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Abstrakt

V ¢lanku popisujeme integraciu novych cytogenetickych metoéd do radiobiologického vyskumu s vyuzitim multimdédovej ¢itacky Cytation
5, poskytujeme prehlad vSeobecne pouzivanych cytogenetickych metdd v radiobiologickom vyskume ako aj podrobny opis multimodove;j
¢itacky mikroplatniciek Cytation 5. Sti€astou prace je taktiez prezentacia vysledkov, ziskanych vyuzitim ¢itacky Cytation 5, pomocou ktorej sme
analyzovali vplyv extrémne-nizko frekvenéného magnetického pol'a na bunky 'udského glioblastomu in vitro.

KPicové slova: Radiobiologicky vyskum. Cytogenetické metddy. Cytation 5.

Abstract

In the article, we describe the integration of new cytogenetic methods into radiobiological research using the Cytation 5 multimode reader,
we provide an overview of commonly used cytogenetic methods in radiobiological research as well as a detailed description of the Cytation 5
multimode microplate reader. The work also includes a presentation of the results obtained using the Cytation 5 reader, in which we analyzed the
effect of an extremely low-frequency magnetic field on human glioblastoma cells in vitro.

Key words: Radiobiological research. Cytogenetic methods. Cytation 5.

Uvod

V sticasnej dobe predstavuje radiobiologicky vyskum jednu
z kliCovych oblasti v boji proti réznym ochoreniam, vratane
nadorovych ochoreni. Rdzne cytogenetické metody, ktoré
analyzuju poskodenie buniek alebo ich genetickej informacie,
poskytuji cenné informacie o ucinkoch ionizujuceho,
neionizujuceho ziarenia pripadne inych latok na gendomovu
stabilitu buniek. Vyvijanim novych metod dochadza ku snahe
optimalizovat’ a inovovat radiobiologicky vyskum zvySenim
jeho efektivity, rychlosti a presnosti. Prave tieto novo zavedené
metody mozu viest’ k objaveniu novych poznatkov o bunkach,
¢o moze zabezpecit' zlepSenie diagnostiky, €i terapie ochoreni
spojenych so ziarenim.

Cytogenetické metody vyuZivane
v radiobiologickom vyskume

Cytogenetika ako vedny odbor sa zaobera studiom vztahov
medzi chromozomalnymi aberaciami a genetickymi ochoreniami
u ludi. Moderné cytogenetické metédy nam umoziuju presné
lokalizovanie T'ubovolného génu na chromozéme, skimanie
roéznych typov tkaniv vratane nadorovych buniek a identifikaciu
buniek, ktoré prejavuju aneuploidu (stratu alebo ziskanie
jedného alebo viacerych chromozdémov), pripadne translokacie
chromozémovych fragmentov [1].

Medzi jednu zo zakladnych cytogenetickych metdd je
mozné zaradit' karyotypizaciu. Karyotypizacia je proces

parovania a usporiadania vSetkych chromozémov organizmu na
vytvorenie celogendmovej snimky chromozomov jednotlivea.
Jednotlivé karyotypy sa pripravujii pomocou $tandardizovanych
postupov farbenia, ktoré zvyraznia charakteristické znaky
chromozomov [2]. Na chromozomovu analyzu somatickych
buniek pocéas mitotického delenia je mozné pouzit’ vsetky zZivé
bunky, obsahujiice bunkové jadro. Po dosiahnuti dostato¢ného
mnozstva mitotickych buniek je potrebné zablokovanie mitozy
v metafaze. Nasleduje zabezpedenie korektného rozlozenia a
dochadza ku farbeniu a fixacii preparatov [3]. Pod svetelnym
mikroskopom je vSak skoro nemozné dokladne diagnostikovat
Strukturdlne vlastnosti chromozomov. Aby sme dosiahli
presnejsiu analyzu, chromozémy st farbené ré6znymi farbivami.
Po ich aplikécii dochadza ku vytvoreniu charakteristickych
pasovych vzorov na jednotlivych chromozémoch [4]. Nasledne
sa adekvatne preparaty odfotografuji. Vhodné chromozémy sa
vystrihn( a roztriedia podl'a Denverskej klasifikacie na zaklade
ich vel’kosti a uloZenia centroméry. Ziskana fotomontaz vsetkych
chromozomov jednej bunky je nazyvana karyotyp [5]. V dnesne;j
dobe patri vySetrenie karyotypu medzi zékladné vysetrenia v
cytogenetickej praxi, pouzivané na diagnostiku Sirokého spektra
chromozomalnych poruch u jedinca [2].

Prictokova cytometria je d’al§ia metdda Casto vyuzivana
v cytogenetickom vyskume. Tato technoldgia umoznuje rychlu
a efektivnu multiparametricka analyzu buniek. Pristroj vyuziva
laser ako svetelny zdroj, okolo ktorého prechadzaji bunky
suspendované v tekutine. Bunky, pripadne ich jednotlivé Casti
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(napriklad chromozoémy), st farbené r6znymi fluorescencnymi
farbivami, ktoré fluoreskuju v laserovom luci. Po interakcii lasera
s bunkami dochadza k fluorescencii a rozptylu ziarenia, ktoré je
snimané detektormi, ako st fotodiody a fotonasobice. Bunkové
populacie mozu byt analyzované na zaklade ich fluorescen¢nych
alebo rozptylovych charakteristik. Niektoré pristroje su taktiez
schopné analyzovat' bunky pomocou elektrickej impedancie.
Tato technika ma uplatnenie vo viacerych vednych disciplinach
ako je imunoldgia, viroldgia, molekularna bioldgia a pri
roznych §tidiach rakoviny. Medzi konkrétne aplikacie mozno
zaradit’ imunofenotypizacie, multiparametrické analyzy DNA,
proliferacie alebo pocitanie buniek [6, 7].

