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1 UVOD



Pokroky v medicinském vyzkumu byly v minulosti uskuteéiiovany
predevsim prostfednictvim pokusii na laboratornich zvitatech. V sou¢asné dobé se
pfistupuje k pouZiti ruznych alternativnich metod, jako jsou bun&né linie, tkané
z rostlin, mikroorganismy, po&itatové modely atd. Ze viech moZnych alternativnich
metod piedstavuji pravé bunééné linie vyznamny piispévek k nahrazeni pokusi na
zZvitatech.

Zéakladni vlastnosti bunék mnohobun&énych organismu je schopnost se
opakovan¢ délit neboli proliferovat. Velmi ¢asto ale dochazi k tomu, Ze buiika
déleni nerealizuje a opakovéani bun&nych cyklu je pferuseno. Toto miiZze byt
zpusobeno jednak nevyhovujicimi podminkami okoli, jednak negativni regulaci
bunééné proliferace. Je-li totiz burika soudasti vy3siho organismuy, pak je udrzovani
pottu bunek na urfité stabilni urovni nutnou podminkou zachovéani integrity
organismu. Naproti tomu stoji buttky nddorové, které schopnost regulace ztratily
a déli se nekontrolované, nezavisle na potfebach organismu.

Vlastnost opakované proliferace umoziuje péstovat buiiky in vitro. V tomto
piipadé se vyuzivd predeviim bunék nadorovych, nebot oproti normalnim
{nenadorovym) liniim disponuji neomezenym ristovym potencidlem.

Bunééné linie slouZi jako model pro experimentilni 0&ely. Umozfiuji
testovat pusobeni riznych vlivii na bunééné tGrovni a takto ziskané poznatky pak
mohou byt pienaSeny na cely organismus. UZivaji se pfedevsim pro hodnoceni
winku chemickych latek, at” uZ se jedna o léCiva a to piedeviim sloudeniny
s antikancerogennim  Ufinkem, nebo naopak latky toxické, mutagenni
a kancerogenni. Uginek t&chto latek Ize hodnotit na zakladé bun&ené proliferace. Ke
stanoveni proliferace je moZno pouZit fadu metod od prostého, ale pracného pogitani
bunék aZ po moderni technologie, které umoZiiuji stanovit proliferaci nepfimo

pomoci vhodn¢ zvoleného parametru.



2  TEORETICKA CAST



2.1 Bunécny cyklus

Buiiky Zivych organismi se v zavislosti na jejich typu a potieb& d&li v rizné
dlouhych intervalech. Pokud se jedné o bunéné linie péstované in vitro, je déleni
zavislé nejen na typu bunék, ale i na zvoleném kultivaénim médiu, které musi
obsahovat dostate¢né mnoZstvi Zivin a rustovych faktor(l. Vlastni rozdéleni buiiky
mateiské ve dvé buiiky dcefiné je pfedchizeno zmnoZenim celého jejiho obsahu.
Béhem rustu builky tedy probiha mnoho priprav na jeji ptisti rozdéleni. Tyto
procesy zahrnuji fadu dil¢ich d&ju, které ve vysledku vedou ke zdvojeni genetické
informace a k piiristku viech bun&&nych struktur. Sled t&chto procesii nazyvame
bunéény cykius.

Bunéény cyklus je obecnou vlastnosti kazdé buiiky a je zakdédovan v jeji
genetické informaci. KaZda bufika ma teoreticky schopnost neomezené
exponencialni reprodukce. Ta je v3ak pfisné regulovana fadou kontrolnich

mechanismu [1].

2.1.1 Faze bunééného cyklu

Roku 1882 popsal Flemming proces jaderného d&leni a nazval jej mitozou.
JelikoZ se buiika zdala aktivni pouze b&hem mitézy, byla zbyvajici &ast bunéného
cyklu oznalena jako interfaze, obdobi klidu.

Poté co byla vroce 1944 jako nositelka genetické informace prokazana
molekula deoxyribonukleové kyseliny (DNA), bylo zfejmé, e musi byt nekdy
béhem interfaze zdvojena, aby dcefiné buitky mohly obdr¥et zcela kompletni
geneticky material. Jednoduchym kli¢ovym experimentem byl identifikovan vztah
mezi nacasovanim DNA replikace a mitdzou a byly definovany &tyfi faze
bunééného cyklu, tak jako jsou znamy dnes.

Jaderna DNA je replikovdna b&hem S-fize (synteticka faze), M-faze
zahrnuje mitézu. Mezi ob& tyto faze jsou vmezefeny dva dasové useky, G, a G,
faze. G;-faze je intervalem mezi mitdézou a replikaci DNA. G,-faze je intervalem
mezi replikaci DNA a mitézou [2]. Casové trvéni viech fazi dohromady se ozna¢uje

Jjako generaéni doba buiriky [1].
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Obr. 1 Faze buné&éného cyklu [3]

2.1.11 G,-faze

Gj-faze zalind v okamZiku, kdy se po rozd&leni builky matefské stava
dcefind buitka soustavou schopnou samostatné existence a konéi zahijenim
replikace jaderné DNA, tedy S-fazi.

Gi-faze je, pokud se tykd €asového trvani, ze vSech fazi nejvariabilngjsi
a zpravidla nejdelsi. Rizna délka genera¢ni doby buiiky, zplisobena vlivem vné&jsich
podminek, se odrdzi pravé v délce G;-faze, zatimco délka ostatnich fazi zistava
zhruba konstantni.

V G,-fazi intenzivng probihaji syntetické procesy, zejména syntéza RNA
aproteintl, které vedou k pfirlistku hmotnosti buikky. Zv&tsuje se polet v&tsiny
bun&&nych struktur, jako jsou ribozémy, membrany, mitochondrie, endoplazmatické
retikula a ostatni organely, vytvafi se zsoba nukleotidl a syntetizuji se enzymy pro
budouci replikaci jaderné DNA [1].



2.1.1.2 S-faze

Jako S-fdzi oznadujeme tGsek bunééného cyklu, kdy probiha replikace
jaderné DNA. Dochézi v ni tedy ke zdvojeni genetické informace.

Bezchybna replikace DNA je zékladni podminkou Zivota. (pozn. MizZe
samoziejmé dochézet k chybam pfi replikaci DNA — mutacim. Chybné replikovana
DNA je opravena, zachovdna nebo je builka s touto DNA odsouzena k apoptdze.
Mutace mohou svym nositeltim pfinaset existenéni vyhody i nevyhody.) KdyZ roku
1953 Watson a Crick prezentovali svou hypotézu o struktufe DNA, byli mimofadng
vzrudeni moZnosti jejtho zdvojeni a navrhli tzv. semikonzervativni model replikace
DNA, ktery je dodnes povaZovan za spravny [4].

Molekula DNA je zpravidla tvofena dvéma k sobé komplementarnimi
polynukleotidovymi fet€zci, které probihaji vedle sebe a jsou navzijem spojeny
vodikovymi miistky mezi jednotlivymi bazemi. B&hem replikace dochéazi k oddé&leni
fetézcu a kazdy z nich je pak doplnén volnymi komplementarnimi nukleotidy, ¢imZ
vzniknou dvé& pfesné kopie pivodni molekuly s identickou sekvenci nukleotidovych
part, tedy se stejnou genetickou informaci.

Pii replikaci DNA zustava tedy jeden fetézec pilvodni a druhy,
komplementarni je nové syntetizovan. Z tohoto diivodu se tento zptsob replikace

oznacuje jako semikonzervativni [1].

. \ . , pivodni molekula DNA
FOPOGIOOIODOG!
replikace DNA
dvé identické molekuly
DNA

Obr. 2 Replikace DNA [2]



2.1.1.3  G;-faze

Skonéenim S-faze nastupuje G,-faze, kterd kon¢i zahajenim mitozy. V této
fazi pokraduje rust buiiky podminény intenzivni syntézou proteini a RNA a tvorbou
bunéénych struktur [1].

V G,-fazi také probihd oprava moZnych chyb vnové syntetizované
DNA [4].

2.1.14 M-faze

M-faze je posledni etapou buné¢ného cyklu, kterd byva zpravidla zakonéena
vlastnim rozd&lenim buriky.

Soudasti M-faze jsou dva procesy: rozdéleni jadra (mitéza) a rozdéleni
buiiky (cytokineze). Oba procesy jsou zpravidla synchronizovany, tj. cytokineze

probiha ke konci mitézy [1].

2.1.1.5 Go-faze

VétSina bunék nachazejicich se vlidském téle se nedéli, avsak délici
schopnost neztratila. Tyto butiky jsou diferencované a jejich role v organismu
spociva v plnéni specialnich funkeci.

Nedé&lici buiiky jsou oznaCovany jako necyklujici neboli klidové. Jejich
buné&ény cyklus je pferu$en v uréitém misté G;-faze. Toto stadium je oznaovano
jako Go-faze [1].

Go-faze neni bezpodminedné trvala. V uréitych piipadech se buiika muZe
pod vlivem riiznych signalt navratit do aktivniho bun&tného cyklu. Tento navrat je
viak pfisné regulovan. Poruchy regulace bun&éiného déleni spojené
s nekontrolovanou proliferaci a se ztratou diferenciace mohou pak vést ke vzniku

zhoubného bujeni [2].
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2.2 Bunééna kvantifikace

Rychlé a piesné stanoveni poétu Zivotaschopnych bunék je dilezitym
poZzadavkem v mnoha studiich, které se mohou tykat napf. analyzy aktivity
rastovych faktorti, testovani lékli, urdeni cytostatického potencidlu sloudenin
v toxikologickych studiich, stanoveni cytotoxického, mutagenniho
a kancerogenniho efektu chemickych slougenin na lidské buriky atd.

Testy buné¢né kvantifikace jsou zaloZeny na dvou parametrech, jednim je
buné&éna Zivotaschopnost a druhym buné¢nd proliferace.

Témeéf ve viech piipadech jsou tyto parametry testovany na zakladé Zivotné
dileZitych funkci, které jsou charakteristické pro Zivé bufiky, jako je celistvost
bunééné membrany, funkénost enzymnl, schopnost bun&éného déleni atd.

Ostatni jsou zaloZeny na stanoveni mnoZstvi urdité bunééné struktury, napf.
celkové mnoZstvi DNA nebo bilkoviny, pfipadné je moZno uZit prosté pogitani
bunék [5].

2.2.1 Primé poditani bunék

Piimé pocitdni bun€k je jednoduchym zpilisobem bunééné kvantifikace.
Princip spo¢iva v naneseni bunééné suspenze na Petriho misku, pfiemZ na vné&jsi
stranu jejiho dna je upevnén papirovy prouZek s péti otvory. Primér jednoho otvoru
je 1 mm.

Po uplynuti kultivadni doby je pofizena fazové-kontrastni fotografie kazdého

otvoru. Narist bunééného poctu je uréen jako primérna hodnota po¢tu bunék na
kazdé fotografii [6].

(1) 2)
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Obr. 3 Bunéénd linie Hep-2 ovlivnéna vyluhem
ze zubniho implantatu, fotografie byly
poFizeny po 24 (1), 48 (2) a 72-hodinové
(3) inkubaci

&)

2.2.2 Testy zalozené na celistvosti bunééné membrany

Integrita  cytoplazmatické membriny je zdkladni podminkou

Zivotaschopnosti viech bunék.

