
Ca?* v plazmatické membrané vytvari malé pory, které umoznuji vstup granzymim
do intracelularniho prostfedi bunky. Granzymy jsou serinové proteazy indukujici
apoptoticky proces (Igney, Krammer, 2002). Granzym B aktivuje nékteré efektorove
kaspazy podilejici se na zaniku poSkozené bunky. Kromé toho Stépi i protein Bid na
tBid, jenz se transportuje do mitochondrie, a takto dochazi opét k propojeni vné&jsi

a vnitini signalizacni cesty apoptoézy (Heibein et al., 2000). Granzym A zahajuje
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bunéfnou smrt nezavislou na kaspazach atakto dochazi kjednoviaknovému
poSkozeni DNA (Martinvalet et al., 2005).

2.2.3 Vnitrni cesta

Vnitfni signaliza¢ni cesta je indukovana na zakladé stimult pochazejicich
z intracelularniho prostfedi. NejCastéjSimi stimuly z vnitfniho prostfedi jsou, napf.
nedostatek Zivin pro buriku, hypoxie, geneticka porucha, poskozeni DNA vlivem
pusobeni ionizujiciho zafeni, cytostatik, volnych radikall, extrémné vysoké hladiny
Ca®* vcytosolu adali. Vnitini signalizaéni draha je souhrn nékolika procesl
spjatych s mitochondriemi (Wong, 2011).

Klicovymi regulatory této cesty jsou proteiny B-cell lymphoma-2 (Bcl-2). Tyto
proteiny oviviuji permeabilitu vnéjSi mitochondrialni membrany a jejich rodina tvori
pfes 20 ¢lend proteinl. Podle struktury a funkce proteiny délime do tfi skupin. Prvni
skupinou jsou antiapoptotické proteiny (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-w, Bcl-b, Mcl-1, Bcl-2A1),
druhou skupinou jsou proapoptotické proteiny (Bax, Bak, Bok) a tfeti skupinu tvori
také proapoptotické BH3 proteiny (Bik, Hrk, Bim, Bad, Bid, Puma, Noxa, Bmf, Bnf,
Bcl-GS). Hlavnim ¢lenem rodiny je protein a onkogen Bcl-2. Poprvé byl identifikovan
v burikach maligniho lymfomu. Protein indukoval tvorbu nadoru tim, Ze inhiboval
apoptozu. Pozdéji byly objeveny i dalSi proteiny této rodiny, které maji opacny efekt
tedy inhibujici, a proteiny se stejnym stimulacnim ucinkem (Birkinshaw, Czabotar,
2017).

Vzajemny pomér proapoptotickych a antiapoptotickych protein urcuje, zda
bude apoptdza probihat €i nikoliv (Ondrouskova, VojtésSek, 2014). Pokud dojde
k naruSeni rovnovahy mezi témito dvéma skupinami proteinll, nastava neregulovana
apoptoza v bunce. Specifickym znakem téchto bilkovin je pfitomnost homolognich
domén. Kazda skupina obsahuje charakteristicky poet domén a nékteré z nich
obsahuji itransmembranové domény, které jsou zakotvené v membranach
nékterych bunécnych organel, hlavné v mitochondriich. Ostatni ¢lenové rodiny se
vyskytuji v cytosolu (Taylor et al., 2008).

Proteiny BH3 maji funkci jak aktivacni, tak inhibi¢ni. Proteiny Bim, Puma

a tBid se po pfrijeti apoptotického signalu vazou s proteiny Bax a Bak a pfimo je
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aktivuji. Naopak antiapoptotické proteiny Bcl-2, Bcl-x a Mcl-1 mohou blokovat tyto
aktivatory tim, Ze snimi vytvafi komplex anepfimo brani funkci Bax aBak.
Antiapoptotické proteiny jsou inhibovany zbyvajicimi ¢leny BH3 skupiny. Napfiklad
Noxa vyhradné inaktivuje Mcl-1, ¢imz nepfimo aktivuje apoptdzu (Kim et al., 2006).
K zabrané apopt6zy mohou antiapoptické proteiny také vyuzit alternativni cestu, kdy
pfimou vazbou na Bax a Bak znemoznuji jejich aktivaci. VSechny interakce téchto

bilkovin jsou pfisné regulované (obr. 2) (Birkinshaw, Czabotar, 2017).

Bid/Bim/Puma

| =

Bcl-2 Hrk

Bel-xl Bik

MOMP <«— | Bax/Bak | |— | gctw |F— | Bmf
Bcl-b Bnf

Mcl-1 Noxa
Bcl-GS

Obr. 2: Interakce mezi Bcl-2 proteiny v burice; MOMP (Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilization), antiapoptotické proteiny (Bcl-2, Bcl-xl, Bel-w, Bcl-b, Mcl-1), proapoptotické
proteiny (Bax, Bak), proapoptotické BH3 proteiny (Bid, Bim, Puma, Bad, Hrk, Bik, Bmf, Bnf, Noxa,
Bcl-GS) (Upraveno dle Reed, 2008).

Proapoptotické proteiny se podili na tvorbé port na vnéjsSi mitochondrialni
membrané (MOM, Mitochondrial Outer Membrane). Po pfimé nebo nepfimé aktivaci
proapoptotickych protein mohou Bak a Baxna MOM oligomerizovat. Kazdy protein
pusobi rozdilné diky své odliSné lokalizaci. Neaktivovany Bak je zakotven na MOM
atvofi komplex snapétové =zavislym aniontovym kanalem 2 (VDACZ;
Voltage-Dependent Anion Channel 2) na membrané. Aktivni je az po navazani BH3
proteinu auvolnénim z komplexu. Po aktivaci Bak interaguje s jinymi
proapoptotickymi proteiny za tvorby homodimerl anaslednou oligomerizaci se
vytvofipérv MOM. (Lazarou et al., 2010; Willis et al., 2005). Protein Bax se vyskytuje
v cytosolu buriky. Po pfijeti apoptotického signalu Bax zméni svoji konformaci
a navaze se na MOM. Na vnéjSi membrané mitochondrie dochazi k vytvofeni
komplexu Bax s BH3 proteinem (tBid, Bim), ktery se také transportoval z cytosolu
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bunky. Interakci s dalSi molekulou Bax nebo Bak a nasledujici oligomerizacidochazi
opét k vytvofeni péru na membrané (Vela et al., 2013). Pory vytvoifené v MOM
mohou mit bud bilkovinny, nebo lipidovy charakter. Bilkovinné pory jsou slozené
pouze z bilkovin alipidové pory jsou tvofené zlipida iproteind. Protein Bax
pravdépodobné vytvafi vMOM lipidovy por (Westphal et al.,, 2011). Pri
permeabilizaci mitochondridlni  membrany  ztraci  mitochondrie svUj
transmembranovy potencial. Ztrata mitochondrialniho membranového potencialu je
typickym znakem apoptdzy a jeho snizeni mize byt jak pfiinou, tak i nasledkem
apoptozy (Sinha et al, 2013).

Pres pérovitou MOM dochazi k uvolnéni nékterych apoptotickych mediatort
do cytosolu. Nejdfive se uvolfiuji cytochrom c, Second Mitochondria-Derived
Activator of Caspases (SMAC) aserinova proteaza HtrA2/Omi. V pozdni fazi se
vylévaji mediatory apoptézu indikujici faktor (AIF;, Apoptosis-Inducing Factor)
a endonukleaza G. SMAC a HtrA2/Omi podporuji apoptézu nepfimo inhibici IAP
(Ola et al.,, 2011). Nejvyznamné&jSim mediatorem apoptdzy je cytochrom c.
V mitochondriich je cytochrom c navazany na kardiolipin. Podili se na oxidativni
fosforylaci, kde pusobi jako pfrenasSeC elektronl, a naopak vcytosolu ma
proapoptotické ucinky. Cytosolicky cytochrom ¢ se vaze na molekulu Apoptotic
Protease-Activating Factor 1 (APAF 1) a méni jeji uzavienou konformaci. V dusledku
konformacni zmény APAF 1 interaguje s prokaspazou 9 a za pritomnosti ATP vznika
komplex slozeny ze tfi slozek zvany apoptozom. V ramci tohoto proteinového
komplexu dochazi k autoproteolytické aktivaci prokaspazy 9. Aktivaci prokaspazy 9
se spousti apoptoticka kaskada vnitini signalni drahy. Vysledkem je aktivace
efektorovych kaspaz 3, 6, 7, které degraduji proteinové soucasti buriky (Shakeri et
al., 2017; Taylor et al., 2008).

2.2.4 Spoleéna cesta

Aktivace efektorovych kaspaz probiha bud vnéjsi, nebo wnitini signaliza¢ni
drahou (obr. 3). Substraty, které jsou Stépeny efektorovymi kaspazami, jsou z velké
Casti hlavni slozky cytoskeletu. Mezi vyznamné degradované proteiny cytoskeletu

jsou, napf. aktin, myosin, spektriny, gelsolin, tubulin atau protein. Kaspazami jsou
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také Stépeny proteiny mezibunétnych spoji B-cateniny, y-cateniny a adhezni
proteiny p130 a tensin. Proteolyza téchto a dalSich proteind vede k odtrzeni buriky
z bazalni membrany a okolnich bunék ak poSkozeni az zaniku cytoskeletu.
PoruSeni cytoskeletu se projevuje tvorbou vychlipenin plazmatické membrany
(Taylor et al., 2008).

3 Granzyme B pathway 1 Extrinsic pathway
©— Fasl/TNFa
N
IPfasrna membrane Perforin| .L' - Death receptors
Cytoplasm Active 2 Intrinsic pathway
caspase-8
Granzyme B—{) Y *— &—S—Caspase-8
8D () e
i BID
=00 8 o
BAX-BAK ¥ < Noxa O (ID
channels Mitochondrion O puma BIM
O
BH3-only
proteins
BCL-2
subfamily

BCL-2
subfamily

Caspase-3 C:)’_/k_’c_'_j Caspase-7 <> Caspase-3
Caspase-6 € > <> Caspase-2
Caspase-8 > <> Caspase-10

Obr. 3: Aktivaéni drahy apoptézy; FADD (Fas-Asociated Death Domain), APAF1 (Apoptotic
Protease-Activating Factor 1), proapoptotické proteiny (Bax, Bak, Bid, Bad, Hrk, Bmf, Bik, Noxa,
Puma, Bim), antiapoptotické proteiny (Bcl-2) (Pfevzato z Taylor et al., 2008).

DalSimi ddlezitymi substraty kaspaz jsou proteiny tvofici jadro buriky. Jaderné
laminy pfitomné v membrané jadra a dalSi intranuklearni proteiny jsou $tépeny
kaspazou 6. Nasledkem degradace lamini a aktinovych viaken cytoskeletu je

fragmentace jadra a kondenzace chromatinu (Rauchaud et al., 2002). Nékteré
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kaspazy, whradné kaspaza 3 inaktivuje enzym podilejici se na opravé DNA — poly
ADP-ribbéza polymerazu a enzym bunécné replikace —topoizomerazu. Inaktivace
téchto enzymU vede k poSkozeni a zabrané replikace DNA (Robertson et al, 2000).

Fragmentace DNA mlze byt jak zavisla, tak inezavisla na kaspazach.
V prvnim pfipadé kaspaza 3, 7 aktivuje specifickou nukledzu — kaspazou
aktivovanou DNazu (CAD; Caspase-Activated DNase) lokalizovanou v jadfe.
Kaspazou aktivovana DNaza je Mg?* dependentni endonukleaza tvofici komplex
s jejim inhibitorem. Inhibitor kaspazou aktivované DNazy (ICAD; Inhibitor of
Caspase-Activated DNase) neni pouze inhibitor aktivity CAD, ale zastava také funkci
chaperonu pro spravné skladani endonukleazy (Fan et al., 2005). Kaspaza 3, 7
rozStépi komplex ICAD-CAD a uvolnénim CAD z komplexu se tato endonukleaza
aktivuje. Fragmentace DNA probiha nejméné ve dvou fazich. V prvni fazi je DNA
roz8tépena na fragmenty o vysoké molekularni hmotnosti (60-300 kb). V druhé fazi
se $tépi tyto fragmenty na nukleosomalni jednotky s nizkou molekularni hmotnosti
(180-200 bp). Kaspazou aktivovana DNaza vytvaii na DNA dvouvaknové zlomy
s odhalenymi OH skupinami na 3" konci. Fragmentace DNA nezavisla na kaspazach
je zprostfedkovana endonukleazou G a AlF. Tyto dva proteiny jsou uvolnény
z mitochondrie ajsou transportovany do jadra, kde se podili na degradaci DNA.
Protein AIF dokaze Stépit DNA na fragmenty o velikosti v Mb (Huang et al., 2005;
Kitazumi, Tsukahara, 2011).