Metoédy molekularnej cytogentiky predstavuji  dalsi
Lupgrade” vo svete cytogenetickych metéd. Vyznaluju sa
najmé vysokou citlivostou, pretoze dokazu charakteristickou
hybridizaciou chromozémov Specifickych DNA  sekvencii
uréit’ celé chromozémy alebo ich casti. Pomocou metdd
molekularnej cytogenetiky je mozné urcit’ numerické aberacie
chromozomov, chromozomové translokacie. A taktiez odhalit’
jemné Struktirne aberacie, ktoré mohli vzniknit' v dosledku
radiacnej mutagenézy [5]. In situ hybridizacia (ISH) alebo
hybridizacia nukleovych kyselin je jedna z najpouzivanejs$ich
metdd v molekularnej biologii. Metdéda umoznuje lokalizaciu a
identifikaciu $pecifickych sekvencii v DNA alebo RNA, ktoré
mozno vizualizovat pomocou fluorescenénych (fluorescenéna
in situ hybridizacia, FISH) alebo chromogénnych sond
(chromogénna in situ hybridizacia, CISH). Princip metody
je zalozeny na komplementarnej funkcii DNA/RNA a ich
$pecifickom parovani jednotlivych baz. Dochadza ku vizbe
sekvencii jednoretazcovej DNA, oznacovanych ako sondy,
s komplementarnymi cielovymi jednoretazcovymi tsekmi
DNA. Prvy krok pre spravne stanovenie ISH zahfiia pripravu
$pecifickej sondy. Dalej nasleduje denaturdcia (oddelenie
jednotlivych vlakien DNA) a aplikacia sondy na vzorku.
Posledny krok zahffia proces hybridizacie, pocas ktor¢ho je
kratka sekvencia nukleovej kyseliny definovana ako sonda, ktoré
je komplementarne naviazana na ciel'ova sekvenciu skiimaného
génu. Nasledne je mozna detekcia sondy [5, 8]. Medzi jednu z
najpouzivanejsich ISH povazujeme metddu FISH, ktora vyuziva
fluorescenéné sondy na detekciu DNA sekvencii. Sondy su
znacené nepriamo pomocou imunofluorescencie alebo priamo
pomocou inkorporacie fluorochromu [9, 10].

Spektralna karyotypizacia alebo SKY (z anj. - spectral
karyotyping) sa zarad’uje medzi jednu z novsich metdd urc¢enych
na chromozomalnu analyzu. Tato metdda pracuje na principe
FISH a umoziuje diagnostikovat’ Siroké spektrum ochoreni
vd’aka moznosti zafarbenia vSetkych 24 'udskych chromozémov
[11]. Princip SKY pozostava z merania emisnych spektier
$pecialnych sond. Sondy st rovnako, ako pri FISH naviazané na
jednotlivé chromozémy. Su znacené florescenénymi farbivami,
pricom prave vdaka mieSaniu samostatnych farbiv sme
schopny zafarbit’ a odlisit’ v§etky chromozoémy. Tato metdda je
zarad'ovana medzi technicky naro¢nejsie. Na zaznamenavanie
je vyuzivany Fourierov spektroskop a na vyhodnocovanie je
pouzivana CCD kamera [9, 11]. Medzi d’alsiu metédu vyuzivana
v radiobiologickom vyskume mozno zaclenit’® napriklad
komparativhu gendémovu hybridizaciu, ktora je vyuzivana
na detekciu a analyzu chromozomalnych nalezov najmi v
onkologii. Princip metédy spociva v merani, vyhodnoteni a
naslednom porovnani intenzity signalu v zdravej a nadorovej
DNA [5, 12].

Vybrané cytogenetické
v radiobiologickom vyskume

metody  vyuZivane

Nasledujuca cast’ sa zaobera vybranymi cytogenetickymi
metodami, ktoré su Siroko vyuzivané v radiobiologickom
vyskume na hodnotenie a analyzu poskodenia genetického
materidlu. Metddy zahrnuté v tomto ¢lanku sti: mikrojadrovy test,
kométovy test, metddy urcené na detekciu apoptodzy a analyzy
DNA opravnych fokusov.

