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ANOTACE

Tato prace se zabyva fragmentaci DNA, coz je jeden z hlavnich markeru
apoptozy. Fragmentaci DNA miZeme stanovovat pomoci kometové metody, ktera je
v této praci zavedena a optimalizovana. Vybrané bunécéné linie, latky a toxiny jsou

nasledné testovany pomoci optimalizovaného kometového testu.

Kli¢ova slova:

fragmentace DNA, kometova analyza, apoptdza, senescence.



ANNOTATION

This thesis has been focused on DNA fragmentation which is one of the major
markers of apoptosis. DNA fragmentation can be analyzed by the comet assay which
was introduced and optimized in this work. The selected cell lines, substances and

toxins were subsequently tested by the optimized comet assay.
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DNA fragmentation, comet assay, apoptosis, senescence.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AgNO3— dusi¢nan stfibrny

AP mista — apurinova/apyrimidinova mista
Bid — ,,BH3 interacting domain death agonist*
BrdUTP — 5-brom-2'-deoxyuridin 5'-trifosfat
CAD - kaspazou aktivovanad DNaza

CDK - cyklin-dependentni kindzy

Cip/Kip — cyklin-dependentni kindzovy interagujici protein/protein inhibitujici kinazy
CKI — cyklin-dependentni kindzové inhibitory
DAPI — 4,6-diamidin-2-fenylindol

DFF40 — ,DNA fragmentation factor* 40 kDa
DFF45 — ,DNA fragmentation factor* 45 kDa
DISC — ,death-inducing signalizing complex*
DLA — DNA ladder assay

DMSO - dimethylsulfoxid

DSBs — dvoufetézcoveé zlomy

dUTP — deoxyuridintrifosfat

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
FADD — Fas-asociovana smrtici doména
FITC — fluoresceinisothiokyanat

FasL — Fas ligand

FasR — Fas receptor

H.O, — peroxidu vodiku



IARC — mezinérodni agentura pro vyzkum rakoviny
ICAD - inhibitor kaspazou aktivované DNazy

INK4 — inhibitory cyklin-dependentni kinadzy 4

LMP agar6za — nizkotuhnouci agar6za

NaCl — chlorid sodny

NaOH — hydroxid sodny

PCR - polymerazova fetézova reakce

ROS - reaktivni slou¢eniny kysliku

SA-B-Gal — se senescenci asociovana (-galaktosidaza
SCGE - jednobunécné gelova elektroforéza
SDS-TE - dodecylsiran sodny-TrisEDTA

SPE - extrakce na pevne fazi

SSBs — jednoretézcové zlomy

TdT - terminalni deoxynukleotidyltransferaza
TiO2-NPs — nanocastice oxidu titani¢itého

TNF — tumor nekrotizujici faktor

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

TUNEL - ,Terminal deoxynukleotidyl transferase (Tdt) dUTP Nick-End Labeling*
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1. UVOD

ML wvew s

eliminovany pro télo nepotfebné buriky, ¢imzZ je umoznén spravny embryonalni vyvoj
jedince a jeho néasledné spravné fungovani, kdy jsou nahrazovany staré buriky
novymi. Oproti nekréze je apoptoza fyziologicky proces. Béhem a po ukonceni tohoto
typu bunécné smrti mizeme najit mnoho markerd, které ji charakterizuji. Mezi tyto
znaky muzZeme zafadit aktivaci kaspaz, translokaci fosfatidylserinu do vnéjsi

membrany nebo také fragmentaci DNA.
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2. TEORETICKA CAST
1.1 Apoptdza

1.1.1 Vyznam apoptozy

Pojem apoptdéza byl poprvé pouzit autory Kerrem, Wylliem a Curriem v textu
Z roku 1972 popisujicim morfologicky odliSnou formu bunééné smrti [1]. Od té doby je
apoptéza uznavana jako dulezity proces programované bunécné smrti, ktera
zprostfedkovava eliminaci pro télo nepotfebnych bunék. Postupem c¢&asu byla
popsana jako klicova soucast embryonalniho vyvoje, spravného rozvoje a fungovani
imunitniho systému, nebo pfi nahrazovani starych bunék novymi. Pfi nedostate¢né
apoptéze, nebo pfi jeji poruSe byla prokazana pfima souvislost se vznikem
neurodegenerativnich onemocnéni, ischemickych poruch a se vznikem mnoha druht
nadorovych onemocnéni. Proto se pochopeni tohoto déje ukazalo jako velice
Zadouci pro terapeutické Gcely. Pfi zminéni apoptézy nemizZeme samoziejmé
opomenout ani nekrozu, kter4 byla mnoho let povazovana za jakousi alternativu
k apoptoze probihajici pfevadzné v patologickych procesech [2]. V poslednich letech
se ale spiSe ukazuje, Ze jsou oba dé&je vzajemné provazany. V obou procesech se
uplatiuji stejné signaliza¢ni drahy, jako jsou receptory smrti, aktivace pomoci kaspaz
nebo uplatnéni mitochondrii. Nicméné celkové dusledky nekrotické a apoptotické

bunééné smrti pro cely organismus jsou zcela odlisné [3].

1.1.2 Mechanismus a markery apoptdzy

Mechanismus apoptézy je velice sofistikovany a vzajemné provazany proces
zahrnujici souhrn kaskadovitych reakcich zavislych na energii. Dosavadni vyzkumy
naznacuji, Zze existuji tfi zakladni apoptotické drahy: draha vnéjSi reprezentujici
receptory smrti, drdha vnitfni, kde hraji hlavni roli mitochondrie a drdha zahrnujici
cytotoxickou aktivitu T-lymfocyt(, kdy jsou bunky nieny pomoci perforinQ
a granzymu [4]. Perforiny a granzymy mohou indukovat apopt6zu pomoci granzyma
A ¢&i B. Vnéjsi, vnitfni a granzymova draha nasledné splyvaji do jedné drahy aktivujici
apoptézu. Tato cesta je iniciovana Stépenim kaspazy 3, coz nasledné vede
k fragmentaci DNA, degradaci cytoskeletarnich a nuklearnich proteina, tvorbé

apoptotickych télisek s naslednou expresi a uvolnéni ligandli pro receptory
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fagocytujicich  bunék. Na konci je cely proces zakonéen fagocyt6zou
zprostiedkovanou fagocyty [2]. Pomoci granzymu A se aktivuje draha nezavisla na
kaspazové aktivité [5].

Kaspazy jsou exprimovany jakozto inaktivni proenzymy ve vétSiné bunék a po
své aktivaci mohou aktivovat jiné kaspazy, které jsou jesté ve formé proenzymda.
Takto usporddana kaskada proteolytickych reakci umoZznuje snadné vedeni
apoptotického signalu a rychlou smrt bunky. Kaspazy patfici do skupiny proteaz
proteolyticky Stépi proteinovou vazbu za aspartatem. Bylo popsano nékolik téchto
proteaz jako napfiklad kaspéazy 2, 8, 9, 10, které jsou na zacatku aktivaéni kaskady a
nazyvaji se tedy iniciacni. Kaspazy 3, 6, 7, nachazejici se na konci aktivacni kaskady
a provadeéjici aktivaci samotného procesu apoptozy, nazyvame jako efektorovée. [6].
DalSi marker apoptdzy je rozséhlé zesitovani proteinlt (,cross-linking“), zapficinény
zvySenou expresi a aktivaci tkanovych transglutaminaz. Rozpad DNA byl jiZ zminén
a je také zprostfedkovan enzymy, tentokrat endonukledzami zavislymi na vapniku a
hor€iku. Vzniklé fragmenty dosahuji velikosti 180 az 200 paru bazi a tvofi jakysi
Zebrik, ¢ehoz se vyuZziva u techniky zvané ,DNA ladder” [7], o které bude pojednano
v dalSi Casti prace. Na apoptotickych burikdch se také tvofi specifické bunécné
markery, diky kterym je apoptoticka burika v€as rozpoznana makrofagy a je tim
zaroven zajisténa ochrana pro ostatni bunky. Napfiklad fosfatidylserin, ktery je za
normalnich okolnosti obsazen ve vnitfni membrané bunky, se translokuje do
membrany vnéjSi, kde muze byt rozpoznan makrofagem. Mezi dalSi membranové

markery muzeme zaradit anexin | nebo kalretikulin [2].

1.1.3 Fragmentace DNA

Cely proces aktivace apoptézy zacina jiz u Fas receptoru (FasR), coz je 45
kDa velky membranovy protein typu |, patfici do rodiny tumor nekrotizujicich faktora
(,tumor necrosis factor’, TNF). Fas ligand (FasL) je receptor patfici také do TNF
rodiny receptorll a je exprimovan na aktivovanych NK bunkach a T-lymfocytech.
Navazani FasL receptoru na FasR se aktivuje cely proces apoptdzy [8]. FasL je
homotrimer a jeho navazani na FasR zplsobi trimerizaci FasR, ¢imz se FasR
aktivuje. Aktivaci FasR dochazi k vytvofeni komplexu indukujicimu smrt (,death-
inducing signalizing complex®, DISC). DISC je sloZzen z receptoru smrti, Fas-

asociované death domény (,Fas-associated death domain“, FADD) a prokaspazy 8
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[8]. Prokaspaza 8 se po vytvoreni komplexu DISC nasledné uvolnuje jiz v aktivované
formé, tedy jako kaspaza 8, ktera ma jiz dostate€nou protedzovou aktivitu. Kaspaza
8 nasledné muze projit dvéma sméry, které vedou k aktivaci prokaspazy 3. V prvnim
pripadé aktivovana kaspaza 8 pfimo Stépi prokaspazu 3, ¢imzZ ji samotnou také
aktivuje. V druhém pfipadé kaspaza 8 stépi ,BH3 interacting domain death agonist*
(Bid). Bid je proapoptoticky ¢len Bcl-2 rodiny, ktery po aktivaci migruje do
mitochondrie, kde zpusobi permeabilizaci vnéjsi mitochondrialni membrany, coz ma
nasledné za dusledek mimo jiné i vyplaveni cytochromu c [9]. Uvolnény cytochrom ¢
nasledné aktivuje kaspazu 9, ktera Stépi prokaspazu 3 na aktivovanou formu
kaspazu 3 [10].

Aktivovana kaspaza 3 se nasledné vaze na komplex slozeny z ,caspase
activated DNase" (CAD) a ,inhibitor of caspase activated DNase" (ICAD). CAD je
specificka DNaza ze skupiny endonukleaz, kterd zapfiCifiuje fragmentaci DNA po
uvolnéni z komplexu. CAD, nékdy téZz oznaCovana jako ,DNA fragmentation factor 40
kDa“ (DFF40), je totiz syntetizovana spolecné sICAD. ICAD neboli ,DNA
fragmentation factor 45 kDa“ (DFF45) navazany na CAD pusobi jako jeho inhibitor a
zaroven mu pomaha se spravné sbalit do své tercialni struktury po syntéze na
ribozomu, takZe puasobi také jako chaperon. Béhem apoptézy dochazi pomoci
kaspazy 3 krozdéleni komplexu CAD-ICAD a uvolnény CAD mulze aktivné zacit
Stépit chromozomalni DNA, konkrétné na mistech bohatych na adenin a thymin. Bylo
zZjisténo, Ze vznikaji 180 parl bazi velké nukleotidové jednotky a jednotlivé nasobky
tohoto Cisla (180, 360, 540 atd.) [11]. U bunék, které postradaji ICAD nebo obsahuji
jeho mutantni formy, nedochazi béhem apoptdzy k fragmentaci DNA [12]. Vyskyt
CAD a ICAD proteinl a jejich mRNaz je prokazan témeér ve vSech bunkach a tkanich.
Pouze fibroblasty a nervové buriky vykazuji nizky stuper exprese téchto proteind, a
proto tedy pouze malé procento jejich chromozomalni DNA je degradovano pomoci
CAD-ICAD komplexu. Tento zplUsob aktivace bunééné smrti spojeny s fragmentaci
DNA muzeme zaradit do vnéjSi drahy aktivace apoptdzy a je znazornén na obr. €. 1
[10].
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Obr. 1: Apoptoticka fragmentace DNA zaloZena na kaskadovité reakci kaspaz a CAD. CAD
je syntetizovan spolec¢né s ICAD, ktery ho inaktivuje a slouZi jako chaperon. Signal vedouci
k aktivaci apoptdzy zapficiriuje kaskadu reakci, na jejimz konci je aktivace kaspéazy 3, ktera
nasledné Stépi komplex CAD-ICAD. Vznikly CAD poté jiz mdze Stépit chromozomalni DNA

na jednotlivé nukleotidové zbytky, dosahujici velikosti asi 180 paru bazi a jeji nasobky
(upraveno) [4].
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1.2 DNA ladder assay

.,DNA ladder assay“ (DLA) vyuziva pro detekci DNA fragmentace vzniklé pfi
apoptéze gelovou elektroforézu v agar6ze. Béhem této metody se vyuziva faktu, ze
se chromozomalni DNA Stépi na jednotlivé nukleotidové jednotky dosahujici velikosti
180 paru bazi a nasobkim tohoto €isla. Po elektroforéze tak mizZzeme pozorovat u
apoptotickych bunék tzv. ,DNA ladder”, diky kterému lIze jednoduSe odliSit buriky
apoptotické od ostatnich, i nekrotickych, kdy vznikaji fragmenty nepravidelnych
velikosti [13]. Zakladni schéma testu spociva v kultivaci bunék, jejich lyzy, po které
nasleduje izolace fragmentované DNA. Po izolaci by se méla odstranit kontaminujici
RNA. Kdyz vzorek obsahuje jiz pouze zkoumanou DNA, mlZeme prejit
k elektroforéze. Zaporné nabita DNA v agar6zovém gelu putuje ke kladné elektrodé.
Nakonec se fragmenty DNA obarvi a vyhodnoti [14].

