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1. UVOD

Kometova analyza neboli jednobunécna gelova elektroforéza je citliva, rychla,
relativné jednoducha a levna metoda, kterd byla poprvé piedstavena v roce 1978
Rydbergem a Johansonem. Metoda slouzi pro zkoumani poskozeni a opravy DNA
v jednotlivych bunkéch. Principem metody je separace zlomenych DNA fetézcti pod
vlivem elektrického pole, které néasledné¢ vytvoii ,.kometu* s hlavou, kterd zahrnuje
neposkozenou DNA, a ocasem, ktery se sklada z poskozenych kustit DNA.

Citlivost a specifi¢nost analyzy jsou znacné zlepSeny, pokud se DNA inkubuje
pomoci enzymu, ktery rozpozna specificky druh poSkozeni DNA. Toto poskozeni
indukované oxida¢nim stresem hraje kli¢ovou roli u mnoha onemocnéni a také u starnuti.

Tato prace je piehledem mozného pouziti kometového testu v nékterych
patologickych stavech v klinické praxi. UZitecna aplikace testu byla prokdzana u pacienta
s neurodegenerativnim onemocnénim, kardiovaskuldrnim onemocnénim ¢i diabetem
mellitem. Jen n€kolik studii bylo publikovano na vyuziti kometového testu u tézce
nemocnych pacientli. Studie pacienti s nadorovym onemocnénim se tyka hodnoceni
reakce organismu na chemoterapii nebo radioterapii se statisticky vyznamnym

prokézanim poskozeni DNA.



2. KOMETOVA ANALYZA

Kometova analyza (comet assay) neboli jednobunécénd gelova elektroforéza
(SCGE, single-cell gel electrophoresis) je Siroce rozsifena metoda, kterda slouzi
k hodnoceni poskozeni DNA (Collins, 2004). Princip analyzy je zalozen na separaci
zlomenych DNA fetézct pod vlivem elektrického pole podle néboje a velikosti fetézci.
Po oddéleni neporusena DNA zlstava v hlavé komety, zatimco jedno- a dvouvlaknové

porusené DNA fragmenty migruji do ocasu komety (obr.1) (Simon et al., 2012).

hlava ohon

Obrazek 1 Buika inkubovana s alkaloidem chelerytrinem a obarvena stiibfenim. Na
obrazku je vyznaCena pozice a polarita elektrod pti elektroforéze (prevzato z
Dvorték et al., 2008).

Kometovéa analyza ma mnoho vyhod a pfednosti. Jedna se o levnou a jednu
z nejcitlivéjSich technik. Analyzu lze pouZzit u vSech typt bunck veetné spermii. Staci
malé mnozstvi vzorku, provedeni je snadné a nevyzaduje specidlni vybaveni. Tato
metoda je pouzitelna jak pro kvalitativni, tak pro kvantitativni analyzu. Navzdory tomu
ma 1 nékteré nevyhody. Jendou z nich je napfiiklad to, Ze analyza neni schopné detekovat
malé DNA fragmenty (mens$i nez 50 kb), protoZe jsou vétSinou vymyty béhem lyzy a
elektroforézy. Tento test také nedokaze detekovat poSkozeni spojené s mitochondridlni
DNA, které je také ptili§ malé. Dalsi nevyhodou testu je, Ze postrada standardizované
protokoly, coZ ztéZuje vzajemné porovnavani vysledki riznych vyzkumnych skupin, a
zpusobuje nesnadnou interpretaci vysledkd, protoze neexistuje jednoduchy vztah mezi

urovni poskozeni a jeho biologickym dopadem (Shukla, 2018).
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Kometovy test se nejcastéji aplikuje na zvifeci buniky. Nicméné byly také

vyvinuty metody pro zkoumani poskozeni DNA rostlinnych bunék.(Collins, 2004)

2.1 Historie

V roce 1976 vydal Peter Cook ¢lanek, ve kterém se zaméfil na vyzkum struktury
nukleové kyseliny uvolnéné z bunky na zaklad¢ 1yzy neoionickym detergentem. Tento
postup slouzi k odstranéni membran, cytoplazmy a nukleoplazmy a narusuje nukleozomy
a témet vSechny histony, které se rozpoustéji v prostiedi s vysokou koncentraci soli.
Zbyla struktura je nukleoid slozeny z jaderné matrice slozené z ribonukleové kyseliny
(RNA) a proteini a DNA. Cook navrhl model DNA, kterd se pravidelné piipojuje
k matrici, takze je uspotadanad spise jako série smycek nez linedrni molekula. Kdyz bylo
vinuti uvolnéno pfiddnim interkala¢niho ¢inidla (napf. ethidium-bromidu), smycky
nukleoidu se uvolnily a vytvofily ,.halo (svatozar)“. Podobné Uc¢inky byly vidény, kdyz
se k uvolnéni smycek pouzilo ionizujici zafeni (Cook et al., 1976).

V roce 1978 byl proveden Rydbergem a Johansonem prvni pokus o kvantifikaci
zlomu fetézce DNA, a to s buiikkami, které byly zapustény do agardzy na sklickach a
lyzovany za mirnych alkalickych podminek (Piperakis, 2009).

V roce 1984 Ostling a Johanson vyvinuli test komety neboli SCGE. Jednalo se o
analyzu, pti které byla provadéna elektroforéza za neutralnich podminek. Zbarveni DNA
se provedlo akridinovou oranzi. Ziskany snimek vypadal jako ,kometa“ s vyraznou
hlavou, kterd zahrnovala neporuSenou DNA, a ocasem, ktery se sklddal z poSkozenych
nebo polamanych kusit DNA. Podle tohoto vznikl nazev ,,comet assay. Vyhodou této

metody je zadné radioaktivni znaCeni a potfeba malého mnozstvi bunék. (Piperakis, 2009)

2.2 Modifikace kometové analyzy

V soucasné dobé€ se pouzivaji tyto zakladni modifikace kometové analyzy:

2.2.1 Alkalicka jednobunécna gelova elektroforéza

Alkalickda SCGE je provadéna pii vysokém pH (>13). Tato modifikace je
jednoduchou a citlivou metodou pro méfeni oxidativniho poSkozeni DNA a je optimalni
verzi pro hodnoceni t¢inku latek s genotoxickou aktivitou. Analyza je schopna detekovat
jednovlaknové zlomy (SSB, single - strand breaks), dvouvlaknové zlomy (DSB,
double - strand breaks) a alkalicky labilni mista v DNA (Pu et al., 2015).
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2.2.2 Neutrdlni jednobunécna gelova elektroforéza

Tato varianta je v podstaté stejnd jako vySe zminovana alkalicka, ale buiiky jsou
lyzovany pii nizSim pH a elektroforéza probihd bud’ v Tris-borat-EDTA pufru, nebo

Tris acetat pufru pti pH 8-9 (Hartley et al., 2011).

