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ABSTRAKT

Ciel prace: Oxidativne posSkodenie je jednym z najcastejSich typov poskodenia
bunkovych komponent, ktory vedie k oxidacii lipidov, proteinov ale aj molekul DNA
(deoxyribonukleova kyselina). V dosledku toho dochadza k vysSiemu vyskytu réznych
patologii ako su aterosklerdza, neurodegenerativne ochorenia, rakovina alebo diabetes.
V nasej stadii sme sa zamerali na vplyv celkovej anestézie na poSkodenie DNA pocas

mensej operacie s pouzitim techniky kométovej analyzy.

Metody: Zakladnym principom tejto metody je fixacia buniek (lymfocytov) v agardze,
ich lyza pre odstranenie membran, inkubacia so Specifickymi enzymami a elektroforéza
uvolnenych bunkovych jadier. Pocas elektroforézy sa volné nizkomolekuldrne a
negativne nabité fragmenty DNA pohybuji smerom k anode, ¢o spdsobuje tvorbu
typického kométového tvaru bunky. Na konci boli gély nafarbené etidiom bromidu

(DNA interkala¢na farbicka) a vizualizované.

Vysledky: Skumali sme jednoretazcové zlomy a, s pouzitim modifikovanej metddy s
vyuzitim Specifickych enzymov na detekciu Specifickych 1ézii, tiez oxidované puriny a
pyrimidiny. NavySenie DNA poSkodenia, urCené intenzitou chvosta kométy, bolo
kvantifikované pouzitim LUCIA Comet Assay (Laboratory Imaging, Czech Republic)

softvéu pre obrazovu analyzu.

Zaver: Vysledky boli pouzit¢é na porovnanie poskodenia DNA pred a po anestézii
pacientov. Statistické zhodnotenie bolo vykonané pomocou programu SigmaStat 3.5
(Systat Software, USA). Vysledky ukazuju Statisticky vyznamné zvySenie DNA

poskodenia spdsobeného anestéziou pocas mensej operacie.

Studia bola podporend MH CZ - DRO (UHHK, 00179906) a Oddelenim pre vyvoj a

vyskum, Fakultnej nemocnice Hradec Kraloveé.

Krucové slova: comet assay, kometova analyza, anestézia, poskodenie DNA, reparacia



ABSTRACT

Background: Oxidative damage is one of the most frequent types of cell components
damage leading to oxidation of lipids, proteins and the molecule of DNA. As a
consequence, there is a higher occurrence of several pathologies such as atherosclerosis,
neurodegenerative diseases, cancer; or diabetes. In our study, influence of whole body
anesthesia during minor surgery on the level of DNA damage was examined using

comet assay technique.

Methods: The basic principle of this method is fixing the cells (lymphocytes) in
agarose, their lysis for the removal of membranes, incubation with the specific enzymes
and electrophoresis of the released cell nuclei. During the electrophoresis, free low-
molecular weight and negatively charged fragments of DNA move towards anode
which causes the formation of the typical comet cell shape. Finally, the gels are stained

by ethidium bromide (DNA intercalating dye) and visualized.

Results: We have observed single strand breakages (SSBs) and, with the use of
modified assay using specific enzymes for detection of specific lesions, also oxidized
purines and pyrimidines. The extent of DNA damage as determined by the intensity of
the tail of the comet was quantified using LUCIA Comet Assay (Laboratory Imaging,
Czech Republic) software for image analysis. The results were used for the comparison
of DNA damage before and after the anesthesia of the patients. Statistical evaluation

was performed in SigmaStat 3.5 (Systat Software, USA).

Conclusions: Results showed a statistically significant increase of DNA damage caused
by anesthesia during minor surgery. These findings imply further investigations, namely
evaluation of the changes in the capacity of the affected lymphocytes to repair DNA

damage.

The study was supported by MH CZ - DRO (UHHK, 00179906) and Department of

Research and Development, University Hospital Hradec Kraloveé.

Key words: comet assay, anesthesia, DNA damage, repair



1. UVOD

K poskodeniu DNA dochadza trvale a priebezne po cely zZivot, a to vplyvom rdznych
¢initelov, ¢i uz vonkajSich (napr. ziarenie okolo nas, fajéenie, smog, ale aj napr.
opakované RTG vySetrenia, toxicky vplyv latok v potrave, cytostatika a i.)., alebo

vnutornych (bunkové dychanie a metabolizmus).

Zatial' existuje malo udajov o tom, ¢i operacia a/alebo anestézia vedie k poskodeniu
DNA a vysledky existujicich Studii vzajomne nesthlasia. Tento vyskum ma sluzit’ k
ziskaniu informacii o tom, ¢i operdcia, ktoru pacienti podstupuji vedie k posSkodeniu
DNA a pokial’ 4no, do akej miery. NaSim cielom je zistit’ rozdiel vo vyskyte roznych
typov zmien v DNA (jednoretazcové zlomy, oxidované bdzy) medzi bunkami
ziskanymi pred operaciou a nasledne po operdcii, pri ktorej bol pacient pod vplyvom

celkovej anestézie.

V ramci studie bolo ziskanych 20 pacientov, ktorych krv sme pouzili na analyzu. Pri
stanoveni mnozstva pozmenenej DNA sme vyuzivali metddu tzv. kométovej analyzy.
Zakladnym principom metody je schopnost’ buniek s poSkodenou DNA, zafixovanych
do agar6zy, menit’ svoj tvar z gulatého do tvaru komét pocas elektroforézy. Plati, ze

¢im viac DNA je v danej bunke poSkodenej, tym viac bunka straca svoj povodny tvar.

Vysetrenie sa vykondva v bielych krvinkach- konkrétne lymfocytoch. Toto vySetrenie
nie je priamou analyzou DNA, nedochadza k identifikacii genetického koédu daného
pacienta, ale stanovuje rozsah poskodenia DNA. Na ziskanie periférnych lymfocytov

bola pouzitd nezrazanliva krv s citrdtom sodnym ako protizrazanlivym ¢inidlom.

Vysledky experimentu boli porovnané s inymi, podobnymi experimentmi a ziskané
udaje a vysledky projektu mozu do budicna posluzit’ k zlepSeniu liecebnych postupov
tak, aby sa hladali také postupy, ktoré¢ povedu k ¢o najmensSiemu riziku poskodeniu

DNA u pacientov.



2. CIEL, PRACE

Teoreticka ¢ast’:

Oxidativny stres je uzko prepojeny so stresovymi a patologickymi stavmi. Pretoze
anestézia, ¢i uz celkova alebo epidurdlna, predstavuje vyznamny stresovy faktor, je
mozné predpokladat’, Ze u pacientov podstupujucich anestéziu dochddza k nadmerne;j
produkcii reaktivnych foriem kyslika a dusika. Tie potom ovplyviuju celua Skalu
biomolekul vratane DNA. Cielom tejto diplomové prace je preto stanovit mieru
oxidativneho poskodenia molekil DNA u pacientov podstupujlicich anestéziu a zmeny
oxidativneho poskodenia buniek v priebehu zotavovania sa z predchadzajiceho

operatného zakroku metdodou comet assay.

Z dostupnej literatary som vypracovala teoretickii Cast’ zameranii na vysvetlenie
metodiky kométovej analyzy v klasickom prevedeni a modifikacii pre stanovenie
reparacnej schopnosti buniek. V mojej praci su vysvetlené moznosti vyuzitia tejto
metody pri stanoveni oxidativneho poSkodenia DNA, v naSom pripade najmid v

zamerani sa na vplyv celkovej anestézie na I'udsky organizmus.
Experimentalna ¢ast’:

Cielom experimentu bolo stanovit’ mieru oxidativneho posSkodenia v lymfocytoch
vyizolovanych z krvi pacientov podstupujucich operacny zédkrok pod vplyvom anestézie
s pouzitim kométovej analyzy. Urcili sme rozdiel v oxidativnom poskodeni buniek pred
a po anestézii. Nasledne sme stanovili reparacnu schopnost’ extraktov ziskanych z takto
odobranych lymfocytov po inkubécii s HeLa bunkami. U oboch stanoveni boli ziskané

vysledky zhodnotené a bola urcena ich Statisticki vyznamnost'.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Oxidativny stres

Oxidativny stres je stav, ktory nastdva pri zvySenom vyskyte oxida¢nych cinitelov
(volnych radikalov) alebo nedostato¢nej funkcnosti antioxidaéného systému.
(Esterbauer et al., 1993) Tiez je dolezité podotknut’, Ze u chorobnych stavov sa da
predpokladat  pritomnost  zvySeného  vyskytu  oxidativneho  poskodenia

v biomolekulach. (Collins, 2009)

Telo sa musi kazdodenne ochratiovat’ pred ROS (reaktivnymi formami kyslika, najma
superoxidu) uvolnenymi z mitochondridlneho dychacieho retazca a antioxidaény
systtm musi byt schopny poradit’ si ztakymto problémom predtym, nez dojde
k poSkodeniu biomolektl (lipidov, proteinov, nukleovych kyselin). V normalnom stave
su tieto procesy vrovnovahe. Tento stav je popisovany ako biologicky tolerantné
mnozstvo vol'nych radikélov, ktoré zodpoveda urcitému oxidacnému poskodeniu. Je ale
dolezité¢ podotknut’, Zze sa musi jednat’ o poskodenie, ktoré je stale pritomné. (Collins,

2009)

Bunky T'udského tela su neustdle pod vplyvom Skodlivych faktorov, ktoré maju
potencial sposobovat’ poskodenie ich DNA- nositel’ku genetickej informacie. Zvicsa sa
jedna o latky oxidativneho charakteru, ktoré sa daju rozdelit do dvoch kategoérii: na
latky endogénneho a exogénneho povodu (Tabulka ¢.1). Endogénne zlozky vznikaji
v spojeni s normalnym metabolizmom bunky alebo pri niektorych patoldgiach ako je

zéapal. (De Bont, 2004; Durackova, 2010)

Medzi exogénne faktory patria chemikalie v prostredi- pesticidy, kovy, polycyklické
aromatické uhlovodiky, rozpusStadla, liecivd ainé. Tieto chemikdlie interaguju
s tkanivami (ich makromolekulami) a narGiSaji normélne funkcie bunky. (COMET

ASSAY FORUM, 2006)
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Tabulka 1: Faktory vplyvajuce na poSkodenie DNA (zdroj: Gunasekarana, 2015)

Endogénne faktory Exogénne faktory
Reaktivne formy kyslika vznikajace pri Rastlinné toxiny, chemoterapeutika,
normalnom metabolizme radioterapia
Metabolizmus estrogénov UV, rontgenové a gamma Ziarenie
Reaktivne formy dusika, karbonylu Virusy
Hydrolyza glykozidovych v DNA Tazké kovy, ktoré interkalujtit DNA (arzén,
ortut))

Vela ochoreni ma zapalovy charakter, ktorého hlavnou sucastou je produkcia ROS
makrofagmi. Makrofagy sice zohravaju tlohu v imunitnej odozve, ale st aj zdrojom
Skodlivych volnych radikalov. Zapalové lozisko sa teda stava ,,zivhou pddou* pre
rozvoj tumoru. (Coussens et. Werb, 2002) U rakoviny existuje priama spojitost
oxidovanych baz (8-oxoguaninu) s mutagénnym vplyvom, a to vdaka chybnému
parovaniu 8-oxoguaninu s adeninom (Grollman et. Moriya, 1993). ZI¢ zaradenie baz
v dolezitych génoch je zdrojom somatickych mutacii, a teda priamo suvisi s vyskytom
rakoviny. (Kadioglu et al., 2004) Produkty lipidovej peroxidacie sa zicastiiuju tvorby
atreridlnych plakov, €o prispieva k vyskytu mrftvice, infaktu myokardu, trombdz a inych
vaskularnych ochoreni. (Esterbauer et al., 1993) Katarakta vznikd pri oxidativnhom
poskodeni $o%ovky vplyvom UV Ziarenia. (Vinson, 2006) Dalsim faktom je, Ze vyssie
poskodenie sa nachadza ul'udi s Alzheimerovou chorobou (Kadioglu et al., 2004;
Thanan et al., 2015; Hedge et al., 2011), ateroskler6zou (Cervelli et al., 2012; Fetterman
et al., 2016; Harrison et al., 2003) a diabetom (Fetterman et al., 2016; Grindel et al.,
2016).

Akékol'vek zmena v Strukture DNA teda ddva potencidl vzniku patoldégidm rozneho
druhu. Preto je nevyhnutné testovat’ genotoxicitu latok pred ich vypustenim do

prostredia.
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Vysledkom nespravnej opravy poskodenej DNA st mutécie, chromozémové aberacie a
s tym suvisi vznik nadorov, zvySena geneticka rekombindcia, pripadne zvySeny vyskyt
buniek podstupujiicich apoptoézu, alebo pred¢asny nastup bunkovej smrti. Vsetky
uvedené faktory su spustacmi patologickych procesov a vzniku roéznych druhov

ochoreni (rakovina). (De Bont, 2004; Kumari et al., 2008)

3.2 Genotoxikologia

Genotoxikologia objasniuje uCinky pdsobenia chemickych a fyzikdlnych ¢initelov na
geneticky material alebo deoxyribonukleovu kyselinu (DNA), ktoré sposobujii zmeny v
Strukturalnej integrite gendmu. Pomocou kombinacii metod in silico, in vitro a in vivo je
mozné ziskat doveryhodné vysledky o mutagénnom a karcinogénnom ucinku
chemikalii. Poskodenie DNA sa vyskytuje prirodzene, a to ako dosledok oxidativne;j
respiracie a metabolizmu, ale bunka disponuje mechanizmami, ktoré su schopné
neustale opravovat’ takto vzniknuté poSkodenie. V pripade, Ze je oxidativnych Cinitel'ov
prilis a bunka nestiha zmeny opravovat’ do spravneho stavu, genetické 1ézie sa hromadia
a v kone¢nom dosledku veda k apoptdze, zmenam v proliferacii bunky, replikacii DNA
a k mutagenéze, ktora vedie k rozvoju rakoviny (karcinogenéze). Poskodenda DNA
zastava dolezitu tlohu pri iniciaénom kroku karcinogenézy, kedy sa karcinogen alebo
jeho aktivny metabolit kovalentne naviaze na DNA a vytvori s dvojretazcom adukt,
ktory ma byt’ reparaénymi procesmi opraveny, v opacnom pripade zostava v bunke ako
mutacia a d’alej sa rozvija pri bunkovom deleni. Mutécie vznikaji prirodzene pocas
evolucie a s kazdou replikaciou DNA a vela z nich sa vyskytuje v oblastiach, kde
nemaju skodlivy vplyv na organizmus (tich¢ mutacie). Ale ak sa vyskytuju v kédujacich
oblastiach alebo v oblastiach regulacie génov, vedi k zmenenej génovej expresii, a teda
k vzniku nefunkénych alebo zmenenych proteinov, ¢o ma zdsadny vplyv na funkénost’

bunky. (Beedanagari et al., 2014)

Molekularne epidemiologické Studie uvadzaju velku interindividudlnu variabilitu
v citlivosti ku karcinogénom v prostredi a k riziku rozvoja rakoviny, ktoré mézu byt
uréené genetickymi odchylkami v nukleotidovej exciznej reparacii. (Lin et al., 2007)
Mnozstvo metdd sa vyuziva na sledovanie beznych typov genotoxického poskodenia. In
vitro eseje vo vSeobecnosti disponuju vysokou senzitivitou, ¢o ale znizuje ich Specifitu.

In vivo eseje maju presne opacné vlastnosti: vysoku Specifitu ale nizku senzitivitu. Preto

12



je vyhodné kombinovat tieto dva typy metdd a ziskat’ tak vhodni uroven senzitivity

a Specifity. (Kirkland et al.,2005)

3.2.1 Metody stanovenia oxidativneho poSkodenia

Existuje niekol’ko metdd schopnych uréit’ mieru posSkodenia DNA. Kazdd ma svoje

vyhody, ale aj nevyhody.

In silico postupy vyuzivaji aplikdciu matematiky, Statistiky, chémie a vypoctovej
techniky, aby bolo mozné vyvinut efektivhu metédu pre genotoxické Studie. Tieto
metody su rychle, spolahlivé a ekonomicky vyhodné, preto su vyuzivané pri stanoveni

uc¢inku mnohych neprebadanych Cinitelov. (Beedanagari et al., 2014)

Medzi in vitro patri napriklad znamy a hojne vyuzivany Amesov test. Test sa vyuziva k
stanoveniu mutagénneho potencidlu testovanej zlozky na organizmus a je oznacovany
ako zlaty Standard v Stadiach mutagenézy. (Kirkland et al., 2005) Inou metodou je
sledovanie tvorby mikronuklei. Mikronukleus je tvoreny oddelenou castou
chromozému, alebo vo vynimoc¢nych pripadoch aj celého chromozomu, ktord zostala
mimo jadro po bunkovom deleni. Tvorbu mikronuklei je mozné sledovat’ in vitro (na
bunkovych liniach) aj in vivo metédou (bunky z krvi, kostnej drene). (Beedanagari et
al., 2014) Meranie frekvencie vzniku mikronuklei je spolahlivym meranim straty
chromozému alebo zlomov, €o tento test vyzdvihuje ako unikatny spomedzi ostatych
testov. (Brozovic et al., 2010) Jagetia a Nayak (2000) poukazuje na korelaciu medzi

prezitim bunky a mnozstvom mikrojadier.

Jednou z najtradiCnejSich metdd je mikroskopické sledovanie priamych zmien na
chromozémoch po expozicii chemickému Ccinitel'u. Sledovanie chromozomalnych
aberacii sa vyuZziva ako v klinickej praxi, tak vo vyskume. Chromozomalne aberacie su
stanovované v populacii buniek v metafize, kedy s chromozémy kondenzované a

poskodenie je najlepsie viditeI'né. (Beedanagari et al., 2014)
V poslednych rokoch sa dostavaji do popredia metédy molekuliarne-genetické. Vd’aka

rozvoju mikroereji, real-time PCR alebo sekvenovania sme schopni urcit' expresiu

génov, ktora sa meni vplyvom genotoxickych latok. (Beedanagari et al., 2014)
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Metdédou PCR (polymeriazova retazova reakcia) je mozné urcit’ génovo Specifické
poskodenie, ale nie je mozné urCit typ a mieru poskodenia. Metodou FISH
(fluorescenéna in-situ hybridizacia) je mozné urcit Specificky usek chromozému
pomocou flourescenéne znac¢enych sond, Specificky reagujucich s poskodenou castou
nukleovej kyseliny. Inymi metédami je mozné urcit’ zmenent DNA: metéda TUNNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) je schopna
detekovat’ jedno a dvojretazcové zlomy pomocou fluorescencie vol'nych koncov DNA,
pomocou HALO assay je mozné stanovit zmenenu organizaciu DNA v jednotlivych
bunkach, pomocou FCM (prietokova cytometria) zase poskodenie DNA vyhradne
v apoptickych bunkach.

Dalsou skupinou su analytické metédy (plynova a kvapalinovad chromatografia
v spojeni s hmotnostnou spektrometriou), ktoré¢ su schopné urcit' Specifické typy

poskodeni DNA (oxidované bazy, tymidinové diméry).

Samostatne spominanou metdédou je kométova amnalyza (comet assay, SCGE-
jednobunkova gélova elektroforéza), ktora je v mnohych studiach vyzdvihovana ako
najlepSie vyuzitelnd metdéda na stanovenie genotoxického vplyvu mnohych latok.
(Azqueta et al., 2011; Collins et al., 2001; Evenson et al., 2007; Gaivao et al., 2001;
Kumari et al., 2008; Kurasaki, 2012; Mutlu, 2012)

Jednobunkova gélova elektroforéza umoznuje detekovat’ jedno a dvojretazcové zlomy v
jednotlivych bunkach. Na rozdiel od predchadzajacich metdéd, kométovou analyzou
stanovujeme prechodné poskodenie DNA, ktoré nie je trvale fixované v bunke. Z bunky
sa odstrania vSetky Casti okrem DNA vo forme nukleoidu, pomocou elektroforézy sa
oddeli Cast’ poskodenej DNA od nedotknutej a bunka nadobudne tvar kométy. Intenzita
DNA vo chvoste vzniknutej kométy urcuje mnozstvo poskodenej DNA. (Azqueta et al.,

2011)

Kométova esej teda nie je jedind metoda detekovania oxidativneho poskodenia DNA,
ale je jednou znajcitlivesjSich a presnych, apri vyuZiti stanovenia genetickych
polymorfizmov tiez vhodnou pri stanoveni interakcie medzi genetickymi
a enviromentalnymi faktormi v udrZiavani genetickej stability. Je ale ddlezité vediet

urcit, ¢o je normalna hodnota oxidovanych baz. Vzhl'adom k rozdielnym vysledkom
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mnohych studii, taito hodnota zavisi od pouzitej] metdody a moze sa lisit’ aj o niekol’ko

radov. (Collins, 2009)

Detailnejsi popis metody sa nachadza d’alej v praci, ked’Ze sme si ju vybrali ako metodu

vhodnu k ndSmu experimentu.

