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V soucasné dobé metody bunécné viability jsou dalezitou soucasti preklinickych studii.
Existuje $iroké spektrum metod na rizné bazi, které Ize pro tyto ucely pouzit. Cilem této prace
je porovnani nékterych zakladnich metod, jejich pfesnost a selektivitu, vyhody a nevyhody
aplikace.

Sest riznych 1é¢iv bylo proméfovano péti metodami bun&éné viability — kolorimetrické
metody (MTT, krystalovd violet), fluorimetrické (propidium jodid, calcein-AM) a
luminometrické (ATP) na CHO-K1 bunécné linii.

Vystupem vSech metod jsou hodnoty ICso pro dana 1éciva kvantifikujici jejich cytotoxicitu
v¢. grafického zndzornéni meéteni a smérodatné odchylky. Na zavér jsou jednotlivé metody
porovnany na zakladé ziskané zkuSenosti pii praci a informaci ziskanych pfi teoretickém
prizkumu literatury.

Mezi nejvhodnéjsi metody lze zatadit MTT a ATP esej. Kvili problémiim piti méfeni (napf.
nevhodnost pouziti u adherentnich linii) se jako mén¢ vhodna metoda jevi calcein-AM. Jako
nejmén¢ vhodné metody se potom jevi krystalova violet’ a propidium jodid, kde u krystalové
violeti mohly odchylky v méfeni byt zplsobeny néckolika promyvacimi kroky, a signal
propidium jodidu je méfitelny pouze u vyrazné poskozenych bunék.

Zavérem také je, Ze vzhledem k rozdilim v ziskanych hodnotach u riiznych metod je
doporuceno pouzit vice nez jednu metodu bunécné viability pro studium cytotoxickych t¢inkt

latek ¢i 1éCiv.



ABSTRAKT V ANGLICKEM JAZYCE

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology & Toxicology

Student: Katefina Kankova

Supervisor: doc. RNDr. Jakub Hofman, Ph.D.
Supervisor-consultant: doc. PharmDr. Ondiej Soukup, Ph.D.

Title of diploma thesis: Assessment of drug cytotoxicity using various cell viability tests

Nowadays, cell viability assays are an important part of preclinical studies. There is a wide
spectrum of different methods that can be used for such purposes. This thesis aims to compare
some of the fundamental methods, their accuracy and selectivity, as well as the advantages and
drawbacks of their application.

Six different drugs were measured using five different cell viability assays — colorimetric (MTT,
crystal violet), fluorimetric (propidium iodide, calcein-AM) and luminometric (ATP) on the
CHO-K1 cell line.

The outcomes of all methods are 1Cso values of used drugs assessing their cytotoxicity,
including graphic representations of the measurements and standard deviations. Finally, all the
methods are compared based on experience gained during the experiment as well as information
gained during the theoretical research.

Among the most suitable methods belong the MTT and ATP assay. Due to some difficulties
during the measurement (e.g. unsuitable for use in adherent cell lines) calcein-AM assay
appeared to be less convenient. Crystal violet and propidium iodide assays came out as least
suitable methods, as in crystal violet several washing steps could cause large deviations, and
propidium iodide signal is measurable only in severely damaged cells.

In conclusion, given the differences in obtained results with different methods it is
recommended to use more than one cell viability assay to study cytotoxic effects of substances

and drugs.
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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APC/C

BAK
BAX
BCl-2
BH3
BID/tBID

CAD
CDK
COX
DD
DED
DISC

DMSO
E2F
FADD

HtrA2/Omi
HTS

IAP

ICso

ISA

MCM

MOMP

MTT
NCCD

NSAIDs

Anaphasis Promoting Complex (= anafazi podporujici komplex),
Cyklosom

BCI-2 antagonist/ killer 1

BCI-2 associated X apoptosis regulator

B-cell lymphoma protein 2

BCI-2 Homology 3

BH3-interacting domain death agonist

(=BH3 interagujici agonista domény smrti/ (t — truncated = zkraceny)
Caspase-activated DNAase (= kaspazou aktivovana DNA4&za)
Cyclin-dependent kinase (= cyklin-dependentni kinéza)
Cyklooxygenase (= cyklooxygenaza)

Death domain (= doména smrti)

Death effector domain (= DED doména, efektorova doména smrti)
Death inducing signaling complex (= komplex signalizujici a indukujici
apoptozu)

Dimethylsulfoxid

E2 promoting binding factor (=E2 podporujici vazebny faktor)

FAS associated protein with death domain (= protein s doménou smrti
spojeny s Fas)

High-temperature requirement serinova prote4za

High throughput screening (= vysoce vykonny screening)

Inhibitors of apoptosis proteins (= proteiny inhibujici apoptozu)

50% inhibi¢ni koncentrace

Intrinsic Sympatomimetic Activity (= vnitini sympatomimeticka aktivita)
Minichromosome Maintenance Protein Complex (= minichromozomalni
udrzujici proteinovy komplex)

Mitochondrial Outer Membrane permeabilization (= permeabilizace vnéjsi
mitochondridlni membrany)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
Nomenclature Committee on Cell Death (=komise pro nomenklaturu bunééné
smrti)

Non-Steroidal Antilnflamatory Drugs (= nesteroidni protizanétliva 1éciva)
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PbS

PI

Rb-protein

ROS
SMAC/DIABLO

TCA
THA
TNF(R)
TRAIL(R)

Phosphate Buffered Saline (= fosfatovy pufr)

Propidium lIodide (= propidium jodid)

Retinoblastomovy protein

Reactive Oxygen Species (= reaktivni formy kysliku)

Second Mitochondrial Activator of Caspases, Direct IAP-binding
protein with Low PI (= druhy mitochondrialni aktivator kaspaz, protein
piimo se vazajici na IAP s nizkym PI)

Tricyklicka antidepresiva

Takrin

Tumor Necrosis Factor (receptor) (= tumor nekorzujici faktor)
TNF-related apoptosis inducing ligand (receptor) (= TNF ptibuzny

apoptézu indukujici ligand)
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2. UVOD

Preklinické testovani 1éCiv je zasadnim krokem ve vyvoji novych terapeutickych molekul.
K preklinickému testovani se fadi farmakodynamicky screening, farmakokinetické studie a
studie akutni nebo chronické toxicity, které probihaji na bunéénych kulturach nebo na zvitecich
modelech.

Testovani cytotoxicity na bunécnych kulturach je jednim ze zasadnich krokl in vitro
hodnoceni akutni toxicity 1é¢iv. Zakladnim vystupem méfeni metod je hodnota ICso (50%
inhibicni koncentrace), ktera znaci koncentraci, kterd zptsobi 50% inhibici ristu bunééné
kultury, at’ vyvolanim cytostatického, resp. cytotoxického efektu. Ziskané vysledky Ize poté
vyuzit k dalSimu testovani jako tfeba nastaveni uvodni davky pro bunétné linie a jistou
vypovidaci hodnotu mé i pro navazujici testovani na zvifecich modelech.

Obecné lze tici, ze existuji rizné metody pro studium cytotoxicity, resp. bunééné viability,
které se lisi napf. principem detekce nebo i citlivosti k bunééné smrti. Z hlediska zpisobu
detekce je 1ze rozd¢lit na ,,dye-exclusion® eseje (napf. trypanova modf), kolorimetrické metody
(napt. MTT), fluorimetrické metody (napf. calcien-AM, propidium jodid) a luminometrické
metody (ATP esej). Cilem této prace je porovnat nékteré z nejuzivanéjSich metod z hlediska

jejich vyuzitelnosti, pfesnosti a reproduktibility.
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3. TEORETICKA CAST
3.1. BUNECNY CYKLUS

Pti praci s bunéénymi kulturami, je nutné zachovat vhodné podminky pro jejich kultivaci,
aby se buniky mohly d€lit a rtst. Podstatou je, ze mateiska buiika zdvojnasobi sviij obsah a
béhem bunécného déleni se rozdeli na dvé dcetiné bunky, které jsou s ni geneticky shodné.
Cyklus se poté opakuje a dochazi k dalsim bunéénym délent.

Bunéény cyklus 1ze tedy charakterizovat jako sled déji vedouci k rozmnozeni vSech zivych
bunék. Béhem tohoto procesu dochazi k celé fad¢ dejh, které maji za disledek vlastni rust
buiky a jeji déleni. Prubéh a délka bunééného cyklu se mohou vyrazné lisit u rtiznych typt
bunck — napt. u bakterii a kvasinek vznika cely novy organismus.

Bunéény cyklus eukaryotickych bun¢k miize byt rozdélen do dvou zadkladnich fazi —

interfaze (G, S a Gy faze), a metatize (M-faze).

3.1.1. M-faze
M-tfaze neboli mitoéza je vlastni bunééné déleni, kdy dochazi k rozdéleni jedné mateiské

buiiky na dvé dcefiné bunky. M-fazi 1ze rozdélit na karyokinezi a cytokinezi.

Karyokineze

Karyokineze neboli jaderné délent je proces, kdy dochazi k rozdéleni genetického materidlu
do dvou dcefinych jader.

Béhem profaze dochéazi ke tfem zékladnim déjim: ke kondenzaci chromatinu za vzniku
chromozomi, formaci mitotického vieténka a rozpadu jaderného obalu V. Zasadni roli
v kondenzaci hraji dva proteinové komplexy. Prvni je tvofeny kondensinem a topoisomerazou
IT a je ptimo zodpoveédny za vlastni kondenzaci chromatinu. Druhy je tvotfen kohesinem, ktery
udrzuje sesterské chromatidy pii sobé a umozni tak vznik chromozomu. Rovnéz dochazi
k rozstépeni centrozomtl, které se rozchazi k opa¢nym poliim buiiky. Centrozom zde slouzi jako
organizator vlastniho svazku mikrotubull ¥. Nejdfive dochazi k nukleaci mikrotubulii v okoli
centrozomu, coz vede ke vzniku struktury ve tvaru hvézdy. Mikrotubuly maji zdporny konec,
kterym se vazou k centrozomu, a pozitivni konec, na kterém vysokou rychlosti polymerizuje
tubulin . Svazky mikrotubull tak davaji vznik tzv. mitotickému vieténku. V pozdni profazi
dochazi také ke vzniku kinetochort, coz jsou proteinové komplexy na chromozomech

umoziiujici vazbu chromozomi na mikrotubuly mitotickych vietének @.
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Aby se mohly mikrotubuly navazat na kinetochory chromatid, musi nejdiive dojit k rozpadu
jaderného obalu. Tento rozpad zafind vazbou komplexu cyklin B — CDKI1 s jadernou
membranou, jadernymi pory nebo jadernou laminou. Vzniklé fragmenty jsou ve formé vezikul
dispergovany v prostiedi bunky nebo ptechazeji na endoplazmatické retikulum. Vezikuly poté
segreguji do dcefinych bungk, kde z nich vznikne zpét jaderny obal (V.

V okamziku, kdy se rozpadne jaderny obal na malé membranové vacky, zaina prometafaze
@, B&hem ni dochazi k navazani chromozom® na mikrotubuly mitotického vfeténka.
Kinetochory jsou umistény v oblasti centromery na opacnych stranach sesterskych chromatid,
coz umoznuje navazani mikrotubuld z obou stran chromozomu.

Nasleduje metafaze, kdy dochézi k uspotadani chromozomi do ekvatoridlni roviny za
vzniku tzv. metafazové desticky. Pfesny mechanismus tohoto procesu neni znamy, ale zvazuje
se podil mikrotubularnich motorovych proteint, narfistani a odbouravani mikrotubul @.
Rovnovaha mezi nartstanim a odbouravanim mikrotubull je zasadni pro spravny prubéh nejen
metafaze, ale i dalSich fazi bunéného cyklu. Tato rovnovaha mtze byt naruSena piisobenim
tzv. mitotickych jedi, coz jsou latky, které zabranuji bud’ polymeraci nebo depolymeraci
mitotického vieténka. Piikladem takovéto latky je kolchicin, ktery brani polymeraci
mitotického vieténka vazbou na tubulin. Opaéné pusobi napt. paklitaxel, ktery zabranuje
depolaraci nadmérnou stabilizaci mitotického vieténka @ ).

Bunika dale pokracuje do anafaze, kdy dojde k naruSeni spojeni mezi sesterskymi
chromatidami proteolytickymi enzymy, coz vede k segregaci neboli pohybu jednotlivych
chromatid k opaénym péliim buiiky. Pohyb k opa¢nym polim buiky je vysledkem dvou na
sobé nezavislych procesi — v anafazi A jsou kinetochorové mikrotubuly zkracovany
depolymeraci a pfipojené chromozomy jsou tak od sebe odtahovany, zatimco jako anafaze B je
oznadovan pohyb vlastnich péli od sebe V@, Vysledkem jsou pak dcefiné chromozomy, které
jsou rozdélené do dvou identickych sad.

Posledni fazi mitdzy je telofaze, kde se kolem kazdé nové vzniklé sady chromozomi vytvaii
novy jaderny obal, coz vede ke vzniku dvou dcefinych jader. Po vzniku jaderného obalu dochazi
k priniku jadernych proteinti do jadra, jadro roste, chromozomy dekondenzuji a je obnovena
transkripce genti ®. Mitoticka vieténka jsou depolymerovand zpét na tubulinové monomery,

které budou vyuZity na tvorbu cytoskeletu dcefinych bungk @,
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Cytokineze

Cytokineze je proces, kdy dochazi k rozdéleni cytoplazmy a bunécnych organel do
vzniklych dcefinych bunék. Cytokineze zacind uz béhem anafaze, ale proces je ukoncen az po
vzniku dcefinych jader. Na pocatku dochazi k tvorbé kontraktilniho prstence, kde mitotické
vieténko urcuje rovinu déleni cytoplazmy. Zaroven dochdzi ke svrasténi cytoplazmatické
membrany za vzniku délici ryhy, kterd je kolma k podélné ose mitotického vieténka. Je tak
zajisténo, Ze dojde k cytokinezi mezi nové vzniklymi dcefinymi jadry )@,

Kontraktilni prstenec je tvofen hlavné ze svazkii aktinovych a myozinovych filament. Zac¢ina
se tvorit uz vanafazi, kdy je pfipojen k proteinim asociovanym s vnitfni stranou
cytoplazmatické membrany (V. K vlastnimu rozdéleni na dvé dcefiné buiiky dochazi diky

pohybu aktinu proti myozinu. Kontraktilni prstenec po dokonceni cytokineze zmizi.

Mitdza x meidza

Nakonec je nutné podotknout, Ze mit6za probiha u diploidnich bunék, coz jsou buitky majici
dvé sady chromozomil. U haploidnich bunék, tedy bunék s jednou sadou chromozomi (napf.
gamety), se proces bunééného déleni oznacuje jako meidza. Podstatou meidzy je vznik Ctyt
haploidnich bunék z jedné diploidni buiiky. Hlavnim rozdilem oproti mitdze je, Ze dochazi ke
dvéma bunécnym délenim hned po sobé. Béhem prvniho bunééného déleni se homologni
chromozomy k sob¢ ptikladaji jesté pted vlastni vazbou na mitotické vieténko. Dochézi tak k
parovani chromozomt a vznikaji utvary oznacované jako bivalenty, které jsou u sebe drzeny
pomoci synaptonemdlniho komplexu. Béhem prvniho bunééného déleni tedy dochézi
k oddéleni celych homolognich chromozoml do dcefinych bun€k, ¢imZ dojde k redukci
genetické informace na polovinu. V druhém bunééném déleni dochdzi u obou bunék jiz pouze
k oddéleni sesterskych chromatid béhem anafize, coz vede ke vzniku celkem ¢tyf dcefinych
bungk s jiz redukovanym poctem chromozomti.

U bivalenti miiZe také dochazet ke genetické rekombinaci (oznaCované €asto jako ,,crossing-
over“) béhem profaze 1. Dochdzi tak k vyméné c¢asti chromatid mezi nesesterskymi
chromatidami. Diky crossing-overu tak dochazi ke vzniku jedinci se zcela jedinecnou
genetickou informaci @.

Nondisjunkei se zna¢i abnormalné probihajici meidza, kdy nedochazi k oddéleni homologh
béhem anafdze. Z toho vyplyva, ze nékterd buitka ma chromozom navic a u jiné bunky
chromozom chybi. V piipadé nondisjunkci obvykle dochédzi k zaniku embrya, protoze

numerické aberace jsou obvykle s zivotem neslucitelné. Néktera ale prezivaji a u jedinct se
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nondisjunkce projevi jako genetické onemocnéni (napt. Downova choroba — trisomie

chromozomu ¢&islo 21 @,

3.1.2. Interfaze

Po uspésné mitdze buiika vstupuje do Gi-faze. Béhem G; faze je buiika aktivni hlavné na
biochemické urovni — dochazi k syntéze bunécné hmoty, tvorbé organel, syntéze RNA a
proteintl, tedy obecné k bunéénému ristu. Délka Gi-faze se u riznych typti bun¢k muize lisit.

Nasleduje S-faze, neboli faze synteticka, kdy dochézi k replikaci veskeré jaderné DNA. Na
konci S-faze se v buiice nachazi dvojnasobné mnozstvi DNA.

Ne vSechny buniky prodélavaji klasicky bunéény cyklus. U nékterych bun€k nemusi dojit
k S-fazi, ale misto toho vstupuji do tzv. Go-faze. Tato faze se oznacuje za neaktivni nebo
klidovou, kdy se buiika dale nemnozi. Pfikladem bun¢k, které se nachazi v Go-fazi trvale jsou
nervové nebo svalové buniky. U nékterych bunék v Go-fazi miiZze dojit pisobenim vnégjSich
faktori (tzv. mitogennich) k preklenuti do Gi-faze a znovuobnoveni aktivniho bunééného cyklu
)

Po zmnozeni genetické informace v S-fazi bunka vstupuje do Gz-faze, neboli do ,,piipravné
faze*. Z nazvu vyplyva, Ze se jedna o proces, kdy se buiika pfipravuje na vlastni bunécné déleni
— dochazi tedy k postreplikaénim opravam, chromatin se vaZe na histony a dochazi k postupné

kondenzaci chromozomi .
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3.1.3. Kontrola buné¢ného cyklu

U vsech jednojadernych bunék je nutné, aby bunécné déleni bylo v rovnovaze s bunéénym
rustem, protoze pokud by doslo k né¢kolika déleni po sobé bez moznosti syntézy potiebnych
organel, proteinll a cytoplazmy, je mozné, ze vysledné bunky budou pfili§ malé, aby prezily.
Naopak, pokud by buiky vyrostly pfili§ pfed de€lenim, mlze dojit k poruse nékterych
bunécnych funkci. Z tohoto diivodu je nutné, aby bunécné procesy byly precizné kontrolovany.
V piipadé ztraty kontrolnich mechanismi muze dojit k nadmérnému a neorganizovanému
mnozeni bunék a rozvoji naddorovych onemocnéni ©).

Kontrola bunééného cyklu probihd pomoci tzv. check-point surveillance mechanismu.
Jedna se vlastné o kontrolni body v riznych fazich bunécného cyklu, kdy buiika kontroluje, zda
vSechny procesy probihaji spravné, aby nedoSlo k pfed¢asnému zahéjeni novych dé&u pred
ukoncenim predeslé faze. Jako kontrolofi slouzi heterodimerni proteinkindzy, které¢ se skladaji
ze dvou podjednotek: cyklinu (regulacni podjednotka, bez enzymatické aktivity) a cyklin-
dependentni kinazy (= CDK, katalytick4 podjednotka). Tyto kindzy reguluji aktivitu velkého
mnozstvi proteint podilejicich se na replikaci DNA, transkripci, mitdze, a dalSich dilezitych
bunéénych procesech. Hlavnim mechanismem piisobeni téchto proteinkindz je fosforylace
cilovych proteini ve specifickych regulacnich mistech, ¢imz dojde k jejich aktivaci nebo
inhibici ©.