Mikrojadrovy test (z anj. - micronucleus assay) predstavuje
jednu z najpouzivanejSich metéd hodnotenia genotoxicity
sposobenej réznymi chemickymi a fyzikalnymi faktormi [13].
Mikrojadra st malé mimojadrové telieska, ktoré zvycajne
obsahuju poskodené chromozémové casti, pripadne celé
chromozomy. Tieto fragmenty alebo celé chromozémy neboli
pocas anafazy korektne pritiahnuté k pélom bunky. Su obalené
jadrovou membranou a Struktirou sa podobaju na dcérske jadra.
Mikrojadra obsahujuce acentrické chromatidy/chromozomové
fragmenty zvycajne vznikaju po rozsiahlych poskodeniach DNA,
ktoré neboli spravne opravené [14]. Vsetky mikrojadrové testy
st zalozené na principe analyzy frekvencie vyskytu mikrojadier.
Odlisuju sa z hladiska druhu pouzitych buniek a protokolov.
Pozname mikrojadrové testy blokujuce cytokinézu, ktoré su
zaradovane medzi najpopularnejSie in vivo/in vitro testy. V
dvojjadrovych bunkach sa zabezpeci zastavenie cytokinézy
pridanim cytochalazinu B. Vykonavaju sa na urcenie biologickej
dozimetrie, genotoxicity a v experimentoch pre urcenie
cytogenetického poskodenia. Néasledne je tu mozné zaradit
mikrojadrové testy v cicavc€ich erytrocytoch, mikrojadrové testy
buniek ustnej dutiny a mikrojadrové testy v inych typoch buniek
[13, 14].

Kométovy test (z anj. - comet assay, CA) je rozsiahlo
pouzivany test urceny na detekciu posSkodenia a opravy DNA
v jednotlivych bunkach. Test zahffia kombinaciu gélovej
elektroforézy a fluorescencnej mikroskopie. Bunky urcené na
testovanie su ulozené v tenkej vrstve agardzy a znehybnené.
Nasledne su lyzované detergentami a sol'ami, ¢im dochadza k
preruseniu membran a histonov. Dosledkom lyzacie je vytvoreny
nucleoid, ktory je stale pripevneny k jadrovym proteinom
necitlivym na lyzaciu. Dalsi krok zahffia pouzitie elektroforézy
na dané podlozné sklicko s bunkami [15]. Ak si v bunke
pritomné zlomy, pod pésobenim elektrického pradu fragmenty
migruju z tela nucleoidu (z hlavy kométy), pricom dochadza k
formacii obrazu pripominajuceho chvost kométy. Po aplikacii
elektroforézy su preparaty zafarbené fluorescencnymi farbivami
a nasleduje analyza pomocou fluorescenéného mikroskopu
[15, 16, 17]. Pri analyze CA je potrebné zahrnutie zékladnych
informacii, akymi st pocet percent DNA nachadzajucich sa vo
chvoste kométy, samotna dizka chvosta, moment chvosta, pocet
komét na vzorke a celkova trovein DNA migracie [16].

Apoptoza, inak nazyvana aj programovand bunkova smrt’,
zohrava dolezitG wlohu pri zachovani stalosti vnutorného
prostredia, vyvoji orgdnov, starnuti, diferenciacii tkaniva a
eliminacii zmutovanych buniek. V sucasnosti existuje mnoho
metdd a technologii, ktoré nam umoznuju detegovat’ apoptozu,
pricom je potrebné prihliadat’ na rézne faktory pri ich vybere
[15]. Ako prvé je mozné spomenut’ metddy detekcie zalozené
na morfologickych zmenach. Pocas apoptdézy dochadza ku
zmen$ovaniu buniek, znizeniu vody v cytoplazme, rozpadu
jadra, degradacii cytoskeletu a naslednému vzniku apoptickych
teliesok. Rozne morfologické zmeny je mozné identifikovat
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pomocou svetelnej mikroskopie po aplikacii hematoxilinu
a eozinu (HE), Giemsovho, pripadne Wrightsovho farbenia.
Pomocou elektronového mikroskopu dokazeme urcit’, ktoré
bunky presli apoptdzou po zafarbeni uranylacetatom a citratom
olovnatym. Po¢as apoptozy dochadza ku mnohym biochemickym
procesom. Faktory indukujiice apoptéozu priamo/nepriamo
zvySuju koncentraciu Ca®" a Mg*, ¢im dochadza ku aktivacii
endogénnychendonukleaz. Apoptotické proteazy aendonukleazy
spdsobuju Stiepenie proteinov a fragmentaciu samotnej DNA.
Medzi pouzivané prostriedky je mozné napriklad zaradit
test TUNEL (z anj. - terminal deoxynucleotidyl transferase
(dUTP) nick end labeling). Test vyuziva enzym terminalnej
deoxynukleotidyltransferazy na zaclenenie fluorescen¢nych
znaciek do poskodenych oblasti nukleovych kyselin.
Mechanizmus apoptézy moéze byt rozdeleny do vonkajsich
a vnutornych signalnych drah. Samotny vyskyt apoptozy
dokazeme zdetegovat’ pomocou zmien v cielovych drahach
proteinov. Technika imunolabelovania je spojend s reakciou
antigén - protilatka, znaciacich antigénov alebo protilatok s
fluoresceinom, enzymami, radioizotopmi. Taktiez je mozné
pouzitie prietokovej cytometrie na detekciu apoptotickych buniek
po vyuziti farbenia pomocou Annexin V/propidium jodidu (PI).
Annexin V je mozné vyuzit’ ako fluorescenénu sondu, pomocou
ktorej je oznaceny odhaleny fosfatidylserin na vonkajsej strane
bunkovej membrany (ku expozicii fosfatidylserinu dochadza
pri strate asymetrie plazmatickej membrany pri apoptdze). PI
je farbivo umoznujice zafarbenie nukleovej kyseliny, ktoré
nedokéaze preniknut’ cez neposkodené bunkové membrany.
Mnozstvo farbiva koreluje s mnozstvom DNA v bunke [18 -
20].