2.22.1  Trypanova mod¥

Pfimé ur€eni poctu bun€k s vyuZitim mikroskopické poéitaci komiirky se
fadi mezi tradi¢ni zplisoby buné&né kvantifikace.

Krozlifeni Zivych a mrtvych bunék nam slouZi jejich vzhled pod
mikroskopem. Zivé buiiky jsou obvykle kulaté a relativné malé ve srovnani
s builkami mrtvymi, které se jevi v&t¥i a vroubkované.

Pro lepsi odlifeni Zivych bunék od mrtvych je vhodné spojeni této metody
s vitadlnim barvenim (supravitalni barviva barvi pteZivajici buiiky, postvitilni pouze
buitky mrtve).

Jako postvitalni barvivo se nejastéji uZiva trypanova modf, kterd vstupuje
pies buné¢nou membranu do mrtvych bungk. Po nafedéni suspenze bunék timto
barvivem, zlistavaji Zivé builky kulaté a malé., NeZivé buiiky jsou vétsi a tmavé
modré.

Tato metoda je jednoducha a finanéné nendro€nd, aviak neumoZiiuje rychlé
vyhodnoceni vétsiho poctu vzorki [7].
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2.2.2.2 Neutralni ¢erven

Neutralni erveil je ve vodé rozpustné, slabé bazické, supravitalni barvivo,
které se akumuluje v bunéénych lyzozémech.

Test pouzivajici neutralni erveii je zaloZen na inkorporaci barviva do
lyzozému Zivych bunék. Piijem barviva pfes plazmatickou membrinu se d&je
prostiednictvim pinocytézy.

Akumulace barviva uvnitf lyzozémd je umoznéna vazbou neutralni éervené
na fixované kyselé skupiny, jako jsou polysacharidy, uvniti lyzozomalni matrix,
nebo vychytavanim uvnitf kyselého prostfedi lyzozémi.

Mrtvé buiitky nebo ty s poskozenou plazmatickou &i lyzozomalni membranou
nejsou schopny pfi promyti udrZet barvivo a dochazi k jejich odbarveni. Hodnoceni
Je provadéno okometricky (agar difiizni test) nebo je neutrdlni Cervefi z intaktnich-
Zivych bun€k vyextrahovdna a jeji mnoZstvi je stanoveno spektrofotometricky.

Kvantita vyextrahovaného barviva je pfimo imérna poétu Zivych bunék [7].

2.2.2.3  Meéreni aktivity laktatdehydrogenazy

Laktatdehydrogendza (E.C.1.1.1.27: LDH) je enzym, ktery je prakticky
obsaZen ve viech buiikach, ze kterych je pfi jejich poskozeni uvoliiovan. Méfeni
aktivity LDH v supernatantu nad bunéénou kulturou poskytuje kvantitativni hodnoty

pro ubytek bunééné Zivotaschopnosti.

LDH
pyruvat + NADH+H™ +=—= NAD" + laktit

Aktivita LDH muZe byt méfena jako redukce pyruvatu na laktat. Tato
redukce je spojena s oxidaci NADH na NAD". NADH mé4 ve srovnani s NAD' pi
340 nm vy33i absorbanci, proto je reakce méfena jako rychlost poklesu absorbance
pii 340 nm [7].

13



2.2.3 Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny

Jednou z moZnosti kvantifikace celkové bilkoviny ve vzorku je Bradfordova
metoda.

Princip je zaloZzen na skute¢nosti, Ze n€které aminokyseliny pfitomné
v bilkovinach, pfedevdim arginin, selektivné vaZou barvivo Coomassie Brilliant
Blue, oznalované také jako Bradfordova reagencie.

Po navazani barviva dochazi ke zméné jeho barvy z ervenohnédé na
modrou, a tedy zérovei ke zmén€ absorpéniho maxima z hodnoty 465 nm na 595
nm. Zvy$eni absorbance pii 595 nm je pfimo Gmée&rmé mnoZstvi navazaného barviva,

a tedy koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku [8].

2.2.4 Stanoveni mnoZstvi DNA

Nejéast&j$im zptsobem stanoveni celkového mnoZstvi DNA je pouZiti
4’ 6-diamidino-2-phenylindolu (DAPI). DAPI je fluorescen¢ni barvivo, které se
vaze na dvouvlaknovou DNA a tvofi s ni silné modie fluoreskujici komplex.

Znateni je zprostiedkovano vazbou tohoto fluorochromu do malého Zlabku
DNA, kde se nachazi oblast bohata na A a T baze.

Po vazbé DAPI na DNA se intenzita fluorescence fluorochromu az 20x
zvysi. Toto je ziejmé zapii¢inéno interakci, pfi které dochdzi k vmezefeni DAPI
mezi oba Fetézce DNA a k naslednému vytladeni molekul vody jak z DAPI, tak
z DNA.

Kvantifikaci navazaného DAPI je moZno provést méfenim fluorescence
s pouZitim vhodného fluorimetru nebo poclitanim fluoreskujicich jader pomoci

fluorescenéniho mikroskopu [9].
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2.2.5 Meéreni metabolické aktivity

Po3kozeni buriiky nevyhnuteln€¢ smétuje ke ztrat€ schopnosti udrZovat
a dodavat energii pro metabolické funkce a bunéény rust a na tomto predpokladu
jsou zaloZeny testy metabolické aktivity [5].

Tento zplsob méfeni bun&éné proliferace vyuZiva schopnosti bunék 3t&pit
tetrazoliové soli.

Nejcastéji pouzivanou soli je 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-difenyl-2H-
tetrazolium bromid (MTT). Test je zaloZen na schopnosti mitochondridlnich
dehydrogendz v Zivotaschopnych burikdch pfeménovat Zluty, ve vodé rozpustny
substrat (MTT), na nerozpustny tmavé modry formazan. Formazan je pak rozpustén
dimethyl sulfoxidem, pfipadn€¢ jinym organickym rozpoustédlem. Absorbance
barevného produktu je méfena fotometricky. MnoZstvi vzniklého formazanu je
pfimo umérné poctu Zivych bunék [10].

Mezi dalsi pouZivané tetrazoliové soli se fadi 4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-tetrazolio-5-yl]-benzo-1,3-disulfonat sodny (WST-1) a 3,3"-{5-
[(fenylamino)karbonyl]-tetrazolium}-2,3-bis(4-methoxy-6-nitro-benzosulfonat)
sodny (XTT). Jejich vyhodou je, Ze jsou Zivotaschopnymi buiikami pfeménovany
pfimo na rozpustné barevné formazany. Narozdil od MTT nejsou metabolizoviny
viemi typy bunék.

Prednosti téchto testi je moZnost provedeni na 96-jamkové desti¢ce a tedy
kvantifikace velkého poétu vzorkd v kratkém &ase. Nevyhodou je, Ze ne viechny
buiiky v dané kultufe jsou metabolicky aktivni, tudiZ ndm tato metoda nepodava

presnou informaci o bunécné proliferaci, ale pouze o metabolické aktivité [5].

2.2.6 Méreni DNA syntézy

JelikoZ bunééné déleni vyZaduje replikaci jaderné DNA, monitorovani DNA
syntézy je dal$im vhodnym parametrem pro méteni proliferace [11].

Tato technika vyuZiva schopnosti bun€k zainkorporovat znad¢eny prekurzor
do DNA b&hem S-faze bunééného cyklu {7].
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2.2.6.1 Radioaktivni méfeni DNA syntézy

Jako DNA prekurzory se tradiéné uZivaji radioaktivné znadené nukleotidy,
zejména [3H]-thymidin. Mnozstvi [°H]-thymidinu inkorporovaného do bund&né
DNA je kvantifikovano pomoci scintilaéniho pocitage [5].

Nevyhodou prace s [*H]-thymidinem jsou vysoké naroky na cenu a &as,
potieba radioizotopu, problémy s likvidaci radioaktivniho odpadu, pozadavky na
specidlni vybaveni a riziko spojené se zachazenim s radioaktivnim materialem

a scintilaéni tekutinou [12].

2.2.6.2  Neradioaktivni méfeni DNA syntézy

Vhodnou neradioaktivni alternativou méfeni bun&&né syntézy se ukazalo
pouZiti thymidinového analogu 5-bromo-2°-deoxyuridinu (BrdU), ktery je do
bun&tné DNA inkorporovan misto thymidinu. Detekce inkorporovaného BrdU se
provadi pomoci monoklondlni protilitky specificky rozeznavajici BrdU. Méfeni
DNA syntézy je moZno provést s vyuZitim imunocytochemie, kdy poéitame znadena
Jadra pod mikroskopem, nebo pomoci BrdU - enzymové imunoanalyzy [13].

UZiti BrdU pro testovani bunééné proliferace obchazi nevyhody spojené
s pouzitim radioaktivniho thymidinu. Tato metoda neni tak &asové a finan&nd
narona, je méné pracnd a predevdim nevyZzaduje pouZiti radioaktivnich izotoptl
a specidlniho vybaveni [14].

Nezanedbatelnou piednosti této technologie je mozZnost provedeni celé
metody, od pocateCniho nasazeni bungk aZz po méfeni proliferace, na jediné
mikrotitratni desti¢ce [12]. Toto uspofadani dovoluje relativné rychlou kvantifikaci

DNA syntézy u velkého poétu vzorka [13].
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2.3 BrdU - enzymova imunoanalyza (ELISA)

Klasické znaCeni nové syntetizované DNA pomoci radioaktivné znateného
thymidinu bylo v minulosti nejéast&jsi pouZivanou metodou pro stanoveni bun&éné
proliferace. Dnes je tento zplisob nahrazovan neradioaktivnim znadenim pomoci
BrdU [15].

Jak jiZz bylo uvedeno, 5-bromo-2°-deoxyuridin je chemicky analog
thymidinu, ktery je inkorporovan proliferujicimi butikami do nové vzniklé DNA
béhem S-fize bunééného cyklu a je uZivan jako alternativa pro znadeni

proliferujicich bungk [*H] —thymidinem [16].

thymidin S-bromo-2"-deoxyuridin

(5-methyluracil-2"-deoxyrib6za) | (5-bromouracil-2’-deoxyriboza)

H,C Br

Obr. 4 Chemick4 struktura thymidinu a 5-bromo-2"-deoxyuridinu

2.3.1 Protilatka proti BrdU

Inkorporovany BrdU je detekovan kvantitativni buné&nou enzymovou

imunoanalyzou (ELISA) uZivajici monoklonalni protilatku proti BrdU.
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Protilatka pouZita v této praci se vaZe k BrdU inkorporovanému do DNA po
ptedchozi fixaci, denaturaci a &asteéné degradaci DNA. Specificky rozeznava BrdU,
nereaguje s endogennimi bun&nymi molekulami jako je thymidin &i uridin {11].

Jedna se o primdrni protilatku, jenZ je konjugovana s enzymem — kienovou
peroxidazou (POD), ktery $§tépi pouZity substrat. Konjugace s POD umoZiuje
ptimou detekei inkorporovaného BrdU [17].