3.2.2 Metody stanovenia oprav poSkodenej DNA

Existuji r6zne metdody na urcenie aktivity reparacnych enzymov od pouzitia DNA
mikroereji po real-time PCR na detekciu génov, ktoré sa zcastiuji kodovania
opravnych enzymov. Je ale bezne zname, Ze aktivita enzymu nezavisi od expresie jeho
prislusného génu, ale od jeho mnozstva v cielovom mieste. (Paz-Elizur et al., 2007)
SpolahlivejSou metdédou moze byt fenotypizacna metodda, to znamend aj nami vybrana
kométova analyza, modifikovana na stanovenie reparacnej schopnosti buniek. (Azqueta

et al., 2014)

Bunka disponuje niekol’kymi opravnymi mechanizmami, ktoré st schopné pozmenit’
poskodené cCasti DNA a zabezpecit znovunadobudnutie genetickej stability. Tieto
mechanizmy zohravaju dolezitu ulohu pri prevencii vzniku rakoviny. (Azqueta et al.,
2014) Medzi ne patri fotoreaktivacia, nukleotidova excizna repariacia (NER),
bazova excizna repariacia (BER) a korekcia spravneho parovania bazi (z

anglického mismatch repair- MMR). (Gunasekarana, 2015)

Vlozenim jednej alebo viacerych baz, po ktorej nasleduje ligacia, je proces opravy
jednoretazcovych zlomov, homologickou rekombinaciou a nehomologickym spéajanim
koncov je mozné opravit zavaznejSie dvojretazcové zlomy, bazovou exciznou
repardciou je zase mozné zabezpeCit opravu pozmenenych bdz (alkylovanych,
oxidovanych). Nukleotidova excizna reparacia je najkomplexnejSia cesta opravy, ktora
je schopnd odstranit’ vytvorené adukty, vzniknuté po kovalentnom naviazani réznych
molektl na nukleotidy, kovaletne previazané bazy v ramci jedného retazca
(intramolekuldrne cross linky) a medzi oboma ret'azcami (intermolekularne cross linky)
a adukty DNA a proteinov. Korekciou spravneho parovania baz je mozné opravit

nespravne zaradené bazy. (Azqueta et al., 2014)

Kazda cesta pozostava z pocetnych skupin enzymov, vzhladom k typu poSkodenia

(Friedberg et. al, 2006), ktoré st regulované réznymi cestami. Enzymy béazovej
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reparacie su konStitutivne, ¢o znamend, ze sa tvoria neustale, vplyvom reaktivnych
produktov kyslika, ktoré sa tvoria pri dychani a metabolizme, zatial’ co tvorba enzymov
nukleotidovej reparacie je indukovatelna, najmi pri expozicii exogénnym cinitelom

(UV, skodliviny potravy...). (Azqueta et al., 2014)

3.2.2.1 Fotoreaktivacia

Jedna sa o proces zavisly na svetle, ktorého cielom je odstranenie pyrimidinovych
dimérov indukovanych UV ziarenim. Enzym fotolydza sa naviaze na pyrimidinovy
dimér a katalyzuje d’alSiu reakciu, v ktorej Stepi cyklobutanovy kruh. Vysledkom je, ze

sa DNA Struktura vracia do povodnej struktury. (Biology LibreTexts library, 2016)

3.2.2.2 BER

Odstraniovanie malych modifikovanych baz spada pod funkciu BER. BER zabezpecuje
opravu oxidovanych (8-oxoguanin), alkylovanych (metylovanych purinov: 3-
metyladenin) a deaminovanych badz (odstranenie uracilov po konverzii z cytozinu).
Vzhl'adom k nizkemu oxida¢nému potencidlu je guanin spomedzi baz najviac citlivy k

oxidativnemu poskodeniu. (Neeley et Essigmann, 2006; Deavall et al., 2012)

V kontraste k NER, BER je zahajena DNA glykozylazou, ktora rozpoznava poskodené
bazy a hydrolyzuje glykozidicka vdazbu medzi bazou a deoxyribozou a vytvori abazické
miesto (apurinové, apyrimidinove). (Memisoglu et Samson., 2000) Eukarytické DNA
nukledzy st schopné rozoznavat’ r6zne modifikacie baz. (O’Connor et Laval, 1991) Po
tomto procese dochddza k endonukleolytickému odstraneniu abdzového miesta,
pomocou AP endonukle4zy a vytvorenie jednoretazcového zlomu. Za dosyntetizovanie
ret'azca zodpovedd DNA polymeraza beta alebo delta a epsilon a kone¢nym krokom je
ligacia, to je spojenie dvojretazca. (Obrazok €. 1) Odstraneny ret'azec je u BER kratsi

ako u NER (2-6 baz). (Memisoglu et Samson, 2000; Rouzer, 2015)
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Obrazok 1: Bazova excizna repardcia. (A) Odstranenie lézie 7 DNA pomocou DNA
glykozylazy, ktora odstrani glykozidicku viizbu medzi bazou a deoxyribozou a vytvori
AP miesto. (B) AP endonukledza odstrani AP miesto odstranenim vizby v cukor-
fosfatovej kostre- vznika jednoret’azcovy zlom. (C) DNA polymerdza dosyntetizuje
chybajiici ret'azec. (D-E) Cinnost’ou ligazy dochddza k obnoveniu dvojret’azca (zdroj:
Rouzer, 2015)

3.2.2.3 NER

NER sluzi na ochranu integrity genomu tym, Ze rozpoznava a eliminuje Siroké spektrum
1ézii. SIuzi na opravu Sirokého spektra DNA 1€zii, ako st cyklobutanové pyrimidinové
diméry, ktoré vznikaju po expozicii UV a adukty baz s polycyklickymi aromatickymi
uhl'ovodikmi (benzo[a]pyren), aflatoxinmi, nitrozaminmi. NER je zvyCajne spdjana aj s
odstranovanim tzv. bulky 1ézii. (Rastogi et al., 2010) a niektoré¢ enzymy NER chrania
bunku aj pred oxidativnym poskodenim (8-oxoguanin, cyklodeoxyadenozin). Enzymy

tak vystupuju ako kofaktory pri bazovej exciznej reparacii. (Friedberg, 2001)

Proces je podobny ako BER, ale zloZitej$i a je nutna kooperacia mnohych proteinov. V
eukaryotickych bunkach je k NER ddélezitych miniméalne 30 proteinov a NER je
zahdjend odstranenim fosfodiesterovej vazby. (Obrazok ¢. 2) Excizne miesto je tvorené

20-30 nukleotidmi. (Biology LibreTexts library, 2016; Boer et Hoeijmakers, 2000)

Funkcia NER a BER sa ¢iasto¢ne prekryva, co znamend, ze obe s schopné odstranit’
urCity typ posSkodenia, ale s odliSnou efektivitou. Avsak, tento typ repardcie zohrava
dolezitu ulohu pri prevencii rakoviny a mnohé $tadie poukazujii na spojitosti medzi
polymorfizmami v génoch pre repardciu a mnoZstvom poSkodenej DNA
alebo rychlostou reparacie. (Langie et al., 2010) Navyse, Langie a kol. dosli k zaveru,

ze NER kapacita je inhibovana oxidativnym stresom. (Langie et al., 2007)

17



3I

Obrazok 2: Schéma mechanizmu nukleotidovej exciznej repardcie. V tomto type oprav
je pri excizii nutna kooperdcia mnohych proteinov. Excizne miesto je tvorené
20-30 nukleotidmi a k dosyntetizovaniu ret’azcu dochddza vd’aka ¢innosti DNA
polymerazy I a DNA ligazy. (Zdroj: http://www.namrata.co/dna-damage-and-
repair-a-quick-revision/)
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3.2.2.4 Oprava nespravne zaradenych baz

Tento typ opravy sa vyuZziva pri zlom zaradeni baz, aj napriek proofreadingovej aktivite
polymerazy pocas syntézy retazca. Enzymy katalizujice tito opravu rozpoznavaju
nespravne zaradeny nukleotid, vystrihni ho a nahradia spravnym nukleotidom. (Biology

LibreTexts library, 2016)
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3.3 Comet Assay, CA

Kométova analyza, inak nazyvand tiez jednobunkova gélova -elektroforéza je
vSestrannd, relativne pracovne jednoducha a citlivda metdda pre stanovenie poskodenia
DNA arychlosti reparacie v jednotlivych eukaryotickych bunkach. Limit citlivosti je
priblizne 50 retazcovych zlomov na jednu diploidnu bunku. Metéda bola povodne
zavedena na biomonitoring u l'udi a zvierat, v sicasnej dobe sa vyuziva stanovenia
poskodenia DNA v S$pecifickych sekvenciach genému. Jednotlivé bunky je mozné
ziskat’ z biologického materidlu, vypestovanych bunkovych kultar, z kvasiniek, rastlin

¢1 vyssich zivocichov. (Olive et Banath, 2006)

3.3.1 Stanovenie poSkodenia DNA

Kométovou metddou je mozné analyzovat' jednoretazcoveé zlomy, ktoré vznikaju pri
priamom poskodeni dvojretazca DNA, ale aj tie, ktoré su pociatocnym krokom pri
reparacii (alkylovanych bazi, pyrimidinovych dimérov). Citlivost’ tejto metddy vzrasta s
mnozstvom konvertovanych alkali-labilnych miest do jednoretazcovych zlomov. (Singh
et al., 1988) Metodu je mozné vyuzit’ na stanovenie mnozstva jednoret’azcovych zlomov
a s vyuzitim roznych jej modifikécii aj na rozsirenie spektra poSkodeni, a to na detekciu
dvojretazcovych zlomov, cross-linkov (DNA-DNA/ DNA-protein/ DNA-lie¢ivo),
poskodenych baz alebo apoptotickych jadier. (COMET ASSAY FORUM, 2006)

Dvojretazcové zlomy tvoria len 5% z celkového poskodenia a neopravené 1ézie mézu
byt pre bunku smrtel'né. Nespravna oprava zase prispieva k vzniku chromozémovych

aberacii a k bunkovej smrti. (Liao et al., 2009; Olive, 2009)

3.3.1.1 Modifikacie metody
Neutralna verzia CA

Vo svojich pociatkoch bola mikrogélova elektroforéza vyuzivana vo svojej povodnej
verzii- lyza a elektroforéza prebiehala za neutrdlnych podmienok. V tejto Studii bola
metdda vyuzitd na detekciu jednoretazcovych zlomov. (COMET ASSAY FORUM,
2006; Ostling et Johanson, 1984) Pri neutrdlnom pH ale nedochadza k poruseniu
suvslosti dvojretazca a dvojretazcové zlomy sa neprejavia. Toto je dovod nejednotnosti
starSich $tadii s novymi, ktoré v ur€itych pripadoch toto tvrdenie vyuzivaji. (Collins,
2004)
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V roku 1991 bola pouzitd neutrdlna verzia kométovej analyzy, vd’aka ktorej bolo mozné
detekovat’ dvojretazcové zlomy, nezéavisle na pritomnosti jednoretazcovych zlomov.
(Olive et al., 1991) Dvojretazcové zlomy sa delia na posunuté alebo zarovnané, na
zaklade toho, ¢i sa nachadzaju protil'ahlo k sebe alebo st na oboch ret'azcoch v r6znych
ale blizkych miestach. Ku zlomom dochadza v désledku prerusenia fosfodiesterovej

vézby medzi susednymi nukleotidmi.

V dnesnej dobe sa tato metdda vyuziva na detekciu oboch typov zlomov, bez toho, aby
sa dalo medzi nimi rozliSovat. Na samostatné sledovanie dvojretazcovych zlomov sa
vyuziva $pecidlne upravenej neutralne kométovej analyzy s vyuzitim predizeného
natravenia protedzami pri vysokej teplote (50°C). Zatial' nie je Uplne jasné, ako tato
metoda funguje, predpokladd sa ale, ze dochadza k destrukcii nuklearnej matrix
a zavinutia dvojzavitnice. Pripadne, je mozné vyuzit inkubdcie s peroxidom vodika,
vdaka ktorému vznikne prebytok jednoretazcovych zlomov a tito metédu je mozné
vyuzit na sledovanie spolahlivosti stanovenia dvojretazcovych zlomov. (Olive et

Johnston, 1997)

Ako alkalickou tak aj neutrdlnou verziou je mozné detekovat’ nizke urovne poSkodenia
DNA. (Collins et al., 1997) Na rozvolnenie dvojretazca DNA je potrebnych priblizne
2000 jednoretazcovych zlomov, na detekciu dvojretazcovych zlomov pre neutralnych
podmienkach je potrebnych 50-10000 zlomov v ramci jednej bunky. (Olive et Banath,
20006)

Alkalicka kométova analyza

Alkalickd verzia CA bola prvy krat zavedena v roku 1988. (Singh et al.,1988)
V sucasnosti je uznavanou metdodou pre stanovenie jedno a dvojretazcovych zlomov
(Azqueta et Collins, 2013) a s jej pomocou je mozné identifikovat’ nizke pocty zlomov

s vysokou citlivost'ou. (Singh et al., 1988)

Standardna verzia alkalickej kométovej analyzy sluzi k detekcii DNA zlomov a alkali-
labilnych miest. Zakladom je elektroforéza sklicok s lyzovanymi bunkami (nukleoidmi,
ktoré vznikli po lyze cytoplazmatickej membrany a odstraneni histonov) v zasaditom
roztoku, kedy vznika typicky tvar buniek do tzv. komét. Intenzita chvosta kométy je
zavisla na pocte zlomov, ktoré rozvolfuju (relaxuji) retazec DNA a umozZiuju

putovanie ¢asti DNA obsahujtcich zlomy. (Cook et al. 1976) Dalej je mozné detekovat
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alkali-labilné miesta, ktoré sa po vystaveni zdsaditému roztoku menia na
jednoretazcové zlomy. (Singh et al., 1988) V pripade ovplyvnenia endonukledzami
Specificky reagujicimi s uréitymi léziami (typmi poskodeni) je mozné odhalit’ iné typy

poskodenia. (Azqueta et Collins, 2013)

Singh et al. pouzivali na lyzu buniek 2,5M NaCl, Triton X-100 a Sarkosyl pri pH 10 po
dobu 1 hodiny. Ako dalsi krok pouzivali alkalicky roztok (0,3M NaOH) pocas
elektroforézy pri pH viac ako 13. Vtedy vznikol nazor, Ze kométova analyza je zaloZzena
na podobnom principe ako alkalické rozpletanie alebo alkalicka elicia, kde je mozné
posobenim alkalického prostredia rozvolnit’ dvojretazec v okoli zlomu jedného alebo

oboch retazcov. (Singh et al., 1988)

PouZitie inhibitorov

Dalsou verziou je CA spridanim inhibitorov (pomocou hydroxyurey a cytozin
arabinozidu) repara¢nych enzymov pre stanovenie Specifickych typov exciznych miest
pri reparacnom procese. Zakladom je meranie kumulacie poSkodeni v dosledku
zablokovania reparacnych enzymov Specifickymi inhibitormi (napr. zablokovanim
opravnej schopnosti DNA polymerazy). (Collins, 2004; Piperakis, 2009; VandeLoock et
al., 2010)

U neproliferujucich buniek (napr. lymfocytov) dochadza ku kumulécii bez inhibicie,

vzhl'adom k nedostatku deoxynukleotid trifosfatu. (Collins et al., 1995)

Pousitie endonukleaz

Pouzitie endonukledz Specifickych pre ur€ity typ 1€zii umoznuje uréenie Specifick¢ho
typu DNA poskodenia. (Azqueta et al., 2014; Azqueta et Collins, 2013; Gunasekarana,
2015) Pouzivaju sa tieto typy endenukleaz:

e FPG= Formamidopyrimidin DNA-glykozyliza- pre stanovenie oxidovanych
purinov (necyklicky N7 guanin)

e OGGI= 8-Oxoguanin glykozyldza- stanovenie oxidovanych purinov
a formamidopyrimidinov

e ENDO III= endonukleaza III- stanovenie oxidovanych pyrimidinov

e T4 endonukleaza V- stanovenie dimérov pyrimidinov vzniknutych po expozicii

uv
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e AlkA= 3-methyladenin DNA glykozylaza II- urCenie 3- metyladeninu-
stanovenie alkylovanych bdzi po ich konverzii na apurinové a apyrimidinové
miesta (AP miesta)

e Dudsky FEN-1= flap endonukleaza 1- urCenie 1ézii dvojretazcovej a bazovej

exciznej reparacie

Comet-FISH

Dalsou modifikaciou je kombinacia fluorescen¢nej in-situ hybridizacie (FISH)
a kométovej metddy, tzv. Comet FISH. (Azqueta et al., 2014) Zakladom su farebne
znacené proby komplementarne k useku DNA, ¢im je moZné zistit’ poSkodenie urc¢ite¢ho
génu alebo sekvencie. V kombindcii s FISH metddou je moZné najst’ priamo poSkodeny
chromozdém, ¢ast’ chromozému (centroméra, teloméry, ramienka) alebo samotné gény.

(Shaposhnikov et al., 2011)

Stanovenie apoptickych buniek

V pripade, Ze ma hlava kométy redukovantl vel'kost’ a takmer vSetka DNA sa nachadza
vo chvoste (tzv. hedgehog), predpoklada sa, Ze by sa mohlo jednat’ o bunku v apoptoze.
(Collins et al., 1995)

Toto tvrdenie vSak nie je stopercentne spravne, a to z dovodov, ze takéto bunky
vykazuj uréiti mieru reparacie po pridani malej koncentracie peroxidu vodika. Dal§im
faktom je, ze pri apoptéze dochadza k fragmentdcii DNA do nukleozémovych
oligomérov, ktoré moézu byt odstranené pri lyze a elektroforéze. Tzv. tiene, ktoré po
bunkdch zostanu, predstavujii pozostatky vysokomolekularnej DNA z apoptotickych
buniek a vykazuju malé percento normalnej fluorescencie. (Colins, 2004) Preto touto

metddou nie je mozné spolahlivo urcit’ bunky v apoptoze.

Spol'ahlivejSou metddou je urcenie zivych buniek pomocou stanovenia integrity
cytoplazmatickej membrany trypdnovou modrou. AvSak problém nespravnych
vysledkov moZe nastat, ked’ stanovime ako neZivé bunky aj bunky s miernym
poskodenim membrany po zoSkrabovani bunkovej kultury alebo po trypsinizacii. Po
zoSkrabnuti vykazuju bunky 80% trypanova pozitivitu, zatial ¢o po trypsinizacii az
90% trypanovu negativitu. Prave z tohto dovodu sa odporica stanovit’ mnozstvo zlomov
v kontrolnych skupinach buniek, ktoré je pouzitel'né namiesto testu viability. (Hartmann
et al., 2003)
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Menej zndme varianty

Dal$ou metédou je znagenie buniek bromodeoxyuridinom na detekciu deliacej sa DNA,
kedze CA v beznej forme nie je mozné rozliSit medzi bunkami v S- fazi a v inych
fazach bunkového cyklu. Dévodom je, Ze pocet replikaénych miest v danom momente
v danej bunke nie je az taky velky alebo, Ze dochadza k stabilizacii replikacného
aparatu. Bunky v S-fazi zvysuju percento DNA vo chvoste kométy vzhl'adom k tomu,
ze replikacnd vidlicka sa chova ako retazcovy zlom (aj ked sa nechovaji tuplne
identicky ako zlomy). Je teda moZné oznacit’ bunky v replikacii bromodeoxyuridinom,

ktory je potom zviditeIneny pomocou komplementéarnej protilatky. (McGlynn et al.,
1999)

3.3.2 Stanovenie reparacie DNA

Modifikacia kométovej analyzy je v sUCasnosti hojne vyuzivana na stanovenie
reparacnej schopnosti buniek. Prvou Stadiou, ktora sa zaoberala touto technikou bola
publikdcia Ostlinga a Johansona (1984), ktori Studovali opravu jednoretazcovych
zlomov v bunkach L5178Y-S (mySacie bunky lymfomu) po expozicii gamma radiacii.