Analyza enumeraciec DNA opravnych fokusov - po
poskodeni DNA dochadza ku spusteniu bunkovych reakeii,
ktoré vedil k oprave, pripadne ku spracovaniu poskodenia
pomocou roznych mechanizmov. Proteiny pre opravu DNA teda
moézu predstavovat dolezité biomarkery, ur¢ené na detekciu
a kvantifikaciu poskodenia. V sucasnej dobe existuje viacero
pristupov uréenych na skimanie a detekciu tychto zakladnych
mechanizmov. Medzi proteiny, ktoré st vyuzivané ako
molekulové markery mozno zaradit' fosforylovany histonovy
protein H2AX. Po poskodeni DNA dochadza ku fosforylacii
H2AX, ¢o umoznuje detekciu a kvantifikaciu poskodenia DNA.
Primarna metdda vyuzivana na detekciu je zalozena na principe
imunofluorescencie s vyuzitim Specifickej protilatky pre serin
139: YH2AX na urcenie jej pritomnosti a lokalizacie v miestach
poskodenia DNA [21]. Podobne je mozné uréenie aj d’alSicho
vyznamného proteinu 53BP1, ktory zohrava vyznamnt ulohu
pri oprave DNA. 53BP1 je taktiez mozné hodnotit’ pomocou
$pecifickych protilatok a imunofluorescencie [22].

Multimodalna ¢itacka Cytation 5

Multimodoveé ¢itacky platniciek predstavuju zariadenia
urcené na analyzu kultur/testovacich platniciek v biologickych,
chemickych alebo biomedicinskych experimentoch. Medzi
najvicsie vyhody vyuzitia multimédovych Ccitaciek patri
jednoduché a rychle vykonavanie Sirokého spektra aplikécii pri
moznosti znizenia nakladov [23]. Cytation 5 je plne integrovana
multimédova citacka, ktora kombinuje digitalnu fluorescenciu,
brightfield, farbenie H&E a fazovy kontrast pre optimalnu
flexibilitu detekcie a vykonu s optickym systémom zalozenom
na filtroch a monochromatoroch [24].

Cytation 5 kombinuje digitalnu mikroskopiu s multimédovou
detekciou. Samotny pristroj sa sklada z troch oddelenych
systémov. Multimédovy detekény systém zahiia optick(i drahu
zlozenl z monochromatora, ktory mézeme vidiet' na Obr. 1, Cast’
1 a opticku drahu zlozenu z filtrov (Obr. 1, ¢ast’ 2). Zobrazovacia
Cast’ pristroja na Obr. 1, Cast 3 sa sklada z CCD kamery,
filtracnych kociek, LED didd a az Siestich objektivov [25].

Cytation 5 je kompatibilny s viacerymi laboratérnymi
pomockami. A to s 6 az 1536 jamkovymi mikroplatiCkami,
mikroskopickymi sklickami, T25 bankami, Petriho miskami
(100, 60 a 35 mm) a komoérkami na pocitanie buniek [24].
Multimoédovy systém detekcie mikrodosti¢iek v Cytation 5
vyuziva flexibilné optické Casti na baze monochromatora s
pridanym optickym modulom na baze filtrov. Zdroj ziarenia
predstavuje xenonova zableskova lampa. Svetlo je nasledne
modulované Stvornasobnymi monochromatormi a privedené
cez optické vlakno ku vySetrovanej vzorke. Ziarenie je od
vzorky privadzané pomocou optického vlakna a detegované
pomocou PMT detektorov (fotonasobicov) [25]. Stvornasobny
monochromator pontka volbu vlnovej dizky v rozsahu 250
nm az 750 nm. Moznost’ zvolenia Sirky pasma (od 9 nm do 50
nm v 1 nm inkrementoch) napomaha optimalizacii detekcie pre
fluorofory [24].

