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TFi nastupujici
trendy v oblasti
bunécnych eseji

Testovani cytotoxicity, odhalovani funkce proteing,
interakce biomolekul, méreni bunécné signalizace,
metabolismu, imunitni odpovédi, cileni [éCiva mno-
ho daldich experimentd zavisi na buné&énych esejich.
V poslednich letech sledujeme v oblasti modernich
bunécnych eseji nékolik trendUl, které shrnujeme
v nasledujicim textu. Zaroven vam predstavime né-
kolik novych eseji, jimiz spoleCnost Promega reaguje
na vyvoj v oboru a aktudlni poptavku ze strany za-
kaznikd.

Kinetické eseje

U klasickych end-point eseji ziskame z kazdé jamky
na desti¢ce pouze jedno ¢&islo. To mUze stacit, ale jen
pokud prfesné vime, kdy je ten spravny moment pro
mé&feni sledovaného parametru. Casté&ji si nejsme
jisti, kdy napf. testovand molekula zacne pUsobit na
bunky toxicky nebo nas zajima i kinetika bunécné
odpovédi a ne jen konec¢ny vysledek.

RealTime-Glo Apoptosis Assay

Multiple data points, one reagent addition, assay plate
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Pro tyto pfipady vyvinula firma Promega nékolik
kinetickych eseji pro sledovani bunécné viability
a apoptdzy, které vyuzivaji luciferazu s nejlepsimi pa-
rametry na trhu — NanoLuc. Pfikladem takové eseje
je RealTime-Glo MT Cell Viability Assay. Ta vyuziva
NanolLuc prosubstratu MT, ktery pronika do bunék,
kde je redukovan a uvolnén zpét do média. V médiu
je pak zpracovan Nanoluc luciferazou za emise za-
feni. DalSi esej, LDH-Glo, ktera mefi cytotoxicitu po-
moci detekce laktat dehydrogenazy uvolnéné z pos-
kozenych bungék, je také snadno adaptovatelna pro
kinetickda méreni. Kinetické eseje jsou postupné uva-
dény na trh jiz od roku 2015 a ve svété i v Cesku si
tento pfistup nasel spoustu pfiznivcd. V kone¢ném
souc¢tu mUzou pro vas kinetické eseje znamenat
dsporu reagencii, plastu, bunék i ¢asu, jak je ilustro-
vano na Obr. 1.

Pro sledovani kinetiky plsobeni latek na bunky Ize
vyuzit i tzv. label-free metody, kdy se viabilita bunék
posuzuje Cisté na zakladé analyzy obrazu bunék.
Z fotografii bunék z time lapse experimentd Ize pak
vyhodnotit zmény v konfluenci pfipadné morfologii
bunék. Pro label-free monitorovani viability bunék
jsou idedlnimi spolecniky kompaktni mikroskopy od
firmy Cytosmart.

Katalogové Cislo Nazev

JA10T11, JA1012 RealTime-Glo Annexin V Apoptosis

and Necrosis Assay

G971, G9712, G9713 RealTime-Glo MT Cell Viability Assay

J2380, 12381 LDH-Glo Cytotoxicity Assay

Endpoint Assay

Multiple data points, multiple assay plate
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Obr. 1 Srovndni kinetickych a endpoint eseji z hlediska spotreby materidlu, bunék a reagencii
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3D eseje

Klasické 2D kultury imortalizovanych bunék Spatné
modeluji mnoho procesy, které zajimaji biomedici-
nu. Proto se zacinaji ¢im dal vice prosazovat 3D
modely ve formé organoidy, sféroidd, nebo organu
na Cipu, které mnohem |épe imituji pfirozené pod-
minky v tkanich a nadorech.

3D bunécné modely vyzaduji modifikovanou chemii
eseji, zejména pak intenzivnéjsi podminky pro lyzi,
aby se materidl uvolnil skute¢né ze vsech bunék
sféroidu/organoidu. Promega postupné& optima-
lizuje své eseje pro 3D a jiz nyni mUzete ziskat upra-
vené verze nejpopularnéjsich eseji pro méreni bu-
nécné viability a apoptdzy CellTiter-Glo 3D a Caspa-
se-Glo3/7 3D. Jsou to jediné eseje na trhu, které jsou
skute¢né optimalizované a validované pro 3D bu-
nécné kultury.

Katalogové ¢islo  Nazev

G9681, G9682,
G9683

CellTiter-Glo 3D Assay

G8981, G8982,
G8983

Caspase-Glo 3/7 3D Assay

Studium proteinu na jejich
pFirozené Grovni exprese

Pokud studujeme proteiny pomoci overexprese,
mohou byt nade data zatiZzena fadou artefaktl. Nad-
bytek proteinu napfiklad zpusobi jeho nespravnou
lokalizaci v bunce a naruseni tvorby proteinovych
komplexd. Nastésti mame v soucasnosti k dispozici
lepsi experimentalni metody, které se vice blizi pfiro-

—
N
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Luminescence (RLU x 10°)
()]
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Obr. 2A Srovndnisignalu CellTiter-Glo 3D
a konkurencni eseje na sféroidech rizné velikosti
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zené situaci v bufice. Redenim je vlozit peptidovy
nebo proteinovy tag pomoci CRISPR-Cas9 pfimo
do genomu na C- nebo N-konec proteinu naseho
zajmu. Takto zachovame jednak pfirozenou Uroven
exprese a také transkripéni regulaci spojenou s gen-
ovym lokusem. Promega nabizi hned dvé praktické
proteinové znacky. Jednak kratky fragment Nano-
Luc luciferazy HiBIT (jen 11 aminokyselin), ktery Ize
pak jednoduse a specificky detekovat rekombinaci
s druhou LgBIT podjednotkou NanolLuc, anebo uni-
verzalni znac¢ku HaloTag. HaloTag je 34kDa mono-
merni proteinova znacka odvozena od bakteridlni
dehalogenazy, kterd rychle a efektivné tvofri kova-
lentni vazbu s pfislusnymi ligandy obsahujicimi
chlorovany halogenalkanovy fetézec. Takovym li-
gandem pak muze byt fluorescenéni barvivo nebo
Castice pro purifikaci a HaloTag tak lze pouzit pro Si-
roké spektrum aplikaci véetné purifikace proteina,
superrozliSovaci mikroskopie a nové i pro cilenou
degradaci proteind diky technologii PROTAC. Pokud
chcete zacit se znacenim endogennich alel pomoci
CRISPR, nabizime bezplatnou pomoc s navrhem
sekvenci guide RNA a opravnych DNA templata.