2.2.3 Poutiiti enzymu specifickych pro lézi

Pti vzniku zlomt v fetézcich DNA se vyskytuji tzv. AP mista (apurinové nebo
apyrimidinové misto), ktera neobsahuji zadné baze, jsou alkalicky labilni a pti vysokém
pH jsou pfeménéna na zlomy v fetézcich (Dvoték et al. 2008). Aby byla tato analyza vice
specificka a také 1 citlivd, byl do postupu zaveden krok inkubace nukleoidl se
specifickym enzymem, ktery rozpozna konkrétni druh poskozeni a vytvoti zlom.
Endonukledza III (Endo III) se pouziva k detekci oxidovanych pyrimidindg,
formamidopyrimidin DNA glykosyldza (FPG) k detekci hlavniho produktu oxidace
purinti 8-oxoguaninu (8-0x0G) a dalSich pozmeénénych purind,
T4 endonukleaza V k rozpoznani UV  svétlem indukovanych cyklobutanovych

pyrimidinovych dimert (Collins, 2004, Dvotak et al., 2008).

2.2.4 Méné obvyklé varianty

2.2.4.1 Detekce replikacni DNA pomoci znaceni bromodeoxyuridinem

Dalo by se ocekavat, ze poruchy DNA spojené s replikaci DNA davaji vzniknout
ocasim komet. V¢étSinou vSak neni mozné timto zpusobem odlisit S —faze od
non — S — fazovych bun¢k. Diivodem muze byt velmi malé mnozstvi DNA podilejici se
na replikaci v jednom okamziku. Pokud jsou bunky oznacené béhem replikace pomoci
BUdR (bromodeoxyuridin), ktery je poté vizualizovan pomoci anti-BUdR protilatek,

oznacené kometové ocasy jsou viditelné (Collins, 2004).

2.2.4.2 FISH v kombinaci s kometovou analyzou

Pomoci samotné kometové analyzy je mozné sledovat pouze celkové poskozeni
DNA. Kombinaci FISH (fluorescenc¢ni in situ hybridizace) a kometového testu je mozné
analyzovat poSkozeni a opravy ruznych genili, chromozomii nebo ¢asti chromozomu
(centromera, telomery, raménka). FISH v kombinaci s MN (mikronukledrnim) testem je

schopen charakterizovat vyskyt riznych chromozomt v mikrojadru (MN) a identifikovat
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potencialni chromozomalni cile mutagennich latek. At uz kombinace FISH s kometovou
analyzou nebo MN testem, oboji se ukazalo jako slibna technika pro hodnoceni rozlozeni
poskozeni DNA a chromozomt v celém genomu jednotlivych bunék. Technika FISH také
umoznuje studii tvorby komet a MN, coz je nezbytné pro spravné pouziti téchto metod

(Hovhannisyan, 2010).

2.3 Metodika kometové analyzy

Suspension of cells * SCGE — the schema
30ul
1% LMP agarase (850l), 37°C
%
Slides
with 85 pl HMP agarose
Lysis Fluorescence
at least 1 hour mlﬁrOSWP‘:‘
2.5 M Nacl, 0.1 M Na, EDTA,
10 mM Tris-HCl, r
1% tritonX-1 Staini
pH 10 aining
l 20l Ethidium bromid
Influencing by enzymes !
Wash by endo buffer, Alkali unwinding ; Neutralization
add ja_ul ENDr:') lller FPC_% — 0.3M NaOH, 0.5 M EQTA Elec_trophoresm 3x 5 min, 0.4 M Tris-HCl,
45 min incubation at 37°C 40min 30 min, 300 md, 33V oH7.5

Obrazek 2 Schéma kometové analyzy (pfevzato z Kuchatova et al., 2019).

Nejprve se pripravi pufry — ELFO (elektroforeticky) pufr, lyzac¢ni pufr a PBS
(phosphate buffered saline = fosfatem pufrovany solny roztok). Nasleduje piiprava
agar6z — 1 % HMP v PBS (high melting point = agardza s vysokym bodem tani), 1 %
LMP v PBS (low melting point = agardza s nizkym bodem tani). V testu se pouziva jesté
NMP (normal melting point = agaréza s normdalni bodem téani), kterou se potahuji
podlozni skla. Dal§im bodem postupu je pfiprava gelti na mikroskopické sklicko, kdy je
tireba si agardzy plné€ rozvafit. LMP se pfemisti do vodni 14zn& (37 °C) a nechd se
zchladnout. Mezitim se pfipravi HMP agar6za na sklicko potazené NMP.

Nasleduje izolace lymfocyti z plné krve, kdy se na LSM (lymphocyte separation
medium) navrstvi krev, provede se stoceni, odebere se vytvoieny lymfocytarni prstenec,

k nému se ptida PBS a provede se dalsi stoceni. Nasleduje sliti, rozsuspendovani peletu



v 10ml PBS, odebrani vzorku k pocitdni bunék v Biirkerové komtrce a znovu stoceni. Po
dotoceni nasleduje znovu sliti a ptida se PBS, aby se dosahlo koncentrace 1mol/1ml, ktera
se pouziva pro dalsi analyzu (Fikrova et al., 2011).

V dalsim kroku dochazi k lyze bunék pomoci lyza¢niho roztoku s detergentem,
ktery obsahuje vysokou koncentraci soli, coz umoziuje odstranéni bunééné membrany,
proteintl, cytoplazmy a nukleoplazmy (Shukla, 2018).