Posledni fazi apoptozy je vystaveni signalnich molekul pro fagocytdézu. Mezi
vyznamneé signalni molekuly pro eliminaci bunék patfi fosfatidylserin (PS;
Phosphatidylserine), kalretikulin a dalSi. Dobfe znamym rozpoznavacim ligandem
pro fagocyty je fosfatidylserin (Elmore, 2007). Fosfatidylserin je u zdravych bunék
lokalizovan na vnitfni strané membrany, zatimco fosfatidylcholin a sfingomyelin jsou
umistény na vné&jSi strané membrany. Na asymetrickém usporadani fosfolipidi se
z velké Casti podili transmembranové enzymy. Enzym flipaza aktivné transportuje
PS z vnégjSi strany plazmatické membrany na wnitini stranu. Opacnou funkci maji
fosfolipidové skramblazy, které prispivaji k pfeskupovani fosfolipidi obracenym
zpusobem nez flipaza, transportuji tedy PS na vnéjsi stranu plazmatické membrany.

Ve viabilnich bunkach jsou fosfolipidové skramblazy neaktivni, proto se PS vyskytuje
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na vnitini strané membrany. Nékteré skramblazy jsou aktivovany zvySenou hladinou
Ca?. U apoptotickych bunék kaspaza 3 inaktivuje enzym flipazu a zaroven aktivuje
fosfolipidové skrambldzy (obr. 4). Témito dvéma kroky nastava nevratna
externalizace fosfatidylserinu, jenz je nezbytna pro rozpoznavani apoptotické buriky
fagocyty (Segawa, Nagata, 2015).

Phosphatydylcholine Flippase Scramblase Scramblase

Phosphatydylserlne ! , ﬂ ( 5 g
lrrevermhle

Site for caspase 3 activation

Irreversible mactwatlon

Active caspase 3

Obr. 4: NaruSeni asymetrického usporadani fosfolipidi v plazmatické membrané apoptotické
buriky; Oranzové zbarvena molekula je aktivovéna pfi vysoké hladingé Ca?* a neni aktivovéna
kaspazou 3 (Upraveno dle Segawa, Nagata, 2015).

2.3 Apoptoza vs. nekrdéza

Zda burika podstoupi proces nekrozy nebo apoptdzy zavisi na povaze
bunécného signalu smrti, typu tkané, fyziologickém prostfedi a vyvojovém stadiu
bunék. Nekréza je na rozdil od apoptozy patologicky neregulovany proces bez
spotieby ATP. U probihajici nekrézy je bunka pasivni obéti smrti
a u probihajici apoptdézy se burika na své eliminaci aktivné podili (Zeiss, 2003).
Ke smrti bunky nekrézou dochazi pusobenim vnéjSich faktord, jako je trauma,
fyzické zranéni nebo rdzné infekce. Tyto faktory nékdy vyvolavaji zménu
morfologie zivych tkani ¢i organt (Banfalvi, 2017). Apoptéza ma rozdilné
morfologické a biochemické znaky nez nekroza (tab. 2). Hlavnim rysem nekrotické
smrti je naruSeni integrity plazmatické membrany. Dale dochazi k otoku a destrukci
buriky a jejich organel, napf. mitochondrii, endoplazmatického retikula a lyzozom.
Ztrata integrity bunéfné membrany ma za nasledek uvolnéni cytoplazmatického
obsahu do okolni tkané a vysilani chemotaktickych signald. Uvolnéni buné&énych

sloZzek do okoli zplsobuje zanétlivou reakci. Nekrotické buriky neindukuji fagocytozu
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externalizaci fosfatidylserinu, ale signalem pro fagocytozu je ztrata integrity bunééné
membrany. Tyto burky jsou eliminovany fagocyty makropinocytézovym procesem
(Elmore, 2007; Festjens et al., 2006).

Dfive byly apoptdéza a nekréza povazovany za dva striktné oddélené procesy.
Dnes uz je znamo o propojeni téchto dvou typl eliminace bunék. Bylo prokazano,
Ze in vivo probiha jev zvany nekroptéza. Nekroptoza je forma programované
bunécné smrti, ktera se Casto vyskytuje u fyzickych traumat, neurodegenerace,
ischemie adalSich stavd. Nekroptoticka smrt mudze byt vyvolana stejnym

signalizacnim zpUsobem jako apopt6za (Nikoletopoulou et al., 2013).

Tab. 2: Srovnani morfologickych a biochemicky znaku apoptézy a nekrézy (Upraveno dle Becila

et al., 2010).

Apoptéza Nekréza
Postihuje jednotlivé Postihuje skupinu
buriky bunék
Smrsténi bunky, Bobtnani a zvétseni
kondenzace jadra buriky, otok organel
Zachovani integrity Ztrata integrity

plazmatické membrany | plazmatické membrany

Fragmentace burky na

apoptoticka t&liska Lyza buriky
Energeticky zavisly Energeticky nezavisly
proces proces

Fagocytéza makrofagy

a okolnimi burikami Fagocytéza makrofagy

Bez zanétlivé reakce Zanétliva reakce
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2.4 Zlomy na DNA

Molekula DNA, jakozZto nositelka genetické informace, neustale Celi mnoha
Skodlivym endogennim aexogennim vlivdm. Nepfiznivé faktory vychazejici
z vngjSiho prostiedi a vnitfniho prostfedi bunky mohou vytvaret na DNA [éze
v podobé jednovidaknovych nebo dvouviaknovych zlomu. Dvouvlaknové zlomy jsou
nejtoxi¢téjsi léze, atak musi byt opraveny, aby byla zachovana integrita
chromosomu (Mehta, Haber, 2014). DNA zlomy mohou mit za nasledek az
zastaveni bunécného cyklu, inhibici transkripce, replikace a segregace
chromosomd, coz vede k apoptéze, nebo mutaci a chromozomalni aberaci vedouci
ke starnuti Ci karcinogenezi (Negritto, 2010).

Béhem bunééného cyklu vznika spontanné mnoho jednoviaknovych zlom
na DNA. Tyto zlomy jsou z velké €asti opraveny bezchybnymi mechanismy aparatu
bunky. Nicméné mala ¢ast zlomU opravena neni, proto mize dojit pfi nasledné
replikaci k zastaveni a kolapsu replikacni vidlice a k tvorbé dvouviaknovych zlom
(Vilenchik, Knudson, 2003). Pfedpoklada se, Ze za jeden bunécny cyklus vznika asi
10 dvouvidknovych zloma (Pffeifer et al., 2000). V mitochondriich vznika pfi
oxidativni fosforylaci velké mnoZzstvi reaktivnich forem kysliku. Reaktivni formy
kysliku mohou vstupovat do jadra prostiednictvim jademych pord azde mohou
reagovat s DNA za vzniku jednovliaknovych zlomd. Dvé tésné rozlozené léze toho
typu na antiparalelnich vidknech DNA davaji vzniku dvouviaknovych zlomu. DalSi
pficinou endogenné vzniklych dvouvaknovych zlomO je selhani enzymu
topoizomerazy Il, ktera pfechodné rozpléta obé viakna dvousroubovice. Pokud se
topoizomeraza Il nedokaze znovu pfipojit na viakna DNA, vyslednym efektem jsou
dvouviaknové léze molekuly DNA (Lieber, 2011). Dvouviaknové zlomy nemusi byt
vzdy jen patologické. Fyziologicky se vyskytuji u imunitniho systému, ktery zahrnuje
programované dvouviaknové léze k V (D) J rekombinaci lymfocytd a u meiotické
rekombinace je zafazeni téchto zlomu také nezbytné (Jeggo, Lébrich, 2007).

Hlawim faktorem posSkozeni DNA z exogenniho prostfedi je pfirozené
ionizujici zafeni zivotniho prostfedi. Mezi pfirozené ionizujici zafeni patfi rentgenové
zafeni a y-zareni. DalSim zafenim, které zpusobuje 1éze na DNA je ultrafialové
zareni (Lieber, 2011). lonizujici zafeni zplsobuje poSkozeni bazi, a navic vytvari
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jednoviaknové zlomy pusobenim volnych radikal(, které vznikly radiolyzou
nékterych latek. Casto pfi vysokych davkach zafeni apfi hojném vyskytu
jednoviaknovych 1ézi na protilehlych viaknech DNA nachazejicich se blizko sebe
dochazi k vytvofeni dvouvaknovych zlomi (Mehta, Haber, 2014). Komplexni
chemické zmény na DNA vyvolané ionizujicim zafenim jsou obzvlasté narocné na
opravu DNA (Pffeifer et al., 2000). PoSkozeni DNA exogenné je také zpUsobeno
nékterymi chemickymi Cinidly, nejCastéji protinadorovymi Iéky cytostatiky. Alkylacni
cytostatika, cisplatina, mitomycin C a inhibitory topoizomerazy, jako jsou etopozid
a camptotecin, mohou vyvolat na DNA jednoviaknové nebo dvouviaknové zlomy
(Mehta, Haber, 2014; Negritto, 2010).

2.5 Detekéni metody apoptozy

Pro spravny vybér detekéni metody apoptézy je dulezité dobfe porozumét
procesu tohoto typu bunécné smrti. Existuje mnoho metod pro stanoveni apoptozy
zalozené na urCeni morfologickych a biochemickych znakl. Nékteré apoptotické
mechanismy probihaji v iniciacni fazi a jiné jsou charakteristické pro exekuc¢ni fazi.
Proto jsou metody rozdéleny podle €asu typickych zmén. Zaméfuji se na detekci
rannych udalosti a pozdnich udalosti apoptoézy. Déle Ize detekéni testy délit podle
toho na jakou bunécnou organelu cili pfi probihajici apoptoze (obr. 5). Ne vSechny
biochemické udalosti specifické pro apoptdzu se odehravaji ve vSech apoptotickych
bunkach a Casto se tyto zmény mohou vyskytovat u nekrotickych bunék (Huerta et
al., 2007).

Casovy pribéh biochemickych procest se obvykle li§i v zavislosti na celé
fadé faktorl, jako je napf. typ bunécné linie atkané, stimul vyvolavajici apoptdzu
a intenzita a doba expozice stimulu. Obecné plati, Ze kultivované bunky podstupuji
apoptotickou smrt mnohem dfive neZz bunky ve tkanich. Také vzhledem
k heterogenité a odchylkam ve fazich bunééného cyklu se mohou apoptotické déje
Casové odliSovat u jednotlivych bunék ve stejné populaci. Pfi zvoleni detekéni
metody je podstatné mit na védomi urcité faktory ovliviujici apoptdézu bunék.

Dulezité je pouzit minimalné dvé metody zaméfujici se na rizné charakteristické
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znaky a fungujici na odliSném principu (Sundquist et al., 2006; Watanabe et al.,
2002).

Apoptosis |

|| Nucelus || Cytosol || Mitochondria || Membrane I
DNA fragmentation Caspase activation Bcl-2, Bcl-xL, BAX Annexin V assay
. BAD presence
Electron microscopy Western blot FC
RT-PCR
TLI'iII:.I\EL dderi EEUSA Western blot Eas, TNE, TRAIL
DNA Laddering C _ iienin
ISEL F Immunochemistry presence
Bid presence T
ELISA Cytochrome C release sl
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Obr. 5: Vybrané detekcni metody; TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
Nick-End Labeling), ISEL (In Situ End Labeling), ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay),
FC (Flow Cytometry), RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), Aym
(Mitochondrial membrane potential) (Upraveno dle Huerta et al., 2007).