Katalogové ¢islo  Nazev

N2420, N2421, Nano-Glo HiBIT Extracellular

N2422 Detection System

N3030, N3040, Nano-Glo HiBIT Lytic Detection
N3050 System

N2410 Nano-Glo HiBIT Blotting System

G6270, G6280 HaloTag Protein Purification System

GAINO, GAT20,
G1001, G8472

HaloTag Fluorescent Ligands

CellTiter-Glo® 3D

ATPlite™ 1Step

Obr. 2B Prinik fluorescencniho indikdtoru bunécné
lyze CellTox Green do sféroidd 30 min po inkubaci v eseji


https://www.promega.de/resources/technologies/halotag/

Bunécné eseje pro
sledovani nastupu
apoptozy

Apoptdza je spolu s nekrézou jednim ze dvou pre-
vazujicich typd buné&éné smrti. Nekrdza je nejCastéji
zpUsobena faktory jako je plsobeni toxind, infekce
nebo trauma a je nezavisla na energii bunky v podo-
bé& ATP. Jednd se o nekontrolovany proces rozkladu
organel, ktery je zavrsen prasknutim bunky a vylitim
jejiho obsahu do okoli, coz mdze vyvolat zanétlivou
odpovéd. Apoptdza je oproti tomu Cisty a prisné
regulovany proces, kterym se mnohobunécné orga-
nismy zbavuji poskozenych nebo nepotfebnych bu-
nék. Pri apoptdze je bunka rozlozena zevnitf vlastni-
mi enzymy a po celou dobu si zachovava integritu
bunécné membrany. Jedna se o energeticky na-
rocny proces a bunky si po celou dobu apoptotické-
ho rozkladu zachovavaji vyssi hladinu ATP. Nakonec
dochazi k rozpadu bunfky na tzv. apoptoticka téliska,
ktera jsou fagocytovana makrofagy nebo okolnimi
bunkami.

Na molekularni drovni je apoptdza aktivovana bud'

vnitfni nebo vnéjsi drahou. Pri aktivaci vnitfni drahy
dochazi vlivem vnitfniho poskozeni (napf. poskoze-
nim DNA nebo viralni infekci) k uvolnéni cytochro-
mu ¢ z membrany mitochondrii a nasledné tvorbé
proteinového komplexu apoptozomu. Apoptozom
aktivuje proteolytickou kaskadu, kde iniciatorova
kaspaza-9 aktivuje efektorové kaspazy, které na-
sledné zajisti proteolyticky rozklad bunky. Vnéjsi dra-
ha je spusténa vazbou ligandl na receptory smrtina

LgBiT
NanoBiT® g
Luciferase

Annexin V

L 14

PS translocation to outer leaflet
Cell membrane intact
Luminescence (RLU) POSITIVE
Fluorescence (RFU) negative

LY B 4 "Cele
ggﬂ?‘ghatldyl A (14

PS confined to inner leaflet
Cell membrane intact
Luminescence (RLU) negative
Fluorescence (RFU) negative

vnéjsi strané cytoplazmatické membrany. To vede
k aktivaci iniciatorové kaspazy-8, ktera pfimo aktivu-
je efektorové kaspazy a zaroven zesiluje signal ak-
tivaci vnitfni drahy. Efektorové kaspazy, zejména
kaspdaza-3 a 7, se staly jakozto klicové molekuly jed-
nim z vyznamnych markerd aktivace apoptdzy a je-
jich detekce se Casto vyuziva pro testovani ucinku
potencialnich |éCiv proti rakoviné. DalsSim vyznam-
nym znakem apoptotickych bunék je fosfolipid fos-
fatidylserin (PS) pfitomny ve vnéjsim listu cytoplaz-
matické membrany. V apoptotické bunce se ¢innos-
ti enzymd scrambldz ztraci asymetrické rozlozeni
fosfolipidd v cytoplazmatické membrané a dochazi
k otoceni PS, ktery je za normalnich okolnosti z 96 %
na vnitfni strané membrany, ven z bunky. Zde pak
slouzi jako signal pro sousedni bunky a makrofagy,
aby apoptotické vacky fagocytovali.

H Ultra-Glo™
Z-DEVD-N Luciferase

S N._-COOH Capase 3/7 o S N O AT Mg*, 0, -
/ - -
UN > <sj 2 soevo \@N />_</Sj — = Gl —

Obr. 3 Princip bioluminiscencnich Caspase-Glo eseji
pro sledovdni nastupu apoptozy

Aktivaci apoptotickych kaspaz lze jednoduse sle-
dovat pomoci bioluminiscencnich Caspase-Glo ese-
jiod firmy Promega. Jedna se o endpoint eseje (meri
se kaspazova aktivita v bunécném lyzatu) vyuzivajici
modifikovaného substratu aminoluciferinu, ktery je
konjugovany s peptidy specificky Stépenymi jednot-
livymi kaspazami. Promega nabizi modifikované
substraty s peptidy specifickymi pro vsechny typy
kaspaz-iniciatorové i efektorové enzymy, vnéjsi i vni-
tfni drahy. Po odstépeni peptidu je aminoluciferin
oxidovan pomoci modifikované firefly luciferazy
a generuje se luminiscenc¢ni signal. Eseje maji velmi
vysokou citlivost a jednoduchy protokol, kdy staci
reagent pridat k bunkam v mikrotitracni desticce
a po kratké inkubaci ihned méfit.

SmBiT

Annexin V

Necrosis
Detection
Reagent

®

A

PS on inner and outer leaflet
Cell membrane compromised
Luminescence (RLU) POSITIVE

Fluorescence (RFU)

Obr. 4 Princip detekce ndstupu apoptdzy pomoci RealTime-Glo Annexin V Apoptosis Assay
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Pro sledovani nastupu apoptdzy v realném Case Ize
pouzit RealTime-Glo Annexin V Apoptosis Assay.
Ta je zalozena na detekci PS na povrchu apopto-
tickych bunék pomoci rozdélené NanolLuc lucifera-
zy. Jednotlivé podjednotky NanolLuc jsou konjugo-
vany s Annexinem V, ktery se specificky vaze na PS.
Pfi otoCeni vétsSiho poctu molekul PS ven z bunky
dojde kvazbé Annexinu V a komplementaci soused-
nich podjednotek luciferazy (LgBiT a SmBIT), ¢imz se
generuje luminiscencni signal.