2.3.2  Substraty pro BrdU-ELISA

Inkorporovany BrdU muzZe byt detekovan s pouZitim chemiluminiscenéniho

nebo kolorimetrického substratu [13].

Chemiluminiscenéni substrat

Chemiluminiscenéni substrat pouzity v této praci obsahuje peroxid vodiku,
luminol a 4-iodofenol.

Kfenova peroxidaza v pfitomnosti peroxidu vodiku katalyzuje oxidaci
diacylhydrazidi jako je luminol. Touto reakci vznika produkt v excitovaném stavu,
ktery se navraci do stavu zakladniho emisi svételné energie. Silné zesileni svételné
emise je dosaZzeno pomoci 4-iodofenolu, jenz funguje jako ptenale¢ radikald mezi

vznikajicim radikdlem kysliku a luminolem [17].

Kolorimetricky substrat

Jako kolorimetricky substrdt byl pouZit 3,3"-5,5 -tetramethylbenzidin
(TMB).
Puvodné Zluty TMB je v pfitomnosti kienové peroxidazy preméiiovan na

modry produkt. Pro ziskani optimalni citlivosti, miZe byt enzymatickd reakce po
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stanovené dob¢ zastavena pouZitim kyseliny sirové a barva produktu se zméni opét

na Zlutou [18].
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2.4 Absorpéni fotometrie

Absorpéni fotometrie je optickd metoda, ktera se zabyva kvantitativnim
hodnocenim zmény intenzity zafeni uréité vinové délky po prichodu analytickym
prostiedim [19].

Prochazi-li homogennim prostfedim elektromagnetické zafeni definované
vinové délky, zeslabuje se jeho po&atedni intenzita o podil, ktery je timto prostfedim
absorbovan. Absorpci zafeni se zvy$i energie molekuly, ¢imz se dostava ze svého
zakladniho stavu o nejmensi energii do stavu excitovaného o vyssi energii.

Zakladnim vztahem pro absorpéni fotometrii je Lambertiv-Beeruv-

Bougneruv zékon:
loglyg/I=A=g.c.l

Ip......intenzita svételného paprsku vstupujiciho do métfeného prostiedi
I...... intenzita svételného paprsku z méfen¢ho prostiedi vystupujiciho
A absorbance

& ......molarni absorp&ni koeficient [l.mol™.cm™)

Coverrns molarni koncentrace [mol.I""]

| IO délka optické drahy (tloustka vrstvy) [em]

Z tohoto zdkona vyplyva, Ze absorbance je pfimo uUuméra koncentraci
a tloudt'ce absorbujici vrstvy.

Lambertiv-Beeruiv-Bougneruv zékon plati pouze pro monochromatické
zareni, tedy zéfeni Uzkého spektralnibo charakteru, které je moZné ziskat pomoci
monochromatorli nebo spektralnimi filtry [20].

Piistroje, které se pouZivaji k méfeni intenzity zafeni, se nazyvaji fotometry
nebo spektrofotometry. Fotometry jsou jednodu$s$i a k vymezeni Gzkého pasma
vinovych délek pouzivaji spektrdlni filtry, které z puivodniho polychromatického
zafeni propoustéji jenom vice nebo méné Sirokou ¢ast. Takto ziskané svétlo neni
pfisné monochromatické. Lze tedy méfit jen pii téch vinovych délkach, které nam
filtry umoZiiuji separovat. Spektrofotometry pouZivaji monochromator (mfiZzka nebo

hranol), ktery dovoluje kontinualné ménit vinovou délku méfeni v Sirokém
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intervalu. Mimoto m4 spektrofotometr zpravidla citlivejsi detektor neZ fotometr
aobvyklé jsou zde také dva zdroje svétla (zviast pro ultrafialovou a zvlast' pro
viditelnou oblast svétla).

Vsechny fotometry a spektrofotometry se stdvaji ze tii zakladnich &asti.
Mezi n& patii zdroj zafivé energie, filtr nebo miiZka ¢i hranol pro izolaci vzkého
pasma zafivé energic a detektor méfici energii propusténou vzorkem.

Soudasné absorpéni fotometry jsou viZdy jednopaprskové, zatimco
spektrofotometry  mohou byt  jednopaprskové nebo  dvoupaprskové.
U dvoupaprskovych spektrofotometri paprsky prochazeji jak roztokem vzorku, tak
roztokem slepé zkoudky (blanku) [19].

2.5 Chemiluminiscence

Luminiscence obecné vznika vyzafenim kvant svétla (fotonll) p#i pfechodu
svétélkujici latky (luminoforu) z energeticky bohatdiho (excitovaného) stavu do
stavu zakladniho [20].

V ptipad¢ chemiluminiscence je vznik a vyzafeni svétla podminéno
chemickou reakei.

Pii chemické reakci musi vznikat dostatek energie, aby doslo k excitaci
elektronu, proto musi byt reakce exotermni, obvykle se jedna o oxidaci.

Excitovany produkt musi byt schopny ztracet svoji energii bud’ ve formé
fotonu, nebo ji prevadét na fluoreskujici sloueniny. Piima emise fotonu
z excitovaného produktu obvykle poskytuje kratké zablesky svétla, zatimco transfer
energic na fluoreskujici sloudeniny se vétdinou projevuje jako dlouhodoba
(v minutach) svételna emise.

Kvantovy vytézek (pomér celkového poctu emitovanych fotonti a celkového
poétu zreagovanych molekul) se pohybuje u chemiluminiscence v rozmezi 0.1 az
10 %. Citlivost chemiluminiscenénich metod je pfesto obvykle vyznamné vy$si nez
u izotopovych metod.

Piistrojové vybaveni pro tuto techniku je pestré: od jednoduchych

luminometrit aZ po vysoce automatizované chemiluminiscenéni analyzatory, ve
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kterych se provadi imunochemické reakce s chemiluminiscenéni detekei. Standardni

luminometry nemaji Zadny zdroj svétla ani filtr [19].
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2.6 Inositolhexafosfat

Pies veskery pokrok v poznani onkologické patofyziologie zstava rakovina
jednim z hlavnich zdravotnich problému v rozvinutych zemich svéta [21]. Veskeré
usili védy je zaméfeno piedeviim na hledani novych moZnosti v oblasti terapie
a prevence tohoto onemocnéni [22].

Pifedmétem vyzkumu je cela fada latek, z nichZ nékteré mohou tvofit sou¢ast
pfirozené stravy. V posledni dobé je mezi jinymi v popfedi také inositolhexafosfat
(IP¢), jehoz role v oblasti onkologické terapie a prevence se stala podnétem k fadé
studii [23].

OPO,H,
OPO,H, OPOH,

OPO,H; OPO,H,
OPOH,

Obr. 5 Chemicka struktura inositolhexafosfatu

2.6.1 Vyskyt

Inositolhexafosfat (IPs) neboli kyselina fytova je pfirozené se vyskytujici
polyfosforylovany uhlovodik, ester kyseliny fosforeéné a alkoholu inositolu.

IPs se vyskytuje v celé fadé rostlin. Ve vysokych koncentracich je obsaZen
piedeviim v obilovinach a lu$téninach, dale pak v sojovych bobech, kukufici,
ofiscich, semenech atd. U kli¢icich rostlin pfedstavuje IP¢ primarni zdroj energie
[24].
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Inositolhexafosfat a inositolfosfaty s niZzsim stupném fosforylace (IP).s) se
také nachazeji ve vétding¢ savCich bun€k, kde jejich role spociva v regulaci
rozmanitych bunéénych funkei, jako je pfenos signalu, bunétnad proliferace

a diferenciace [25].

2.6.2 Spektrum udinku

Detailni vyzkum dlohy inositolhexafosfatu v organismu postupné odhalil
fadu prospésnych biologickych G&inki, z nichZ nejpiekvapivéjsi bylo objeveni jeho
protinadorové aktivity, jenz byla prokazana prostfednictvim ir vitro ptipadné in vivo
studii (na zvifecim modelu) u riznych typl nadorua [23, 26].

Kromé antikancerogenniho uéinku vykazuje IP¢ dal$i biologické vlastnosti.
Ma schopnost vyvazovat nadbyteéné mineraly a tim umoZiluje sniZeni kalciurie
aredukei rizika urolitidzy. Jeho inhibiéni u¢inek na agregaci krevnich desti¢ek
poukazuje na vyznamnou roli v oblasti kardiovaskuldrnich chorob. Dal3i u€inky IPs
zahrnuji hypocholesterolemicky efekt, modulaci uvoliiovani inositolu a inhibici
replikace HIV-1 viru [27].

2.6.3 Mechanismus protinadorového ucinku

Pfesny mechanismus protinadorového pisobeni IPg neni dosud zcela znam.
Piedpoklada se, Ze existuje né€kolik moznych zpusobu, kterymi IP¢ vykonava svou
antikancerogenni aktivitu [25, 28].

IPs ovliviiuje typické charakteristické vlastnosti nadorovych bunék, jako je
nekontrolovatelnd buné¢na proliferace, schopnost adheze, migrace a invaze [29, 30].
Dale inhibuje angiogenezi, indukuje apoptézu, stimuluje imunitni systém a pusobi
jako antioxidant [31, 32, 33, 34].
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2.6.3.1 Inhibice bunééné proliferace a indukce apoptézy

Peroralné¢ podany IPs je rychle absorbovan bufikami gastrointestinalniho
traktu. Vnich je poté defosforylovin na inositolfosfaty snizSim stupném
fosforylace (IP,.s), jejichZ zapojeni v ptenosu bunééného signalu miZe mit vliv na
regulaci bunééného cyklu, rist a diferenciaci nidorovych bunék. Takto vznikle IP)s
jsou z bungk gastrointestindlniho traktu transportovany krevni cestou k ostatnim
buiikdm organismu, at’ uZ zdravym &i nadorovym [35, 36].

Podanim IPg tedy dochézi ke zvyseni intracelularnich zasob inositolfosfati,
coz muzZe byt jednou z pfi¢in antikancerogenniho pisobeni IPs. Touto cestou IPg
nejspi§ snizuje nekontrolovanou bunénou proliferaci, hlavni charakteristicky znak
nadorovych bunék. IPs miiZze regulovat bunéény cyklus blokaci bun&Eného déleni a
zvydenim diferenciace bunék nebo vyvolanim apoptézy. Zvy3eni diferenciace mize
vyustit v reverzi k normalnimu fenotypu. IP¢ vyznamné omezuje S-fazi bunééného
cyklu a zplsobuje zablokovani bunék v Go-fazi, ¢imZ se znemoZni jejich pfechod do
faze G, [30].

2.6.3.2 Inhibice vzniku metastaz

Dalsi dualeZitou charakteristikou rakoviny je schopnost infiltrovat zdravou
normalni tkan. Bylo prokazano, Ze inositolhexafosfat vyznamné ovliviiuje adhezi,
migraci a invazi nddorovych bungk.

IPs inhibuje sekreci matrixovych metaloproteinaz, proteolytickych enzymu
vyZadujicich ke své aktivité zinek. Tyto enzymy umoZiiuji prestup nadorovych
bunék do cévniho systému, &imZ dochdzi kjejich migraci do okolnich tkani

a k tvorbé metastaz [37].