Nasleduje uvolnéni DNA, poté elektroforéza, kdy se k tanku pfipoji elektricky
zdroj. Zde je poskozend DNA pfitdhnuta smérem k anodé, ¢imZ vznikne ocas komety
(Bajpayee et al., 2005).

Po elektroforéze se provede neutralizace proplachnutim neutralizaénim pufrem
s naslednym proplachnutim redestilovanou vodou. K barveni sklicek se vyuziva
jakékoliv jedno z DNA barviv (Ethidium Bromid, Propidium Iodide, DAPI nebo YOYO)
s tim, ze pfi kometové analyze se nejcastéji vyuzivd Ethidium Bromid. Jedna se o
interkala¢ni barvivo, které se vaze efektivnéji na dvouvldknovou DNA nez na

jednovldknovou DNA (obr. 2) (Kumaravel at al., 2009).

2.4 Hodnoceni kometové analyzy

Vyhodnocovani komet miizeme provadét bud’ vizualné (tzv. ,,visual scoring®),
nebo specidlnim pocitacovym softwarem pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.
Jednou metodou je kategorizace komet dle Kobayashiho. Ta rozdéluje komety do

kategorii 1-5 (obr. 3) (Kumaravel et al., 2009).

@l
XXX 7 °

Typel Type2  Type 3 Type 4 Type 5

Obrazek 3 Kategorizace komet dle Kobayashiko (pfevzato z Collins, 2004).

Dalsi metodu vizudlniho hodnoceni publikoval vroce 1995 Collins se

spolupracovniky. Jejich systém klasifikuje komety do kategorii 0-4 podle miry poskozeni

vvvvv
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Obrazek 4 Kategorizace komet dle Collinse (ptevzato z Collins, 2004).

Co se tyce pocitacovych softwarli, na vybeér je jich celd fada, at’ uz komercnich ¢i
freeware programt, které 1ze zdarma stdhnout z internetu. Pocitacova analyza mtze byt
bud’ poloautomatizovana, kdy je gel naskenovdn a komety jsou pro analyzu vybrany
operatorem, nebo automatizovana, bez zapojeni operatora ve vybéru komet. Vyhodou
pocitacového hodnoceni oproti vizudlnimu hodnoceni je, ze pocita¢ dokdze zmétit hned
nekolik parametri. Nevyhodou muze byt pritomnost prekryvajicich se komet, které
nejsou pocitaCem rozpoznané jako rizné, ale lze je hodnotit manualné
(Azqueta et al., 2011). Pifi hodnoceni komet se pouzivd mnoho parametri. Témi
nejpouzivanéj$imi jsou délka ocasu (tail lenght), procentualni zastoupeni DNA v ocasu
(% tail DNA) a tail moment (Shukla, 2018). Zde je nutné nezaménit tail moment a OTM
(Olive tail moment). Tail moment je definovan jako % tail DNA x tail lenght, tedy
procenta DNA v ocasu nasobend délkou ocasu. OTM je definovan jako % tail DNA x
(tail mean X —head mean X), tedy procenta DNA v ocasu ndsobend vzdalenosti mezi

téziSti DNA v ocasu a hlavé (Mozaffarieh et al., 2008).

2.5 Oxidacni stres

2.5.1 Volné radikaly a jiné reaktivni castice

Oxidacni stres je spojen s mnoha lidskymi nemocemi. V zivé buiice je obvykle
rovnovaha mezi produkci reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species) a
antioxidanty. Tato dynamickd rovnovaha poskytuje urcity ustaleny stav ROS. V ur¢itych

situacich miize byt tato rovnovadha vSak narusena (Lushchak, 2015). Naruseni této

11


comet%20assay%20hodnocení%200-4.PNG

rovnovahy je definovdno jako oxidacni stres. Endogennim zdrojem reaktivnich forem
kysliku ptispivajicich ke specifickému oxida¢nimu poSkozeni DNA je normalni bunécny
metabolismus a jsou detekovany v tkdnich za fyziologickych podminek. Nicmén¢, mohou
vSak byt také produktem patologickych procest (Kuchatova et al., 2019).

ROS jsou malé molekuly odvozené z molekul kysliku. Mezi ROS patii jak volné
radikaly, tak neradikalové castice. Volny radikdl mizeme definovat jako jakoukoliv
chemickou latku, kterd obsahuje alespon jeden neparovy elektron. Tyto radikaly se tvori
ve velkém mnozstvi jako vedlejsi produkt mnoha biochemickych procestt a v nékterych
pfipadech zamérné (Betteridge, 2000). Mezi volné radikdly muizeme fadit naptiklad
superoxid (0O27), nejcastéjsi ROS, déale hydroxylovy radikdl (OH"), nejreaktivnéj$i a
pak peroxyl (ROO"). Neradikalové Castice jsou naptiklad ozon (O3), singletovy kyslik
('02), peroxid vodiku (H20:) &i kyselina chlorna (HCIO). Hladiny ROS se mohou
dramaticky zvysit naptiklad po vystaveni teplu, UV zéfeni ¢i ionizujicimu zafeni. Pti
vysokych koncentracich ROS snadno reaguji s lipidy, proteiny, sacharidy a nukleovymi
kyselinami (Ozcan et al., 2015). Nadmérné mnozZstvi ROS je kontrolovano a
odstranovano z bun¢k superoxidovou mutaci, katalazou (CAT), glutathion peroxidazou
(G-Px) a antioxidanty o nizké molekulové hmotnosti, jako jsou vitamin C, E, gluthation
a kyselina mocova. Nejdalezitéjsi misto pltivodu ROS v builkkach se nachazi
v mitochondriich, kde vznikaji v diisledku aerobniho metabolismu. Dale mohou byt ROS
generovany urcitymi enzymovymi aktivitami, jsou uvolnovany z fagocytarnich bunck,
urc¢enych k ni¢eni bun€k infikovanych viry nebo bakteriemi. Mistem jejich ptivodu
mohou byt 1 metabolické procesy jako B-oxidace mastnych kyselin v peroxizomech. Co
se tyce exogennich zdroji, t€mi mohou byt radiace, znecisténé ovzdusi, tabakovy kouf
nebo Siroka skala chemickych latek (Loft et al., 2008).