Béhem postupu buriky nejdfive lyzujeme. VétSinou se k lyze vyuziva lyzacni
pufr,  ktery obsahuje zpravidla tris(hydroxymethyl)aminomethan  (Tris),
ethylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA) a chlorid sodny s naslednou Upravou pH
na hodnotu pH = 7,5 [14]. Dimethylsulfoxid (DMSO) mulZze byt také pouZzit v lyzaénim
pufru z ddvodu inhibice nukledz, které by mohly Stépit DNA [13]. Po rozruSeni
bunécné a jaderné membrany je nasledné fragmentovana DNA izolovana. DNA je
izolovana napfiklad pomoci fenol-chloroformové, nebo fenol-chloroform-
isoamylalkoholové extrakce, kdy se vyuziva faktu, Zze DNA je polarni, a proto se po
extrakci nachazi disociovana ve vodné fazi. Proteiny, které obsahuji aminokyseliny
polarni i nepolarni, se nachazi na rozmezi faze vodné a organické. K oddéleni téchto
fazi se pfidava pravé isoamylalkohol [15]. Tento druh extrakce se pouZiva spiSe pro
DNA fragmenty o vétSi molekulové hmotnosti, jelikoZz pfi srdZzeni DNA ethanolem
dochazi k odstranéni menSich DNA fragmentu. K odstranéni tohoto problému se
muze namisto fenol-chloroformové DNA extrakce vyuzit dodecylsiran sodny-
TrisEDTA (SDS-TE) pufr, ovSem pfi uplatnéni této Upravy izolovana DNA jiz nadale
nemuze byt pouZzita, kupfikladu pro PCR [13]. Pro izolaci DNA fragmentd o menSi
molekulové hmotnosti se také muze vyuzit extrakce na tuhé fazi (,solid phase
extraction, SPE). Fragmentovana DNA je nasledné purifikovana od kontaminujici
RNA. Purifikace se provadi nejCastéji pomoci RNazy A, ktera Stépi fetézce RNA [14].

Jako dalSi krok po izolaci a ocisténi DNA nasleduje elektroforéza v

agar6zovém gelu. Ten se vétSinou pfipravuje o 1-2% koncentraci [16]. Velikost
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napéti se voli umérné velikosti zkoumanych fragmentli DNA v rozsahu 2-15 V/cm
[17,18]. Pro nasledné zviditelnéni fragmentl se vyuzZivaji fluorescentni barvy jako
napriklad ethidiumbromid, od kterého se ovS8em kvuli jeho toxicité spiSe upousti.
Safe [15,16,17]. Po spravném provedeni testu mizeme fragmentovanou DNA z

apoptotickych bunék pozorovat jako ,DNA ladder”, coz ilustruje obr. 2.

Obr. 2: Agarézovy gel po DLA. 1 - marker, 2 - buriky U937 bez ovlivnéni, 3 - buriky U937
ovlivnény indukturem apoptoézy, vtomto pfipadé kamptothecin. 4 - pozitivni kontrola
(upraveno) [19].

DLA je metoda jednoducha na provedeni a vybaveni v laboratofi. Citlivost
metody je pomé&rné nizké, a to aZ okolo 10° buné&k, coZ nenf pfili$ vhodné pro vzorky
obsahuijici nizSi pocet apoptotickych bunék. DalSi nedostatek spociva ve faktu, Ze
nejsme stoprocentné schopni pfesné odliSit buriky apoptotické od nekrotickych,
jelikoz i pfi nekroze vznikaji fragmenty DNA, nicméné nepravidelnych velikosti.
Z tohoto duvodu DLA nelze pouzit jako jedinou metodu ke stanoveni apoptdzy a
musi se zvolit jeSté doprovodné testy [16]. Nicméné mizeme pomoci ni urcit v jaké
fazi apoptézy se bunka nachazi, jelikoz fragmenty DNA vznikaji az v pozdéjSim

stadiu apoptézy [15, 16].
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1.3 TUNEL metoda

Terminal deoxynukleotidyltransferase (Tdt) dUTP Nick-End Labeling (TUNEL)
metoda patfi k dalSim technikhm stanovujicim fragmentaci DNA. VyuZiva
skutecnosti, Ze béhem buné&cné smrti vznikaji v fetézci DNA zlomy, kam se vaze
terminalni deoxynukleotidyltransferaza (,terminal deoxynukleotidyltransferase”, TdT),
ktera patfi k DNA polymerazam na templatu nezavislym [20]. TdT po navazani zaCne
na fetézec DNA véazat deoxynukleotidy obsahujici deoxyuridin, proto také v nazvu
metody je zkratka dUTP, reprezentujici pravé mista bohata na tento deoxynukleotid.
Deoxyuridin oproti uridinu obsahuje ve své struktufe deoxyrib6ézu namisto ribozy.
dUTP je navic znaCen enzymem nebo fluoreskujici barvou, které pfi vyhodnoceni
vizualizuji zlomy v DNA [21].

Poprvé byla metoda popséana v roce 1992 Gavrielim a kolegy [22] a zaroven
také tymem okolo polského védce Gorczyci [23]. Postup metody je zaloZen
na kultivaci zkoumanych bunék a nasledné fixaci. Po zafixovani pfichazi na fadu
inkubace spole¢né s TdT, ktera pfipoji na DNA fetézce zna¢ené dUTP, diky kterym
nasledné mizZeme vysledek vizualizovat a vyhodnotit [22].

Nejdfive se burniky nechaji inkubovat svhodnym induktorem apoptozy,
v pfipadé Gauvrieli a kolegl to byl dexamethazon plsobici na thymocyty [22]. Po
uplynuti inkubace se burky sklidi a po centrifugaci a odstranéni supernatantu se
pfida formaldehyd nebo jiné fixaéni Cinidlo, které zafixuje buriky [24]. Déle je nutné,
aby byly burnky propustné pro TdT a dalSi reagencie. Ktomu se mulZe vyuzit
napfiklad 70% ethanol [23]. Pro zvySeni permeabilizace bunék se pfida TdT
spole¢né s dUTP a vhodnym pufrem, ktery maze byt napriklad sloZzen z Tris o pH =
7,2, kakodylatu sodného a chloridu kobaltnatého. Po inkubaci se dale prida lidsky
nebo hovézi sérovy albumin. TdT vaze deoxynukleotidy pfevazné k ostrym koncim
DNA, konkrétné na 3'-konci DNA. TdT vyuZziva jako kofaktor kobalt, proto je do
reakéniho pufru pfidavan ve formé kobaltnaté soli [20]. KdyZ jsou vytvofena na
fragmentovanych ¢astech DNA mista bohatd na deoxyuridin, je nutné je vizualizovat
[22].

V puvodni praci od Gavrielia a spol. byl pouzity deoxyuridin, na némz byl
navazan biotin [22]. Biotin vykazuje velkou afinitu k avidinu, ktery byl v tomto pfipadé
jesté oznaCen peroxiddzou. Vznika tedy komplex dUTP-biotin-avidin-peroxidaza.
K tomuto komplexu se pfida peroxidu vodiku jako substrat. Po pfidani peroxidu
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vodiku ke komplexu a dalSiho substratu maZzeme detekovat barevnou zménu pomoci
svételného mikroskopu [22]. Namisto biotinu miZze byt pouZit také digoxigenin, ktery
muzeme nasledné stanovit pomoci specifické anti-digoxigeninové protilatky [24].
Z davodu finanéni narocnosti byla vytvofena alternativa, ktera nevyuziva dUTP a
dals$i komponenty s nim spojené, nybrz je zaloZzena na inkorporaci 5-brom-2'-
deoxyuridin 5'-trifosfatu (BrdUTP) do fetézce DNA. BrdUTP muaZe byt po inkorporaci
detekovan pomoci protilatky anti-BrdUTP, ktera je konjugovana napf. s
fluoresceinisothiokyanatem (FITC). Po navazani protilatky s FITC muze byt barevna
zmeéna analyzovana napfiklad pomoci pritokové cytometrie [25]. Princip TUNEL

assay znazornuje obr. 3.

Obr. 3: Princip TUNEL assay. A - TdT inkorporuje do fetézce DNA dUTP znaceny biotinem,
ktery je nasledné rozezndm avidinem. Na avidinu je navdzana peroxidaza a ta po pfidani
H,O, zméni barvu, kterou detekujeme. B - detekce fragmentované DNA diky inkorporaci
BrdUTP. Ten je néasledné rozeznam protilatkou anti-BrdUTP, znacenou FITC, jehoZz
barevnou zménu detekujeme (upraveno) [26].

Fragmentace DNA nastava v pozdni fazi apoptézy a pomoci TUNEL assay,
ktera je velmi specificka, se velmi dobfe detekuje. Nicméné k rozpadu DNA dochazi
také béhem nekrdzy, a proto se musi k jistému prikazu apoptdzy vyuzit jesté jinych

doprovodnych testu zaloZenych na jiném principu [27].
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1.4 Kometovy test

Kometovy test, neboli jednobunécna gelova elektroforéza (,single cell gel
electrophoresis, SCGE), je metoda, pomoci niZz muzZeme vizualizovat zlomy
deoxyribonukleové kyseliny v jednotlivych burikach. Cely postup kometové analyzy
spociva ve fixaci zkoumanych bunék do agarézového gelu, nasledné lyzy bunécéné a
jaderné membrany, rozpleteni DNA nasledované elektroforézou, neutralizaci a
detekci zkoumanych bunék ve fluorescenénim mikroskopu [28]. Vysledny obraz
jedné buriky po analyze pfipomina kometu, jak znazorfiuje obr. 4. Kometa se sklada

z hlavy a ocasu.

Obr. 4: Obraz buriky po kometové analyze. Zakladni rozdéleni komety na hlavu a ocas.

1.4.1 Historie kometové metody

O budouci vznik a rozvoj kometové analyzy se zaslouZzili panové Rydberger a
Johanson jiz v roce 1978, kdy vytvofili metodu pro detekci zlom molekuly DNA [29].
Ke kvantifikaci poSskozené DNA pouzili zafixovani bunék do agardzy, nasledovala
lyza bunék, po které pfisla na fadu denaturace DNA pomoci NaOH, neutralizace a
cely proces byl zakon€en obarvenim DNA pomoci akridinové oranze. Rozdil mezi
Cervenou a zelenou fluorescenci z obarvenych bunék urCoval stupen poskozeni
méfené DNA. Bunky s menSim poskozenim DNA fluoreskovaly zelengji, zatimco
buriky s vice poSkozenou DNA fluoreskovaly Cervené. Cely jejich experiment byl

zaloZzen na dvou pfedpokladech. Prvni, Ze dvoufretézcova DNA obsahujici ve své
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struktufe vice poskozeni denaturuje rychleji do jednofetézcové formy DNA v mirné
alkalickém prostfedi. Druhy pfedpoklad se tykal barveni, konkrétné toho, Ze molekuly
akridinové oranze pfi relativné vysokych koncentracich tvofi polymery
s jednofetézcovou DNA vrozsahu jeji délky. Vysledny polymer barvy a
jednoretézcové DNA fluoreskuje Cervené. Naopak do dvouretézcové molekuly DNA
interkalace akridinové barvy neprobihd, a to zpusobuje fluorescenci pozorovatelnou
v zelené Casti spektra [29].