Koncentrace cyklinli se méni v zavislosti na fazi buné¢ného cyklu, oproti tomu koncentrace
cyklin-dependentnich kinaz se tolik nelisi, ale katalytickou funkci maji pouze po spojeni
s cyklinem. Z toho vyplyva, Ze spravna regulace mnozstvi cyklinli v butice je zcela zasadni pro
spravny prub&h a nacasovani jednotlivych fazi bunééného cyklu. Hladina urcitého cyklinu
postupné roste v riznych fazich bunééného cyklu, a pak v urcité fazi zase prudce kles4, pfi¢emz
cykliny jsou degradovany polyubikvitinaci. Navic se jedna cyklin-dependentni kindza véaze
pouze s nékolika malo cykliny, ¢imZz je zachovana pomérné¢ vysoka specifita pii fizeni

bunééného cyklu ©.

G1 kontrolni bod

Tento kontrolni bod tidi priichod z G do S-faze a zabranuje progresi bunééného cyklu
s poskozenou DNA. Navic reguluje geny podilejici se na syntéze proteini dulezitych pro
replikaci DNA — jedna se hlavné o enzymy podilejici se na syntéze deoxynukleosidtrifofati,

DNA-polymerazy, a mnoho dalSich.
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ktery se vaze na E2F, coz ma za vysledek inhibi¢ni plisobeni na transkripci. Na tirovni tohoto
kontrolniho bodu funguji dva hlavni kinazové komplexy, CDK4/6-cyklin D a CDK2-cyklin E,
které vyvolaji fosforylaci Rb proteinu, coz vede k jeho odstépeni od E2F. Aby tedy mohlo dojit
k ptechodu do S-faze, je nutna fosforylace Rb proteinu zminénymi CDK-cyklin komplexy. Tato
fosforylace vede k disociaci Rb proteinu z Rb/E2F komplexu, coz umozni transkripci gent
dalezitych pro spravny prubéh replikace DNA a progresi bunééného cyklu — napf. cyklin E.

Dalsi progrese je pak spojena s aktivaci CDK2/cyklin E komplexu, ktery je zodpovédny za
pocatek S-faze. Pokud bunky ptechazi do Go-faze, tak je tento komplex inhibovany pomoci
proteinu p27 (inhibitor CDK z Cip/Kip rodiny). Inhibice proteinem p27 ale miize byt kdykoliv
prerusena riiznymi mechanismy ©.

U vysSich organismt je bunéény cyklus regulovan aktivitou hlavné tohoto kontrolniho bodu.
Existuje velké mnozstvi riznych signalt, které mohou vést k zastaveni bunécného cyklu nebo
vést k aktivaci bunééné smrti. Mezi né patii napt.: ptitomnost TGF-B (transforming growth
factor), poskozeni DNA, starnuti bunky nebo nedostatek rastovych faktori, a vysledkem je
indukce tzv. inhibitort cyklin-dependentnich kindz, které brani dalsi progresi bunééného cyklu
© U zivo¢ichi byly popsany dvé rodiny inhibitorit CDK. INK4 genova rodina, kam fadime
napt. p16™K42 1] 5INK4D 151 QINKde 5 1]19INK4d g6 va7e na CDK4 a CDKG6 a tim inhibuje asociaci
s cyklinem D a pocatek S-faze. Druhou rodinou inhibitortt CDK je Cip/Kip genova rodina, kam
pati p21°P! | jiz zminény p27%P! a p5S7XiP2, ktera se vaZe jak na podjednotky cyklinu, tak cyklin-
dependentnich kindz a mtze ovliviiovat aktivitu riznych komplexi (napt. CDK/cyklin D-, E-

A- a B-komplexi) 7.

S-fazovy kontrolni bod

S-fazova CDK je syntetizovana jiz v pozdni Gi-fazi, ale je ihned inhibovéana vazbou na
inhibitory CDK. Pfi maximalni aktivit¢ G; CDK/cyklin komplext dochazi k fosforylaci této
vazby a dojde tak kreaktivaci S-fazovych CDK. Néhly vzriast aktivnich S-
fazovych CDK/cyklinovych komplexti vede k postupné aktivaci replikace ©.

Soucasti S-faze jsou rovnéz kontrolni body hlidajici poSkozeni DNA. Tyto checkpointy se
od ostatnich mirné¢ 1i§i — v pfitomnosti poskozeni DNA nedochdzi totiz ke kompletnimu
zastaveni bunécného cyklu, ale pouze k jeho zpomaleni. Podstatou mlize byt napt. zabranéni
zahajeni replikace v jejim pocatku nebo zpomaleni replikacni vidlicky pifed mistem s

poskozenou DNA ®)
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Kromé¢ zajisténi, ze vSechny dé&je probihaji spravné a nedochéazi ke vzniku chyb, je nutno
také zajistit, aby genom bunky byl replikovan pouze jednou za jeden bunécny cyklus. Pro tento
d¢j je zasadni aktivita MCM (Minichromosome maintenance) helikazovych komplext, které
»davaji povoleni* k poc¢atku replikace. MCM proteiny se mohou do replika¢niho mista navazat
pouze béhem Gi-faze, coz umozni replikaci DNA po vstupu buniky do S-faze. Po zapoceti
replikace dochézi k odstépeni MCM z replikacniho pocatku, coz pak zabranuje opakované

aktivaci replikace DNA ©)

G2 kontrolni bod

G2 checkpoint zabratiuje zapoceti mitdzy pied dokoncenim S-faze, a tak zajiSt'uje, Ze buika
s nedokoncenou replikaci nebo poskozenou DNA nemiize genetickou informaci piedat do
dcefinych bungk ©.

MPF (Maturation-promoting factor) je komplex skladajici se z CDK1 a cyklinu B. Cyklin
B je v sav¢ich bunikdch produkovan béhem Gi-faze, kde uz vytvaii komplexy s CDKI1, ale je
udrzovan v inaktivnim stavu vazbou specifickych tyrosinkindz, coz umoznuje akumulaci
inaktivnich CDK1/cyklin B komplexti v buiice. Progrese do M-faze je pak umoznéna aktivaci
tohoto komplexu defosforylaci CDK1 pomoci CDC25 fosfatazy. Aktivovana CDKI1 je navic
zodpovédna za degradaci cyklinu B, ktera nasledné vede naopak k inaktivaci CDK1. To ma za

vysledek ukonceni mitézy, zapodeti cytokineze a interfize © (1%,

Ubikvitin-protein ligazy

Ubikvitin je protein, ktery hraje zasadni roli v regulaci cetnych bunécnych funkci a je
soucasti ubikvitin proteazomového systému. Vaze se na lysinové zbytky riznych bunécnych
proteinii a tim je oznacuje k degradaci proteazomem. Ubikvitin-protein ligdzy jsou tedy
enzymy, které umoziuji vazbu ubikvitinu k lysinovym zbytkim proteint V.

Mezi ubikvitin-protein ligdzy patii napt. SCF (Skp, Cullin, F-box containing complex) a
APC/C (Anaphase-promoting complex). Tyto komplexy reguluji prichod ve tiech hlavnich
bodech bunécného cyklu: z Gi do S-faze, z metafaze do anafaze, a z anataze do telofaze, jak
kontrolou spravné funkce vlastnich kontrolnich bodi, tak kontrolou koheze mezi sesterskymi
chromatidami. Navic diky tomu, Ze polyubikvitinace je proces vedouci k degradaci ozna¢eného
proteinu (coz je ireversibilni proces), probihd bunécny cyklus jen jednim smérem. Jako ptiklad
jejich funkce se lze podivat na metafazi. Po spojeni kinetochorti s mitotickym vieténkem a

vyrovnani chromozomil do ekvatoridlni roviny dojde k polyubikvitinaci sekurinu (protein,
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ktery brani degradaci proteinu spojujiciho sesterské chromatidy) APC/C ubikvitin-protein
ligazou. V dusledku toho dochézi k oddéleni sesterskych chromatid na poc¢atku anafaze. APC/C
ubivitin-protein ligdza po oddéleni sesterskych chromatid navic degraduje mitotické cykliny,
dochazi tak k rychlému poklesu mitotickych cyklin-CDK, coZ umozni nastup telofaze ©.

Schéma bunééného cyklu a zdkladniho ptsobeni kontrolnich bodi 1ze vidét na Obrazku 1.
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Obrazek 1. Schéma bunécného cyklu a kontrolnich bodii.

Mitogenni signaly vedou k aktivaci komplexii cyklinu a CDK, coz v burice ma za dusledek preklenuti z klidové
Gy zpét do aktivni G a dalsi progresi bunécného cyklu. Tyto komplexy fosforyluji nékolik cilovych proteinii — napr-
Rb protein, jehoz hyperfosforylace utlumi jeho inhibicni piisobeni a vede k aktivaci transkripce pres E2F
transkripcni faktory. V pripadé bunécného poskozeni dochazi k aktivaci proteinii z rodin INK4 a CIP/KIP, které
funguji jako inhibitory ristu a progrese bunecného cyklu.

Na progresi pres S-fazi az do mitozy se podili dalsi proteiny — PLK-1 nebo Aurora A a B. V pripadé poskozeni
DNA dojde k zastaveni cyklu pomoci CHK2 a p53 v G nebo pred CHKI v S a G»-fazi.

Fialoveé ovaly — pozitivni regulatory progrese bunécného cyklu, modré ovaly — negativni regulatory progrese

bunécného cyklu, P v krouzku znaci fosforylaci.

CHK1/CHK?2 (Checkpoint kinase), CIP/KIP (CDK interacting kinase/ Kinase inhibitory protein), PLKI (polo-
like kinase-1), CDC25 (cell division cycle 25), CDK (cyclin dependant kinase), INK4 (Inhibitor of cyclin dependant
kinase 4), E2F (E2 promoting binding factor), Rb (retinoblastoma protein).

Pievzato z: Otto; Sicinski (2017) (Y.
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3.2.  BUNECNE KULTURY

Buné¢nou kulturu Ize definovat jako umeéle péstovanou kulturu z bunék ziskanych ze
zvitecich nebo rostlinnych tkani, ktera slouzi k experimentdlnim, nebo i jinym tcelim (2.
Bunécna linie je potom charakterizovana jako linie tvofend pouze jednim typem bunék, kterd
muze byt péstovana po limitovany pocet pasazi (obvykle se udadva 25-30) nebo do nekonecna
(14)

Z morfologického hlediska, Ize rozliSovat tzv. adhezivni bunky a suspenzni buniky. Zda bude
bunécna linie adhezivni nebo suspenzni zalezi na pivodu bunck. Bunky vychazejici z krevni
fady nebo leukemické bunky jsou suspenzni a rostou pfimo v zivném mediu bez uchyceni na
kultivaéni ldhev — tzn. volné plavou v Zivném médiu. Naopak buriky izolované z pevnych tkani
jsou adhezivni a rostou v monovrstvé na dné kultivacni 1dhve. Adhezivni buiiky pak lze dle
puvodu dale délit na endotelialni, epitelidlni, neuronalni a fibroblasty ¥ (3 Pfiklady

jednotlivych bunéénych linii lze vidét v Tabulce 1.

BUNECNA . y
PUVOD TYP BUNEK
LINIE
HL60 Bélosska promyeloidni leukemie =~ Suspenzni — lymfoblast
BAE-1 Bovinni aorta Adhezivni — endotelidlni
HeLa Lidsky cervikalni karcinom Adhezivni — epitelidlni
SH-SYSY Lidsky neuroblastom Adhezivni — neuronalni
CHO Ovaria ¢inského kiecka Adhezivni — fibroblast

Tabulka 1. Priklady bunécnych linii a jejich puvod.

Upraveno a pievzato z: Merck 19,

3.2.1. Typy bunéénych linii

Imortalizovand bunécna linie

Imortalizované bunééné linie maji schopnost se nekone¢né délit. Tento typ bunéénych linii
je obvykle ziskan izolaci z nadorové tkané (napt. HeLa buiiky) nebo modifikovan z redlnych
linii pomoci metod molekularni biologie zajiSt'ujici napt. regulaci bunécného cyklu, a tedy i
nesmrtelnost bunék. Vyhodou tedy je, Ze je (teoreticky) lze pouZzivat po nekoneéné mnozstvi
cykll a obvykle prezivaji i hor§i podminky. Zaroven jsou homogenni, dobfe diferencované a
prace s nimi je pomérn¢ jednoducha a poskytuje reproduktibilni vysledky. Na druhou stranu

kvali tomu, Ze byly uméle upraveny pro nekonec¢né d€leni, dostatecné nereprezentuji realné
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prostfedi. Navic i zde mlze dojit k dal$im zménadm v bunééném fenotypu, proto je dilezité je
pravidelné kontrolovat a vyhnout se pouzivani bunék, které byly jiz mnohokrat pasdzovany.
Ptikladem imortalizovanych bunécnych linii jsou napt. HeLa, CHO nebo SH-SY5Y bunécné
linie (4 (16 (7).

Primarni buné¢na linie

Primérni bunky jsou odvozeny pfimo z tkdné a jsou péstovany jako explantaty nebo jako
suspenzni linie. Na rozdil od imortalizovanych linii jsou heterogenni (vyskytuje se zde vice
typt bunék), nejsou tak dobfte diferencované a pomaleji se déli. Prace s primarnimi bunéénymi
ptezivaji pouze omezenou dobu. Na rozdil od imortalizovanych linii maji priméarni bunky
zachovany ptivodni fenotyp, avSak pouze po omezenou dobu ¢i omezeny pocet pasazi. Diky
témto charakteristikam 1épe simuluji in vivo prostiedi a jsou pro vyzkumné projekty Casto

preferovany (14 (1516 17)

Kmenova bunééna linie

Kmenoveé bunétné linie jsou ve vyzkumu velmi populérni, hlavni diky jejich neomezenému
rustu a plasticité. Jednd se o pluripotentni buiiky s unikatni schopnosti sebeobnovy nebo
diferenciace v jakykoliv bunéény typ pfi kultivaci v pfitomnosti vhodnych stimuli jako jsou

napt. hormony nebo riistové faktory (14 (1),

3.2.2. Rust bunécnych kultur

Zajisténi spravného ristu bunék je zcela zasadni pro presné vysledky pii préci s buitkami.
Rist bunéénych kultur se obvykle da rozdélit do Ctyt zakladnich fazi. Prvni fazi je tzv. lag faze,
kterd nastava obvykle po rozmrazeni buné€k, kdy se buniky pfizpiisobuji prostedi kultivaéni
lahve —u adhesivnich bun¢k dochézi k pfichycovani. V lag fazi se buiiky obvykle nedéli, nebo
se déli jen velmi omezené. Nésleduje log faze, neboli ristova faze, kdy dochazi k aktivnimu
déleni bun¢k a exponencialnimu ristu — je tedy nejvhodnéjsi pro experimentalni prace. Pro co
nejdelsi udrzeni log faze je nutné bunécné kultury pravidelné pasadzovat (obvykle pii konfluenci
60-80 %), jinak hrozi jejich pfemnozeni, coZ mize vyvolavat stres (nedostatek prostoru pro
rust, nedostatek Zivin v médiu, hromadéni toxickych metaboliti apod.) aZ bunécnou smrt. Tieti
fazi je faze plateau (neboli stacionarni faze), ktera nastavd poté, co buinky dosahnou

maximalni konfluence. Tato faze je charakterizovana rovnovahou mezi bunéénym délenim a
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bunéénou smrti. Postupné dochédzi ke zpomalovani bunécného ristu a buiiky jsou obecné
nejnachylnéjsi k poskozeni. Posledni fazi je bunécna smrt, ktera je vzdy pfirozenou soucasti
bunééného cyklu. Populace Zivych bunék postupné klesa ¥ 8 U9 Grafické znazornéni fazi
rustu bunéénych kultur Ize vidét na Obrazku 2.

E 3

Stationary phase

Death phase

Log phase

Number of cells (log)

Lag phase

v

Time (days)
Obrazek 2. Faze ristu bunécnych kultur.

Lze rozlisit ¢tyri zakladni faze ristu bunécné kultury: lag fazi — pocatek rustu, log faze — exponencialni riist,

plateau staciondrni faze — zpomalovani naristu bunék, a bunécnou smrt.

Prevzato z: Straube, Miiller; Leica Microsystems (2016) (),
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3.3. BUNECNA SMRT

V mnohobunécnych organismech je kladen diraz na udrzovani homeostazy mezi poctem
bunék, které vznikaji bunécnym délenim, a poctem poskozenych nebo nepotiebnych bunék,
které jsou odstraniovany. Tento neustaly obrat bunck je naprosto zasadni pro spravny rozvoj
struktur (v lidské anatomii napt. pro rozvoj prsti) i fyziologické obmény napt. u bunék
gastrointestindlniho traktu ¢i krevnich elementt.

Razné typy bunky umiraji mnoha riiznymi cestami a mechanismy, které jsou dnes
definovany hlavné na zékladé morfologickych zmén, které l1ze sledovat pod mikroskopem.
NCCD (Nomenclature Comittee on Cell Death) vytvorila kritéria, kterd umoziuji klasifikaci
bunééné smrti na zaklad¢ riznych morfologickych zmén, ke kterym pii téchto procesech

dochéazi ?9. Mezi nejzakladngjsi typy bunééné smrti patii apoptoza, autofagie a nekroza.

3.3.1. Apoptoza

Apoptoza je proces, kdy buiika prestava riist a rozvijet se a prochazi sledem déja, které vedou
k bunééné smrti, bez vyliti bunééného obsahu do okolni tkané @Y. Jedna se tedy o typ
programované bunécné smrti (n€kdy oznacované jako bunécnd sebevrazda) vrcholici aktivaci
kaspaz, které Sté€pi bunéné komponenty a pfipravuji tak buniku na pohlceni fagocyty. Jedna se
o aktivni proces, ktery vyZaduje ptisun energie ve formé ATP. Dle zpiisobu aktivace l1ze rozlisit

dvé zékladni drahy apoptozy — vnitini a vnéjsi.

Vnitini (mitochondrialni) apoptické draha

Dle NCCD se jedné o formu programované bunécné smrti, kterd vzniké na podkladé¢ zmén
v mikroprostiedi buiiky. Tyto zmény se pak dle literatury mohou déle rozliSovat dle pfitomnosti
faktori na negativni (napt. nedostatek ristovych faktor, hormont, cytokini) a na pozitivni
signaly (radiace, hypoxie, hypertermie, virova infekce, volné radikaly apod.) ??. Po celou dobu
je vné¢jsi plazmatickd membrana buiiky neporusena a je zachovana urcitad metabolicka aktivita
buniky. Podstatou vnitini dréhy je poruSeni permeability vné&j$i mitochondridlni membrany
(MOMP). Pokud MOMP postihne jen limitovany pocet mitochondrii, nedojde az k aktivaci
apoptozy, ale jen vyvola vysokou genovou nestabilitu 3.
proapoptickych BH3-only proteinti. BH3-only proteiny lze rozdélit do dvou skupin —
aktivatorové (napt. PUMA a tBID), které fyzicky interaguji s mitochondridlnimi zasobami

BAX a BAK proteinil, coz vede k jejich konforma¢nim zménam az do aktivniho stavu. Druhou
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skupinou jsou senzibilizatorové proteiny, které se vazi na antiapoptické proteiny a umoznuji
tak odblokovani aktivatort.