Podobné dulezité¢ jako ROS jsou také reaktivni formy dusikli (RNS, reactive
nitrogen species), které zahrnuji tfeba oxid dusnaty (NO), oxid dusicity (NO2) ¢i
peroxynitrit (ONOQO") (Martinez et al., 2009).

2.5.2 Oxidacni poskozeni DNA

Oxidac¢ni poskozeni DNA vznik pti tvorb& ROS v buiikdch normalnim aerobnim
metabolismem nebo exogennimi zdroji, jako je ionizujici zafeni nebo karcinogenni

slouceniny, a tento typ poSkozeni v buiikéch se implikuje na mutagenezi, karcinogenezi
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a starnuti (Dizdaroglu, 1999). Oxida¢ni poskozeni DNA vyznamné pfispiva k vyvoji
rakoviny souvisejici s vékem. Latky, které snizuji oxidacni poSkozeni, by tak mély
snizovat riziko vzniku rakoviny. Jednd se tedy o ,.biomarker” pro identifikaci osob
s rizikem vyvoje rakoviny (Halliwell, 2000).

potencial v porovnani s ostatnimi ¢tyfmi bazemi. Guanin obsahuje elektronové bohatou
purinovou strukturu, kterda mu umoziuje snadno reagovat s radikaly. Oxidace guaninu ma
za nasledek tvorbu  8-oxoguaninu, respektive odpovidajictho nukleotidu
8 - hydroxy - 2 - deoxyguanosinu (8 - OHdG) (Kim et al., 2004). 8 - OHdG, respektive
8 - 0xoG je vhodnym markerem oxidacniho stresu a pouziva se k méfeni miry
endogenniho oxida¢niho poskozeni DNA. Tato léze je hlavnim mutagennim poskozenim
DNA, ale reparacnimi mechanizmy je kontinualné opravovéana. Zavazné¢jsi jsou vSak
sekundarni DNA  léze, které wvznikaji reakci 8-0xoG s peroxynitritem
(Henderson et al., 2005).

Oxidacni poskozeni DNA v bunkéch a tkanich 1ze méftit plynovou chromatografii
(GC) a hmotnostni spektrometrii (MS), vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) s elektrochemickou detekci nebo MS/MS (tandem MS) detekci nebo
imunoanalyzou. Mezi zékladni metodiky pouzivané pro detekci DNA poskozeni patii
také kometova analyza (Kuchatova et al., 2019).

Oprava posSkozenych usekii DNA je zarucené dulezitym prvkem obrany pied
mutagenezi. Ve vétSiné piipadii jsou oxidacné poSkozené DNA chranény vétsim
mnozstvim nasobnych a prekryvajicich se procesti opravy. PoSkozené baze se nejcastéji
odstraniuji dvéma mechanismy — BER (base excision repar) — zahrnuje vystfizeni
jednotlivych  poskozenych bazi glykosyldzou a NER (nucleotide excision

vvvvvv

(Cooke et al., 2003).

3. VYUZITI COMET ASSAY V KLINICKE PRAXI

3.1 Kometova analyza a oxidacni poskozeni
u neurodegenerativnich onemocnéni

Termin neurodegenerativni onemocnéni popisuje fadu dédicnych a sporadickych
stavill, které jsou charakterizovany progresivni dysfunkci nervového systému vyplyvajici
z degenerace vybranych neurond v lidském mozku nebo mise. Mezi prvni pfiznaky patii
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tteba problémy s koordinaci nebo zapamatovanim jmen. Ptiznaky se vSak postupné
zhorSuji a mnohé z téchto nemoci mohou byt fatdlni. Mezi nejcastéji se vyskytujici
onemocnéni patii Alzheimerova choroba (AD), Huntingtonova choroba, Parkinsonova
choroba (PD) ¢i amyotroficka lateralni skler6za, znama téz jako Lou Gehrigova choroba
¢i onemocnéni motoneuronu (Coppede et al. 2014). V patofyziologiich vSech téchto
nemoci najdeme oxidacni stres, ktery se zde predevsim projevuje peroxidaci lipidd, coz
muze podporovat tvorbu dal§ich ROS a zvySovat oxida¢ni poskozeni proteinti a DNA
(Kuchatova et al., 2019).

Kadioglu et al. (2004) studovali patofyziologickou roli ROS u pacientti s AD.
Sledovali hladiny oxidaéniho poSkozeni v lymfocytech periferni krve (PBL, peripheral
blood lymphocytes) u 24 pacientli s AD pomoci kometového za pouziti specifickych
enzymu (Endo III pro detekci oxidovanych pyrimidini, FPG pro oxidované puriny).
Vzorky krve pacientll porovnavali s kontrolnimi vzorky vékové srovnatelné skupiny 21
lidi. V Zadné buiice v této studii nebyla migrace kompletni a kazdd ze 100 bunck
hodnocenych ze vzorku krve kazdého pacienta byla ptifazena do jedné ze tfech kategorii.
V prvni kategorii byly builky bez migrace, ve druhé byly s nizkou migraci a ve treti byly
s vysokou migraci v zavislosti na ¢asti DNA vtazené do ocasu komety pod vlivem
elektrického pole. Celkové skore komety (TCS) bylo vypocteno nasledujicim zpiisobem.