Samotny vznik metody nastal vroce 1984 [30]. Na mysSi lymfatické buriky,
které byly umistény na podloznich sklickach v agardze, aplikovali gama zéfeni a po
jejich lyze nasledné provedli elektroforézu v neutralnim prostfedi. Ta ukazala, Ze pfi
zvySeném mnozstvi gama zafeni dochazi k navySeni poSkozeni DNA, ktera
nasledné migruje v gelu rychleji. Jako jedni z prvnich také uvedli vysokou citlivost
metody, kdy byli schopni zaznamenat poSkozeni DNA jiz pfi 50 rentgenech, coz
odpovida dnesnim 0,5 Gray (Gy). K barveni pouZili opét akridinovou oranz [30].

Singh vroce 1988 publikoval dalSi modifikaci, tentokrat proved|
elektroforézu v alkalickém prostfedi. Vedla ho k tomu skute€nost, Ze pfi neutralni
elektroforéze, kterou provadél, se pfi zvySujicich davkach rentgenového zareni
nezvySovala také délka migrace DNA. To pfisoudil faktu, Ze DNA z lyzovanych bunék
byla v agar6ze ve formé suprahelixové struktury, coZz znemoznilo jeji migraci. Pro
vyfeSeni tohoto problému zvolil tedy alkalickou verzi elektroforézy, jelikoz odstrariuje
u DNA jeji suprahelixovou strukturu a denaturuje dvouretézcovou DNA na
jednoretézcovou. Za pouziti dalSich drobnych Uprav se vygenerovaly dvé zakladni

verze kometoveé analyzy, a to konkrétné neutralni a alkalicka [31].

1.4.2 Neutralni a alkalicka verze

Pomoci neutralni verze kometové analyzy detekujeme pfevazné dvou-
fetézcové zlomy (,double strand breaks“, DSBs) v DNA, protoZze metoda postrada
krok pro denaturaci DNA. Modifikaci béZného postupu neutrdini verze se daji
detekovat i zlomy jedno-fetézcove (,single strand breaks”, SSBs), ale je vyZadovana
vySSi teplota a inkubace s proteazou. Ovéfeni, Ze jednofetézcové zlomy se nedaji
detekovat béhem neutralni verze, se da pomérné snadno potvrdit pouzitim peroxidu
vodiku, ktery jiz pfi velmi malych koncentracich zpasobuje tisicindsobnou pfrevahu

jedno-fetézcovych zlomu nad témi dvouretézcovymi [28].
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PFi vyuziti alkalické verze se daji detekovat zlomy dvoufetézcové, jedno-
fetézcové a apurinové nebo apyrimidinové (AP mista), coZ jsou mista v DNA
postradajici bazi ve své struktufe. AP mista jsou alkalilabilni a pfi alkalické verzi
kometoveho testu, kdy je vysokd hodnota pH, jsou pfeménéna na jednofetézcové
zlomy v DNA [28,33]. V sou¢asné dobé se da vyuZzit jeSté kombinace obou metod
v podobé alkalicko-neutralni verze [28].

1.4.3 Princip a postup

Nejdfive je nutné pfipravit podlozni sklicka potazena agarozou, ve které jsou
zafixovany vysSetfované bunky. Po zatuhnuti agarézy nastava lyza bunék, konkrétné
rozruSeni jaderné a buné&né membrany, aby v nadchazejicich krocich mohla
vycestovat poSkozend DNA. Pfi pouziti alkalické verze kometové analyzy jako dalSi
krok probiha rozplétani DNA v alkalickém pufru. Diky vysoké hodnoté pH alkalického
pufru mohou vzniknout i jednofetézcove zlomy. V pfipadé neutralni verze k tomuto
kroku nedochazi. Nasleduje elektroforéza, kdy zaporné nabitd DNA putuje ke kladné
nabité elektrodé. Vzapéti se podlozni sklitka umisti do neutralizacniho pufru. Po
promyti v destilované vodé zbyva pouze obarvit buriky vhodnym barvivem a vysledky

analyzovat. Schéma metody je znazornéno na obr. 5 [28,31].
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Obr. 5: Princip kometové analyzy, alkalicka verze. Na zacatku aplikujeme buriky spoleéné
s agarozou na podlozni sklicko. Po zafixovani bunék v agar6ze dochazi k lyze bunék, dojde
k rozruSeni jaderné a bunééné membrany. Po rozruSeni membran dochéazi k rozpleteni DNA
v alkalickém pufru, kde nasledné probéhne i elektroforéza, kdy zaporné nabita molekula
DNA putuje ke kladné nabité elektrodé. Po vycestovani DNA nastava neutralizace, po které
je DNA obarvena a nasledné analyzovana (upraveno) [32].
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1.4.3.1 Priprava vzorku

Pfiprava podloznich sklicek pro kometovou analyzu je prvni a zaroven velmi
dalezity krok pro uspéSnou analyzu vyslednych komet. Cely experiment totiz spociva
v manipulaci s témito skly potazenymi agardézou, a proto je velice dilezité zvolit
spravnou koncentraci agar6zy, nebo napfiklad dostateCnou dobu na zaschnuti
agarozy, aby se nasledné ze sklicek bé&hem experimentu neoddélila. Pocet
jednotlivych vrstev agarozy je v rozmezi jedné az tfi [33]. Pokud se pouZije pouze
jedna vrstva, bunky jsou smichany v nizkotuhnouci agaréze (,low melting point",
LMP), kter4 se po rozpusténi vytemperuje na 37 °C. Tato smés je aplikovana pfimo
na podlozni sklicka. DalSi varianta je vyuZzit tfi vrstvy agardzy. Nejdfive se aplikuje
prvni vrstva klasické agarézy, ktera polymeruje pfi teploté kolem 50 °C [34]. Na ni se
po zaschnuti aplikuje vrstva obsahujici buriky. Treti vrstva, obsahujici opét LMP
agardzu, se aplikuje z davodu vyplnéni volnych otvord ve druhé vrstvé a také aby se
zvysSila vzdalenost mezi burikami a povrchem gelu [33]. Posledni varianta spociva
v tom, Ze se na vrstvu klasické agardzy aplikuje LMP agar6za s bunkami. PFi vybéru
vicevrstevné varianty se podlozni skli¢ka pfikryvaji krycim sklickem z divodu lepSiho
rozvrstveni gelu a ke zvySeni adheze agar6zy. K urychleni tuhnuti agarozy se sklicka
umistuji do lednice. Koncentrace agarézy se pohybuje okolo 1 % [35]. MnoZstvi
bunék aplikovanych na jedno sklicko by mél v kone¢ném vysledku poskytovat
jednotky bunék v zorném poli mikroskopu. To odpovida pfiblizné desitkam tisic
bunék, ovSem zaleZi to i na jejich typu [33]. Pro lepsi pfilnuti agar6zy se mohou
vyuZzit sklicka se zdbrusem. Upravenim skliCek nicméné klesa kvalita vysledného
obrazu pfi jeho analyze. Jako alternativa by se mohla pouzit sklicka vyrobena

Z jiného materialu, napfiklad z plastu [36].

1.4.3.2 Lyza bun ék

Po zatuhnuti agar6zy s bufkami se podlozni sklicka umisti do lyza¢niho pufru,
s vysokym obsahem soli a detergentd alespon na jednu hodinu. Puvodni lyzacni
roztok sestaveny dr. Singhem obsahoval: EDTA, NaCl, 1% N-lauroylsarkozin, Tris, s
naslednou Upravou na pH = 10 [37]. Tésné pfed pouzitim pufru se pfidal 1% Triton X-
100, u kterého se nasledné prokazalo, Ze UspésSné lyzuje buriky dostate¢né, proto se
mohlo upustit od pouzivani 1% N-lauroylsarkozinu [38]. Jako prevence proti

radikalové vyvolanému poskozeni DNA asociovanému s uvolnénim Zeleza béhem
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lyzy erytrocytl, které jsou pfitomny ve vzorcich ztkané akrve, se k pufru zacal
pridavat dimethylsulfoxid [35]. Jinak se sloZeni pufru v pribéhu let pfili§ nezménilo,
ale zalezi také do zna¢né miry na typu bunék, protoZze nékteré vyzaduji vice
detergentll ke kompletni lyze. Pro stabilitu agar6zového gelu a lepsi lyzy bunék se
doporucuje vychladit lyzaéni pufr. Jak jiz bylo fe€eno v Gvodu, béhem lyzy dochazi
k rozruSeni bunécné a jaderné membrany, coz nasledné umoZzni vycestovani
fragmentované DNA a zéaroven jsou ostatni bunécné kompartmenty a proteiny
vyplaveny do lyza¢niho roztoku, kde po vyjmuti sklicek z tohoto pufru také zlistanou
[33].

1.4.3.3 Alkalickeé rozplétani

Nez se DNA rozdéli pomoci elektroforézy, je nutné rozplést jeji suprahelixovou
strukturu. K tomu napomaha ponofeni oplachnutych skli¢ek po lyze do alkalického
pufru, ktery nasledné slouzi i k elektroforéze. Roztok pro alkalické rozplétani ma
vySSi pH. Konkrétné se hodnoty pH nachazi okolo pH = 10, kdy pfi prvnim pouziti
této metody bylo dokonce pouzivano i pH 213. Takto vysoké hodnoty pH jsou
dalezité pro tvorbu jednofetézcovych zloma, které vznikaji u alkalilabilnich mist, coz
jsou napfiklad mista DNA postradajici ve své struktufe dusikatou bazi. Pfi alkalické
verzi kometového testu mizeme jeSté detekovat zlomy dvouretézcové. Alkalicky
roztok je slozeny z EDTA a hydroxidu sodného. Doba, ktera se vyuziva k alkalickému

rozplétani, neni napfi¢ studiemi jednotné [35].

1.4.3.4 Elektroforéza

Typické obrazky komet, které mazZzeme vidét po vyhodnoceni, vznikaji pravé
v pribéhu elektroforézy. DNA je diky fosfatovym skupindm ve své struktufe zaporné
nabita, tudiz béhem elektroforézy putuje ke kladné elektrodé. Elektroforéza probiha
v pufru pro alkalické rozplétani, vyuzivd se tedy i zde alkalického roztoku pro
rozplétani DNA. Podminky zvolené v pavodni praci Singha a kolektivu byly 25 V pro
elektrické napéti a 300 mA pro elektricky proud, kdy samotna elektroforéza probihala
20 minut [37]. V souCasnosti je na trhu velké mnozstvi komeréné dostupnych
elektroforetickych soustav, takze se mizeme také setkat se znacenim napéti V/cm,
kdy se nejCastéji pouziva rozmezi mezi 0,7-1,0 V/cm [33]. Rozdilné hodnoty plati i

pro proud a samoziejmé& samotnou délku elektroforézy. Co se teploty tyce, je
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doporudovana spiSe nizSi teplota, ktera zajiStuje lepSi vysledky. VSechny vyse
zminéné parametry zalezi také na velikosti zvolenych bunék a Gcelu, ke kterému byla

kometova analyza pouzita [37].

1.4.3.5 Neutralizace

Po elektroforéze v alkalickém prostfedi nasleduje neutralizace, kdy jsou
sklicka ponofena do neutralizaéniho pufru. Ten obsahuje Tris s upravenym pH na
hodnotu pH = 7,5 [37]. Opakované promyti v neutralizacénim pufru se provadi u
experimentl, kdy je béhem vyhodnocovani pozorovan rusivy efekt pozadi. OvSem
musime pocitat s tim, Ze pfi kazdé manipulaci se skly se zvysSuje riziko ztraty gelu s
agarézou z podloznich sklicek. Po neutralizaci sklicka opatrné oplachneme

v destilované vodé a mizeme prejit k barveni a naslednému vyhodnoceni testu [35].