2.5.1 Metody detekujici morfologické znaky apoptozy

2.5.1.1 Svételna a elektronova mikroskopie

Svételna mikroskopie se vyuziva k identifikaci specifickych morfologickych
znakl vznikajicich u bunék pfi apoptoéze. Slouzi k detekci bunécného smrsténi,
tvorby membranovych puchyikd a k vzniku apoptotickych télisek. NejCastéji se
k vizualizaci bunék vyuziva barveni hematoxylinem a eosinem. Apoptoticka burika
se po obarveni jevi jako mensi kulata nebo ovalna bunka stmavé rizovou
cytoplazmou ajeji jadro je kondenzované a purpurové zabarvené. Vyhodami
svételné mikroskopie jsou finanéni nenarocnost a jednoduchost metody. Znacnymi
nevyhodami jsou mensi citlivost a nizsi specifita (Doonan, Cotter, 2008).

Podrobnéjsi informace o morfologickych zménach buriky pfi apoptoze
poskytuje elektronova mikroskopie. VyuZivaji se dvé techniky elektronové
mikroskopie poskytujici dvojrozmérné a trojrozmérné obrazy burky. Skenovaci
elektronova mikroskopie je mikroskopicka technika, ktera dava informace o povrchu
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bunky, zejména otvorb& membranovych puchyikl. Transmisni elektronova
mikroskopie podava interni obrazy buriky, coz umoznuje pochopit biologické vztahy
mezi strukturou a funkci na celulami, subcelulami a molekularni drovni. Transmisni
elektronova mikroskopie se povazuje za nejpresnéjsi metodu pro odliSeni apoptdzy
od nekrozy. Jedna se o vysoce specifickou a citlivou metodu, ktera muze byt
doplnéna barvenim. Nevyhodami jsou €¢asova naro¢nost, vysoka pofizovaci cena

mikroskopu a obtizna pfiprava vzorku (Doonan, Cotter, 2008; Krysko et al., 2008).
2.5.1.2 Prutokova cytometrie

Mezi presné kvantifikatni metody apoptézy patfi pritokova cytometrie.
Pratokova cytometrie je spektroskopicka metoda umoznujici méfeni vliastnosti
bunék diky dopadu laserového paprsku na bunku adiky jeho naslednému
rozptyleni. Na zakladé rozptylovych parametrii Ize od sebe odliSit apoptotické burniky
od vitalnich a nekrotickych bunék. Rozptyl laserového paprsku v pfimém sméru
(FSC; Forward Scatter) se vztahuje k velikosti buriky arozptyl v kolmém sméru
(SSC; Side Scatter) podava informace o vnitfnich strukturach a morfologii buriky
(Krysko et al., 2008).

Apoptotické buriky jsou menSi nez viabilni buriky a maji vy8Si granularitu (obr.
6). Bunky podstupujici apoptdzu se v pocateCni fazi zmensuji, zatimco membrana
zGstava neporuSena. Naopak nekrotické buriky zvétduji svoji velikost nasledkem
bunétného otoku zplsobenym porusenim plazmatické membrany. Béhem
pocatecni faze apoptozy se parametr FSC snizuje a SSC se zvySuje, nebo zUstava
nezmeénén. V dalSich fazich se snizuji oba parametry. U nekrotickych bunék dochazi
k okamzitému zvySeni FSC, zatimco signal SSC klesa. Vyhodou této metody je
moznost kombinace rozptylovych parametrd s analyzou bunéénych markert
s pouzitim fluorescen&nich specifickych protilatek. Pratokova cytometrie umoziuje
analyzu az 10 000 bunék za sekundu. Jedna se o multiparametrovou metodu, ktera
poskytuje jednoduché méfeni velikosti bunék, detekci viastnosti bunééné membrany
a bunécnych organel, stanoveni obsahu DNA a mnohé dalSi. Omezenim prutokové
cytometrie je, Ze buriky méfené touto metodou musi byt v suspenzni formé a nesmi

byt fixované (Vermes et al., 2000).
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Obr. 6: Pratokova cytometrie apoptotickych bunék; Buriky Jurkat byly inkubovany se 100 ng/ml
anti-Fas po dobu 24 hodin. U neoSetfenych bunék protilatkami Ize vidét velké mnoZstvi bunék
s vysokou hodnotou FSC. Po 6 hod pusobeni anti-Fas je pomérné zvysovan parametr SSC a po
24 hodinach jsou jiz viditelné dvé rizné populace bunék (Upraveno dle Vermes et al., 2000).

2.5.2 Metody detekujici biochemické znaky apoptozy
2.5.2.1 Gelova elektroforéza

Jednim z nejvice charakteristickym znakem apoptozy je internukleozomalni
DNA fragmentace. Fragmenty mohou byt vizualizovany jako ,Zebfik“ na agar6zovém
gelu obarvenym ethidium bromidem. DNA je nejprve extrahovana z apoptotickych
bunék avysrazena vhodnym srazedlem. Fragmentovana DNA zlstava
v supematantu aje podrobena gelové elektroforéze. Vzhledem knizké citlivosti
musi byt pro vizualizaci DNA ethidium bromidem pouzito velké mnoZzstvi bunék (> 1
x 108). Fragmenty DNA v burikach podstupujicich apoptézu Ize detekovat nékolika
zpUsoby gelové elektroforézy (Otsuki et al., 2003).

BéZnou metodou gelové elektroforézy, jenz se pouZziva pro stanoveni
fragmentl DNA, je konvekéni gelova elektroforéza. Tato metoda se vyuziva pro
separaci molekul DNA s nizkou molekularni hmotnosti (180-200 bp nebo jejich
nasobky). DalSi technikou elektroforézy je pulsni gelova elektroforéza, ktera je
specializovana na rozdéleni DNA molekul vrozsahu kilo az mega bazi (50 kb—
10 Mbp). Separace fragmentu je zalozena na rlizné migraci molekul pory gelu pfi
pusobeni stfidavého elektrického pole mezi dvojici elektrod (Archana et al., 2013).

Nevyhodami této metody jsou nizka citlivost a Casova naro¢nost z dlivodu lyzace
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bunék, extrakce a precipitace DNA. Metoda ma iur€ité vyhody, napf. finan¢ni
nenaro¢nost a snadnou dostupnost (Saddat et al., 2015).

DalSi elektroforetickou metodou pro ureni poSkozené DNA je metoda
Comet. Poskozeni DNA je méfeno na urovni jednotlivych bunék. Buriky usazené
v agarozovém gelu jsou lyzovany detergentem. Po nasledné elektroforéze porusena
DNA putuje v gelu ven z bunéného jadra atvori tak ocas komety. NepoSkozena
vysokomolekularni DNA z(Gstava vjadfe apfedstavuje hlavu komety.
Deoxyribonukleova kyselina se vyskytuje ve zdravé burice ve formé
supersroubovice a pfi tvorbé zlomu dochazi k naruseni této struktury. Molekula DNA
je tak elektroforeticky pfitahovana k anodé (Collins, 2004). MnoZstvi DNA uvolnéné
z hlavy komety zavisi na u€inku pouzitého mutagenu. V zavislosti na pH mohou byt
detekovany rizné zlomy na dvousroubovici. Pfi alkalickém pH (> 13) je zvySena
migrace DNA s jednoviaknovymi zZlomy a pfi neutralnim pH Ize zaznamenat DNA
s dvojitymi zlomy, které jsou charakteristické pro apoptozu. Vytvofené utvary na gelu
pfipominajici tvar komety jsou vizualizovany fluorescencni mikroskopii (obr. 7).
NejCastéji se vyuziva barveni ethidium bromidem, DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol)
akridinovou oranzi nebo SYBR green (Liao et al., 2009). Viabilni bunky zobrazuji
velkou hlavu a maly ocas komety, a naopak apoptotické bunky tvofi utvary komety
s mensSi hlavou a vétSim ocasem. Jedna se o velice citlivou kvantitativni metodu.
Metoda je velmi jednoducha a komeréni kity jsou snadno dostupné. Znacnou
nevyhodou je interpretace vysledku, protoze tento test nema standardni jednotky.
Jednou z moznosti pro kvantifikaci poSkozeni DNA je provedeni kalibrace (Archana
et al., 2013; Collins, 2004).
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Obr. 7: Fotograficky snimek migrace fragmentd DNA detekovanych Comet metodou; K bunécnym
liniim HCT116 a HepG2 bylo aplikovano 0,1 ng/ml IgG. DNA byla obarvena ethidium bromidem
a k detekci byl vyuZit fluorescenéni mikroskop s excitacnim filtrem 420-490 nm (40x) (Upraveno dle
Shaker, Melake, 2012).

2.5.2.2 TUNEL metoda

Metoda Terminal deoxynucelotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End
Labeling (TUNEL) je nejhojnéji vyuzivanou metodou pro detekci apoptdzy. Tato
metoda byla poprvé pouzita vroce 1992 in situ na histologickych fezech rdznych
tkani a thymocytech (Gavrieli et al., 1992). Princip tohoto testu spociva v tom, ze do
fragmentované DNA je zaclenovan znacCeny deoxyuridintrifosfat (dUTP) za katalyzy
specifického rekombinantniho enzymu terminalni deoxyneukleotidyl transferazy
(TdT). Terminalni deoxynukleotidyl transferaza inkorporuje dUTP na 3'OH konce
jednofetézcovych nebo  dvoufetézcovych zZlomu  fragmentované DNA.
3" hydroxylové konce slouZi jako primery a TdT opakované pfidava jednotlivé dUTP
k sobé. Pro zviditelnéni fragmenti DNA je dUTP modifikovany urcitou znackou.
NejCastéji se deoxyuridintrifosfat znaci biotinem, fluorochromem, napf.
fluoresceinem isothiokyanatem nebo bromem. PoSkozenou DNA tak muizeme
hodnotit pomoci svételné mikroskopie, fluorescenéni mikroskopie nebo pritokové
cytometrie (Huerta et al., 2007).

Prvni modifikaci TUNEL assay bylo znaeni dUTP biotinem. Biotinylovany
dUTP je zabudovan do mista preruSeni DNA a signal je zesilen navazanim
avidin-peroxidazy na biotin. Signal je vizualizovdan pomoci diaminobenzidinu

a identifikovan svételnou mikroskopii (Gavrieli et al., 1992). Na biotin-dUTP se mlze
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také silné vazat streptavidin konjugovany s fluorochromem, napf. kyaninem 5.
Detekce fragmentované DNA je provadéna fluorescencni mikroskopii nebo
pritokovou cytometrii (Kyrylkova et al., 2012). Fluorescen¢ni znacky jsou k systému
vazany kovalentné a po excitaci primarnim zafenim emituji fluorescencni zareni
o vinové délce odlisné od vinoveé délky excitace (Lakowicz, 2013).

DalSi variantou metody zalozenou na znaceni zlomG DNA je modifikace
dUTP bromem. Modifikace BrdUTP se pfevazné pouziva k detekci a kvantifikaci
syntézy DNA pfi proliferaci bunék. Tato metoda nahradila autoradiografii, ktera byla
populami v Sedesatych letech (Buck et al., 2008). Bromdeoxyuridintrifosfat se mize
zaClenit do syntetizované DNA negjen pfi proliferaci bunék, ale napf. i pfi reparaci
DNA. Mnoho studii také potvrzuje, Zze inkorporace BrdUTP se dé&je také pfi
poskozeni DNA béhem apoptézy (Bauer, Patterson, 2005; Kruman et al.,
2004). Identifikace fragmentované DNA znaCenim BrdUTP je provadéna
imunocytochemicky pomoci anti-BrdUTP protilatek (obr. 8). Primami anti-BrdUTP
protilatky mohou byt pfimo konjugovany s nékterym fluorochromem nebo enzymem.
Pfi znaCeni protilatek enzymem se do systému pfidava pfislusny substrat
a chromogen pro zviditelnéni reakce. K reakci mohou byt vyuzity jak primarni, tak
i sekundarmi protilatky. Sekundarni protilatky zamifené proti anti-BrdUTP mohou byt
také znaceny fluorochromem nebo enzymem. Nasledny signal je pozorovan
svételnou €i fluorescenéni mikroskopii, nebo je detekovan pratokovou cytometrii.
Imunocytochemicka detekce bromdeoxyuridintrifosfatu v TUNEL assay nevyZaduje
nutné denaturaci DNA, ktera je dulezitd u stanoveni proliferace DNA
(Darzynkiewitcz et al., 2008; Hughes, Mehmet, 2005).
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Obr. 8: Schématické znazornéni znaceni zlom( fetézce DNA bromdeoxyuridintrifsfatem pomoci
TdT; Zlomy na DNA jsou oznaceny modifikovanym BrdUTP, ktery je inkorporovan do poruSené
DNA enzymem TdT. Protilatky anti-BrdUTP konjugované s FITC jsou vazany na zaclenény
BrdUTP. TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase), FITC (Fluorescein isothiocyanate), BrdUTP
(Bromdeoxyuridinetriphospate) (Pfevzato z Darzynkiewitcz et al., 2008).