Filtratny modul obsahuje vlastny svetelny zdroj a dichroicky
systém vyberu vlnovej dizky. Aj v tomto pripade tvori zdroj
svetla xendnova zableskova lampa. Svetlo je nasledné filtrované
cez filtraéné kocky a prendsané na vySetrovant vzorku. Odkial
je detegované pomocou PMT detektorov [25]. Multimdédovy
detekény systém umoznuje viacero modov detekcie ako UV-Vis
absorpcia, intenzita fluorescencie, TRF (z anj. - time-resolved
Sfluorescence), fluorescenénd polarizacia, luminiscencia [24].
UV-Vis absorpény mod vyuziva zdroj svetla, ktory osvetl'uje
vzorku svetlom s vinovou dizkou od UV po viditené spektrum.
Nasledne je merana absorpcia svetla vzorkou pri konkrétnych
vinovych dizkach [26]. Mdd na uréenie intenzity fluorescencie
vyuziva opticky systém, ktory osvetluje vzorku pomocou
$pecifickej vlnovej dizky. Excitaéna vinova dizka je zvolena
pomocou optického filtra/monochromatora a dochadza ku
excitacii vzorky, ktora sa prejavuje emitovanim svetla pri
rozdielnej vinovej dizke [27]. TRF mod je podobny médu na
uréenie intenzity fluorescencie. Rozdiel predstavuje nacasovanie
procesu budenia/merania. Pri merani intenzity dochadza ku
procesom excitacie a k meraniu emisie v rovnaky ¢as. Nevyhodu
predstavuje najmd detegovanie excitatného svetla detekénym
systétmom. TRF riesi tato problematiku vyuzitim Specifickych
fluorescencnych molekul (lantanoidy), ktoré dokazu emitovat
ziarenie dlh$iu ¢asovi dobu [28]. Meranie fluorescencne;j
polarizacie prebieha pomocou polarizacnych filtrov. Vzorky su
excitované pomocou polarizovaného svetla. Nasledne v zavislosti
od mobility molekul dochadza ku vyzarovaniu polarizovaného
alebo nepolarizovaného svetla [29]. Multimodalny detekény
systém dokaze taktiez merat’ uroven luminiscencie. Vyhodou
detekcie luminiscencie je jej jednoduchost, nakolko nie je
potrebné vyuzivat’ zdroj svetla na excitaciu [30].

Zobrazovaci systém Cytation 5 zahfiia svetelné zdroje
LED spolu so zostavami filtratnych kociek. Cytation 5 mdze
obsahovat’ az 4 filtratné kocky, ktoré umoznujii meranie v
standardnych RGB (Cervena, zelend, modra) farbach. V pristroji
su spojené dve kocky, pricom spodna obsahuje vysokovykonni
LED diédu a fokusa¢nti $oSovku. Pristroj dokaze vyuzivat' LED s
roznymi vinovymi dizkami (356 nm, 390 nm az 740 nm). Horna
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kocka obsahuje excitacny, dichroicky a emisny filter. Je mozné
vyuzitie az 17 druhov filtra¢nych kociek (Texas Red, CYS5, CY7
a pod.). LED didédy st prisposobené farebnym poziadavkam
filtrov v hornej Casti [31]. Pristroj vyuziva inverzny mikroskop.
Sucastou je 6 objektivov umoznujicich zvacsenie 1.25x, 2.5x%,
4x, 10x, 20x, 40x a 60x a fazovy kontrast s moznostou 4x, 10x,
20x a 40x zvidcésenia. Objektivy su umiestnené v softvérovo
riadenom turnikete, ktory umoziuje ich priblizenie a oddialenie,
¢o zohrava dolezitu ulohu v pripade automatického zaostrovania
[24, 25]. Cytation 5 vyuziva CCD kameru so Sony ¢ipom,
ktory obsahuje zabudovant tubusovu Sosovku pre zabezpecenie
kvality obrazu [24].

1

Obr. 1 Cytation 5 - casti zariadenia. Pristroj je zlozeny z

troch oddelenych systémov: 1.) Opticka draha zloZena z

monochromatora. 2.) Opticka draha zloZend z filtrov. 3.)
Zobrazovacia cast pristroja, upravené podla: [24].

Digitalna mikroskopia umoziuje rdzne zobrazovacie
mody ako digitadlnu fluorescenciu, brightfield (svetelné
pole), farbenie H&E a fazovy kontrast [25]. Pristroj ponuka
viacero zobrazovacich metod: jednofarebné a viacfarebné
zobrazovanie, montdz, ¢asozber a takzvany Z-stacking, ktory
umoziuje zlepSenie ostrosti pomocou kombinacie série obrazov,
zachytenych pri rozli¢nej ohniskovej vzdialenosti [26, 27].

Materialy a metody
Expozi¢ny systém

Systém na expoziciu buniek pozostaval z dvoch splostenych
ortogondlnych cievok (Obr. 2) so vzduchovym jadrom. Obe
cievky boli navinuté okolo polyvinylchloridovych (PVC)
podpier samostatne pripevnenych na akrylovej zékladni s
hrabkou 8 mm. Vyrobené cievky obsahuju 40 vinuti medeného
drotu s priemerom 1.450 mm [28]. Zakladina ulozend pod
cievkami mala pre zabezpeCenie lepSicho prudenia vzduchu
v inkubatore na povrchu umiestnené otvory s velkostou
6 mm, rozmiestnené vo Stvorcovej sieti s 20 mm rozstupmi. Na
zabezpecenie efektivneho umiestnenia Standardnej 96 jamkove;j
mikroplatnicky vo vzdialenosti 1 milimetra od roviny symetrie
systému bola nainstalovana akrylova policka.

V ramci nasho vykonaného experimentu sme vyuzivali
cievku A, umiestent rovnobezne s riadkami exponovanej 96
jamkovej mikroplatnicky (Obr. 2, Cast’ b). Do cievky, ktora
bola subezna so stipcami mikroplatni¢ky (vertikilna cievka B)

nebol injektovany ziadny prad. Po privedeni striedavého pradu
s amplitidou 100 mA (amplituda bola zvolend v maximalnom
rozsahu od -5 do 5 V) do cievky A, bolo generované magnetické
pole s frekvenciami od 3 po 26 Hz, pricom kazdu hodinu
dochadzalo ku inkrementu frekvencie o 1 Hz. Kazda frekvencia
(3 Hz, 4 Hz, ..., 26 Hz), ovplyviiovala bunky po dobu 60
minut pred zmenou na nasledujicu. Bunky boli teda celkovo
exponované po dobu 24 hodin, pricom nasledujucich 24 hodin
boli ponechané v inkubatore, pre sledovanie neskorych G¢inkov
z oziarenia. Kontrolna mikroplatni¢ka bola ulozena v rovnakom
inkubatore so vzdialenostou, pri ktorej doslo k vylaceniu
dosiahnutia magnetickych poli generovanych cievkou A.