(Ostling et Johanson, 1984)

3.3.2.1 Princip metody repardcie

Zakladnym principom je stanovenie repara¢nej schopnosti buniek po vystaveni
Specifickym enzymom, ktoré odhalia konkrétny typ lézie. (Azqueta et al., 2014)
Repara¢né mechanizmy zabezpecujii udrziavanie integrity gendmu a v jednoduchosti
ich m6zme rozdelit’ na bdzovu a nukleotidovi exciznu repardciu. Oba tieto procesy

zahfiaji kooperdciu mnohych enzymov. (Hansen et Kelley, 2000)

Prvotnym krokom je tvorba jednoretazcovych zlomov po pouZiti peroxidu vodika alebo
ziarenia (réntgenového, gamma) v substrate. Tvorba oxidovanych bazi (8-oxoguaninu)
je indukovana pri pouziti fotosenzibilizatoru a viditeI'ného svetla. Alkylované bazy
vznikaji po expozicii alkylaénym cinitel'om (metansulfonat) a diméry pyrimidinov st
produkované po pdsobeni UV Ziarenia. Substrat moze obsahovat’ nadbytocné mnoZstvo
skimanych typov poskodeni, ale iné typy musia tvorit’ minimum. (Azqueta et al., 2009)
Na druhu stranu je potrebné urcit dostato¢ni davku radidcie a chemikalii, aby sa

dosiahlo menSieho poctu lézii, ako je saturacnd kapacita opravnej schopnosti buniek.
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(Azqueta et al.,, 2014) Preto je ddlezité optimalizovat’ dobu expozicie Cinitelu, za

pomoci ktorého dochadza k tvorbe Specifickych typov poskodeni.

Dalsou podstatnou kontrolou pred vznikom falogne pozitivnych vysledkov je paralelna
inkubacia neposkodenych nukleoidov s bunkovym extraktom a vylicenie posobenie
endonukledz. (Azqueta et al., 2009) V pripade zistovania BER pouZzijeme nukleoidy

obsahujuce 8-oxoguanin a v pripade NER pracujeme s nukleoidmi obsahujucimi diméry

pyrimidinov.
Substrat Extrakt
1. Bunky si vystavené roznym Bunky z kultiry, lymfocyty,
chemikiliam alebo ofiarené tak, tkaniva, ktorej reparacni
aby vinikli 3pecifické typy lézii schopnost chceme sledovat’
2. Dunky nevystavené
fiareniu ani chemikaliam 0

kontrolnd skupina
( pina) Lyzy buniek

Manesenie buniek v G
Bxtrakcia proteinov
alebo enzymov

agardze na mikroskopické sklicko

Lyza buniek, ktorej
visledkom sd nukleoidy

Reakcia:
Inkubacia substratu s extraktom-
DNA opravné enzymy v

Allalicla
kom étowva

sledovanom extrakte Indukujd analyza
tvorbu zlomov v retaici v mieste
daného typu poikodenia

Obrazok 3: Schéma stanovenia reparacnej schopnosti buniek s pouZitim kométovej
metody

Vzniknuté nukleoidy obsahujuce Specifické 1ézie (substrat) su inkubované s bunkovym

extraktom, ktory obsahuje uré¢ené mnozstvo reparacného enzymu. (Collins et al., 1994)

Principom metddy je, Ze enzymy NER nachadzajice sa v bunkovych extraktoch

rozpoznavaju Specifické miesta poskodenia v DNA. Nésledne dochédza k excizii a

v miestach 1ézii v substrate vznikaju zlomy ako vysledok reparaéného procesu, ktoré su

detekované pomocou alkalickej jednobunkovej elektroforézy (obrazok ¢. 3). Excizna
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aktivita extraktu je zavisld na koncentracii proteinov. Na druhej strane, vysoka

koncentrécia proteinov sposobuje znizenie citlivosti metddy. (Langie et al., 2006)

Schopnost’ extraktu zahdjit’ poc¢iatocny krok reparacie je povazovany za krok limitujuci
schopnost’ opravy, a teda za krok, ktory indikuje repara¢nt aktivitu skimanych buniek.

Dolezitou stcast'ou je pouzitie deoxyribonukleotidov a ATP. (Collins et al., 1994)

V hodnoteni sa vyuZivaji parametre Tail Moment a percento fluorescencie vo chvoste,
ktorych zvySenie urcuje NER kapacitu v bunkovych extraktoch. (Hansen et Kelley,
2000) Popis jednotlivych parametrov sa nachadza v d’al§ich kapitolach.

Rychlost’ opravy rdoznych typov posSkodeni sa rézne 1iSi. Oprava jednoretazcovych
zlomov trva menej ako hodinu, u dvojretazcovych zlomov st to hodiny. Na zaklade
tohto faktu je potrebné analyzovat rychlost repardcie vo viacerych intervaloch

a stanovit’ polocas reparacie. (Collins et Azqueta, 2012)

Pri stanoveni cross linkov je stanovenie iné. Medziretazcové spoje totiz brzdia pohyb
rozvolnenej Casti DNA pri elektroforéze. Preto sa cross linky urCuju na zaklade
skratenia chvosta kométy a zvySenia intenzity chvosta kométy v porovnani s bunkami

bez expozicie. (Spanswick et al., 2010)

Niektoré typy reparacie sa mozu detekovat v ramci stanovenia miery poskodenia,
ked’ze pri urcitych typoch poskodeni (po UV-C, N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine)
dochadza k oprave pomocou exciznej bazovej reparacie, o sposobi vystrihnutie bazy (=
jednoretazcovy zlom). (Alapetite et al., 1996) U niektorych typov poskodeni (po
vystaveni ionizujucemu Ziareniu) moze nastat’ problém so stanovenim miery reparéacie
vzhl'adom k vel'mi rychlej oprave poSkodenych casti (3-30 minut). (Peggy et Bandth,
20006)

3.3.2.2 Stidie zamerané na rychlost’ repardcie

Stanovenie reparacnej schopnosti DNA sa stava ¢oraz obl'ibenej$im parametrom pri
sledovani I'udského biomonitoringu. Z vysledkov fenotypiza¢nych $tadii (zameranych
na aktivitu opravnych enzymov) je stale mozné ziskat’ viac uzitocnych informacii ako z
expresie danych génov. Vysledky vyskumov sa viak nezhoduju. Stidie poukazuju na
pozitivny, negativny, ale aj nulovy efekt enviromentdlnych Cinitelov, ako aj vplyvu

nutricnych faktorov. Vzhladom k veku bolo preukdzané, Ze sa rychlost’ reparacie

25



nemeni. (Collins et al., 2012) Epidemiologické stidie poukazuju na rozsiahle inter-
individudlne rozdiely v citlivosti na kancerogény v prostredi, a teda na mozny vznik
rakoviny. Predpoklada sa, Ze tento rozdiel Ciastocne vznika na zaklade genetickych
rozdielov v reparacnych procesoch. Niektoré studie toto tvrdenie potvrdzuji svojimi
experimentmi, ktoré poukazuji na spojitost medzi polymorfizmami v opravnych

génoch a rizikom pre vznik rakoviny. (Andrew et a., 2005; Lovatt et al., 2005)

V stadii Alleva a kol. bolo zistené, Ze repara¢nd schopnost’ vzrastd 24 hodin po
ortopedickej operacii. V rovnakej $tadii dosli vedci k vysledku, Ze reparacna schopnost’
korelovala s mnozZstvom jednoretazcovych zlomov, ktoré wvznikli ako wvysledok
reparacnej schopnosti (po 24 hodinach). Naopak negativna korelacia vznikla medzi
poctom oxidovanych bdz po zavedeni anestézie a rychlostou reparéacie, z ¢oho méze
vyplyvat’ zaver, Ze pocas a po operacnom zakroku dochiddza k utlmu reparacnej
schopnosti buniek (Studovanych lymfocytov). (Alleva, 2003) Nedavne Stadie dokonca
dokazuju, Ze u niektorych typov nadorov sa zvySuje schopnost’ opravy posSkodenej
DNA, ¢o mbze zvySovat’ ich rezistenciu na terapeutické lie¢iva a znizovat’ ich u¢innost’.

(Galvao et al., 2009; Kumari et al., 2008)

3.3.3 Princip kométovej metody

Vtomto kroku sa cesty stanovenia oxidativneho poskodenia a reparacie spajaju.
Predpokladom je vyuzitie kombinacie gélovej elektroforézy a flurescencného
mikroskopu ako prostriedku, schopného vizualizovat pohyb poskodenej Casti DNA
mimo zékladny gul'aty tvar buniek zafixovanych v agar6zovom géle. (COMET ASSAY
FORUM, 2006; Dusinska et Collins, 2008; Olive et Banath, 2006; Tice et al., 2000)
Lyzaény roztok s vysokomolarnym chloridom sodnym a detergentom zabezpeci
odstranenie membran, cytoplazmy a nukleoplazmy, zni¢i nukleozémy a takmer vsetky
histony. Po lyze zostdva matrix jadra - Struktra, ktora pozostava z ribonukleove;j
kyseliny (RNA), proteinov a DNA, tzv. nukleoid. DNA stale zotrvava v superhelikalnej
forme, takze sa nemdze volne otacat’ (tvori zhluk sluciek, nie je linedrna). (Ahuja et
Saran, 2001; Azqueta et Collins, 2013; Cook et al., 1976; Dusinska et Collins, 2008;
Nandhakumar et al., 2011; Silvina et al., 2001; Tice et al., 2000; Vidya et al., 2014)
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Denaturacia ELEKTROFOREZA

IZOLOVANE JADRO S KOMETA

JADRO RELAXOVANOU
DNA

Obrazok 4: Zmeny v organizdacii DNA po denaturdcii (alkalickom rozpletani) a po
elektroforéze

V pripade pritomnosti zlomov v retazcoch, dochadza k rozvol'neniu poskodenej ¢asti v
dvojretazci DNA, ktora nadobtida negativny ndboj a pocas elektroforézy je unaSana
smerom ku kladnej nabitej elektrode (andde) (obrazok €. 4). V pripade, ze bunka zlomy
neobsahuje, migracia je zastavend vplyvom malého mnozstva volnych koncov a
vel'kého rozmeru fragmentov (velka molekulovd hmostnost). (COMET ASSAY
FORUM, 2006; Dusinska et Collins, 2008; Olive et Banath, 2006; Tice et al., 2000)

3.3.3.1 Farbenie kométiek

Po elektroforéze nasleduje neutralizécia a farbenie. Pouzitie farbiv zavisi na potrebach
uzivatel'a a metode skorovania. Z fluorescencnych farbiciek sa najviac vyuziva etidium
bromid, propidium jodid, DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol), SYBR Green I a YOYO.
(Hartmann et al., 2001) U nefluorescencnych technik sa vyuZziva vizualizacia nitratom
striebornym. Pouzité zvicSenie z4visi na type stanovovanych buniek, velkosti migracie,
obmedzeniach mikroskopu a obrazového systému. NajbeznejSie pouzivanim zvicSenim

je rozmedzie medzi 200x a 400x. (Hartmann et al., 2003)

Etidium bromid je pravdepodobne najcastejSie pouzivanym farbivom. Jednd sa o
interkala¢né farbivo, ktoré sa vmedzeruje medzi dvojretazec DNA- lepSie sa viaze na
dvojretazcovii ako jednoretazcovii DNA. Po flom je druhé najCastejSie vyuzivané
DAPI. Farbivo sa viaze do velkého Zliabku, a preto miera fluorescencie zavisi na
vyskyte dvojretazcovej DNA. KedZe menej interaguje s jednoretazcovou DNA, pri
vySSom vyskyte jednoretazcovej DNA bude celkova fluorescencia znizend. (Colins,

2004)
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Stanovenie relativneho mnozstva migrujicej DNA poskytuje jednoduchy sposob
stanovenia mnozstva zlomov v jednotlivych bunkach. (COMET ASSAY FORUM,
2006; Dusinska et Collins, 2008; Olive et Banath, 2006; Tice et al., 2000) Metodu je
mozné vyuzit na stanovenie mnozstva jednoretazcovych zlomov a dvojretazcovych
zlomov, cross-linkov (DNA-DNA/ DNA-protein/ DNA-lie¢ivo), posSkodenych baz
alebo apoptotickych jadier. (COMET ASSAY FORUM, 2006)

3.3.3.2 Hodnotenie komeét

Vo vSeobecnosti sa d4 vyhodnocovanie komét rozdelit’ do niekol’kych skupin: vizualne
alebo za pouZitia softvéru, manudlne alebo automatické. Vizualne hodnotenie dava
kvalitativne vysledky, ale je subjektivne. S pouZitim softvéru je mozné ziskat’ vysledky
kvantitativne s dobrou reprodukovatelnostou. Manualne hodnotenie vyzaduje experta
schopného nastavit’ potrebné parametre k hodnoteniu (spravny jas pre odliSenie pozadia,
spravne oznaCenie hlavy kométy). Programy pre automatické hodnotenie zlepSuju
rychlost’ analyz, umoznuju vicsi pocet analyzovanych buniek za kratS$i Cas, Co je
dodlezity faktor pri zhodnocovani efektivnosti analyzy a zbere Statistickych dat. Vizudlne
hodnotenie je rychlym sposobom analyzy. Hodnotenie 50 komét zvyCajne nezaberie

viac ako 10 minuat. (Hartmann et al., 2003)

Na hodnotenie sa vyuzivaji obrazové analyzy, to znamena vizualne zobrazenie komét
(obrazok €. 5). V sucasnosti je velky vyber Specializovanych softvérov. Niektoré s

dostupné aj vo vol'nej verzii na internete.

1 2 3 1

Obrazok 5: Ukdzka vyhodnocovania komét pomocou obrazového softvéru LUCIA
Comet Assay (Laboratory Imaging, Czech Republic)

Alternativou je vizualne hodnotenie komét a ich rozdelenie do skupin podl'a mnoZzstva

DNA distribuovanej do chvosta. Zvy¢ajne sa vyuZziva ¢islovanie 0 (Ziadny chvost) po 4
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(takmer vSetka DNA je vo chvoste). Tu nastdva problém s ludskym faktorom
a schopnost'ou l'udského oka a mozgu spravne zaradit’ kométu do danej skupiny aj po
opakovanych hodnoteniach. Avsak bolo zistené, ze existuje vybornd korelacia medzi

hodnotenim do 5 skupin a pocitaovou obrazovou analyzou.
Parametre hodnotenia

Na zaklade vystupu zo softvéru je mozné hodnotit’ hned’ niekol’ko parametrov. Existuje
ich asi 34. (COMET ASSAY FORUM, 2006) Odporuc¢anym parametrom je percento
DNA vo chvoste kométy, pretoze udava dobrt linearitu s ddvkou Skodlivého Cinitela.
Percentuilne zastipenie Tail DNA je linearne zavislé na pocte zlomov. Tato
zavislost’ bola stanovend pomocou rontgénového Ziarenia (Collins, 2004). Obmedzenie
zéavislosti nastava pri pocte zlomov, ktoré sa blizia k saturaénému limitu (vSetka DNA je
vo chvoste kométy), kde sa krivka odklana od linearity. (Collins a kol., 2008). Hlava
kométy obsahuje vysokomolekularnu DNA, zatial ¢o chvost pozostava z volnych
fragmentov. Neposkodené¢ bunky neobsahuji rozvolnené casti a preto chvosty

nevytvaraju. Kométy st vizualizované real-time pomocou vhodného softvéru. (Olive et

al., 1990)

DiZka chvosta zvycajne dosahuje svojho maxima aj pri nizkych hodnotach pogkodent.
Sklicka by mali obsahovat’ dostatocny pocet buniek v dostatocnej kvalite, aby bolo
mozné dosiahnut zmysluplného posudenia poskodenia DNA. Sklicka by mali byt
hodnotené kodované (pre objektivne hodnotenie) a ako minimum sa povazuje 100

komét na 1 vzorku. (Wiklund et Agurell, 2003)

Tail moment je zalozeny ma merani mnozstva DNA vo chvoste a jej distriblcii, a je
popri stanoveni dizky chvosta a percenta DNA vo chvoste najviac vyuzivanym
parametrom. Niektori odbornici neodporucaji pouzivat tail moment ako dobry
parameter, pretoZze podava najmenej informacii. Nemd Ziadne uznavané jednotky
anepodava ziadne informdcie o vzhl'ade komét. Bol by pouzitelny v pripade, Ze by
vSetci vyuzivali rovnaké jednotky a mali rovnako nakalibrovany analyticky systém.

(Olive et Banath, 2006)

Kométovou analyzou je mozné stanovit’ zlomy ret’azca, ale nie vSetky typy poSkodenia.
Tieto ostatné typy poskodenia mézu byt ale konvertované do zlomov po pdsobeni

Specifickych endonukledz. Lézie ako alkylované bazy alebo fosfatové skupiny sa menia
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na zlomy po inkubdcii v alkalickom roztoku. Dostato¢nym zvySenim pH (na pH=13, pri
pouziti 0,3M NaOH) st premienané alkali-labilné miesta na zlomy. Pri pouziti 0,03M
NaOH (pH=12,1) je metéda omnoho menej u¢inna. Dalsim dolezitym faktom je
tvrdenie, ze kazdy typ lézie ma iné pH optimum. Takze stdle zostava nutnostou

optimalizovat’ pouzivani metodu. (Olive et Banath, 2006)

3.3.4 Vyhody metody

Tato metdda ma oproti inym pouzivanym metddam pre stanovenie typov DNA 1ézii
hned’ niekol’ko vyhod. Prvou je jej neinvazivnost’ a malé mnozstvo buniek potrebnych k
analyze- postaci 100 buniek a analyza pomocou softvéru je naozaj rychla (vzhl'adom
k inym cytogenetickym technikdam, ktoré zaberu niekol’ko dni prace). Druhou vyhodou
je nahradenie radioizotopov pri vizualizdcii komét inymi farbivami, ktoré umoznili
stanovenie v akychkol'vek bunkach s jadrom. Dalsou vyhodou je moZnost' porovnat
rozdiely v odpovedi na poskodzujuce vplyvy v ramci rovnako exponovanej populacie.

(Olive et Banath, 2006)

Stale vSak zostdva predmetom diskusii, zostavenie univerzalneho protokolu a analyzy,
nastavenie vhodného mnozstva a typu buniek, vhodnej koncentracie agaroz a lyzacnych

pufrov na zabezpecenie spravnej citlivosti, spol'ahlivosti a reprodukovatelnosti metody.