Jednou z dalSich nepfimych variant je konjugace dUTP s digoxigeninem.
Signal je vizualizovan pfidanim primarnich protilatek proti digoxigeninu, které jsou
oznacené vybranym fluorochromem. Varianta metody TUNEL BrdUTP je bezesporu
nejvice citliva k identifikaci dvojitych zlomG DNA nez ostatni alternativy
(Darzynkiewitcz et al., 2008). Intenzita znaceni zlom0 DNA pomoci BrdUTP je témér
dvakrat vysSi, nez je intenzita nepfimym znacenim konjugaci dUTP s biotinem Ci
digoxigeninem a osminasobné vy8Si nez vpfipadé pfimého znaCeni
fluorochromem. Pfednosti modifikace metody TUNEL BrdUTP je, Ze slouCenina
deoxyuridinutrifosfatu s bromem je pfiblizné otfi fady lewné&jSi nez konjugace
deoxyuridintrofosfatu s digoxigeninem (Li, Darzynkiewitcz, 1995).

P¥i pouziti varianty testu s fluorochromem je v pfitomnosti rozsahlych zlomu
DNA zaznamenana silna fluorescence. Slabsi fluorescence nemusi nutné vést
k nepfitomnosti apoptézy. V nékterych pfipadech se fragmentace DNA mulze
zastavit na fragmentech o velikosti 50-300 kb a internukleosomalni useky jiz
nevznikaji. Tyto apoptotické bunky vykazuji slabé fluorescenéni zafeni

(Darzynkiewitcz et al., 2008). Do popfedi se dostala imetoda wvyuZzivajici
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ethynyldeoxyuridintrifosfat namisto bromdeoxyuridintrifosfatu. Brom je nahrazen
v paté poloze na dUTP alkynovou skupinou. Alkynova skupina je pak detekovana
reakci s fluorescen¢né znacenym azidem. Tento test je velmi citlivy a rychlejsi, nez
je metoda detekce s BrdUTP (Salic, Mitchison, 2008).

Obecné je TUNEL assay vysoce u€inna a spolehliva metoda k detekci
apoptdézy. Metoda je vhodna pro mnoho typd bunék ataké pro zmrazené
a parafinové tkanové fezy. Pomoci TUNEL assay lze kvantifikovat apoptdézu
stanovenim apoptotického indexu, coz je pomér pozitivnich jader vuéi celkovému
poctu bunék. Vyskytuje se vSak i nékolik omezeni tohoto testu. Nezbytna fixace tkani
abunék mudze vyznamné meénit a zkreslovat vysledky. Fixace bunék je velmi
dalezita, protoze pusobenim fixacniho Cinidla dochazi k zabranéni extrakci vysoce
fragmentovanych molekul DNA z apoptotickych bunék. Metoda je pomérné draha,
Casové narocna a neni zcela specificka, protoze poskytuje pozitivni vysledky nejen
pro apoptotické bunky, ale i pro nekrotické buriky. Ke zvySeni specifity Ize rozlisit
apoptotické bufiky od nekrotickych bunék obarvenim propidium jodidem (PI;
Propidium lodide). V dnesSni dobé je TUNEL aplikovan in situ ain vitro
(Darzynkiewitcz et al., 2008; Huerta et al., 2007).

2.5.2.3 ISEL metoda

Metoda In Situ End Labeling (ISEL) patfi mezi dalSi modifikace testu TUNEL.
Metoda ISEL byla pfedstavena vroce 1993 abyla aplikovana na tkarnové fezy
prostaty, lymfatickych uzlin a dalSich. Princip ISEL se velmi podoba principu metody
TUNEL. Hlavnim rozdilem je, Ze znacené nukleotidy na 3'OH konce pfipojuje enzym
DNA polymeraza | misto TdT (Wijsman et al., 1993). DalSim odliSenim je také to, ze
DNA polymeraza | zabudovava oznaceny dUTP do drazky jednoviaknového zlomu
DNA a modifikované nukleotidy inkorporuje pomaleji nez TdT (obr. 9).
Deoxyuridintrifosfat se u této metody rovnéz konjuguje s biotinem, digoxigeninem
nebo fluorochromem. Technika ISEL umoznuje pouziti automatické zobrazovaci
cytometrie pro hodnoceni apoptozy, proto muze byt provedena studie velkého poctu
vzorkll. Ziskany signdl muoze byt detekovan ipomoci svételné mikroskopie

a fluorescenc¢ni mikroskopie. Tato metoda je zviasté cenna u tkani nebo bunék, kde
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se vyskytuje apoptoza zfidka, tudiz je Casto vyuzZivana pfi kvantifikaci apoptozy
u nadort. Technika TUNEL je citlivéjSi nez ISEL (Archana et al., 2013; Huerta et al.,
2007).

Nick
o +— Break
fragmentation 3’
| a
Biotin-dUTP
TUNEL B - Digoxigenin-dUTP ISEL
Fluorescein-dUTP
AR AR AN LA
WmWﬂiﬂdm 3 A
5’ 5’
TdT inserts Iabe'ed ﬂ DNA polyn]erase |
dUTP at 3'OH inserts dUTP
breaks at DNA nicks

Fluorescence microscopy
Light microscopy
Flow cytometry

Obr. 9: Schématické porovnani metod TUNEL a ISEL; TUNEL (TIerminal deoxynucelotidyl
transferase-mediated dUTP Nick-End Labeling), ISEL (In Situ End Labeling), dUTP
(deoxyuridinetriphospate), TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase) (Prevzato z Huerta et al.,
2007).

2.5.2.4 Stanoveni mitochondrialniho membranového potencialu

V prubéhu apoptdzy dochéazi k naprosté degradaci mitochondrii. Dysfunkce
mitochondrii je zpravidla spojena se snhizenim membranového potencialu.
Mitochondrialni membranovy potencial (Awm) je rozdil elektrického potencialu mezi
vnitfnim a vnéjSim prostfedi mitochondridlni membrany v bunice. Existence Aym je
dana transportem proton z matrix mitochondrii do mezimembranového prostoru
(Perry et al.,, 2011). Ke stanoveni Aym se hojné zaCalo vyuzivat lipofilnich
fluorochromu. Diky sveé lipofilité fluorescenéni sondy prostupuji skrz dvouvrstvou
lipidovou membranou bunék az do mitochondrii.

NejbéZznéjSi sondou, ktera se pouzZiva pro detekci mitochondrialniho
membranového potencialu je cyaninové kationické barvivo 5,5,6,6 -tetrachloro-
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1,1°,3,3 -tetraethylbenzimid-azolylkarbokyanin jodid (JC-1). Sonda JC-1 se
vyskytuje jako kation, ktery je pfitahovan k opacné nabitému Aym a kumuluje se
v mitochondriich (Yousif et al., 2009). Viabilni buiky maji obvykle vysoky
mitochondrialni membranovy potencidl. V téchto burikach JC-1 agreguje a emituje
na zakladé excitace Cervené fluorescencéni zareni. V burikach, u kterych doslo
z néjakého duvodu ke ztraté Aym, sonda zlstava v monomerni formé a vyzaruje
zelené fluorescenéni zareni. Sonda pusobicina stejném principu jako JC-1 je sonda
JC-10 (Perelman et al., 2012). Ostatnimi kationickymi fluorochromy stanovujici Awym
jsou barviva na bazi rhodaminu. Tetramethylrhodamin methylester (TMRM)
a Tetramethylrhodamin ethylester (TMRE) se hromadi v mitochondriich pfi vysokém
Aym. Pfi nizkém Aym mitochondrie akumuluji menSi mnozstvi barviva. Proto ve
zdravych bunkach sondy zafi intenzivné Cervené a vbunkach s poskozenymi
mitochondriemi vykazuji sondy nizkou ¢ervenou fluorescenci (Bouchier-Hayes et al.,
2008). Akumulace intracelularnich fluorescenc¢nich sond v mitochondriich je tedy
opticky detekovano fluorescenéni mikroskopii, konfokalni mikroskopii, pratokovou
cytometrii a dalSimi metodami. Stanoveni Aym pomoci fluorescencnich sond je
senzitivni, rychla anenarofna metoda. Omezenim sond je jejich rychlé

fotovybélovani (Perry et al., 2011).

2.5.2.5 Stanoveni aktivity kaspaz

Kaspazy stépi riznorodé skupiny intracelularnich substratl. Tyto udalosti
pfispivaji k charakteristickym projevim apoptozy. Katalyticka aktivita kaspaz muze
byt stanovena fluorometricky, kolorimetricky nebo imunochemicky, napf.
imunoblotem. Nejjednodussim testem pro detekci aktivity kaspaz je fluorometricky
a kolorimetricky test. Dochazi zde k rozstépeni syntetického substratu kaspazami,
ktery je konjugovan s urCitou znaCkou. Syntetickym substratem pro kaspazu 3 je
tetrapeptid DEVD. Tetrapeptid DEVD je znaceny bud fluorescencni molekulou, jako
je 7-amino-4-trifluormethylkumarin  (AFC), nebo kolorimetrickou molekulou
p-nitroanilidem (pNA). Rozstépenim substratu DEVD-AFC se uvolni AFC
zkomplexu adochazi ke zméné fluorescence zmodré barvy na Zlutozelenou.

Zména fluorescence se detekuje fluorometricky. Kolorimetricky test je zalozen na
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spektrofotometrické detekci volného chromoforu pNA po rozstépeni komplexu
DEVD-pNA kaspazou 3 (Gurtu et al., 1997).

Jelikoz kaspazy Stépi intracelularni proteiny, je mozné takeé sledovat aktivitu
kaspaz posouzenim integrity substrati. RozStépenim substratd, napf. poly
ADP-rib6za polymerazy nebo lamininu A vznikaji charakteristické fragmenty, které
se daji urit pomoci imunoblotu. V prdbéhu apoptézy dochazi ke Stépeni
zymogennich forem kaspaz na efektorové formy, tudiz se mize imunoblot vyuzit i ke
zjisténi, zda byly kaspazy aktivovany. Béhem aktivace kaspazy prochazi riznymi
konformacnimi zménami. K rozpoznani pouze aktivni konformace je mozné vyuzit
protilatky, které jsou znacené urcitym fluorochromem. Aktivni kaspazy lze stanovit
fluorescenéni mikroskopii nebo pritokovou cytometrii (Kaufmann et al., 2008). Testy
k detekci aktivity kaspaz jsou snadné, citlivé aspolehlivé, avSak maji rizna
omezeni. Jednim z problému je vysoké aproménlivé pozadi kaspazové aktivity
v kontrolnich burikach z dGvodu spontanni apopt6zy. Casto také dochazi k prekryti
Stépeni rdznych substratd nékterymi kaspazami, proto nelze vzdy presné urcit

identifikaci kaspazy (Archana et al., 2013; Kaufmann et al., 2008).