Kvoli riziku rychlejSiecho odparovania neboli bunky
umiestnené v okrajovych jamkach. Boli teda vyuzivané iba rady
B — G a stipce 2 — 11. Vdaka vyuzitiu jednej cievky boli jamky
kazdého radu vystavené rovnakym hodnotdm magnetického pola.
To znamenalo Ze bunky radu B (stipce 2 — 11) boli vystavené
magnetickému pol'u s hodnotami 24 uT (Obr. 2, Cast’ b), bunky
radu C 17 uT, rad D 13 pT, rad E 10 pT, rad F 8 pT arad G 6
uT. Sériovym zapojenim 50 W rezistora s cievkou A prechadzal
striedavy prud, ktory generoval generator DG1022. Tento
pristroj dokaze vytvarat 'ubovolny tvar signalu (napr. sinusové,
obdiznikové, pilovité vlny). Pomocou digitdlneho osciloskopu
DS1052E dochadzalo suc¢asne k monitorovaniu pretekajiceho
pradu (Obr. 2, ast’ a). Po zavedeni jednosmerného prudu s
hodnotami 600 mA do oboch cievok dochadzalo ku zvyseniu
teploty 0 0.2 °C v jamke Al. Vzhl'adom na fakt, ze zvySenie
teploty bolo imerné druhej mocnine efektivnej hodnoty (RMS)
pradu, bolo odhadnuté, Ze pri trojuholnikovom striedavom prude
s hodnotou 100 mA boli hodnoty ohrievania nizsie ako 10~ °C.
Teplota bola preto vylucena, ako mozna skresl'ujiica premenna.
Elektricka intenzita elektromagnetického pola generovaného
cievkou A bola v rozmedzi 10 © — 10® V/m. Radiofrekven¢né
ziarenie pozadia merané 3-osovym magnetometrom dosahovalo
rovnaké hodnoty £=0.5 mV/m, H=1.378 nA/m, S=0.001 mW/
cm? na oboch miestach ulozenych kontrolnych a exponovanych
mikroplatni¢ieck. DC pole pozadia analyzované pomocou
3-osového magnetometra HCMS5883L bolo homogénne na celej
exponovanej mikroplatnicke.

L 24,y

Exponovana 96 jamkova
mikroplatnicka

Obr. 2 Schéma zapojenia a generované magnetické polia
experimentalnej zostavy. a.) 3D zndzornenie poli generovanych
oboma cievkami, v nasom pripade dochadzalo ku generacii
pola len cievkou A. b.) 96 jamkova mikroplatnicka vystavena
magnetickému polu generovanému cievkou A so striedavym
prudom sinusového tvaru (3 — 26 Hz), upravené podla:
[Radiobiologické laboratériim: Oddelenie radiobiolégie, Ustav
experimentalnej onkologie, BMC SAV, v. v. i.].
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Metody

Na experimentalne merania pomocou pristroja Cytation 5
sme pouzili bunky U251 bunkovej linie 'udského glioblastomu
(kat. ¢. 09063001).

Zmrazené bunky sme z tekutého dusika umiestnili do
vodného kupela s teplotou 37 °C. Po rozmrazeni sme bunky
presunuli do Falconovej skumavky, do ktorej sme pridali
DMEN (Gibco, Life technologies, (USA)) médium ohriaté na
37 °C. Bunky sme v Falconovej skimavke centrifugovali pri
3200 otackach za minttu po dobu 5 minut, odsali sme roztok
a bunkovy pelet sme rozpustili v 10 ml média. Nasledne sme
bunky presunuli do malej Petriho misky, do ktorej sme pridali
100 pl amphotericinu (Gibco, Invitrogen (Nemecko)). Petriho
misku s bunkami sme ulozili do inkubatora (NB-203XL, CO2
inkubator). Po priblizne 48 hodinach sme z buniek odobrali
médium a premyli ich v PBS (Gibco, Invitrogen, (Nemecko))
roztoku s teplotou 37 °C. Po premyti sme pridali 1 ml 0.4 %
trypsinu a umiestnili Petriho misku s bunkami do inkubatora
na 5 minut pri teplote 37 °C. Po uplynuti doby sme Petriho
misku vybrali z inkubatora, pridali 2 ml DMEN média a bunky
premiestnili do 15 ml Falconovej skiimavky. Bunky sme
rozsuspendovali v skimavke, odobrali sme 20 pl bunkovej
suspenzie a pridali sme 20 pl 0.4 % roztoku trypanovej modrej
(po pridani dochadza ku zafarbeniu nezivych buniek na modro).
Nasledne sme pomocou Burkerovej komorky a mikroskopu
ur¢ili pocet buniek. Po rozmrazeni pociatoénych 1 - 10° buniek
sme po inkubacii dosiahli pocet 3.22 - 10° v 7 ml. Pre potreby
experimentu bolo potrebnych 2500 buniek na jamku. Pomocou
pasazovania sme dosiahli pocet 2775 buniek v 200 pl. Pre tcely
dalSieho spracovania sme pomocou pipety presunuli 1.2 ml
bunkovej suspenzie (200 pl / jamku) do 60 prostrednych jamiek
na 96-jamkovej mikroplatnicke. Pri kontrolnej mikroplatnicke
sme postupovali obdobne. Ako kontrolné sme vyuzili rady D a
E, pri¢om sme naplnili len stipce 5 az 8.