TCS = 0 x poCet komet v prvni kategorii + 1 x poCet ve druhé kategorii
+ 2 x poCet komet ve treti kategorii
Bylo prokazano, ze AD je spojena se zvySenou hladinou bazalnich hladin SSB a alkalicky
labilnich mist v PBL (TCS - 16,7 + 4,55) v porovnani s kontrolnimi vzorky (TCS - 13,0
+ 2,7). Tim, Ze v kometové analyze bylo zahrnuto i pouziti Endo III a FPG, doslo
k odhaleni dalSich mist poskozeni u pacientt i kontrolnich vzorkt. V ptipad¢ Endo III
bylo zjisténo vyrazné zvySeni v prumérném celkovém skore komet u pacientii s AD (36,1
+ 6,9) v porovndni s kontrolnimi vzorky (14,6 + 2,6). V ptipadé¢ FPG zde bylo také
evidovdno vyznamné zvyseni v primérném celkovém skoére komet u pacienti s AD
(31,33 = 7,27) v porovnani s kontrolnimi vzorky (14,43 + 2.,5) (Kadioglu et al., 2004).
Nunomura et al. (2001)  zaznamenali  vyznamné  zvySeni  hladin =~ 8OHG
(8 - hydroxyguanosin) a oxidované aminokyseliny (nitrotyrosin) v neuronech pacientti
s AD a bylo konstatovano, ze zvySené oxidacni poSkozeni je €asnou piihodou AD, které
klesa s progresi onemocnéni (Nunomura et al., 2001). Lyras et al. (1997) rovnéz prokazali

zvySené oxidacni poskozeni proteinii a DNA v mozku pacientii s AD méfenim produktt
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poskozeni ¢tyf DNA bazi plynovou chromatografii v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (Lyras et al., 1997).

Petrozzi et al. (2002) zkoumali pfitomnost cytogenetickych zmén v lymfocytech
periferni krve u pacientii s AD a PD. Cytogenetické vysetieni bylo provedeno u
22 pacientti s AD, 18 pacienti s PD a 20 kontrolnich vzorki. Pro zjisténi pfitomnosti
poskozenych chromozomi byl pouzit MN test spolu s FISH technikou. MN jsou
chromatinové struktury snadno viditelné v cytoplazmé mezifdzovych binuklearnich
bunék. FISH technika zde umoznila rozliSeni mezi MN vznikajicimi z chromozomalnich
fragmentli (C — MN, centromerové negativni MN) a MN, které jsou odvozeny z
opozd'ujicich chromozomi (C + MN, centromerove pozitivni MN) béhem anaféze (ztrata
chromozom). U pacienti s AD i PD byly pozorovany v lymfocytech vyssi hladiny MN
ve srovnani s kontrolnimi vzorky (tab. 1). Vysledky zde tedy ukazuji ptitomnost
cytogenetickych zmén na periferni Urovni u téchto obou neurodegenerativnich

onemocnéni (Petrozzi et al.,2002).

Parameter AD FDy Controls
(n=24) (n=201) (n=22)
MM (%) .82 (D.48)** 1.75  (D3T)+* 085 (D42)
C+MN (%) 754 (5.3)* M3 4.4 483 (3T
C-MN (%) 4.6 (3.3) 652 (4.4)* 507 (3T

Tabulka 1 Vysledky cytogenetickych analyz lymfocyta u pacientti s AD a PD (pievzato
z Petrozzi et al., 2002).

Migliore et al. (2002) zkoumali pfitomnost chromozomu a primarni nebo oxida¢ni
poskozeni DNA v leukocytech periferni krve pacientli s neléCenou PD. Cytogeneticka
analyza byla provedena u 20 pacienti sde novo PD a 16 kontrolnich vzorka,
odpovidajiciho véku, pohlavi a s podobnymi kufackymi navyky, pomoci MN testu spolu
s technikou FISH a kometovou analyzou. FISH technika byla provedena u
16 z 20 pacientd s PD a u 12 z 16 kontrolnich vzorkd. Kometovy test byl proveden u
15 pacientt a u 14 kontrolnich vzorkii. Jedenéct pacientd s PD a 10 kontrolnich vzorkt
bylo podrobeno jak FISH technice, tak kometovému testu. Vysledky MN testu a FISH
techniky ukézaly, Ze cetnost MN byla vyssi u pacientl s PD v porovnani s kontrolnimi
vzorky (16,8 % + 4,8 % vs. 8,8 % = 2,9 %). FISH technika ukazala statisticky vyznamné

vyssi procento C — MN u pacientli s PD v porovnani se skupinou kontrol (ebr. 5).
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Obrazek 5 Distribuce C+MN (tmava plocha) a C-MN (svétla plocha) v lymfocytech
pacientll s PD a kontrolnich jedinct. Data jsou vyjadiena jako primérné procento
celkové frekvence mikrojader (pfevzato z Migliore et al., 2002).

D¢élka kometového ocasu poskytla informace o hladinach SSB. Zjisténo bylo trojndsobné
zvyseni hladin SSB u pacientli s PD v porovnani s kontrolnimi vzorky (9,6 pm + 4,3 pm
vs. 3,3 um £ 2,3 um; p <0,001). Pozitivni korelace mezi procentem C — MN a hladinou
SSB (r=0,86) byla pozorovana u pacientii, vzorky jejichz krve byly FISH analyzou i
kometovou analyzou. M¢feni oxidacniho poSkozeni DNA bylo provedeno pomoci
modifikované verze kometového testu. K detekci oxidovanych pyrimidint byla pouzita
Endo III a u purinii byla pouzita FPG. Hladiny SSB, zpiisobené oxidovanymi puriny, byly
vyssi u pacientl s PD v porovnani s kontrolnimi vzorky (22,4 pm £ 3,8 um vs. 17,3 um
+ 6,2 um; p <0,052). U obou skupin nebyly pozorovany Z4dné vyznamné rozdily u
oxidovanych pyrimidinti (Migliore et al., 2002).

Mirné kognitivni porucha (MCI) je klinicky stav mezi normalnim starnutim a AD,
charakterizovany nedostate¢nou paméti bez ztraty obecnych kognitivnich a funkénich
schopnosti. Migliore et al. 2005 provedli studii pomoci kometové analyzy s cilem
vyhodnotit miru primérniho a oxida¢niho poskozeni DNA, za pouZiti enzymt Endo III a
FPG, ve dvou skupinach pacienti s MCI a AD ve srovnani se zdravymi kontrolnimi
skupinami. Udaje prokazaly statisticky vyznamné zvyseni hladin primarniho poskozeni

DNA v leukocytech pacienti s AD a také MCI v porovnani s kontrolnimi vzorky
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(primérné délky ocasu komet: 2,09 um + 0,79 um a 2,47 um = 1,01 um u AD a MCI
oproti 1,04 um £ 0,31 um u kontrolnich jedincti). Mnozstvi oxidovanych DNA bazi (jak
purint, tak pyrimidintl) bylo navic statisticky vyznamné vyssi u obou skupin ve srovnani
s kontrolnimi vzorky. Jejich vysledky naznacuji, ze oxidacéni stres, alespoil na urovni

DNA, je Casnym projevem v patogenezi AD (Migliore et al., 2005).