Katalogové cislo Nazev

G8090, G8091, G8092,
G8093

Caspase-Glo 3/7

G8981, G8982, G8983 Caspase-Glo 3/7 3D

G8200, G8201, G8202,
G8203

Caspase-Glo 8

Multiplexing

VSechny luminiscencni eseje |ze kombinovat s kom-
plementarnimi fluorescencnimi esejemi. Pfikladem
takové eseje je napt. CellTox Green Cytotoxicity
Assay, coz je netoxické interkala¢ni barvivo, které
neprochazi pfes membranu zdravych bunék. Pfi na-
ruseni integrity membrany se vaze na jadernou DNA
a nasobné se zesili jeho fluorescence. Lze tak dete-
kovat nastup nekrozy a ziskat z jediného experimen-
tu dalsi informaci o probihajici bunéc¢né smrti. Diky
minimalni toxicité Ize CellTox Green pouzit i pro ki-
netické méreni v jediné jamce po dobu az 72 hodin.

G8210, G8211, G8212 Caspase-Glo 9

Katalogové ¢islo  Nazev

JAT000, JAT001, JAI0T], RealTime-Glo Annexin
JAI012 V Apoptosis Assay

G8741, G8742,
G8743

CellTox Green Cytotoxicity Assay

Kombinace eseji pro multiplexni méfeni

Prvni esej, kterou pouzivate: = Komplementarni eseje:

Bunécénd RealTime-Glo MT Cell Viability Cytotoxicita

CellTox Green Cytotoxicity, CytoTox-Fluor Assays

viabilita Assay
Bunécna viabilita

CellTiter-Glo 2.0 Assay

Apoptoéza

Caspase-Glo Assays

Zanétlivé eseje

Caspase-Glo 1 Inflammation Assay

Metabolické eseje

Glucose Uptake-Glo, Glucose-Glo, Lactate-Glo, Glutamate-Glo, NAD(P)/NAD(P)H-Glo Assays

Aktivita CYP

P450-Glo Assays

Exprese gend

ONE-GClo, Bright-Glo, Steady-Glo Assays

Apoptéza RealTime-Glo Annexin V Bunééna viabilita

CellTiter-Glo 2.0 Assay, CellTiter-Glo 3D, CellTiter-Fluor Assays

Apoptosis and Necrosis Assay
Apoptéza

Caspase-Glo Assays

Bunéénd CellTox Green Cytotoxicity Bunécna viabilita

CellTiter-Glo 2.0 Assay, CellTiter-Glo 3D, RealTime-Glo MT Viability Assays

toxicita Assay
Apoptéza

Caspase-Glo Assays

Oxidaéni stres

ROS-Glo H202, NADP/NADPH-Glo, NAD/NADH-Glo Assays

Glo reportérové eseje Bright-Glo, Steady-Glo, ONE-Glo, Dual-Glo, Dual Luciferase Reporter Assays

Signalizace

cAMP-Clo Assay

Zanétlivé eseje

Caspase-Glo 1 Inflammation Assay

Bunéénd CellTiter-Fluor or CytoTox- Bunécna viabilita

CellTiter-Glo 2.0 Assay

viabilita Fluor Assays
nebo Cytotoxicita

CytoTox-Glo, CytoTox-Fluor Assays

toxicita
Apoptéza

Apo-ONE Homogeneous Caspase 3/7, Caspase-Glo Assays

Oxidaéni stres

GSH-Glo, ROS-Glo H202 Assays

Metabolické eseje

Glucose Uptake-Glo, Glucose-Glo, Lactate-Glo, Glutamine/Glutamate-Glo Assays

Exprese genQ

Bright-Glo, Steady-Glo, ONE-Glo, Dual-Glo, Dual Luciferase Reporter Assays

Aktivita CYP

P450-Glo Assays

Tab. 1 Mozné kombinace eseji pro méreni v multiplexu
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Jak vybrat spravny
bunéény model

Bunky pouzivané v bunécnych esejich musi splnit
nékolik zakladnich podminek. PredevSim musi
vérné modelovat systém, ktery je pfedmeétem vyzku-
mu. Musi exprimovat prislusné receptory a signalni
molekuly a byt responsivni k testovanym signalGm.
RGzné typy bunék se mohou ligit v citlivosti na stres
nebo testované slouceniny, které jsou cytotoxické
nebo zpUsobuji apoptdzu. Stejné &inidlo, které indu-
kuje apoptdzu v jedné bunécné linii, nemusi mit
zadny uUcCinek na jinou bunécnou linii, nebo cinidlo,
které indukuje apoptdézu ve dvou rdznych bunéc-
nych liniich, tak mdze &init s radikalné odlisnymi ¢a-
sovymi prdbéhy.

NejCastéji pouzivané jsou imortalizované bunky,
napf. fibroblasty nebo rakovinné linie. Tyto bunky se
snadno péstuji a transfekuji, nicméné mohou mit
nestabilni genom ¢&i mutace v ddlezitych signalnich
proteinech zpusobujici nefyziologickou aktivaci pro-
liferativni signalizace nebo blokaci apoptotické dra-
hy. Alternativou k bunécnym liniim jsou primarni
bunky, napf. hepatocyty, HUVEC nebo keratinocyty,
které mohou poskytovat presnejsi obraz typické
situace in vivo, ale muze byt obtiznéjsi je péstovat
a transfektovat. Nicméné i pro primarni bunky ma-
me v nabidce feseni od firmy Lonza a to pro kultivaci
i transfekci.