MTT test

Po expozicii buniek sme pouzili nami navrhnuty MTT test
za uc¢elom zistenia ich proliferacie. MTT (3-[4,5-dimetyltiazol-2-
yl]-2,5 difenyltetrazoliumbromid) test predstavuje G¢inni metodu

Proliferacia U251 bunkove;j linie
1,4

1,2

0,8

06

Relativna proliferacia

0,2

Kontrolnd
vzorka

24 uT 17 uT 13 uT 10 uT

AC magnetické pole

Obr. 3 Expozicia buniek ludského glioblastomu
AC magnetickému polu (3 — 26 Hz).

uréenu na meranie zivotaschopnosti buniek. Metdda je zaloZena
na pritomnosti mitochondrialnej aktivity Zivotaschopnych
bunick. Tato aktivita sa prejavuje konverziou tetrazéliovej soli
MTT na krystaly formazanu. ZvySenie alebo zniZzenie poctu
zivotaschopnych buniek mozno zistit’ pomocou merania opticke;j
hustoty formazanu [29]. Uvodny krok pozostival z vypoétu
mnozstva reagentu, ktory bude potrebny. V naSom pripade sa
jednalo o 50 pl reagentu na jednu jamku. Pri vyuzitej 96 jamkove;j
platnicke, v ktorej sa bunky nachadzali len v 60 jamkach, bolo
pozadovanych 3 ml (0.05 ml-60 = 3 ml) ¢inidla. V d’alSom kroku
sme v Eppenderfovej skimavke odvazili pozadované mnoZzstvo
MTT prasku (Sigma-Aldrich, (USA)). Bolo nevyhnutné dodrzat’
pomer 1 mg na 1 ml, preto sme v tomto pripade odvazili 3 mg.
MTT prasok sme rozpustili v predhriatom kultivatnom médiu
DMEN (bez FBS) vo Falconovej skimavke. Bolo potrebné
zabranit’ vystaveniu skimavky s roztokom svetlu, pretoze MTT
je vysoko svetlocitlivy, ¢o sme dosiahli zabalenim skimavky
hlinikovou féliou. Po vytiahnuti mikroplatni¢ky z inkubatora
sme okamzite do kazdej jamky pridali 50 ul MTT reagentu
ohriateho vo vodnom kupeli. Platnicku sme v nasledujicom
kroku inkubovali 3 h pri 37°C v inkubatore. Po presune
mikroplatnicky z inkubatora sme odstranili vsetku tekutinu a
pridali 150 ul DMSO (Centralchem) do kazdej jamky. V naSom
pripade sme spotrebovali 9 ml DMSO. Nasledne sme umiestnili
mikroplatni¢ku na mie$acku po dobu 15 mint pri 550 otackach
za minutu, pri 22 °C. Po aplikacii MTT protokolu bolo mozné
meranie optickej hustoty pri 540 nm a 690 nm. Pre spravne
zobrazenie vysledkov je potrebné od¢itanie vysledkov opticke;j
hustoty pri 690 nm od vysledkov optickej hustoty nameranych
pri 540 nm.

Vysledky

V ramci radiobiologického vyskumu bolo doposial
skimanych mnozstvo u¢inkov ionizujiceho, ¢i neionizujuceho
ziarenia na roézne typy buniek pricom doslo k vyuzivaniu
vel'’kého mnozstva metdd a postupov na ich analyzu. Sti¢astou
nasej prace bolo zavedenie novych experimentalnych metod a
nasledna analyza experimentalnych dat pomocou multimédove;j

¢itacky Cytation 5.
ulohu pri moznosti jeho terapeutického
vyuzitia [30].
8 uT
bunky ponechané v inkubatore po rovnaku
dobu na sledovanie neskorych ucinkov z

6uT Po wvystaveni buniek [l'udského
oziarenia. Nasledne sme aplikovali MTT test, z dévodu urcenia