2.6.3.3  Inhibice angiogeneze

Nadory taktéz produkuji velké mnoZstvi vaskuldrniho endotelidlniho faktoru,

ktery podnécuje angiogenezi, utvaieni novych cév. Tyto cévy zajidt'uji pfisun Zivin
)
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k vzniklému nddoru a tim umoziuji jeho rist. IP6 sniZuje rust a diferenciaci
endotelidlnich bun&k a inhibuje sekreci vaskulamiho endotelidlniho faktoru

z nadorovych bunék [31].

2.6.3.4  Stimulace imunitniho systému

Zvyseni intracelularmi zédsoby inositolfosfati také zesiluje cytotoxicky
uéinek natural killer bunék (NK burky). Posileni aktivity NK bungk zvySuje
imunitni reakci organismu na hrozbu pfedstavovanou rakovinou, nebot’ tyto buriky

pusobi destrukci bunék nadorovych [32].

2.6.3.5 Antioxidaéni aktivita

Dalsi moZnosti, jak IPs ovliviluyje vznik a rozvoj rakoviny, se jevi jeho
antioxidalni aktivita. Fosfatové skupiny vpozici 1, 2 a 3 (v poloze axialni-
ekvatoridlni-axidlni)  umoZiiuji  inositolhexafosfatu  specifické  interakce
s dvojvaznymi kationty jako je Zelezo, zinek, magnesium, méd’ atd. [33].

Chelataci Zeleza IPg inhibuje jeho schopnost katalyzovat vznik volnych
hydroxylovych radikali a dal$ich reaktivnich forem kysliku, jenZ jsou zodpovédné
za buné&éné poskozeni a kancerogenezi [34, 38].

Schopnost IPs chelatovat magnesium a zinek muZe vyznamné ovlivnit
progresi daného nadoru, nebot oba tyto dvojvazné kationty jsou nezbytné pro

bunénou proliferaci [39].
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Cile stanovené pro tuto praci:

1. Optimalizovat stanoveni inkorporace BrdU do DNA syntetizované de novo.
2. Porovnat vyhody a nevyhody pouZiti dvou riznych substrati v metodé
inkorporace BrdU sohledem na jejich chemiluminiscenéni a

kolorimetrickou detekci.

3. Aplikovat metodu inkorporace BrdU pro stanoveni proliferace bunék in vitro

po ovlivnéni inositoihexafosfatem.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Pristroje a pomucky

96-jamkov¢ transparentni mikrotitraéni desticky (kat. &. 167 008),
Nunclon

96-jamkové Eerné mikrotitraéni desti¢ky s transparentnim plochym dnem
(kat. &. 655 090), Greiner Bio-One

Analytické vahy HA-180M, HASeries

Autoklav Ecosteri, BMT

Automatické pipety Finnpipette a jednorazové §picky

Injekéni stiikacka + filtr (0,20 umy), Sartorius

Invertovany mikroskop CK 2, Olympus

Laminarni box BSB 48, ICN Flow

Magneticka michac¢ka RH-KT/C, IKA

Neubauerova komuirka

PasaZovaci lahve, Nunclon

pH metr pH 212, HANNA instruments

Sklenéné pipety

SPEKTRAFLUOR PLUS, Tecan

Termostat IG 150, JOUAN

Vodni lazen, Memmert

4.2 Chemikalie

5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) (kat. . 16 880-1G), Fluka
Anti-bromodeoxyuridine-POD, Fab fragments (kat. &. 1 585 860), Roche
Blocking reagent for ELISA (kat. €. 1 112 589), Roche

BM blue, POD substrate, soluble (kat. &. 1 484 281), Roche

BM Chemiluminescence ELISA Substrate (POD) (kat. &. 1 582 950), Roche

Dulbecco’s Modified Eagles medium (D-MEM), Sevapharma
Hydrogenuhli¢itan sodny (kat. ¢. 823), Sevapharma
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Fetalni teleci sérum (FTS) (kat. &. 1502-P206008), PAN™

PBS bez Ca a Mg ionti (fosfatovy pufr) (kat.&. P04-53500), PAN™
Penicilin/Streptomycin (kat. & P06-07100), PAN™

Trypsin 0,05 % + EDTA (kat. & P10-22100), PAN™

Aqua pro injectione, Ardeapharma a.s.

Bovinni sérovy albumin (BSA) (kat. &. A 8022), Sigma

L-glutamin (kat. &. G 7513), Sigma

Nutrient Mixture F-12 Ham (F12) (kat. &. N 4888), Sigma

Phytic acid dipotassium salt (inositolhexafosfat) (kat. ¢. P 5681), Sigma

Triton X-100 (kat. &. T 9284), Sigma
Ethanol, Lachema a.s.

Formaldehyd, Lachema a.s.

Hydroxid sodny, Lachema a.s.
Kyselina chlorovodikova, Lachema a.s.
Kyselina sirova, Lachema a.s.

Methanol, Lachema a.s.

4.3 Biologicky material

Bun&tna linie SW 620 (Ustav molekularni genetiky AV CR, Praha,

Dr. Sloncova)

e puvod: lidsky kolorektalni adenokarcinom
metastazujici v lymfatické uzliné

e charakteristika: stacionarni linie
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44  Priprava reagencii pro pasaZovani bunék

PBS bez Ca a Mg iontu: koncentrovany roztok pied pouzitim 10x nafedit

Aqua pro injectione

Trypsin 0,05 % + EDTA: koncentrovany roztok pied pouZitim 10x zfedit
PBS bez ionth

D-MEM + 10 % FTS (500 ml): 50 ml FTS
45 ml D-MEM
7 ml NaHCO;
5 ml penicilinu/streptomycinu

do 500 ml doplnit Aqua pro injectione

4.5 Pasazovani bunék

Bun&¢na linie SW 620 byla pasaZovéna v pravidelnych intervalech 2x tydné.
Pfed kazdym pasaZzovanim byl nejprve pod invertovanym mikroskopem
zkontrolovan narist monolayeru (jedna souvisla vrstva bunék na dné kultivaéni
lahve), kondice jednotlivych bun€k a pfipadna pfitomnost kontaminace. Poté bylo
z kultivaéni lahve odstran&no spotfebované kultivaéni médium do sterilni sklenéné
lahvicky. Za ucelem uvolnéni bunék ze dna lahve byly buitky 3x oplachnuty 2 ml
0,05 % trypsinu + EDTA. Lahev s malym mnozZstvim 0,05 % trypsinu + EDTA byla
uloZena na 5 minut do termostatu. Po uvolnéni bunék ze dna kultivaéni lahve byly
buriky oplachovany a resuspendovany v 10 ml média (D-MEM + 10 % FTS). 0,05
% trypsin + EDTA i médium byly pfed pouZitim vytemperovany ve vodni lazni na
teplotu 37 °C. V 1ahvi bylo ponechano 2 ml buné&né suspenze a ta byla doplnéna do
10 % objemu ldhve médiem. Po promichini média s bun&nou smés{ kyvavym
pohybem byla ldhev umisténa do termostatu. Do daliiho pasdZovani byly buiky

kultivovany v termostatu pii 37 "C ve vlhké atmosféte s p¥imési 5 % CO,.



4.6 Priprava roztoku pro BrdU-ELISA

BrdU)

Roztok PFiprava Uchovavani / Stabilita
BrdU rozpustit 20 mg BrdU (Mr | uchovavat v alikvotech pfi
(zdsobni roztok) 307,1) v 6,5 ml PBS bez -15az-25°C
(10 mM) ionta, prefiltrovat pies

0,2 um filtr, rozpipetovat

po alikvotech
BrdU ziedit zasobni roztok se BrdU (pracovni roztok) je
(pracovni roztok) sterilnim kulturnim médiem | stabilni 1 m&sic, pokud je
(100 uM) (1 dil média + 99 dila uchovavan pfi 2-8°C bez

pfistupu svéfla

Anti-BrdU-POD
(zasobni roztok)
(15 U/ml)

rozpustit v 1 ml Aqua pro
injectione, rozpipetovat po

alikvotech

roztok je stabilni 6 mésicl,

je-li uchovavan pii 2-8°C

Anti-BrdU-POD

(pracovni roztok)

ziedit zasobni roztok s PBS

bez iont obsahujicim 1 %

pfipravit kratce pied uZitim

(zasobni roztok)

pro injectione, 30 minut
michat pfi pokojové
teploté, autoklavovat,

rozpipetovat po alikvotech

(0,2 U/ml) BSA (20 pl Anti-BrdU-
-POD + 1480 ul PBS)
Blocking reagent rozpustit ve 100 ml Aqua roztok je stabilni 6 mésicl,

pokud je uchovavan pii -15
az -20°C

Blocking reagent

(pracovni roztok)

zfedit s Aqua pro injectione
(1 dil Blocking reagent +

9 dilt Aqua pro injectione)

pfipravit kratce pied uZitim

BM
Chemiluminiscence
ELISA Substrate
(POD)

(pracovni roztok)

smichat roztok A a roztok
B (99 diid A + 1 dil B),

michat 15 minut

roztok je stabilni 1 tyden,
pokud je uchovavan pfi

2-8°C bez ptistupu svétla
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4,7 Optimalizace pracovniho postupu

Pracovni postup byl nejprve proveden podle navodi firmy Roche dodanych

spole¢n¢ s jednotlivymi reagenciemi.

e

—_———————

roztok)

- 1 . .
st objem/ podminky inkubace
kroku jamku
1 nasadit bunéénou suspenzi na 200 ul
mikrotitraéni destiCku
kultivovat 24 hodin v termostatu 37°C, vlhka atmosféra
s pfimési 5 % CO,
2 pfidat BrdU (pracovni roztok) 20 ul
inkubovat 24 hodin v termostatu 37°C, vlhka atmosféra
s piimési 5 % CO,
3 odstranit kultivaéni médium z jamek
mikrotitraéni desti¢ky
4 jemné oplachnout pomoci PBS bez 200 pl
ionti
5 piidat MeOH 100 Wl
inkubovat 5 minut 15-25°C
odstranit MeOH vyklepnutim
6 1 x oplachnout PBS bez iontl 200 pl
7 pfidat blocking reagent (pracovni 200 ul
roztok)
inkubovat 15 minut 15-25°C
odstranit blocking reagent
vyklepnutim
10 3x oplachnout PBS bez ionti 200 ul
11 pfidat Anti-BrdU-POD (pracovni 50 ul
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inkubovat 30 minut 15-25°C

odstranit Anti-BrdU-POD
vyklepnutim
12 3x oplachnout PBS bez iontu ( PBS 200 pl

nechat v jamce pusobit 5 minut)
13 osusit mikrotitraéni destiéku na

buni¢iné
14 pfidat BM chemiluminescence 100 pl

ELISA substrate (prac. roztok)
inkubovat na tiepacce 3 minuty 15-25°C

15 méfit chemiluminiscenci na pfistroji

SPECTRAFLUOCR PLUS

Timto postupem nebyly ziskdny uspokojivé vysledky, nebot hodnoty
chemiluminiscence v mé&fenych jamkach se neliily od hodnot blanku (buiiky bez
pfidani BrdU).
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4.7.1 Mozné piiciny nizkého signalu a vysokého pozadi

nefunkéni systém substrat a protilatka

T nedostate¢ny oplach

A
& l A
nedostateéna propustnost

membran pro priinik
protilatky k BrdU

nevhodna
mikrotitraéni
desticka

nedostatedna inkubace
s protilatkou

Nevhodni mikrotitracni desticka

P¥i pouziti transparentni desti¢ky pronikalo vznikajici svétlo do sousednich

jamek, proto byla pro méfeni chemiluminiscence nahrazena transparentni desticka

dernou destickou s transparentnim plochym dnem.