2.5.2.6 Stanoveni markeru asymetrie fosfolipidové membrany

Externalizace fosfatidylserinu je typickym apoptotickym znakem zmén na
buné&ném povrchu. Vystaveni PS mize byt identifikovano pomoci Annexinu V, coz
je Ca%* dependentni fosfolipid-vazajici protein. Annexin V je konjugovan s nékterym
fluorochromem, nejCastéji s fluoresceinem isothiokyanatem nebo s Alexa Fluor
barvivy. Takto modifikovany Annexin V se vaze na PS vyskytujici se na powrchu
membrany. Pro odliSeni apoptotickych bunék od nekrotickych bunék se provadi
dopliujici barveni Pl. Propidium jodid je barvivo, které nepronika plazmatickou
membranou do bunky. Toto barvivo nemuze vstoupit do burfiky s neporusenou
membranou kvili své velké molekulové hmotnosti. Pfi poruseni bunééné membrany
se Pl dostava do buniky, coz je charakteristické u nekrotickych bunék, ale i u pozdné
apoptotickych bunék in vitro a v bufikach se vaze na DNA (Krysko et al., 2008).

Ke stanoveni téchto markerd apoptézy &i nekrdozy se vyuziva pratokova

cytometrie nebo fluorescencni mikroskopie. Viabilni buriky nejsou pozitivni na
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Annexin V anina PI. Casné apoptotické buriky vykazuiji pozitivitu pouze na navazani
Annexinu V. Pozdné apoptotické bunky jsou dvojité pozitivni jak na Annexin V, tak
i na propidium jodid. Nekrotické bunky davaji €asto pozitivni signal pouze na PI.
V nékterych pfipadech vSak Annexin V vnika poruSenou membranou do bunky
a vaze se na PS na vnitfni strané bunécné membrany (Pietkiewitcz et al., 2015;
Wilingham, 1999). RozliSeni apoptotickych bunék od nekrotickych bunék timto
testem nemusi byt zcela jednoznacné, proto je dulezité stanovit dalSi markery
apoptézy. Znacnymi vyhodami metody je pFevazné cCasova nenaro¢nost,

jednoduchost barveni a senzitivita metody (Pietkiewitcz et al., 2015).
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3. CILE PRACE

Obsah diplomové prace je zaméfen na detekci fragmentované DNA pfri
poskozenibunék metodou TUNEL. Prace se zabyva pfedevsim optimalizaci metody
ajeji aplikaci na vybrané bunécné linii HK-2 bunék. Cile prace lze rozdélit do tfi

useku.

1. Optimalizace postupu provedeni TUNEL metody pomoci fluorescenéni

mikroskopie

Zavedeni a optimalizace metody TUNEL na renalni linii HK-2 bunék

ovlivnénych jednim pouZzitym toxinem za stale stejnych inkubacnich podminek.

2. Pouziti optimalizované TUNEL metody na vybrané bunécéné linii po

bunééném poskozeni

Aplikovani zavedené metody TUNEL na rendlni linii HK-2 bunék ovlivnénych

dvéma toxiny o riznych koncentracich a s riznou dobou inkubace bunék s toxiny.

3. Pouziti komeréni TUNEL metody na vybrané bunééné linii a porovnani

vysledkd se zavedenou metodou

Pouziti komeréni metody TUNEL asrovnani s optimalizovanou

metodou pomoci fluorescenéni mikroskopie.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam chemikalii

Bromdeoxyuridin, BrdU (CoH11BrN20s5; Mr = 307,10; Sigma Aldrich, USA)
Click-iT™ TUNEL Alexa Fluor™ 488 Imaging Assay (ThermoFisher, USA)
Deionizovana voda (G<0,1 uS)

Dimethylsulfoxid, DMSO (C2HsOS; Mr = 78,13; Sigma Aldrich, SRN)
Dithiotreitol, DTT (C4H1002S2; Mr = 154,25; Sigma Aldrich, USA)
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium/nutrient mixture F-12 (1:1) (s/bez fenolove
Cervené), DMEM/F-12 (Sigma Aldrich, USA)

Cisplatina, CisPt (Pt(NHz3)2Cl2; Mr = 300,05; Sigma Aldrich, USA)

Fetalni bovinni sérum, FBS (Gibco, USA)

Formaldehyd (CH20; Mr = 30,03; Lachema, CR)

Fosfatovy pufr (pH 7,4), PBS (Gibco, USA)

Fosfatovy pufr podle Dulbecca, DPBS (Molecular Probes, USA)

HEPES (Gibco, USA)

Hexahydrat chloridu kobaltnatého (CoClz2- 6H20; Mr = 237,9; Sigma Aldrich, USA)
Hovézi sérovy albumin, BSA (Mr = 66,46; Sigma Aldrich, USA)
HydrogenfosforeCnan draselny (K2HPO4; Mr = 174,18; Sigma Aldrich, USA)
Insulin/transferin/seleniCitan sodny, ITS (Sigma Aldrich, USA)

Kamptotecin, CPT (C20H16N204; Mr = 348,35; Sigma Aldrich, USA)
Kyselina chlorovodikova (HCI; 36,46; Fluka Biochemika, Svycarsko)
Milli-Mark ™ Anti-BrdU, clone BU-1 Alexa Fluor™ 488 (Merck KGaA, SRN)
Minimum esential medium eagle, MEM (Sigma Aldrich, SRN)
Penicilin/streptomycin, P/S (Gibco, USA)

Pyruvat sodny, PYR (Gibco, USA)

Rekombinantni epidermalni rastovy faktor, EGF (Gibco, USA)

Triton™ X-100 (C14H220(C2H40)n; Mr = 647; Sigma Aldrich, USA)

Terminalni deoxynukleotidyl transferaza, TdT (Roche, Svycarsko)

- 43 -



4.2 Pristroje a laboratorni pomucky

Fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, JAP)
Cytospiny (SPL, Korea)

Magneticka michadla (Heidolph & Big Squit Star, SRN)
Termostatovana michacka (Biosan, LotySsko)

Tfepacky, vortexy (Reax top Heidolph, SRN, IKA Sweden)
Analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, SRN)

Vodni lazen s termostatem a ultrazvukem (Bandelin Sonorex, SRN)
Lednice s mrazakem (-20 °C) (Liebherr, CR)

Automatické pipety Finnpipette (Thermo, Finsko)

Laboratorni sklo (bariky, kadinky) (Simax, Fisherbrand; CR, UK)
Mikrozkumavky (Eppendorf, SRN)

Kryci skligka (Hirschmann, CR)

pH metr (inoLab, SRN)

Software: Microsoft Office (Word, Excel, Picture Manager), Nikon NIS-Elements,
Adobe Photoshop CC 2015
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4.3 Biologicky material

Bunécna linie human kidney 2, HK-2 (ATCC, USA)

Kultivaéni médium pro HK-2 burnky

Zakladem kompletniho kultivacniho média bylo médium DMEM/F-12 (1:1),
které bylo obohaceno o fetalni hovézi sérum (5 % (v/v)), 1 mM pyruvat, 50 ug/ml
penicilinu, 50 pg/ml streptomycinu, 10 pg/ml insulinu, 5,5 pg/ml transferinu, 5 ng/ml

selenicitanu sodného a 5 ng/ml EGF.
4.4 Priprava roztoku

4.41 Roztoky vyuzivané béhem pouzitych stanoveni

Pracovni roztok DPBS

Koncentrovany roztok DPBS jsme fedili v poméru 1:10, napf. byly pipetovany

2 ml pufru DPBS do 18 ml deionizované vody.

Zasobni roztok BrdU (cardu= 10 mM)

Zasobni roztok jsme pfipravili rozpusténim 3 mg BrdU v 1 ml DMSO a roztok

byl skladovan v mrazaku pfi -20 °C.

Pracovni roztok BrdU (csrqu = 1 mM)

Alikvot 5 ul zadsobniho roztoku BrdU jsme pipetovali do 45 pl pufru DPBS.

Pracovni roztok CH20 (30%)
Pro pfipravu pracowniho roztoku 30% CH20 jsme pfidali 52 pl zasobniho
roztoku 37% CH20 do 13 pl pufru DPBS.

Pracovni roztok Tritonu X-100 (0,5%)
Pro pfipravu pracovniho roztoku 0,5% Tritonu X-100 jsme pfidali 1 pl
zasobniho roztoku 100% Tritonu X-100 do 199 pl pufru DPBS.
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Pracovni roztok BSA (1%)
Navazku 0,0015 g BSA jsme rozpustili ve 150 ul pufru DPBS.

Pracovni roztok HCI (cHci= 2 M)

Pro pfipravu pracovniho roztoku HCI jsme pfidali 3,8 ml 32% HCl do 18,1 ml

deionizované vody.

Pracovni roztok K2HPO4 (ck2Hpo4 = 500 mM)

Navazku 8,709 g K2HPO4 jsme rozpustili ve 100 ml deionizované vody.

Pracovni roztok CoCl2 - 6H20 (ccoci2 .6H20 = 5 mMM)

Navazku 0,1190 g CoCl2 - 6H20 jsme rozpustili ve 30 ml deionizované vody

a pracovni roztok jsme smichali s pracovnim roztokem K2HPOa.

Pracovni roztok DTT (corr = 1 mM)

Navazku 0,003 g DTT jsme rozpustili v 20 ml deionizované vody.

Reakéni pufr pro TUNEL

Reakéni pufr pro TUNEL jsme pfipravili smisenim pufru DPBS, 5X pufru
K2HPO4 a CoCl2:6H20 a DTT (tab. 3). pH pufru jsme upravili na 7,4 apufr byl
skladovan pfi 4 °C v lednici.

Tab. 3: SloZeni reakc¢niho pufru pro TUNEL.

Chemikalie Objem (pl)
DPBS 4000 pl
5X K2HPO4a CoClz - 6H20 1000 pl
DTT 200 pl

Reakéni smés pro TUNEL

Reakéni smés pro TUNEL jsme pfipravili smichanim 1 mM BrdU, TdT

a reakcniho pufru (tab. 4). Reakéni smés jsme pfipravili vzdy Cerstvou.
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Tab. 4: Slozeni reakéni smési pro TUNEL.

Chemikalie Objem (pl)
BrdU 1,56 pl
TdT 0,33

Reak¢ni pufr 154,36 pl

Pracovni roztok anti-BrdU protilatek (1:20)

Protilatky jsme fedily roztokem pufru DPBS dle pokynu pokynu vyrobce.

Zasobni roztok Pt(NH3s)2Cl2 (cpynH3)2cz = 1 mM)

Navazku 0,0015 g Pt(NHs)2Cl2 jsme rozpustili v 5 ml deionizované vody.

Zasobni roztok C20H16N204 (cc2oH16N204 = 5 mMM)

Navazku 0,0017 g C20H16N204 jsme rozpustili v 1 ml deionizované vody.

4.4.2 Priprava biologického materialu
4.4.2.1 Kultivace HK-2 bunék

Bunécna linie HK-2 bunék byla kultivovana v kompletnim kultivacnim médiu
(viz kapitola). Do kultivaénich lahvi byl pfidan pfedem dany objem bunék, aby
vysledné mnozstvi bunék bylo 0,4 x 10°. Poté byla kultivaéni nadoba dopinéna
kultivaénim médiem na 10 ml. Bunky byly umistény do inkubatoru, kde byly
kultivovany pfi 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % CO2 a 95 % O2. Bunky byly
kultivovany az do doby, nez konfluence dosahla 60 % (tzn. 60% narust bunécné
kultury v kultivacni nadobé&) apoté byly bunky pasazovany. Denzita bunék
ziskanych pasazi dané kultivacni lahve byla vypocitana s pomoci instrumentalniho

zafizeni CASY counter.
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4.5 TUNEL metoda
4.5.1 Princip TUNEL metody

Pro detekci zZilomu na DNA pfi apopt6ze bunék je vyuzito specifického enzymu
terminalni deoxynukleotidyltransferazy, ktera inkorporuje znaCeny
deoxyuridintrifosfat na 3'OH konce fragmentd DNA, pfi¢emz hydroxylové konce
slouzi jako primery pro enzym. Jednou z nejcastéji pouzivanych modifikaci TUNEL
metoda je modifikace metody s konjugaci deoxyuridintrifosfatu bromem. Detekce
fragmentované DNA znacCenim pomoci BrdU je provadéna imunocytochemicky
protilatkami anti-BrdU. Anti-BrdU protilatky jsou vétSinou konjugované s urcitym
fluorochromem, ktery po excitaci primamim zarenim emituje specifickou barvou,

¢imz oznacuje vytvorené zlomy na DNA.
4.5.2 Postup TUNEL metody

4.5.2.1 Optimalizace fixace bunék

Bunky HK-2 jsme nejprve fixovali fixaénim Ccinidlem formaldehydem.
Do jednotlivych jamek cytospinu jsme k bufikam do kultivaCniho média napipetovali
65 ul formaldehydu (4%, 8%, 20% a 30%). Vysledna koncentrace formaldehydu
u bunék byla 1,3 %, 2,6 %, 6,5 % a 9,8 % formaldehydu. Bunky jsme nechali
inkubovat v roztoku formaldehydu po dobu 25 minut (4 °C). Po fixaci jsme roztok
formaldehydu a kultivaéniho média odpipetovali a buriky jsme dvakrat promyli 200 pl
pufru DPBS po dobu 5 minut (RT).