Primarni a kmenové
burnky + média Lonza

Specialni
médium
Lonza

— Primarni buniky a média Clonetics™ - pres
150 lidskych a zivocignych bunéénych typu

— Spickova kultivaéni média a rlstové faktory
optimalizované pro Sirokou skalu primarnich
bunék

— Kmenové bunky a média pro jejich rdst
a diferenciaci

— Krevni a imunitni bunky (pestry fond darcd,
doporucena média pro kultivaci: X-VIVO™, Typy
tkani, z nichz jsou bunky ziskavané: kostni dren,
periferni krev — ziskana aferezi, mobilizovana
krev, plna krev, pupecnikova krev)

— Klasicka média a pufry

Primarni
bunky
Lonza

=

Katalogové Nazev

cislo

CC-3150 MEGM BulletKit (CC-3151 & CC-4136)

CC-3170 BEGM BulletKit (CC-3171 & CC-4175)

CC-3162 EGM-2 BulletKit (CC-3156 & CC-4176)

CC-4127 REGCM SingleQuot Kit Suppl&Growth
Factors

CC-2511 NHDF-Ad-Der Fibroblasts FGM-2, cryo
amp

001926278 Adult Keratinocyte Cell Culture Kit

BELN12-730Q Insect-XPRESS w/ L-GIn 1L

BE04-380Q X-Vivo 10 w/ Gentamycin and PR, 1L

12-604F DMEM 4.5 g/L Glucose w/ L-GIn, 500 ml

17-516F PBS-1X, w/o Ca++, Mg++ 500 ml

17-737E HEPES Buffer,IM in normal
saline,100ml

17-512F DPBS-1X w/o Ca++, Mg++ 500 m|

Séra Capricorn Scientific
Capricorn Scientific je inovativni némecka firma za-

loZzena v roce 2013 a jeji snahou je zvysit standard na
poli bunécnych kultur. Firma vyrabi a dodava pro-
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Séra
Capricorn

o (™ cAPRICORN <&

Fetal Bavine Serum |

olecme in A
-t e

Cat Noo FRS HI2A
Lot oo CPI330T0
Ydume; 500 mv
Storage: £ 18°C

dukty pro kultivace, skladovani a separace bunék
a to pro védeckeé i pro vyrobni Ucely. Hlavni produk-
tové fady jsou lidska a zvireci séra (hoveéezi, konskeé,
kozi, praseci, mysi a kralici).

Katalogové Nazev

cislo

FBS-HI-11B Fetal Bovine Serum Advanced, Collected
in South America, Heat Inactivated

HUM-3B Human Serum, Type AB

3D kultivace a kokultivace
bunék pomoci systému
RAFT™ 3D Lonza

Jak uz bylo feCeno dfive, 3D bunécné kultury posky-
tuji presnéjsi experimentalni model nez klasické 2D
kultury diky vzajemnému kontaktu bunék, interakci
bunék s mezibunéénou hmotou a mechanickym
vlastnostem prostredi, které jsou blizsi fyziologické
situaci nez sklo nebo plast. Nej¢astéji pouzivanymi
modely jsou sféroidy, které mohou byt kultivované
v adhezivnich destickach, visicich kapkach nebo na
strukturovanych povrsich. Druhou moznosti je pak
kultivace v hydrogelech tvofenych proteiny mezibu-
nécné hmoty nebo slozenych ze syntetickych mate-
riall, které funguji jako mechanickd opora pro
bunky a umoznuji jim rdst ve véech smérech a za-
ujmout pfirozené&jsi tvar.

Firma Lonza nabizi feSeni pro jednoduchou a stan-

dardizovanou pfipravu 3D kultur v hustém kola-
genovém gelu v klasickych kultivacnich desti¢kach.

2021

RAFT 3D kit Lonza

Pomoci RAFT 3D systému lze za méné nez hodinu
pfipravit robustni 3D kultury pro rozlicné nasledné
aplikace. Snadno lIze pfipravit napf. 3D model ro-
hovky, pradusek nebo daldich tkani a lze kokul-
tivovat i vice typU primarnich bunék. Systém se do-
dava jako sada se vSemi reagenciemi a materialem
(desticka, kolagen typu 1, MEM médium, absorbéry,
neutralizacni roztok, nddoby na michani) a ,start-up*
protokoly. K dispozici je format 24 jamek, 24 jamek
s ,trans-well* insertem a 96 jamek.

Katalogové ¢islo  Nazev

016-1R10 RAFT™ 96-well Kit
0l16-1R24 RAFT™ 24-well Kit
016-1R25 RAFT™ 24-well Insert Kit

Spokojené bunky - nutna
podminka pro Uspésné
bunécné eseje Lonza

Pro Uspésné a opakovatelné bunécné eseje je kli-
cové pouzivat jen bunky v dobré kondici. Doporu-
cujeme proto nastavit si pro vase bunécné kultury
standardni postupy, které zaruci, ze minimalizujete
promeénlivost bunék mezi jednotlivymi experimenty.
Pokud budete pasazovat bunky vcas, ve stejnych in-
tervalech a vzdy fedit na stejnou hustotu, omezite na
minimum tento potencidlni zdroj variability vaSich
dat. Dulezité je také pouzivat kvalitni média s prisné
kontrolovanym slozenim a minimalnimi rozdily mezi
Sarzemi.Je vhodné bunky pravidelné testovat na pri-
tomnost mykoplazmat.

MycoAlert™ Kkity Lonza

MycoAlert Kit je univerzalni bioluminiscen¢ni me-
todou pro testovani kontaminaci mykoplazmou
v bunécnych kulturach. Detekuje vSechny bézné



fady tfidy Mollicutes (Mycoplasma, Acholeplasma,
Entomoplasma a Spiroplasma, kromé Ureaplasma)
a je urcen pro méreni v kyvetovych nebo destic¢-
kovych luminometrech a multi-mode readerech.
Jedna se o pohodlnou a rychlou metodu.