1.4.3.6 Barveni DNA a vizualizace komet

Existuje mnoho specifickych barev k barveni DNA a tim k vizualizaci komet.
Volba té spravné zalezi do zna¢né miry na vybéru a moznostech dané laboratore.
Jejich vliv na samotnou citlivost a spolehlivost testu by mél byt minimalni [33].
NejCastéji pouzivané barvy jsou fluorescencni, kam fadime ethidiumbromid,
propidiumjodid, 4,6-diamidin-2-fenylindol (DAPI), SYBR Green |, anebo barviva
Hoechst, kde je princip barveni DNA zaloZen na tom, Ze barva interkaluje do malého
Zlabku dvouSroubovice DNA, predevSim do mist bohatych na adenin a thymin [39].
Historicky je nejvice pouZivany ethidiumbromid, ale kvdli jeho toxicité a mutagennim
zaroven SetrnéjSi k zivotnimu prostfedi [40]. Pro opakované vyhodnocovani jiz
obarvenych komet Ize pfidat latky zabranujici ztraté barviva [41]. Do
nefluoreskujicich technik pro vizualizaci komet Ize zafadit barveni pomoci dusi¢nanu
stfibrného [33].

1.4.3.7 Hodnoceni komet

Nejjednodussi a nejrychlejsi postup, jak zhodnotit vzniklé komety, je vizualni
hodnoceni. Pfi nasledném hodnoceni lze komety obodovat a rozdélit dle jejich

poSkozeni do jednotlivych skupin. Podle hodnoceni dle Collinse vyuZijeme rozdéleni
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na skupiny 0-4, kdy s rostoucim Cislem roste i poSkozeni DNA, tedy se zvétSuje ohon
komety, viz obr. 6 [42]. Nevyhoda vizualniho hodnoceni spociva v pouziti lidského
faktoru, kdy muaZe dochéazet k subjektivnimu hodnoceni a v poskytnuti pouze
zakladniho rozdéleni. Proto v dnesni dobé existuje celd fada softwarl a aplikaci,
které dokazi jednotlivé komety zanalyzovat. Jako pfiklad mizZeme uvést programy
CASP, LUCIA, OpenComet nebo CometScore [43,44]. Softwary nabizi hodnoceni
zcela automaticke, kdy si program sam komety vybere a vyhodnoti, nebo si mizeme
tento vybér sami vytvofit, coZ je vétSinou jedina moZznost u volné dostupnych
programud. V obou pfipadech poskytuji nasledné programy mnoho (daji jako
napfiklad délku komety, jeji intenzitu, velikost hlavy, velikost ocasu, procenta DNA
v hlavé nebo v ohonu a dalSi. Dnes se setkavame nejcastéji s parametrem % DNA
v ohonu [34].

Obr. 6: Vizualni skérovani komet. Rozdéleni komet do skupin od 0-4 dle poSkozeni DNA,
kde se vzristajicim cislem, roste fragmentace DNA. A — Zadné nebo velmi malé poSkozeni,
B — malé poSkozeni, C — stfedni poSkozeni, D — velké poskozeni, E — vysoké poSkozeni,
potencialni apoptéza nebo nekréza (upraveno) [15].

1.4.4 Kometova analyza a apoptéza

Pokud je vétSina DNA obsaZena v ohonu komety, velikost hlavy je tim
zredukovana a vysledny obraz komety je oznadovan jako ,hedgehog“. Pfi vizualnim
hodnoceni by tato kometa odpovidala skupiné 4 [45]. ,Hedgehog" byly po dlouhou
dobu povaZzovany za komety znazornujici apoptozu. V pfipadech, kdy je burka

vazné poskozena, je mozné, Ze se spusti programovana bunééna smrt. Nicméné ve
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vétSiné pfipadd nelze toto tvrzeni generalizovat, a to z nasledujicich divodd. 1)
Apoptdza je proces nevratny, ale bylo prokdzano, Ze bunky oSetfené subletalni
davkou H,0O, byly identifikovany jako ,hedgehog” [42]. Po ¢ase ovSem tyto komety jiz
nebylo mozné nalézt z divodu opravy DNA zlomu, coz by zakladni charakteristiku
apoptézy vyvracelo. 2) Pfi apoptdze dochazi ke znacné fragmentaci DNA. Vzniklé
fragmenty dosahuji velice malych velikosti v Fadech nékolika bazi. Tyto malé kousky
DNA by po lyze bunék nebo elektroforéze zmizely, a proto by nebylo mozné po
vyhodnoceni nalézt ,hedgehog" komety [36].

Nemoznost vyuZziti klasické verze kometového testu pro detekci apoptézy byla
prokdzana napfiklad ve studii Morleye a kolektivu [46]. Po zafixovani bunék
v agaréze a pred lyzou samotnych bunék byly apoptotické buriky identifikovany
pomoci annexinu V. Tato fluorescenéni barvici metoda je zaloZzena na faktu, Zze se na
apoptotickych bunikdch na pocCatku apoptézy translokuje fosfatidylserin z vnitini
strany membrany na vnéjSi. Na fosfatidylserin, ktery za béZnych okolnosti laka
makrofagy k pozfeni apoptotickych bunék, se navaze annexin V, coz detekujeme
zelenou barvou v mikroskopu. V pfipadé pozitivnich bunék na annexin V byly
vysledné komety stéZi detekovatelné z ddvodu odplaveni vysoce fragmentované
DNA béhem elektroforézy [45,46].

Singh v roce 2000 popsal znacné pfepracovany kometovy test, kdy se daji
apoptotické bunky vizualizovat. Buriky umisténé v agaréze jsou lyzovany, nicmené
neprobéhne elektroforéza, namisto které DNA precipituje pomoci ethanolu. Tato
metoda se pojmenovala jako ,DNA diffusion assay” a lze podle ni odliSit buriky
apoptotické od nekrotickych pod fluorescentnim mikroskopem dle morfologickych
zmén [47]. Co se apoptozy tyCe, lze nékteré bunky s jistotou pomoci kometové
analyzy jako apoptotické urcit. Musi se ale nachazet jiz v pozdni fazi apoptozy, coz

musi byt prokazano jinym testem [48].

1.4.5 DalSi vyuziti kometové analyzy

Kometovy test Ize zafadit mezi standardni testy pro méfeni G€inkd novych léku
nebo kosmetiky na lidské télo, €i pro stanoveni toxicity chemikalii. Hlavnimi
prednostmi jsou rychlost, snadna proveditelnost a pouzitelnost pro vSechny tkané,
které mohou byt pfipraveny jako jednobunécné suspenze. PFfi méfeni citlivosti, ve

smyslu detekce mutagenu, karcinogenl a vyhybani se faleSné pozitivnim vysledkim,
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dosahovala metoda stejnych vysledkl jako pfi jinych testech na toxicitu latek, kam
muazZzeme zaradit napfiklad test na méfeni mikronuklei nebo chromozomalnich
aberaci. Testovani probihalo s bufkami HepG2, na které pUsobily razné chemické
latky s toxickym uc€inkem [49]. Zajimavy experiment provedli Kirkland a Speit, ktefi
nasli v literatufe 67 chemikdlii, které jsou prokazatelné zndmé svoji karcinogenezi,
ale pfi testech na méreni mikronuklei vySly hodnoty negativné, tedy, Ze nejsou
chemikalie pro télo zavadné. Kometovy test ovSem zafadil 90 % stanovovanych
chemikalii jako toxickych. Dale bylo zjisténo, ze 78 % chemikalii, které nezplsobuji
genetické zmény, vykazovaly negativni vysledek a tim byla prokazdna pomérné
velka specifita kometového testu [50].

Lidsky biomonitoring je dalSi odvétvi, kde muze byt kometovy test aplikovan.
MuUzeme sem zarfadit monitorovani expozice genotoxickym chemickym latkdm nebo
zareni, hodnoceni oxida¢niho stresu spojeného s ruznymi lidskymi nemocemi, anebo
detekci DNA spojenou s koufenim. Obecné plati, Ze i kdyz jsou mezi zkoumanou a
kontrolni skupinou subjektdl nalezeny vyznamné rozdily, nelze z vysledkl
kometového testu diagnostikovat nemoci jako rakovina z davodu interindividualniho
rozdilu v jednotlivych skupinach zahrnujicich rozdily ve stravé, miry stresu nebo
druhu infekce [36]. Jako prfiklad lidského biomonitoringu mazZzeme uvést studii
provadénou na pracovnicich spolecnosti vyrabéjici polyakryl v iranském mésté
Isfahan [51]. Jako vzorek byla odebrana krev pracovnikd tovarny a kontrolni skupina
byla vybrdna zfad personalu tovarny pracujicich v kancelafich, konkrétné se
zkoumaly bilé krvinky. Vysledky byly nésledujici. MnoZstvi poSkozené DNA bylo ve
skupiné pracovnikl tovarny signifikantné vétSi nez v kontrolni skupiné. Konkrétné
hovofime o Cislech 3,87 oproti 1,52, kdy byl zvolen ukazatel tzv. tail moment. Talil
moment je dalSi parametr, dle kterého mizeme hodnotit vysledek kometového testu
a znaci procenta DNA v ohonu nasobena délkou ohonu [51].

Kromé zkoumani poSkozeni lidské DNA muZzeme kometovy test dale vyuZzit pfi
nutriénich studiich, pfi studiu vlivu ur€itych onemocnéni na kvalitu DNA nebo pro
testovani kvality Zivotniho prostfedi [52,53]

O kometovém testu mizZeme fici, Ze je to velmi rychlg, citlivd, na vybaveni a
finance nenaro¢na metoda, ktera nachazi uplatnéni v mnoha odvétvich, hlavné
v méfeni genotoxicity latek. Na vytvoreni vysledku staCi pouze malé mnoZzstvi bunék,

coZz ve srovnani s ostatnimi genotoxickymi testy poskytuje také velkou vyhodu.
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Pokud se pouzije klasicky protokol pro kometovou analyzu, Ize stézi odliSit apoptézu
od genotoxického poSkozeni bunék bez vyuZziti jesté doprovodného testu [31].

1.5 Senescence

Senescence neboli bunééné starnuti je proces, pfi kterém je jiz vyCerpan
proliferaéni potencial bunky, neprobihda dale bunécny cyklus a samotnd burka
prodélavd cCetné morfologické zmény. PFi pohledu nalidsky organismus
z makroskopického hlediska dochazi pfi starnuti k chatrani télesné schranky,
snizovani funkce organu, zhorSeni smysl(, coz je pravé projevem nedostatec¢né
bunééné obnovy a pfechodu bunék do senescence [54]. Poprvé mizZzeme hovofit o
pojmu senescence ve spojitosti se studii Hayflicka a Moorheada v roce 1961 [55]. Ti
na lidskych embryonalnich fibroblastech prokazali, Ze somatické nenadorové buriky
mohou projit jen uritym poctem bunécnych déleni [55]. Nasledné diky zkraceni
telomer a nemoznosti aktivovat bunéény cyklus muze burka pfejit do senescence.
Pozdéji byl jev, kdy bunka prochazi pouze omezenym pocétem bunécnych déleni

oznacen jako Hayflickav limit [54].

1.5.1 Bunécny cyklus

Bunécny cyklus je proces, kterym prochazi bunka mezi jednotlivymi
bunéénymi délenimi. Na konci bunééného déleni vznikaji z jedné materské buriky
dvé dcefiné. Béhem kazdého bunéfného cyklu dochazi k manipulaci s DNA, a proto
je velmi dulezité, aby cely proces probéhl bezchybné. Z tohoto dlivodu zde mGzZzeme
najit mnoho kontrolnich mechanismd a kontrolnich bodd, jeZz jsou soucasti
jednotlivych fazi bunééného cyklu [56].

NejzakladnéjSi rozdéleni buné&ného cyklu je na dvé &asti, interfazi a M-fazi.
Interfaze je roz¢lenéna na G1 fazi, ve které dochazi ke zvétSovani buriky, z dvodu
zdvojeni bunééné hmoty a vytvoreni komponent pro dalSi fazi, kterou je S-faze. Ta je
oznaCovana jako faze synteticka, jelikoz se v ni replikuje jaderna DNA. Po zdvojeni
DNA pfichazi na fadu G2 faze, ve které se burnka pfipravuje na samotné déleni.
Pfiprava na rozdéleni probiha tak, Ze burika znasobi svoje organely a syntetizuje
proteiny potfebné pro posledni fazi bunétného cyklu. Tou je mitéza. Mitéza je

zakoncena cytokinezi, kdy dojde k rozdéleni matefské buriky na dvé dcefiné. BEéhem
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G1 faze muze bunka prejit také do GO faze, coz je faze klidova, do niz vstupuji buriky
jiz pIné diferenciované, coz mohou byt pravé burky senescentni [56].