3.2 Kometova analyza a oxidacni poskozeni u
kardiovaskuldrnich onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni (CVD, cardiovascular diasease) jsou hlavni
pficinou umrtnosti v Zapadnim svété. Jedna se o multifaktoridlni onemocnéni, které
zahrnuje komplexni interakci mezi Zivotnim stylem (dieta, koufeni, cviceni, konzumace
alkoholu) a pti¢innymi faktory (genotyp, v€k, pohlavi). Toto onemocnéni mizZe byt
obecn¢ klasifikovano jako ischemicka choroba srde¢ni (CAD, coronary artery disease),
cerebrovaskularni onemocnéni a onemocnéni perifernich cév. Pocatecnim krokem je
poskozeni endotelu. Toto poskozeni vede k tvorbé aterosklerotickych 1ézi, které mohou
uzaviit malé cévy a narusit priatok krve. To vede k akutnim projeviim jako je infarkt
myokardu a cévni mozkova ptihoda, pfi nichz je vdzn€ ohrozeno zasobeni tkani kyslikem
a zivinami (Fearon & Faux, 2009). Dukazy potvrzujici spojeni poskozeni DNA
s kardiovaskularnim onemocnénim byly ziskany z in vitro modeli bunéénych struktur a
z analyzy krevnich vzork. Souvislost mezi diabetem a kardiovaskularnimi
komplikacemi vyustila v dikladné zkoumani uc¢inkti vysokych hladin glukozy
v kardiovaskuldrnich bunkach. Tento tuc¢inek byl studovan v mikrovaskularnich
endotelidlnich  bunkdch a lidskych endotelidlnich  bunkach pupecni zily
(Malik et al., 2012).

Botto et al. (2002) ve své studii pouzili kometovy test pro méfeni oxidacniho
poskozeni DNA v lymfocytech periferni krve 13 pacientd s angiograficky
dokumentovanou CAD a 11 kontrolnich vzorkl, odpovidajictho véku a pohlavi.
Vysledky ukézaly, ze primérné hodnoty vldknovych zlomi, métenych jako procento
DNA v ocasu, byly vyznamné vyssi u pacientli s CAD v porovnani s kontrolnimi vzorky
(11,9 % £1,4 % vs. 3,3 % £ 0,2 %). Stejné tak oxidované pyrimidiny a zménéné puriny
byly vys$si u pacientli s CAD. S poctem vaskularnich 1ézi podil oxidovanych purini rostl

a pozitivné koreloval s rozsahem CAD. Také bylo zjiSténo, ze pacienti s diabetem méli

17



vyssi hodnoty oxidovanych pyrimidinii, zatimco pacienti s dyslipidémii méli zvysené
hodnoty zménénych purinli v porovnani se zdravymi pacienty (Botto et al., 2002).
Kliemann se se spolupracovniky (2011) ve své studii zamétil na vyhodnoceni
souvislosti mezi rizikovymi faktory CVD a mirou DNA poskozeni u déti a dospivajicich.
Antropometrie a vyziva byly méfeny standardnimi postupy. DNA poskozeni bylo
zjistovano kometovou analyzou a cytokinezi blokovanym MN testem v leukocytech.
Celkem 34 déti a dospivajicich bylo rozdéleno do 3 skupin podle miry rizika
kardiovaskularnich onemocnéni (1.skupina — szadnym rizikovym faktorem CVD,
2.skupina — s 1 nebo 2 faktory, 3.skupina — s 3 a vice faktory). Testovani se stfednim a
vysokym rizikem kardiovaskularniho onemocnéni vykazovali vyrazné vyssi télesny tuk
nez ti s nizkym rizikem. Jedinci s vysokym rizikem také vykazovali vyznamné zvySeni
DNA poSkozeni podle kometové analyzy. Mira DNA poskozeni korelovala pozitivné
s riznymi rizikovymi parametry CVD (BMI, télesny tuk, celkovy cholesterol a
triglyceridy). Pokud jde o stravu, pfijem vitaminu C negativné koreloval s mirou DNA

poskozeni podle kometového testu (tab. 2) (Kliemann et al., 2012).

Cardiovascular risk#

Parameters

Low (m=11) Moderate (n=11) High (n=12)
Anthropometry
Age (years) 1136 +323 10.55 £3.14 1275+£222
Females (n) 5 9 G
BMI (kg/m”) 1924 =349 2283 =741 286508 "
Body fat (%) T34 =637 26.54 = 10.61° FEA6=H092E
Hypertension (n) 1 3 h*
Sernm markers
Fasting glucose (mg/dL) T7.91=5.91 3591 =968° 455 560°
Total cholesterol (mg/dL) 151.45 = 10.32 170008 = 18,597 189 83 = 2] 8327
HDL {mg/dL} 46,18 = 4.56 4855 £9.75 5192+£9.13
LDL {mg/dL} 9236+ 1688 11036+ 11 94 ® 11958 = 11.07*
Tnglicerydes (mg/dL) 66,73 £13.74 664 = 12.53 110,00 = 37 96 20
DMNA damage
Damage imdex {means.d.) 764 £ 396 1504 = 5.66 318328970
Damage frequency (%) 555 +£284 11.27 £ 4.52 230826798
Micronucle: (%a) 679 £ 448 T65+3.08 5.52 £ 266
Nucleoplasmic bndges (%) 258+ 2 K3 257120 1.8E = 2.32
Nuclear buds (%) 729 +£554 752 1.76 10032 £ 6.27
Family history of CVI) (n) 3 g L
Laow physical activity (n) 4 L] g
Dhiet
Lepids (%& total calones) JE G2 =494 3268 =699 162 +£6.31
Cholesterol (mg/day) 249 86 = #7.24 234.45 £ 96.51 235.67 £ 152.08
Fibers {g/day) 1387 = 4.80 1191 £ 528 1284 £ 5.09
Vitamin A (pg/day) 58622 £ 424 68 55888 = 35553 420035 = 330.39
Witamin C (mg/day) GiLE4 £ 41.11 6738 =47.25 40.93 = 28 95
Vitamin E {mg/day) 1119+ 8.23 1391 =494 993 £ 569
Folate {pg/day) 15198 = 9478 151.6%9 = 51 .83 14958 + T 71

