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Cile reSeni

Cilem feseného projektu bylo zvySeni urovné vyuky studijniho oboru Experimentalni biologie

tim, Ze budou vypracovany nové tlohy pro predmét Cviceni z experimentalni biologie. Tyto

ulohy mély byt pfitom vypracovany tak, aby nazorn¢ ptedvedly aplikaci vybranych

laboratornich metod (prutokové cytometrie, fluorescencni mikroskopie, fluorimetrie) pfi

studiu apoptosy a zaroven byly proveditelné v uréeném ¢asovém ramci.

Jednalo se konkrétné o ulohy:

1.
2.

Fluorimetrické stanoveni aktivity caspasy 3

Detekce fragmentu caspasy 3 pomoci fluorescencni mikroskopie a priatokoveé
cytometrie

Detekce Stépnych fragmenti substrati caspasy 3 pomoci fluorescenéni mikroskopie a
prutokové cytometrie

Detekce castecné permeabilizace membrany pomoci fluorescenéni mikroskopie a
prutokové cytometrie

Detekce translokace fosfatidylserinu v rané fazi apoptosy pomoci fluorescencni
mikroskopie a prutokové cytometrie

Detekce ztraty membranového potencialu mitochondrii v priibéhu apoptosy pomoci

fluorescencni mikroskopie a pritokové cytometrie

Déle bylo cilem feSeni rozvijet pracovni schopnosti a zkusenosti dalSich studentii, kteti méli

byt do projektu také zapojeni, a také posilit tymovou spolupraci celého pracovniho kolektivu.



Realizovany postup a zpisob FeSeni

Realizovany postup, zptsob feseni i vybér metod byl v souladu s planem projektu.
1. Vybér bunéénych linii, induktori apoptosy a doby piisobeni

V pocatecni fazi feseni projektu byly vybrany bunééné nadorové linie citlivé na indukci
apoptosy i vhodné, apoptosu indukujici latky. Dale také byla testovana nejvhodnéjsi doba

plsobeni cytostatik.

Vybrané nadorové bunééné linie:
e K562 (chronickd myelogenni leukémie)
e HelLa (karcinom d€loZzniho Cipku)

e RPMI&226 (mnohocetny myelom)

Vybrané induktory apoptosy:
e TRAIL(synteticky ligand pro receptory smrti)
e roskovitin
e olomoucin Il
e staurosporin
e flavopiridol

e tubulyzin

Vybrana doba ptsobeni: 24 h



2. Vybér metod

Vybrané metody zamétené na klicové znaky apoptosy jsou piehledné shrnuty v Tabulce €. 1.

Tabulka €. 1 Vybrané metody zaméfené na detekcei klicovych znakii apoptosy

%ni | Pritokova _ _

Sledovany znak apoptosy | Metoda Frmﬁllzgss?(eor;cigl c;tl(l) trze;:):,iz Fluorimetrie
Me¢fteni enzymatické aktivity caspasy 3 X X v

Aktivace caspasy 3 Detekce fragmentu caspasy 3 v v X
Detekce $tépeni PARPu (substrat caspasy 3) v v X

Permeabilizace membrany | Dualni znadeni Yo-pro a propidium jodidem v v X

Translokace Dualni znaceni annexinem V-FITC a v v X

fosfatidylserinu propidium jodidem

Fragmentace DNA Znaceni TUNEL v v X

Snizeni mitochondrialniho “

membranového potencialu Znateni TMRE v v X

Fluorimetricky test aktivity caspasy 3

Bunky kultivované v Petriho miskdch a ovlivnéné cytostatikem byly sklizeny, lyzovany,
zmétila se koncentrace proteinti Bradfordovou metodou a byl proveden test aktivity caspasy 3
s vyuzitim fluorogenniho substratu caspasy 3, jehoz fluorescence byla meétfena v 96ti-
jamkovém panelu fluorimetrem. Vybrana byla nejkrats$i mozna doba méfeni (1 h), pfi které jiz
byl patrny rozdil mezi vzorkem kontrolnich buné¢k a vzorkem bunék ovlivnénych

cytostatikem.