(Banath et al., 2001; Bauch et al., 1999; Tice et al., 2000)

3.3.5 Faktory ovplyviiujice kométovu analyzu

Medzi r6znymi verziami metddy, alkalickd verzia je odporucand ako najuniverzalnejSia
na detekciu viacerych typov 1ézii. Je mozné detekovat’ jedno a dvojretazcové zlomy,
alkali-labilné miesta, ktoré sa pri alkalickej elektroforéze menia na jednoretazcové
zlomy a jednoretazcové zlomy ako produkty nedokoncenej reparacie. Prisposobenim
podmienok, je mozné stanovit DNA-DNA a DNA-proteinové cross linky, ktoré sa pri
absencii inych typov poskodeni, daji urcit' z relativneho zniZzenia migracie DNA
v porovnani s kontrolou (bez cross linkov). Pri vyskyte tychto typov 1ézii dochadza
k spomaleniu pohybu DNA vo chvoste kométy. Spolahlivost’ a reprodukovatel'nost’
metddy je ovplyvilovand mnohymi faktormi. Pre ziskanie optimédlnych vysledkov je
dolezité dodrziavanie stanoveného protokolu analyzy. Spravna detekcia zmenenej DNA
zavisi na viacerych parametroch ako je koncentracia agarézy, pH, teplota, napitie,

prid a diZka elektroforézy. (Hartmann et al., 2003)
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Vyznamnym faktorom je koncentracia pouzitej agardzy, ako aj dizka lyzy (najmi
u alkalickej CA). (Azqueta et Collins, 2013) Kazdy krok spracovania buniek
(skladovanie, extrakcia, analyza) prispieva k tvorbe arteficialneho poskodenia DNA.
(Al-Salmani et al., 2011) Pri dlhSej inkubdacii v lyzatnom roztoku totiz dochadza
k zvySeniu rozvolnenych alkali-labilnych casti a narastu % DNA vo chvoste kométy.
Dalsimi dblezitymi faktormi st nastavenia elektroforézy- vloZeny prud, teplota a dizka
elektroforézy. (Azqueta et Collins, 2013) Chovanie buniek v elektrickom poli je
ovplyvnené aj fazou bunkového cyklu. V pripade, ze sa bunka nachadza v S faze
bunkového cyklu, replikacné vidlicky sa pri alkalickej elektroforéze spravaju ako
jednoretazcové zlomy- takZ’e DNA migruje rychlejSie. Naopak v pripade neutralnych
podmienok DNA tvori replikatné bubliny, ktoré¢ brzdia pohyb DNA pocas
elektroforézy. (Peggy et Banath, 2006)

Niekedy je narocné stanovit® poSkodenie vzniknuté posobenim viacerych cinitelov
s odliSnymi mechanizmami v rdmci jedného experimentu. Napriklad nie je moZné
stanovit' suCasne pdsobenie latky, ktora sposobuje tvorbu jednoretazcovych zlomov
spolu s latkou, ktord zvysuje tvorbu cross-linkov. Dévodom je fakt, Ze intramolekularne
cross-linky zamedzuju detekcii zlomov jedného retazca. Z tohto dovodu sa odporaca,
vyuzivat’ kombinacie viacerych metod, aby bolo mozné, ¢o najlepSie urcit’ biologicky

dopad poskodenia genetickej informacie. (Merk et Speit, 1999)

Dalej je dobré uvazovat’ aj nad myslienkou, Ze poskodenie DNA nemusi jednostranne
nastat’ priamym pdsobenim Cinitela, ale je v urcitej miere sposobené rozpadom
mitochondridlnej a cytoplazmatickej membrany, ¢o zvySuje vyskyt apoptotickych
a nekrotickych buniek. Iny mozny problém mdze nastat’ pri rychlej reparacii buniek- je
preto potrebné pracovat’ na lade (pri teplote 4°C), kedy sa proces opravy buniek

spomali. (Peggy et Banath, 2006)

3.3.6 Aplikacie kométovej analyzy v medicine

Kométova metéda sa stala Standardizovanou metédou na stanovenie poskodenia
deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) koncom 90. rokov a na zafiatku 21. storoCia a

mnozstvo §tadii s jej vyuZitim stéle narasta. (Colins, 2004)

Metdéda sa vyuziva pri sledovani vplyvu ndhodnej alebo stilej expozicie

genotoxickym latkam, pri sledovani ochranného vplyvu antioxidantov alebo
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u stanovenia reparacnej schopnosti buniek. (Azqueta et al., 2014) Comet assay moze
byt pouzita nielen na biominotoring ale aj na ekologické Studie- najcastejsie sa jedna
o monitoring zéavislosti enviromentalnej komtaminacie Skodlivinami a ich vplyvom na
zivoCichy, na ktoré dand Skodlivina priamo posobi. (Mollet, 2005; Speit et Hartmann,
2005) Dalsou moznou aplikaciou je stanovenie predispozicie k uréitému ochoreniu,
monitorovanie liekovej terapie, ¢i urCenie spojitosti medzi poskodenim DNA
a expoziciou UV alebo poskodenim DNA spermii a muzskou neplodnost'ou. (Jha,

2008)

Délezitym vyuzitim je aj Stddium chronickych a degenerativnych ochoreni, kde
pacienti s diabetom a pacienti s Alzheimerovou alebo Parkinsonovou chorobou,
vykazuji vysSie hodnoty jednoretazcovych zlomov a oxidativneho stresu vzhladom
k zdravym jedincom. (Collins et al., 2014; Hedge et al., 2011; Kadioglu et al., 2004;
Liao et al., 2009; Thanan et al., 2015)

Iné modifikacie tejto metédy (najmid urcovanie repara¢nej kapacity buniek) sa
vyuzivajui u in-vitro stanoveni na bunkovych kultrach, in-vivo na zvieracich tkanivach,
ale hlavne v l'udskom biomonitoringu. (Azqueta et al., 2014) Reparacnd kapacita
jednotliveca je povazovand za hodnotny biomarker pri urceni ndchylnosti organizmu
ku vzniku mutacie arozvoju rakoviny. Vysokd reparacna aktivita je spdjana so
znizovanim vyskytu neopravenych typov poskodeni, ktoré vznikaju pri deleni bunky.
Na druhej strane odrdza vysku expozicie DNA poskodzujucim cinitelom, ktoré
indukuju tvorbu reparacnych enzymov. V stcasnosti je potrebné tuto problematiku

detailnejSie preskiimat’. (Azqueta et al., 2014)

V poslednych rokoch bol predmetom zaujmu vplyv nutriénych faktorov na reguliciu
DNA oprav. Vo vSeobecnosti sa da tvrdit, Ze reparacna schopnost bunky je
konstitutivna a zavisi na okolitych podmienkach (velky vplyv exogénnych faktorov).
Rozdiely interindividudlne st zavislé na genotype. Polymorfzmy v reparacnych génoch
vykazuju efekt na dané enzymatické aktivity reparaénych enzymov. (Azqueta et al.,

2014)

3.4 Anestézia

Inhalacné anestetikd st Casto pouzivané v procese celkovej anestézie pacientov

podstupujiicich rézne operacné zakroky. Chemicky sa jednd o malé hydrofobne
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molekuly, ktoré prechddzaju lipofilnymi membranami bunky a spdsobuji depresiu
respiracie a oxidativnej fosforylacie v mitochondridch. Vdaka priamej interakcii
s mitochondridlnym elektronovym transportnym retazcom dochadza po expozicii k
vzniku malého mnozstva ROS alebo nepriamo cez signalnu kaskadu zlozemi z G-
proteinovych receptorov, protein kinazy a mitochondridlnych ATP-dependentnych
draselnych kandlov. Takyto Utlm respirdcie moze spOsobit’ Unik elektronov z matrix

mitochondrii a zvysi tvorbu ROS. (Bienengraeber et al., 2005)

3.4.1 Rozdelenie anestetik

Kazdoro¢ne podstipi operaény zakrok okolo 100 milidbnov l'udi. Aj napriek tomu, Ze sa
bezpecnost’ anestézie zlepSila, stale sa diskutuje o jej negativnych vplyvoch.
NajcastejSie pouzivanymi typmi anestetik s izofluran (ISF) a sevofluran (SVF). (Braz

et al., 2011)

Izofluran (ISF) je inhalacné anestetikum vyuzivané pri udrziavani anestetick¢ho
ucinku, zatial’ o propofol je kratkodobo G¢inné intraven6zne anestetikum vyuzivané
pri uvedeni a udrziavani celkovej anestézie. U propofolu boli uvedené aj mnohé
neanestetické ucinky. (Vasileiou et al., 2009) Rozne in vitro Studie preukazuju ochranny
uc¢inok propofolu vo¢i mnohym radikdlom a ROS. Zostava ale stale otdzkou, ¢i tento

efekt nastava aj in vivo u pacientov. (Tsuchiya et al., 2010)

ISF bolo prvy krat syntetizované v roku 1965 a uvedené do praxe az o nieckol’ko rokov
neskor.

V roku 1976 vysla §tudia, Ze toto anestetikum spdsobuje rakovinu pecene u potkanov
(Corbett, 1976) Toto tvrdenie sa vSak nepotvrdilo. (Eger et al., 1978) Avsak ISF je s
vyhodou vyuzivany najmé vd’aka nizkej rychlosti metabolizmu a nizkej rozpustnosti, ¢o

skracuje dobu nutnu na zotavenie. (Braz et al., 2011b)

K objavu sevofluranu (SVF) doslo tiez v 70-tych rokoch, ale do klinickej praxe bol
zavedeny az o 30 rokov neskor (1995). SVF v rdmci svojho metabolizmu prechadza
dehydrofluoraciou reakciou s chemickymi zloZkami anestetického zariadenia a meni sa
na mnoho malych metabolitov, ako napriklad fluoromethyl 2,2-difluoro-1-
(trifluorometyl)vinyl éter (compound A). (Yamakage et al, 1995) U tohto typu
anestetika bol preukdzany negativny vplyv na DNA, a to v dosledku posobenia jeho

toxického metabolitu (compound A), kedze vdaka nemu dochidzalo k zvysenej
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vymene sesterskych chromatid v ovarialnych bunkéch skreckov. Neexistuji vSak Ziadne
data, ktoré by SVF priamo spajali s mutagenitou. (Eger et al., 1997) Amesov test
mutagenny vplyv nepreukazal. (Morio et al., 1992)

Jedna sa o inhala¢né anestetikum, podavané vo forme pary. Vyhodou pouzitia SVF je
jeho nizky rozdelovaci koeficient medzi krvou a plynom, ¢o ma za nasledok rychlejsie
prebudenie a skratenie ¢asu potrebného na zotavenie. Plyn ma sladkavu vonu a vyuziva
sa pri zavedeni anestézie detom aj dospelym. (ADC, 2016) SVF sa vyuZziva najmi
vzhl'adom k jeho vyhoddm - mé nizku rozpustnost’, nie je drazdivy a dokonca bolo
preukdzané, Ze ma urcitu antioxida¢nt kapacitu. (Allaouchiche et al., 2001) Vysledky
experimentov in vitro a in vivo zameranych na genotoxicky vplyv tohto anestetika st

stale rozporuplné. (Alleva et al.,2003; Brozovic et al., 2010; Kadioglu et al., 2009)

Potrebné déavka je individudlne prepocitand podl'a veku a klinického stavu pacienta. Na
zaCiatku je mozné dosiahnut’ anesteticky uc¢inok podavanim 0,5-1,0% sevofluranu v
kombinacii s kyslikom alebo oxidom dusnym. Davka sa postupne zvySuje aZ na
maximum (8% koncentraciu). U dospelych dochadza k potrebnej anestézii uz za mene;j
ako 2 minuty pri pouziti 5% SVF. U deti je to do 7 % SVF. Udrzanie narkdzy je mozné
predpisanymi koncentraciami samostatného anestetika alebo kombindciou s oxidom
dusnym. (ADC, 2016) Hrani¢né hodnoty halogénovanych anestetik v USA st stanovené
na hodnotach 2 ppm a 25 ppm pre oxid dusny. V Eurdpe sa tieto hodnoty pohybuju
medzi 2- 20 ppm. (Szyfter et al., 2004)

Propofol (PF) patri medzi intravendzne anestetikum a jeho praktické vyuzitie zacalo
v USA v 90-tych rokoch. Patri do skupiny alkylfenolov, ktoré obsahuji fenolicku
Struktaru. Tato Struktura sa podoba alfa-tokoferolu (vitaminu E), preto si mu

pripisované antioxida¢né vlastnosti. (Murphy et al., 1992)

Davka je pripravovand individudlne, podla reakcii pacienta na pociatocni davku. U
dospelych pacientov sa vyZzaduje davka 1,5-2,5 mg/kg hmotnosti. Pri minimalnych
operaciach je davka u dospelych (anestetikum vo forme emulzie) na udrziavanie
anestetického uc¢inku pocas zdkroku 4mg PF/kg hmotnosti za hodinu. U pacientov s
nestabilnym klinickym stavom je dadvka upravovana na zaklade zadvaznosti stavu. U deti
je pociatocna davka 2,5 mg PF/kg hmotnosti. U deti od 1 mesiaca do 3 rokov davka

kolisa medzi 2,5-4mg/kg hmotnosti. (ADC, 2013)
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Existuje stale mnoho nejasnosti o jeho skodlivom ucinku. Niektoré Studie poukazuji na
jeho negativny vplyv, avSak dalSie Studie toto tvrdenie vylucuju a obhajuju nazor, zZe
toto anestetikum nie je Skodlivé po podani detom aj dospelym. (Braz et al., 2009;

Krause et al., 2003)

3.4.2 Utinky anestetik

K eliminacii inhalaénych anestetik dochddza cez pl'ica vydychovanim, ale mala Cast’ je
metabolizovana v pe€eni, oblickach a plicach. Vzhl'adom k cene, bol po dlhu dobu
hlavnym anestetikom halotan, ato najmid v menej rozvinutych krajinach. Bohuzial
doslo k zisteniu, Ze toto anestetikum spdsobuje vznik fulminantnej hepatitidy.

(Jaloszyniski et al., 1999)

Genotoxicky vplyv polyfluorovanych anestetik je spajany s ich priamou interakciou s
castami dvojretazca DNA (pravdepodobne dochadza k alkylacii N-7 pozicie purinov)
alebo nepriamo, vdaka indukcii tvorby reaktivnych molekal. (Alleva et al., 2003)
Reaktivne formy kyslika (ROS) indukujua tvorbu réznych typov poskodeni- AP miest
(apurinovych, apyrimidinovych), retazcovych zlomov a oxidovanych baz. Radikaly tak

poOsobia priamo na DNA. (Epe, 1995)

Halotan je teda nahradzany inymi, menej toxickymi halogénovanymi étermi- ISF, SVF,
desfluranom a enfluranom. Jednym so zndmych vedl'ajSich uCinkov tychto anestetik je

podrazdenost’ alebo delirium najma pri prebadzani z anestézie. (Meyer et al., 2007)

SVF ma nizku rozpustnost’ v krvi a tkanivach a je metabolizovany na volny fluorid
a hexafluoroizopropanol, ktory nasledne podlieha konjugécii s kyselinou glukurénovou
a odchadza z tela ako stcast’ mocu. 5% vdychovaného anestetika je metabolizované
cytochromom P450 (izoenzymom 2E1). V stadii Brozovica akol. dochéadzalo
k zvySovaniu poSkodenia DNA v organoch pokusnych mysi po 6 hodinich od
expozicie, asi zjavne vdaka biotansformacii anestetika a kumulicii Skodlivych
metabolitov, ktorych efekt sa prejavil navySenim posSkodenia a zniZenim reparacne;j

schopnosti buniek. (Brozovic et al., 2010)

Toxické reakcie po SVF su asociované s jeho metabolitmi a po operacii dochadza k
indukcii peCetiovych enzymov (Pihlainen et Ojanperd, 1998) a hladiny aspartét

aminotransferdzy, alanin aminotransferazy a alkalickej fosfatdzy dosahuji najvyssich
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hodnot 3 dni po operécii. (Nishiyama et al., 2004) Toxicita je ovplyvnena aj jeho
interakciou s enzymami alebo sinymi lie¢ivami. SVF priamo ovplyviiuje tvorbu
peroxynitritu, superoxidu, intracelularneho peroxidu a oxidu dusného v periférnych
polymorfonuklearnych leukocytoch po 1 hodine po liecbe. (Wong et al., 2006) Podla
Kharasche (1995) by malo idealne anestetikum odolavat’ biotransformacii, pretoze jeho
toxicita sGvisi s biotransformaciou na toxicky metabolit. (Kharasch, 1995) Dalej
v pritomnosti SVF dochddza k deplécii glutationu v neutrofiloch. Takto vzniknuty

oxidacny stres ma negativny vplyv na l'udské zdravie. (Wong et al., 2006)

Dal§im znamym faktom je, Ze inhalaéné anestetika spdsobuji zmeny v imunitnom
systéme, coho vysledkom je lymfocytopénia po operacnom zdkroku. (Oka et al., 1996)

Niektoré in vitro stadie dokonca uvadzaji, ze SVF aj ISF spdsobuji zvySend apoptozu
lymfocytov, ktord je priamo prepojend s nadprodukciou ROS. (Delogu et al., 2001;
Matsuoka et al., 2001) Jedna zo starSich Studii zase uvadza, Ze pri expozicii anestetikam
dochadza k poSkodeniu genetického materidlu rovnako, ako je to spdsobené fajéenim

11- 20 cigariet denne. (Hoerauf et al., 1999)

3.4.2.1 Stidie zamerané na viéinky anestetik

Genotoxicky alebo mutagénny vplyv anestézie sa stal predmetom zadujmu roznych
Studii. Predpoklada sa, ze anestézia prispieva k poskodeniu DNA. (Baden et Simmon,
1980; Sardas et al., 2006) Existuja rézne studie, ktoré porovnavaji vplyv samostatnych
anestetik, zrovnavaju ziskané poznatky medzi r6znymi typmi a skupinami anestetik a

ich vzajomnymi kombinéciami.

Vysledky studii sa ale navzajom nezhoduju. Rozdiely vo vysledkoch $tadii mozu byt
ovplyvnené mnohymi faktormi. Rozdielna dizka expozicie, interindividudlna citlivost
zavisla na genetickych faktoroch, rozdielne experimentilne podmienky, typ a dizka
operacie a individudlne parametre pacientov (vek, fyzicky stav, lie€iva pouzité pri
zakroku, skryté komorbidity) ale aj spdsob Statistickej analyzy, ¢asové a miestne

rozdiely, prispievaju k rozdielnosti vysledkov analyz. (Izdes et al., 2009.)

Vysledky Stidie Braza a kol., ktori sledovali poSkodenie DNA pred a po podani
anestézie pri minimdlnom otorinologickom zékroku, podavaji negativne vysledky
svojich merani. Pri operatnom zakroku doslo k minimélnemu alebo takmer Ziadnemu

navySeniu poskodenia DNA. (Braz et al., 2011) Negativny vysledok ukazuji aj in vitro
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testy s lymfocytmi, na ktoré sa nechal posobit SVF v koncentracii 10mM aj u
anesteziologov pri ndhodnej expozicii. (Syfter et al., 2004)

Rovnako aj v experimente Braza a kol. dosli vyskumnici k zaveru, Ze pouzitd anestézia
neprispieva k zvySeniu oxidativneho poskodenia DNA u pacientov bez komorbidit,

ktori podstupia opera¢ny zakrok. (Braz et al., 2015)

Na druhej strane, ako protiklad, uvadzam Studie, u ktorych bol preukazany negativny
vplyv anestetik na poskodenic DNA. Bolo preukazané, Ze niektoré anestetika

sposobuju poskodenie DNA. (Eroglu et al., 2010; Orsoli¢, 2012)

U 12 pacientov klasifikovanych ako ASA I a II (mierne ochorenie) doslo pocas operacie
brucha k navySeniu poskodenia DNA. (Karabiyik et al., 2001) Rovnako aj u skupiny
neurologickych pacientov, ktorym bola podand anestézia v kombinacii ISF a oxidu

dusného s pridavkom kyslika, doSlo k ndrastu poSkodenia DNA. (Reitz et al., 1993)

Braz a kol. navrhli experiment, v ktorom porovnavali hladiny antioxidantov v plazme a
stanovovali navySenie oxidativheho poskodenia DNA (vznik 8-oxoguaninu) u 30
pacientov rozdelenych do dvoch skupin podla typu pouzitej anestézie (ISF, PF).
Vysledky vyskumu poukazujii na negativny vplyv operacného zakroku pod anestéziou
na antioxida¢ny systém- doslo k zniZzeniu plazmatickych hladin alfa-tokoferolu, ostatné
antioxidanty zostali nezmenené (kyselina mocCova, karotenoidy, retinol). Obidva typy
anestézie sposobili narast kapacity hydrofilného a celkového antioxidacného systému. K
narastu 8-oxoguaninu nedoslo v ziadnej zo skupin. V skupine s PF doslo k zvySeniu

gama-tokoferolu. (Braz et al., 2015)

V studii Jaloszynskeho a kol., autori poukazuji na genotoxicky vplyv halotanu a slaba
genotoxickll aktivitu ISF pri pdsobeni na l'udské lymfocyty in vitro. Tento efekt sa
prejavil vo forme zvySeného poctu jednoretazcovych zlomov v DNA bunky po
predchadzajicom vplyve anestetika. Stanovenie narastu zlomov bolo stanovené
kométovou metddou. Fragmentdcia DNA, ktorti sposobil efekt halotdnu, nakoniec
vyustila do bunkovej smrti, pretoze bunka nebola schopna opravit’ poskodent geneticku
informéciu. Na zéklade toho doSlo v zavere Studie k zhodnoteniu, Ze ISF ma u¢inky
genotoxické, ale halotdin mad okrem spominanych uU€inkov aj uc¢inky cytotoxické.