Jak jiz bylo naznac¢eno, uvolnéné proapoptické proteiny interaguji a aktivuji mitochondrialni
zasoby BAX a BAK proteint. Jedna se o esencialni proces, ktery umozni permeabilizaci vnéjsi
mitochondridlni membrany, ktera je podstatou vnitini apoptické drahy. Za béznych podminek
BAX neustale méni svou polohu mezi vnéjs$i mitochondridlni membranou a cytoplazmou, kde
se nachazi vzdy ve formé& neaktivnich monomerd nebo dimerti ?¥. Po aktivaci apoptozy je
translokace BAX do cytoplazmy pferusena. BAK naproti tomu je pevné zakotven ve vnéjsi
mitochondrialni membrané. BAX a BAK proteiny mohou byt kromé proapoptickych BH3-only
proteint aktivovany napft. spoleénym puasobenim PIN1 (Peptidyl-propyl cis/trans isomerase,
NIMA-interacting) a p53 nebo serin/threoninovou kinazou ATR (Ataxia telangiectasia and
Rad3 related), detergenty, specifickymi protilatkami nebo jinymi dal$imi ptisobky ).

Aktivované BAX a BAK spolecné s dalSimi multidoménovymi proteiny vytvaii kompaktni
shluky, coz umozni tvorbu poéru ve vngjsi mitochondridlni membrané. Velikost pora
v membrané je pfimo Umérnd mnozstvi aktivovanych BAX. Po vytvotfeni porli ve vnéjsi
mitochondridlni membrané dochédzi k uvolnéni apoptogennich faktorli, které se normalné
vyskytuji v mezimembranovém prostoru mitochondrii. Jednd se o cytochrom-C (molekula
zodpovédna =za transport -elektronii v dychacim fetézci), SMAC/DIABLO (Second
Mitochondrial Activator of Caspases, Direct IAP-binding protein with Low PI) a o serinové
protedzy HtrA2/Omi (High temperature requirement serinovd protedza) *¥ *¥ 9.

Uvolnény cytochrom C se dale vaze na monomery APAF-1 a prokaspdzu-9, coz umozni
getné konformaéni zmény a vznik tzv. apoptozomu V. Apoptozom lze definovat jako
supramolekularni komplex, ktery umoznuje aktivaci kaspazy 9. Aktivovana kapsaza 9 pak dale
vede k aktivaci exekucnich kaspaz 3 a 7, které jsou zodpovédné za vlastni rozklad savéich
bunck. Proapoptickd aktivita SMAC/DIABLO a HtrA2/Omi spociva v interakci s IAP
(Inhibitor of Apoptosis Proteins), které inhibuji aktivitu kaspaz @ ?®. Zakladni schéma vnitini

apoptické cesty lze vidét na Obrazku 3.
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Obrazek 3. Schéma vnitini apoptické cesty.

K aktivaci vnitini apoptické cesty dochazi v pritomnosti bunécného stresu (napi. pusobeni UV nebo
chemoterapeutik, ischemie apod.). Zakladnim déjem je permeabilizace vnéjsi mitochondrialni membrany, ktera
vede k uvolnéni cytochromu c, ktery v cytoplazmé vytvari komplex s APAF-1 a inaktivni kaspdzou 9. Timto dojde
k aktivaci iniciatorové kaspazy 9, kterd dale aktivuje exekucni kaspazy 3, 6 a 7, které jsou zodpovédné za bunécnou

apoptozu.

PI3K (phosophatidylinositol-3-kinases), Akt (RAC-alpha serin/threonine-protein kinase), Bad (BCL2-
associated agonist of cell death), Bid (BH3 interacting domain death agonist), tBid (truncated Bid), Bak (BCL-2
antagonist/killer 1), Bax (BCL-2-associated X protein), Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2), Bcl-XL (B-cell
Leukemia X Long), Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1), PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis), Noxa
(NADPH oxidase aktivator 1), APAF-1 (apoptotic protease activating factor 1), ATP/dATP

(adenosintriphosphate/ deoxyadenosintriphosphate).

Prevzato z: Creative Diagnostics .

Katalytickd aktivita kaspdz ma za kol vyvolavat morfologické a biochemické zmény
vedouci k zaniku bunky. Kaspdza 3 vyvolava fragmentaci DNA a dale je zodpovédna za
expozici fosfatidylserinu. Fosfatidylserin je za normalnich podminek lokalizovan hlavné na
vnitini strané mitochondrialni membrany, coz je umoznovano ATP-dependentni flipazovou

aktivitou proteinit ATP11A a ATP11C. Oba tyto proteiny obsahuji vazebné misto pro kaspazu
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3, kterd zpusobi ireversibilni inaktivaci jejich flipdzové aktivity, coz ma za nasledek kumulaci
fosfatidylserinu vné mitochondridlni membrany.

Vnitini apopticka cesta je blokovana antiapoptickymi faktory z rodiny BCI2 (napt. BCI2,
MCL1, BCI-XL apod.). Exprese téchto proteinli vede k vazbé na proapoptické proteiny (napf-.
BID a PUMA), coz znemozni aktivaci BAX a BAK, zé4sadnich proteind pro tvorbu péru ve
vngj$i mitochondridlni membrané. Antiapoptické proteiny mohou i pfimo vyvazovat BAX a
BAK @9 Farmakologickd interakce na této Urovni méa velky vyznam v klinickém
onkologickém vyzkumu, kde se sleduje vyvoj BH3-mimetik jako latek, které cili na
antiapoptické proteiny a zvysuji tak citlivost bun¢k k apoptoze. V soucasné dobé jiz existuje
registrovany piipravek pod obchodnim nazvem Venclyxto (venetoklax), ktery je indikovan
v kombinované terapii u krevnich nadort 3.

Aktivita exekucnich kaspaz je za fyziologickych podminek v bufice negativné regulovana
proteiny ze skupiny IAP. K TAP se tadi napt. XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein),
ktery je pfimo navéazan na kaspazach a fyzicky blokuje aktivni misto kaspaz. Jinymi IAP jsou
pak BIRC2 (Baculoviral IAP repeat containing protein) a BIRC3, které inhibuji apoptickou
aktivitu navySenim antiapoptickych faktorii, podporou degradace SMAC/DIABLO nebo napf.

inaktivaci kaspaz ubikvitinaci 3 @9,

Vnéjsi (receptorova) apopticka draha

Vngéj$i apoptickou drdhou je oznacovan proces aktivace apoptodzy z vnéjsiho prostiredi, ktery
je umoznén pomoci tzv. receptori smrti. Mezi tyto receptory patii napt. FAS receptor (TNFRI),
TRAILRI nebo TRAILR2. Jak jiz vypliva z nazvu, pro aktivaci apoptdzy je nutnd vazba
pfislusného ligandu na receptor, coZ pak vede k ¢etnym intracelularnim d&jiim vedoucim az
k vlastni apoptéze 3.

FASL (ligand FAS receptoru) se navaze na FAS receptor, coz vede ke zméné konformace,
kterd umozni sestaveni multiproteinového komplexu DISC (Death inducing signaling complex)
na cytoplazmatickém konci receptoru. Zjednodusene se DISC sklada z FAS receptoru, FADD
a prokaspazy 8. FADD (Fas receptor death domain) je adaptorovy protein, ktery umoziuje
vazbu pres DD (death domain) DISCu na DD FAS receptoru. FADD také obsahuje svou vlastni
doménu, kterd umoziuje interakci protein-protein oznacovanou jako DED (Death effector
domain). DED je z&sadni pro ndbor prokaspazy 8 na DISC. Dale se pfedpoklada, ze po vazbé
prokaspazy 8 na DED dochazi k naboru dalSich molekul prokaspazy 8 k DISC, kde zvySena

koncentrace téchto molekul umozni autoprotolyzu a aktivaci kaspazy 8, ktera dale aktivuje
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exekuéni kaspazy zodpovédné za dokondeni apoptdzy 26 @7, Zakladni schéma vnéjsi apoptické

cesty lze vidét na Obrazku 4.

Ligand
(FasL, TNF-a, TRAIL)

o0

Death Receptor
(Fas, TNFR1, DRS, ...)

Adaptors
(FADD, TRADD) ‘m;@ %E
Procaspase-8 ‘

» = Activation of
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active Caspase-8

Obrazek 4. Schéma vnéjsi apopticka cesty

Vnéjsi apopticka cesta je aktivovana pomoci tzv. receptorii smrti — Fas, DR5, TNFRI, které jsou aktivovany
prislusnymi ligandy. Po aktivaci dochazi k naboru adaptorovych proteinii — FADD, TRADD, které za vzniku
multidoménového komplexu vedou az k aktivaci kaspazy 8, ktera je hlavnim mediatorem vnéjsi cesty a umoziiuje

aktivaci exekucnich kaspaz (3, 6, 7) a navozeni apoptozy.

FasL (Fas Ligand), TNF-a (tumor-necrosis factor), TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand), Fas (FAS
cell surface death receptor), TNFRI1 (Tumor necrosis factor receptor type 1), FADD (FAS associated protein with
death domain), TRADD (Tumor necrosis factor receptor type I-associated death domain protein), DD (Death
domain), DED (Death effector domain)

Prevzato z: Creative Diagnostics @®.

Na zaklad¢ formace DISC jsou rozliSovany dva zékladni typy bunék. Bunécny typ I je
charakteristicky vysokou produkci kaspazy 8 na DISC, kterd mlze vést piimo k aktivaci
exekucnich kaspaz a nelze je inhibovat ani zvySenou expresi antiapoptickych proteinti. Do této
skupiny patii napt. lymfocyty a thymocyty. Do bunécného typu II jsou zafazeny napft.
hepatocyty, nadorové buiiky nebo B-buiiky pankreatu, kde na DISC je pouze malé mnozstvi
kaspazy 8, coZ znamena, Ze apoptdza je alesponl z €asti zavisla na rozstépeni BH3 domény, za
uvolnéni BID. Fragmentaci dojde ke vzniku tBID, ktery indukuje proapoptickou funkci

mitochondrii pfes BAX a BAK proteiny ¢! 23)26),
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Jak jiz ztejmé vyplyva, vnéjsi cesta mlize byt aktivovana i ptes jiné ligandy a receptory smrti,
avsak presny mechanismus aktivace neni zatim tak detailn¢ popsan jako u FAS. Podstatou je
vsak opét tvorba intraceluldrniho komplexu, ktery dale vede k aktivaci cetnych signalnich drah
vedoucich az k aktivaci iniciatorovych kaspaz. Piikladem mohou byt napf. receptory pro tumor
nekrotizujici faktor (TNFR) 3 9,

Jinym typem receptorové cesty apoptozy, je aktivace pomoci tzv. receptort zavislosti (DR,
dependence receptors). Jedna se o signal, ktery vznika v disledku absence pozadovaného
stimulu, tedy nedostatku ligandt. K aktivaci dochazi pti poklesu urcitych ligandii az pod urcitou
prahovou koncentraci. K t€émto receptorim patii napf. netrinové receptory nebo neurotrofinové

receptory, které jsou zahrnuty i v mnoha patofyziologickych procesech 2.

Vnitini a vnéjsi cesta se schazi na Grovni kaspaz.

Iniciatorové kaspazy 8 a 9 vedou k aktivaci exekucnich kaspdz 3, 6 a 7, které déale vedou
k aktivaci riznych enzymu zodpovédnych za rozpad buiiky do apoptickych télisek.
(Caspase-activated DNAase) proteolytickym $tépenim vazby mezi CAD a inhibitorem CAD.
Uvolnéna CAD pak mutze vést k degradaci chromatinu a jeho kondenzaci. Kaspaza 3 dale
indukuje reorganizaci a dezintegraci cytoskeletu buiiky 2.

Diky expresi proteinovych markert apoptdzy na povrchu buiiky pred vlastnim ukoncenim
apoptozy umozni rychlou fagocytdzu apoptickych télisek a zabrani tak poSkozeni okolni tkéné.

vvvvv

dovnitf do butiky a 1ze ho praveé vyuzit k rozliSeni bunéné smrti formou apoptdzy a nekrozy
(22) 23)

Morfologie apoptozy

Typickymi znaky, které 1ze sledovat pod mikroskopem, je smrSténi bunék, zahusténi
cytoplazmy a té€sné usporadani bunécnych organel. DalSim zasadnim morfologickym znakem
je pyknoza, kterou lze charakterizovat jako nevratnou kondenzaci chromatinu, a velmi Casto je
povazovana za zékladni charakteristiku apoptdzy. Dale 1ze sledovat tzv. blebbing plazmatické
membrany, coz lze popsat jako vznik nepravidelnych vyb&zkti membrany v disledku naruseni
funkce cytoskeletu. Po rozpadu jadra (karyorhyze) dochazi k fragmentaci bunky do
apoptickych télisek, ktera jsou ohrani¢ena neporusenou plazmatickou membréanou. Téliska jsou

dale fagocytovana makrofagy a parenchymalnimi buinikami, které je dale degraduji ve
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fagolyzozomu. Béhem apoptdzy tak nedochazi k ovlivnéni okolni tkdn€ a aktivaci zanétlivého

procesu 20 22),

3.3.2. Autofagie

Autofagii Ize definovat jako vysoce ucinny eukaryoticky proces bunécné recyklace, jehoz
hlavni funkci je poskytnout buiice energii a zdkladni Ziviny v piipadé jejich nedostatku G GD,
Existuji tfi zakladni typy autofagie, dle zptisobu pfenosu bunéénych komponenti do lyzozomu

— zékladni rozdily lze vidét na Obrazku 5.

Macroautophagy

Lysosomal
hydrolases

Lysosome

Phagophore Autolysosome
Autophagosome Permease
Chaperone-mediated autophagy Microautophagy
Substrate
protein

* KFERQ motif

HSPAS k
complex
N .
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Obrazek 5. Rozdilné typy autofagie.

Mikroautofagie je proces, kterym se bunécné komponenty dostavaji do lyzozomu invaginaci. CMA (Chaperone-
mediated autophagy) je specificky typ autofagie, ktery umozZiiuje prenos nerozvinutych proteinii primo pres
membranu lyzozomu. Poslednim ze zdkladnich typii je makroautofagie, ktera zavisi na de novo tvorbé

dvoumembranoveho systému, ktery umozni prenos bunécnych struktur do lyzozomiui k degradaci.

HSPAS (heat shock protein family A member 8), LAMP2A (Lysosomal-Associated Membrane Protein 24).

Prevzato z: Parzych K, Klionsky D (2014) G,
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Autofagie a bunécna smrt

Autofagie je mechanismus, kterym buiika je schopna ziskavat ziviny pfi jejich nedostatku
nebo recyklovat posSkozené organely. Obvykle se tedy nejedné piimo o typ bunécné smrti, ale
mechanismus zasadni pro bunécné preziti. Obvykle se v literatute hovoti spiSe o bunééné smrti
spojené s autogafii (nez o autofagické bunééné smrti), kterd je provazena zdlouhavymi
regresivnimi zménami v cytosolu, které nakonec vyusti v bunécnou smrt skrze urcité
biochemické procesy, které prozatim nejsou dostatecné popsané. Dle NCCD se jedna o typ
bunécné¢ smrti s autofagii, kterd je morfologicky charakterizovana masivni vakuolizaci

cytoplazmy a nepiitomnosti kondenzace chromatinu @

3.3.3. Nekroza

Nekroticka bunécna smrt byla diive povazovana za nekontrolovany bunéény proces. Nové;jsi
dikazy vSak ale poukazuji na to, Ze i nekréza je ur€itym zplsobem regulovand. Hlavnim
znakem (a zdroven i pfic¢inou) nekrotické bunééné smrti je drastickd deplece energie ve formé
ATP, kterda muze vznikat jako duasledek extrémniho fyzikdlné-chemického stresu, teploty/
chladu (i napfiklad pfi rozmrazovani buné€k), v disledku osmotického Soku, vysoké
koncentrace reaktivnich forem kysliku (ROS), apod. ?% @D G2,

Jednim z ptfedpokladanych mechanismii po poskozeni bunky je zvySeni hladiny ROS a
kalcia. Vysoké hladiny nitrobunééného kalcia maji vliv na mitochondridlni funkei, jejiz
narusSeni vede k uvolnéni ROS. Pti dlouhodobé zvySenych hladinach kalcia dojde k naruseni
integrity mitochondridlni membrany, a tak i ztraté tvorby ATP, coZ nakonec vyusti v nekrozu.
Zmény hladin kalcia navic vedou k aktivaci proteaz v cytosolu. Piikladem jsou napf. kalpainy,
které jsou aktivované v pfitomnosti kalcia a naruSuji integritu lyzozomalni membrany.
NaruSeni lyzozomalni membrany vede k uvolnéni katepsinu B a L (cysteinové proteazy), které
vedou k destabilizaci membranovych systémi, coz vede mj. k poruSeni spravné funkce
mitochondrii, a tak poskozeni syntézy ATP. Dochazi k poSkozeni nejen membranovych
organel, ale 1 celistvosti plazmatické membrany, coZ ma za disledek vyliti bunééného obsahu
do okolniho prostiedi a aktivaci imunitni odpovédi ¢?. Mimo poskozeni organel a plazmatické
membrany, katepsiny jsou schopné svou endopeptidazouvou a exopeptiddzovou aktivitou (u
katepsinu L omezend) $tépit témét vSechny proteiny, tzn. i receptory, enzymy, biogenni

proteiny, a tak naruovat dalsi procesy v buiice ¢*).
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Z morfologického hlediska je nekréza doprovazena zdutenim bunky vedouci az k prasknuti
a vyliti obsahu do okolni tkdn€. Dusledkem je poskozeni okolnich bunék, které vede k aktivaci

imunitniho systému a zanétu. Déle 1ze také sledovat kondenzaci chromatinu @% ©2),

3.3.4. Dalsi formy bunécné smrti

Dalsim zkoumanim mechanisml bunééné smrti bylo zjisténo, ze apoptodza, bunécna smrt
spojena s autofagii a nekrdza nejsou jediné zpusoby, kterymi buiika zanikd. Lze se setkat
s mnozstvim dal$ich typti bunééné smrti. Nekteré mohou byt specifické pro konkrétni bunéény
typ (napi. emperipoléza — smrt zprostfedkovana lyzozomy u Zivych erytrocytii, lymfocytl a
plazmatickych bun&k) ¥, nebo probihd pouze za urcitych podminek (napi. anoikis). Pro
doplnéni jsou ve zkratce zminény dalsi tfi typy bunécné smrti.