4.5.2.2 Optimalizace permeabilizace bunék

Pro permeabilizaci bunék HK-2 jsme k bunkam napipetovali 200 pl Tritonu
X-100 (0,2% a 0,5%). Inkubace bunék s Tritonem X-100 probihala 5 a 15 minut
(RT). Nasledné jsme permeabilizacni roztok zjamek odpipetovali a bunky jsme
jednou promyli 200 ul pufru DPBS po dobu 5 minut (RT).
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4.5.2.3 Optimalizace znaceni zilomt DNA

K oznaCeni zlomd DNA u HK-2 bunék jsme vyuzili reakéni smés, ktera
obsahovala: BrdU (1 mM), enzym TdT a reakéni pufr (K2HPO4, CoCl2- 6H20 a DTT).
Do jamek cytospinu jsme pipetovali 150 ul reakéni smési. K burnkam jsme tak
pipetovali 1,56 pl nebo 3,12 pyl BrdU (1 mM) na jamku. Vysledna koncentrace
u bunék byla tedy 0,01 ¢i 0,02 mM BrdU. Také jsme provedli optimalizaci aktivity
enzymu TdT, kdy jsme pipetovali 0,08 ul a 0,33 ul TdT na jamku. Buriky jsme nechali
inkubovat s reakéni smési v ¢asech 1,5 a24 hodin (37 °C, tma) a bunky jsme
promichali. Po uplynuti inkubaéni doby jsme reakéni smés odpipetovali a buriky
jsme dvakrat promyli 200 pl pufru DPBS po dobu 2 minut (37 °C, tma).

4.5.2.4 Optimalizace denaturace DNA

Pro denaturaci DNA HK-2 bunék HK-2 jsme vyuzili hydrolyzu kyselinou
chlorovodikovou. Do pfislusnych jamek cytospinu jsme k bufikdm napipetovali
150 ul HCI (2 M). Buriky jsme s roztokem HCI umistili do vyhFfivané komory, kde byly
ponechany 10 minut (37 °C). Po inkubaci jsme roztok odpipetovali a bunky jsme
tfikrat promyli 200 pl pufru DPBS po dobu 2 minut (37 °C).

4.5.2.5 Optimalizace blokovani nespecifickych vazebnych mist

K zablokovani nespecifickych mist pro vazbu protilatek jsme pouzili pracovni
roztok hovéziho sérového albuminu. Kbufikam HK-2 jsme do jamek cytospinu
napipetovali 150 yl BSA (1%). Inkubace bunék s roztokem BSA probihala 30 minut
nebo 60 minut (37 °C, tma). Nasledné jsme blokacni roztok odpipetovali a bunky

jsme dvakrat promyli 200 ul pufru DPBS.

4.5.2.6 Optimalizace vazby anti-BrdU protilatek

Zlomy na DNA jsme vizualizovali anti-BrdU protilatkami, klonem BU-1
znaCené Alexa Fluor 488. Anti-BrdU protilatky jsme naredili pufrem DPBS dle
pokynu vyrobce 1:20. Vysledné Fedéni protilatek u bunék bylo 1:500; 1:1000

a 1:2000. Buriky jsme s roztokem protilatek promichali a poté jsme nechali bunky
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inkubovat v ¢asech 30, 60 minut a pfes noc (37 °C, RT, tma). Po uplynuti inkubacni
doby byl roztok protilatek odpipetovan a nasledné jsme buriky promyli 200 ul pufru
DPBS.

4.5.3 Pouziti optimalizované TUNEL metody

Metodu TUNEL jsme pouzili pfi analyze bunék renalni linie HK-2 ovlivnéné
vybranymi toxiny. Optimalizovanou metodu TUNEL jsme vyuZili k detekci zZloma
vznikajicich v pribéhu apoptdzy u bunék ovlivnénych cisplatinou (25 uM, 50 uM) po
dobu 16, 20 a 24 hodin a kamptotecinem (2 yM, 10 uM) po dobu 24 a 48 hodin).
Kdetekci zlomid DNA jsme také vyuzili komeréni kit (ThermoFisher, USA) pro
srovnani s jiz zavedenou optimalizovanou metodou. Pro detekci fluorescence jsme

pouzili fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse 80i s filtrem FITC.
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5. VYSLEDKY

5.1 Optimalizace postupu TUNEL metody
5.1.1 Optimalizace fixace bunék

Kontrolni buriky HK-2 jsme fixovali formaldehydem o koncentracich 1,3 %,
2,6 %, 6,5 %, 9,8 % (obr. 10). Pro experiment byl pfipraven cytospin s kontrolnimi
burikami a k burikam jsme napipetovali formaldehyd o vybranych koncentracich. Jak
je z vysledkl patrné, u fixace niz§imi koncentracemi formaldehydu (1,3 % a 2,6 %)
(obr. 10) bunky nebyly zcela zafixované na podloznim skli¢ku. Pouzitim vySSich
koncentraci formaldehydu (6,5 % a 9,8 %) doslo k dostate€nému zafixovani bunék,

jak |ze opét vidét na obrazku 10. Proto jsme pro dalSi praci pouzili koncentraci 9,8

% formaldehydu.

LDEHYD fan

iy T oy 2 = =
Obr. 10: Optimalizace fixace kontrolnich bunék HK-2 s pouZitim formaldehydu; (400x);
(fazovy kontrast; inkubace bunék s formaldehydem 25 minut).
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5.1.2 Optimalizace permeabilizace bunék

K HK-2 kontrolnim bunkam a k bunkam ovlivnénych cisplatinou (50 pM;
24 hodin) jsme po predeslé fixaci bunék napipetovali permeabilizatni Cinidlo
Triton X-100 o koncentracich (0,2 % a0,5 %). Inkubacni doba bunék
s permeabilizacnim cCinidlem probihala v ¢asech 5 a 15 minut (RT). Mezi témito
dvéma koncentracemi (0,2 % a 0,5 %) Tritonu X-100 nebyl pfi jeho pasobeni na
bunky zjistén viditelny rozdil. Pfi dalSich experimentech jsme pro permeabilizaci
bunék pouzivali 0,5% Triton X-100 po dobu 15 minut.

5.1.3 Optimalizace postupu znaceni zZiomt DNA

Fragmenty DNA u poSkozenych bunék byly oznaCeny inkorporaci BrdU za
katalyzy specifickym enzymem TdT. Kbufikdm ovlivnénym cisplatinou (50 pM;
24 hodin) jsme po pfedeslé fixaci a permeabilizaci napipetovali reakéni smés
obsahujici BrdU a TdT.

K burikdm jsme pipetovali BrdU o koncentracich 0,01 a 0,02 mM (obr. 11).
Bunky ovlivnéné cisplatinou (50 uM) (obr. 11-A,B) poskytuji pozitivni signal zelené
fluorescence, coz znaci fragmentaci DNA pfi probihajici apoptoze. Pfi porovnani
signalu zelené fluorescence u bunék ovlivnénych cisplatinou, ke kterym byl pfidan
BrdU (0,01 mM) (obr. 11-A) abunék sBrdU (0,02 mM) (obr. 11-B) nebyl
zaznamenan zjevny rozdil. VdalSi praci jsme, proto pouzivali 0,01 mM

bromdeoxyuridin.
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Obr. 11: Optimalizace znaceni zZliom( DNA BrdU u bunék HK-2 metodou TUNEL; (zelena
fluorescence — fragmentace DNA); (400x); (A, B— fazovy kontrast; fluorescence 485/535 nm; A —
inkubace bunék s BrdU (0,01 mM) 1,5 hodiny; B— inkubace bunék s BrdU (0,02 mM) 1,5 hodiny;

A,B — inkubace bunék s cisplatinou (560 uM) 24 hodin).

V ramci optimalizace postupu znaceni zlomi DNA jsme k HK-2 burikam
ovlivnénym cisplatinou (50 uM; 24 hodin) pipetovali enzym TdT, ktera byla 4x a 16x
nafedéna (obr. 12). Burnky jsme nechali inkubovat s enzymem 1,5 hodiny (37 °C).
Z fluorescencnich snimku je patrné, Ze buriky ovlivnéné 50 uM cisplatinou (obr. 12-
A,B) vykazuji pozitivni signal zelené fluorescence. Proto je ziejmé, Ze buriky jevi
znamky poSkozeni DNA. Bunky, které byly inkubovany s nizSim fedénim TdT (4x)
(obr. 12-A), podavaji stejny pozitivni signal fluorescence jako bunky, které byly
inkubovany s vyssSim fedénim enzymu (16x) (obr. 12-B). Hlavnim rozdilem je, Ze pfi
pouziti fedéni TdT (16x) se vyskytovalo méné pozitivnich bunék nez pfi pouziti
fedéni enzymu (4x). Proto jsme v dalSich krocich provedeni TUNEL metody pouZzili
TdT, ktera byla fedéna 4x.
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Obr. 12: Optimalizace znaceni fragment(i DNA BrdU u bunék HK-2 metodou TUNEL; (zelena
fluorescence — fragmentace DNA) (400x); (A, B— fazovy kontrast; fluorescence 485/535 nm; A —
inkubace bunék s TdT (fedéni 4x) 1,5 hodiny; B — inkubace bunék s TdT (Fedéni 16x) 1,5 hodiny;
A,B — inkubace bunék s cisplatinou (560 uM) 24 hodin).

V dalSim optimalizaénim kroku metody TUNEL jsme HK-2 bunky ovlivnéné
cisplatinou (50 uM; 24 hodin) nechali inkubovat s reakéni smési (BrdU, TdT, reak¢ni
pufr— K2HPO4, CoCl2-6H20, DTT) 1,5 a24 hodin (37 °C) (obr. 13). U bunék
ovlivnénych 50 pM cisplatinou I1ze zaznamenat z obrazku 13-A,B zfetelnou zelenou
fluorescenci, coz svédCi o probihajici apoptdéze bunék. Fluorescencni snimky
dokazuiji, Ze vy$Si dobainkubace 24 hodin bunék s reakéni smési nema zasadni vliv
na zvysSeni intenzity fluorescence (obr. 13-B). Niz8i testovana doba inkubace
1,5 hodiny (obr. 13-A) vykazuje dostate¢nou fluorescenci. Proto jsme jako optimalni

dobu inkubace pro nas experiment vybrali as 1,5 hodiny.
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Obr. 13: Optimalizace znaceni zZliomi DNA u bunék HK-2 metodou TUNEL; (zelena fluorescence —

fragmentace DNA); (400x); (A,B — fazovy kontrast; fluorescence 485535 nm; A — inkubace bunék

S reakcni smési 1,5 hodiny; B — inkubace bunék s reakéni smési 24 hodin; A B — inkubace bunék
s cisplatinou (50 uM) 24 hodin).

5.1.4 Optimalizace blokovani nespecifickych vazebnych mist

Pro zablokovani nespecifickych vazebnych mist pro protilatky jsme pouZili 1%
roztok hovéziho séroveho albuminu, ktery jsme pipetovali k bunkam HK-2
ovlivnénym cisplatinou (50 pM; 24 hodin). Inkubace bunék s blokacnim roztokem
probihala 30 a 60 minut (37 °C). Rozdil ve fluorescenci mezi dvéma inkubacnimi
dobami nebyl pfi detekci zZlomd DNA zaznamenan. Proto jsme pro dalSi praci pouzili
BSA (1 %; 30 minut).