Inhibice
bunécného rastu

Zvysena citlivost
na indukci
apoptozy Zména struktury
DNA

Chromozomalni o )
aberace Snizeni u€innosti
transfekce

Naruseni

syntézy Inhibice
nukleovych bunécného
kyselin metabolismu
Zmény Ohrozeni produkce
antigenicity vira

bunécné Fragmentace

DNA v dusledku

membrany Bunécna smrt

mykoplazmatickych
nukleaz

Obr. 5 Nebezpedi, kterd prindseji burikam Mykoplazmata

— Jednoduse pridejte dvé reagencie do
supernatantu kultivacniho média

— Provedte dvé méfeni luminiscence

— Vysledky za méné nez 20 minut

— Jednoduché interpretace vysledkl

Lucetta™ 2 Luminometr Lonza

Lucetta 2 je maly a snadno pfenosny pfistroj pro me-
feni chemiluminiscence a bioluminiscence ve zku-
mavkach. Mezi hlavni vyhody pfistroje patfi:

— Vysoka citlivost a linearita

— Prednastaveny mod pro detekci mykoplazmat
pomoci MycoAlert™ kitu

— Vhodny i pro méreni bunécné proliferace,
cytotoxicity nebo reportérovych eseji

Katalogové cislo Nazev

LTO7-701 MycoAlert PLUS detection kit
AAL-1002 Lucetta™ 2 Luminometer
Lucetta 2

Luminometer
Lonza

Metabolické eseje

Glukdéza je klicovou energetickou molekulou pro
vétsinu bunék. Za normalniho stavu je metabo-
lizovana na acetyl-CoA, ktery vstupuje do citratoveé-
ho cyklu a nasledné je generovana energie v podobé
ATP skrze oxidativni fosforylaci. V dobé ristu a pro-
liferace zvysuji bunky svUdj pfijem glukdzy, metabo-
lizuji ji primarné glykolyzou s tvorbou laktatu a vzni-
kajici meziprodukty jsou odvadény do syntetickych
drah. Rostouci bunky pfijimaji ve vétsi mife gluta-
min, ktery dodava palivo do citratového cyklu, aby se
udrzela produkce ATP. Glutamin mUze byt konver-
tovan na dalsi aminokyseliny (hlavné glutamat), kte-
ré jsou potiebné pro syntézu novych proteind. Navic
je ijednim ze stavebnich kamenU glutathionu, ktery
pomaha kontrolovat hladinu volnych radikald.
U proliferujicich bunék, jako jsou rakovinné bunky,
dochazi k metabolickému posunu k tzv. aerobni gly-
kolyze. Ta je charakteristickd vyrazné vyssim pfij-
mem glukdzy a kysliku a sekreci laktatu. U takovych
bunék dochazi ke zvySenému pfijmu glutaminu
z ddvodu vyssi potifeby energie a aminokyselin pro
proteosyntézu. Zvysena glykolyza je také indikato-
rem aktivace imunitnich bunék, které se musi rychle
mnozit, aby chranily organismus pfed patogeny.

Metabolite Product
Dehydrogenase
NAD(P)* NAD(P)H Ultra-Glo®
Luciferase
Reductase Reductase Luciferin 1 %
Substrat +ATP +Mg” +0,

Obr. 5 Princip detekce metabolit’ pomoci
luminiscencnich eseji firmy Promega. Metabolit je
oxidovadn svoji specifickou dehydrogendzou a ve
sprazené reakci je z néj pfendsen proton na
luciferinovy prosubstrdt. Ten je pak zpracovdn
Ultra-Glo luciferdzou a generuje luminiscencni signdl.

Zajimaji vas zmeény metabolismu v nadorech, u me-
tabolickych poruch, diabetu nebo tifeba v prabéhu
embryonalniho vyvoje? Luminiscencni metabolické
Glo eseje od firmy Promega vam pomohou ziskat
kvantitativni a opakovatelna data. Vsechny eseje
jsou zaloZzeny na identickém principu, kdy je sle-
dovany metabolit specificky oxidovan pfislusnou de-
hydrogendazou, kterd prenasi elektrony na oxidovany
kofaktor NAD+. Ve sprazené reakci je pak specialni
reduktazou redukovan proluciferinovy substrat na
luciferin a generuje se luminiscenc¢ni signal pomoci
Ultra-Glo luciferazy. Diky luminiscenéni detekci vy-
kazuji eseje vysokou citlivost, nizké pozadi a jsou
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vhodné i pro ,high-throughput” screening v 96
a 384-jamkovych destickach. Promega je jedina fir-
ma, kterd v souc¢asnosti nabizi luminiscenéni varian-
ty metabolickych eseji. Sledovat Ize celou fadu meta-
bolitd — Lactate-Glo, Glucose-Glo, Glutamate-Glo,
Glutamine/Glutamate-Glo. Nové Ize vyuzit i lumi-
niscen¢ni eseje pro sledovani metabolismu lipidd
Glycerol-Glo, Triglyceride-Glo a Cholesterol/Cho-
lesterol Ester-Glo. Brzy budou na trh uvedeny i ese-
je pro stanoveni glykogenu a aminokyselin s roz-
vétvenym postrannim fetézcem Glycogen-Glo
a BCAA-Glo. Na podobném principu, jako je po-
psano vyse, funguje i esej pro méreni vstupu glukozy
do bunék Glucose Uptake-Glo, ktera se svoji citlivos-
ti blizi radioaktivnim esejim, ale nema jejich nevyho-
dy (nutnost dUkladného promyvani, radioaktivni
odpad).

Katalogové cislo Nazev

J5021, 35022 Lactate-Glo

J6021, 36022 Glucose-Glo

J7021, 37022 Glutamate-Glo

J8021,38022 Glutamine/Glutamate-Glo

J3150, J3151 Glycerol-Glo

J3160, 33161 Triglyceride-Glo

J3190, J3191 Cholesterol/Cholesterol Ester-Glo

11341, 31342, 11343 Glucose Uptake-Glo

Glycogen-Glo*

BCAA-Glo*

CellTiter-Glo - osvédcené Feseni
pro vas drug screening

CellTiter-Glo Assay je jiz dlouhou dobu nejcitlivéjsSim
mikrodestickovym testem viability bunék na trhu.
V této endpoint eseji se méfi mnozstvi ATP uvolnéné
z Zivych bunék po lyzi. ATP vstupuje do ATP-depen-
dentni luminiscencni reakce, kterou katalyzuje Ul-
tra-Glo luciferdza (moderni varianta Firefly lucifera-
zy) za vzniku luminiscence. Tato esej ma schopnost
detekovat 10 Zivych bunék v klasické 2D bunécné
kultufe. Navic ma tato metoda diky luminiscencni
modalité detekce bezkonkurencni linearni rozsah
10 — 50 000 bunék. Esej nemusi slouzit pouze ke
kvantifikaci bunécné viability, ale pro mnoho vy-
zkumnikl je zajimava i pfimo pro stanoveni hladiny
ATP v bunkach (za pomoci ATP kalibra¢ni primky).