Anoikis je typ programované bunécéné smrti, nékdy také oznaCované jako specificky typ
apoptdzy, ke kterému dochézi po odlouceni buiiky z extraceluldrni matrix. Jak jiz 1ze z definice
odvodit, jedna se o zdsadni mechanismus, ktery zabraiiuje ristu a upevnéni bunék do nespravné
tkan¢, dysplazii a pfipadnému nadorovému bujeni. Rezistence k anoikis muze byt tak brana
jako urgita predispozice agresivnich metastatickych nadorti . Zaroven se ziejmé jedna o
mechanismus, ktery je zasadni pro udrZeni spravné polohy buné&k ve tkani %,

Za typ bunécné smrti na rozhrani apopt6zy a nekrozy lze povazovat nekroptozu, u které 1ze
sledovat znaky obou procest. Nekroptdza je nejCastéji spousténa ligandy TNF receptoru,
ptipadné 1 ptes FAS a TRAIL receptory, coz je Casto spojovano s medidtory zanétu a
probihajicim infektem. Mediace ptes tyto receptory vede k aktivaci vnéjsi apoptotické cesty az
k aktivaci kaspazy 8. Vyzkum ukézal, Ze pfi nahlé inhibici kaspazy 8, apopticka buiika pfechazi
v nekroptickou, ¢imz je prokézéano, ze jsou déje tizce propojeny. Sebemensi poruchy v regulaci
jak samotné nekroptozy, tak i pfechodu mezi apoptézou a nekroptéozou vedou k rozvoji
zanétlivych, autoimunnich a degenerativnich onemocnéni a k poruse detekce tumorti imunitnim
systémem. Mezi onemocnéni, jejichZ patologie je zfejmé spojend s poruchami regulace téchto
procesu, patii napt. amyotroficka lateralni skler6za, roztrouSena skler6za, Crohnova choroba
nebo napf. i systémovy lupus erytematodes 3. Cileni na mechanismy nekroptozy by tak mohlo
mit vyznamny terapeuticky efekt ve zminénych patologiich. Zasadni pro aktivaci nekroptdzy
je aktivace RIPK1 (Receptor interacting protein kinase) nebo RIPK3 kinazy a MLKL (Mixed
lineage kinase domain-like) pseudokindzy, coz bylo potvrzeno plisobenim necrostatinu-1, ktery

inhibuje aktivitu RIPK1 kindzy. Nekroptickd bunka se projevuje granulaci cytoplazmy,
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bobtnanim organel a plazmatické membrany az nakonec dojde k prasknuti buiiky a vyliti
obsahu do okolni tkané a §ifeni zanétlivé odpovédi @3 9,

Zvlastnim typem bunécné smrti je napi. entéza neboli bunéény kanibalismus. Podstatou
bunécné smrti je pozieni sousedni bunikou pii kompetici o preziti. Pfresny mechanismus indukce
neni dosud popsan, ale jednou z pfiCin je ziejm¢ nedostatek glukézy. Entdza byla popsana
v solidnich nadorech odvozenych od epitelovych bunék (napt. u metastatického melanomu

nebo u kostnich metastaz karcinomu prostaty) @3 67,



33

3.4, METODY BUNECNE VIABILITY

Testovani na bunécnych kulturach je jeden ze zdsadnich krokl v in vitro hodnoceni vlivu
zkouseného Ié¢iva na bunécnou proliferaci, cytotoxicitu a jinych vlivli na bunééné funkce. Dle
pusobeni latky na buiiku lze rozliSovat cytostaticky (buiiky pfestavaji rust, ale prezivaji) a
cytotoxicky efekt (bunky jsou poskozené a umiraji). Metody studia bunécné viability a
proliferace se tak pouZivaji jako screening uéinku Ié¢iva na Zivotnost buiiky ©®.
Existuje mnoho metod ke studiu bunécné viability a cytotoxicity, které Ize pfi testovani

pouzit — obecné se rozliSuji na mikroskopické (dye exclusion assays), kolorimetrické metody,

fluorometrické metody a luminometrické metody.

3.4.1. Dye-exclusion eseje

Pocet Zivych bunck v kultufe 1ze stanovit riznymi metodami a jednou z nejrychlejSich, a
také Casto vyuzivanou, je pouZiti tzv. dye-exclusion eseji. Podstatou je vyuziti barviva, které
zivé bunky dokazou vyloucit diky pomérné selektivnim procestim, které umoziuji piestup latek
pres plazmatickou membranu do bunky. Mrtvé builky tuto schopnost postradaji, a proto
zlstavaji zabarvené . Ackoliv je proces barveni pomérné jednoduchy, jedna se o metodu
pomérné pracnou a nevhodnou na testovani u vétSitho mnoZstvi vzorki. Jako piiklady

vyuzivanych barviv lze uvést — eosin, trypanovou modf, ¢erveit Congo a erythrosin B % ¢0),

3.4.2. Kolorimetrické metody

Principem kolorimetrickych metod v méfeni bunécné viability je vétSinou hodnoceni
metabolické aktivity buncék. Vznikla barevna sloucenina pak pfimo koresponduje
s metabolickou aktivitu bun¢k a dd se jednoduSe spektrofotometricky zméfit. Mezi
kolorimetrické metody se fadi n€kolik skupin eseji — napt. tetrazoliové redukeni eseje, esej

s krystalovou violeti, LDH (laktdtdehydrogendza) esej, a dalsi G9 “0),

Tetrazoliova reduk¢ni esej
Tetrazoliové redukéni eseje se fadi k nejCastéjSim kolorimetrickym metoddm, jejichz
podstatou je méfeni metabolické aktivity bun€k za vzniku barevného metabolitu (zde se jedna
hlavn¢ o formazany). Mezi hlavni tetrazoliové slouceniny, které se v praxi uzivaji, patii MTS,
XTT, WST-1 a samoziejmé MTT ¢V,
MTT, neboli 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid, je jedna

z nejcastéji pouzivanych metod vibec, ktera se vyuziva ke stanoveni cytotoxicity a viability



34

buné¢k. Jedna se dokonce o jednu z prvnich metod vyvinutych pro testovani na 96 jamkovych
destickach vhodnou pro high-throughput screening (HTS) “ ¢ (3),

Stanoveni spoc¢iva v méteni aktivity mitochondridlnich enzymu. Podstatou je redukce MTT
mitochondrialnimi NADH dependentnimi oxidoreduk¢nimi enzymy za vzniku formazanu pii
37 °C. Intenzita zabarveni pfimo odpovida mitochondrialni aktivité, a tak i1 zivotnosti bunék.
Mrtvé builky totiz postradaji schopnost této konverze, coz znamena, Ze k zabarveni zde

nedochazi “V ¢4 Mechanismus reakce lze vidét na Obrazku 6.

o<~
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Obrdazek 6. Redukce MTT na formazan.

MTT (vlevo) je metabolizovano pouze zivymi buitkami v mitochondriich pomoci enzymu redukcnich
dehydrogenazovych enzymii za vzniku nerozpustnych krystalii formazanu (vpravo). U mrtvych bunék

mitochondrialni funkce chybi, a tak nedochazi ke vzniku formazanovych krystalii.
NADH (nikotinamidadenindinukleotid + hydrogen), NAD+ (nikotonamidadenindinukleotid).

Prevzato z: Kamiloglu S a spol 49

Formazan je pomérné Spatné rozpustny ve fyziologickém prostfedi bun¢k, coZ vede k jeho
precipitaci, tvorbé krystalt a jejich kumulaci v buiice. Abychom ale dokazali zméfit absorbanci,
a tak 1 viabilitu v jamce, je nutné ho nejdfive rozpustit — v praxi se pouzivaji hlavné organické
slouceniny napt. DMSO (dimethylsulfoxid), acidifikovany isopropanol, dimethylformamid.
Acidifikace navic umoziluje zménu zabarveni fenolové Cerveni (jedna z komponent média
bunék) na Zlutou coZ snizuje interferenci pfi méfeni absorbance formazanu *¥.

Ze zminéného vypliva, ze vyslednéd absorbance je zavisla na koncentraci pouzit¢ého MTT,
délce inkubace, poctu zivych bun¢k schopnych metabolizovat MTT a samoziejmé i na jejich
metabolické aktivité. MTT tedy spiSe odrazi metabolismus Zivych bunék nez vlastni bunéénou
proliferaci.

Pti MTT testu je nutné brat v potaz 1 potencialni interference. Jednou z nich je interference
s reduk¢énimi ¢inidly jako je glutathion nebo askorbova kyselina, které se podili na preméné
MTT i neenzymatickou cestou, coz mtize vést k vys§Simu signdlu pozadi. Toto lze ale eliminovat

pouzitim negativni kontroly obsahujici pouze médium bez buné&k a/ nebo testované barvivo ¥,
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MTT esej se pouziva pro stanoveni cytotoxického plisobeni riiznych agens za odlisSnych
podminek. Pro stanoveni hodnot ICso se porovnava latka v riznych koncentracich s negativni
kontrolou (zivé bunky bez cytotoxické latky). Metoda je vhodna i pro in vitro testovani u¢inku
potencionalnich 1é¢iv, sledovani rezistence ¢i dalsi klinicka testovani %)

Mezi hlavni vyhody pouziti MTT eseje je jeji jednoduchost, ekonomickd nenarocnost a
rychlost prace. Zarovet je relativné piesna a vysledky tak lze dobfe reprodukovat “?. Hlavni
nevyhodou je, ze formazanové krystaly a jejich rozpousténi organickymi solventy poskozuji
buiiku a nelze po provedeni MTT jiz bunéénou kulturu dal pouzit k dalsim méfenim ©°). Dalsi
nevyhodou je, Zze MTT esej nedokaze rozlisit cytotoxicky a cytostaticky efekt molekul na buiiku
(38)

Vzhledem k tomu, ze MTT vede k tvorbé nerozpustnych formazanovych krystald, coz
prodluzuje préci, vyzkum vedl k vyvoji analog metabolizujicich se na rozpustné formazany —
napt. XTT a MTS. Formazany téchto tetrazoliovych soli se rozpousteji ptimo v zivném mediu
buné¢k, coz zkracuje a zesnadituje praci s metodou. Vzhledem k hydrofilnéjSimu charakteru
barviv je ale ztizen prlichod pfes cytoplazmatickou membranu dovnitt do buiiky. Novéjsi
generace tetrazoliovych barviv (napt. WST-1 (Water soluble tetrazolium salts)) vede také
k tvorbé rozpustnych formazant, které ale vznikaji jiz v extracelularnim prostiedi ptisobenim
elektronového transportu pres plazmatickou membranu proliferujich bunék, coz tento

nedostatek nahrazuje ),

Esej s krystalovou violeti

Ke kolorimetrickym metoddm meétfeni bunécné viability lze zafadit i esej vyuzivajici
krystalovou violet'.

Dilezitym poznatkem je, ze béhem bunééné smrti dochdzi k odlepeni adherentnich bunék
z bunécné kultury, ¢ehoz Ize vyuzit k nepfimému stanoveni bunééné smrti. Podstatou eseje je
odstranéni odumielych bunék proplachovanim a poté barveni Zivych buné€k pfilepenych
v bunécné kultufe krystalovou violeti. Toto barvivo se vaze na bunéénou DNA a proteiny a
poziistalé buiiky barvi do fialova. Cim je zabarveni intenzivngjsi, tim vice Zivych bundk lze
sledovat. Pro ziskani vysledné¢ hodnoty ICso se do kultury ptidava rozpoustédlo (obvykle
methanol) a hodnoty pak lze jednoduse stanovit pomoci spektrometrického méfeni 49,

Stejné jako u tetrazoliovych eseji, i krystalova violet’ je end-point eseji, protoZe po jejim
pfidani dochdzi k usmrceni bunc¢k. Na druhou stranu, jedna se o vSestranny zptsob pro

screening dopadu chemoterapeutik a jinych slouc¢enin na viabilitu bunék. Diky predpokladu, ze
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usmrcené buiiky ztraci schopnost adheze a dojde k jejich odstranéni, by esej méla teoreticky
dokazat rozliSit cytotoxické a cytostatické pusobeni. Je vSak pomérné pracnda, necitliva
k metabolickym zméndm uvnitt buniky a proliferaci, proto neni vhodna jako metoda volby pfi

méieni sloucenin ovliviujici tyto procesy ©%).

3.4.3. Fluorometricke eseje

Fluorometrické eseje byly vyvinuty v 90. letech jako citlivéjsi alternativa kolorimetrickych
a barvicich eseji. Podstatou téchto metod je rozStépeni nefluoreskujici slouc¢eniny enzymy, za
vzniku fluoreskujiciho metabolitu, ktery lze identifikovat. Mezi tento typ eseji se fadi napf.
resazurinova (Alamar blue) esej, calcein-AM nebo esej s propidium jodidem “9.

U téchto eseji se obecné setkdvame s problémem, ze studovana latka nebo jeji metabolity
mohou byt sami o sob¢ fluorescentni, ¢imz interferuji s vlastnim méfenim cytotoxicity. U
spektrofotometrické detekce bylo mozné ptipadnou interferenci odstranit slepym vzorkem, coz

u fluorescence neni zcela mozné.

Propidium jodidova esej

Propidium jodidova (PI) fluorescen¢ni esej byla plivodné vyvinuta pro in vitro charakterizaci
rustu tumorovych bunécnych linii a testovani cytotoxicity. V sou€asné dob¢ se spiSe pouziva
pro identifikaci celistvosti bunéénych membran 7).

PI je velmi slabé& fluoreskujici ¢ervenou slou¢eninou s excita¢nim a emisnim maximem 493
nm resp. 635 nm. Molekula je polarni a velmi dobfe rozpustna ve vod¢, coz vyrazné komplikuje
jeji prichod do bun€k pies plazmatickou membranu. Aby se molekula dostala do buiiky a tam
mohla dale pusobit, je tedy nutné, aby membrana byla narusend. Pii poSkozeni molekula
barviva pak prochazi poSkozenou membranou do buriky, kde vytvaii interkalacni komplexy ve
dvousroubovici DNA, coz vede k 20-30nasobnému zvysSeni fluorescen¢niho signalu PL
Zaroven dochazi k posunuti fluorescen¢niho excitaéniho maxima cca o 30—40 nm do Cerveného
spektra a fluorescen¢niho emisniho maxima cca o 15 nm do modrého spektra. Vysledna
excita¢ni vinova délka tak odpovida cca 535 nm a emisni vinovéa délka 620 nm “®. Vysledny
signal je proporcionalni mnoZstvi nukleovych kyselin (DNA i RNA) v burice ). Na rozdil od
dosud zminénych metod, vysledny signal ozna¢uje mnozstvi usmrcenych bunék 9.

Existuje nékolik zplsobil, jak vysledky kvantifikovat. Jednou z moznosti je zméieni
fluorescence s PI, poté buiiky lyzovat a méfit znovu. Jinym zplsobem je pouziti pozitivni

kontroly, tedy latky se zndmym cytotoxickym efektem a vztazeni vysledné fluorescence na tuto
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kontrolu. Méfeni probiha pomoci fluorimetrt pii excitacni vinové délce 535 nm a emisni vinové
délce 620 nm.

Ackoliv se diky detekci nukleovych kyselin, které se uvolituji z buné€k pifi narusené integrité
bunécné membrany, jevi jako vhodna metoda pro rozliSovani cytotoxického a cytostatického
efektu, je nutné uvazovat i moznost, ze buitka umira apoptickou bunéénou smrti, kde nedochazi
k naruseni plazmatické membrany. Z tohoto diivodu je spiSe vhodna jako metoda pro sledovani
celistvosti plazmatické membrany, tedy stanoveni nekrdzy. Mezi vyhody eseje patii hlavné jeji
rychlost, kdy po aplikaci barviva nasleduje velmi kratka inkuba¢ni doba, po které 1ze hned méfit
signal. Zaroven neni nutné provadét zadné proplachovaci kroky k ustaleni signdlu. Zasadni
nevyhodou pouziti metody, je nutnost, aby doslo k lyze bunééné membrany pro ziskani
meéfitelného signdlu. Kvili této vlastnosti neni povazovana jako vhodnd metoda pro samostatné
hodnoceni viability bungk, ale velmi vyhodné se pouziva v kombinaci s jinymi fluorescencnimi

metodami (napf. Calcein-AM, SYTO-9), které membranou jiz prochézeji.

Calcein-AM esej

Calcein-AM (calcein acetomethoxyester) je nefluoreskujici derivat fluoresceinu, ktery se
¢etn¢ pouziva ve studiich 1€kové rezistence, Iékovych interakcich, cytotoxickych esejich atd.
(38)

Calcein-AM je diky esterifikaci velmi hydrofobni sloucenina, kterd ochotné prochéazi do
bunééného intracelularniho prostiedi 1 pfes neporuSenou plazmatickou membranu, kde je
esterazami metabolizovana na hydrofilni calcein (ten jiZ membranou neprochézi). Calcein
vydava zeleny fluorescencni signal, ktery je detekovan fluorimetrem pfi excitacni vinové délce
485 nm a emisni vlnové délce 530 nm. Vzhledem k tomu, Ze cytoplazmatické esterdzy nemohou
byt aktivovany v poSkozenych nebo usmrcenych buiikach, fluoreskuji pouze zivé metabolicky

aktivni buiiky ®Y5?), Reakei Ize vidét na Obrazku 7.

o)

o}
HO o) H
esterdza ‘H o © ’)J\ OH

Calcein-AM Calcein

Obrazek 7. Metabolismus Calcein-AM na fluoreskujici metabolit.
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Vzhledem k tomu, Ze pro tvorbu signdlu neni nutné vazba na nukleové kyseliny (jako tomu
bylo u PI), calceinovou esej Ize pouzit k méfeni metabolické aktivity i u bezjadernych bunck —
erytrocytti nebo krevnich desticek ©2).

Calcein-AM je metoda kvantitativni, jednoducha a pomérné rychla pii méfenich. Urcitou
nevyhodou je ale pouziti adherentnich bunéénych linii, kdy adherence bunék muize blokovat
prichod barviva do bunék ve spodnich vrstvach a jeho pfeméné na fluoreskujici metabolit.
Vysledky z adherentnich bunéénych linii tedy nejsou vzdy uplné presné G¥. Zaroven byla
popsana 1 urcita interference s esterazami obsazenymi v zivném médiu nékterych bunéénych

linii, proto se doporucuje buiniky promyvat pied aplikaci eseje.

3.4.4. Luminometrické eseje

Luminometrické, neboli bioluminiscencni eseje, jsou zalozeny na korelaci mezi
luminiscen¢nim signdlem a bun&fnou smrti nebo proliferaci. Obecné se jednd o metody
s vysokou citlivosti, selektivitou a obecné nizkou interferenci s testovanymi latkami. Na druhou
stranu je pro provedeni eseji nutné specialni vybaveni (luminiscenéni desticky, luminometr) a
jedna se tak o pomérné finan¢né naro¢nou metodu (vysoka cena vybaveni i ¢inidel). Mezi tento

typ eseji se fadi ATP esej.

ATP esej

Adenosintrifosfat (ATP) je zdkladnim nositelem energie v buiice, kterd se uvoliiuje jeho
hydrolyzou. Intracelularni obsah ATP je zarovenl hlavnim indikatorem Zivotnosti bunck,
protoze pii bunééné smrti je jako prvni zastavena syntéza ATP. Vzhledem k tomu, Ze hydrolyza
ATP nadale pokracuje 1 po bunécné smrti, dojde diive nebo pozdéji k totalni depleci hladin
ATP v buiice. MnoZzstvi Zivych buné€k lze tedy urcit pomoci stanoveni intracelularnich hladin
ATP, ke kterému dojde po 1yze buné€k ¢inidlem. Luminiscenéni signal je tmérny mnozstvi ATP,
a mnozstvi ATP je piimo imérné mnozstvi zivych bungk ¢ ),

Bioluminiscen¢ni metoda stanoveni ATP je ze vSech znamych metod stanoveni ATP
(enzymatické metody, radioaktivni, chromatografické, ...) nejcitlivgjs$i, nejrychlejsi a
nejselektivngjsi ¥,

Podstatou stanoventi je reakce na Obrazku 8.
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Obrazek 8. Mechanismus ATP-eseje.

Podstatou stanoveni je preména molekuly luciferinu (ziskané ze svétlusek) rekombinantni luciferazou za
hydrolyzy ATP na oxyluciferin. Béhem reakce dochazi k emisi svétla, které je detekovano pomoci luminometru.