L ]

Nefunkéni systém protilatka + substrat

Pro ovéfeni funk&nosti systému protilatka + substrat byla zméfena kinetika

enzymatické reakce BM Chemiluminescence ELISA Substrate (POD) + Anti-BrdU-
POD. Do 5 jamek mikrotitraini destitky bylo pipetoviano 100 pl BM
Chemiluminescence ELISA Substrate (POD) (pracovni roztok) a 0,5 ul Anti-BrdU-

POD (pracovni roztok). Poté byla méfena kinetika probihajici enzymatické reakce.

Timto zplisobem byla ovéiena aktivita testovaného systému.
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® Nedostateéna inkuba¢ni doba s protilatkou

Inkubace s Anti-BrdU-POD byla prodlouZena na 2 hodiny.

. Nedostate¢ny oplach

Podet oplachil po odstranéni Anti-BrdU-POD byl zvy$en ze tfi na pét, aviak

tato Gprava nepfinesla pozadovany vysledek.

. Nevhodna fixace

Postupné byly testovany rizné zpuisoby fixace:
MeOH (100 pl na jamku, 5 minut)
10 % HCHO (100 pl na jamku, 10 minut)
70 % EtOH (100 pl na jamku, 5 minut)

Jako nejvhodnéjsi se ukazala fixace 70 % EtOH

° Nedostatetna propustnost membrin pro prunik protilitky k BrdU

Pro zvy3eni propustnosti membran byl nejprve pouZit 0,1 % Triton (100
puljamku, 5 minut), av3ak tato permeabilizace byla nedostate¢na, proto se

pfistoupilo k permeabilizaci pomoci 2,3 M HCL.
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4.8

Optimalizovany postup BrdU-ELISA

s chemiluminiscen¢ni detekci

roztok)

&islo objem/ o
kroku jamku podminky inkubace
1 nasadit bun&¢nou suspenzi na ¢ernou | 200 pl
mikrotitrani desti¢ku
kultivovat 24 hodin v termostatu 37°C, vlhka atmosféra
s piimési 5 % CO,
2 pitdat BrdU (pracovni roztok) 20 ul
inkubovat 24 hodin v termostatu 37°C, vlhk4 atmosféra
s ptimési 5 % CO»
3 odstranit kultiva¢ni médium z jamek
mikrotitraéni desticky
4 jemneé oplachnout pomoci PBS bez 200 pl
iont
5 pfidat 70 % EtOH 100 pl
inkubovat 5 minut 15-25°C
odstranit 70 % EtOH vyklepnutim
6 1 x oplachnout PBS bez iontu 200 pl
7 pfidat 2,3 M HCI 100 pl
inkubovat 30 minut 15-25°C
odstranit 2,3 M HCI vyklepnutim
8 2x oplachnout PBS bez iontl 200 ul
9 pfidat blocking reagent (pracovni 200 ul
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inkubovat 15 minut

15-25°C

odstranit blocking reagent

vyklepnutim

10

3x oplachnout PBS bez iontd

200 pl

11

ptidat Anti-BrdU-POD (pracovni
roztok)

50 pl

inkubovat 2 hodiny

15-25°C

odstranit Anti-BrdU-POD

vyklepnutim

12

3x oplachnout PBS bez ionti ( PBS

nechat v jamce plisobit 5 minut)

200 pl

13

osusit mikrotitra¢ni desti¢ku na

buniding

14

pfidat BM chemiluminescence
ELISA substrate (pracovni roztok)

100 pl

inkubovat na tfepacce 3 minuty

15-25°C

15

méfit chemiluminiscenci na piistroji

SPECTRAFLUOR PLUS
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4.9

Optimalizovany postup BrdU-ELISA

s kolorimetrickou detekei

éislo

objem/

roztok)

kroku jamku podminky inkubace
1 nasadit buné¢nou suspenzi na 200 i
transparentni mikrotitratni desticku
kultivovat 24 hodin v termostatu 37°C, vlhka atmosféra
s piimési 5 % CO,
2 ptidat BrdU (pracovni roztok) 20 pl
inkubovat 24 hodin v termostatu 37°C, vlhka atmosféra
s piimési 5 % CO,
3 odstranit kultivaéni médium z jamek
mikrotitraéni desticky
4 jemné oplachnout pomoci PBS bez 200 pl
iontl
5 pfidat 70 % EtOH 100 pl
inkubovat 5 minut 15-25°C
odstranit 70 % EtOH vyklepnutim
6 1 x oplachnout PBS bez ionth 200 pl
7 pfidat 2,3 M HCI 100 pl
inkubovat 30 minut 15-25°C
odstranit 2,3 M HC! vyklepnutim
8 2x oplachnout PBS bez iontd 200 ul
9 ptidat blocking reagent (pracovni 200 pl
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inkubovat 15 minut

15-25°C

odstranit blocking reagent

vyklepnutim

10

3x oplachnout PBS bez ionta

200 pl

11

pfidat Anti-BrdU-POD (pracovni

roztok)

50 ul

inkubovat 2 hodiny

15-25°C

odstranit Anti-BrdU-POD

vyklepnutim

12

3x oplachnout PBS bez ionta ( PBS

nechat v jamce plsobit 5 minut)

200 pl

13

osusit mikrotitra¢ni desti¢ku na

bunié¢iné

14

pfidat BM blue, POD substrate

100 pl

inkubovat 5 minut

15-25°C

15

pf'idat 1M H,S0,

25 ul

inkubovat 1 minutu na tfepacce

15-25°C

16

méfit absorbanci na pFistroji
SPECTRAFLUOR PLUS
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4.10 Optimalizace koncentrace Anti-BrdU-POD

Na 96-jamkovou mikrotitraéni desti¢ku byla nasazena bunééna suspenze
SW 620 v D-MEM + 10 % FTS o koncentraci 20 000, 10 000, 5 000 a 2 500 bunék
na jamku, a to vzdy dva sloupce po 6 jamkach pro danou koncentraci. K jednomu
sloupci bylo v pokusu pfiddno 50 pul na jamku protilitky Anti-BrdU-POD
o koncentraci 0,20 U/ml a ke druhému 50 pl na jamku o koncentraci 0,80 U/ml. Pro
koncentrace 20 000 a 2 500 bunék na jamku byl nasazen blank (buiiky bez pfidani
BrdU). Pro dalsi koncentrace byl blank vypoéitin z kalibraéni kiivky, kterd byla
vytvofena z vy$e zminénych dvou buné&nych koncentraci.

Optimalizace koncentrace protilatky byla z finanénich duvodl provedena

pouze u BrdU-ELISA s chemiluminiscenc¢ni detekei.

4,11 Citlivost

Na 96-jamkovou mikrotitraéni desticku byla nasazena buné&nd suspenze
SW 620 o ruzné koncentraci bunék: 20 000, 10 000, 5 000, 2500, 625 a 313 bunék
na jamku a to vZdy 6 jamek pro danou koncentraci. Pro koncentrace 20 000 a 312,5
bungk na jamku byl nasazen blank (6 jamek), pro dal3i koncentrace byl blank
vypoditan z kalibraéni k¥ivky.

Citlivost byla méfena u BrdU-ELISA schemiluminiscenéni i

kolorimetrickou detekei.

4.12 Kinetika reakce

Pribsh reakce byl sledovan u BrdU-ELISA s chemiluminiscenéni
i kolorimetrickou detekci pro koncentrace 20 000 a 5 000 bunék na jamku (vzdy 6
jamek pro danou koncentraci). Ke kazdé koncentraci byl nasazen blank (6 jamek).

Signal byl méien v intervalu 2 minuty. Celkovy po&et mé&fenych cyklu byl 31.
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4.13 Opakovatelnost

Opakovatelnost u BrdU-ELISA s chemiluminiscenéni a kolorimetrickou
detekci byla métena celkem Sestkrat. Stanoveni se provadélo jednou tydné.

Na desti¢ku byla nasazena bunéna suspenze SW 620 o koncentraci
6 000 bunék na jamku (5 jamek) a blank (5 jamek).
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4.14 Kvantitativni stanoveni buné¢né proliferace

po ovlivnéni bunék inositolhexafosfatem

4.14.1 Priprava reagencii

F12+1 % FTS + 1 mM GIn (100 ml): 1 ml 1 % FTS
1 ml penicilinu/streptomycinu
0,5 ml 200 mM Gln
do 100 ml doplnit F12

Zasobni roztok IPg (50 mM) (10 ml):

navazit 368,11 mg Phytic acid dipotassium salt a rozpustit
v 9,5 ml PBS bez iontu, piidat 400 ul SM NaOH, upravit pH na
hodnotu 7.4 pomoci 0,5M NaOH a doplnit do 10 ml PBS bez

ionty, zfiltrovat pfes 0,2 pm filtr

4.14.2 Pr¥iprava médii o riizné koncentraci IPg

koncentrace 1P F12+1%FTS + | zisobni roztok | PBS bez
médium -
(mM) +1 mM Gln IP¢ (50 mM) tontu
1 0 (kontrola + blank) 10,5 ml - 1 500 pl
2 o2 7,875 ml 36 ul 1089 ul
3 1 7.875 ml 180 pl 945 nl
4 5 7,875 ml 900 nl 225 ul
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4.14.3 Postup

Na tfi 96-jamkové desti¢ky byla nasazena bunétna suspenze SW 620 v D-
MEM + 10 % FTS o koncentraci 6 000 bunék na jamku. Po 24-hodinové inkubaci
v termostatu (37°C, vlhka atmosféra spfimési 5 % CO,) bylo zjamek kazdé
desti¢ky odsato médium a buriky byly oplachnuty PBS bez iont (200 pul na jamku).
Poté bylo do 3 sloupcu po 5 jamkach (2 sloupce pro kontrolu a 1 pro blank) ptidano
médium 1 (200 pl na jamku), do 2 sloupcu médium 2, do 2 sloupcu médium 3 a do
dalsich 2 sloupci médium 4. Tento krok byl proveden s kaZdou ze tf{ destiek.
Potom byly desti€ky opét uloZeny v termostatu.

Po 20-hodinové inkubaci byl kbuiikdm prvni desticky ptfidin BrdU
(pracovni roztok) a buiiky byly opét umistény do termostatu. Po uplynuti 4 hodin
byla provedena BrdU-ELISA s chemiluminiscenéni detekei. Druhé desti€ka byla
pied piidanim BrdU inkubovéana v termostatu 44 hodin a treti 68 hodin.