Nové&jsi verzi této eseje je CellTiter-Glo 2.0, které po-
skytuje vyssi stabilitu signalu a pohodli pfi méreni
viability vasich bunék. Oproti klasické verzi ma verze
2.0 vyssi stabilitu, jak za laboratorni teploty, tak i ve
4 °C pri zachovani citlivosti a Sirokého linearniho roz-
sahu. Reagent Ize dlouhodobé skladovat v chladnic¢-
ce, ¢imz se eliminuje nutnost nasledného rozmra-

zovani alikvotd pred kazdym méfenim.

Katalogové cislo Nazev

G7570, G7577,
G7572, G7573

CellTiter-Glo

G9241, G9242, CellTiter-Glo 2.0

G9243

* Custom produkt dostupny na vyzaddni, pro
objednavku a vyzkouseni nds kontaktujte

Ultra-Glo®
Luciferase
COOH
HO S/ y NT 02 Mgz+
N S ATP
Luciferin

Obr. 6 Princip stanoveni
viability bunék pomoci
CellTiter-Glo eseji firmy
Promega. Z lyzovanych bunék
se uvolnuje ATP, které se
spotrebovava v luciferdzoveé
reakci za emise luminiscence.
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Jak citlivost
a crosstalk ovliviauji

vysledky
bioluminiscenc¢niho

meéreni

Siroka gkala aplikaci ve farmakologii a molekularni
biologii vyzaduje citlivé kvantitativni testy. Napriklad
studium bunécnych signalnich drah pro vyvoj a po-
chopeni novych Iékovych terapii vyzaduje testy, kte-
ré jsou schopné rozlisit malé zmeény v transkripci,
molekularnich interakcich a zdravotnim stavu bu-
nék. Studium transkripce muze zahrnovat charakte-
rizaci promotord, enhancerd nebo transkripénich
faktord, identifikaci bodovych mutaci nebo deleci
pfipadné méreni bunécné odpovédi na stresory
z vnéjsiho prostredi. Méfeni toho, jak tyto faktory
ovliviuji signalni drahy, vyzaduje sledovani jemnych
rozdild mezi experimentalnimi a kontrolnimi vzorky.

Obr. 7 Crosstalk je vedle citlivosti a dynamickém
rozsahu detektoru duleZitym parametrem pfi vybéru
mikrodestickoveho luminometru
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Citlivost

Luminiscence, fluorescence a absorbance jsou tfi
nejbéznéjsi metody pouzivané v téchto testech.
Obecné jsou luminiscencni testy citliveéjsi nez fluo-
rescencni testy a fluorescencni testy jsou citlivejsi
nez testy zalozené na absorbanci. Vyssi citlivost lu-
miniscencnich méreni je dana predevsim nizsim po-
zadim. Luminiscence nepotrebuje zadny druh exci-
tacniho zareni na rozdil od fluorescence nebo absor-
bance. V bunkach navic neni pfitomno nic, co by vy-
davalo svétlo samo o sobé, na rozdil od mnoha
molekul, které svoji autofluorescenci prispivaji k vy-
$Simu pozadi fluorescencnich eseji.

Bez ohledu na metodu stanoveni vyzaduje detekce
slabych signalG ¢i malych zmén citlivou analyzu. Na-
priklad pFi studiu enzymatické reakce nechcete pfi-
davat vysokou hladinu substratu nebo enzymu,
abyste reakci zesilili na zjistitelnou Uroven, protoze to
vytvari umeély systém, ktery neodrazi fyziologické
podminky a plytva se drahocennymi reagenciemi.
Misto toho chcete, aby vas test byl dostatecné citlivy
na to, aby byl proveden v témér fyziologickych pod-
minkach, ¢imz ziskate biologicky relevantnéjsi uda-
je. Vysoka citlivost luminiscence umoznuje kvantifi-
kovat signaly, které by méné citlivé metody ne-
dokazaly odlisit od pozadi. Co se ale stane, kdyz mate
mikrodesti¢ku se vzorky s rGznou silou signalu? Jak
si mlzete byt jisti, ze detekovany signal z jedné
jamky neni ¢astec¢né vysledkem silného signalu ze
sousedni jamky? Tento jev je definovan smysluplné
neprelozitelnym slovem ,crosstalk®.

Crosstalk mezi jamkami

Crosstalk je minimalizovan neprdhlednosti desticek
a maskovanim nebo izolaci jedné jamky od druhé
pristrojem v prabéhu ¢teni. Luminiscenéni méreni
se obvykle provadéji na neprlhlednych bilych
destickach pro maximalni silu luminiscen¢niho sig-
nalu. Bohuzel tyto bilé desticky nejsou zcela svétlu
nepropustné. Silny luminiscencni signal v jedné
jamce muze ovlivnit naméreny signal v sousedni
jamce se slabym nebo zadnym signalem.

Hlavnim faktorem vysSe crosstalku je to, jak dobfre
luminometr izoluje signal pravé mérené jamky od
signalu pfichazejiciho ze sousednich jamek. Netés-
nost mezi jamkou a méficim zafizenim umoznuje
vstup svétla do detektoru a tim ovlivnéni namérené
hodnoty. Chcete-li tento problém obejit, mizete
svUj experiment navrhnout tak, aby mezi vzorky byly
prazdné jamky. To viak vyrazné snizuje pocet vzorkd,
které muzete méfit v jedné mikrodesticce. Elegant-
né&jsSim a efektivnéjSim rfesenim je pouzit lumino-
metr s nizs§im crosstalkem. Nicméné je vzdy vhodné
dobfe napldnovat umisténi vzork( na desticce, ide-
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G\oMax

NAVIOATOR

Obr. 8 GloMax Navigator je jednim z nejcitlivéjsich luminometrd na sou¢asném trhu

alné se drzet instrukci v technickych manualech
k esejim. Pokud bychom napf. negativni kontrolu
napipetovali do jamky sousedici s pozitivni kont-
rolou, doslo by k velkému zkresleni dat u jakéhokoli
pfristroje.