Mnozstvi emitovaného svétla je primo umérné zivotnosti bunék.
ATP (adenosintrifosfat), AMP (adenosinmnofosfat), PP; (anorganicky difosfat).
Prevzato z: Promega ©°.

Jedna se o jednu znejrychleji aplikovatelnych metod k méfeni bunécné viability. Je
jednoduchd na pouziti — nejsou zde zadné promyvaci kroky ani nutnd inkubacéni doba.
K ustaleni signalu dochazi jiz po 10 minutach a je stabilni po n¢kolik hodin. Zaroven je dobte
citliva, selektivni k ATP a da se pouzit i v high-throughput systémech. Metoda sama o sobé
nedokéze rozlisit cytostaticky a cytotoxicky efekt molekul na bunku a nevyhodou je i vysoka

cena 3% (59),
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3.5. Pouzita léCiva
Pro uplnost je posledni ¢ast teoretického uvodu vénovana lékovym skupindm, jejichz

zastupci byli pouziti pro prakticka méfeni bunécné viability.

3.5.1. Nesteroidni antiflogistika

Nesteroidni antiflogistika (NSAIDs, znama také jako antipyretickd analgetika) jsou jedny
z nejuzivangjSich 1€¢iv viibec. Pouzivaji se pro symptomatickou ulevu od horecky, lehké bolesti
a otokll v chronickych kloubnich onemocnénich (napf. osteoartritis), a také jako 1écba akutnich
zanétlivych onemocnéni. Sviij vyznam maji 1 v terapii postoperacnich bolesti, ale i1 relativné
b&zné menstruaéni bolesti ©7).

Zakladnim mechanismem ucinku je inhibice enzymu COX (Cyklooxygendza), ¢imz inhibuji
pfeménu kyseliny arachidonové v prostaglandiny a tromboxany. Dle selektivity k jednotlivym
izoformdm COX se rozliSuji: COX neselektivni neboli klasicki NSAIDs (ibuprofen,
diklofenak), COX-2 preferenc¢ni (nimesulid, meloxikam) a COX-2 selektivni (tzv. koxiby —
napf. celekoxib) G769,

Ackoliv se jedna o relativné bezpecna a velmi Casto 1 volné€ dostupna 1é¢iva, 1 NSAIDs maji
své nezddouci UCinky, na které je tfeba myslet. Mezi nejastéj$i negativni uCinky patii
gastrointestinalni drazdéni v diisledku inhibice COX-1, ktera se podili na syntéze protektivnich
prostaglandinti v oblasti zaludku (prostaglandiny snizuji sekreci zalude¢ni Stavy a zvySuji
sekreci protektivniho hlenu). Tento nezddouci Gcinek je méné Casty u COX-2 selektivnich
zastupct. K dal§im neZadoucim reakcim patii napt. kozni reakce, riziko rendlniho poSkozeni
(hlavné u predisponovanych) a kardiovaskularni komplikace (typicky pfi delSim uzivani COX-

2 selektivnich zastupcii) 7 9,

3.5.2. Inhibitory acetylcholinesterazy

Hlavnim mechanismem ptisobeni téchto latek, je inhibice enzymu, ktery se podili na
degradaci acetylcholinu v synapsi. Vysledkem je tedy zvySeni nabidky acetylcholinu, ktery déale
pusobi jako agonista na muskarinovych a nikotinovych receptorech. Mezi zékladni indikace
této skupiny 1éCiv patii atonie hladkych svalii gastrointestinalniho traktu, glaukom, myasthenia
gravis a lehkd az stfedné zadvazna stadia Alzheimerovy choroby ¢%.

V roce 1993 FDA schvalila pouziti takrinu (7HA) v terapii Alzheimerovy choroby, ale byl
po nékolika letech stazen z trhu kvli vysoké hepatotoxicité. V soucasné klinické praxi se v této

indikaci pouzivéa galanthamin, donepezil a rivastigmin ©%.
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Nezéadouci ptisobeni 1é¢iv z této skupiny obvykle vychazi ze zvysené nabidky acetylcholinu
— hypotenze, bronchokonstrikce se zvySenou bronchidlni sekreci, nauzea, zvraceni, kiece

v abdominalni oblasti, prijmy apod. ©%).

3.5.3. Tricyklicka antidepresiva

Tricyklicka antidepresiva (TCA) jsou jedny z nejstarSich zastupct v terapii depresivni
choroby. Mechanismus plsobeni je zalozen na inhibici vychytdvani (neboli reuptake)
serotoninu a noradrenalinu v neurosynapsich, coz vede ke zvyseni jejich koncentraci ¢,

Na rozdil od SNRI (Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitors), které maji stejny
mechanismus plisobeni, se TCA odliSuji Sirokym spektrem nezadoucich ucinkd, které vychaze;ji
z neselektivniho ovliviiovani histaminovych Hi, serotoninovych 5-HT,, adrenergnich oy a
muskarinovych M receptorii. Mezi tyto nezadouci G¢inky patii napt. pribirani na vaze, sedativni
pusobeni, vliv na kognitivni funkce, anticholinergni piisobeni a hypotenze. Kvili Sirokému
spektru nezadoucich ucinkl se v soucasné dob¢ v terapii depresivnich onemocnéni pouZzivaji
spiSe omezené (vétSinou u tézkych rezistentnich depresi nebo psychotickych depresi). Kromé
depresivnich poruch jsou ale u¢inna napft. i v terapii neuropatickych bolesti a uzkostnych
poruch ¥ 69,

Mimo cetné nezadouci Gcinky, terapeutické vyuziti komplikuji i I€kové interakce. Zastuoci
z TCA se metabolizuji v jatrech na cytochromu CYP2D6, proto jejich hladiny mohou byt
ovlivnény pii kombinaci s lécivy inhibujici/ indukujici tuto izoformu. Navic kvili
neselektivnimu plsobeni na receptorech mohou prohlubovat neZzadouci Uc€inky léCiv
s podobnym piisobenim — napt. zvySené riziko hypotenzi u pacientl s antihypertenzivy apod
(59)

Mezi zastupce TCA patii napt. amitriptylin, imipramin, desipramin, dosulepin, maprotilin,

klomipramin a dalgi %),

3.5.4. H> antihistaminika

Objev a rozvoj Hz antihistaminik v 70. letech znamenal obrovsky pokrok v terapii refluxni
choroby a viedové choroby gastroduodena, nebot’ do té doby byly jedinymi moznostmi
neutralizace zalude¢ni §tavy nebo chirurgicky zakrok ¢ 69,

Jak jiz vyplyva zndzvu, jedna se o kompetitivni antagonisty na H» receptorech, coz
umoziuje inhibici histaminem a gastrinem stimulované sekrece zalude¢ni §tavy s minimalnim

vlivem na bazalni sekreci ©7.
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Co se tyCe nezadoucich Ucinkd, tak jsou u skupiny H» antagonisti pomérné vzacné —
nejCasteji se lze setkat s prijmy, bolestmi svalii nebo zavratémi. N&kteti zastupci (napf.
cimetidin) rovné¢z dokazou inhibovat nékteré izoformy cytochromu P450, coz miize ovliviiovat
metabolismus nékterych konkomitantné podavanych 1égiv 7 69,

Mezi zastupce skupiny patii napt. cimetidin, ranitidin nebo famotidin. Vzhledem k jejich
niz8§i ucinnosti a riziku escape fenoménu (up-regulace H» receptorti vedouci ke snizeni
terapeutické odpovédi), jejich pouziti je v soucasné dob¢ spiSe mensi a jsou z trhu vytésnovany

1é¢ivy ze skupiny inhibitord protonové pumpy ©%.

3.5.5. B-blokatory

Betablokatory jsou velmi dilezitou skupinou terapeutickych molekul, a to hlavné diky jejich
ucinku v terapii hypertenze, ischemické choroby srdecni, srde¢niho selhani a nékterych typt
arytmii % 9,

Mechanismem uc¢inku je blokadda B-adrenergnich receptort, kterd miize byt neselektivni
nebo P selektivni (blokada B2 se terapeuticky nevyuziva). Nékteré B-blokatory mohou mit i
tzv. vnitini sympatomimetickou aktivitu (ISA), coz znamena, ze i v absenci katecholamint
mohou adrenergni receptory z ¢asti aktivovat. Ackoliv ISA muze byt kontraproduktivni
v nékterych terapeutickych zamérech (parcialni aktivace receptoru je nevyhodnd napf.
v ptipadech, kdy je vhodnéjsi udrzovat nizsi tepovou frekvenci — ischemicka choroba srdecni,
chronické srde¢ni selhani, tachyarytmie apod.), u né€kterych pacientii by mohla byt vyhodna,
protoZe zde nedochazi k tak vyraznym bradykardiim, bronchokonstrikci a vazokonstrikci ¢,

Nezadouci u¢inky vyplyvaji z mechanismu plsobeni 1é¢iv a umisténi B-receptorii. Lze se
setkat napft. z bradykardii, bronchospasmy (hl. u neselektivni blokady), negativnim vlivem na
lipidové spektrum a s uréitym rizikem rozvoje erektilni dysfunkce ©¥.

Zakladni molekulou je propranolol — kompetitivni neselektivni antagonista na f-
receptorech, ktery je urCitym prototypem, se kterym jsou srovnavany ostatni zdstupci této
skupiny 1éc¢iv. Je u ngj totiz popisovana rovnocennd inhibice B i B2 receptoru. Zastupcem fi
selektivnich blokatorti je napf. metoprolol nebo atenolol. Mezi B-blokatory s ISA patii napf.

bopindolol, ktery je neselektivni, nebo celiprolol, ktery je p1 selektivni %),
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4. CIL PRACE

Hlavni cil diplomové prace je porovnani péti riznych metod méfeni bunécné viability a
cytotoxicity 1éciv — MTT esej, propidium jodidova esej, calcein-AM esej, esej s krystalovou
violeti a ATP esej na setu Sesti klinicky uzivanych 1éciv. Eseje budou porovnavany z hlediska
mechanismu pusobeni, citlivosti metody k bunécné smrti, narocnosti prace s metodou,
piipadnych interferenci omezujici jejich pouziti, finan¢nich ndkladi a ptipadné dalSich
praktickych aspekt. Pro porovnani eseji mezi sebou budou zméieny hodnoty I1Cso bunécné
viability po expozici Sesti studovanym lé¢ivim o riizné toxicité — ibuprofen, imipramin,

desipramin, cimetidin, propranolol a takrin za vyuziti CHO-K1 bunécné linie.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1.

Pouzity material
5.1.1. Bunécna linie

CHO-K1 bunécnd linie (Chinese Hamster Ovaries), ECACC (European Collection of
Authenticated Cell Cultures) (Porton Down — Wiltshire, Anglie)

5.1.2. Pfistroje a pomiicky
Laminarni box Safeflow 1.2 Bioair, EuroClone (Pero — Milan, Italie)
Laminarni box HFsafe-1200LC, Heal Force (Shanghai, Cina)
CO; inkubator FORMA™ Direct Heat 311, Thermo Scientific (Waltham, Massachussets,
US4)
Mikroskop, inverzni, OPTIKA Microscopes (Ponteranica, Itdlie)
Vodni lazen, PolyScience (Niles, Illinois, USA)
Ultrazvukova lazen Elmasonic P30H, Elma (Singen, Nemecko)
Analyticka vahy Sartorius CPA225D-0CE, Sartorius Stedim Biotech (Gottingen, Nemecko)
Ttepacka Vortex Mixer Wizard X (micr8titer), Velp Scientifica (Usmate Velate, Italie)
Elektricky pipetovaci nastavec Accu-Jet Pro, BrandTech™ Scientific (Essex, Connecticut,
USA4)
Centrifuga UNIVERSAL 320 R, Hettich Zentrufigen (Tuttlingen, Némecko)
Multidetekéni modulérni reader SPARK, Tecan (Mcnnedorf, Svycarsko)
Multidetekéni modularni reader Synergy™ HT, BioTek (Winooski, Vermont, USA)
Biirkerova komtirka
Automatické manudlni mikropipety, multikandlové mikropipety Research Plus, Eppendorf

(Hamburg, Nemecko)

5.1.3. Chemikalie
Trypsin-EDTA solution 0,25%, Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko)
o 2,5 gprasecniho trypsinu a 0,2 g EDTA, 4Na per liter Hank’s Balanced Salt Solution
with fenol red
Kultiva¢ni médium pro CHO-K1 bunécnou linii
o Nutrient Mixture F-12 Ham, Sigma Aldrich (Darmstadt, Nemecko)
o Fetal Bovine Serum (FBS) 10 %, Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko)
o Penicillin — Streptomycin 1 %, Sigma Aldrich (Darmstadt, Néemecko)
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Fosfatovy pufr (PbS) — Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich (Darmstadt,
Neémecko)

Dimethyl sulfoxide (DMSO) for molecular biology, Sigma Aldrich (Darmstadt, Nemecko)
Methanol 98,5%, VWR Chemicals BDH® (Wayne, Pennsylvanie, USA)

Triton® X-100 scintillation grade, Koch-Light Laboratories Ltd (Haverhill, VB)

o Ethoxylated p-tert-octylphenol with an average of 9-10 ethylene oxide units
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) 98%, Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko)
Propidium iodide solution, Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko)

o 1,0 mg/ml in water, MW = 668,39 g/mol
Cell-Based Assay Calcein-AM, Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Michigan, USA)

o 50 ul ImM Calcein-am solution in DMSO
Crystal Violet solution 1%, Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko)

o 1% vodny roztok krystalové violeti
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay Kit, Promega (Madison, Wisconsin,
US4)

o CellTiter-Glo Buffer a CellTiter-Glo Substrate (lyophilized)

Desinfekce
- Ethanol 70%
o Na ostiikani pomicek a rukou pied vstupem do laminarniho boxu
- Medicarine
o Na biologicky odpad
- Sterilium

o Naruce pted a po ukonceni prace v laboratofii
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5.1.4. M¢étené latky
- Ibuprofen minimum 98% (GC), Sigma Aldrich (Darmstadt, Nemecko)
o MW =206,29 g/mol
- THA (takrin)
o MW =234,72 g/mol
- Imipramine hydrochloride > 99% (TLC), Sigma Aldrich (Darmstadt, Nemecko)
o MW =316,88 g/mol
- Cimetidine, Sigma Aldrich (Darmstadt, Nemecko)
o MW =25234 g/mol
- Desipramine hydrochloride minimum 98% (TLC), Sigma Aldrich (Darmstadt, Némecko)
o MW =302,9 g/mol
- (+/-) Propranolol hydrochloride > 99% (TLC), Sigma Aldrich (Darmstadt, Néemecko)
o MW =295,81 g/mol

Pouzito bylo Sest standardnich 1é¢iv s odlisnymi fyzikalné-chemickymi a farmakologickymi
vlastnostmi. Pouziti byli zastupci z tricyklickych antidepresiv (imipramin, desipramin),
ibuprofen (NSAIDs), propranolol (neselektivni B-blokator), takrin (inhibitor AChE) a cimetidin
(Hz antihistaminikum). Vzorce 1€Civ lze vidét na Obrazku €. 9. Vliv 1€¢iv na bunéénou viabilitu

byl stanoven péti riznymi metodami.
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Obrazek 9. Vzorce meérenych latek.

Prevzato z: https://go.drugbank.com/.

Koncentrace 1é€iv (ibuprofen 5 mM; takrin 1,2 mM; cimetidin 20 mM; imipramin 500 pM;
desipramin 300 uM a propranolol 500 uM) byly prvotné ur¢eny na zéklad€¢ ptedchozich
zkuSenosti laboratofe. Tyto koncentrace byly nésledné pouzity vzdy Gvodu u kazdé metody, a
pak v zavislosti na vysledcich a prubéhu metody byly dal upravovany, aby byly ziskany, co

nejpresnéjsi hodnoty 1Cso.
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5.2.  Pracovni postup

5.2.1. Den prvni — ptiprava bun€k pro testovani

Prvni den se shodoval u vSech pouzitych metod. Kultivaéni ldhev se ptenese z inkubatoru
do sterilniho prostiedi laminarniho boxu, kde je z kultivacni ldhve opatrné odsato staré¢ médium.
Lahev se nasledn¢ proplachne 5 ml fosfatového pufru (PbS), ktery oplachne buiiky od média,
které by mohlo nasledné interferovat s piisobenim trypsinu. Po proplachnuti se aplikuje 1 ml
trypsinu, ktery je opatrné rozprostien po celém dn¢ ldhve, aby doslo k odlepeni co nejvétsiho
mnozstvi narostlych bunék. Lahev se poté necha inkubovat po dobu 5 min pti 37 °C, kdy ma
enzym nejvyssi aktivitu. Po inkubaci se do lahve pfida 5 ml média, kterym se splachuje dno
lahve, aby se ze dna odlepilo co nejvice bunék do vysledné bunécné suspenze, ktera je dale
pouzita pro nasazeni testovacich desticek, ale 1 pro dalsi kultivaci.

Pocet bun€k v jamce desticky pifi nasazovani se 1i8i u riznych metod méfeni bunécné
viability (uvedeno v pfislusném protokolu u kazdé metody). Vysledné mnozstvi bunécné
suspenze potifebné pro nasazeni desticky se vypocita dle navodu v Ptiloze 1. Ze zbylé bunééné
suspenze se nechd 0,5—1 ml v lahvi pro dalsi kultivaci. Doplni se kultiva¢nim médiem na 10 ml
a lahev se oznaci Cislem pasdze a datem. Zbytek se zlikviduje za pomoci desinfekce. Lahev 1
nasazena desticka se pak nechaji inkubovat pii 37 °C a 5 % CO.. Obvykle jsou pouzZivany
buiiky do 30. pasaze, starSi buniky poté jiz hiie rostou, coz vede k horsi reprodukovatelnosti
vysledki. Vzdy je vhodné pred nasazovanim buiiky sledovat pod mikroskopem a zhodnotit

pfipadné morfologické odlisnosti.
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5.2.2 Den druhy — ptiprava roztoki 1é¢iv

Prace druhy den probihala stejné u vSech pouzitych metod. Nejdiive se pfipravi
koncentrované zasobni roztoky léCiv rozpusténé v DMSO, které jsou pak dale fedény na
pozadovanou koncentraci kultivatnim médiem a aplikovany na desticku. Koncentrace
zasobnich roztokd v DMSO nasledujici:

- Ibuprofen 1 M

- THA 300 mM

- Imipramin 50 mM

- Cimetidin 3 M

- Desipramin 100 mM
- Propranolol 250 mM

Koncentrace zasobnich roztoki, zejména podil DMSO, byly voleny s urcitou rezervou, aby
bylo mozné ptipadné navysit nanadSené koncentrace 1é¢iv u méné citlivych metod, a vysledné
mnozstvi DMSO v nand$eném roztoku lé¢iva a média bylo do 1 %. Vy$si koncentrace DMSO
uz totiZ mohou negativné ovliviilovat permeabilitu bunééné membrany, zivotnost bunék, a tak
zkreslovat vysledky méfeni.

Do mikrozkumavek bylo napipetovano urcité mnoZzstvi pfipravenych zasobnich roztoki,
které byly doplnény kultivaénim médiem do 2 ml na nejvyssi sledovanou koncentraci a poté
dale fedény tzv. ,,dvojkovym fedénim* na specidlni 96 jamkové hluboké desti¢ce. Dvojkové
fedéni znamena, Ze kazda nésledujici koncentrace je vZdy o polovinu niz$i nez ta pfedchozi.