Tabulka 2 Parametry vzorkl déti a dospivajicich s riznymi kardiovaskuldrnimi riziky
(pfevzato z Kliemann et al., 2012).
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Vztahem mezi DNA poskozenim a CAD spolu s celkovou kapacitou antioxidantd
(TAC, total antioxidant capacity) se zabyvali také Demirbag et al. (2005). Také oni
pouzili kometovou analyzu na méfeni DNA poskozeni, kdy testovali 53 pacient
s angiograficky dokumentovanou CAD a 42 pacientl s normalni koronarnim obéhem.
Primérné hodnoty DNA poskozeni zde vysly vyrazné€ vyssi u pacientii s CAD nez u
kontrolnich pacientli (tab. 3). Také byly zjistény pozitivni korelace mezi DNA
poskozenim a cukrovkou, koufenim, obezitou a hyperlipidémii, zatimco mezi DNA
poskozenim a TAC byla zjisténa negativni korelace. Z vysledki tedy vychazi, ze DNA
poskozeni je zvySeno a TAC je sniZzeno u pacientti s CAD (Demirbag et al., 2005).

Variables Patients with CAD (Group I, n=353) Normal coronary (Group 1. n=42)
Age (years) 57+9 56+11
Male/female (%) T4/26 43/57
Obesity (%a) 52 37

Family history (%) 34 21
Hypertension (%) 23 21

Diabetes Mellitus (%) 13 9

Smoking (%) 34 26
Hyperlipidemia 29 23

DNA damage score (AU) 139+40 101 £42
TAC (mmol Trolox equivalent/) 1.14+0.13 1.38 +£0.20

Tabulka 3 Studijni vysledky pacientii s CAD a pacientli s normalnim koronarnim obéhem
(pfevzato z Demirbag et al., 2005).

Vidya at al. (2014) provedli kontrolni studii s cilem posoudit miru poskozeni
DNA u déti s vrozenou srdec¢ni vadou a porovnat ji se skupinou zdravych déti stejného
veéku a pohlavi. Pro studii pouzili alkalickou modifikaci kometové analyzy a vyhodnotili
parametry délku ocasu komety, celkovou délku komety a % DNA v hlavé. Parametry
kometového testu byly porovnany mezi vySetfovanymi vzorky a kontrolnimi vzorky
pomoci neparového T-testu. Co se tyce poskozeni DNA, tak celkové délka komety byla
vyznamné vyssi (p <0,001) u vySetfovanych vzorkli nez u kontrolnich vzorki (68,13 pm
+ 14,7 pum vs. 30,3 pm + 5,2 pm). Také délka ocasu komety byla delsi u vySetfovanych
vzorkd (9,90 pm + 11,29 pm vs. 0,89 pm + 1,55 um). Hodnoty procent DNA v hlavé
byly 88,01 % + 10,47 % vs. 89,02 % + 7,61 % (Vidya et al., 2014).

Gandhi et al. (2011) ve své studii zjistovali poSkozeni DNA u obéznich pacientli
s kardiovaskularnim onemocnénim a porovnavali ho mezi Zenami a muzi. Obezita a
kardiovaskularni onemocnéni spolu se zvySujicim se stresem a zanétem mohou zplsobit

DNA poskozeni. V této studii se provadéla alkalickd kometova analyza v leukocytech
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periferni krve 28 obéznich pacientii s CVD (14 Zen, 14 muzt) a 13 kontrolnich vzorka
(6 zen, 7 muzll). Pro porovnani prumérné délky migrace DNA a procenta bun¢k s ocasy
u pacientd a kontrolnich vzorka byl proveden T-test. Co se tyce vysledk, tak u obéznich
pacientl s kardiovaskuldrnim onemocnénim bylo poskozeni vyssi (v porovnani mezi
pohlavimi bylo poskozeni vys$si u Zen nez u muzl), frekvence poskozeni (60,14 % u Zen
vs. 59,21 % u muzl), pramérna délka migrace DNA (19,16 um + 2,60 um u Zen vs.
37,53 um = 4,74 um u muzi), v porovnani se zdravymi kontrolnimi jedinci, kde hodnoty
byly naopak vys§i u muzii nez u Zen. Studie tedy ukazala, Ze vyrazné zvySené poSkozeni
DNA obéznich pacientti s CVD muze byt zpiisobeno samotnym CVD, délkou 1écby a
kombinaci 1€k, které pacienti berou a nabyva na vyznamu, protoze s sebou nese vyssi

riziko onemocnéni souvisejicich s vékem a rakovinou (Gandhi et al., 2011).

3.3 Kometovd analyza a oxidacni poskozeni u pacientii
s diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je povaZzovan za metabolické a zanétlivé onemocnéni,
které postihuje vice nez 170 miliont lidi po celém svété. Pacienti s cukrovkou casto
vykazuji zvySenou produkci ROS spolu s vaskularnimi komplikacemi. Pfitomnost ROS
muze vést ke zvySenému poskozeni DNA v lymfocytech periferni krve, které mize byt
odhaleno kometovym testem. Obecné existuji dva typy diabetu — DM typu 1 (IDDM,
inzulin dependentni diabetes mellitus) a DM typu 2 (NIDDM, non-inzulin dependentni
diabetes mellitus). Oba typy se vyznacuji systémovou poruchou metabolismu zavislého
na inzulinu, ale 1i$i se v mechanismech patogeneze (Sardas et al., 2001).