Kontrolni mechanismy bunécného cyklu probihaji na vice arovnich. Jednim
znich je cyklin-dependentni kinazova regulace. Ta spociva v aktivaci cyklin-
dependentnich kinaz (,cyclin-dependent kinases“, CDK) pomoci cyklind. Cykliny
zmeéni konformaci cyklin-dependentni kinazy, ¢imz se stanou tyto kindzy vice aktivni
ve smyslu zvySeni jejich afinity k substratu. Konkrétni mechanismus CDK spociva ve
fosforylaci proteind  zodpovédnych za regulaci bunééného cyklu. Tyto
serin/threoninové kinazy a cykliny jsou specifické pro jednotlivé kroky bunééné cyklu.
Pomoci jejich koncentrace tedy mizeme identifikovat, v jakém stadiu se bunécny
cyklus nachazi [57].

CDK mohou byt inhibovany pomoci inhibitori bunééného cyklu nazyvanych
cyklin-dependentni kinazové inhibitory (,cyclin-dependent kinase inhibitor*, CKIl). CKI
se vazi na samotné CDK, nebo na komplex CDK s cyklinem, ¢imzZ reguluji jejich
aktivitu. Byly identifikovany dvé odliSné rodiny CDK inhibitort, a to konkrétné INK4 a
Cip/Kip. INK4 obsahuje proteiny pl15, p16, p18, p19, které vytvafi s CDK komplex
zabranujici navazani cyklin béhem G1 faze bunéfného cyklu. Rodina Cip/Kip
obsahuje proteiny p21, p27, p57 a inhibice spociva v inaktivaci komplexu CDK-cykKlin
béhem celého buné&ného cyklu [58].

Exprese CKI je regulovana vnitfnimi i vnéjSimi signaly, kdy napfiklad exprese
p21 je pod kontrolou proteinu p53, ktery byl jizZ zminén pfi aktivaci apoptdzy. Protein
p53 je velice dulezity nddorovy supresor, ktery reguluje expresi mnohych proteina

GCastnicich se rastu bunék, opravy DNA nebo jiz zmifiované apoptozy [59].

1.5.2 Zkracovani telomer a ostatni faktory zp  Gsobujici senescenci

Telomeraza je specializovana reverzni transkriptaza, kterd svou aktivitou
prispiva k prodluzovani telomer, ¢imz napfiklad nadorovym bunkam umoziuje
nekonecnou proliferaci. VétSina nenadorovych diferenciovanych somatickych bunék
oproti naddorovym burikam, diky zkracovani telomer pfi bunééném cyklu, ¢asem
dosahne replikaéni limit a prestane se délit. To je zpUusobeno pravé neaktivni
telomerazou [60]. Telomery nachazime na koncich chromozomu, kde plni ochranou
funkci. PFi replikaci bylo in vitro u bunék pozorovano zkraceni telomer o 50-200 bp

v zavislosti na typu bunky [61]. Pfi pfekro€eni ur€ité minimalni délky telomer by
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mohlo dojit k poSkozeni chromozomalni DNA, proto bunka mulze prejit z divodu
ochrany vlastni DNA do senescence [62].

Kromé zkracovani telomer miZze indukovat senescenci velké mnoZzstvi dalSich
faktorll. Mezi tyto faktory mizeme zafadit latky poSkozujici DNA nebo ionizujici
zareni, které maze zpuUsobit az zastaveni bunééného cyklu. Naopak IéCiva, ktera
indukuji poSkozeni DNA, zamérné mohou zpusobit starnuti nadorovych bunék. Tento
fenomén nazvany ,senescence vyvolana léCivy* maze byt pouzit k Ié¢bé nadorovych
onemocnéni [63,64]. Velky vliv na vyvolani senescence maji DSBs vzniklé pfimo
z vySe uvedenych faktorl nebo vzniklé nepfimo ze zlomd jednofetézcovych pfi

oxida¢nim stresu [65].

1.5.3 Biomarkery senescence

Mezi biomarkery senescence patfi morfologické zmény, ukonéeni bunécného
cyklu nebo napfiklad se senescenci asociovana [(-galaktosidazova aktivita
(,senescence-associated beta-galactosidase”, SA-B-Gal) [66].

Bunétna senescence je zpravidla doprovazena pomérné znacnymi
morfologickymi zménami, které zavisi na zpusobu indukce senescence. Muzeme
sem zaradit zvétSeni bunky, jeji zplosténi a také byla pozorovana mnohojadernost
[61]. Pri potlaeni exprese proteinu p400 byl pozorovan navic vietenovity tvar buriky
[67], anebo se pfi indukci senescence objevila zna¢na vakuoalizace zpusobena
Spatnou funkci endoplazmatického retikula [68].

Ukonceni bunécného cyklu je velice dobry ukazatel bunééné senescence jak
in vitro, tak také in vivo. Nicméneé i jiné procesy mohou koncit zastavenim bunécného
cyklu, a proto nelze tento marker povaZzovat za specificky pro senescenci [69].

SA-B-Gal je enzym, ktery je ve zvySené mife exprimovan v senescentnich
bunkach, kde mazeme jeho reakéni optimum méfit pfi pH = 6. Bunky, které se
nenachazeji ve fazi senescence, vykazuji také [(-galaktosidazovou aktivitu v
lyzozomech, nicméné jeji optimélni pH je okolo pH = 4. Tento biomarker je velice
spolehlivy pro méfeni senescence [66].
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1.6 Detekce fragmentace DNA u vybranych latek atox int

1.6.1 Nanogéastice TiO ,

Nanocastice oxidu titani€itého (,titanium dioxide nanoparticles®, TiO,-NPs)
jsou v dnesni dobé hojné vyuzivany v mnoha odvétvich, ¢asto je mizeme také nalézt
ve farmaceutickych a kosmetickych pfipravcich z davodu jejich unikatnich vlastnosti
a malé velikosti, hlavné pokud hovofime o nanodasticich mensich nez 100 nm.
Nachazime je v plastech, potravinach, zubni pasté nebo v opalovacich krémech.
PFirodné se oxid titani€ity nachazi ve tfech krystalickych modifikacich. NejCastéji to je
struktura rutil, dale anatas a brookit. Tyto struktury jsou vyuZzivany i pfi vyrobé
nanocastic, nebo se vyuzZivaji jejich kombinace [70].

Velice slibné se jevi vyuziti TiO,-NPs napfiklad ve spojeni s umélymi
implantaty. Byla prokazana lepSi migrace, adheze, proliferace a nasledna
diferenciace mezenchymalnich kmenovych bunék do formy osteocytu, pokud byly
implantaty potaZzeny vrstvou téchto ¢astic. Touto modifikaci se nasledné mize nové
vloZeny implantat Iépe uchytit v organismu [71,72]. Velkou roli také hraje velikost
nanocastic, jelikoz mensi Eastice sice mohou zpUsobit lepSi adhezi bunék, nicméné
mohou byt zaroven pro organismus vice toxické. To dokazuji napfiklad testy
uvadeéjici, Zze po expozici TiO,-NPs o velikosti 20 nm bylo u hlodavci pozorovano
vySSi poskozeni plic nez u zvifat, ktera byla vystavena ¢asticim o velikosti 250 nm
[73]. V zdznamech mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (,international agency
for reseach on cancer”, IARC) mizeme TiO2-NPs nalézt jakoZzto latku s moznou
karcinogenezi pro ¢lovéka, tedy skupina 2B [74].

Pokud se podivame na méfeni toxicity TiO,-NPs pomoci kometové analyzy Ize
najit mnoho studii na rdznych velikostech nanocastic aplikovanych na razné typy
bunék. Vysledky se daji velmi obtizné generalizovat, protoze z 24 experimentl bylo 7
negativnich a zbytek pozitivni [75,76,77,78]

1.6.2 Cisplatina

Cisplatina, tj. cisdiaminodichlor platnaty komplex, je anorganicka latka,
vyuzivana velmi ¢asto jako cytostatikum k Ié¢bé nadorovych onemocnéni. Konkrétné
nachazi uplatnéni pfi Ié€bé mocového méchyre, hlavy, krku, plic, vaje€nika a varlat.

Mechanismus jejiho U€inku spodiva v navazani na purinové baze fetézce DNA,
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s kterymi vytvofi kovalentni vazbu. Po vytvofeni kovalentni vazby dochazi k tvorbé
,Cross-linkd* mezi jednotlivymi fetézci DNA nebo dokonce i vné jednoho fetézce, coz
nasledné vede k zastaveni replikace, jelikoZz neni mozné oddélit fetézec DNA. Ze
stejného davodu je burice znemoznéna i transkripce. PoSkozenim DNA v nadorovych
burikach muaze dojit az k zastaveni bunééného cyklu, coz maze zpusobit apoptdzu
aktivaci proteinu p53 [79].

Nevyhodou pfi |éCbé cisplatinou je jeji toxické plsobeni na organismus.
Vysoké davky cisplatiny mohou vést k oxidacnimu stresu vzniklému pravdépodobné
z vyCerpani glutathionu, coz je jeden z nejdulezitgjSich antioxidantl v téle. Tento
problém se muzZe projevit jako hepatotoxicita, tedy posSkozeni jater zpusobené
chemickym c¢inidlem. Podobné muze cisplatina také indukovat nefrotoxicitu. Ledviny
totiz akumuluji cisplatinu ve vétSi mife nez ostatni organy a také je hlavni cestou
jejino vyluCovani. To doklada fakt, Ze koncentrace cisplatiny je v proximalnich
tubuléarnich epitelidlnich bunkach pfiblizné pétkrat vétSi nez v séru. PFi zvySené
koncentraci cisplatiny dochazi také k inhibici syntézy karnitinu a k jeho zvySené
absorpci proximalnim tubulem nefronu, coz je zplsobeno pravé snizenou produkci
karnitinu. Nedostatek karnitinu mudze byt problematicky pfi tvorbé energie
v mitochondriich, jelikoz se U(€astni transportu mastnych kyselin z cytosolu do
mitochondrie béhem beta-oxidace mastnych kyselin [79,80]. Mezi dalSi organy
toxicky postizené cisplatinou mGzZzeme zaradit srdce, zaZivaci trakt, nebo je také
pouZzivani cisplatiny spojovano s nedoslychavosti [81].

Pozitivni vliv cisplatiny byl prokazan pfi |1é¢bé nadorového onemocnéni
tlustého stfeva. K vyhodnoceni byl pouzit kometovy test, kdy byl test analyzovan
pomoci vizualniho hodnoceni komet a pomoci % DNA v ohonu. Koncentrace
cisplatina 1 uM vedla u bunék LoVo, HCT-15, HCT-116 a HT55 ke snizené

fragmentaci DNA neZ u bunék kontrolnich bez oSetfeni cisplatinou viz tab. 1 [82].
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Tab. 1: Vliv 1 uM cisplatiny na nadorové buriky tlustého stfeva. SD = smérodatnd odchylka

(upraveno) [82].

typ bun ék kontrola (SD) cisplatina [L pM] (SD)
LoVo 17,45 (+ 4,12) 11,72 (£ 2,29)

HCT-15 21,42 (+ 4,05) 7,65 (+ 1,83)

HCT-116 15,08 (+ 3,27) 8,51 (+ 1,88)

HT55 17,82 (+ 2,75) 9,39 (+ 1,51)

Cytotoxické pusobeni cisplatiny bylo prokdzano jiz od koncentrace 8 uM, kdy
oproti kontrolnim burikam znaéné klesa viabilita zkoumanych bunék PC12. Nicméné
pfi zkoumani cytotoxicity pomoci kometoveho testu byly pozorovany mensi komety a
niz§i mnozstvi DNA v ohonu. To je pravdépodobné zplsobeno snizenou migraci

DNA, jelikoz cisplatina vytvafri s jednotlivymi fetézci DNA ,cross-linky* [83].

1.6.3 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je &ird kapalina majici silné oxidaéni i redukéni vlastnosti.
Velmi Casto se vyuZziva jako dezinfekce ve formé 3% vodného roztoku. Je pomérné
staly, nicméné v pfritomnosti nékterych latek, napfiklad platiny, stfibra nebo Zeleza se
pomeérné rychle rozklada [84]. Reakce peroxidu vodiku s dvojmocnym Zelezem je
zndma jako Fentonova reakce, kdy kromé trojmocného Zeleza vznika také velmi
reaktivni a toxicky hydroxylovy radikal [85]. Z tohoto divodu mGZeme peroxid vodiku
zafadit mezi reaktivni slou€eniny kysliku (,reactive oxygen species, ROS).
Hydroxylovy radikal, vznikajici také pfi ionizujicim zafeni, patfi mezi nejreaktivnéjsi
formy kysliku. Vyznacuje se okamzitou reakci s okolnimi biomolekulami, z nichz
odnima elektron. Ma také schopnost hydroxylovat purinové a pyrimidinové baze
v nukleovych kyselinach, ¢imz poskozuje zapis genetické informace [86].