Fluorescen¢ni mikroskopie

Burnky kultivované na krycich skli¢kach a ovlivnéné cytostatiky se inkubovaly s ptislusnymi
probami a byly vytvofeny mikroskopické preparaty. Ty sSe poté pozorovaly pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu a pomoci digitalni kamery byly pofizeny fotografie, které byly
dale upraveny a analyzovany. Ovéfovany byly rtizné postupy, zptsoby fixace, fedéni prob,
doby plsobeni atd. s ohledem na jejich nazornost i ekonomickou a ¢asovou Uspornost. K
puvodné planovanym metodam byla navic pfidana tloha Znaceni bunék metodou TUNEL

detekujici fragmentaci DNA b&hem apoptosy.

Priitokova cytometrie
Buiky kultivované v Petriho miskach a ovlivnéné cytostatiky byly sklizeny, inkubovany s
probami a analyzovany pritokovym cytometrem. Opét byly ovéfovany rizné postupy, fedéni

proéb, doby plsobeni atd. s ohledem na jejich ndzornost i ekonomickou a ¢asovou tispornost.



Dualni znaceni Yo-pro a propidium jodidem nebylo zafazeno mezi protokoly z divodu
neuspokojivych a obtizn¢ interpretovatelnych vysledkii, které se i pies veskerou snahu
nepodarilo optimalizovat. K piivodné planovanym metoddm byla navic ptidana uloha Znaceni

bunék metodou TUNEL detekujici fragmentaci DNA b&hem apoptosy.

3. Tvorba protokoli a jejich zverejnéni

Na zavér byly vytvoieny protokoly jednotlivych uloh, které se vlozily na webové stranky
Laboratofe rustovych regulatort (http://rustreg.upol.cz/FRVS.html).



http://rustreg.upol.cz/FRVS.html

Zmény v pribéhu FeSeni

Vzhledem k ukonceni doktorského studia II. spolufesitele Ivy Protivankové byla tato pozice
nahrazena Evou Rezni¢kovou, kterd byla puvodné také soudasti feditelského tymu.
Chybgjiciho ¢lena nahradila studentka Mgr. Ladislava Vymétalova, takze pocet studentl

zapojenych do projektu ziistal stejny. Zména byla schvalena Vyborem FRVS.



Vysledky a vystupy

Vystupem projektu mély byt vypracované protokoly dostupné na webu Laboratoie ristovych

regulatorti, coZ je v souladu s redlnymi vystupy. Byly vytvofeny protokoly obsahujici jednak

teoretickou Cast, kde se studenti seznami s procesem regulované bunééné smrti — apoptosou —

a jejim vyznamem z hlediska fyziologického ¢i terapeutického. Dale jsou zde popsany

zakladni metody pouzivané pro detekci klicovych molekularnich znakid apoptosy s odkazem

na odbornou literaturu. Nasleduje vlastni postup vybrané metody i s uvedenim konkrétnich

vysledk a jejich interpretace.

Vytvoiené protokoly:

1.

© © N o gk~ wDN

Detekce aktivity caspasy 3 fluorimetricky

Fluorescencni mikroskopie: Detekce fragmentu caspasy 3

Fluorescen¢ni mikroskopie: Detekce fragmentu PARP

Fluorescen¢ni mikroskopie: Dualni znac¢eni annexinem V-FITC a propidium jodidem
Fluorescen¢ni mikroskopie: Dualni znaceni Yo-pro a propidium jodidem
Fluorescen¢ni mikroskopie: Zna¢eni TMRE