Je snadné se zamérit na citlivost vaseho testu a za-

pomenout, ze vysledky testu jsou jen tak citlivé, jak
umozni citlivost pouzitého pfistroje. Kombinace

2021

citlivosti pfistroje a testu poskytuje skutecnou
uroven detekce vaseho experimentu. Mate-li pfi-
stroj s odpovidajici mirou citlivosti detekce zna-
mena to, Ze k uskute¢néni experimentd budete
moci pouzit méneé vzorku, méneé enzymu i méné
substratu. Budete také schopni detekovat méné
v molekularnich interakcich za témér fyziologic-
kych podminek.

n



GloMax luminometry —
mdme reseni pro kazdeho

G\ONR

NAVIGATOR

GloMax®
luminometry

a multimode
readery Promega

GloMax luminometry od firmy Promega jsou multi-
mode readery s nejcitlivéjsi detekci luminiscence na
trhu. Nizké hodnoty pozadi a celkovd konstrukce
nasich pfistrojd znamena, Ze vysledky detekované
pro kazdou jamku pfistroji GloMax® vam umozniuji
pouzivat luminiscenéni eseje za témeér fyziologic-
kych podminek. Vyménné clonky pro rzné typy
destic¢ek zajistuji redukci cross-talku v sousedicich

jamkach. Pristroj také disponuje automatickym na-

G(OMax

Discoven

stavenim gainu, kdy si pfistroj automaticky nastavu-
je gain pro kazdou jamku zvlast bez nutnosti zdlou-
havého ladéni idedlni hodnoty pro celou destic¢ku.
Vysledkem je idealni citlivost pro cely dynamicky
rozsah mérenych signald, coz zabranuje saturaci de-
tektoru nebo faledné negativnim vysledkdm v pfipa-
dé slabych signald. Readery GloMax jsou dostupné
v rGznych konfiguracich. Zakladni Navigator dispo-
nuje pouze detekci luminiscence, modely Explorer
a Discover pak i detekci fluorescence a absorbance
(viz Tab. 2).

— Intuitivni ovladani pristroje prostfednictvim
tabletu

— Vysoka citlivost a dynamicky rozsah, nizky
crosstalk

— Automatické nastaveni gainu

— Otevreny systém s prednastavenymi protokoly
pro vsechny luciferazové eseje a bunécné eseje
Promegy

— Kompletni feseni GloMax® - pfistroje, reagencie
i podpora od jednoho dodavatele

GloMax® - model luminiscence fluorescence VIS UVv-vis BRET a FRET
absorbance absorbance

GloMax® Navigator (GM2000/2010) v

GloMax® Explorer (GM3510) v upgrade upgrade upgrade

GloMax® Explorer (GM3500) v v upgrade upgrade

GloMax® Discover (GM3000) v v v

Tab. 2 Porovndni jednotlivych modeld pristroji GloMax
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Flexibilni Freseni pro
monitorovani bunék
v realném case

CytoSMART™ Lux3 FL
CytoSMART Technologies

CytoSMART Lux3 FL je kompaktni fluorescenc¢ni
mikroskop, ktery disponuje kromé kanalu pro vidi-
telné svétlo i dvéma fluorescenénimi kanaly (ze-
lenym a cCervenym). Zafizeni umoznuje sledovat
dynamické bunécné procesy v kontrolovaném pro-
stfedi uvnitf standardniho inkubatoru a poskytuje
spoustu cennych dat o vasSich bunkach diky obraz-
kdm s vysokym rozlidenim a vytvareni videi v reél-
ném case. Pofizené snimky jsou nasledné nahrany
na neomezené cloudové Ulozisté, kde je mlzete pfi-

CytoSMART™ [Lux3 FL

mo zpracovat pomoci automatizovanych algoritmu
~confluency” nebo nové i, object count”. nebo si data
stahnout a pouzit na né vase zavedené metody ana-
lyzy obrazu. Cloudové ulozisté umoznuje vzdaleny
pristup k datdm na vasem smartphonu, tabletu
nebo notebooku, i kdyz jste zrovha mimo laboratofr.
Mikroskop je k dispozici ve dvou variantach: s licenci
s neomezenym pfistupem na cloud a s licenci pro
pfistup na cloud na 1rok.

2021

CytoSMART™ Lux2
CytoSMART Technologies

Kompaktni svételny mini-mikroskop CytoSMART™
Lux2 umoznuje snadné a cenové dostupné time
lapse zobrazovani zivych bunék. Nabizi sledovani vi-
ability bunék pomoci méreni konfluence a ma vyuzi-
ti v mnoha rdznych oblastech, jako jsou:

]

CytoSMART™ Lux2

— Farmakologicky vyzkum
— Regenerativni medicina
— Tkanové inzenyrstvi

— Rutinni kultivace bunék

Mikroskop je k dispozici ve dvou variantach: S licenci
s neomezenym pfristupem na cloud a s licenci pro
prfistup na cloud na 1 rok. Také je dostupny jako set
dvou nebo ¢tyf pfistrojd: CytoSMART™ Lux2 — Duo
Kit a CytoSMART™ Lux2 Multi kit, coz je idedlni
konfigurace pro simultdnni méreni nékolika vzorku,
napf. replikatd a kontrol.

CytoSMART™ OMNI
CytoSMART Technologies

Omni je automatizovany sveételny mikroskop, ktery
vizualizuje kompletni kultiva¢ni nadoby. Je mozné
pouzit 6-384 jamkovou mikrotitracni destic¢ku, T25-
T225 lahve, Petriho misky nebo mikrofluidni Cipy
a pracuje uvniti standardnich CO, inkubatord pro
kultivaci bunék. Je vhodny pro sledovani 2D i 3D bu-
né&cnych kultur v prabéhu kultivace bez nutnosti
manipulace s bunkami.

m

CytoSMART™
OMNI

— Snimky (frekvenci je mozné nastavit v intervalu
1-24 hodin) jsou ukladany na cloudové ulozisté
a je mozné je zde rovnou analyzovat (prdbéh
konfluence, ,scratch” testy, detekce kolonii).
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— Pomoci specialnich algoritmu je mozné
provadét kontrolu kvality bunécné kultury,
proliferace, cytotoxicity a bunéc¢né migrace
neékolika kliknutimi.