Schopnost peroxidu vodiku produkovat poskozeni DNA diky oxida¢nimu
stresu zaradila tuto latku mezi latky vyvolavajici senescenci. Bunécna senescence
vyvolana pomoci oxida¢niho stresu se ukazala jako vyborny in vitro model pro
zkoumani starnuti bunék. Kromé peroxidu vodiku se vyuziva pro indukci senescence
ultrafialové zéareni, tert-butylhydroperoxid nebo nadbytek kysliku, z nichZz nejvice

pouzivany je pravé peroxid vodiku [87].
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Pomoci kometového testu byl potvrzen genotoxicky efekt peroxidu vodiku.
Napfiklad na burikdch HepG2 signifikantné roste poSkozeni DNA se vzrustajici
koncentraci peroxidu vodiku. Po 24 hodinové inkubaci nicméné dochazi k opravé
poskozené DNA viz obr. 7, kde byl pouzit 50 uM peroxid vodiku [88].

Obr. 7: Vliv doby inkubace peroxidu vodiku na poSkozeni DNA u bunék HepGZ2,
vyhodnoceno pomoci kometového testu. A — kontrolni buriky, B — buriky ovlivnény 5 min, C —
buriky ovlivnény 1 hodinu, D — buriky ovlivnény 24 hodin. Buriky byly ovlivnény 50 uM
peroxidem vodiku. DelSi komety reprezentuji vétsSi poSkozeni (upraveno) [88].
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2. CILE PRACE

Obsah diplomové prace je zaméfen na detekci fragmentace DNA indukované
toxiny metodou kometové analyzy. V prvni asti se prace zabyva optimalizaci
metody kometové analyzy. Optimalizovand metoda je néasledné aplikovana na

vybrané bunéc¢né linie a toxiny.

1. Optimalizace kometového testu pro analyzu DNA fr  agmentace

Zavedeni a optimalizace kometového testu na bunécné linii A549 ovlivnénych

toxinem t-BHP.

2. PouZiti optimalizovaného kometového testu ke stu  diu DNA fragmentace

indukované modelovymi toxiny

Aplikace optimalizovaného kometového testu na rGzné bunécné linie
inkubované s t-BHP, melaninem, cisplatinou, nanoc¢asticemi Al,O3 a, nanocasticemi

a nanovlakny TiO,.
3. Ke studiu DNA fragmentace vyuZzit suspenzni a adh  erentni bun é¢éné linie

Ke studiu DNA fragmentace byly vyuzity bunécéné linie A549, HK-2, SH-SY5Y
a MG-63.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam chemikalii

Agaréza GTQ (ROTH, SRN)
Deionizovanéa voda (G<0,1 uS)

Dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (C1oH14N2NaOg- H,O2; Mr =
372,24; Sigma Aldrich, USA)

Fosfatovy pufr podle Dulbecca, DPBS 10x (Molecular Probes, USA)
Hoechst 33258 (C,5H24NsO-3HCI-xH,O; Mr = 533,88; Sigma Aldrich, USA)
Hydroxid sodny pecky (NaOH; Mr = 40,0; Penta, CR)

Chlorid sodny (NaCl; Mr = 58,44; Sigma Aldrich, USA)

Kyselina chlorovodikova 35% (HCI; Mr = 36,46; Penta, CR)

Nizkotuhnouci agar6za LMP (Sigma Aldrich, USA)

Tris base (NH,C(CH20OH)s; Mr = 121,14, Sigma Aldrich, USA)

Triton TM X-100 (C14H220(C2H40),; Mr = 647; Sigma Aldrich, USA)

Vysokotuhnouci agar6za HMP (Sigma Aldrich, USA)
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3.2 Pristroje a laboratorni pom tGcky

Analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, SRN)

Elektroforeticka vana (Owl Separation Systems, USA)
Fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, JAP)
Inkubator s tfepackou (Grant Instruments, UK)

Kryci skligka (Hirschmann, CR)

Laboratorni sklo (bariky, kadinky) (Simax, Fisherbrand; CR, UK)
Lednice s mrazakem (-20 °C) (Liebherr, CR)

Magneticka michacka (Heidolph, SRN)

Magneticka michadla (Heidolph & Big Squit Star, SRN)
Mikrocentrifuga (Hettich, CR)

Mikrovinna trouba (LG, Jizni Korea)

pH metr (inoLab, SRN)

Pipety Finnpipette (Thermo Scientific, Finsko)

Podlozni skligka (Hirschmann, CR)

Spicky na pipety (Thermo Scientific, Finsko)

Trepacky, vortexy (Reax top Heidolph, SRN, IKA Sweden)
Vodni lazen (Major Science, USA)

Zdroj napéti (Major science, USA)

Software: Microsoft Office (Word, Excel), Nikon NIS-Elements, CometScore 2.0,
PhotoFiltre 7
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3.3 Priprava roztok G

Pracovni roztok DPBS (fedéno 10x)

Koncentrovany roztok DPBS jsme Fedili v poméru 1:10, napf. bylo pipetovano

2 ml DPBS do 18 ml deionizované vody.

Gel klasické agardzy (c = 1 %)

Gel klasické agardzy jsme pfipravili rozvafenim 1 g agarézy GTQ ve 100 ml

deionizované vody v mikrovinné troubé po dobu 2 minut.

Gel HMP agardzy (c = 1 %)
Gel HMP agar6zy jsme pfipravili rozpusténim 0,04 g HMP agar6zy ve 4 ml
PBS na vodni lazni pfi 90 °C.

Gel LMP agarozy (¢ = 1 %)
Gel LMP agar6zy jsme pfipravili rozpusténim 0,04 g LMP agarozy ve 4 ml

PBS na vodni lazni pfi 70 °C. Pro vytemperovani gelu LMP agarézy na 37 °C jsme

vyuzili inkubator.

Pracovni roztok NaOH (c = 4 M)

Pracovni roztok jsme pfipravili rozpusténim 16 g NaOH ve 100 ml

deionizované vody.

Zasobni pufr pro lyzi bunék

Zasobni pufr jsme pfipravili rozpusténim navazky 73,05 g NaCl (2,5 M);
18,612 g Na,EDTA (0,1 M) a 0,605 g Tris base v 500 ml deionizované vody. pH pufru
jsme upravili na pH = 10,1 pomoci NaOH (4 M) a pufr byl skladovan pfi 4 °C v lednici.

Pracovni pufr pro lyzi bunék

Pro pfipravu pracovniho pufru jsme pipetovali 600 pl Tritonu X-100 do 59,4 ml

zasobniho lyzaéniho pufru.
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Zasobni pufr pro alkalické rozplétani a elektroforézu

Z&asobni pufr jsme pfipravili rozpusténim 6 g NaOH (0,3 M) a 0,186 ¢
Na;EDTA (1 mM) v 500 ml deionizované vody. Pufr byl skladovan pfi 4 °C v lednici.

Z&sobni pufr pro neutralizaci

Z&sobni pufr jsme pfipravili rozpusténim 24,228 g Tris base (0,4 M) v 500 ml
deionizované vody. pH pufru jsme upravili na pH = 7,5 pomoci 35% HCI a pufr byl

skladovan pfi 4 °C v lednici.

Pracovni roztok pro barveni DNA (fedéno 1000x)

Pro pfipravu pracovni roztoku pro barveni jsme pfidali 1 pl Hoechst 33258 do

1 ml deionizované vody.
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3.4 Postup kometového testu

Pro provedeni kometového testu jsme vyuZili publikovany protokol [37], ktery

jsme upravili a optimalizovali pro pouZiti na naSem pracovisti.

3.4.1 Priprava skli éek a lyze bun ék

Rozvafenou agar6zu GTQ jsme nalili do k&dinky a umistili do ni podlozni
sklicka. Pfiblizné po 1 minuté jsme sklicka vyndali z kadinky a z jedné strany otreli
buni€inou a nechali zaschnout prvni vrstvu agarozy.

Po zaschnuti prvni vrstvy agarézy GTQ jsme aplikovali na tuto vrstvu 100 pl
rozvafené HMP agardzy a ihned zakryli krycim sklickem.

Po zaschnuti druhé vrstvy HMP agarézy jsme stahli kryci sklicka. Poté jsme
rozvafili LMP agarozu, kterou jsme nasledné vytemperovali (37 °C) a smichali
s bunikami tak, aby na jednom sklicku bylo pfiblizné 50 tisic bunék. Smés LMP
agarozy s burikami jsme aplikovali na druhou vrstvu agardzy a ihned zakryli krycim
sklickem.

Po zaschnuti LMP agardzy s bufikami jsme podlozni sklicka umistili na 1

hodinu do vychlazeného (4 °C) lyza¢niho pufru.

3.4.2 Doba alkalického rozplétani, elektroforézaa  neutralizace

V rdmci optimalizace doby alkalického rozplétani jsme testovali ponofeni
sklicek do alkalickeho pufru po dobu 20, 40 a 60 minut a nasledné jsme provedli
30minutovu elektroforézu. Pro testovani jsme vyuzili buiky A549 s/bez 500 uM t-
BHP.

Po alkalickém rozplétani jsme provedli elektroforézu. Pro optimalizaci doby
elektroforézy jsme testovali ¢asy 10, 30 a 50 minut pfi elektrickém napéti 25 V a
elektrickém proudu 300 mA. K testovani jsme vyuzili buriky A549 s/bez 500 uM t-
BHP.

Po elektroforéze jsme sklicka umistili do neutralizaéniho pufru. Celkem jsme
sklicka promyli v neutraliza¢nim pufru 3x po 5 minutach. Po poslednim promyti
v neutralizacnim pufru jsme sklicka umistili na 5 minut do deionizované vody a po

vyjmuti, jsme sklicka nechali oschnout.
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3.4.3 Barveni bun ék a vyhodnoceni komet

K obarveni bunék jsme pouzili pracovni roztok Hoechst 33258 pro barveni
DNA. Pipetovali jsme 150 pl tohoto roztoku na jedno sklicko. Po aplikaci tohoto
roztoku jsme umistili sklicka na 10 minut do inkubatoru, ktery byl vyhfaty na 37 °C.
Po inkubaci jsme sklicka promyli 300 pl pracovniho roztoku DPBS.

Po dokonc&eni pracovniho postupu jsme k detekci fragmentace DNA pouZzili
fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse 80i. Pro analyzu snimkd pofizenych

mikroskopem jsme vyuzili program CometScore 2.0.

3.4.4 Vliv zamrazeni bun ék

Vliv zamrazeni bunék na poSkozeni DNA byl testovan na bunécné linii HK-2
s/bez t-BHP (100, 500, 1000 uM). Pro testovani jsme zvolili bufiky bez zamrazeni a

nasledné jsme pouzili buriky, které byly zamrazeny 1, 2 a 7 dni.

3.5 Pouziti optimalizované kometové analyzy

3.5.1 Analyza bun éénych linii s toxiny

Optimalizovany kometovy test jsme také aplikovali na porovnani vlivu toxinu t-
BHP (100, 500, 1000 uM) na bunééné linie HK-2 a SH-SY5Y a k analyze vlivu
melaninu (0,002-20 pg/ml) na bufiky SH-SY5Y. Na bunécéné linii HK-2 jsme také
testovali U€inky cisplatiny (25, 50, 100 uM).

Pomoci optimalizovaného kometového testu jsme dale zkoumali vliv
nanocastic a nanovlaken TiO, (10, 50, 100 pg/ml) na buriky A549. PouZili jsme
nanocCastice TiO, P25 a nanovlakna TiO,. Pro porovnani jsme také testovali
nanovlakna Al,O3 (10, 50, 100 ug/ml).
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4. VYSLEDKY

4.1 Optimalizace postupu kometové analyzy

4.1.1 Optimalizace doby rozplétani

Pro optimalizaci doby rozplétani jsme vyuzili bunky A549 inkubované s/bez t-
BHP (500 uM; 30 minut). Dobu rozplétani jsme zvolili 20, 40 a 60 minut (graf 1, obr.
8). Z vysledku je patrné, Ze mezi ndmi zvolenymi Casy rozplétani, pfi kterych jsou
sklicka ponofena v alkalickém pufru, nedochazi k vyznamné zméné procentualniho
zastoupeni DNA v ohonu, tedy ke zméné rozplétani poSkozené DNA. Pro dalSi praci

jsme zvolili dobu rozplétani 40 minut.
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Graf 1: Vliv doby rozplétani na % DNA v ohonu. Buriky A549 byly inkubovany s/bez t-BHP
(500 uM; 30 min). Poté byly analyzovany Kometovou metodou (doba rozplétani: 20; 40; 60
min; elektroforéza: 30 min). Prdmér £+ SD (pocet nezavislych pokusd, n = 2; pocet
analyzovanych bunék, n = 30-35).
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Obr. 8: Vliv doby rozplétani na % DNA v ohonu.
Buriky A549 byly inkubovany s/bez t-BHP (500
uM; 30 min). A — kontrolni burika, B — 20 minut
rozplétani, C — 40 minut rozplétani, D — 60 minut
rozplétani.