(Jaloszynski et al., 1999)
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V studii zameranej na posobenie SVF pocas ortopedickej operacie bol zisteny narast
oxidativneho poSkodenia (narast oxidovanych purinov a pyrimidinov) po operacnom
zakroku. Nasledne v post-opera¢ny dent doslo k zvySeniu mnozstva jednoretazcovych
zlomov, pravdepodobne vplyvom vzniku alkali-labilnych miest pocas reparacie. (Alleva
et al.,, 2003) Rovnaki autori taktiez poukazuji na vysledky d’alSieho vyskumu, vd’aka
ktorému bolo zistené, ze SVF a ISF vykazuji podobné genotoxické vlastnosti u
pacientov, ktori podstupili operaciu brucha. U tejto skupiny pacientov doSlo k
navySeniu poskodenia po 60 az 120 minutach po zaciatku anestézie. (Karabiyik et al.,
2001) Vyssie mnozstvo 1ézii bolo objavené aj u pracovnikov nahodne exponovanych
zbytkovym koncentraciam anestetik na operacnej sale. (Sardas et al., 1998) Iny
experiment zase toto tvrdenie vyvracia- u 29 oséb dlhodobo pracujucich pod vplyvom
halogénovanych anestetik neboli zaznamenané zmeny v genetickej informacii v
porovnani s kontrolnou skupinou bez expozicie. (Szyfter et al, 2004) Dalsie
experimenty sa zaoberali vplyvom anestézie u onkologickych pacientov (pacienti s

rakovinu prsa) pri mastektomii. (Kadioglu et al., 2009)

Laffon a kol. pozorovali vyznamny narast oxidativneho poskodenie u zdravotnych
sestier na oddeleniach anestézie, ktoré nahodne vdychovali zostatkové mnozstva
anestetik. (Laffon et al., 2006) Rozgaj a kol. poukazuji na zvySeny vyskyt
chromozomalnych aberacii u personalu exponovaného anestetickym plynom, zatial’ o
vymena sesterskych chromatid (SCE) nebola navySena. (Rozgaj et al., 2001) Rovnkako
aj Chandrasekhar a kol. poddvaji vysledky o naraste mnozstva poskodenej DNA u
persondlu na oddeleni anestezioldgie. Vysledky S$tadie dokazuji negativny vplyv
ndhodnej expozicie kombinidciam anestetik a jej vplyv na ndrast genotoxicity.

(Chandrasekhar, 2006)

Aj vexperimentoch na mySiach autori dokézali, Ze umySi exponovanych SVF
dochadza k zvyseniu parametrov sledovanych kométovou analyzou (dizka chvosta, Tail
moment aj intenzita DNA vo chvoste) a tvorby mikronuklea vo vSetkych sledovanych
organoch (oblicky, pecenn a mozog) aj v leukocytoch. (Brozovic et al., 2010) Podla
Rozgaja akol. (2009) pri ndhodnej expozicii SVF, ISF aoxidu dusného dochadza
k poskodeniu DNA. (Rozgaj et al., 2009)
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Vyber pacientov

Cielom préace bolo posudenie vplyvu operacie strednej zavaznosti v celkovej anestézii
na mieru oxidativneho poskodenia DNA v lymfocytoch. V ramci nasej prace bolo
zozbieranych 20 pacientov (tabulka ¢. 2), od kazdého pochadzali dve vzorky krvi- pred
operaciou a po operdacii (v priebehu ktorej podstupili celkova anestéziu). Pacientom boli
odobran¢ 3 ml krvi v stanovenych intervaloch. P6vodnym cielom prace bolo eSte
navySe stanovenie oxidativneho poSkodenia v ramci rekonvalescencie, ato deil po
operacii. Bohuzial’, treti odber krvi sa nepodarilo ziskat’ (priliSné zat'aZzenie pacienta
odbermi).

Studia bola navrhnutd ako pilotna, s pripadnym d’aliim zberom vzoriek pre iné
stvisiace projekty. Ucelom vyskumu je prispiet ziskanymi vysledkami k zlepseniu
diagnostiky, lieCebnej praxe a pre ucely lekarskych vied. Ziskanie udajov by malo
prispiet’ k roz§ireniu znalosti o vplyve operacnych vykonov na oxidativne poSkodenie
DNA a byt zakladom dalSiecho vyskumu pri hladania preventivnych a/alebo
protektivnych postupov s cielom minimalizovat poskodenie DNA v stvislosti

s invazivnymi intervenénymi postupmi v klinickej medicine.

Kritéria pre zaradenie pacientov do Studie boli nasledovné:

e vek 18- 60 rokov

e planovany traumatologicky/ortopedicky korektivny vykon s odhadom doby
trvania minimalne 90 mintt

e vykon je vykonany v celkovej anestézii

e suhlas so zaradenim do $tudie

Vyludovacie kritéria boli nasledovné:

e fajcenie v anamnéze

e alkoholizmus v anamnéze

e akuatny medicinsky stav

e chronické zapalové ochorenie v anamnéze (napr. artritida, kolagenoza apod.)

e malignita v anamnéze alebo lieCend v sucasnosti
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Tabulka 2: Suhrnny zoznam udajov o pacientoch ziskanych pre nds experimetn, typy
podanych anestetik a uidaje o priebehu anestézie

Cislo Vek DIzka
. Pohlavie anestézie | Pouzité anestetika Priebeh opericie a poznamky
pacienta (roky) .
(min.)
Propofol, sufentanil, | podané 4 TU EBR, krvna strata
1 40 440 isofluran, oxid dusny | 1000 ml, bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
2 62 90 isofluran, oxid dusny | bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
3 F 33 180 isofluran, oxid dusny | bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
4 M 61 270 isofluran, oxid dusny | bez komplikacii - vek nad 60 rokov
Propofol, sufentanil,
5 M 32 45 isofluran, oxid dusny | bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
6 M 22 110 isofluran, oxid dusny | bez komplikacii
Propofol, isofluran, | bez komplikaci, kombinacia s RA -
7 M 71 170 midazolam, sufentanil, | ISB, vek nad 60 rokov
Propofol, sufentanil,
8 F 41 120 isofluran, oxid dusny | bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
9 F 28 100 isofluran bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
11 M 31 180 isofluran bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
12 M 18 280 isofluran, oxid dusny | bez komplikacii
Propofol,  sufentanil,
13 M 66 360 isofluran bez komplikacii - vek nad 60 rokov
Propofol,  sufentanil,
14 F 41 220 isofluran, oxid dusny | bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
15 F 26 200 isofluran bez komplikacii
Propofol, sufentanil, | bez komplikacii, kombinacia s RA
16 M 30 315 isofluran, oxid dusny |- ISB
Propofol, sufentanil,
18 F 52 165 isofluran bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
20 M 38 120 isofluran, oxid dusny | bez komplikécii
Propofol, sufentanil,
21 F 61 120 sevofluran bez komplikacii
Propofol, sufentanil,
22 M 28 165 isofluran, oxid dusny | bez komplikécii
Propofol, midazolam,
23 M 40 280 sufentanil, isofluran bez komplikacii
Propofol, sufentanil, | bez komplikacii, kombinacia s RA
24 F 50 160 isofluran - poplitealny blok
Propofol, sufentanil,
25 F 25 160 sevofluran bez komplikacii
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e imunosupresivna terapia — prebiechajuca alebo ukonend v poslednych 12
mesiacoch
e chemoterapia Ci oziarenie — prebichajuca alebo ukoncend v poslednych 12

mesiacoch

Eticka komise Fakultni nemocnice Hradec Kralové povolila odber vzoriek od zdravych
jedincov podstupujucich mensi chirurgicky zékrok. Ugast’ v §tudii bola dobrovolna a
kazdy zUcCastnikov suhlasili s experimentom (podpisom informovaného suhlasu).
Vzorky krvi od pacientov boli odobrané do skiimavky s citratom sodnym. Krv bola

thned’ pouzita ku kométovej analyze, bez d’alSieho skladovania.

Experiment bol hradeny z grantu MH CZ - DRO (UHHK, 00179906) v spolupraci s

Centrem pro vyzkum a vyvoj Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.

4.2 Priebeh anestezie

Pacientom bola vykonanéd traumatologicka operacia, tzv. ORIF (open reposition and
internal fixation) s pouzitim dléh a skrutiek do kosti. Zakrok bol vykonany pacientom v
celkovej anestézii, v niektorych pripadoch bola pouzitd kombinacia s nervovym
blokatorom. Pacienti boli premedikovani bromazepamom (Lexaurin 1,5mg - 1 tbl p.o.),
mladsi pacienti midazolamom (Dormicum 7,5mg - 1 tbl p.o.). Na sale bola zaistena
intravenozna linka a dychacie cesty boli zaistené orotrachedlnou intubaciou po uvode do
anestézie (Sufentanil 10ug i.v., Propofol 2mg/kg, Tracrium 0,5 mg/kg). Anestézia bola
udrZiavand inhala¢ne, s pouZitim kombinacie ISF alebo SVF v nosnej zmesi s oxidom
dusnym s i.v. bolusmi sufentanilu. Trvanie anestézie bolo od 45 do 440 minut (tabulka
¢. 2). Pocas operacie boli pacienti Standardne monitorovani (monitorovanie funkcii
srdca, krvny tlak, saturdcia kyslikom, monitorovanie oxidu uhli¢it¢ho vo vydychovane;j
zmesi, spirometria). U Ziadneho pacienta nebola k extubacii potrebnd dekurarizécia
neostigminom alebo atropinom. Niektori pacienti dostali transfuziu krvi, ale vzorka krvi
pre nas vyskum bola odobrana pred jej zavedenim. Po vykone boli pacienti prevezeni na

dospavaciu jednotku.

4.3 Pristroje

e Centrifuga 5702R Eppendorf (Eppendorf, Germany)
e Centrifiga Minispin- Eppendorf AG22331 (Eppendorf, Germany)

41



Mikroskop B-352 PL (OPTIKA microscopes, Italy)

Fluorescencny mikroskop- Nikon eclipse 80 1 (NIKON INSTRUMENTS
INC.,USA)

Progres MF, laserovy opticky systém (Jenoptik, Germany)

Pro SCAN II (Prior Scientific Instruments Ltd, Great Britain)

Ortutova lampa- super high pressure mercury lamp power supply (NIKON
INSTRUMENTS INC.,USA)

Platnicka Jenway 1000 (P-LAB a.s., Czech Republic)

Vodna kupel’ ZP 09824 (KUNZ, Germany)

Zdroj pre elektroforézu EPS 300 II'V (C.B.S. scientific company, INC., Taiwan)
Elektroforeticka vana- Model AS- Owl separation systems, Inc. (Thermo
scientific, USA)

Termobox

pH meter

Pocéitac

4.4 Pomocky

Pipety objem 200 a 1000 pl (International Labmate Limited, United Kingdom)
Sklicka- Memel Glédser Superfrost plus (Thermo Scientific, USA)

Krycie sklicka- Memel Gldser 22x22 mm- Lamelles couvre objets (Thermo
Scientific, USA)

Biirkerova komorka (Zavody primyslové automatizace, Czech republic)
Stopky Vitrum (Inspirion, Germany)

Halogénova Ziarovka s vykonom 500 W

25 ml falkonky (Sarstedt, Australia)

10 cm skiimavky PS (Gama group a.s., Czech Republic)

Spicky 200 a 1000 ul (Sarstedt, Australia)

Pasteurove pipety (Sarstedt, Australia)

Eppendorf skimavky 1,5 ml (Eppendorf, Germany)

Odmerné valce 50 ml a 25 ml (Simax, Czech Republic)

Kadicky (2,51; 400 ml; 250 ml; 100ml; 50 ml) (Simax, Czech Republic)
Erlenky 100 ml (Simax, Czech Republic)
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Kyvety
Nédobky na agardzy
Nitrilové rukavice (Semper care, Austria)

Flase na roztoky 500 ml

4.5 Chemikalie

Agardza na elektroforézu (Sigma Aldrich, USA)

Nizkotaviaca agar6za (LMP agar6za) (Sigma Aldrich, USA)

HMP agaro6za (Sigma Aldrich, USA)

etidium bromid

enzymy (FPG a ENDO III)- dar od UO Hradec Kralové

LSM lymphocyte separation medium (Biotech, Austria)

redestilovand voda

NaCl- Chlorid sodny (s) (Sigma Aldrich, USA)

EDTA- kyselina etyléndiamintetraoctova (s) (Sigma Aldrich, USA)

TRIS- tris(hydroxymethyl)aminomethanu (s) (Sigma Aldrich, USA)
NaOH- hydroxid sodny (s) (Sigma Aldrich, USA)

KCI- chlorid draselny (s) (Sigma Aldrich, USA)

Hepes- 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova kyselina (s) (Sigma
Aldrich, USA)

BSA- albumin bovinného séra (s) (Sigma Aldrich, USA)

PBS- fosfatovy roztok s chloridom sodnym (tablety) (Sigma Aldrich, USA)
Triton X-100 (1) (Sigma Aldrich, USA)

Fotosenzibilizator Ro 19-8022

Dithiotreitol (Sigma Aldrich, USA)

Glycerol (Sigma Aldrich, USA)
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4.6 Comet assay pre stanovenie poSkodenia DNA

4.6.1 Postup metody

Priprava roztokov

Elektroforeticky pufor si pripravime rozpustenim 24g NaOH v 2 litroch redestilovane;j

vody a pridame 4 ml 0,5 M EDTA.

0,5 M EDTA si pripravime rozpustenim 14,612 g EDTA do 100 pl redestilovane;j
vody. Kedze EDTA je vo vode malo rozpustna, je potrebné zvysit’ pH pridanim NaOH
(rozpustnost’ pri 20°C je 0,5 g EDTA/1 vody).

Lyzaény pufor pripravime zmieSanim 146 g NaCl, 29,2 g EDTA, 1,2 g TRIS do
objemu 1000 ml. Roztok je nutné upravit pomocou pH metru na pH=10,0. pH
upravujeme pridanim NaOH, kde pripada priblizne 12 g NaOH na 1000 ml. Do takto
vopred pripraveného pufru priddme TRITON X, aby vznikol 1% lyzaény roztok. Na
jednu kyvetu pripada maximalne 15 skli¢ok a vysledny objem roztoku je 60 ml (60ml

pufru a 0,6 ml TRITONu X).

Na pripravu neutraliza¢ného pufru pouzijeme 96,612 g TRIS do 2000 ml
redestilovanej vody a upravime pomocou koncentrované¢ho roztoku HCl na pH 7,5. Na

1000ml roztoku pripada priblizne 25 ml HCI.

ENDO pufor pripravime zmiesanim 14,9 g KCI, 19,06 g Hepes, 2,92 g EDTA, 0,4 g
BSA do 2000 ml redestilovanej vody. Roztok upravime na pH 8,0 pridanim KOH (na
1000 m roztoku pripadd asi 1 g KOH).

Fosfatovy pufor (PBS) pripravime rozpustenim jednej zasobnej tablety v 200 ml
redestilovanej vody. VSetky pufry je nutné uchovéavat’ v chladnicke. Okrem ENDO

pufru, ktory uchovavame v mraznicke a rozpustame ho az tesne pred pouzivanim.

Pripravime si 1% roztok agarézy (LMP, HMP)- do predvaZeného mnoZstva agardzy
pridame ur¢ené mnoZstvo PBS, to znamend, Ze vazime 0,1g LMP alebo HMP agardzy
do 10 ml PBS. G¢él biele farby uz nie je vhodny na pouzitie. Mikroskopické sklicka si
vopred vo vidcSom pocte potiahneme agardézou pre elektroforézu, aby nam dalSie

agardzy na nich drzali a nezliezali.
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Priprava sklicok

Sklicka prevarime v roztoku 1% peroxidu vodika, pripadne v roztoku etanolu asi 20
minut. Oplachneme v destilovanej vode a nechame nastojato uschntt’. Pripravime si 1%
roztok agar6zy pre elektroforézu (1g agarézy na 100 ml destilovanej vody). Pozor, nie

do PBS!

Potom vysusené skli¢ka dvakrat ponorime do 1% roztoku agardzy. Do hortcej agardzy
v kadicke ponarame sklicka nastojato a za horny okraj drzime sklicko pinzetou,
pripadne sa ho snazime neponarat’, aby bolo mozné popisovat’ sklicka na zabriseny
okraj. Zo spodnej strany otrieme bunic¢inou. Pracujeme rychlo, aby vznikal krasne tenky
film na sklicku. V pripade, Ze madme velkt sériu skli¢ok, je dobré vlozit' kadicku

s agar6zou do vodného kupel'a, aby v procese netuhla.

Sklicka polozime na plech a dame na 1 hodinu do suSiarne nastavenej na teplotu 60°C.
Takto pripravené sklicka sa uchovavaju v histologickych krabiciach, chranené pred
prachom. Je potrebné oznacit’ krizikom stranu, ktora je potiahnutd agar6zou, pripadne
vSetky sklicka spracovat’ rovnako aulozit ich rovnakym smerom v krabiciach
(napriklad potiahnutymi stranami k sebe a napravo je orientovand zabrisena cast’

sklicka pre popisovanie).
Izolacia lymfocytov
Postup metody je zndzorneny na obrazku €. 7.

Do 10 ml skiamaviek napipetujeme 4 ml LSM
lymphocyte  (Biotech,  Austria)  a opatrne

plazma

I navrstvime rovnaké mnozstvo krvi.
ymfocyty

Centrifugujeme 30 minat, pri 20°C na 1500

LSM lymphocyte

tacok. ¢né médium LSM lymph j

erytrocyty otacok. Separaéné médium LSM lymphocyte je

+ nutné skladovat’ v tme (tmavostennej nadobe).
granulocyty

Po dotoceni odoberieme vytvoreny lymfocytarny

Obrazok 6: Rozdelenie krvnych prstenec (obrazok ¢. 6) pasteurkou a prenesieme
elementov s pouZitim LSM

Iymphocyte po centrifugdcii do 20 ml plastovych falkoniek (Sarstedt,

Australia). Od tohto kroku je nutné pracovat na

l'ade.
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K odobranému prstencu pridame priblizne 10 ml PBS a opat’ ddme tocit’ na 10 minut,
pri 8°C na 1500 otaok. Po dotoCeni sa nam na dne falkonky vytvori peletka,
supernatant zlejeme a peletku resuspendujeme v 10 ml PBS. Tu je potrebné pridat
presny objem PBS, pretoze z vytvoreného roztoku odoberame vzorku na pocitanie
buniek v Biirkerovej komoérke. Bunky pocitame pod stonasobnym zvaéSenim (zIty
objektiv). Falkonku dame opit’ sto¢it’ na 10 minut, pri 8°C a na 1500 otacok. Po stoceni
zlejeme supernatant a pridame taky objem PBS, aby sme ziskali roztok o koncentracii 2
miliony buniek/1ml roztoku. Z tohto roztoku odoberieme 1 ml, z ktorého po d’alSom
stoCeni na 5 minat pri 4°C a4000 otacok za minttu (opdtovnom odstraneni
supernatantu od peletky a jej vysuSeni) ziskame extrakt, ktory je mozné d’alej vyuzit’ pri
stanoveni rychlosti reparacie na bunecnych liniach. Po tomto kroku nasleduje eSte

posledné riedenie, a to na koncentraciu 1 milion buniek/ 1 ml roztoku.

Priprava sklicok pred pokusom

Z roztoku riedené¢ho na 1 milion buniek/ 1 ml odoberieme 35 pl a prenesieme do
ependorfky, s ktorou budeme d’alej pracovat. Pre kazdu vzorku pripravime gély
v duplikédtoch. V naSom pripade su to 2 eppendorf skumavky pre analyzu SSB
(jednoretazcové zlomy=single strand breaks), dve pre detekciu oxidovanych
pyrimidinov (EDNO III= endonukledza III) adve pre oxidované puriny (FPG=
formaminopyrimidin-DNA-glykosylaza).

Agardézy (LMP a HMP) dobre rozvarime, aby z nich vznikol Ciry viskdézny roztok.
Rozpastame ich na vyhrevnej platni, v kadickach vystlanych buniinou, aby nedoslo
k rozbitiu nadobky vplyvom vysokej teploty. LMP agar6zu premiestnime do vodného
kupela a nechame vychladit’ na 37°C. Tento krok je doleZity pre zachovanie celistvosti
buniek- vysSia teplota by bunky poskodila. To je potrebné urobit’ miniméalne 20 minut

pred tym, neZ st pripravené bunky.