Délka inkubace s BM chemiluminescence ELISA substrate (POD) (pracovni

roztok) byla v tomto pfipad€ prodlouZena na 6 minut.
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3.1

Kinetika reakce systému protilatka + substrat

Podminky méfeni na ptistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: délka integrace: 1 000 ms

vytézek: 100

Kinetika reakce systému protilatka + substrat

120

100 ¢

80 e

40

chemiluminiscence [%]

20

60 2

20

30
¢as [min]

40 50 60

Graf 1 Kinetika reakce systému Anti-BrdU-POD a BM Chemiluminescence ELISA

Substrate (POD)

Proméfenim kinetiky reakce systému protilatka (Anti-BrdU-POD) + substrat

(BM Chemiluminescence ELISA Substrate) byla ovéfena funk&nost tohoto systému.

Zaroveni byl také sledovin pokles hodnoty chemiluminiscence v ¢ase. Hodnoty

chemiluminiscence byly pfepofteny na procenta, piiCemZ hodnota 100 % byla

pfifazena hodnoté chemiluminiscence v ¢ase 0 minut.
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5.2 Optimalizace koncentrace Anti-BrdU-POD

Podminky méfeni na pfistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: délka integrace: 1 000 ms

vytézek: 120

pocet bunék na jamku chemiluminiscence SD
(primeér)
20 000 15332 1518
10 000 10178 1 442
5000 5174 561
2500 1 687 337

Tab. 1 Prumérné hodnoty chemiluminiscence v zdvislosti na poétu bunék na jamku
u koncentrace Anti-BrdU-POD 0,20 U/ml

chemiluminiscence
pocet bunék na jamku SD
(primér)
20 000 39336 5981
10 000 20912 1202
5 000 10 857 1 560
2 500 4 749 288

Tab. 2 Prumérné hodnoty chemiluminiscence v zavislosti na po¢tu bunék na jamku u

koncentrace Anti-BrdU-POD 0,80 U/ml
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Zavislost hodnoty chemiluminiscence na po&tu bunék

50000
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20000

chemiluminiscence
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u dvou riznych koncentraci Anti-BrdU-POD

{ e koncentrace
Anti-BrdU-POD
0.80 U/mi
$ s koncentrace
T Anti-BrdU-POD
L 0,20 Uiml
¢ 3
[ 3 -
=
5000 10000 15000 20000 25000

poéet bunék na jamku

Graf 2 Zavislost hodnoty chemiluminiscence na poétu bunék u dvou raznych
koncentraci Anti-BrdU-POD

Cilem optimalizace koncentrace Anti-BrdU-POD bylo posoudit, jak

koncentrace pouZité protilatky ovliviluje rozsah linearity a prubéh reakce ve vztahu

k po¢tu bunék. Z grafu vyplyva, Ze v piipadé pouZiti koncentrace 0,20 U/ml je

metoda linedrni pouze do po¢tu 10 000 bunék.
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Zavislost hodnoty chemiluminiscence na pottu bunék
u dvou rGznych koncentraci Anti-BrdU-POD

120
= 100 o
=
%‘ @ koncentrace
g 80 Anti-BrdU-POD
§ 0,80 U/ml
:§ 60
'l:=', ° s koncentrace
= 40 Anti-BrdU-POD
GE} 0,20 U/ml
S 20 b
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poéet bunék na jamku

Graf 3 Zavislost hodnoty chemiluminiscence na poétu bunék n dvou riaznych

koncentraci Anti-BrdU-POD (chemiluminiscence vyjadiena v procentech)

V ptipadé vyjadfeni chemiluminiscence v procentech je prubéh reakce
u obou zvolenych koncentraci do hodnoty 10 000 bun¢k na jamku piiblizné stejny.
Hodnota 100 % procent byla piifazena hodnoté chemiluminiscence pfi poétu 10 000

na jamku.
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5.3 Kinetika reakce

5.3.1 Kinetika reakce u BrdU-ELISA

s chemiluminiscenéni detekcei

Podminky méfeni na piistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: délka integrace: 1 000 ms
vytézek: 130

Zavislost hodnoty chemiluminiscence na ¢ase

120
g 100 L . 808 .
8 8o |° ‘e
g * o o 5 000 bun&k
1 ¢ na jamku
'g 60 ®e .
— L ] °
E *. » 20 000 bunék
= 40 ®e i
= . na jamku
E ®e,
2 ®ee,
G 20
0
0 10 20 30 40 50 60

¢as [min]

Graf 4 Zavislost hodnoty chemiluminiscence na ¢ase u koncentrace 5 000 a 20 000

bunék na jamku

Zavislost chemiluminiscence na ¢ase byla stanovena u koncentrace 5 000 a
20000 bungk na jamku. Kinetika byla méfena ihned po pfidani BM
chemiluminescence ELISA substrate (POD). Bylo prokéazano, Ze chemiluminiscence
klesa v &ase. Z kinetické kfivky bylo stanoveno optimum reakce, a tedy zaroveii

délka inkubace s BM chemiluminescence ELISA substrate (POD). Optimaini
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inkubaéni doba pro koncentraci 5000 bunék na jamku byla na zakladé grafu
stanovena na 6 minut a pro koncentraci 20 000 bunék na jamku na 10 minut. Déle
byl sledovan procentudlni pokles chemiluminiscence v €ase u obou zvolenych
koncentraci. Bylo zji$téno, Ze u obou koncentraci je prub&h reakce pfibliZné€ stejny.

Hodnota 100 % byla pfifazena maximaélni hodnot¢ chemiluminiscence.

5.3.2 Kinetika reakce u BrdU-ELISA

s kolorimetrickou detekci

Podminky méfeni na ptistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: méfici vinova délka: 360 nm

podet zablesku na jamku: 5

Zavislost hodnoty absorbance na case

120
100 gge8809°°
— e ®
= o
& 80 e G e 5000 bungk
o «*® na jamku
§ 60 teese?® J
£ N
S . @ 20 000 bunék
8 40 na jamku
[
20
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Graf 5 Zavislost hodnoty absorbance na fase u koncentrace 5 000 a 20 000 bunék na

jamku
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Zavislost absorbance na &ase byla stanovena u koncentrace 5 000 a 20 000
bungk na jamku. Reakce nebyla zastavena pomoci 1 M H,SO, a kinetika byla
méfena ihned po pfidani BM blue, POD substrate. Bylo prokazano, Ze absorbance
vzrasta v ¢ase. Z kinetické kfivky bylo stanoveno optimum reakce, a tedy zdrovefi
délka inkubace s BM blue, POD substrate. Optimalni inkubaéni doba pro obé
koncentrace byla na zakladé grafu stanovena na 30 minut. Déle byl sledovan
procentudlni narist absorbance v ¢ase u obou zvolenych koncentraci. Bylo zjisténo,
%e u obou koncentraci je priib&h reakce pfiblizng stejny. Hodnota 100 % byla

piifazena hodnot& absorbance v ¢ase 60 minut.
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5.4 Citlivost

5.4.1 Stanoveni citlivosti u BrdU-ELISA

s chemiluminiscenéni detekei

Podminky méfeni na ptistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: délka integrace: 1 000 ms
vytézek: 130

poéet bunék na chemiluminiscence SD
jamku (primér)
20000 21 746 1588
10 000 19 420 2453
5000 10 090 956
2500 5324 365
1250 2972 279
625 832 214
313 353 81

Tab. 3 Primérné hodnoty chemiluminiscence v zavislosti na po¢tu bunék na jamku

Stanovenim zavislosti hodnoty chemiluminiscence na po¢tu bun€k byla
prokazana vysokd citlivost této metody, nebot’ hodnotu chemiluminiscence bylo
mozno odeéist i u koncentrace 313 buné€k na jamku.

Dile byla sledovana linearita této zavislosti. Z grafu na nasledujici strang je

patrné, Ze metoda je linedrni pfiblizné do koncentrace 10 000 bungk na jamku.
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Zavislost hodnoty chemiluminiscence na poétu bunék
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Graf 6 Zavislost hodnoty chemiluminiscence na po¢tu bunék
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Graf 7 Zavislost hodnoty chemiluminiscence na poétu bunék

Rovnice linedrni regrese: y = 1,9587x + 61,147

55



S5.4.2

s kolorimetrickou detekci

Podminky méfeni na piistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: méfici vinova délka: 450 nm

Stanoveni citlivosti u BrdU-ELISA

pocet zableski na jamku: 5

pocet bunék na
absorbance (pramér) SD
jamku
20 000 1,048 0,066
10 000 0,816 0,066
5 000 0,562 0,057
2500 0,353 0,032
1250 0,170 0,010
625 0,074 0,009
313 0,035 0,011

Tab. 4 Primérné hodnoty absorbance v zdvislosti na poétu bunék na jamku

Vysoka citlivost byla prokazina také u BrdU ELISA s kolorimetrickou
detekei. Opét bylo moZno odegist hodnotu absorbance i u koncentrace 313 bunék na
jamku.

Dile byla sledovana linearita této zavislosti. Z grafu na nésledujici strané je
patrné, ¥e metoda je linedrni piiblizn& do koncentrace 5 000 bungk na jamku.

Citlivost u BrdU ELISA s kolorimetrickou byla nejprve méfena po 30-
minutové inkubaci s BM blue, POD substrate, soluble, ale ziskané hodnoty
absorbance se pohybovaly nad rozsahem linearity pfistroje. Proto byl pfi dalsim
méfeni sniZen inkubaéni ¢as na 15 minut, aviak i poté byly hodnoty absorbance nad

rozsahem linearity. Nakonec byl inkubaéni &as stanoven na hodnotu 5 minut.
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Zavislost hodnoty absorbance na poétu bunék
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Graf 8 Zavislost hodnoty absorbance na poc¢tu bunék
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Graf 9 Zavislost hodnoty absorbance na poctu bunék

Rovnice linearni regrese: y = 0,0001x + 0,013
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5.5 Opakovatelnost

5.5.1 Opakovatelnost u BrdU-ELISA

s chemiluminiscen¢ni detekei

Podminky méfeni na piistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: délka integrace: 1 000 ms
vytézek: 130

éfilo ) prumér SD
méfeni
1 15031 713
2 18 676 861
3 16210 675
4 16 746 1297
5 18 067 421
6 15959 1323
prumér 16 782
SD 1365
RSD [%)] 8,31

Tab. 5 Opakovatenost u BrdU-ELISA s chemiluminiscenéni detekci

Priméma hodnota chemiluminscence vypoétena zpruméra Sesti
opakovanych méfeni byla 16 782, smérodatna odchylka byla 1 365 a relativni
smérodatna odchylka 8,31 %.
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5.5.2 Opakovatelnost u BrdU-ELISA

s kolorimetrickou detekci

Podminky mé&Feni na ptistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: méfici vinova délka: 450 nm

pocet zableski na jamku: 5

éfilo ) prumér SD
méieni
1 0,711 0,069
2 0,776 0,084
3 0,741 0,019
4 0,848 0,061
5 0,860 0,068
6 0,771 0,078
pramér 0,785
SD 0,059
RSD [%] 7,52

Tab. 6 Opakovatenost u BrdU-ELISA s kolorimetrickou detekei

Priméma hodnota absorbance vypoétena zpruméru 3esti opakovanych
méfeni byla 0,785, smé&rodatna odchylka byla 0,063 a relativni smérodatna odchylka
7,52 %.
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5.6 Kvantitativni stanoveni bunécné proliferace

po ovlivnéni bunék inositolhexafosfatem

Podminky mé&feni na pfistroji SPEKTRAFLUOR PLUS: délka integrace: 1 000 ms

vytézek: 130
koncentrace IPs [mM] chemiluminiscence (primér) SD
0 (kontrola) 3874 1 549
0,2 2785 388
1 1433 543
5 134 93

Tab. 7 Hodnoty chemiluminiscence po 24-hodinové inkubaci s IP¢

koncentrace IP; [mM] chemiluminiscence (primér) SD
0 (kontrola) 7 354 963
0,2 6 551 1153
1 2 562 848
5 190 35

Tab. 8 Hodnoty chemiluminiscence po 48-hodinové inkubaci s IPs
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koncentrace IP; [mM] chemiluminiscence (prumér) SD
0 (kontrola) 10 436 2058
0,2 8 686 1934
1 4 883 1292
5 21 59

Tab. 9 Hodnoty chemiluminiscence po 72-hodinevé inkubaci s IPs

Zavislost hodnoty chemiluminiscence na koncentraci IP6
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Graf 10 Zavislost hodnoty chemiluminiscence na koncentraci IPg

o0omM
a 0.2mM
o1mM
o5mM

Graf zavislosti chemiluminiscence na koncentraci IPs znazoriiuje hodnoty

chemiluminiscence nam&fené pro jednotlivé koncentrace inositolhexafosfatu a pro

riznou délku inkubace sIPs. Pomoci T-testu bylo prokazano, Ze na hladiné

pravdépodobnosti 0,95 je statisticky pokles chemiluminiscence vyznamny aZ od
hodnoty 1 mM IPg u 24, 48 i 72- hodinové inkubace.
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Prvnim z cilt této prace bylo optimalizovat stanoveni inkorporace BrdU do
DNA syntetizované de novo.