Fluorescen¢ni mikroskopie: Zna¢eni TUNEL

Priitokova cytometrie: Detekce fragmentu caspasy 3

Prutokova cytometrie: Dualni znaceni annexinem V-FITC a propidium jodidem

10. Pratokova cytometrie: Dudlni znaCeni fragmentu PARP a DNA

11. Pratokova cytometrie: Znaceni TMRE

12. Pratokova cytometrie: Znaceni TUNEL

Zvetejnéni protokoli: http://rustreg.upol.cz/FRVS.html

Dale bylo cilem feSeni rozvijet pracovni schopnosti a zkuSenosti dalSich studentt, kteti byli

do projektu také zapojeni, a také posilit tymovou spolupraci celého pracovniho kolektivu. Oba

tyto cile se také podatilo naplnit.


http://rustreg.upol.cz/FRVS.html

VySe finan¢nich prostredku

Pridélena ¢astka

V ramci predlozeného projektu byla z prosttedki Fondu rozvoje vysokych skol obdrzena
celkova castka 100 000 K¢. K ziskanému projektu byla PfF UP v Olomouci pfidélena navic
dotace ve vysi 30 000 K¢&. Veskeré ziskané finance (130 000 K¢) byly pouzity v souladu s

puvodné predkladanymi finanénimi pozadavky.

Ostatni
Finance z polozky ostatni byly ¢erpany pro biologicky ¢i spotifebni material, chemikalie nebo

na zadkonné zdravotni pojiSténi, zakonné socidlni zabezpec€eni €1 urazoveé pojisténi.

Stipendia a odmény

Za realizaci projektu bylo vyplaceno stipendium ve vysi 20 000 K¢ hlavnimu feSiteli Ivé
Dolec¢kové (doktorandka oboru Biochemie PiF UP) a 10 000 K¢ II. spolufesiteli Evé
Reznitkové (doktorandka oboru Biochemie PiF UP). Vzhledem k pomérné velkému podtu
metod, které bylo nutné optimalizovat, byly do projektu zaclenény dalsi dvé studentky, které
se podilely na piipravé biologickych vzorkl i na ovéfovani metodiky jednotlivych uloh a
kterym bylo vyplaceno naplanované stipendium ve vysi 7500 K¢/os. (Ladislava Vymétalova,
Jana Navratilova, doktorandky oboru Biochemie PiF UP). Odména za feSeni projektu ve vysi

5000 K¢ byla vyplacena I. spolufesiteli Vladimiru Krystofovi.

Detailni piehled o ¢erpani piidélenych financi poskytuje Tabulka €. 2. V Priloze 1 zavérecné

zpravy je poté prilozen potvrzeny vykaz o hospodaieni.



Tabulka €. 2: Vykaz o hospodateni s pridélenou dotaci

Polozka Cislo ref. dolozky Cena
Ostatni
96-jamkové panely 1310030831 3197,00
Ac-DEVD-AMC (substrat caspasy 3) 1310005451 4426,80
Annexin-V-FITC 1310004348 18930,00
Filter top 500 ml 1310025446 3413,00
Kultivaéni flasky 75 cm2 1310025446 2660,00
NPE shutdown solution pro pritokovou cytometrii 1310032113 624,00
NPE shutdown solution pro prutokovou cytometrii 1310033789 261,76
Propidium jodid 1310003446 3837,70
Protilatka proti fragmentu PARP (Asp214) 1310005204 10442,00
TMRE 1310004263 6888,00
TRAIL 1310004348 6000,00
TUNEL 1310020037 12868,80
Urazové pojisténi 1100055442 21,00
Zakonné zdravotni pojisténi 5643 449,94
Zakonné socialni zabezpeceni 5643 1250,00
Zkumavky 14 ml s kulatym dnem 1310025446 4730,00
Celkem 80000,00
Stipendia
Iva Dolec¢kova 1100009965 4000,00
Iva Doleckova 1100023747 4000,00
Iva Doleckova 1100027487 4000,00
Iva Doleckova 1100031377 4000,00
Iva Dolec¢kova 1100044771 4000,00
Eva Reznitkova 1100048181 10000,00
Jana Navratilova 1100048184 7500,00
Ladislava Vymétalova 1100048185 7500,00
Celkem 45000,00
Odmény
Vladimir Krystof 5643 5000,00
Celkem 5000,00
Souhrn 130000,00