Po natfedéni 1é¢iv byly do boxu po dni kultivace pfeneseny nasazené desticky s buiikami.
Z jamek bylo odsato piivodni médium a napipetovano 100 pl pfipravené smési média s 1€Civy,
ktera se vzdy nasazovala v tripletech. Poté se desticka opét nechéd 24 hodin inkubovat. Schéma

nasazovani desticky Ize vidét na Obrazku 10.
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Obrazek 10. Schéma nasazovani 96 jamkové desticky.

Na jednu desticku byla nasazovana tii léciva vzdy v tripletech, tzn. 1-3 odpovidalo jednomu lécivu, 4-6
druhému a 7-9 tretimu. Nejvyssi koncentrace byly nasazovany do radku A a smérem k H koncentrace klesala diky
dvojkovemu redeéni. Sloupce 10 a 11 slouzily jako kontroly. U vétsiny metod byla pouzivana pouze negativni
kontrola, ktera byla v obou sloupcich. Pri pripadném pouziti pozitivni kontroly byl pouzit sloupec 11 se

zachovanim negativni kontroly v sloupci 10. Posledni 12. sloupec slouzil jako blank.

Prevzato z: Sigma Aldrich Technical Documents ©9,

Na kazdeé desticce byly vyhrazeny dva sloupce pro kontrolu, které se mohly liit u riiznych
metod. Jeden sloupec byl vZzdy tzv. negativni kontrola, kde byly pouze buiikky a médium bez
testované latky. Negativni kontrola slouzi pro zjisténi nejvyssiho (u PI nejnizsiho) signélu tedy
maximalni Zivotnosti bun¢k. U nekterych metod se rovnéZ pouzivala kontrola pozitivni, kde
byl aplikovan THA o nejvyssi sledované koncentraci nebo 1% roztok Triton-X100 (cilem bylo
zjistit signal, ktery odpovida nulové Zivotnosti buné€k). Posledni sloupec vZdy slouzil jako blank

— nebyly v ném nasazeny Zadné buniky a obsahoval vzdy jen médium. Blank umoziuje zjistit

pfipadné interference v pozadi (napi. interference nékterych slozek media s metodou apod.).

5.2.2. Den tfeti — méteni cytotoxicity 1&é€iv
Pro stanoveni cytotoxicity pouZitych 1é¢iv a ziskani hodnot ICso bylo pouZito pét rliznych
metod bunécné viability: MTT esej, propidium jodid, Calcein-AM, krystalova violet a ATP
esej (CellTiter Glo). Nize je postup pro jednotlivé eseje.
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MTT esej

Pii méteni MTT byla pouzita pouze negativni kontrola a blank. Nejvyssi nasazované
koncentrace 1é¢iv odpovidaji vychozim koncentracim popsanym v bod¢ 5.1.4.

Po 24 hodinach inkubace je desticka pfenesena do sterilniho prostiedi laminarniho boxu
(pfed tim je vhodné zkontrolovat pod mikroskopem Zivotnost bunék ve sloupci kontroly a napf.
ve vysokych koncentracich studované latky). Z desticky je odsato staré médium a ptidano
médium s MTT. V laboratofi byly k dispozici pfedem pfipravené alikvoty rozpusténého MTT
v PbS —na jednu desticku byla pouzita jedna vialka, ktera byla smisena s 10 ml média. Desticky
se pak nechaji 3 hodiny inkubovat. Vysledna koncentrace MTT v jamce byla 10 uM.

Po cca tfech hodinach, jiz v nesterilnim prostiedi, je odsato médium s MTT a ptidano 100
pul DMSO/ jamku a nechd se mirné protfebat. Absorbance byla métfena pii dvou vlnovych
délkach 570 a 650 nm na Synergy HT a zméfené absorbance byly navzijem odecteny. Detailni

popis pouziti MTT je shrnut v Ptiloze 2.

Propidium jodid
Pti pouziti PI byla pouzita negativni i pozitivni kontrola. Negativni kontrola zde slouzila pro
byla pouzita s cilem zjiSténi signalu, ktery odpovida nulové Zivotnosti (v pfipadé PI se jedna o
nejvyssi signal). Jako pozitivni kontrola byla pouZita nejvyssi aplikovand koncentrace THA.
Zitejmé kvili mechanismu pisobeni PI (prochéazi pouze pres poskozenou membranu a vaze se
na fragmenty DNA) bylo nutné nasazovat vyssi koncentrace 1é¢iv nez u ostatnich metod.
Vysledky byly naméteny za pouziti nasledujicich koncentraci:
- Ibuprofen 10 mM
- THA 20 mM
- Imipramin 1 mM
- Cimetidin 20 mM
- Desipramin 1,2 mM
- Propranolol 1 mM
Pti praci s PI je nutné pracovat v zatemnéné mistnosti, protoze barvivo je fotolabilni.
Tteti den se po 24 hodindch bunky pfenesou, po zkontrolovani Zivotnosti kontroly, do
sterilniho prostfedi laminarniho boxu. Z desticky je opatrné odsato médium a pfidan 2,5uM

roztok PI v PbS. Nechd se inkubovat asi 5-15 min. Po inkubaci je méfena fluorescence pii
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excitaéni vlnové délce 535 nm a emisni vinové délce 620 nm. Pro detailni popis aplikace

metody viz Pfiloha 3.

Calcein-AM

Pii pouziti této metody byla pouzita pouze negativni kontrola a blank. Pro méfeni byly
pouzity vychozi koncentrace z bodu 5.1.4., akorat u propranololu doslo k navyseni na 1,2 mM
a u desipraminu na 500 uM kvuli nejednotnym vysledkim. Druhy den, tedy pfi nasazovani
roztokd 1éCiv, nebylo odstrafiovano staré médium, tzn., ze po druhém dni v desti¢ce bylo celkem
200 pl smési. Divodem je, ze calcein-AM je metoda velice citliva na jakékoliv okolni zmény,
a odsavani média druhy den, vedlo k opakované nekonzistenci vysledki. Z tohoto diivodu byl
vyzkousSen tento postup, ktery pak byl zachovan po dobu celého méfeni.

Dulezita byla také prace v zatemnéném prostiedi, protoze calcein-AM se miize rozkladat na
svétle.

Tteti den se po 24 hodinach bunky pifenesou, po zkontrolovéani Zivotnosti kontroly, do
sterilntho prostfedi lamindrniho boxu. Z desticky je odstranéno veSkeré médium a je
proplachnuta 100 pl PbS, aby bylo odstranéno piebytecné médium (calcein-AM je totiz Stépen
bunéénymi esterdzami, které jsou obsazené i v Zivném médiu, a mohlo by tedy jinak dojit
k interferenci, vzniku vysSiho signalu a ovlivnéni vyslednych hodnot ICs¢). Po proplachnuti se
aplikuje roztok calcein-AM v PbS a desticka se necha 30 min inkubovat pti 37 °C. Nakonec se
méii fluorescence pii vinové délce 485 nm a emisni vinové délce 530 nm. Detailni popis metody

1ze najit v Ptiloze 4.

Krystalova violet’

Pti aplikaci krystalové violeti byla pouzita pouze negativni kontrola a blank. Nasazovany
byly vychozi koncentrace z bodu 5.1.4. Tteti den se pracuje jiZ v nesterilnim prosttedi.

Po 24 hodinach inkubace je desticka, po kontrole zivotnosti kontroly pod mikroskopem,
pfenesena na pracovni plochu, kde je z desti€¢ky odstranéno staré médium s léCivy. Podle
protokolu M. Feoktisové “9 je desti¢ka dale promyta destilovanou vodou, a obracena dnem
vzhtliru na filtra¢ni papir nebo buni¢inu, aby byla odstranéna prebytecna tekutina, ktera miize
obsahovat odlepené mrtvé buiky, které by mohly zvySovat signdl pii méfeni. Navic voda
v okoli bunék vytvaii hypotonické prostiedi, které pii delSim plisobeni vede k dalSimu
poskozeni bunék. Po promyti se pifida 50 pl 0,5% roztoku krystalové violeti a necha se

inkubovat 20 min za pokojové teploty na vortexu. Po inkubaci se desti¢ka 4x proplachne
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destilovanou vodou a necha se vysychat za pokojové teploty po dobu alesponn 1-2 hodin.
Nakonec se ptida 200 pl methanolu/ jamku, necha se inkubovat 20 min na vortexu (jiz s vickem)

a mefi se absorbance pii vinové délce 570 nm. Presny postup 1ze najit v Ptiloze 5.

ATP Assay (CellTiter Glo)

Pti praci s ATP metodou byla pouzita pouze negativni kontrola a blank. Nasazovany byly
vychozi koncentrace z bodu 5.1.4., akorat ibuprofen byl navysen na 10 mM, desipramin na 500
UM a propranolol na 1 mM. Na posledni méfeni bylo vyzkouseno i zvySeni koncentrace
cimetidinu na 40 mM.

Pti préci byla také stanovovéana nejvhodnéjsi koncentrace ATP ¢inidla pro méteni — byly
zkouseny cCtyfi rizné koncentrace, ze kterych nakonec byl vybran pomér ¢inidlo: médium 1:4,
kterym byly ziskany vysledky. Dale je dilezité podotknout, Ze pii praci byla pouzita specialni
bila luminiscenéni desticka, se kterou je nutné pracovat po celou dobu méfeni ve tmé (tzn. celé
tf1 dny), jinak pfistroj neni schopen luminiscenci méfit pro ptili§ vysoky signél pozadi.

Po 24 hodinach inkubace a kontrole Zivotnosti pod mikroskopem je desti¢ka pfenesena do
sterilniho prostfedi laminarniho boxu. Do desti¢ky bylo piiddno 100 pl roztoku ATP Cinidla
bez odstranéni roztokli 1€¢iv z druhého dne. S €inidlem se necha desticka mirné protiepat, aby
doslo k rozprostieni, a nasledné se necha 10 min stat ve tmé pro stabilizaci signalu. Méfi se
luminiscence v rozmezi vinovych délek 445-665 nm. Pfesny postup prace a nastavovani

koncentraci Cinidla je popsan v Ptiloze 6.

5.1.1. Zpracovani namétenych dat

Nameétené hodnoty absorbance, fluorescence a luminiscence byly pievedeny do excelu, kde
byly dale zpracovavany.

U MTT metody byla naméfend hodnota absorbance v jamce, pfevedena na procenta.
V tripletu, odpovidajici jedné koncentraci jednoho léciva, byl pak vypocitdn aritmeticky
pramér, ktery byl vydélen primérnym signalem ve sloupcich negativni kontroly a vynasoben
100 na ziskani % Zivotnosti. Hodnoty byly spolu s koncentraci 1é¢iva v molech a smérodatnou
odchylkou ptfeneseny do programu GraphPad Prism 8, pro vytvofeni grafu a vypocitani hodnoty
ICso. Princip zpracovavani dat byl shodny i u ATP metody a eseje s krystalovou violeti. U PI
byl od namétenych hodnot fluorescence odecten aritmeticky primér negativni kontroly (tedy
signal zivé kontroly s médiem obsahujici ptislusné 1é¢ivo). Pti zpracovani Calcein-AM byl od

naméfené fluorescence odecten aritmeticky priimeér blanku s piislusSnym lécivem, pro ¢aste¢né
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odstranéni vlivu prostfedi a fluorescence 1éCiva a podobnym zplsobem jako u MTT byly
hodnozy ptrevedeny na %. U PI jsou u grafického zpracovani hodnoty vztahovany na odezvu
detektoru, zatimco u calcein-AM eseje, ATP eseje, MTT eseje a eseje s krystalovou violeti jsou
hodnoty vztahovany na % Zivotnost.

Po vlozeni dat do GraphPad Prism 8, je nutné osu x zlogaritmovat ptes ikonu ,,Analyze* a
déle ,,Transform*, zaskrtnout funkci ,,x=log(x)“. Druhou upravou je jiz grafické vyhodnocent,
kde se opét ptes ,,Analyze* zvoli ,,Nonlinear Regression* a vybere se funkce ,,log(inhibitor) vs.
response — Variable slope (four parameters) — symetrical“. Poté program vypracuje grafické
zobrazeni méfeni a vypocita hodnoty ICso, které jsou déle vyuzity k vyhodnoceni. V ptipadé,
ze nebylo dosdhnuto nizké viability (<20 %), byla ve statistickém programu pouzita navic
funkce ,,Constrain (Bottom) = 0%, ktera ve vySich koncentracich nulovou viabilitu simuluje a
ptesnéji stanovuje hodnotu ICso. Pouziti funkce u grafii s nejniz§im bodem odpovidajici 0-20%

zivotnosti jiz pro vysledné hodnoty mélo zanedbatelny vyznam.
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6. VYSLEDKY

Ve vysledcich Ize sledovat kratkou rekapitulaci pouziti dané metody, graf a z n¢j ziskané
hodnoty (ICso, SD a SEM zaokrohleny na dvé platné cislice). Vzhledem k tomu, ze méfenim
standardu cimetidinu nebylo mozné ziskat validni vysledky (tzn. hodnotu ICso) u zadné z

metod, je na Obrazku 11. jen nazorn€ ukazan graf bézného méfeni cimetidinu.
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Obrazek 11. Grafické zndzorneni mereni cimetidinu — MTT test.
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6.1. MTT esej
Vysledky méteni byly ziskdvany pii méfeni nasledujicich koncentraci: ibuprofen 5 mM;
takrin 1,2mM; imipramin 500 puM; desipramin 300 uM; cimetidin 20 mM a propranolol 500

uM. Nasazovano bylo 8000 bun¢k/ jamku a vyuzivala se pouze negativni kontrola, ke které

byla viabilita vztazena. Grafickd zndzornéni méteni 1é¢iv a naméfené hodnoty ICso 1ze vidét na
Obrazcich 12-16.
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Obrazek 12. MTT esej ibuprofenu.
Primerna hodnota ICs ibuprofenu ziskand ze tri méreni — 1,5 mM.

Smeérodatna odchylka — 0,28. SEM — 0,16.
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Obrazek 13. MTT esej takrinu.
Prumérna hodnota 1Csg takrvinu ziskana ze tii mereni — 220 uM.

Smérodatna odchylka — 28. SEM — 16.
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Imipramin
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Obrazek 14. MTT esej imipraminu.
Primerna hodnota ICsp imipraminu ziskand ze tr'i méreni — 140 uM.

Smeérodatna odchylka — 14. SEM — 10.
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Obrazek 15. MTT esej desipraminu.
Primeérnd hodnota ICsg despiraminu ziskana ze trii méreni — 75 uM.

Smeérodatna odchylka — 11. SEM — 6,4.
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Obrazek 16. MTT esej propranololu.
Primérna hodnota ICs ziskana ze tri méreni — 220 uM.

Smeérodatna odchylka — 68. SEM — 34.
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6.2. Propidium jodidova esej

Pti pouziti PI eseje bylo nutné navySovat koncentrace 1é¢iv na: ibuprofen 10 mM; takrin 20
mM; imipramin 1 mM; desipramin 1,2 mM; cimetidin 20 mM a propranolol 1 mM. Nasazovano
bylo 8000 bunék/ jamku a pfi méfeni byla nasazena negativni kontrola (které se odcitala pii
vypoctu) i pozitivni kontrola (pro srovnavani maximalniho signdlu u 1éCiv). Jako pozitivni
kontrola byl nasazovan takrin o koncentraci 20 mM, u které se predpokladala nulova viabilita.
Graficka znazornéni méfeni 1éCiv a namétfené hodnoty ICso lze vidét na Obréazcich 17-21.

Nejvyssi odezva detektoru odpovida mrtvé bunééné populaci.
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Obrazek 17. Propidium jodidova esej u ibuprofenu.
Prumérna hodnota ICs ziskana ze ti1 méreni — 2,7 mM.

Smeérodatna odchylka — 0,13. SEM — 0,076.
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Obrazek 18. Propidium jodidova esej u takrinu.
Priomérna hodnota ICsg ziskana ze tri mereni — 4,4 mM.

Smérodatna odchylka — 0,47. SEM — 0,27.
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Obrazek 19. Propidium jodidova esej u imipraminu.
Primerna hodnota ICsg ziskana ze t7/i méreni — 140 uM.

Smeérodatna odchylka — 18. SEM — 10.
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Obrazek 20. Propidium jodidova esej u desipraminu.
Primerna hodnota ICsg ziskana ze t7/i méreni — 59 uM.

Smeérodatna odchylka — 18. SEM — 9, 1.
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Propranolol
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Obrazek 21. Propidium jodidova esej u propranololu.

Primérna hodnota ICs ziskana ze tr/i méreni — 370 uM.

Smérodatna odchylka — 31. SEM — 14.
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6.3. Calcein-AM esej
Pti pouziti Calcein-AM byly aplikovany nasledujici koncentrace: ibuprofen 5 mM; takrin
1,2 mM; imipramin 500 pM; desipramin 500 uM; cimetidin 20 mM a propranolol 1 mM.

Nasazovano bylo 10 000 bun€k/ jamku a pouzita byla pouze negativni kontrola. Graficka

znazornéni méfeni 1éCiv a namétrené hodnoty ICso 1ze vidét na Obrazcich 22-26.

Ibuprofen

200
— 150
2
3
E 100
[=]
2
N 50

0 T T T T 1
-4.5 -4.0 -3.5 -3.0 -2.5 -2.0
log(c)

Obrdazek 22. Calcein-AM esej u ibuprofenu.
Prumérna hodnota ICs ziskana ze ti1 méreni — 3,3 mM.

Smeérodatna odchylka — 0,61. SEM — 0,35.

Takrin
200
— 150
S ¢
Z (]
E 100
[=]
2
N 50
0 T T T T 1
-5.0 -4.5 -4.0 =35 -3.0 -2.5
log(c)

Obrazek 23. Calcein-AM esej u takrinu.
Primérna hodnota ICs ziskana ze tii méreni — 450 uM

Smérodatna odchylka — 170. SEM — 77.
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Obrazek 24. Calcein-AM esej u imipraminu.
Primérna hodnota ICs ziskana ze 3 méreni — 320 uM.

Smeérodatna odchylka - 110. SEM — 50.
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Obrazek 25. Calcein-AM esej u desipraminu.

Primérna hodnota ICs ziskana ze t/i méreni — 150 uM.

Smérodatna odchylka — 40. SEM — 23,88.
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Obrazek 26. Calcein-AM esej u propranololu.
Primérna hodnota ICs ziskani ze tii méreni — 360 uM.

Smeérodatna odchylka — 170. SEM — 85.
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6.4. Esej s krystalovou violeti

Pti préci s krystalovou violeti byly pouzivany vychozi koncentrace, tedy ibuprofen 5 mM;
takrin 1,2 mM; imipramin 500 uM; desipramin 300 uM; cimetidin 20 mM a propranolol 500
uM. Nasazovano bylo 8 000 bunék/ jamku a pouzita byla pouze negativni kontrola, ke které

byla viabilita vztazena. Grafickd zndzornéni méteni 1é¢iv a naméfené hodnoty ICso 1ze vidét na

Obrazcich 27-31.
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Obrazek 27. Esej s krystalovou violeti u ibuprofenu.
Prumérna hodnota ICs ziskana ze ti1 méreni — 1,6 mM.

Smeérodatna odchylka — 0,56. SEM — 0,33.
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Obrazek 28. Esej s krystalovou violeti u takrinu.
Prumérna hodnota I1Cs ziskana ze tii mereni — 680 uM.