— Cloudové ulozisté umoznuje pristup z chytrého
telefonu, tabletu &i pocitace odkudkoliv

— Pfistroj nema vliv na teplotu a proudéni
vzduchu uvnitf inkubatoru, coz umoznuje
provadét experimenty za optimalnich
kultivacnich podminek, bez kolisani teploty
nebo hladiny CO., Ize monitorovat i bunky
kultivované v podminkach hypoxie.

— Diky vhodné konstrukci pfistroje Ize provadét
experimenty zalozené i na pritoku
v mikrofluidnich zafizenich.

Katalogové cislo Nazev

MAB -1008 CytoSMART™ Lux 3 FL
JAB-1004 CytoSMART™ Lux 2
JAC-1008 CytoSMART™ Lux 2 Duo Kit
JED-1008 CytoSMART™ Lux 2 Multi Kit
XAB-1002 CytoSMART™ OMN]I

SpectraMax MiniMax 300 Imaging
Cytometer + SpectraMax i3x
Microplate Reader

Molecular Devices

SpectraMax i3x
multimode reader
a MiniMax 300 cytometr

Spole¢nost Molecular Devices spojila cytometr a mi-
krodestickovy multi-mode reader a vytvorila tak jedi-
ny pfistroj ovladany jedinym softwarem SoftMax Pro.
Cytometr (na obrazku spodni oranzova ¢ast pristro-
je) prinasi moznost brightfield segmentace bunék

14

a umoznuje cell-counting a méreni konfluence bu-
nék bez nutnosti jejich barveni. Dale pfistroj dispo-
nuje dvéma fluorescenénimi kanaly (Cerveny a ze-
leny), jejichz kombinaci Ize mérit kondici vaSich bu-
nék. Mlzete napfiklad testovat viabilitu, cytotoxicitu
nebo ucinnost transfekce. Diky tomuto systému ne-
musite investovat finance ani prostor na dva pfi-
stroje a mUzete si pofidit vée v jednom.

ImageXpress® Pico
Molecular Devices

ImageXpress® Pico

ImageXpress® Pico je plné automatizovany systém
pro zobrazovani bunék s vlastni teplotni regulaci,
kontrolou hladiny CO,, O, a vlhkosti. Pfistroj dispo-
nuje vlastnim softwarem na vyhodnocovani dat
s vice nez 25 prednastavenymi protokoly od jedno-
duchého pocitani bunék, prfes mérfeni apoptdzy, sle-
dovani mitochondrii a 3D buné&nych modeld, az po
slozit&jsi analyzy napf. trasovani axonu ¢i kvantifikaci
infektivity vird. ImageXpress® Pico méfi v 6-384-
jamkovych mikrodestickach, na mikroskopickych
sklickach i v 35 mm miskach.

— Zvysené rozliseni a kontrast diky Digital
Confocal 2D dekonvoluci

— Ostrejsi obraz diky moznosti upravit vzdalenost
optiky od vzorku

— Moznost ziskani multiparametrického
fenotypového profilu pomoci méreni jednoho

vzorku pfi vice vinovych délkach

— ZjednodusSené hledani oblasti zajmu pomoci
funkce Live Preview
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Inar sit

Seminar / web

Mate zdjem o bunécné eseje od Promegy, ale ne-
mate zkusenosti s mérenim luminiscence nebo by
vas jen zajimaly novinky od Promegy, ale nestihate
je sledovat? Radi pro vas pfipravime seminar / webi-
Nar presné na témata, ktera vas zajimaji. Je mozné
zahrnout informace i o vyrobcich nasich dalSich do-
davatell. Seminar pripravi nas aplikaéni specialista,
mozné je domluvit i G€ast odbornikd pfimo z Pro-
megy. Takovychto seminard jsme v roce 2020 uspo-
radali jiz spoustu, jak na akademickych institucich,
tak v soukromych firmach.

Sleva 10 % na prvni
objednavku
Z e-shopu

Uz stovky zakaznik( pravidelné vyuziva k nakupo-
vani nase webové stranky. Uz jste mezi nimi? Jaké
jsou hlavni vyhody nakupovani pres nas e-shop? Ak-
tualni ceny az u 8 000 produktd. Pravidelné akce
a zlevnéné zbozi. Uspora €asu a pohodli pfi ob-
jednavani. VSechny produkty prehledné na jednom
misté. Pokud tedy patfite mezi ty, ktefi jesté nevy-
zkousSeli nakupovani pres nas e-shop. Nabizime vam
10% slevu na prvni objednavku. Staci zadat v koSiku
slevovy promo kéd:

prvninakup

a sleva se vam automaticky zapocita. Platnost pro-
mo kédu je do 31. 5. Pokud nemate moznost pfi-
mého nakupovani pres nas e-shop napfriklad kvdli
organizacni strukture. Prectéte si ¢lanek vpravo, kte-
ry tento problém resi.

(] yr~ w0 V 4

na miru pro vas tym

Hg

ROS-Glo™ H,0, Assay Principle & Workflow

H,0, Substrat

|

— bezplatny online seminar jen pro vasi védeckou
skupinu

— obsah, ktery si zvolite sami

— privatni atmosféra k projednani jednotlivych
otazek a problémU

— poradenstvi pfi planovani nadchazejicich
experimentu

— doba trvani 30 az 45 minut

Jesté stale si
o nabidky
piSete e-mailem?

Néktefi nasi zakaznici se na nas obraceli s tim, ze ne-
maji moznost pfimého objednavani zbozi z naseho
e-shopu. Presné pro né jsme vytvorili zcela novou
moznost generovani nabidek. Pokud vas uz tedy ne-
bavi si o kazdou nabidku psat emailem. Pak pro vas
mame feseni! Jednoduse se prihlasite do svého uctu
a vlozite si zbozi do kosiku, presné tak jako kdybyste
ho nakupovali pres e-shop. Po vybéru zbozi prejdete
do kosiku a kliknete na tlac¢itko ,,stdhnout obsah
kosiku jako nabidku do PDF* a je hotovo. Takto vy-
tvofenou nabidku, mdzete obratem zaslat tfeba na
vase objednavkové oddéleni. Doufame, ze vam tato
inovace usnadni nakupovani u nas.

Nabidka 2 e-shopu
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Obr. 9 Prehled eseji pro sledovani viability, cytotoxicity, apoptozy a oxidacniho stresu
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