4.1.2 Optimalizace doby elektroforézy

K optimalizaci doby elektroforézy jsme vyuZili buriky A549 po 40minutovém
rozplétani. Byly pouzity bunky inkubované s/bez t-BHP (500 uM; 30 minut). Doba
elektroforézy byla zvolena na 10, 30 a 50 minut (graf 2, obr. 9). Z vysledku je patrné,
Ze pii zvySujici se dobé elektroforézy dochazi také ke zvySeni procentualniho
zastoupeni DNA v ohonu. To je pravdépodobné zpusobeno moZznosti vétsi doby
migrace rozvolnéné DNA. Pro dalSi praci jsme zvolili dobu elektroforézy 30 minut pfi

elektrickém napéti 25 V a elektrickém proudu 300 mA.
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Graf 2: Vliv doby elektroforézy na % DNA v ohonu. Buriky A549 byly inkubovany s/bez t-
BHP (500 uM; 30 min). Poté byly analyzovany Kometovou metodou (doba rozplétani: 40
min; elektroforéza: 10; 30; 50 min). Pramér + SD (pocet nezavislych pokusd, n = 2; pocet
analyzovanych bunék, n = 30-35).

Obr. 9: Vliv doby elektroforézy na % DNA
v ohonu. Buriky A549 byly inkubovany s/bez t-
BHP (500 uM; 30 min). A — kontrolni burika, B —
10 minut elektroforéza, C — 30 minut
elektroforéza, D — 50 minut elektroforéza.
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4.1.3 Vlivzamrazeni bun ék

Pro opakovanou praci s bunéénymi liniemi jsme testovali vliv zamrazeni bunék
na detekované poskozeni, vyjadieny jako % DNA v ohonu komet. Pro testovani jsme
vyuzili bunky HK-2 inkubované s/bez t-BHP (100, 500, 1000 pM; 30 minut).
Testované délky zamrazeni bunék jsme zvolili 1, 2, 7 dni a bez zamrazeni, coz
ukazuje graf 3 a obr. 9 a 10. 50minutovou elektroforézu jsme aplikovali na buriky,
které jsme analyzovali bez zamrazeni. Takto zvolend doba elektroforézy nebyla
vhodnéa z duvodu vysoké migrace DNA a nasledného Spatného vyhodnoceni komet.
Proto jsme se rozhodli na bunky zamrazené 1, 2 a 7 dni aplikovat 30minutovou
elektroforézu. Z uvedenych vysledkl se da predpokladat, Ze zamrazeni bunék neméa

signifikantni vliv na poSkozeni bunék.
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Graf 3: Vliv zamrazeni na % DNA v ohonu. Buriky HK-2 byly inkubovany s/bez t-BHP (100,
500, 1000 pM; 30 min). Poté byly analyzovany Kometovou metodou (bez zamrazeni — doba
rozplétani: 40 min; elektroforéza: 50 min; 1,2,7 dni zamrazeni — doba rozplétani: 40 min;
elektroforéza: 30 min). Pocet analyzovanych bunék, n = 30-35).
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Obr. 9: Vliv zamrazeni na % DNA
v ohonu. Buriky HK-2 byly inkubovany
s/bez t-BHP (100, 500, 1000 uM; 30 min).
Bez zamrazeni — elektroforéza: 50 min; A
— kontrolni burika, B — 100 uM t-BHP, C —
500 uM t-BHP, D — 1000 uM t-BHP.
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10: Vliv zamrazeni
v ohonu. Buriky HK-2 byly inkubovéany
s/bez t-BHP (100, 500, 1000 yM; 30 min).
Zamrazeni 1 den — elektroforéza: 30 min;
A — kontrolni burika, B — 100 uM t-BHP, C
— 500 yM t-BHP, D — 1000 uM t-BHP.
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4.2 PouZiti optimalizované kometové analyzy

Pfi pouziti optimalizovaného kometového testu pro detekci poskozeni bunék u
vybranych toxinu byla pouZzita doba rozplétani 40 minut a elektroforéza 30 minut pfi
25 V a 300 mA. Na jedno sklicko bylo naneseno 50 tisic bunék a analyzovano bylo
vzdy cca 30 bunék.

4.2.1 Vliv nano €astic a nanovlaken TiO , na bu nky A549

Optimalizovanou kometovou analyzu jsme vyuZzili pro testovani toxicity
nanocastic a nanovlaken TiO,. K testovani byly pouzity bunky A549 inkubované
s/bez nanocastic TiO, (10, 50, 100 pg/ml; 24 hodin) zobrazené na grafu 4 a obr. 11.
Dale burniky A549 inkubované s/bez nanovlaken TiO, (10, 50, 100 ug/ml; 24 hodin),
coz ukazuje graf 5 a obr. 12. Z obou grafu je patrné, Zze se zvysujici se koncentraci

nanocastic a nanovlaken TiO, se zvySuje také posSkozeni DNA, vyjadieno jako %
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DNA v ohonu. Vysledky také ukazuji, Ze vliv nanocastic a nanovlaken TiO, na buriky

A549 vykazuje podobné poskozeni DNA.
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Graf 4: Vliv nanocastic TiO, P25 na % DNA v ohonu. Buriky A549 byly inkubovany s/bez
TiO, P25 (10, 50, 100 ug/ml; 24 hodin). Poté byly analyzovany Kometovou metodou. Pocet
analyzovanych bunék, n = 30-35.

Obr. 11: Vliv nanocéastic TiO, P25 na %
DNA v ohonu. Buriky Ab49 byly
inkubovany s/bez TiO, P25 (10, 50, 100
pg/ml; 24 hodin). A — kontrolni burika, B —
10 pg/ml TiO, P25, C — 50 ug/ml TiO,
P25, D — 100 pg/ml TiO, P25.
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Graf 5: Vliv nanovlaken TiO, na % DNA v ohonu. Buriky A549 byly inkubovany s/bez
nanovlaken TiO, (10, 50, 100 pg/ml; 24 hodin). Poté byly analyzovany Kometovou metodou.
Pocet analyzovanych bunék, n = 30-35.

Obr. 12: Vliv nanovlaken TiO,
na % DNA v ohonu. Burky
A549 Dbyly inkubovany s/bez
nanovldken TiO, (10, 50, 100
pg/ml; 24 hodin). A — kontrolni
burika, B — 10 yg/ml TiO,, C —
50 pg/ml TiO,, D — 100 ug/ml
T|02

4.2.2 Vliv nano éastic Al ;03 na bu nky MG-63

Pro porovnani vlivu nanocCastic jsme také aplikovali k burnkam MG-63
nanocastice Al,O3 (10, 50, 100 pg/ml; 24 hodin). Vysledky z grafu 6 a obr. 13 ukazuiji,

Ze se zvysujici se koncentraci nanovlaken Al,O3 roste procentualni zastoupeni DNA
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v ohonu. Nicméné oproti vysledkim pfi testovani vlivu nanocastic TiO, dosahuje
posSkozeni az trojnasobné urovné.
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Graf 6: Vliv nanocastic Al,O3; na % DNA v ohonu. Buriky MG-63 byly inkubovany s/bez Al,O;
(10, 50, 100 wg/ml; 24 hodin). Poté byly analyzovany Kometovou metodou. Pocet
analyzovanych bunék, n = 30-35.

Obr. 13: Vliv nanocastic Al,O3; na % DNA v
ohonu. Buriky MG-63 byly inkubovany s/bez
AlL,O; (10, 50, 100 pg/ml; 24 hodin). A —
kontrolni burika, B — 10 yg/ml Al,O3, C — 50
ﬂg/ml A|203, D -100 [Jg/ml A|203.
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4.2.3 Vliv cisplatiny na bu nky HK-2

Optimalizovanou kometovou analyzu jsme vyuZzili také pro testovani vlivu
cisplatiny na bunky HK-2. Buriky HK-2 byly inkubovany s/bez cisplatiny (10, 50, 100
Mg/ml; 24 hodin). Vysledky v grafu 7 a obr. 14 nenaznacuji signifikantni zmény

v narlistu procent DNA v ohonu komety.
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Graf 7: Vliv cisplatiny na % DNA v ohonu. Buriky HK-2 byly inkubovény s/bez cisplatiny (10,
50, 100 uM; 24 hodin). Poté byly analyzovany Kometovou metodou. Pocet analyzovanych
bunék, n = 30-35.

Obr. 14: Vliv cisplatiny na %
DNA v ohonu. Buriky HK-2 byly
inkubovany s/bez cisplatiny (10,
50, 100 wpM; 24 hodin). A -
kontrolni burka, B 10 uM
cisplatina, C — 50 yM cisplatina,
D — 100 uM cisplatina.
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4.2.4 Vliv melaninu na bu Aky SH-SY5Y

DalSi testovanou latkou byl melanin. Bunky SH-SY5Y byly inkubovany s/bez
melaninu (0,002-20 pg/ml; 24 hodin), coZz zobrazuje graf 8 a obr. 15, a poté
analyzovany Kometovou metodou. Vysledky naznaduji, Ze od koncentrace 0,02
Mg/ml melaninu dochazi ke zvySenému zastoupeni DNA v ohonu komet. Pfi
zvySovani koncentrace melaninu nadale nedochazi k signifikantnimu nardstu

poSkozeni DNA.
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Graf 8: Vliv melaninu na % DNA v ohonu. Buriky SH-SY5Y byly inkubovany s/bez melaninu
(0,002-20 wg/ml; 24 hodin). Poté byly analyzovany Kometovou metodou. Pocet
analyzovanych bunék, n = 30-35.
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Obr. 15: Vliv melaninu na % DNA v ohonu.
Buriky SH-SY5Y byly inkubovany s/bez
melaninu (0,002-20 wg/ml; 24 hodin). A —
kontrolni burika, B 0,002 pg/ml melaninu, C —
0,02 pg/ml melaninu, D — 0,2 pyg/ml melaninu, E
— 2 ug/ml melaninu, F — 2 yg/ml melaninu

4.2.5 Vliv U €inky t-BHP na bu nky SH-SY5Y a HK-2

Pro porovnani ucinku t-BHP jsme vyuZili bufiky SH-SY5Y a HK-2. Oba druhy
bunék byly inkubovany s/bez t-BHP (100; 500; 1000 uM; 30 minut), coZ znazoriuje
obr. 16 a 17. Pfi pohledu na graf 9 je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci t-BHP
roste také DNA v ohonu komety. Vysledky testu také ukazuji, Ze t-BHP plsobi na
poSkozeni DNA u bunék SH-SY5Y a HK-2 podobné, jelikoZ vysledné procentualni
zastoupeni DNA v ohonu komet dosahuje pfiblizné stejnych hodnot.
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Graf 9: Porovnani U¢inku t-BHP na % DNA v ohonu. Buriky SH-SY5Y a HK-2 byly
inkubovéany s/bez t-BHP (100, 500, 1000 yM; 30 minut). Poté byly analyzovany Kometovou
metodou. Pocet analyzovanych bunék, n = 30-35.

Obr. 16: Porovnéani ucinku t-BHP na %
DNA v ohonu. Buriky SH-SY5Y byly
inkubovany s/bez t-BHP (100, 500, 1000
UM; 30 minut). A — kontrolni burika, B —
100 yM t-BHP, C — 500 uM t-BHP, D —
1000 uM t-BHP.