Medzitym si pripravime HMP agarézu na sklicka. Na skli¢ko vopred potiahnuté
agardzou pre elektroforézu pipetujeme 85 pul HMP agar6zy, ihned prekryjeme krycim
sklickom (2x22 mm) a premiestnite na vychladeny kovovy podnos (agardza lepSie
tuhne). Podnos so sklickami nechdme vychladit na 5 minat v chladnicke. Pozor:
v letnych mesiacoch (pri vyssich teplotach v miestnosti) je nutné nechat’ chladit’ sklicka
aspon 10 minut. Inak sa moZe stat, Zze agar6za nebude drzat’ na mikroskopickom

sklicku.
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Po vychladnuti stiahneme krycie sklicka plynulym pohybom palca dole
z mikroskopického sklicka. Krycie sklicka stahujeme az tesne pred d’alsim krokom.
Pokracujeme s LMP agar6zou a bunkami. Od tohto kroku je nutné pracovat’ velmi
rychlo. K bunkam vopred pripravenym v eppendorf skimavkach (35 pl) pridame 85 pl
LMP agar6zy (ktori sme po rozpusteni vytemperovali vo vodnom kupeli na 37°C),
premieSame Spickou a ihned’ pipetujeme na podlozné skli¢ko na 1. vrstvu uz zatuhnute;j
HMP agar6zy. Prekryjeme krycim sklickom (ktoré sme predtym stiahli z HMP agaro6zy)
a opat’ ddme stuhnit’ na plechovy podnos do chladni¢ky (5 minuat, pripadne opét’ plati

pravidlo, Ze pri vysSej laboratornej teplote nechdme tuhnut’ aspont 10 minut).
Lyza

Lyzaény pufr je nutné pripravit do zéasoby (je potrebné aby bol roztok dobre
vychladeny), ale Triton X (na pripravu 1% lyza€ného roztoku) sa pridava az tesne pred
pouzitim. Triton nechame rozmiesat’ v pufri na platni s magnetickou mieSackou a dame

vychladit’ do chladnicky.

Po vychladnuti a zatuhnuti LMP agar6zy s bunkami, stiahneme krycie sklicka
a mikroskopické sklicka vlozime do kyvety s vopred pripravenym 1% lyzaénym
roztokom. Bunky v LMP agardze na sklickach by nemali byt zbyto¢ne dlho, preto je
dobré, pripravit’ si lyzacny roztok dostato¢ne vopred tak, aby bol pripraveny (aj

vychladeny) ihned’ po zatuhnuti LMP agar6zy s bunkami.

Vzorky nechame lyzovat v chladnicke minimalne 1 hodinu alebo do d’alSicho dna.
Vramci tejto diplomovej prace sa sklicka nechavali lyzovat do dalSieho rana
(maximum 24 hodin). Po lyze membran zostavaji na géle nukleoidy, ktoré su po

nafarbeni viditeI'né pod fluorescenénym mikroskopom.

Ovplyviiovanie enzymami

V pripade, ze budeme bunky ovplyviiovat enzymami, je potrebné si nechat
vytemperovat’ termobox na 37°C a rozmrazit ENDO pufor. Nasledne sklicka
premyjeme trikrat po 5 minttach v ENDO pufre. Enzymy rozmrazime tesne pred
pouzitim a pridame 30 pl zpozadovaného enzymu na urcené sklicka. Prikryjeme
krycim sklickom, vlozime do uzavieratelnej nadobky s navlhé¢enou bunic¢inou
anechame inkubovat po dobu 45 minut v termoboxe. Sklicka, ktoré enzymami

neovplyvitujeme (SSB) nechame nad’alej v lyzacnom roztoku. Medzitym si pripravime
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elektroforeticky pufor. MieSame na platni s magnetickym miesadlom a po Uplnom

rozpusteni dame vychladit’ do predpripravenych flias v chladnicke.

Alkalické rozpletanie a elektroforéza

Po kroku inkubacie nasleduje alkalické rozpletanie. Pufor pre -elektroforézu sa
pripravuje vzdy cCerstvy, vzdy rdano pred zacatim experimentu, aby sa stihol dostato¢ne
vychladit. Krycie skli¢ka stiahneme zo sklicok mikroskopickych este pred vkladanim
na elektroforetického tanku. Sklicka (s popisom orientovanym doprava vlozime do
tanku s vychladenym pufrom a nechdme alkalicky rozpletat’ po dobu 40 mintt. Tento

¢as je vzdy nutné dodrzat’ u kazdej vzorky rovnaky!

Vlastna elektroforéza

Po 40 minatach nasleduje 30 minat vlastnej elektroforézy. K tanku pripojime zdroj
a prostrednou kontrolkou (prepinanie medzi napdtim= voltami (V), prudom=
miliampére (mA) a Casom) nastavime konStantné napitie na hodnotu 33 V a ¢as na 30
minat. Po zapnuti (tlatidlom START) upravime odobranim alebo pridanim pufiu
hodnotu prudu na 300 mA. Sklicka ale nesmu byt na suchu, je teda nutné vyskusat, ¢i
je nad sklickami viditel'na vrstva pufru. Pri sprdvnom zapojeni elektroforetickej zostavy

musia byt viditeI'né bublinky, ktoré prudia v roztoku.

Neutralizacia

Po dokonceni elektroforézy sklicka vytiahneme z elektroforetickej vane do kyvety a 3
krat po 5 minut ich preplachneme neutralizacnym pufrom. Nésledne eSte premyvame 5
mintt v redestilovanej vode. VZdy je nutné v celom postupe pouzivat’ redestilovani
vodu (na roztoky aj premyvanie), nie oby€ajn vodu , ked’ze tu hrozi riziko lyzy buniek

vplyvom osmotického tlaku.

Farbenie

Sklicka nechame vysuSit’ pre neskorSie vyhodnocovanie, pripadne priamo nafarbit
etidium bromidom. Na gél nanesieme 20 pl roztoku etidia bromidu a nechame chvilu
inkubovat’ (minimalne 5- 10 minut). Takto st sklicka pripravené na hodnotenie.

Ak nevyhodnocujeme priamo po neutralizacii a premyti vodou (po elektroforéze) je

potrebné aktivovat’ vysusené sklicka premytim v redestilovanej vode po dobu 5 minut.
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Nasleduje farbenie 20 pl etidia bromidu a prekrytie krycim sklickom. Preparat vlozime

pod objektiv mikroskopu.

Hodnotenie komét

Hodnotime pod fluorescencnym mikroskopom v spojeni s optickou zostavou (NIKON
INSTRUMENTS INC., USA) napojenou na pocita¢ a s vyuzitim vyhodnocovacieho
programu LUCIA Comet Assay (Laboratory Imaging, Czech Republic). Po zhodnoteni
sklicka omyjeme v redestilovanej vode anechame vyschnat. UsuSené sklicka
uschovame pre dalSie pripadné hodnotenie (opakovanie nespravne vyhodnotenych
vzoriek).

LMP agaroza s bunkami

L\_.rmfn:\_.rt\_.r =b' HMP agaroza

mikroskopické sklicko potiahnuté
vrstvou agarozy pre elektroforézu

Premywvanie ENDO pufrom

Y

Inkubacia s enzymami + skliéka
pre 55B zostavaju v lyz. roztoku

i

Alkalické rozplietanie

U

Elektroforeéza

U

Neutralizacia | == | Farbenie | =

Hodnotenie pomocou
LUCIA Comet Assay

Obrazok 7: Schéma kométovej metody na detekciu DNA poSkodenia

Medzi farbenim je nutné spustit’ pocita¢, zapnut’ Pro SCAN II, lampu a ako posledny
fluorescencny mikroskop. Nastavime objektiv s 10-ndsobnym zvic¢Senim a prepneme na
rezim 3- zelené svetlo pre etidium bromid. V pocitaci spustime program Lucia Comet
Assay, klikneme na zelenu Sipku v kruhu (Live image). V tomto momente sa ndm
zobrazuje cCierne pozadie s bielymi objektmi. Hladané bunky maji gulovity tvar
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s neostrymi okrajmi (vyzeraju ako slnieCko, jezko), ostatné biele objekty s ostrymi
okrajmi moézu byt rdzne kryStaliky alebo neporiadok. Zaostrujeme makro

a mikroskrutka, pripadne kolieskom mysky.

Pre oznaCovanie buniek je mozné pouzit automatické nastavenie programu. My sme
vSak vyuzili vlastné oznacovanie, ked’ze program neoznacoval celé bunky (aj
s chvostom kométy), ale len hlavy komét, co davalo chybné vysledky. Cavym tlac¢idlom
mySky ozna¢ime vybrani bunku do ramceka. Je potrebné oznaCovat' celi bunku
s celym chvostom, ktory nemusi byt vzdy okom viditeI'ny. Pripadne je moZzné preostrit’
obraz pre lepSie rozliSenie. Velkost' rdmceka sa da rozne upravovat' tak, aby bola
oznagena uplne cela bunka. Cervenym krizikom napravo v raméeku sa da svoj vyber

zrusit. Pravé tla¢idlo mysky potom sliZi na potvrdenie vyberu.

Vzdy oznacujeme vSetky oddelené bunky (gulaté¢ho tvaru aj v tvare kométy) v ramci

jedného zobrazeného pola (obrazok ¢. 8).

Obrazok 8: Hodnotenie komét- spravne oznacovanie buniek
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Ak ma bunka pozdiznu hlavu, moéZe to znadit prekrytie dvoch buniek. Takéto
lymfocyty neoznatujeme. Dal§i problém moZe nastat’ v pripade, e st bunky prilis

blizko seba a prekryvaju sa niektoré ich casti (obrazok ¢. 9).

Obrazok 9: Prekryv buniek pri hodnoteni

Dolezitym krokom je hodnotenie stredovych casti sklicka. V okrajovych Castiach sa
nachadza vyrazne vysSie mnozstvo poskodenych lymfocytov, preto sa pri vybere buniek
okrajovym cCastiam sklicka vyhybame. Vplyvom véc¢sieho poctu poskodenych buniek by
mohlo dochadzat’ k faloSnému navysSeniu hodnét percenta Tail DNA (poskodena DNA
v chvoste kométy). Dalou nevyhodou programu je jeho neschopnost’ rozoznat uz
zhodnotené bunky. Preto je nutné vytvorit si systém prezerania sklicka (napr.

meandrovitym pohybom) (obrazok €. 10).

24
pred

ENDO

Obrazok 10: Sposob hodnotenia sklicok meandrovitym pohybom

Hodnotime 100 buniek- na kazdom replikate je to 50 buniek, ked’Ze kazda vzorka je

spracovana v duplikatoch. Vysledky kazdej vybranej bunky sa zapisuji do tabulky dat,
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Tabulka 3: Vysledna tabulka s parametrami 7 hodnotenia replikdatov pomocou
obrazovej analyzy (LUCIA Comet Assay)

25 pred FPG|Head DNA (%) |Tail DNA (%) |Integral Intesity|Head Radius |Tail Length |Tail Moment|Olive Moment [Head Area |Tail Area
1 43,38 56,62 1867,55 31,23 48,63 27,53 23,56| 1779,85| 2799,25

2 99,12 0,88 1938,21 52,12 7,13 0,06 0,45 231414 1341

3 96,12 3,88 2165,91 48,39 27,88 1,08 2,19 2693,31] 631,82

4 94,02 5,98 2361,63 40,18 24,64 1,47 2,85 3566,84| 1132,48

5 99,31 0,69 1550,47 49,34 12,32 0,08 0,34 2152,3| 128,21

6 93,71 6,29 2748,2 40,65 14,26 0,9 2,7 4125,51| 1101,37|

7 96,92 3,08 2553,2 54,64 25,93 0,8 1,93 3881,7| 564,98

8| 99,2 0,8 2108,13 55,94 1,3 0,01 0,43|  2550,39 115,6

9 99,36 0,64 1963,61 26,89 7,13 0,05 0,17|  1465,83 86,6

10} 94,18 5,82 2352,67 34,85 18,15 1,06 2,41  2360,38] 729,76

11 91,51 8,49 2769,87 25,53 36,96, 3,14 3,36| 1991,71] 1390,16

12 93,1 6,9 3508,26 28,16 45,39 3,13 3,13 1774,38| 1304,83

13 91,27 8,73 3811,28 40,95 35,01 3,06 3,97| 3697,16] 1535,61

14 98,61 1,39 3482,21 55,76 1,3 0,02 0,56 4287,36 242,55

15 95,76 4,24 4045,04 57,23 32,42 1,37 2,71 4025,47 939,53

16| 85,73 14,27 4192,32 37,88 37,6 5,37 7,43|  3482,35| 2639,09

17 91,88 8,12 4222,35 56,31 34,36 2,79 551  4526,13| 1526,36

18] 93,14 6,86 3448,49 46,39 57,06 3,92 437  2462,11| 1259,01

19 96,19 3,81 1477,28 25,41 64,19 2,44 2,06| 1541,08| 477,96

20| 98,99 1,01 1418,02 21,59 60,95 0,62 0,42| 1369,57] 114,76

21 86,7 13,3 1570,03 29,44 34,36 4,57 4,59 1912,69] 1111,04

22 57,23 42,77 1679,99 18,62 79,1 33,83 13,29 1149,29| 2223,76

23 97,4 2,6 1574,09 28,71 40,2 1,05 12| 166341 372,87

24 96,16 3,84 1605,06 27,41 53,81 2,06 1,62 1714,69| 498,14

25 73,39 26,61 665,45 17,9 66,13 17,6 7,02 1100,11| 1105,99,

26 96,5 3,5 626,14 16,27 68,73 2,41 0,95 831,91| 213,55

27 99,91 0,09 545,93 18,62 3,24 0,003 0,02 938,27 7,57,

28| 69,97 30,03 529,93 17,18 38,25 11,49 8,38 941,63 1195,53

29 96,4 3,6 650,04 17,81 35,66, 1,28 1,41 962,65 142,51

30 97,77 2,23 1118,05 20,26 47,33 1,05 1,32 1230,84 90,38

31 59,65 40,35 678,7 18,19 64,19 25,9 14,34 1003,42| 1533,51

32| 78,71 21,29 1260,89 18,99 40,85 8,7 6,93 1172,41| 1210,67|

33 93,73 6,27 1965,84 59,34 14,91 0,93 3,68 7152,6 945,41

34 80,57 19,43 1581,66 38,14 35,01 6,8 9,53 3700,52 2438,15

35 99,49 0,51 1382,21 25,89 57,06 0,29 0,14 1428,84 66,84

36 94,39 5,61 1327,18 32,85 79,75 4,47 421  1779,01] 525,46

37 82,56 17,44 1235,47 20,99 55,11 9,61 52| 1313,24| 1109,78

3 99,51 0,49 1175,97 28,89 10,37 0,05 0,11| 1142,99 45,4

39 99,84 0,16 2334,05 35,66 0 0 0,05| 227462 38,25

40 61,04 38,96 1219,56 20,33 88,18 34,36 15,75 1391,01| 2636,98

41 94,95 5,05 1158,74 21,64 59 2,98 1,86 1314,5 704,54

42 99,4 0,6 1022,37 21,43 27,23 0,16 0,16 1404,46 68,94

43 99,96 0,04 1193,92 56,73 0 0 0,02| 2406,62 5,89

44 61,05 38,95 1240,51 25,45 55,11 21,47 16,5 1643,65| 2547,44

45 96,11 3,89 1280,6 34,37 62,89 2,44 2,17|  2235,95| 564,14

46| 98,93 1,07 1155,87 53,33 18,15 0,19 0,63 2138 119,39

47 96,47 3,53 1072,51 27,7 36,96, 1,3 1,34|  1530,15| 359,84

48 97,64 2,36 1251,52 28,43 40,85 0,97 0,97| 1651,64| 347,65

49 88,46 11,54 1429,52 30,7 22,04 2,54 3,71  2353,23| 1079,93

50 99,43 0,57 1175,59 51,63 32,42 0,18 0,29 2149,77 65,16

Head DNA (%) |Tail DNA (%) |Integral Intesity|Head Radius |Tail Length|Tail Moment|Olive Moment [Head Area |Tail Area

Mean 90,1 9,9 1813,84 33,85 37,19 5,15 3,96 2193,59 844,57,
Median 95,94 4,06 1513,87 29,17 36,31 1,42 2,18 1779,43 598,4
SD 13,2 13,2 976,08 13,42 22,52 8,62 4,96 1212,58 789,82
Minimum 43,38 0,04 529,93 16,27 0 0 0,02 831,91 5,89
Maximum 99,96 56,62 4222,35 59,34 88,18 34,36 23,56 7152,6] 2799,25
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ktoré sa d& zobrazit’ kliknutim na ,,Show data window*. Po oznaceni prvych spravnych
buniek je potrebné vytvorit nazov suboru a po zhodnoteni daného poctu buniek
program automaticky ohldsi dostato¢ny pocet zhodnotenych lymfocytov. Data je potom
mozné spolu so Statistickymi datami odoslat’ priamo do excelového suboru (tabulka ¢.
3). Po ukonceni tohto kroku je eSte dobré resetovat’ predchadzajuce data, ktoré by sa

potom pri d’alSom exporte do EXCELU exportovali spolu v novymi meraniami.

4.6.2 Statisticka analyza

V statistickej analyze sme vyuzivali parameter percento Tail DNA, aby sme porovnali
zmeny v mnoZzstve poSkodenej DNA po anestézii vzdladom k mnozstvu pred

anestéziou.

Statistické hodnotenie prebehlo v programe SigmaStat 3.5 (Systat Software, USA).
Porovnanie bolo stanovené neparametrickym parovym Mann-Whitneyho testom. Pre

urcenie Statistickej vyznamnosti bola stanovena hladina vyznamnosti 5% (p<0,05).

Pre grafické zobrazenie v stipcovych grafoch boli uréené priemerné hodnoty v
skupinach jednotlivych parametrov a Standardna chyba merania v programe Statistica
(Statistica, USA). Dalej bol vyuzity tento program na tvorbu krabicového grafu

urcujuceho rozsah hodnot s ur¢enim medianu a odlahlych hodnot.

Pre grafické zobrazenie zavislosti na pohlavi, veku a dizke anestézie bol vyuzity

priemer a Standardnd chyba meriania zobrazena pomocou chybovych useciek.

4.7 Comet assay pre stanovenie repardcie DNA
Priprava pufrov

Pufor A sme si pripravili z 45 mM HEPES, 0.4 M KCl, 1 mM EDTA, 0,1 mM
dithiothreitolu a 10% glycerolu. Roztok sme upravili na pH 7,8 pouzitim KOH. Po
upraveni pH sme pridali 10 pl 1% Triton X-100.

Pufor B sme pripravili z 45 mM HEPES, 0,25 mM EDTA, 2% glycerolu a 0,3 mg/ml
BSA. Rovnako sme takto vzniknuty roztok upravili na pH 7,8 pomocou KOH.

Poznamka: ostatné pufry sme pouzivali rovnaké ako pri CA na stanovenie

oxidativneho poSkodenia.
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4.7.1 Princip metody

Aktivita repara¢nych enzymov bola stanovend na bunkovych extraktoch lymfocytov od
uvedenych pacientov. Na analyzu bola pouzitd modifikacia kométovej analyzy.
Zakladnym principom je inkubacia extraktov z lymfocytov s lyzovanymi HeLa
bunkami, ktoré obsahuju dany typ lézie (tzv. substratom) a nasledne uréenie schopnosti
sledovanych lymfocytov vykonat' iniciaény krok pri reparacii poSkodenej ¢asti DNA,
ked’ze jednoretazcové zlomy su produktami exciznej reparacie. (Collins et Horvathova,
2001)

Jedna sa o fenotypizacné stanovenie reparacnej schopnosti DNA. Tato metdda bola
vyvinutd na sledovanie schopnosti extraktov z Tudskych lymfocytov vykonat
pociatocny krok nukleotidovej exciznej reparacie, to znamena rozpoznat miesto a
odstranit’ nespravny nukleotid (incizia). Rychlost’ akou incizia nastdva a zmena v
parametroch (tail moment alebo intenzita DNA vo chvoste kométy) je indikatorom pre

urcenie schopnosti sledovanych lymfocytov opravovat DNA.

Principom metody je, ze enzymy BER, ktoré sa nachadzaji v extraktoch z lymfocytov
rozpoznavaju Specifické miesta svojho posobenia a dochadza k incizii- vystrihnutiu
nukleotidu. Takymto sposobom sa vytvori jednoret’azcovy zlom, ktory je mozné odhalit’

pomocou alkalickej jednobunkovej gélovej elektroforézy (=kométove; metddy).