5.1.5 Optimalizace vazby anti-BrdU protilatek

V poslednim kroku optimalizace metody TUNEL jsme optimalizovali navazani
anti-BrdU protilatek na BrdU. K HK-2 bufikdm ovlivnénym cisplatinou (50 uM; 24
hodin) jsme napipetovali roztok protilatek o fedénich (1:500, 1:1000, 1:2000) (obr.

14). Buriky jsme nechali inkubovat s roztokem protilatek v Casech 30, 60 minut a 16
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hodin (37 °C) (obr. 15). Buiiky ovlivnéné 50 uM cisplatinou vykazovaly jasny
pozitivni signal zelené fluorescence. Fluorescencni snimky ukazuji, Zze mezi
jednotlivymi fedénimi roztoku protilatek (1:500, 1:1000, 1:2000) (obr. 14-A,B,C)
nebyla zaznamenana zfetelna zména ve fluorescenci. Z obrazku 15-A,B,C je patrné,
Ze pfi inkubaci bunék s roztokem protilatek vinkubacnich ¢asech (30, 60 minut
a 16 hodin) se pozitini signal fluorescence zasadné neliSil. Pfi dalSich
experimentech jsme pouzili roztok anti-Brdu protilatek fedény 1:2000 inkubovany po

60 minut.

Obr. 14: Optimalizace znac¢eni zliomi DNA u bunék HK-2 metodou TUNEL; (zelena fluorescence
— fragmentace DNA); (400x); (A B, C — fazovy kontrast; fluorescence 485/535 nm); (A — inkubace
bunék s protilatkami (1:500); B — inkubace bunék s protilatkami (1:1000); C — inkubace bunék
s protilatkami (1:2000; A,B, C inkubace bunék s cisplatinou (50 uM) 24 hodin).
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Obr. 15: Optimalizace znac¢eni zliomi DNA u bunék HK-2 metodou TUNEL; (zelena fluorescence
— fragmentace DNA); (400x); (A B, C — fazovy kontrast; fluorescence 485/535 nm); (A — inkubace
bunék s protilatkami (1:2000) 30 minut; B — inkubace bunék s protilatkami (1:2000) 60 minut; C —
inkubace bunék s protilatkami (1:2000) 16 hodin; inkubace bunék s cisplatinou (50 uM) 24 hodin).

5.1.6 Optimalizace postupu TUNEL metody

Metodu TUNEL jsme optimalizovali a zavedli na renalni linii HK-2 bunék
kontrolnich a ovlivnénych bunék 50 uM cisplatinou po dobu 24 hodin. Vysledky
jednotlivych kroki TUNEL metody jsou popsany v predeSlych kapitolach.
Po provedeni celé metodiky TUNEL je z obrazku 15 patrné, Ze kontrolni buriky
(obr. 16-A) nevykazuji pozitivni signal zelené fluorescence. Proto je zfejmé, Ze
bunky jsou viabilni a nepodstupuji proces apoptézy. Naopak u bunék ovlivnénych
cisplatinou (50 uM) (obr. 16-B) je jasné viditelna zelena fluorescence, coz svédci, ze

buriky jevi znamky poSkozeni DNA a prochéazeji procesem apoptézy.
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Obr. 16: Optimalizace znaceni zZliomi DNA u bunék HK-2 metodou TUNEL; (zelena fluorescence —
fragmentace DNA); (400x); (A,B — fazovy kontrast; B,D — fluorescence 485/535 nm; A — kontrolni
buriky; B— inkubace bunék s cisplatinou (60 uM) 24 hodin).

5.2 Aplikace TUNEL metody
5.2.1 Aplikace TUNEL metody — toxicita cisplatiny

Optimalizovanou metodu TUNEL jsme pouzili u HK-2 kontrolni bunék
a bunék ovlivnénych cisplatinou o koncentracich (25 yM a 50 uM) v inkubacnich
Casech 16 a 20 hodin (obr. 17). Jak je z obrazku 17 patrné, u kontrolnich bunék
(obr. 17-A1,A2) neni viditelna zelena fluorescence, coz znaci, Zze bunky nemaji
poskozenou DNA. Bunky owvliivnéné cisplatinou (25 pM a 50 pM) maji DNA
poskozenou, protoze z obrazku 17-B1,C1,B2,C2 Ize zaznamenat pozitivni signal
zelené fluorescence. Buriky ovivnéné 25 uM cisplatinou (obr. 17-B1,B2) vykazuji
stejny pozitivni signal fluorescence pfi obou Casech inkubace 16 a 20 hodin.
U bunék ovlivnénych 50 uM cisplatinou Ize z obrazku 17-C1,C2 vidét narUst
pozitivnich bunék pfi 20hodinové inkubaci oproti inkubaci 16hodinove, kdy je vidét

nizSi pocCet bunék s pozitivnim signalem zelené fluorescence.
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Obr. 17: Optimalizace znac¢eni zliomi DNA u bunék HK-2 metodou TUNEL; (zelena fluorescence
— fragmentace DNA); (400x); (A1-C2 — fazovy kontrast; fluorescence 485/535 nm) (A1 — kontrolni
buriky (16 hodin); A2— kontrolni buriky (20 hodin); B1 — inkubace bunék s cisplatinou (25 uM) 16
hodin; C1 —inkubace bunék s cisplatinou (60 uM) 16 hodin; B2 — inkubace bunék s cisplatinou (25
uM) 20 hodin; C2 — inkubace bunék s cisplatinou (60 uM) 20 hodin).
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5.2.2 Aplikace TUNEL metody - toxicita kamptotecinu

Zavedenou metodu TUNEL jsme aplikovali na HK-2 kontrolni buriky a bunky
ovlivnéné kamptotecinem o koncentracich (2 yM a 10 yM). Burniky jsme nechali
inkubovat s kamptotecinem po dobu 24 a 48 hodin (obr. 18). Z fluorescenc¢nich
snimku je zfejmé, Ze kontrolni burky (obr. 18-A1,A2) poskytuji nulovy fluorescenéni
signal, coz svédcCi, ze bunéfna DNA neni fragmentovana a bunky jsou viabilni.
Bunky ovlivnéné kamptotecinem (2 yM a 10 uM) (obr. 18-B1,C1,B2,C2) podavaji
pozitivni signal zelené fluorescence, proto je patrné, Ze se vyskytuji etné zlomy na
bunécné DNA a bunky prochazeji procesem apoptdzy. Obrazek 18-B1,C1 dokazuje,
Ze buniky ovlivnéné 2 uM a 10 yM kamptotecinem pfi inkubaéni dobé& 24 hodin
vykazuji pozitivni signal ve stejné intenzité zelené fluorescence. Zaroven lze
z obrazku 18-B2,C2 zaznamenat, Ze ucinky kamptotecinu o koncentracich (2 yM
a 10 uM) po dobu 48 hodin jsou obdobné, protoZe takto ovlivnéné buriky poskytuji
stejny pozitivni signal zelené fluorescence. Pfi 24hodinové inkubacni dobé& bunék

v v,

kamptotecinem po dobu 48 hodin.
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Obr. 18: Optimalizace znac¢eni zliomi DNA u bunék HK-2 metodou TUNEL; (zelena fluorescence
— fragmentace DNA); (400x); (A1-C1 — fazovy kontrast; fluorescence 485/535 nm) (A1 — kontrolni
buriky (24 hodin); A2 — kontrolni buriky (48 hodin); B1 — inkubace bunék s kamptotecinem (2 uM)

24 hodin; C1 —inkubace bunék s kamptotecinem (10 uM) 24 hodin; B2 — inkubace bunék
s kamptotecinem (2 uM) 48 hodin; C2 — inkubace bunék s kamptotecinem (10 uM) 48 hodin).
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5.3 Pouziti komeréni metody TUNEL

Na zavér prace jsme pro detekci apoptozy u HK-2 kontrolnich bunék a bunék
ovlivnénych cisplatinou (50 uM; 48 hodin) (obr. 19) aplikovali komer¢ni kit metody
TUNEL. Metodika komercniho kitu spoCiva na obdobném principu jako nami
zavedena optimalizovana metoda. Hlavnim rozdilem je pouZziti ethynyldeoxyuridinu
namisto bromdeoxyuridinu a vyuziti azidd oznacenych Alexa Fluor 488 barvivem
misto bézné pouzivanych znacCenych anti-BrdU protilatek. Jak je z obrazku
19-A patrné, kontrolni bunky poskytuji nulovy pozitivni signal zelené fluorescence,
proto je zifejmé, Ze buriky jsou viabilni a nejevi znamky poskozeni DNA. Také Ize na
obrazku 19-A vidét vysoky pocet kontrolnich bunék a spravny tvar bunék. Naopak
u bunék ovlivnénych 50 uM cisplatinou Ize z obrazku 19-B zaznamenat redukovany
poCet bunék azmény ve tvaru bunék. U bunék ovlivnénych cisplatinou (50 uM)
(obr. 19-B) je jasné viditelna zelena fluorescence u vysokého poctu bunék. Tyto

buriky prochazi procesem apoptdzy a dochazi u nich k fragmentaci DNA.
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Obr. 19: Detekce zZlomt DNA u HK-2 bunék metodou TUNEL; (zelena fluorescence — fragmentace
DNA); (400x); (A B —fazovy kontrast; fluorescence 485/535 nm; spojeni snimku fazového kontrastu
a fluorescence pomoci funkce MERGE; A — kontrolni buriky; B — inkubace bunék s cisplatinou

(50 uM) 48 hodin).
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6. DISKUZE

Zakladni funkéni a stavebni jednotkou zivych organismi je bunka. Kromé
existence, reprodukce a vykonavani svych funkci buriky podléhaji viastnimu zaniku.
Jednim z programovanych zaniku je apoptdza, ktera je nezbytnou soucasti tkanove
homeostazy organismu. K zahgjeni vliastni eliminace bufika obdrzi signal, bud
zintracelularniho, nebo extracelularniho prostifedi a dle vychazejicich signalt Ize
rozliSit dvé hlavni drahy procesu apoptézy. V prubéhu apoptézy burika prodélava
fadu zmén ve své morfologii a zaroven dochazi i k mnoha biochemickym zménam
v aparatu buriky. Specifickymi znaky apoptézy jsou smrsténi bunky, blebbing
membrany, tvorba apoptotickych télisek, fragmentace DNA a dalSi. Apoptozu Ize
detekovat nékolika detekénimi metodami fungujicimi na rldzném principu
a zaméfujicimi se na identifikaci urcitych morfologickych a biochemickych znaku
procesu. Mezi vysoce ucinné a senzitivni metody patfi metoda TUNEL. TUNEL
metoda detekuje fragmenty DNA v pozdni fazi apoptdézy. Jednou z nejcitlivéjSich
variant této metody je varianta TUNEL s bromdeoxyuridinem, ktery je zaclenovan
terminalni deoxynukleotidyltransferazou do fragmentované DNA. Fragmenty DNA
jsou poté vizualizovany navazanim anti-BrdU protilatek konjugovanych s vybranym
fluorochromem na BrdU. Do popfedi se dostava moderni modifikace metody TUNEL
s vyuzitim  ethynyldeoxyuridinu  (EdU) a azidd konjugovanych s urCitym
fluorochromem (Darzynkiewitcz et al., 2008; Elmore, 2007; Huerta et al., 2007; Salic,
Mitchison, 2008).

Cilem naSi diplomové prace bylo optimalizovat a zavést postup provedeni
metody TUNEL na renalni linii HK-2 ovlivnéné cisplatinou (50 puM; 24 hodin).
Zavadéli jsme variantu TUNEL metody s vyuzitim BrdU a anti-BrdU protilatek
konjugovanych s Alexa Fluor 488. Posléze jsme optimalizovanou metodu TUNEL
aplikovali na HK-2 bunky, které jsme ovlivnili cisplatinou a kamptotecinem
o vybranych koncentracich a pfi rlznych inkubacnich ¢asech. Na zavér prace jsme
pouzili komeréni metodu TUNEL s vyuzitim EdU a azidu znaCenych Alexa Fluor 488

na HK-2 burkach ovlivnénych cisplatinou. Kdetekci fragmentd DNA metodou
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TUNEL jsme wvyuzili fluorescencni mikroskopii s pouzitim fluorescencniho
mikroskopu Nikon Eclipse 80i.