Optimalizace pracovniho postupu byla provedena u BrdU-ELISA
s chemiluminiscenéni detekci. Pavodni postup byl vypracovan na zaklad€ ndvodn
firmy Roche dodanych spole¢né s jednotlivymi reagenciemi, avSak timto postupem
nebyly ziskdny uspokojivé vysledky, nebot” hodnoty chemiluminiscence v méfenych
jamkach se neligily od hodnot blanku. Bylo nutno zhodnotit moZné pficiny nizkého
signalu a provést zmény v pracovnim postupu.

V prvé fadé byla otestovana aktivita systému protildtka + substrat a to
zmé&fenim kinetiky reakce BM Chemiluminescence ELISA Substrate (POD)
a samotné Anti-BrdU-POD. Z kinetické kfivky je patrné, Ze reakci vznika
dostate¢né velky signal a ob& reagencie jsou tedy v poradku.

Poté se pfistoupilo ke zménam v samotném postupu.

V piipadé BrdU-ELISA schemiluminiscenéni detekci byla nahrazena
transparentni mikrotitraéni destiéka destitkou &ernou s plochym transparentnim
dnem, nebot’ se ukazalo, Ze pii méfeni chemiluminiscence pronika vznikajici svétlo
do sousednich jamek.

Diale byla prodlouZena inkubace s Anti-BrdU-POD na maximalni dobu
uvedenou v navodu firmy Roche, tedy na 2 hodiny. Kli¢ovou zménou bylo pouZiti
70 % EtOH jako fixa¢niho ¢inidla a 2,3 M HCI jako &inidla permeabilizaniho.

Pti¢inou nizkého signilu byla nedostate¢na propustnost membran pro vstup
Anti-BrdU-POD do jadra k inkorporovanému BrdU, nebot’ teprve pouziti 2,3 M
HCI piineslo poZadované vysledky, tedy dostateéné vysoky signdl.

Daldim ukolem bylo optimalizovat koncentraci Anti-BrdU-POD.
Optimalizace koncentrace Anti-BrdU-POD byla z finanénich divodi provedena
pouze u BrdU-ELISA schemiluminiscentni detekci. Byly testovany dvé
koncentrace, 0,20 a 0,80 U/ml.

Ze ziskanych vysledki je patrné, Ze v piipadé pouzZiti koncentrace 0,80 U/mi
je metoda linedrni i pro pocet 20 000 bun€k na jamku, v piipadé pouZiti niZsi

koncentrace do hodnoty 10 000 bunék na jamku. Z toho plyne, Ze pro vy3si poéty
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bungk je pouZivana koncentrace nedostatedna a je nutno zvolit koncentraci vy3si. Pii
procentudlnim vyjadieni chemiluminiscence je zfejmé, Ze prub&h reakce do hodnoty
10 000 bungk na jamku je u obou koncentraci pfiblizné¢ stejny a proto je moZno pro
niz3i podty bunk pouZivat koncentraci 0,20 U/ml. PouZivani koncentrace 0,80 U/ml

by bylo ptilis finanéné naroné.

Dalsim cilem bylo porovnat vyhody a nevyhody pouZiti dvou ruznych
substrati v metod® inkorporace BrdU sohledem na jejich chemiluminiscentni
a kolorimetrickou detekci. BrdU-ELISA s chemiluminiscenéni a kolorimetrickou
detekci byly porovnavany z n€kolika ruznych hledisek.

V prvé fadé byla hodnocena citlivost. Stanovenim zavislosti hodnoty
chemiluminiscence, respektive absorbance, na po¢tu bunék byla prokazana vysoka
citlivost metody u obou typi detekce, protoZe v obou piipadech bylo moZno odecist
hodnoty i u nejniZ3iho zvoleného poétu bunék na jamku. U obou zpusobu detekce
byla porovnivana také linearita =zavislosti chemiluminiscence, respektive
absorbance, na po¢tu bunék na jamku. U BrdU-ELISA s chemiluminiscen¢ni
detekei byla prokazana linearita zavislosti do hodnoty 10000 bunék na jamku,
u BrdU-ELISA s kolorimetrickou detekci pouze do hodnoty 5 000 bunék na jamku.
Nelinearita u vys8ich po¢ti bunék mizZe byt zplsobena jednak nedostate¢nou
koncentraci protilatky, jednak zvolenym typem detekce.

Dile byla srovndvana opakovatelnost. V pfipadé BrdU-ELISA
s chemiluminiscenéni detekci byla hodnota vypolitané relativni smérodatné
odchylky 8,31 %, vpkipadé BrdU-ELISA s kolorimetrickou detekei 7,52 %.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o praci s biologickym materidlem, tak ob& hodnoty
poukazuji na dobrou opakovatelnost této metody.

Oba zpusoby detekce byly porovnavany také zhlediska potfebného
technického vybaveni, pracnosti, finanéni a Easové naro¢nosti.

K mé&feni chemiluminiscence a absorbance byl pouZit stejny pfistroj,
SPECTRAFLUOR PLUS, aviak m&feni absorbance vyZaduje navic pouZiti absorpich
filtri.
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Pracnost provedeni BrdU-ELISA byla u obou metod srovnatelnd, v piipadé
kolorimetrické detekce bylo sice tieba pfipravit 1 M H;SO4 aviak u
chemiluminiscenéni detekce bylo naproti tomu nutno pfipravit substrat (smichanim
roztokl A a B).

Celkova hodnota reagencii pro BrdU ELISA (BrdU, Anti-BrdU-POD,
Blocking reagent for ELISA a BM Chemiluminescence ELISA Substrate (POD),
respektive BM blue, POD substrate, soluble) byla téméf shodna, v pfipadé uZiti
chemiluminiscenéni detekce ¢inila 0,318 euro na jamku, u kolorimetrické detekce
0,315 euro na jamku. Oba typy detekce se liily pouze hodnotou pouZitého
substratu. Cena BM Chemiluminescence ELISA Substrate (POD) byla 0,070 euro
na jamku a cena BM blue, POD substrate, soluble 0,067 euro na jamku. V pfipadé
BrdU-ELISA s chemiluminiscenéni detekci bylo ale nutno pouzit Zernou
mikrotitraéni desti¢ku s plochym transparentnim dnem, kterd je piibliZné tiikrat
draz$i neZ transparentni desti¢ka pouZita pro méfeni absorbance, coZ navysilo cenu
tohoto zpusobu detekee.

Z pohledu &asové naro&nosti jsou oba typy BrdU-ELISA srovnatelné. Doba
samotné BrdU-ELISA (od odstranéni média z jamek mikrotitraéni desti¢ky pfed
fixaci 70 % EtOH aZ po ziskani hodnot chemiluminiscence, respektive absorbance,
na pfistroji SPECTRAFLUOR PLUS) &inila ptibliZné 3 a pul hodiny.

Z uvedeného vyplyva, Ze oba zpusoby detekce vykazuji dobré vysledky,
piesto BrdU-ELISA s chemiluminiscenéni detekei lze zvolit jako vyhodngjsi
zejména z pohledu dosaZené linearity. Nevyhoda BrdU-ELISA s kolorimetrickou
detekei spotiva predevdim v tom, Ze pokud je absorbance méfena po inkubaéni dob&
s BM blue, POD substrate, ktera byla na zaklad® proméfeni kinetiky zvolena jako
optimalni, tak se ziskané hodnoty pohybuji nad rozsahem linearity piistroje.
Omezena linearita viak neni zpisobena pouze pfistrojem, ale také samotnou
metodou, nebot’ jak uvadi literatura, linearni vztah mezi naméfenymi hodnotami
absorbance a aktualn{ inkorporaci BrdU existuje pouze do hodnoty absorbance 1,5
[14].
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Poslednim cilem této prace bylo aplikovat metodu inkorporace BrdU pro
stanoveni proliferace bun&k in vitro po ovlivnéni inositolhexafosfatem. Jednou
z vlastnosti této latky jako potencidlniho protinadorového adjuvancia by mélo byt
snizeni proliferace bun&k jejich zablokovanim v G0O/G1 f4zi. Tato studie m&la ovefit
antiproliferatni puscbeni IPs. Byly testovany tfi koncentrace (0,2; 1 a 5 mM 1P¢) ve
tfech inkubacénich asech (24, 48 a 72 h). Ke kvantitativnimu stanoveni bun&tné
proliferace po ovlivnéni bun&k IPs byla pouzita BrdU-ELISA s chemiluminiscencni
detekei. Ze ziskanych vysledkil je patmné, Ze IPs sniZuje proliferaci bunééné linie
SW 620. Z grafu je ziejmé, e pokles chemiluminiscence je pozorovatelny uz u
koncentrace 0.2 mM IPs, aviak pomoci T-testu bylo prokazano, Ze na hladiné
pravdépodobnosti 0,95 je statisticky pokles chemiluminiscence vyznamny aZ od
hodnoty 1 mM IPg u 24, 48 i 72- hodinové inkubace.
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Tato prace se zabyvala optimalizaci metody stanoveni bunééné proliferace
pomoci inkorporace BrdU do de novo syntetizované DNA, porovnanim uZiti dvou
riznych substratl a aplikaci této metody pro hodnoceni G¢inku inositolhexafosfatu
na bunéénou proliferaci in vitro.

Inkorporace BrdU do nové syntetizované DNA se jevi jako vhodna metoda
pro stanoveni bunééné proliferace, nebot’ vysledky dosaZené v této prici poukazuji
na jeji vysokou citlivost a dobrou opakovatelnost.