(Hansen et Kelley, 2000)

Tato metoda je citliva, rychla, robustnd a ekonomicky nenarocna. Extrakty ziskavame
z izolovanych lymfocytov potrebnych na stanovenie poskodenia, takZe potrebnym
materidlom je odber 2-3 ml krvi pre ziskanie dostatoéného mnozstva materidlu.
Extrakty je najlepSie pripravovat zo zamrazenych peliet lymfocytov ziskanych od
pacientov tesne pred pouzitim, aby nedochadzalo k stratdim opravnych schopnosti.
Lymfocyty si zamrazené v peletkach bez straty reparacnej kapacity. Pri dlhodobom
skladovani extraktov pri -80°C dochadza k strate reparacnej aktivity. Bolo preukdzané,
ze skladovanim bunkového extraktu pocas 3 tyZdnov dochadza k redukcii reparacnych
schopnosti v porovnani s cerstvymi extraktmi aZ o 80%. V pripade takéhoto typu
skladovania je vhodné pridat ATP (adenosintrifosfat) pred pouzitim do vzoriek.
Pridanie ATP pred ich pouzitim dostatocne zabezpeci ich aktivitu, ked’Ze je doleZitou
zloZzkou pri inciznom kroku NER (rozdielne od BER, kde potrebné nie je). (Langie et
al., 2006)
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V naSej praci sme pozorovali schopnost sledovanych lymfocytov navodit tvorbu
jednoretazcovych zlomov pri oprave poskodenych HelLa buniek. Porovnavali sme
reparacni schopnost’ lymfocytov izolovanych z odobranej krvi pred a po zékroku pod

vplyvom anestézie.

Priprava substratu

HeLa bunkov¢ linie sme ziskali od Katedry toxikologie a vojenské farmacie, Univerzity
obrany, Hradec Kralové.

Pred experimentom boli HeLa bunky trypsinizované a nariedené do koncentracie 10°
buniek na ml. Spolu so 75 pul LMP agardzy (rovnaké zloZenie ako pri stanoveni
oxidativneho poskodenia) boli nanesené na mikroskopické sklicko potiahnuté
normalnou agar6zou pre elektroforézu (Sigma Aldrich, Germany) v 1% koncentracii,
prekryté krycim sklicom a ponechané pri 4°C aby Uplne zatuhli. Krycie sklicka sme
stiahli z mikroskopickych skli¢ok a skli¢ka vloZzili na 1 hodinu do lyzaéného roztoku pri
4°C (rovnaky roztok ako pri stanoveni oxidativneho poskodenia), aby sme odstranili
nepotrebné kompartmenty bunky (membrany, cytoplazmu). Po lyze nasledovalo 15

minatové premyvanie v PBS pufre.

Ziskan¢ nukleoidy boli osvieten¢ viditelnym svetlom v kombindcii s
fotosenzibilizatorom (Ro 19-8022). Podmienky oziarenia boli nasledovné: 5 minut, vo
vzdialenosti 33 cm, halogénovou Ziarovkou s vykonom 500 W a vzorky boli ulozené na
l'ade, aby nedoslo k ich prehriatiu. Vplyvom fotosenzibilizdtora vznikal singletovy
kyslik, ktory indukoval vznik modifikovanych purinov (8-oxoguanin), ktorych opravu
sme merali po inkubéacii s extraktom (vytvorenym zo sledovanych lymfocytov).
MnozZstvo 8-oxoGua by malo prevazovat nad poctom jednoretazcovych zlomov.

Sklicka boli nésledne 15 minut premyvané v roztoku pufru B.

Priprava extraktu
Popis izolacie lymfocytov z vendznej krvi pacientov sa nachadza v praktickej Casti tejto

prace v kapitole stanovenie oxidativneho poSkodenia.

Na zaciatku sme do peliet vytvorenych z lymfocytov pridali pufr A a 10 pl 1% Triton
X-100 (10 pl Triton X-100 do 990 pl pufru A). Tuto zmes je potrebné dostatocne

zvortexovat. Nasledne bola bunkova suspenzia centrifugovana 5 mintt pri 4°C a 14000
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otackach. Ziskané supernatanty sme premiestnili do d’alSej skimavky a ulozili na I'ad az

do ich pozitia.

50 ul ml extraktu sme napipetovali na HeLLa bunky so Specifickymi 1éziami zakotvené v
agardze, prekryli krycim sklickom a nechali inkubovat’ 20 minut pri 37 °C vo vlhkej

komérke. Po inkubacii je nutné polozit’ sklicka na I'ad, aby dosla k zastave reparacie.

Sklicka inkubované s pufrom B boli pouzit¢ ako negativna kontrola a s FPG ako
pozitivna kontrola. Nasledne sme stiahli krycie sklicka a vykonali kométova analyzu

podl'a rovnakého postupu ako u stanovenia oxidativneho poSkodenia.

Sklicka sme ulozili do elektroforetického tanku, zaliali alkalickym pufrom a nechali 40
minat pri 4°C alkalicky rozpletat’, nasledne 30 minut pri rovnakej teplote podliehat’
elektroforéze pri 25 V a 300 mA. Nasledoval krok neutralizacie a sklicka boli vysusené

a farben¢ etidiom bromidu pre fluorescen¢né hodnotenie.

4.7.2 Hodnotenie a Statistika

Na vyhodnocovanie bol pouzity softvér LUCIA Comet Assay (Laboratory Imaging,
Czech Republic) pre obrazova analyzu komét. Na kazdom sklicku bolo zhodnotenych
50 komét. Ako hodnoteny parameter sme si opit’ stanovili percento Tail DNA a
porovnali hodnoty pred a po anestézii. NaSim cielom bolo stanovit’ Statisticka

vyznamnost’ a graficky znazornit’ dané zavislosti.
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanovenie poskodenia DNA

5.1.1 Statisticka vyznamnost’

Statistické hodnotenie prebehlo v programe SigmaStat. Stanovovanych parametrom

bolo percento DNA vo chvoste a porovndvali sme hodnoty namerané¢ pred a po

anestézii. Vysledky ukazuju Statisticky vyznamny rozdiel na hladine 0=0,05 u vSetkych

troch stanovovanych parametrov. Vyuzity bol Mann- Whitney neparametricky parovy

test a vysledky st zobrazené v tabulke €. 4. U stanovenia jednoretazcovych zlomov

bola stanovena Statistickd vyznamnost’ p<0,035, u oxidovanych pyrimidinov p<0,018 a

oxidovanych purinov p<0,013. Na zaklade tohto hodnotenia bol najvyznamnejsi rozdiel

u oxidovanych purinov (p<0,013) (tabulka ¢. 4). Vystup so Statistického hodnotenia so

ziskanymi udajmi sa nachadza v tabulke €. 5.

Statistické p<0,05
vyznamnost’
SSB 0,035
ENDO 0,018
FPG 0,013

Tabulka 4: Statistickd vyznamnost’ merani

Tabulka 5: Statistické vidaje ziskané zhodnotenim percenta DNA vo chvoste komét

G gt gt N . . - . Dolny | Horny Smer. | Smer
Statistika platnych Priemer | Median | Minimum | Maximum Kkvartil | kvartil Rozptyl odch. | chyba
SSB
20 7,94 7,49 2,70 21,23 5,09 | 9,66 | 17,27 | 4,16 | 0,93
pred
SSB po 20 10,23 10,05 2,09 27,05 6,97 | 11,63 | 27,24 | 5,22 1,17
ENDO 20 9,00 8,65 3,09 23,48 6,12 | 10,20 | 20,52 | 4,53 1,01
pred
Elj)l‘?o 20 11,55 11,83 3,73 26,35 8,27 | 13,47 | 25,89 | 5,09 1,14
FPG 20 9,13 7,97 2,95 24,16 5,72 | 12,04 | 24,22 | 4,92 1,10
pred
F;)OG 19 12,25 11,75 5,33 27,25 8,38 | 15,32 | 28,70 | 5,36 1,23
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5.1.2 Celkové poSkodenie

Tabulka 6: Tabulka s konecnymi hodnotami vSetkcyh troch stanovovanych typov

poskodenia
X red
g;scli(e)en ta Z:O SSB [SSB b | Priemer FII;IDO flll;lll?O Priemer | FPG EPG Priemer
1 pred | 7,91 | 8,37 8,14 9,35 10,64 10,00 8,87 | 6,85 7,86
po 15,67 | 14,64 15,16 10,71 11,47 11,09 15,4 | 15,53 | 1547
) pred | 5,24 | 5,02 5,13 7,5 8,36 7,93 12,18 | 13,09 | 12,64
po 11,08 | 12,11 11,60 12,26 | 13,07 12,67 | 12,69 | 15,15| 13,92
pred | 12,83 | 9,49 11,16 12,36 | 13,92 13,14 | 11,86 | 14,15 13,01
3 po 12,89 | 10,09 11,49 12,21 14,23 13,22 | 15,18 | 13,42 | 14,30
4 pred | 11,16 | 10,09 10,63 12,29 | 11,82 12,06 | 12,84 |12,78 | 12,81
po 12,95 | 15,39 14,17 18 17,18 17,59 | 11,19 | 12,3 11,75
pred | 20,89 | 21,57 21,23 24,51 22,45 23,48 | 24,51 | 23,81 24,16
S po 27 27,1 27,05 27,37 | 25,32 26,35 | 28,48 126,01 | 27,25
pred | 8,52 | 11,67 10,10 15,73 12,84 1429 | 12,29 110,58 | 11,44
8 po 9,53 | 11,52 10,53 14,55 14,81 14,68 19,74 |1 17,71 18,73
pred | 3,24 | 2,23 2,74 5,11 3,11 4,11 7,1 3,99 5,55
? po 1,89 | 2,29 2,09 3,36 4,1 3,73 422 | 7,82 6,02
11 pred | 4,09 7 5,55 5,08 4,8 4,94 5,96 | 5,84 5,90
po 5,69 | 7,36 6,53 7,51 6,91 7,21 7,23 | 6,72 6,98
pred | 8,79 | 9,65 9,22 10,06 | 10,51 10,29 5,24 | 5,04 5,14
12 po 12,91 | 10,42 11,67 11,314 | 15,11 13,21 8,83 | 8,03 8,43
pred | 12,92 12,87 12,90 9,53 7,87 8,70 17,15 112,93 | 15,04
13 po 12,98 | 14,66 13,82 14,28 15,37 14,83 19,13 | 14,44 | 16,79
pred | 7.4 7,11 7,26 8,47 6,86 7,67 729 | 6,8 7,05
14 po 7,32 | 8,78 8,05 10,77 8,82 9,80 7,52 | 9,23 8,38
15 pred | 6,82 8 7,41 6,45 7,25 6,85 10,02 110,98 | 10,50
po 6,26 | 9,95 8,11 12,84 | 12,64 12,74 149 | 15,73 | 15,32
16 pred | 6,86 | 8,36 7,61 6,97 10,35 8,66 6,8 | 6,96 6,88
po 10,43 | 8,29 9,36 11,47 | 13,67 12,57 | 13,15 | 15,9 14,53
pred | 9,19 | 5,96 7,58 7,41 8,4 7,91 8,67 | 7,5 8,09
18 po 12,29 | 9,83 11,06 10,62 10,91 10,77 8,36 | 10,62 9,49
pred | 3,53 | 4,27 3,90 4,43 6,36 5,40 6,31 | 5,65 5,98
20 po 6,98 | 3,84 5,41 4,09 5,81 4,95 4,09 | 7,86 5,98
pred | 3,14 | 2,26 2,70 3,81 2,36 3,09 2,66 | 3,23 2,95
21 po 4,07 | 3,93 4,00 5,66 6,33 6,00 / / /
2 pred | 5,49 4,6 5,05 3,07 5,06 4,07 4,43 | 3,07 3,75
po 9,67 | 5,14 7,41 5,33 5,59 5,46 5,05 | 5,6 5,33
) pred | 5,56 | 4,38 4,97 9,55 7,91 8,73 4,48 | 4,39 4,44
3 po 4,72 | 8,11 6,42 16,25 11,18 13,72 | 11,22 | 14,67 | 12,95
pred | 8,42 | 6,26 7,34 10,16 | 10,07 10,12 | 10,89 | 8,94 9,92
24 po 11,16 | 11,03 11,10 11 10,53 10,77 | 11,91 | 9,43 10,67
pred | 7,95 | 8,44 8,20 8,43 8,85 8,64 9,1 9,9 9,50
25 po 8,8 | 10,34 9,57 8,43 10,23 9,33 10,56 | 10,49 [ 10,53
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Hodnoty celkového poskodenia v radmci celej skupiny (pred alebo po) a stanovovaného
parametra sa nachadzaju v tabulke ¢. 6. V tabulke sa nachadza 20 zhodnotenych
pacientov a u kazdého pacienta sme stanovili poskodenie v 100 bunkéch (50 buniek na
gél agély boli nanasané v duplikatoch) pred apo anestézii. Hodnoty ziskané
z duplikatov sme spriemerovali a s tymito datami sme d’alej pracovali pri hodnoteni

Statistickej vyznamnosti a zostavovani grafov.

Zo ziskanych priemernych hodndt z duplikatov sme si vytvorili tabulku podla
jednotlivych stanovovanych parametrov (SSB- jednoretazcové zlomy, ENDO III-
oxidované pyrimidiny, FPG- oxidované puriny) a Stadia, v ktorom bola vzorka od
pacientov odobrana- to je pred a po anestézii. Pre tieto hodnoty sme stanovili median,
priemer, smerodatni odchylku a Standardni chybu merania (tabulka ¢. 7) Vysledky
tychto Styroch parametrov boli vychodiskové pre zostavenie krabicového grafu, ktory
nam poukazuje na rozptyl ziskanych hodndt, zndzorfiuje medidn a odlahlé¢ hodnoty
merania (graf &. 1). Z rovnakych vysledkov sme zostavili stipcovy graf (graf ¢. 2), ktory
znazoriuje rozdiely v stanovenych jednoretazcovych zlomoch a oxidovanych bazach

pred a po anestézii. Na grafe je vel'mi pekne viditeIny rozdiel v hladindch poskodenia.

Tabulka 7: ZjednoduSenie tabulky ¢. 6- celkové poSkodenie DNA

Cislo pacienta | SSB pred SSB po |ENDO pred| ENDO po | FPG pred FPG po
1 8,14 15,16 10,00 11,09 7,86 15,47
2 5,13 11,60 7,93 13,07 12,64 13,92
3 11,16 11,49 13,14 13,22 13,01 14,30
4 10,63 14,17 12,06 17,59 12,81 11,75
5 21,23 27,05 23,48 26,35 24,16 27,25
8 10,10 10,53 14,29 14,68 11,44 18,73
9 2,74 2,09 4,11 3,73 5,55 6,02
11 5,55 6,53 4,94 7,21 5,90 6,98
12 9,22 11,67 10,29 13,21 5,14 8,43
13 12,90 13,82 8,70 14,83 15,04 16,79
14 7,26 8,05 7,67 9,80 7,05 8,38
15 7,41 8,11 6,85 12,74 10,50 15,32
16 7,61 9,36 8,66 12,57 6,88 14,53
18 7,58 11,06 7,91 10,77 8,09 9,49
20 3,90 5,41 5,40 4,95 5,98 5,98
21 2,70 4,00 3,09 6,00 2,95 /
22 5,05 7,41 4,07 5,46 3,75 5,33
23 4,97 6,42 8,73 13,72 4,44 12,95
24 7,34 11,10 10,12 10,77 9,92 10,67
25 8,20 9,57 8,64 9,33 9,50 10,53
median 7,49 10,05 8,65 11,83 7,97 11,75
priemer 7,94 10,23 9,00 11,55 9,13 12,25
smer.odch. 4,156 5,220 4,530 5,088 4,921 5,357
SE 0,929 1,167 1,013 1,138 1,100 1,198
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Krabicovy graf z hodnét % Tail DNA pacientov pred a po anestézii (vSetky hodnotené parametre)
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Graf 1: Krabicovy graf zostaveny pre porovnanie percenta DNA vo chvoste kométy
pred a po operdacie vo vietkych troch skumanych parametroch, grafické
zndazornenie rozptylu hodnot a medianu
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Graf 2: Stlpcovy graf zostaveny pre porovnanie percenta DNA vo chvoste kométy pred
a po anestézii vo vSetkych troch skumanych parametroch (pouZitym parametrom
je priemer ziskany z hodnot poSkodenia so strednou chybou merania
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5.1.3 Zavislost’ na pohlavi, veku a diZke anestézie

Dals$im nasim ciel'om bolo stanovit’ zavislost’ na niektorych parametroch- pohlavie, vek

a dlzka anestézie.

Po rozdeleni pacientov na dve skupiny podla pohlavia (tabulka ¢. 8 a 9) bolo
preukazané, ze u oboch pohlavi dochédza k zvysSeniu poskodenia DNA, a to u vsetkych
stanovovanych parametrov (graf ¢. 3 a 4). Pri porovnani vysledkov medzi pohlaviami
sme dosli k zaveru, ze aj napriek tomu, ze pociatocné poskodenie bolo u oboch skupin
priblizne rovnaké, umuzov doSlo k viac¢Siemu navySeniu vo vSetkych troch
stanovovanych parametroch (SSB aj oxidované¢ bazy) po anestézii v porovnani
rozdiel v oxidovanych purinoch bol zase medzi pohlaviami najmenej vyrazny (takmer

zanedbatel'ny) (graf €. 5)

Tabulka 8: Tabulka priemernych hodnot poSkodenia DNA u Zien

Zeny (n=8)

¢islo pacienta | SSB pred | SSB po E[iiglo EI\II)](?O Eljfi(d; FPG po
3 11,16 11,49 13,14 13,22 13,01 14,30
8 10,10 10,53 14,29 14,68 11,44 18,73
9 2,74 2,09 4,11 3,73 5,55 6,02
14 7,26 8,05 7,67 9,80 7,05 8,38
15 7,41 8,11 8,66 12,57 6,88 14,53
18 7,58 11,06 7,91 10,77 8,09 9,49
21 2,70 4,00 3,09 6,00 2,95 /
25 8,20 9,57 8,64 9,33 9,50 10,53

priemer 7,14 8,11 8,44 10,01 8,06 11,71

smer.odch. 3,06 3,41 3,87 3,69 3,23 4,35

SE 1,081 1,204 1,367 1,305 1,140 1,539
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Graf 3: Grafické znazornenie poSkodenia DNA u Zien

Tabulka 9: Tabulka priemernych hodnét poskodenia DNA u muZov

muzi (n=12)
Cislo SSB | ssBpo | ENPO | ENDO | gy hved | FPG po
pacienta pred pred po
1 8,14 15,16 10,00 11,09 7,86 15,47
2 5,13 11,60 7,93 12,67 12,64 13,92
4 10,63 14,17 12,06 17,59 12,81 11,75
5 21,23 27,05 23,48 26,35 24,16 27,25
11 5,55 6,53 4,94 7,21 5,90 6,98
12 9,22 11,67 10,29 13,21 5,14 8,43
13 12,90 13,82 8,70 14,83 15,04 16,79
16 7,61 9,36 8,66 12,57 6,88 14,53
20 3,90 5,41 5,40 4,95 5,98 5,98
22 5,05 7,41 4,07 5,46 3,75 5,33
23 4,97 6,42 8,73 13,72 4,44 12,95
24 7,34 11,10 10,12 10,77 9,92 10,67
priemer 8,47 11,64 9,53 12,53 9,54 12,50
smer.odch. 4,81 5,85 5,00 5,76 5,87 6,00
SE 1,388 1,689 1,443 1,662 1,695 1,732
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Graf 4: Grafické znazornenie poSkodenia DNA u muZov
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Graf 5: Porovnanie poSkodenia DNA po anestézii medzi pohlaviami. Pocliatoéné

poskodenie pred anestéziou bolo u ocboch pohlavi priblizne rovnaké.
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Na zaklade vekovej zavislosti sme si pacientov rozdelili na dve skupiny- vo veku 18-39
rokov a 40-66 rokov (tabulka 10 a 11). Rozsah veku bol stanoveny nahodne tak, aby
sme dostali dve rovnako pocetné skupiny. Poskodenie pred operaciou bolo priblizne
rovnaké. Na grafickom zobrazeni je viditeIné, Ze u oboch skupin doslo k narastu

poskodenia DNA vo vSetkych troch parametroch (graf ¢. 6 a 7).