Pti optimalizaci jednotlivych krokd provedeni metody TUNEL jsme vychazeli
prevazné ze zahraniénich publikaci Darzynkiewitz et al. (2008), Hanon et al. (1996).
Nezbytnou soucasti metody TUNEL je fixace bunék, proto jsme kontrolni buriky HK-
2 fixovali formaldehydem o koncentracich 4 %, 8 %, 20 % a 30 % po dobu 25 minut
(4 °C). Roztok formaldehydu jsme napipetovali do média, tudiz vysledné
koncentrace u bunék byly 1,3 %, 2,6 %, 6,5 % a 9,8 % formaldehydu. Ze snimku
z fluorescencniho mikroskopu je patrné, ze 1,3% a 2,6% formaldehyd buriky fixuje
nedostatecné. Pfi pouziti 6,5% a 9,8% formaldehydu Ize ze snimkd zaznamenat
bunky zcela zafixované. Jini autofi zahrani¢nich praci napfiklad Loo (2002) pouzival
jako fixativum 2% formaldehyd nebo Knutson et al. (2012) pouzivali 4% formaldehyd
k fixaci bunék. V nasi praci jsme jako optimalni pouZzili 30% formaldehyd, ktery jsme
napipetovali do média a vysledna koncentrace u bunék byla 9,8 % formaldehydu.
Vy8Si koncentraci formaldehydu jsme pouzili, protoZe jsme formaldehyd pfidavali do
média, které jsme neodpipetovali z divodu ztraty bunék.

K optimalizaci permeabilizace HK-2 bunék jsme pouzili 0,2% a 0,5%
Triton X-100 po dobu 5 a 15 minut (RT). Mezi pouzitymi koncentracemi 0,2 %
a 0,5 % Tritonu X-100 a mezi vybranymi inkubacnimi ¢asy 5 a 15 minut nebyl zjevny
rozdil. V publikaci Li et al. (1996) aplikovali 0,1% Triton X-100 na bunky a v publikaci
Darzynkiewitz et al. (2011) pouzili také koncentraci 0,5 % Tritonu X-100 pro
permabilizaci bunék. Pro nas experiment jsme jako vhodnou koncentraci pouzili
0,5 % Tritonu X-100 po dobu 15 minut.

V dalSim kroku metodiky TUNEL jsme optimalizovali postup znaceni zlom
DNA. Bromdeoxyuridin jsme pipetovali k burikam o koncentracich 0,01 mM
a 0,02 mM. P¥iporovnani pozitivniho signalu fluorescence bunék mezi dvéma
koncentracemi (0,01 a 0,02 mM) BrdU nebyla patma viditelna zména. Proto jsme
stejné tak, jako v zahraniCni literatufe Moran et al. (1985) pouzili 0,01 mM
bromdeoxyurdin. Terminalni deoxynukleotidyltransferazu jsme naredili 4x a 16x
a napipetovali k burikam. Z fluorescen¢nich snimkl jsme nezaznamenali zjevny

rozdil mezi signalem fluorescence u obou fedéni enzymu (4x a 16x). Zasadni zména
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byla v po€tu bunék s pozitivni signalem fluorescence, kdy byl nizSi poCet pozitivnich
bunék pfi pouziti fedéni Td T (16x) nez pfi pouziti fedéni TdT (4x). V diplomové praci
jsme, proto jako optimalni pouzili TdT 4x nafedénou. V ramci optimalizace jsme
bunky nechali inkubovat s reakéni smési 1,5 a 24 hodin (37 °C). Fluorescencni
snimky dokazuji, Ze 1,5-hodinova inkubace je dostacujici pro inkorporaci BrdU do
fragmentované DNA pomoci TdT. Oproti nasim vystupdm napfiklad autofi Tuschl et
al. (2002) inkubovali hepatomové bunky HepG2 s reak¢ni smési 3 hodiny, nebo
autofi Todryk et al. (2001) nechali inkubovat burky kolorektalniho karcinomu CMT93
s reakéni smési 1 hodinu (37 °C). My jsme jako optimalni pfi naSem experimentu
vybrali 1,5hodinovou inkubaci.

K denaturaci DNA HK-2 bunek jsme pouzili 2 M kyselinu chlorovodikovou
(10 minut; 37 °C). V publikaci Hanon et al. (1996) pouzili k denaturaci DNA bunék
taktéz HCI (2 M) po dobu 30 minut. V naSem experimentu jsme k denaturaci DNA
pouzili HCI (2 M; 10 minut). Oproti zahraniéni literatufe jsme zkratili inkubac¢ni dobu,
ale naopak jsme zvysili teplotu, proto doslo k dostatec¢né denaturaci bunééné DNA.

Pro zablokovani nespecifickych mist pro vazbu anti-BrdU protilatek jsme
v ramci optimalizace napipetovali k HK-2 burikam 1% roztok hovéziho sérového
albuminu po dobu 30 a 60 minut (37 °C). Buriky vykazovaly po aplikaci BSA (1 %)
stejny pozitivni signal fluorescence pfi obou ¢asech 30 a 60 minut. Proto jsme v nasi
praci pouzili BSA (1 %; 30 minut). Stejné podminky pro zablokovani nespecifickych
mist pro protilatky potvrzuje zahrani¢ni prace autoru Li et al. (1996).

V posledni ¢asti metodiky TUNEL jsme optimalizovali navazani anti-BrdU
protilatek na BrdU. V naSi praci jsme pouzili anti-BrdU protilatky (klon BU-1)
konjugované s Alexa Fluor 488 anarfedéné 1:500, 1:1000, 1:2000 v ¢asech 30,
60 minut a 16 hodin (37 °C). Z fluorescencnich snimkl neni patma vyrazna zména
ve fluorescenci mezi vybranymi fedénimi protilatek (1:500, 1:1000, 1:2000). Takeé
pozitivni signal fluorescence se zasadné nelisil pfi inkubacnich ¢asech 30, 60 minut
a 16 hodin. V publikaci Sun et al. (2011) pouZili stejny klon protilatek a protilatky
fedili 1:1000. My jsme vnaSem experimentu jako nejvhodnéjSi vybrali roztok
protilatek (1:2000; 60 minut).

- 66 -



Pri optimalizaci postupu TUNEL metody Ize z fluorescen¢nich snimkd u HK-2
kontrolnich bunék zaznamenat nulovy signal zelené fluorescence, coz znaci, ze jsou
bunky viabilni. U bunék ovlivnénych (50 uM; 24 hodin) je patrny jasny pozitivni signal
zelené fluorescence, proto je ziejmé, Ze burky prochazeji procesem apoptdzy.
Zahrani¢ni publikace ostatnich autord poskytuji obdobné vysledky. Hlavnim
rozdilem je, ze v jejich pracich se vyskytuje vysSi po€et bunék vykazujici pozitivni
signal zelené fluorescence nez v nasi praci. Tato odchylka je pravdépodobné
zpUsobena vySSi citlivosti jejich metody TUNEL oproti nasi metodé.

V dalSi ¢asti nasi prace jsme optimalizovanou TUNEL metodu aplikovali na
HK-2 kontrolni bunky a buriky ovlivnéné cisplatinou (25 uM a 50 uM) po dobu
16 a 20 hodin. U kontrolnich bunék neni patrna zadna fluorescence, protoze
nedoSlo k fragmentaci jejich DNA. Bunky ovlivnéné cisplatinou (25 uM a 50 yM)
vykazuji pozitivni signal fluorescence, coz svédCi o probihajici apoptdze.
Z fluorescencnich snimkl Ize zaznamenat, Ze burky ovlivnéné 25 uM cisplatinou
v obou ¢asech 16 a 20 hodin poskytuji stejny pozitivni signal fluorescence. U bunék
ovlivnénych 50 uM cisplatinou je zfetelny narGst bunék s pozitivnim signalem
v del§im inkuba¢nim €ase 20 hodin. Ze snimkul fazového kontrastu Ize zaznamenat
u bunék ovlivnénych cisplatinou redukovany pocet oproti kontrolnim bunkam. Nase
vysledky koreluji s vysledky prace Choi et al. 2015, kde prokazali pomoci jinych
metod, Ze cisplatina je vhodny induktor apoptozy u HK-2 bunék.

Nasledné jsme optimalizovanou TUNEL metodu pouzili na detekci apoptézy
u kontrolnich bunék HK-2 a bunék ovlivnénych kamptotecinem (2 uM a 10 uM) po
dobu 24 a 48 hodin. Ze snimkl z fluorescen¢niho mikroskopu se kontrolni buriky
jevi viabilné, protoZe neposkytuji pozitivni signal fluorescence. Naopak u bunék
ovlivnénych kamptotecinem (2 uM a 10 uM) je zjevna zelena fluorescence, coz
znaci probihajici apoptozu u bunék. Pfi 24hodinové inkubaci bunky vykazuji nizsi
intenzitu fluorescence oproti bunkdam pfi 48hodinové inkubaci, kdy jsme
zaznamenali vySSi intenzitu fluorescence. PoCet bunék ovlivnénych kamptotecinem
je wrazné nizsi, nez je poCet kontrolnich bunék. V nasi praci jsme potvrdili, ze
kamptotecin dostateCné indukuje apoptézu HK-2 bunék stejné jako v zahraniéni

praci autort Li et al. (2016).
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Na zavér prace jsme aplikovali komercni kit metody TUNEL na HK-2 kontrolni
bunky a buriky ovlivnéné cisplatinou (50 uM; 48 hodin). Princip metody komeréniho
kitu se podoba principu nasi optimalizované metodé TUNEL. Tato moderni metoda
TUNEL vyuziva EdU namisto BrdU a misto protilatek jsou zde pouzity azidy zna¢ené
Alexa Fluor 488. Fluorescencni snimky dokazuji, ze kontrolni buriky nejevi znamky
poSkozeni DNA, proto u nich neni patmy signal fluorescence. Buriky ovlivnéné
50 uM cisplatinou poskytuji jasné viditelnou fluorescenci, coz svédc€i o probihajici
apoptoze. Nase vysledky koreluji s publikacemi ze zahrani€i. Komeréni metoda
TUNEL je senzitivngjSi nez nami zavedena metoda v této diplomové praci, protoze
pfi pouziti komercniho kitu se na fluorescenénich snimcich vyskytuje mnohem vice
bunék a fragmentt bunék s pozitivnim signalem oproti vysledkim nasi metody, kde
byl vyskyt pozitivnich bunék niz8i. Varianta metody TUNEL s EdU je senzitivn&jSi
pravdépodobné diky malé velikosti azidu, které se mohou snadno a rychle dostat
k zaClenénému EdU na DNA oproti protilatkam a diky vytvoreni pevné kovalentni
vazby mezi EAdU a azidy (Salic, Mitchison, 2007). Vyhodami pouziti komercni
metody je mensSi €asova naroCnost a vysoka citlivost a nevyhodou je finanéni

narocnost oproti nasi zavedené metodé.
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7. ZAVER

V nas$ipraci jsme zavedli pouziti TUNEL metody na linii renalnich HK-2 bunék
ovlivnénych cisplatinou pomoci fluorescenéni mikroskopie. Zavedenou TUNEL
metodu jsme aplikovali na HK-2 bunky owvivnéné cisplatinou a kamptotecinem.
Na zakladé fluorescencnich snimkd jsme prokazali fragmentaci DNA bunék
pfi probihajici apoptdze po ovlivnéni bunék cisplatinou a kamptotecinem. Na zaveér
prace jsme pouzili komeréni TUNEL metodu na bunécné linii HK-2 bunék
ovlivnénych cisplatinou a porovnali jsme vysledky se zavedenou metodou pomoci
fluorescenéni mikroskopie. PFi srovnani vysledkd komeréni TUNEL metody
a zavedené TUNEL metody jsme zjistili, Zze komercni metoda je vice senzitivni nez

zavedena metoda.
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