Meranie experimentalnych vysledkov
bolo prevedené na U251 bunkovej linie
I'udskéhoglioblastomu. Vyberexpozic¢nych
parametrov aj buniek sa opieral o mnohé
Studie, ktoré sa zaoberali u¢inkami slabych
elektromagnetickych poli na bunkovia
proliferaciu. Bolo =zistenych mnoho
ucinkov, ¢i uz inhibicia alebo stimulacia
ich rastu, ktoré zaviseli od typu buniek
alebo podmienok expozicie. Stadium
expozicie buniek tymto magnetickym
poliam je dolezité nielen pre jeho mozné
karcinogénne ucinky, ale zohrava délezita

glioblastomu nizkym magnetickym poliam
v rozsahu 6 — 24 uT po dobu 24 hodin boli
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zivotaschopnosti tychto buniek a teda dopadov Ziarenia na tieto
bunky. Bunky boli analyzované¢ pomocou Cytation 5, priCom
dochadzalo ku meraniu optickej hustoty exponovanej a kontrolne;j
vzorky pri vinovych dizkach 540 nm a 690 nm. Po namerani
hodnoét absorpcie pri 690 nm a 540 nm v oboch kontrolnych
aj exponovanych vzorkach, sme hodnoty od seba od¢itali pre
odstranenie mozného prispevku pozadia, pripadne inych latok,
kvoli zabezpeceniu presnejSicho merania zivotaschopnosti
buniek. Na Obr. 3 moézeme vidiet graf proliferacie buniek
U251 bunkovej linie vystavenej magnetickym poliam od 6
puT do 24 uT po 24 hodinach. Tento graf zobrazuje vysledok
jedného experimentu a jeho interpretaciu je potrebné brat’ len
ako predbeznu. Avsak tieto vysledky mozu poskytnut predstavu
o moznom vysledku nasledujticich troch experimentov. Na osi y
je zobrazena relativna proliferacia buniek, ktora sa pohybovala
v rozmedzi od 0 po 1.05. Na y osi st vizualizované expozi¢né
parametre (modré stipce) a kontrolnd vzorka (zlty stipec).
Z grafu vyplyva zvySenie proliferacie buniek vystavenych
roznym intenzitdm striedavych magnetickych poli. Kontrolna
vzorka sluzila ako referencny bod na porovnanie s bunkami
vystavenymi magnetickym poliam. Bunky, ktoré¢ boli vystavené
magnetickému polu s hodnotami 24 pT a 17 pT, preukazali
vys$iu proliferdciu v porovnani s kontrolnou vzorkou a to az
o 0.14. Proliferacia buniek vystavenych 13 pT magnetickému
pol’u klesla, avsak stale dosahovala vyssie hodnoty, ako bunky v
kontrolnej vzorke. Bunky vystavené 10 pT dosahovali najvyssiu
proliferaciu a to az 1.05, zo vSetkych hodnot magnetického pola.
Stipce s hodnotami 8 pT a 6 puT dosahovali najnizsie hodnoty,
avsak boli stale o 0.13 vyssie v porovnani s kontrolnou vzorkou.
Vseobecne v nasom pripade platilo, ze po vystaveni buniek
nizkym magnetickym poliam v rozsahu 6 — 24 pT po dobu 24
hodin doslo ku zvyseniu ich proliferacie. Avsak zaroven sa zda, ze
s klesajucou intenzitou magnetického pol'a dochadzalo k poklesu
proliferacie nadorovych buniek s vynimkou magnetického pol'a
s hodnotou 10 uT .

Zaver

Vyskum v oblasti radiobiologie predstavuje kI'aicovi ulohu
pre lepSie porozumenie ucinkov ziarenia na bunky a tkaniva v
ludskom organizme. Jeden z najddlezitejSich aspektov tohto
vyskumu predstavuje vyvoj a testovanie novych cytogenetickych
metdd. Nové cytogenetické metody st nevyhnutné pre postidenie
a presné monitorovanie poskodenia prostrednictvom ziarenia.

V ramci naSej prace sme popisali vSeobecne vyuzivané
cytogenetické metody ako napriklad karyotipizacia, in situ
hybridizacia a prietokova cytometria. V nasledujucej ¢asti sme sa
zaoberali vybranymi cytogenetickymi metodami vyuzivanymi v
radiobiologickom vyskume: mikrojadrovym testom, kométovym
testom, metodami detekcie apoptozy a metdédami analyzy DNA
opravnych fokusov. Posledna cast’ detailne popisovala novo
zavedeny pristroj Cytation 5. NaSe experimentalne merania
pomocou novo zavedenej metody boli vykonané na nadorovych
liniach U251 l'udského glioblastomu. Tieto bunky boli vystavené
nizkofrekvenénému magnetickému pol'u pomocou expozi¢ného
systému, ktory pozostaval z dvoch ortogonalnych cievok.
Hodnoty intenzity magnetického pol’a sa pohybovali v rozmedzi
od 24 pT do 6 uT s postupnym inkrementom frekvencie od 3 —
26 Hz po dobu 24 hodin. Bunky boli ponechané na identickom
mieste na sledovanie neskorych ucinkov z oziarenia dalSich
24 hodin. Na analyzu bola zvolenda MTT metdda, pri ktorej

dochadzalo ku hodnoteniu proliferacie buniek. Po aplikacii MTT
testu a merani optickej hustoty pomocou Cytation 5 sme mohli
sledovat’ zvysenie proliferacie nadorovych linii v porovnani
s kontrolnou vzorkou. Na zaklade uskuto¢nenia len jedného
experimentu vsak nie je mozné vyvodit’ ziadne zavery, preto boli
tieto data analyzované len ako predbezné. MTT test v spolupraci
s Cytation 5 sa vSak preukdzal ako ucinnd cytogeneticka
metdda, ktora moze najst’ Siroké uplatnenie v radiobiologickom
vyskume.
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