Tabulka 10: Tabulka priemernych hodnét poskodenia DNA (vek 18-39 rokov)

18-39 rokov (n=10)
c‘.s lo SSB pred | SSB po ENDO ENDO F?G FPG po
pacienta pred po pred
3 11,16 11,49 13,14 13,22 13,01 14,30
9 2,74 2,09 4,11 3,73 5,55 6,02
11 5,55 6,53 4,94 7,21 5,90 6,98
12 9,22 11,67 10,29 13,21 5,14 8,43
14 7,26 8,05 7,67 9,80 7,05 8,38
15 7,41 8,11 6,85 12,74 10,50 15,32
16 7,61 9,36 8,66 12,57 6,88 14,53
22 5,05 7,41 4,07 5,46 3,75 5,33
25 8,20 9,57 8,64 9,33 9,50 10,53
5 21,23 27,05 23,48 26,35 24,16 27,25
priemer 8,54 10,13 9,18 11,36 9,14 11,70
smer.odch. 5,02 6,54 5,77 6,25 5,97 6,56
SE 1,589 2,068 1,824 1,977 1,887 2,076
Vek 18-39 rokov
16 -
1 11.36 11,70
10,13
12 4 9,18 9,14
21 o | 8.54
=
= 8 -
= O pred
X ¢ Epo
4 B
2 B
0 T T 1
SSB ENDO FPG

Stanovované parametre

Graf 6: Grafické znazornenie poSkodenia DNA u vekovej kategorie 18-39 rokov
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Tabulka 11: Tabulka priemernych hodnét poskodenia DNA (vek 40-66 rokov)

40-66 rokov (n=10)
¢islo pacienta | SSB pred | SSB po Egz;) ENDO po | FPG pied | FPG po
1 8,14 15,16 10,00 11,09 7,86 15,47
2 5,13 11,60 7,93 12,67 12,64 13,92
4 10,63 14,17 12,06 17,59 12,81 11,75
8 10,10 10,53 14,29 14,68 11,44 18,73
13 12,90 13,82 8,70 14,83 15,04 16,79
14 7,26 8,05 7,67 9,80 7,05 8,38
18 7,58 11,06 7,91 10,77 8,09 9,49
21 2,70 4,00 3,09 6,00 2,95 /
23 4,97 6,42 8,73 13,72 4,44 12,95
24 7,34 11,10 10,12 10,77 9,92 10,67
priemer 7,67 10,59 9,05 12,19 9,22 13,12
smer.odch. 3,00 3,54 2,96 3,24 3,86 3,44
SE 0,948 1,120 0,935 1,023 1,220 1,087
Vek 40-66 rokov
16 -
13,12
14 - 12,19
17 10,59
9.05 922
<10 -
7z 10 7.67
= g | Opred
= Bpo
£ 6
4 4
2 4
0
SSB ENDO FPG

Stanovované parametre

Graf 7: Grafické znazornenie poSkodenia DNA u vekovej kategorie 40-66 rokov
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Na zaklade porovnanie hodndt percenta Tail DNA po anestézii medzi skupinami, sme
dosli k zaveru, Ze u skupiny s vy$§im vekom nedoslo k navySeniu poskodenia DNA
vzhl'adom k prvej skupine. Najvacsi rozdiel nastal v pripade oxidovanych purinov, ale
vzhl'adom k rozsahu ziskanych hodnodt je tento rozdiel zanedbatelny a nevyznamny
(graf €. 8).

Porovnanie poskodenia DNA po anestézii medzi
6 vekovymi skupinami

13,12

14 11,36 12,19 11,70
10,13 10,59

10 -

Owvek 18-

39
Evek 40-
66

% Tail DNA
v

SSB ENDO FPG
Stanovované parametre

Graf 8: Porovnanie poSkodenia DNA po anestézii medzi vekovymi skupinami.
Pociatocné poSkodenie pred anestéziou bolo u oboch vekovych skupin priblizne
rovnaké.

Po rozdeleni pacientov na dve skupiny (dizka anestézie do 165 minut a od 170 miniit,
tabulka ¢. 12 a 13) sme dosli k zaveru, ze uoboch skupin dochddza k zvySenému
vyskytu zlomov a oxidovanych baz po anestézii (graf ¢. 8 a 9). U skupiny, ktord bola
dlhSie exponovana anestetikdm je viditelny vac¢si narastu u vSetkych troch parametrov,
ale pri porovnani hodndt parametrov po anestézii medzi tymito dvoma skupinami nie je
tento rozdiel vyzmanmy (graf ¢. 10). Dovodom je opit’ vysokd variabilita a rozptyl

vysledkov.
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Tabulka 12: Tabulka priemernych hodnét poSkodenia DNA u pacientov s di¥kou
anestézie do 165 minut

diZka anestézie do 165 minut (n=10)

s . ENDO ENDO FPG
¢islo pacienta | SSB pred | SSB po pred po pred FPG po
2 5,13 11,60 7,93 12,67 12,64 13,92
5 21,23 27,05 23,48 26,35 24,16 27,25
8 10,10 10,53 14,29 14,68 11,44 18,73
9 2,74 2,09 4,11 3,73 5,55 6,02
18 7,58 11,06 7,91 10,77 8,09 9,49
20 3,90 5,41 5,40 4,95 5,98 5,98
21 2,70 4,00 3,09 6,00 2,95 /
22 5,05 7,41 4,07 5,46 3,75 5,33
24 7,34 11,10 10,12 10,77 9,92 10,67
25 8,20 9,57 8,64 9,33 9,50 10,53
priemer 7,39 9,98 8,90 10,47 9,40 11,99
smer.odch. 5,44 6,85 6,12 6,64 6,10 7,14
SE 1,719 2,166 1,936 2,100 1,928 2,259
Dlzka anestézie do 165 minut
16 -
11,99
14 10,47
208 j 9,40
12 7 8,90 El
Z10 0 3
&
= 8
s
X o Opred
4 Hpo
2 4
0
SSB ENDO FPG

Stanovované parametre

Graf 9: Grafické zndzornenie poskodenia DNA u pacientov s di%kou anestézie do 165

minut
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Tabulka 13: Tabulka priemernych hodnét poskodenia DNA u pacientov s di¥kou
anestézie viac ako 170 minut

diZka anestézie od 170 minit (n=10)
s . ENDO FPG
cislo pacienta [ SSB pred | SSB po pred ENDO po pred FPG po
1 8,14 15,16 10,00 11,09 7,86 15,47
11,16 11,49 13,14 13,22 13,01 14,30
4 10,63 14,17 12,06 17,59 12,81 11,75
11 5,55 6,53 4,94 7,21 5,90 6,98
12 9,22 11,67 10,29 13,21 5,14 8,43
13 12,90 13,82 8,70 14,83 15,04 16,79
14 7,26 8,05 7,67 9,80 7,05 8,38
15 7,41 8,11 6,85 12,74 10,50 15,32
16 7,61 9,36 8,66 12,57 6,88 14,53
23 4,97 6,42 8,73 13,72 4,44 12,95
priemer 8,48 10,48 9,10 12,60 8,86 12,49
smer.odch. 2,50 3,23 2,41 2,81 3,71 3,45
SE 0,791 1,022 0,761 0,889 1,174 1,092
DlZka anestézie od 170 minut
16
14 - 12,60 12,49
12 - 10,48
< 8.86
10 - 8,48
z.
[
= 8
=
X 6 Opred
4 Bpo
2 o
0
SSB ENDO FPG

Stanovované parametre

Graf 10: Grafické zndzornenie poskodenia DNA skupiny pacientov s di¥kou anestézie
viac ako 170 minut
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Porovnanie poSkodenia DNA po anestézii medzi
skupinami s rozdielnymi dlzkami anestézie
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Graf 11: Porovnanie poskodenia DNA po anestézii medzi skupinami podla dlfky
anestézie. Pociatocné poSkodenie pred anestéziou bolo u oboch skupin pribliZne
rovnaké.
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5.2 Stanovenie reparacnej schopnosti lymfocytov

farbené bunky +

¢islo Cislo -
sklitka pacienta pred/po %Tail DNA
L 1 pred 13,44
2 po 6,2
3 5 pred 16,64
4 po 5,75
> 3 pred 9,93
6 po 10,09
7 4 pred 12.53
8 po 12,08
9 5 pred 937
10 po 7.4
1 6 pred 9.52
12 po 7.4
13 7 pred 6.87
14 po 5,88
15 g pred 6,03
16 po 7,89
17 9 pred 4.69
18 po 6,56
1 11 pred 4,32
20 po 5,34
21 13 pred 2,52
22 po 12,43
23 14 pred 5,93
24 po 4,88
25 15 pred 7,37
26 po 4,12
27 16 pred 11,78
28 po 14,82
2 17 pred 11,3
30 po 8.2
31 18 pred 5,03
32 po 6.83
33 20 pred 9,63
34 po 11,59
35 21 pred 2281
36 po 2527
37 22 pred 3.88
38 23 pred 8,37
39 po 931
40 24 pred 14,00
4l po 7,08
42 55 pred 6.08
43 po 3.3
44 obarvené bunky +
svétlo 2,16

<Ly svetlo 2,42
47 bunky + svetlo (bez

farby) 2,43
48 bunky 1,08
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Tabulka 14: Vysledky odcitania
hodnot % Tail DNA z
vyhodnocovacieho softvéru. V
Cervenej kolonke je hodnota,
ktora je vychodiskova pre
urcenie spravnosti metody. FPG
je pozitivna kontrola a uddva
spravnost’ vysledkov.



Ako je zrejmé aj z tabulky ¢. 14, v pripade stanovenia schopnosti lymfocytov opravit’
vzniknuté 1ézie na HelLa bunkéch, bola tito cast’ experimentu neuspesna. Hodnota
pozitivnej kontroly vySla prili§ nizka, a preto sme dosli k zaveru, ze nastala chyba
v ur¢itom bode metodiky. Vzhl'adom k tomu, ze FPG, rovnako ako u stanovenia
poskodenia DNA, rozpoznava miesta s oxidovanymi purinmi a premienia ich na
jednoretazcové zlomy, usudzujeme, ze v nasom pripade dosSlo k zlyhaniu tvorby
oxidovanych purinov v HeLa bunkach. Chyba zrejme nastala v pouziti nekvalitného
fotosenzibilizatora. PouZzili sme zamrazeny roztok fotosenzibilizatora a ten bol zrejme
po tomto skladovani nefunk¢ny. Preto v pouzitych bunkach kultiry nedoSlo k tvorbe
oxidovanych purinov. Vysledky teda nie st vhodné pre dalSie Statistické ani grafické

hodnotenie.
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6. DISKUSIA

Mnohé lieciva a faktory prostredia spdsobujii poSkodenie DNA. Preto je dolezité
porozumiet’ a vediet' spravne predpovedat’ posobenie DNA poskodzujuceho Cinitela.
Kone¢ny biologicky efekt expozicie zavisi od mnohych procesov v bunke, ktoré

ovplyviiuji poskodenie DNA a jej reparaciu. (Brozovic et al., 2010)

Nasim cielom bolo urcit’, ¢i méa anestézia podiel na poSkodeni genetickej informécie,
ato najmd z dovodu, Ze je to nedielna suSast’” operacnych vykonov, ktorych je bez
akychkol'vek namietok, obrovsky pocet. Z hodnot priemerov percenta Tail DNA
stanovenych z hodnét ziskanych od pacientov, boli  hodnoty vSetkych troch
stanovovanych parametrov vyhodnotené ako Statisticky vyznamné. Na zaklade tychto
vysledkov sme usudili, Ze anestézia skuto¢ne prispieva k poSkodeniu DNA. Tento
ciel sme teda splnili. Bohuzial, vzhl'adom k nejednoznacnosti vysledkov ostatnych
Studii sa priklaiiam k nazoru, Ze hodnota poskodenia zavisi aj od typu operacie. Ak sa
jedna o drobnu operaciu, pri ktorej nedochddza k reperfuzii, poSkodenie nenastava.
(Braz et al., 2015) Ak ale dochadza k reperfuzii, je mozné Ze kombindcia vyplavenych
ROS vdaka tomuto stavu s anestéziou vyrazne prispieva k navySeniu poskodenia
genetického materidlu v lymfocytoch. Po okamzitej expozicii anestetikdm dochadza
k poskodeniu DNA (merané 15 minat po zahajeni terapie) (Alleva et al., 2003). Druhy
dent po anestézii dochadza k rekonvalescencii a zvySovaniu jednoretazcovych zlomov
(pravdepodobne vplyvom reparacie) a v priebehu nasledujucich dni sa hodnoty

oxidovanych baz vracaju naspét’ na uroven pred anestéziou.

Kométova analyza je vo svojej podstate jednoducha a relativne nenirocnd metdda s
jednoduchou optimalizaciou. Aj napriek moznosti vyuzit' optimalizovanii metodu, vzdy
je nutné prispdsobit’ metdédu podmienkam experimentu. V nasom pripade to bol najmi
zber vzoriek a spracovanie ihned’ po odbere, pre ziskanie spravnych vysledkov bez
arteficialneho narastu poSkodenia vplyvom skladovania. V urcitych krokoch bolo nutné
prisposobit’ si Casy u jednotlivych pracovnych krokov. V naSom pripade najmi pri
tuhnuti agar6z vzhladom k izbovej teplote laboratoria pocas hortcich letnych dni.
Avsak, na rozdiel od metdd klinickej mediciny a molekularnej bioldégie nema téato
metdda jednotné Standardizované postupy. Tento rozdiel sice umoziuje rozsirenie
metddy a jej vyuZitia, ale na druhej strane prekéza pri moznosti porovnavania vysledkov

z inych laboratorii. Vysledky ziskané z viacerych laboratérii je mozné porovnavat, ale
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v pripade porovnavania hodndt vysledkov viacerych Studii je najlepSie vychdzat

z vysledkov z jedného laboratoria.

Nasim d’al§im dolezitym zistenim bol fakt, Ze program na vyhodnocovanie (LUCIA
Comet Assay) nemusi byt vzdy stopercentne spolahlivy. Viac sa ndm osvedcilo
manualne oznacovanie buniek, ked’ze program nebol schopny oznacit' celu bunku (aj

s chvostom), ale ohrani€il len hlavy komét, ¢im sme ziskavali nespravne vysledky.

Pri porovnani rozdielov v pohlavi, veku aj diZky anestézie sme dosli k zaverom, Ze
uoboch pohlavi dochiddza k narastu poSkodenia vo vSetkych troch sledovanych
parametroch. Rovnako existuje rozdiel v naraste poSkodenia DNA medzi pohlaviami- u
muzov je poskodenie vysSSie. U oboch vekovych kategorii doslo k ndrastu poSkodenia.
Pri porovnani vekovych kategorii sme dosli k zaveru, Ze u starSich osdb bolo zvySenie
poskodenia malé a nevyznamné vzhPadom k rozptylu nameranych hodndt. Dizka
anestézie ma rovnako vel'mi nepatrny vplyv, a preto pri dlhsej expozicii anestetikdm je

oxidativne poskodenie mierne vyssie, ale vzhl'adom k rozptylu hodndt, nevyznamné.

Tato praca bola vypracovana ako klinicka stadia a predchadzajuce in vitro experimenty
(testovanie u¢inkov anestetik na bunkovych kulturach) neprebehli. Dovodom je fakt, ze
vysledky in vitro $tadii Castokrat nekoreluju s vysledkami ziskanymi priamo od
pacientov. Tato Stadia bola ale pilotna, takze nasim cielom bolo urcit pouzitelnost
metody v danej problematike a od jej vysledkov sa presunat’ d’alej k inym stanoveniam
s homogénnejSim vyberom pacientov a anestetik. V sucasnej $tadii sme boli obmedzeni

aj moznostami chirurgickej kliniky, ktord ndm dodavala vzorky od pacientov.

Do budicna by mohli byt naSe vysledky uzitoéné pri zlepSeni podmienok pre
pacientov, ktori podstupuju operaciu s anestéziou a docielit’ tak zniZenie oxidativneho
stresu pre pacienta ajeho rychejSiu rekonvalescenciu. V dalSom planovanom
experimente by sme chceli porovnavat’ nase vysledkami s vysledkami planovaného
stanovenia poSkodenia po epiidurdlnej anestézii. Existuje moZnost, Ze tento typ
anestézie nie je, na rozdiel od celkovej, taky Skodlivy a u niektorych typov operacii by

bolo moZné nahradit’ cekovi anestéziu epidurdlnou.

Rovnako je mozné vyuzit' vysledky tohto experimentu pri tvahe o predpriprave
pacienta na anestéziu, najmid ak sa jednd o pacientov, ktori podstupuju opakovane

niekol’ko zakrokov. Vhodnou predpripravou mdze byt podavanie stravy bohatej na
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antioxidant ripadne je mozné zahrnit zmenu stravy aj po anestézii, aby sa
Y,

zabezpecila rychlejsSia rekonvalescencia.

Nedostatkom tejto $tadie je nedokonceny experiment so stanovenim reparacnej
schopnosti lymfocytov. Na ziklade nespravneho kroku v postupe experimentu sa
nepodarilo ziskat’ spravne vysledky a nebolo mozné vykonat’ Statistické hodnotenie.
Nasim predpokladom bolo, ze po zdkroku pod vplyvom anestézie dochadza k ttlmu

reparacnej schopnosti.
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7. ZAVER

Nasimi expermintami sme overili moznost’ vyuzitia metddy pri stanoveni oxidativneho
poskodenia DNA u pacientov po celkovej anestézii. Vyuzili sme ako klasicka verziu
alkalickej kométovej analyzy, tak aj jej modifikaciu s vyuzitim enzymov na stanovenie
oxidovanych baz (purinov a pyrimidinov). Rovnako sme vyuzili aj modifikaciu CA na
stanovenie reparacnej schopnosti ziskanych lymfocytov na bunkovej kultare. Preukazali
sme Statisticky vyznamné zvySenie posSkodenia DNA vo vSetkych troch stanovovanych
parametroch (jednoretazcové zlomy, oxidované puriny a pyrimidiny) a zavislost’ miery
poskodenia na pohlavi, veku a dizke operacie. Dosli sme k zaveru, ¢ u muzov
dochadza k vacSiemu navySeniu poSkodenia DNA oproti Zenam na zaklade toho, Ze
hladiny sledovanych parametrov boli pred anestéziou podobné. Takisto sme preukdzali
zavislosti medzi zvys$ujucim sa vekom a diZkou anestézie s mierou poskodenia DNA.
Avsak experiment so stanovenim reparacnej schopnosti lymfocytov nebol uspesny. Na
zaklade nespravneho kroku v metodike nevysla sprdvne pozitivna kontrola, a nami

ziskané vysledky nie su pouzitel'né pre zhodnotenie Statistickej vyznamnosti.
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8. POUZITE SKRATKY

Skratka |Vysvetlenie
%  Tail
DNA % DNA, ktoré tvori chvost kométy
8-0xoGua | 8-0xoguanin
A adenin
ai. a iné
Alka 3-methyladenin DNA glykozylaza I1
AP
miesto apurinové/apyrimidinové miesto
American Society of Anesthesiology- rozdelenie pacientov do kategorii
ASA 1 a|podla charakteristiky (I- pacient bez patologického nalezu, II- pacinet s
11 mierne zavaZnym ochorenim)
ATP adenosintrifosfat
BER base excision repair, bazova excizna reparacia
C cytozin
CA comet assay, kométova analyza
DAPI 4,6-diamidino-2-fenylindol
DNA deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleové kyselina
DSB double strand breaks, dvojretazcové zlomy DNA
ENDO endonukledza III
ENDO
111 endonukledza 111
FCM flow cytometry, prietokova cytometria
FEN-1 flap endonukledza 1
FISH fluorescencna in-situ hybridizacia
FPG formamidopyrimidin DNA glykozylaza
FPG Formamidopyrimidin DNA-glykozyldza
G guanin
HMP
agaréza | high melting point agarose, agardza s vysokou teplotou tavenia
ISF izofluran
LMP
agaréza |low melting point agarose, agardza s nizou teplotou tavenia
MMR mismatch repair, oprava nespravne zaradenych baz
napr. napriklad
NER nucleotide excision repair, nukleotidova excizna reparécia
0GG1 8-Oxoguanin glykozylaza
PCR polymerase chain reaction, polymerazova retazova reakcia
PF propofol
ppm parts per million
RNA ribonucleic acid, ribonukleova kyselina
ROS reactive oxygen species, reaktivne formy kyslika
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SCE sister chromatid exchange, vymena sesterskych chromatid

SCGE jednobunkova gélova elektroforéza

SVF sevofluran

T tymin

TP53 tumorovy protein p53

TUNNEL | Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

tzv. takzvané

Uv ultraviolet, ultrafialové svetlo
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