Z vysledka srovnavani chemiluminiscenéniho a kolorimetrického substratu
Ize usuzovat, Ze oba zpisoby detekce jsou dobré, pfesto pouziti BrdU-ELISA
s chemiluminiscenéni detekci je vyhodngjsi, nebot’ v hodnocenych bodech poskytuje
srovnatelné nebo lepsi vysledky nez BrdU-ELISA s kolorimetrickou detekei.

U inositolhexafosfatu, ktery byl vtéto praci testovan jako potencidlni
protinddorové adjuvans, byl prokdzan statisticky vyznamny antiproliferatni u¢inek
u bunék SW 620.
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Anti-BrdU-POD

BrdU
DAPI
D-MEM
DNA
EDTA
ELISA
EtOH
F12
FTS
Gin
IP¢
LDH
MeOH
MTT

NAD"

NADH

NK buitky
PBS bez iontl
POD

RNA

RSD

SD

TMB

WST-1

XTT

Anti-bromodeoxyuridine-POD, Fab fragments
5-bromo-2’-deoxyuridine

4’ 6-diamidino-2-phenylindol

Dulbecco’s Modified Eagles medium
deoxyribonukleova kyselina
ethylendiamitetraoctova kyselina

enzymovd imunoanalyza

ethanol

Nutrient Mixture F-12 Ham

fetalni telect sérum

L-glutamin

inositolhexafosfat

laktatdehydrogenaza

methanol
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyi-2H-
-tetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)
natural killer bunky

PBS bez Ca a Mg iontu (fosfatovy pufr)
kienovou peroxidazou

ribonukleova kyselina

relativni smérodatna odchylka

smérodatna odchylka

3,37-5,5 -tetramethylbenzidin
4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4- nitrophenyl)-2H-
-tetrazolio-5-yl]-benzo-1,3-disulfonat sodny
3,3’-{5-[(fenylamino)karbonyl]-tetrazolium}-2,3-

-bis(4-methoxy-6-nitro-benzosulfonat) sodny
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Obr. 1 Faze buné&ného cyklu

Obr. 2 Replikace DNA

Obr. 3 Buné&éna linie Hep-2 ovlivnéna vyluhem ze zubniho implantatu, fotografie
byly potizeny po 24 (1), 48 (2) a 72-hodinové (3) inkubaci

Obr. 4 Chemicka struktura thymidinu a 5-bromo-2’-deoxyuridinu

Obr. 5 Chemickd struktura inositolhexafosfatu

72



10 SEZNAM GRAFU A TABULEK

73



Graf |

Graf 2

Graf 3

Graf 4

Graf 5

Graf 6

Graf 7

Graf 8
Graf 9

SEZNAM GRAFU

Kinetika reakce systému Anti-BrdU-POD a BM Chemiluminescence ELISA
Substrate (POD)

Zavislost hodnoty chemiluminiscence na po&tu bun€k u dvou riznych
koncentraci Anti-BrdU-POD

Zavislost hodnoty chemiluminiscence na poétu bunék u dvou riznych
koncentraci Anti-BrdU-POD (chemiluminiscence vyjadiena v procentech)
Zavislost hodnoty chemiluminiscence na &ase u koncentrace 5 000 a 20 000
bunék na jamku

Z4vislost hodnoty absorbance na &ase u koncentrace 5 0600 a 20 000 bun&k
na jamku

Zavislost hodnoty chemiluminiscence na po¢tu bunék

Z4vislost hodnoty chemiluminiscence na poétu bunék

Zavislost hodnoty absorbance na po¢tu bun€k

Z4avislost hodnoty absorbance na po¢tu bungk

Graf 10 Zéavislost hodnoty chemiluminiscence na koncentraci IPg

Tab. 1

Tab. 2

Tab. 3
Tab. 4
Tab. 5
Tab. 6
Tab. 7
Tab. 8
Tab. 9

SEZNAM TABULEK

Priimérné hodnoty chemiluminiscence v zavislosti na po¢tu buné€k na jamku
u koncentrace Anti-BrdU-POD 0,20 U/ml

Primémé hodnoty chemiluminiscence v zavislosti na poé¢tu bunék na jamku
u koncentrace Anti-BrdU-POD 0,80 U/ml

Primérné hodnoty chemiluminiscence v zavislosti na poftu bunék na jamku
Primé&mé hodnoty absorbance v zavislosti na po&tu bun€k na jamku
Opakovatenost u BrdU ELISA s chemiluminiscen¢ni detekei

Opakovatenost u BrdU ELISA s kolorimetrickou detekei

Hodnoty chemiluminiscence po 24-hodinové inkubaci s IPg

Hodnoty chemiluminiscence po 48-hodinové inkubaci s IPg

Hodnoty chemiluminiscence po 72-hodinové inkubaci s [P

74



11 POUZITA LITERATURA

75



. Negas O. et al.: Obecna biologie pro lékaiské fakulty, H&H Vysehradska s.r.o.,

2000, s. 133, 264-270, 282-283

Pollard T.D., Earnshaw W.C.: Cell biology, Saunders, 2002, illustrations
G.T.Johnson, s. 7, 675-677

Alberts B. et al.: Zaklady bunétné biologie, Espero Publishing s.r.o., 1998,
5. 571

Bernstein R., Bernstein S.: Biology, WCB Publishers, 1996

5. https://www.roche-applied-science.com/servlet/StoreFramesetView?langld=-

10.

11

13.

14.

1&krypto=azoH5jhJ2MUz73r0cs%2BPdV90cSWIVHwg5U%2F8MIWc8bdkp
AjLDRKkkDuchkECTAs71BoCKDhdyq5ke%0AETcYxzHvG156HGaL%2BBX
7&ddkey=RCConfigureUser

Stransky P., Cervinka M.: Statistical analysis of growth activity in cell culture
assay, Advances in medical physics, biophysicics and biomaterials, Bratislava,
1997, book of abstracts, s. 179-182

Doyle A., Griffiths J. B., Newell D. G.: Cell & tissue culture: Laboratory
procedures, John Wiley & Sons Ltd, 1998, s. 4B:0.1-8.1

Bradford, M. M.: A rapid and sensitive for the quantitation of microgram
quantitites of protein utilizing the principle of protein-dye binding, Analytical
Biochemistry, 1976, 72, s. 248-254

Nirankar N. Mishra et al.: On-chip micro-biosensor for the detection of human
CD4" cells based on AC impedance and optical analysis, Biosensors and
Bioelectronics, 2005, 21(5), s. 696-704
http://www.linkos.cz/vzdelavani/zvl2_00/05.php

. https://'www.roche-applied-science.com/pack-insert/1 66991 5a.pdf
12.

Magaud J. P., Sargent I, Mason D. Y.: Detection of human white cell
proliferative ~ responses by  immunoenzymatic = measurement  of
bromodeoxyuridine uptake, Journal of Immunological Methods, 1988, 106(1), s.
95-100

Hawker J. R.: Chemiluminescence-based BrdU ELISA to measure DNA
synthesis, Journal of Immunological Methods, 2003, 274(1-2), s. 77-82

Huong P. L. T. et al.: Measurement of antigen specific lymphocyte proliferation
using S-bromo-deoxyuridine incorporation, Journal of Immunological Methods,
1991, 140(2), s. 243-248

76



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.
28.

29

30.

Profit S., Unteregger G.: Quantitative measurement of cell proliferation using
the BrdU ELISA: A comparison between colorimetric and chemiluminescent
detection, Biochemica, 2001, ¢.4

Garrett W. M., Guthrie H. D.: Detection of bromodeoxyuridine in paraffin-
embedded tisue sections using microwave antigen retrieval is dependent on the
mode of tissue fixation, Biochemica, 1998, ¢.1
https://www.roche-applied-science.com/pack-insert/1582950a.pdf
https://www.roche-applied-science.com/pack-insert/148428 1a.pdf

http://'www1 If1.cuni.cz/~kocna/biochem/textl 1 htm#k111

Karligek R. et al.: Analytick4 chemie pro farmaceuty, Karolinum, 2001, s. 216-
224

Jernal A. et al.: Cancer statistics, 2003, CA: A Cancer Journal for Clinicians,
2003, 53(1), s. 5-26

Kelloff G. J. et al.: Progress in clinical chemoprevention, Seminar in Oncology,
1997, 24(2), 241-252

Shamsuddin A. M., Vucenik L., Cole K. E.: IP¢: A novel anti-cancer agent, 1997,
Life Sciences, 61(4), s. 343-354

Barrett J. E., klopfenstein C. F., Leipold H.W.: Protective effects of cruciferous
seed meals and hulls against colon cancer in mice, Cancer Letters, 1998, 127(1-
2), s. 83-82

Berridge M. J,, Irvine R. F.: Inositol phosphates and cell signalling, Nature,
1989, 341, s. 197-205

Fox C. H., Eberl M.: Phytic acid (IP¢), novel broad spectrum anti-neoplastic
agent: a systematic review, Complementary Therapies in Medicine, 2002, 10,
s. 229-234

Inositol hexaphosphate, Alternative Medicine Rewiew, 2002, 7(3), s. 244-248
Shamsuddin A. M., Vucenik I.: IP¢ & inositol in cancer prevention and therapy,

Current Cancer Therapy Reviews, 2005, 1(3), s. 259-269

. Jenab M., Thompson L. U.: Phytic acid in wheat bran affects colon morphology,

cell differentiation and apoptosis, Carcinogenesis, 21, s. 1547-1352

El-Sherbiny Y. M. et al.: GO/G1 arrest and S phase inhibition of human cancer
cell lines by inositol hexaphosphate (IP6), Anticancer Research, 2001, 21,
s. 2393-2403

77



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Vucenik I et al.: Anti-angiogenic activity of inositol hexaphosphate (IPg),
ancirogenesis, 2004, 25(11), s. 2115-2123

Baten A. et al.: Inositol-phosphate-induced enhancement of natural killer cell
activity correlates with tumor suppression, Carcinogenesis, 1989, 10(9), s. 1595-
1598

Thomson L. U., Zhang L.: Phytic acid and minerals: effect of early markers of
risk for mammary and colon carcinogenesis, Carcinogenesis, 1991, 12, s. 2041-
2045

Midorikawa K.: Protective effect of phytic acid on oxidative DNA damage with
reference to cancer chemoprevention. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 2001, 288, s. 552-557

Vucenik I., Shamsuddin A. M.: Cancer inhibition by inositol hexaphosphate
(IP6) and inositol: from laboratory to clinic, Journal of Nutrition, 2003, 133,
s. 37788-3784S

Deliliers G.L. et al.: Effect od inositol hexaphosphate (IP¢) on human normal
and leukaemic haematopoietic cells, British Journal of Hematology, 117(3),
s. 577- 587

Tantivejkul K., Vucenik L., Shamsuddin A. M.: Inositol hexaphosphate (IPs)
inhibits key events of cancer metasteses: I. In vitro studies of adhesion,
migration and invasion of MDA-MB 231 human breast cancer cells, Anticancer
Research, 2003, 23(5A), s. 3671-3679.

Graf E., Eaton J. W.: Antioxidant functions of phytic acid, Free Radical Biology
& Medicine, 1990, 8(1), s. 61-69

Urbano G. et al.: The role of phytic acid in legumes antinutrient or beneficial
function?, Journal of Physiology and Biochemistry, 2000, 56(3), s. 283-294

78