Obr. 17: Porovnani ucinku t-BHP na %
DNA v ohonu. Buriky HK-2 byly
inkubovany s/bez t-BHP (100, 500, 1000
uM; 30 minut). A — kontrolni burika, B —
100 yM t-BHP, C — 500 uM t-BHP, D —
1000 uM t-BHP.
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5. DISKUZE

Cilem naSi prace bylo zavést a optimalizovat kometovy test pro detekci
fragmentace DNA. K tomu jsme vyuzili bunéénou linii A549 ovlivnénou t-BHP (500
MM; 30 minut). Optimalizovany kometovy test jsme nasledné pouzili ke studiu DNA
fragmentace na vybranych bunécnych liniich, latkach a toxinech. Po provedeni
kometoveho testu jsme k detekci vzniklych komet vyuZili fluorescenéni mikroskop
Nikon Eclipse 80i. Vzniklé komety byly nasledné analyzovany pomoci programu
CometScore 2.0.

Pfi optimalizaci doby rozplétani jsme nechali sklicka s burfikami ponofena
v alkalickém roztoku po dobu 20, 40 a 60 minut. Pfi analyzovani vysledkd jsme
nenasli zadné signifikantni rozdily, které by byly viditelné mezi ndmi zvolenymi €asy.
PFi reSerSi literatury jsme zjistili, Ze pfi pouziti alkalické verze kometového testu
nechal napfiklad dr. Singh rozplétat DNA 20 minut pfi pH 213 [37]. Stejny ¢as 20
minut pouzili pro alkalické rozplétani také ve studii Olive a kol. pfi pH = 12,3. [33]
V nasi praci jsme pro alkalické rozplétani zvolili ¢as 40 minut, i kdyZ z vysledku je
patrné ze mohl byt ¢as zkracen.

K optimalizaci doby elektroforézy jsme vyuZili testovaci ¢asy 10, 30 a 50 minut
pfi elektrickém napéti 25 V a elektrickém proudu 300 mA. Z vysledkul je patrné, Ze pfi
zvySujici se dobé elektroforézy dochazi také ke zvyseni mnozstvi DNA v ohonu. Ve
studii Singh a kol. [37] pouzili alkalickou verzi kometového testu Singh a kolektiv, kdy
provedli 20minutovou elektroforézu pfi 25 V a 300 mA. V dalSi publikaci dr. Singha
byla pouzita elektroforéza trvajici 1 hodinu pfi 12 Va 100 mA [31]. Dr. Tice se
pozastavuje nad velkou variabilitou velikosti komeréné dostupnych elektroforetickych
van, a proto navrhl pouZivat pro znaceni napéti V/cm, coZz by mélo Iépe definovat
pouzité napéti vzhledem k velikosti elektroforetické vany. Vjeho praci je také
uvedeno, Ze nejCastéji se pohybuje napéti vrozmezi 0,7-1,0 V/cm pfi dobé 5-40
minut [28]. V dalsi préci Olive a kol. pouzil napéti 0,6 V/cm po dobu 25 minut [33].
Z jednotlivych studii tedy vyplyva, Ze nejdulezitéjSimi faktory pro optimalni pribéh
elektroforéze je stanoveni ¢asu a napéti. S rostoucim ¢asem elektroforézy by mélo
klesat zvolené napéti, jelikoz tyto faktory spolu pfimo souvisi a ur€uji miru migrace
DNA [89]. Pro naSe experimenty jsme jako optimalni ¢as zvolili 30 minut pfi 25 V a
300 mA.
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Zamrazeni bunék jsme testovali pro prikaz negativniho ¢i pozitivniho vlivu
zamrazeni na poSkozenou DNA. Pro testovani jsme vyuZili buriky HK-2 inkubované
s/bez t-BHP (100, 500, 1000 uM; 30 minut). Testovaci ¢asy zamrazeni jsme zvolili 1,
2, 7 dni a bez zamrazeni. Pfi testovani bunék bez zamrazeni jsme pouZili
50minutovou elektroforézu, kterd nebyla vhodné z ddvodu vysoké migrace DNA a
nasledného Spatného vyhodnoceni komet. Proto jsme pro testovani zamrazeni 1, 2 a
7 dni zvolili kratSi elektroforézu, tedy 30 minut. Vysledky ukazuji, Ze nami zvolené
¢asy zamrazeni nemaji vyznamny vliv na procentualni zastoupeni DNA v ohonu
komety. Zajimavy experiment uvadi ve své praci Jackson a kol. [90], kdy testovali
dobu zamrazeni bunék A549 dokonce cely rok, a to opakované po dobu 10 let.
V praci se uvadi, Zze kazdy den provadéli kometovou analyzu a vysledek vznikl jako
primér méreni za cely rok. Bunky A549 byly inkubovany s/bez H,0O, (15, 30, 60 uM;
30 minut) a nasledné zamrazeny pfi -80 °C. Vysledky experimentu naznacuji, Ze pfi
dlouhodobém zamraZeni bunék pfi -80 °C je vliv na zménu zlomua v fetézci DNA
minimalni [90]. Tento vysledek by odpovidal i naSemu méfeni, nutno podotknout, Ze
pfi naSem testovani byly bufiky zamrazeny pfi -20 °C.

Vliv nanoc€astic a nanovldken TiO, jsme testovali na burfkach A549
inkubovanych s/bez nanoc&astic a nanovlaken (10, 50, 100 pg/ml; 24 hodin). Pfi
porovnani vysledkld nanocastice a nanovlakna TiO, vykazuji podobné vysledky, kdy
se vzrlstajici koncentraci se zvySuje také poskozeni DNA, vyjadieno jako % DNA
v ohonu komety. Jugan a kol. ve své studii [77], zkoumali také vliv nanoc&astic TiO,
na bunky A549, nicméné nepouzivali typ nanocastic TiO, P25. Konkrétné testovali
typ Al2, A25, A140, R68 a R20. Zjejich vysledkl lze obecné fici, ze Castice
s primérem mensim nez 100 nm vykazuji vySSi poSkozeni, nez ¢astice vétsi jak 100
nm. Tato prace také uvadi, Ze hlavnim parametrem ovliviiujicim cytotoxicky potencial
TiO,-NPs je spiSe prumér Castic nez jejich krystalickd struktura. Proto se nabizi
porovnani nami zvoleného typ P25 a ve studii zkoumaného typu A25, pfi Casu
inkubace 24 hodin a koncentraci 100 yg/ml. Srovnani ukazuje az trojnasobné vyssi
procentualni zastoupeni DNA v ohonu komety u bunék inkubovanych s nami
zkoumanym typem P25. Po 48hodinové inkubaci nicméné dle vysledkd této studie
dochazi k poklesu % DNA v ohonu, coz znaci opravu poSkozené DNA [77].

Optimalizovanou metodu jsme také vyuzili na bunkach MG-63 pfi hodnoceni
vlivu nanoc&astic Al,O3. Buriky byly inkubovany s/bez nanocastic Al,O3; (10, 50, 100
pag/ml; 24 hodin). Nanocéastice Al,Os vykazuji vétSi poSkozeni DNA oproti
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nanodasticim TiO,, dokonce az trojnasobné vice, coz muze byt zpadsobeno odliSnou
bunéc&nou linii, anebo také rozdilnou velikosti nanocastic. Dr. Sliwinska a kol. ve své
praci [91] také testovali uc€inek nanocastic Al,O3, nicméné na lymfocytech. Buriky
byly inkubovany s/bez nanocastic Al,O3 (10-1000 pM; 24 hodin). Jejich vysledky také
naznacuji, Ze se zvySujici se koncentraci nanocastic Al,O3 roste procentualni
zastoupeni DNA v ocasu komet [91].

Toxicitu cisplatiny jsme testovali na bunkach HK-2, které byly inkubovany
s/bez cisplatiny (10, 50, 100 ug/ml; 24 hodin). Vysledky nenaznacuji signifikantni
zmeény v procentualnim zastoupeni DNA v ohonu komety s nardstajici koncentraci
cisplatiny. Tento vysledek by mohl znacit, Ze cisplatina nepusobi na buriky HK-2
toxicky. Nicméné ve studii Mendonca a kolektivu [83] viabilita zkoumanych bunék
PC12 od koncentrace 8 ug/ml zna¢né klesa oproti kontrolnim burikam, coz negativni
toxické pasobeni nepotvrzuje. Ve stejné studii po provedeni kometového testu byly
pozorovany mensi komety a nizS§i mnozstvi DNA v ohonu jako pfi naSem testovani.
To je pravdépodobné zpusobeno snizenou migraci DNA, jelikoz cisplatina vytvari
s jednotlivymi Fetézci DNA ,cross-linky” [83]. SniZzend migrace DNA vyvolana
cisplatinou a ostatnimi ,cross-linkers” byla prokazana také ve studii Pfuhlera a Wolfa
[92] na leukocytech. NizS§i mnoZstvi DNA v ohonu komety bylo pozorovano po
inkubaci s témito latkami a pfi pozorovani jader v mikroskopu se zdala byt jadra
kompaktnéjsi [92].

Melanin je zndm spiSe pro své protektivni vlastnosti, které byly prokazany
napfiklad ve studii dr. Hoogduijna a kol. [93] pomoci kometové metody. Buriky
HaCaT inkubovali s/bez H,0, (40, 100 uM; 15 minut) a zaroven druhou sadu bunék
inkubovali navic s melaninem (167 pg/mg proteinu). Bunky oSetfené H,O, spole¢né s
melaninem vykazovaly niZSi poSkozeni DNA nez buriky bez melaninu, coz dokazuje
jeho pozitivni G€inky na DNA. Navic ale také pfi porovnani kontrolnich bunék
inkubovanych s/bez melaninu bylo prokdzano vétSi poSkozeni DNA u bunék
s melaninem [93]. Toxicitu melaninu by potvrzovalo i naSe méfeni, kdy jsme vliv
melaninu testovali na burikach SH-SY5Y inkubovanych s/bez melaninu (0,002-20
pa/ml; 24 hodin). Od koncentrace 0,02 ug/ml dochazi k signifikantnimu narastu
mnozstvi DNA v ohonu komety. Pfi dalSim zvySovani koncentrace melaninu jiz ale
nedochazi k narastu procentualniho zastoupeni DNA v ohonu komety.

Optimalizovanou kometovou metodu jsme aplikovali také pfi testovani Gcink(
t-BHP na bunky SH-SY5Y a HK-2. Oba typy bunék byly inkubovany s/bez t-BHP
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(100, 500, 1000 pM; 30 minut). Se zvySujici se koncentraci t-BHP roste také
procentudlni zastoupeni DNA v ohonu komety, coz plati pro ob& buné&cné linie.
Rostouci trend miazeme sledovat rovnéz ve studii Slamenova a kol. [94], kde
pracovali s koncentracemi t-BHP (35, 70, 115 pM; 1 hodina) u bunék HepG2. V nasi
praci zvolena koncentrace 100 pM t-BHP vykazuje u obou buné&cénych linii pfiblizné
20% zastoupeni DNA v ohonu komety. Pfi porovnani se 115 uM t-BHP ze studie
Slamenova dosahuje DNA v ohonu téméf 40 %. Doba elektroforézy a napéti je
shodna jako v naSi praci, nicméné doba inkubace stoxinem je vdané studii
dvojnasobna [94]. PoSkozeni DNA indukované t-BHP také prokazali ve své studii
Ramos a kol. [95]. Pfi testovani latek snizujicich toxicitu t-BHP prokazali, Ze pfi
zvysujici se koncentraci t-BHP (100-1000 uM, 1 hodina) se zvySuje také poskozeni
DNA. Pro vyhodnocovani vysledkd nicméné pouzili vizualni hodnoceni komet, proto

Ize vysledky s témi naSimi jen obtizné porovnat [95].
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6. ZAVER

V diplomové praci jsme zavedli a optimalizovali kometovou analyzu na
burikach A549. Nasledné jsme vyuzili optimalizovanou kometovou metodu pfi studiu
fragmentace DNA zpusobené vybranymi latkami a toxiny u raznych bunéénych linii.
Vysoka citlivost metody byla prokazana napriklad pfi hodnoceni vlivu melaninu na
burfikach SH-SY5Y, kdy jiz pfi velmi malych zménach koncentraci melaninu byl
detekovan nérdst procentualniho zastoupeni DNA v ohonu komety. DalSi testované
latky byly napfiklad nanocCastice TiO, nebo také cisplatina, ktera ovSem nejspiSe
zduvodu snizené migrace DNA pfi elektroforéze neposkytla predpokladané
vysledky. Jednoduchost metody, finanéni nenaro¢nost a vysoka citlivost Fadi

kometovou analyzu mezi hojné vyuzivané metody k méfeni fragmentace DNA.
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