Smérodatna odchylka — 200. SEM — 110.
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Obrazek 29. Esej s krystalovou violeti u imipraminu.
Primérna hodnota ICs ziskana ze tr/i méreni — 270 uM.

Smeérodatna odchylka — 44. SEM — 26.
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Obrazek 30. Esej s krystalovou violeti u desipraminu.
Primérna hodnota ICs ziskana ze t/i méreni — 110 uM.

Smeérodatna odchylka — 27. SEM — 15.

65



66

Propranolol
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Obrazek 31. Esej s krystalovou violeti u propranololu.

Primerna hodnota ICsg ziskana ze t7/i méreni — 330 uM.

Smeérodatna odchylka — 91. SEM — 52.
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6.5. ATP esej

K ziskani dat u ATP eseje byly pouzity koncentrace: ibuprofen 10 mM; takrin 1,2 mM,;
imipramin 500 uM; desipramin 500 pM; cimetidin 40 mM a propranolol 1 mM. Pro zajiSténi
ptesnéjsiho signalu byla pouZzivdna luminiscencni (bild) desticka. Nasazovano bylo 15 000
bun¢k/ jamku a pouzita byla pouze negativni kontrola. Zaroven byly testovany riizné pomeéry
¢inidla v mediu — 1:1, 1:2, 1:4 a 1:10, nakonec k ziskani hodnot ICso byl pouzit pomér 1:4.
Graficka znazornéni pii volbé koncentrace Cinidla 1ze vidét na Obrazku 32. Graficka znazornéni

meéteni 1€¢iv a naméefené hodnoty ICso 1ze vidét na Obrazcich 33-37.

6.5.1. Testovani vhodného poméru ATP ¢inidlo : médium

Dle dostupnych protokolt, se ¢inidlo obvykle fedi v poméru 1:1. Vzhledem k vysoké cené,
bylo testovano, zda dal§im fedénim &inidla lze ziskat dostateéné piesné vysledky. Redéni 1:2 a
1:4 jesté poskytuji pfesnd méteni. Vyssi fedeéni jiz neni doporucovano kvili riziku vysoké
odchylky (Obr. 32).

Pro ziskani optimalniho poméru bylo ¢inidlo fedéno médiem v diive zminénych pomérech

dle navodu uvedeného v Ptiloze 6. VSe bylo méteno pii pouZiti takrinu o koncentraci 1,2 mM.
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Obrazek 32. Méreni IC50 ATP eseji o riizné koncentraci cinidla.
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6.5.2. Vysledky méfeni ATP eseje
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Obrazek 33. ATP esej u ibuprofenu.

Hodnoty ICsp nebylo mozné ziskat kviili podezreni na interferenci léciva s metodou (viz dale)
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Obrazek 34. ATP esej u takrvinu.
Prumérna hodnota I1Cs ziskanda ze tii mereni — 570 uM.

Smérodatna odchylka — 48. SEM — 28.
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Obrazek 35. ATP esej u imipraminu.
Primérna hodnota ICs ziskana ze tr/i méreni — 230 uM.

Smeérodatna odchylka — 20. SEM — 12.
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Obrazek 36. ATP esej u desipraminu.
Primérna hodnota ICs ziskana ze t/i méreni — 150 uM.

Smeérodatna odchylka — 67. SEM — 39.
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Propranolol
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Obrazek 37. ATP esej u propranololu.
Primérna hodnota ICs ziskana ze tr/i méreni — 370 uM.

Smeérodatna odchylka — 37. SEM — 22.
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Pro shrnuti Ize v Tabulce 2 nalézt hodnoty ICso spole¢né se smérodatnou odchylkou — vse

zaokrouhleno na dvé platné ¢islice.

Léciva MTT PI Calcein-AM Krystalova ATP esej
violet’
ICs0 = 1,50 ICso = ICs0=3,3 ICs0=1,6
Ibuprofen mM 2,70 mM mM mM )
SD=0,28 | SD=0,13 SD = 0,61 SD=0,57 X
ICs50=220 | ICso=4,4 | ICso=450 ICs0 = 680 ICs0 =570
Takrin uM mM uM uM uM
SD=28 | SD=0,47 SD =170 SD =200 SD =48
ICs0=140 | ICso=140 | ICso =320 ICs0 =270 ICso =230
Imipamin uM uM uM uM uM
SD =14 SD =18 SD=110 SD =44 SD =20
ICso0=75 | ICs0=59 ICs0 =150 ICso=110 ICs0 =150
Desipramin M uM uM uM uM
SD=11 SD =18 SD =40 SD =27 SD =67
ICs50=220 | IC50=370 | ICso=360 ICs0 =330 ICs0 =370
Propranolol uM uM uM uM uM
SD =68 SD =31 SD =170 SD =91 SD =37
Cimetidin X X X X X

Tabulka 2. Prehled hodnot nasazovanych koncentraci, namérenych priitmérnych hodnot ICsg a smérodatnych

odchylek.
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7. DISKUZE

Jak jiz bylo zminéno, existuje veliké mnozstvi zpiisobi méfeni bunécné viability a
cytotoxicity. Kazdé z nich mé ur¢ité vyhody ale i tiskali, co se tyce jejiho pouziti v praxi, které
byly jiz zminény v teoretickém Uvodu. Na zdkladé¢ informaci o jednotlivych metodach a
vysledcich z méfeni, 1ze hovofit o vhodnosti pouziti jednotlivych metod.

Propidium jodid jako samostatna esej neni postacujici k ziskani konzistentnich vysledkii.
Z mechanismu puisobeni vyplyva, Ze signal vznika pouze u usmrcenych bun¢k s porusenou
permeabilitou bunécné membrany, pricemz k bunééné smrti doprovazené narusenim celistvosti
plazmatické membrany nemusi nutn¢ dochdzet u vSech pouzitych 1é¢iv. K poruSeni membrany
nedochazi napf. ani pfi apoptoze ??. Tento jev je také diivodem, pro¢ byly pii méfeni
aplikované koncentrace 1é¢iv mnohonasobné vyssi v porovnani s ostatnimi metodami — aplikaci
vys$si koncentrace 1éCiva bylo ziejmé dosazeno vétsiho strukturalniho posSkozeni bunky, které
umoznilo prinik PI do intracelularniho prostfedi. Disledkem toho jsou i ve vétsiné pripada
naméfené vyssi koncentrace 1Cso. Jako pozitivni kontrola u cytotoxicitnich studii byva ¢asto
pouzivan detergent Triton-X (o 1% koncentraci), ktery buiikky usmrcuje jiz pii pouZziti velmi
malych koncentraci. Zaroven ale také vyrazné naruSuje bunéénou membranu a jeji
permeabilitu, coz by vedlo k vyrazné vys$Simu signalu v porovnani s pouzitymi lé€ivy. Jako
pozitivni kontrola byl tedy pouZit takrin o nejvyssi pouzivané koncentraci (20 mM). I tak 1ze
ale pozorovat pomérné variabilni fluorescencni odezvu u riznych latek pti pln€ cytotoxickém
efektu (napf. takrin cca 40 000 RFU, propranolol <10 000 RFU). Z toho divodu nebyla
pozitivni kontrola vyuzita k normalizaci vysledkt, tak jako v ptipad¢ ostatnich metod. Pravé u
takrinu byla opakované namétena hodnota ICso o vice nez 1 fad vy38i neZ u ostatnich metod,
pro coz nemame relavatni vysvétleni. Nepfesnost ziskanych vysledkt u PI Ize také odiivodnit
chybou vnasenou pfi pipetovani. Pfi odstrannovani média pied aplikaci PI mtze dojit k odsati
DNA a poskozenych bungk, coZ také miize vést k faleSné negativnim vysledkiim, avSak
vzhledem k vysledkim u jinych 1é¢iv, nelze predpokladat, ze se tyto chyby projevili pouze u
takrinu a u jinych 1é€iv ne.

Pro ptesné ziskavani hodnot ICso neni pfili§ vhodnd ani krystalova violet. Ackoliv v nasi
praci hodnoty pftili§ nevybocovali ze sledovanych trend, obecné hodnoty mohou byt ovlivnény
nekolika kroky proplachovani pro odstranéni odumfielych bunék a vymyti piebytecného
barviva, coz Ize jasn¢ sledovat i na pomérn¢ vysokych hodnotach SD v Tabulce 2. Proplach zde
slouzi pro odstranéni mrtvé populace bunék, ktera jiz neni prilepena na dno desticky Vzhledem

k tomu, ze k proplachim je ale pouzivana destilovanad voda, ktera vytvari hypotonické
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prostiedi, mize dojit k poskozeni a usmrceni doposud zivych bun¢k a zkresleni vysledkt. O
krystalové violeti lze tedy fict, Ze se jedna spiSe o metodu orientacni, stejné jako v piipadé PI
vhodnou spise pro vizualizacni potfeby a neni doporuceno ji pouzivat jako vychozi zpusob
zjistovani hodnot ICso.

MTT esej je v porovnani se zminénymi mnohem vhodnéjsi metodou pro ziskavani hodnot
ICso. Jedna se o relativné selektivni a citlivou metodu, prace s ni je jednoducha a vysledky z ni
ze vsech aplikovanych metod a nejvice se priblizuji hodnotadm z literatury (viz Tabulka 3).
Navic je mozné ji aplikovat i pii HTS novych molekul. Uréitou nevyhodou je ale pomérné
dlouhéd inkubaéni doba barviva (kolem tii hodin) a nutnost nasledné rozpoustét vzniklé
formazanové krystaly, coZ jiZ neplati u novéjsich forem tohoto ¢inidla jako WST-1 2. Dile je
nutné myslet na mozné interference, a to hlavné s redukénimi slou¢eninami, které vedou k vyssi
metabolizaci na formazan, a tak k fale$n¢ zvySenému signalu absorbance a k ziskani falesnych
vysledkd.

Z hlediska citlivosti k bunééné smrti se jako velmi vhodna metoda jevi i Calcein-AM. Na
druhou stranu jeho pouziti je velice citlivé na podminky pii praci s bunéénou kulturou (napft.
odsavani starého media nebo promyvaci kroky), a proto i sebemensi zmény v okolnim prostiedi
vedou kvelkym vykyvim v méfeni. Navic jsme pozorovali, Ze né€kdy dochazi
k nedostate¢nému uchyceni bun¢k na dno desticky a odsati zivych bunék druhy den pted
aplikaci 1é¢iva. Vzhledem k tomuto problému, byla metoda adaptovana — byl odstranén krok
odsavani média druhy den pied aplikaci 1é¢iv, ktery vedl k ustaleni vysledku. Uréita chyba vSak
obracené mohla byt do méfeni vnesena tim, Ze nedoslo k dostatecnému promyti pred aplikaci
barviva, které miZe byt aktivovano i esterdzami obsaZenymi v zivném médiu pro burky, a tak
niz§im priniku ¢inidla do bunék. Tento negativni vliv by vSak mél byt odstranén pouzitim
negativni kontroly a jeho odectenim pfi zpracovani naméfenych dat. Navic dle dostupné
literatury, Calcein-AM neni vhodnou metodou pro pouziti u adherentnich bunéénych linii, kde

vrstveni bun€k na dné€ jamky miiZze vést k horSimu priiniku calceinu-AM do spodnich vrstev,

(38)

Posledni pouzitou metodou byla ATP esej, u které jsme ocekavali vysokou citlivost, pfesnost
a minimalni interference v celého ramci experimentu. Zatimco vysokou pfesnost 1ze nazorné
potvrdit relativné malymi chybovymi tseCkami (Obr. 33-36), citlivost Upln€ potvrdit nelze

nebot’ ziskané hodnoty ICso byly cca 2x vyS$i nez u nejcitlivéj$i metody, tedy MTT.
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Interference technického charakteru skute¢né nebyla pozorovana. ATP esej je relativné draha a
pro uSetfeni ndkladi na méfeni byly testovany rtzné koncentrace Cinidla. Méfenim bylo
zjisténo, ze pouziti poméru ATP ¢inidlo : medium v poméru 1:4 je dostatecné pro ziskani
presnych vysledki, a proto tato koncentrace byla i nadale pouzivana. Metoda je velmi selektivni
(diky méfeni hladin ATP, které velmi dobte koreluji s Zivostnosti bungk) ¥ a citliva, proto je
vhodna pro zjistovani bunécné viability. Jeji pouziti je mozné i v HTS systémech. Urcitou
nepfijemnosti pi1 pouzivani metody je prace v zatemnéném prostiedi kvali vyuziti
luminiscen¢ni desticky. Pti delSim pfetrvani desticky na svétle, doslo k jejimu ,,nasviceni, a
ptistroj nebyl schopen takto vysokou luminiscenci zméfit. Z tohoto diivodu bylo pro jistotu
s destickou od zacatku pracovano za tmy, aby doslo k odstranéni ptipadnych chyb, které by
mohly byt do méfeni vneseny. Béhem méfeni ATP metodou vSak nebylo mozné ziskat validni
data pro stanoveni hodnoty ICso pro ibuprofen. Koncentrace ibuprofenu byly navySovany do
maxima 10 mM — dalsi navySovani nebylo mozné, kvili $patné rozpustnosti 1é¢iva v zivném
médiu bungk. Z literatury bylo zjisténo, ze zastupci ze skupiny NSAIDs (ve studii konkrétné
zminovany ibuprofen a celekoxib) mohou obnovovat snizené hladiny ATP v bunkach, coz by
vysvétlovalo naméfeny vysoky signal, velké odchylky a nemoznost ziskani hodnoty I1Cso®Y.
Jinym divodem by teoreticky mohla byt mozna interference ibuprofenu s luciferazou, ktera
byla dokonce i1 zminéna ve Figure 1 v praci J. Dilla ,,A molecular mechanism for ibuprofen-
mediated RhoA inhibition in neurons“. Ve zmince je naznaceno, Ze ibuprofen mize posilovat
aktivitu luciferdzy v zavislosti na davce v PC12 buitkach ©2),

Stru¢né shrnuti metod, jejich vyhod a nevyhod lze sledovat v zdverecné Tabulce 5.

Na zakladé¢ ziskanych hodnot ICso jednotlivymi metodami 1ze srovnat namétrenou toxicitu
1é¢iv s daty v literatuie v Tabulce 3.

Pted vlastnim zhodnocenim je dilezité podotknout, ze pocatecni vysledky (zejména pak u
MTT eseje) nedosahuji 100% Zivotnosti bun¢k (coz mize mit vliv i na naméfené hodnoty 1Cso).
Tento fakt je dan nedostate¢nou zkuSenosti s praci s bunéénymi kulturami a nerovnomérnému
rustu negativni kontroly. V pribéhu meteni ale doSlo ke zdokonalovani techniky prace a
v metodikdch se tak ustalila i negativni kontrola, a tak vysledky i grafy jiz odpovidaji

pfedpokladanym vysledkiim.
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Calcein- | Krystalova

Léciva MTT PI ATP Literatura
AM violet’
1,50 2,70
Ibuprofen 3,30mM | 1,6 mM X 0,52 mM
mM mM

250 pM (+/-11

Takrin | 220 puM | 44mM | 450pM | 680uM | 570 uM
uM)

Imipramin | 140 uyM | 140 uM | 320 pM | 270 uM 230 uM 54 uM ©3)

Desipramin | 75uM | 59uM | 150 uM 110 uM 150 uM 20 uM 69

Propranolol | 220 uM | 370 uM | 360 uM | 330 uM 370 uM 120 uM ©

Cimetidin X X X X X X

Tabulka 3. Prehled namérenych hodnot ICsy a hodnot dostupnych v literature zaokrohlenych na 2 platné cislice.

Hodnoty ICsotakrinu a desipraminu z literatury byly ziskany za pouziti MTT eseje. U ibuprofenu, propranololu
a imipraminu nejsou metody presné definovany (hodnoty byly ziskany z registru, kde byly zverejnény hodnoty
ziskané pomoci nasledujicich metod: MIT-24, MTT, MTS a XTTC; neutral red uptake, trypan blue, indikdtory
diferenciace). Pokud namérend data byla ziskana dle pozadovanych kritérii registru, byla prijata a nelze jiz

dohledat, kterou z metod byla hodnota ziskana.

Jako nejméné toxicky se jevi cimetidin, u kterého 1 pfi koncentracich 20 a 40 mM nebylo
mozné ziskat vyslednou hodnotu ICso (vyS$si koncentrace nebyly testovany kvili velmi Spatné
rozpustnosti 1é¢iva v médiu). Navic dle nékteré dostupné literatury byla testovana cytotoxicita
cimetidinu na deseti riznych bunéénych liniich a na vSech byl shleddn jako netoxicky pii
koncentracich do 20 mM 9,

Jako nejméné toxické z méfitelnych 1é€iv pak vychazi ibuprofen (s primérou hodnotou
ICso ze vSech metod 2,3 mM). Dale pak takrin (s primérnou ICso 1,3 mM); propranolol
(s primérnou ICsp 330 uM) a jako nejvice toxicka vysla tricyklickd antidepresiva imipramin
(celkova primérna ICso = 220 uM) a desipramin (celkova primerna ICso = 110 uM).

Pfi porovnani namétenych hodnot a hodnot dostupnych v literatute lze fici, Ze nejvice se
ptibliZily ICso naméfené pomoci MTT eseje. Na druhou stranu je nutné podotknout, Ze hodnoty
z literatury byly méfeny na odliSnych bunéénych liniich a v né€kterych ptfipadech odliSnymi
metodami, a ziejm¢ byly vyuzity i specifické metody pro rozliSeni cytotoxického a

cytostatického efektu, proto by porovnani meélo zlstat spiSe orientaéni. Na zdklad€ dat
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z literatury lze 1é¢iva setadit od nejnizsi po nejvyssi cytotoxicitu setadit nasledovné: cimetidin
< ibuprofen < takrin < propranolol < imipramin < desipramin. Pofadi se tedy shoduje
s provedenymi métenimi.

Cytotoxicita 1é¢iv muze taky do jisté miry korelovat s jejich lipofilitou. V Tabulce 4 Ize

sledovat hodnoty logD pii pH 7,4 u jednotlivych 1éCiv. Graf zavislosti log D na ICso, 1ze

sledovat na Obrazku 38.
Ibuprofen | THA | Imipramin | Desipramin | Propranolol | Cimetidin
LogD | 0,90 6" | 030® | 2506 1,1 79 1,4 7Y 0,34 7
ICso 23mM | 1,3mM | 220 uM 110 uyM 330 uM X

Tabulka 4. Prehled logD (pH 7,4) u léciv a primérnych hodnot ICsg ziskanych ze vSech méreni u léciv.

Hodnoty logD byly hledany pfes databazi SciFinder — vybrana byla vzdy stfedni hodnota

z nalezenych dat.

Zavislost logD na logICs,
-2.0
R*=0,3686

-2.54 Ibuprofen
[ J

-3.0

LogICs,

3.5 Propranolol
4.0 ° Imipramin
Desipramin
-405 I I I
0 1 2 3
LogD

Obrazek 38. Graf zavislosti logD na loglCsg ziskanych ze vSech mérent u léciv riiznymi metodami.

Na ose x (logD) sledujeme lipofilitu 1é¢iv, a obecné Ize ocekavat, ze ¢im vyssi je hodnota
byl imipramin.
Na ose y (loglCsg) sledujeme log primérnych ICso ziskanych méfenim a plati, ze ¢im je

vvvvvv

molekula desipramin, demethylovany derivat imipraminu.
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Sice na prvni pohled Ize do jisté miry vidét ur¢itou korelaci mezi hodnotami logICso a logD,
ale pfi dalSim zkoumani jiz lze sledovat, Ze se jednd pouze o hruby odhad, ktery nemusi zcela
odpovidat realnym métenim.

