Metddy detekcie apoptéd
cytotoxickymi latkami
adorovych buniek
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Apoptdza je fyziologicky proces
« embryogenéza
« Organogeneéza
« odstranenie skodlivych buniek

PfSzy sU patologické

niera apoptdzy
|




Apoptdza a nekrdzao

Apoptosis "Budding”
[cell shrinks, chromatin condensas)
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Mecrosis

{cell swells) Cell becomes leaky,

blebbing
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1. Mitochondrial
pathway

DNA damage repair Apoptosis
V\\ - DNA fragmentation
- w - membrane blebbing
/ DNA damage - cell shrinkage
- formation of apoptotic bodies
_ Pro-apoptotic genes '—)
"~ _—-"  e.g. NOXA BAX,
T PUMA, BAK, HRK
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Cisplatina (CDDP, cis-diamminedichloroplatinum)
- crosslink Pt-DNA, nasledkom je inhibicia bunkového rastu a apoptoza

{for DNA fopoizomerdzy Il — vytvorenie zlomov Vvl

xol)
y jed, brani depolymerizacii mikrotubulov, ndsledkom je zastava
o cyklu a apoptdza




kultivacia v RPMI 1640 (Sigma)
+10% fetdlne bovinne sérum (FBS
+ 2 mM L-glutamin

+ Pen/strep = penicilin (100 U/ml)




1. SDS PAGE elektiroforéza a westernovy prenos — detekcia pri

stiepenej kaspdzy 8
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Number of cells

2. Detekcia mitvych buniek pomocou farbenia sytox green a cyi

SYTOX® Green fluorescence

ché farbenie nerozliSi rozne formy bunkovej smrtiz=

d a rychla metdéda

Cytometer Optical system comprises:

Dichroics and Filters
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3. Farbenie nukleovych kyselin propidium iodidom - vyhodnoteni
apoptotickych jadier pod fluorescencnym mikroskopom.

Stage I1 Stage 111 Stage I1I
DNA DNA Lam B

* apoptodza vs. mitdza



4+5. Stanovenie subG1 fazy bunkového cyklu prietokovou cytome'
detekcia fragmentovanej DNA na agarézovom gelu
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* V praxi — obdobneé testy fragmentdgiggimie grity DNA u spermii (TUNEL)