Z hodnot ICsp Ize 1é¢iva dle toxicity sefadit nasledovné: ibuprofen (nejméné toxicky) < takrin
< propranolol < imipramin < desipramin (nejvice toxicky).

Pti srovnavani toxicity odvozené od logD je potadi nasledovné: takrin (nejméné toxicky) <
ibuprofen < desipramin < propranolol < imipramin (nejvice toxicky).

Na zéklad¢ zminénych poznatki l1ze fici, Ze na toxicité 1é¢iv se kromé lipofility podili i dalsi

vlivy — napt. pKa 2.
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Metoda Mechanismus Citlivost Vyhody Nevyhody Naroc¢nost
o L ) Poskozuje bunky )
Me¢fteni metabolické Jednoducha Levna
MTT . ++ . 3h inkubaéni doba o
aktivity Lze pouzit pro HTS Jednoducha aplikace
Interference
. Neprochazi bunéénou Cenové drazsi (x MTT)
Vazba na DNA Rychla (15 min
PI + . membranou (nevhodné napi. Nevhodna pro
poskozenych bun¢k inkubace) .
pro apoptozu) samostatné pouZiti
Pouziti u adherentnich linii — Draha
Calcein- Meéfteni metabolické
++ Rychla nepiesné Velmi citliva na zmény
AM aktivity
Interference s médiem v prostiedi
Barveni zivych Pracna (proplachovaci kroky)
Krystalova . Jednoducha o . Levna
bunck ptilepenych na + Necitliva k metabolickym
violet’ Vsestranna Pracna
dno desticky zménam
bolick Rychla aplikace (bez Draha
Me¢fteni metabolické Y
ATP esej o -+ inkubace) Specialni pomiicky Jednoduchi aplikace
alaivity Vhodna k HTS Price ve tmé

Tabulka 5. Shrnuti zakladnich informaci pouzitych metod.
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8. ZAVER

Testovani cytotoxicity je dulezitym krokem ve vyvoji novych potencidlnich terapeutik. Jak
jiz bylo mnohokrat zminéno, existuje velké mnozstvi metod, které 1ze pro ziskani dat pouzit, a
tak je pro méfeni dilezité spravné zvolit nejen metody, ale i bunééné kultury.

Na zéklad¢ zkuSenosti s nékterymi metodami lze fict, ze jako vhodny postup zjistovani
hodnot ICso, se jevi pouziti kombinace n€kolika metod s riznymi mechanismy pusobeni. Jako
velmi vyhodna zakladni metoda se jevi pouziti tetrazoliovych soli (MTT), kterd by méla byt
doplnéna v pripadé potieby metodou neinterferujici a majici jiny mechanismus stanoveni
bunécné viability (napt. ATP esej), ptipadné kombinace PI, kterd by slouzila jako indikator
celistvosti bunééné membrany, pro rozliSeni cytostatického (MTT) a cytotoxického ucinku (PI).
Kone¢né, byla sledovana korelace cytotoxicity a vySe hodnoty logD pii pH 7,4. Na zaklad¢
pozorovani naméfenych hodnot ICso a hodnot logD z literatury lze fici, Ze se jedna pouze o
orientacni zptisob odhadovani toxicity léciva, ktery sice néjakou predbéznou miru
cytotoxického piisobeni predikuje, nicméné nelze jej vyuzit absolutné s tim, a Ze na toxicité

1é¢iva se zieymée podili vice faktori nez jen lipofilita.
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10. PRILOHY
10.1. Ptiloha 1 — CHO bunky protokol

10.1.1. Rozmrazovani bunék

1.

Do malé kultivacni 1dhve se ptipravi 8 ml zivného média pro bunky. Do zkumavky se
pripravi 9 ml média.

CHO-K1 bunky se po vytazeni z tekuté¢ho dusiku nechaji pomalu rozmrazit ve vodni
lazni.

Rozmrazena bunécna suspenze se poté v laminarnim boxu pifenese do pfipravené
zkumavky s médiem a necha se zcentrifugovat na 5 min, 3000 otacek pii 25 °C.

Aby nedoslo k poskozeni bunék pri zamrazovani, je nutné do média pridat vyssi
koncentrace DMSO, které je ale pro bunky toxické (v koncentracich nad 1 %). Z tohoto
duvodu je nutné smiseni s médiem a centrifugace, aby bylo nadbytecné DMSO
odstranéno.

Po zcentrifugovani je ze zkumavky opatrné odsato a zlikvidovano médium (na dné je
vidét mirné zakaleni = zcentrifugované bunky).

Do zkumavky je na proplachnuti a ziskani bun€k nyni pouzito médium z kultivacni
lahve. Zkumavka se nechd nékolikrat oplachnout a vSechno médium s bunikami je
pfeneseno do kultiva¢ni lahve.

Bunky se nechaji inkubovat pii 37 °C.

Burniky je nutné kazdy den sledovat, zda se prichyti ke dnu ldhve a zacnou se mnoZzit.
Po namnozeni se prenesou do vétsich kultivacnich lahvi, ze kterych jsou pak odebirdany

k experimentalni praci.

10.1.2. Poditani bunék

Pipetou se odsaje staré médium z kultivacni ldhve.

Po odstranéni média se lahev proplachne cca 5 ml PbS.

Ptida se 1 ml trypsinu (povali se po dné lahve) a neché se inkubovat pii 37 °C cca 5
minut.

Poté se pfida 5 ml média. Médium se splachuje po dné ldhve, aby se do bunécné
suspenze dostalo co nejvice bun€k.

Do 5ml mikrozkumavky se napipetuje 1,8 ml média a 0,2 ml bunécné suspenze (pipetou

se v§e promicha).



6. Do Biirkerovy komurky se napipetuje 10 pl pfipravené bunécné suspenze (pipetuje se
nahoru do horni spary).
7. Pod mikroskopem se buiiky spocitaji ve vSech 9 ¢tvercich.
8. Vzorovy vypocet pro nasazovani desticek:
a. Pocet bun€k ve ¢tvercich: 50 se vydé€li poctem cEtverct: 9
50:9=5,55x 10° bungk v Iml (= 0,555 x 10° bunék v 1ml)
b. pozadovany pocet v 1 jamce: & 000 (= 0,008 mil) se vyndsobi poctem jamek: 96
0,008 x 96 = 0,768 x 10° bunek (= celkovy pocet bungk)
c. Celkovy pocet bunék: 0,768 x 10° se vydéli poétem bunék spocitanym v 1. kroku
a vynasobi se koeficientem 1,2 (rezerva pfi pipetovani apod.)

0,768 x 10°: 0,555 x 10°=1,384 x 1,2 = 1,66 ml bun&éné suspenze

d. Objem jamky: 100 1l se vyndsobi poc¢tem jamek: 96 a koeficientem 1,2
100x96=9600ul=9,6 ml x1,2= 11,52 ml (=celkovy objem)

e. Od celkového objemu se odecte objem bunééné suspenze
11,52 - 1,66 = 9,86 ml média
9. Dle vypoctu se v rezervodrech pfipravi vysledna bunéfna suspenze, ktera je pak

nanasena na desticku.

10.1.3. Pasdzovani

1. 'V ptuvodni kultiva¢ni ldhvi se ponechd kolem 0,5-1 ml bunécné suspenze (zbytek se
zlikviduje nebo odebere do dalsi kultivacni 1dhve dle potieby).

2. Doplni se médiem na 10 ml.

3. Kultivacni ldhve se nechaji inkubovat pti 37 °C 5 % COa.



10.2. Ptiloha 2 — MTT esej protokol

Den prvni

Prvni den se obvyklym zplsobem nasadi desticka — 96 jamkova, 100 pl bunééné suspenze/
jamka, 8 000 bunék/ jamka. Buné¢nd suspenze se nasazuje do jedenécti sloupcti, posledni
dvanacty slouzi jako blank (obsahuje pouze zivné médium). Necha se inkubovat 24 hodin pii

37 °C.

Den druhy
Druhy den se piipravi roztoky testovanych latek o urcité koncentraci. Pfed nasazenim je
vhodné odsat star¢ médium z desticky a poté pfidat roztoky testovanych latek v médiu.
Testované latky se nasazuji vzdy v tripletech — na jednu desti¢ku lze tedy nasadit tii 1é¢iva,
desaty a jedenacty sloupec slouzi jako negativni kontroly (pfidava se pouze zivné médium),
dvanacty sloupec jako blank.

Desti¢ky se nechaji inkubovat 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Den tteti
1. Po 24 hodinéch se zkontroluje pod mikroskopem Zivotnost kontroly (pro ovéieni, Ze
méteni prob&hlo spravné) a piipadné jamky odpovidajici nulové zivotnosti.
2. Odsaje se veskeré médium z desticky.
3. Ptida se 100 pl roztoku MTT a nechd se inkubovat 3 hodiny pii 37 °C.
K mereni se pouziva 0,5% roztok MTT v PbS. Pripravi se navazenim 0,5 g Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide (MTT), které se necha rozpustit ve 100 ml PbS. Po rozpusteni
se roztok necha prefiltrovat a alikvotuje se po 1 ml do mikrozkumavek.
V laboratori jsou predpripravené Iml alikvoty s roztokem MTT — na jednu desticku
se smicha 1 alikvota s 10 ml média.
4. Pracuje se jiz mimo sterilni prostfedi. MTT se odsaje z desticky a pfida se 100 pl
DMSO/ jamku a neché se lehce zvortexovat asi 5-10 minut.

5. MEéfi se absorbance jako rozdil dvou rozdilnych vlnovych délek pii 570 a 650 nm.



10.3. Pitiloha 3 — Propidium jodid protokol

Den prvni
Prvni den se obvyklym zplisobem nasadi desticka — 96 jamkova, 100 ul bunécné suspenze/
jamka, 8 000 bunék/ jamka. Buné¢nd suspenze se nasazuje do jedenécti sloupcti, posledni

dvanacty slouzi jako blank. Necha se inkubovat 24 hodin pti 37 °C.

Den druhy
Druhy den se pfipravi roztoky testovanych latek o urcit¢ koncentraci. Pfed nasazenim je
vhodné odsat star¢ médium z bunék a poté ptidat roztoky testovanych latek v médiu.
Testované latky se nasazuji vzdy v tripletech — na jednu desti¢ku 1ze nasadit tfi 1é¢iva, desaty
a jedenacty sloupec slouzi jako pozitivni (pfidava se médium s nejvyssi koncentraci THA) a
negativni kontroly (pfidava se pouze médium), dvandcty sloupec jako blank
Do blanku bylo aplikovano je médium s nejvyssi aplikovanou koncentraci 1éCiva pro
odstranéni vlastni fluorescence molekul.

Desticky se nechaji inkubovat 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Den tfeti
Vhodné pracovat v neosvétlené mistnosti a laminarnim boxu (propidium jodid se miize
rozkladat na svétle).
1. Po 24 hodinach se zkontroluje pod mikroskopem zivotnost kontroly (pro ovéfeni, Ze
méfeni prob&hlo spravné) a ptipadné jamky odpovidajici nulové Zivotnosti.
2. Opatrné se odsaje veskeré médium z desticky. Desticka se neproplachuje.
3. Ptidéa se 100 pl roztoku PI a necha se inkubovat 5—15 min pti 37 °C.
Nasazujeme PI v koncentraci 2,5 uM, coz se pripravi pridanim 19,251 ul PI ze
zasobni lahvicky (o koncentraci 1 mg/ml) do 11,5 ml PbS.
4. Na pristroji se méfi fluorescence pii excitacni vinové délce 535 nm a emisni vlnové

délce 620 nm.



10.4. Piiloha 4 — Calcein-AM protokol

Den prvni
Prvni den se obvyklym zplisobem nasadi desticka — 96 jamkova, 100 ul bunéné suspenze/
jamka, 10 000 bun¢k/ jamka. Bunécna suspenze se nasazuje do jedenacti sloupci, posledni

dvanacty slouzi jako blank. Necha se inkubovat 24 hodin pti 37 °C.

Den druhy

Druhy den se pfipravi roztoky testovanych latek o urcité koncentraci. Pfed nasazenim je
vhodné odsat médium z bunck a poté piidat roztok 1éCiva v médiu, ale vzhledem k tomu, ze
Calcein-AM je velice citliva metoda, kterd reaguje bouflivé na jakékoliv zmény pii préci, tak
kvili vyssi presnosti vysledkd se 100 pl roztoku testované latky v médiu piidavalo ke
starému médiu (tzn. v jamce po druhém dni bylo 200 pul).

Léciva se nasazuji vzdy v tripletech — na jednu desticku lze nasadit tfi 1é¢iva, desaty a
jedendacty sloupec slouzi jako negativni kontroly (pfidava se pouze médium), dvanacty sloupec
jako blank.

Do blanku bylo aplikovano je médium s nejvyssi aplikovanou koncentraci 1éCiva pro
odstranéni vlastni fluorescence molekul.

Desticky se nechaji inkubovat 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Den tteti
Vhodné pracovat v neosvétlené mistnosti a laminarnim boxu (Calcein-AM se miize
rozkladat na svétle).
1. Po 24 hodinéch se zkontroluje pod mikroskopem Zivotnost kontroly (pro ovéfeni, Ze
méteni prob€hlo spravné) a ptipadné jamky odpovidajici nulové Zivotnosti.
2. Odsaje se veskeré médium z desticky.
3. Desticky se nechaji proplachnout 100 pl mirn€ zahtatého PbS.
PbS je vhodné pred aplikaci mirné zahrat ve vodni lazni, aby nedoslo k nezadoucimu
poskozeni bunek.
4. Pfidéa se 90-100 pl 1mM roztoku Calcein-AM a nechd se inkubovat 30 minut pii 37 °C.
Ze zasobni lahvicky se odpipetuje 5,5 ul do 11 ml PbS na 1 desticku.
5. Na piistroji se méfi fluorescence pii excitacni vinové délce 485 nm a emisni vlnové

délce 530 nm.



10.5. Piiloha 5 — Krystalova violet’ protokol

Den prvni

Prvni den se obvyklym zplisobem nasadi desticka — 96 jamkova, 100 ul bunécné suspenze/

jamka, 8 000 bunék/ jamka. Buné¢nd suspenze se nasazuje do jedenécti sloupcti, posledni

dvanacty slouzi jako blank. Necha se inkubovat 24 hodin pii 37 °C.

Den druhy

Druhy den se pfipravi roztoky testovanych latek o urcité¢ koncentraci. Pfed nasazenim je

vhodné odsat star¢ médium z bunék a poté ptidat roztoky testovanych latek v médiu.

Léciva se nasazuji vzdy v tripletech — na jednu desti¢ku lze nasadit tfi 1éCiva, desaty a

jedendacty sloupec slouzi jako negativni kontroly (pfidava se pouze medium), dvanacty sloupec

jako blank (samotné médium). Desti¢ky se nechaji inkubovat 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Den treti

Prace s destickou probiha jiz mimo sterilni prostedi laminarniho boxu.

1.

Po 24 hodinach se zkontroluje pod mikroskopem zivotnost (pro ovéteni, ze méfeni

probéhlo spravné) a ptipadné jamky odpovidajici nulové Zivotnosti.

Odsaje se veskeré médium z desticky.

Desticka se dvakrat promyje 100 pl destilované vody. Po promyti se desticka obrati

dnem vzhiru na filtra¢ni papir nebo buni¢inu, aby z ni vytekla pfebyte¢na tekutina.
Voda je multikandlovou pipetou opatrné aplikovana do jamek a hned odsata, aby

nedoslo k usmrceni bunék. Promyvdni zvysuje senzitivitu meéreni.

Ptida se 50 pl 0,5% roztoku krystalové violeti do kazdé jamky a nechd se inkubovat 20

min za pokojové teploty na vortexu (cca 20 oscilaci/min).

Naredi se 1% zasobni roztok krystalové violeti destilovanou vodou v pomeéru 1:1. Na

Jjednu desticku to vychazi 2 880 ul zasobniho roztoku krystalové violeti a stejné mnoZstvi

destilované vody.

Desticka je poté cCtyfikrat proplachnuta destilovanou vodou (je nutné odplavit
prebytecné barvivo, které by jinak zvySovalo signal). Necha se vyschnout bez vicka za
pokojové teploty alespont 1-2 hodiny.

Ptida se 200 pl methanolu/ jamku, necha se inkubovat 20 min s vickem v pokojové
teploté ne vortexu (cca 20 oscilaci/min).

MEéii se absorbance pfi vinové délce 570 nm.



10.6. Pitiloha 6 - CellTiter Glo® Assay (ATP esej) protokol
Vhodné pracovat v neosvétlené mistnosti a lamindrnim boxu jiz od prvniho dne
(luminiscencni desticka se jinak mize nasvitit a vydavat vlastni signal, ktery pfistroj pak neni

schopny zméfit).

Den prvni
Prvni den se obvyklym zplisobem nasadi luminiscen¢ni desticka — 96 jamkova, 100 pl
bunécné suspenze/ jamka, 15 000 bunck/ jamka. Bunécna suspenze se nasazuje do jedendacti

sloupcti, posledni dvanacty slouzi jako blank. Necha se inkubovat 24 hodin pti 37 °C.

Den druhy

Druhy den se pfipravi roztoky testovanych latek o urcité koncentraci. Pfed nasazenim se
odsaje staré médium z bunék a ptida se roztok 1é¢iva v médiu.

Léciva se nasazuji vzdy v tripletech — na jednu desti¢ku lze nasadit tfi 1é¢iva, desaty a
jedendacty sloupec slouzi jako negativni kontroly (pfidava se pouze médium), dvanacty sloupec
jako blank (samotné médium).

Desti¢ky se nechaji inkubovat 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Z mrazaku se vynda lyofilizované Cinidlo a pufr, které se za tmy nechaji rozmrazit pfi

pokojové teploté.

Den tteti
1. Po 24 hodinach se zkontroluje pod mikroskopem Zivotnost kontroly (pro ovéfeni, ze
méteni prob€hlo spravné) a ptipadné jamky odpovidajici nulové Zivotnosti.
2. Ke 100 pl média s 1écivy z predesliého dne se rovnou se pridava 100 pl ¢inidla — zadné
médium se neodstrafnuje.
3. Pfiprava ATP Cinidla:

ATP cinidlo se pripravi pridanim 10 ml pufru do lahvicky s lyofilizatem. Pri
pipetovani je nutna opatrnost — pufr hodné peni, tak aby bylo zamezeno zbytecnym
ztratam.

Testovany byly riizné koncentrace ATP cinidla — 1:1, 1:2, 1:4 a 1:10. Nakonec bylo

zjisténo, ze naredéni na Y je dostacujici pro ziskani spolehlivych vysledkii.



Mnozstvi cinidla na jednu desticku.:

1:1 —do desticky se prida 100 ul cinidla/ jamka

1:2—4 800 ul c¢inidla se smisi s 4 800 ul média, prida se 100 ul smési/ jamka
1:4—2 400 ul cinidla se smisi se 7 200 ul média, prida se 100 ul smési/ jamka
1:10—480 ul cinidla se smisi s 9 120 ul média, prida se 100 ul smési/ jamka

4. Prida se 100 pl roztoku ATP ¢inidla a necha se asi 2 minuty mirné promichat na vortexu

a poté se nechd asi 10 minut stat ve tmé pro stabilizaci signalu.

5. Na pfistroji se mefi luminiscence v rozmezi vinovych délek 445-665 nm.