Dandona et al. (1996) se zabyvali oxidacnim poskozenim DNA u pacientii s DM.
Zvysena produkce ROS a peroxidace lipidit miize piispivat k cévnim komplikacim u
diabetikii. V ramci testovani oxidativniho poSkozeni DNA u diabetes, méfili hladinu
8 - OHdG jako indikatoru oxida¢niho poskozeni v mononuklearnich bunikach. Pro tuto
laboratorni studii byly pouzity vzorky 12 pacientd s IDDM, 15 pacientii s NIDDM a
10 kontrolnich vzorkti zdravych dobrovolnikd. 8 - OHdG byl testovan pomoci HPLC a
hladina ROS byla testovana chemiluminiscenci. Pacienti s IDDM a NIDDM m¢li
vyznamné vy$$i stfedni koncentrace 8 - OHdG ve svych mononuklearnich buiikéch nez
kontrolni vzorky. Také ROS vysly vyssi u diabetikll v porovnani s kontrolnimi vzorky.
Diabeticti pacienti vykazovali vétsi oxidacni poSkozeni DNA, se zvySenou tvorbou ROS,

nez kontrolni vzorky (Dandona et al., 1996).
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Sardas et al. (2001) ve své studii hodnotili zlomy fetézce DNA u pacientd
s diabetem pomoci kometového testu. K otestovani byly odebrany vzorky periferni krve
od 63 pacientd sdiabetem (15 IDDM, 48 NIDDM), které se porovnavaly se
30 kontrolnimi vzorky. Byly zde zjistény vyznamné rozdily mezi DM pacienty a
kontrolnimi vzorky z hlediska cetnosti vyskytu poskozenych bunék. Rozsah DNA
migrace byl vétsi u pacienti s NIDDM v porovnani s pacienty s IDDM, coz by mohlo
naznaCovat, ze pacienti s IDDM se méné potykaji s oxidacnim posSkozenim. Mezi
pacienty s diabetem bylo 26 kurdkii a ve skupiné kontrolnich jedinct bylo 11 kutakt. U
kuraki se projevila vyssi Cetnost bunék s migraci nez u nekutrakd v obou skupinach. Dale
pak po dobu 12 tydnti dostavalo 32 pacientii s diabetem vitamin E. Nasledn¢ u nich bylo
zjisSténo vyznamné snizeni v DNA migraci (19,6 % + 29,0 %) v porovnani s migraci
jejich bunék pted 1écbou (32,5 % = 20,0 %), oproti zbylému poctu pacientl, kterym bylo
podano pouze placebo. Zavérem lze fict, Ze tato studie poskytla ditkazy o oxidacnim
poskozeni u pacientl s DM pomoci kometové analyzy. Rozdily byly zjiStény u pacientt
s IDDM a NIDDM z hlediska rozsahu migrace DNA (Sardas et al., 2001).

V dalsi studii se Collins et al. (1998) zabyvali poskozenim DNA u pacienttl s
diabetem typu 1. Studovaly se vzorky 10 pacientti (muzi) s IDDM a vzorky 10 zdravych
muzi. Mezi diabetiky mélo 8 pacienti chronické komplikace, zatimco zbyvajici
2 pacienti byli bez diabetickych komplikaci. K vyhodnoceni poskozeni DNA byl pouzit
kometovy test. Testem byly méfeny zlomy vldkna DNA, mista citliva na FPG a Endo II1
v DNA lymfocytl. Primérné hodnoty jednovldknovych zlomu a oxidovanych pyrimidina
byly statisticky vyznamné vyssi u diabetikii. Byla zde také pozorovana silna korelace
mezi misty citlivymi na FPG a koncentraci glukozy v séru. Kdyz byli tfi pacienti s
normalni hladinou glukézy vytazeni ze statistickych analyz, byla primérna hodnota
poskozeni mist citlivych na FPG vyznamné zvySena ve srovnani s normalni. PoSkozeni
DNA u lymfocytt je tedy uzitenym markerem oxidacniho stresu a zejména mista citliva
na FPG predstavuji zmény specificky souvisejici s hyperglykémii (Collins et al., 1998).

Co se tyCe déti, u nich prevlada diabetes mellitus typu 1 a ten je charakterizovan
autoimunitnim charakterem s postupnou destrukci f bun€k a nedostatkem inzulinu u
geneticky predisponovanych pacienti. Studie, pod vedenim Varvarovské (2004), se
zamé&fila na diabetické déti a jejich piibuzné a potvrdila zvySeny oxidacni stres u
diabetickych déti a také podobny sklon u jejich sourozencu. Jako markery oxida¢niho
stresu byly urCovany hladiny superoxid dismutazy (SOD) v erytrocytech, glutathion

peroxidazy v plné krvi a kapacita antioxidantli v plazmé. K jejich detekci byly pouzity
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sady od Randox (Crumlin, Velkd Britanie). Koncentrace glutathionu (GSH)
v erytrocytech byla zjisténa pomoci sad od Oxis Int. (Bonnenie, Marue, Francie), zatimco
malondialdehyd (MDA), jako produkt lipidové peroxiddzy, byl stanoven fotometricky.
V navaznosti na to byla provedena ro¢ni studie zahrnujici diabetické déti uzivajici
vitaminy E a C, které dostavaly v urCitych davkéach po cely rok. Design studie byl
nastaveny v cyklech 3 mésice 1écba, 3 mésice pauza. Vitaminova suplementace zlepsila
kontrolu diabetu a snizila markery oxidac¢niho stresu ve srovnani s diabetickymi détmi
bez doplikl. Dale se také pokusili prozkoumat urovenn zlomtit DNA a procesy opravy
DNA pomoci kometového testu. I kdyz déti s diabetem typu 1 vykazovaly zvySeny
oxida¢ni stres oproti zdravym détem, jejich oxidacni poskozeni DNA se zésadné
nezmeénilo. Na druhou stranu jejich kapacita opravy DNA se vyznamné zvySila. To
demonstruje stimulovany proces opravy DNA, ktery je zcela jist¢ odpovédi na trvale
zvySeny stav oxidacniho stresu (Varvatovska et al., 2004).

Dincer at al. (2003) ve své studii urcili vztah mezi poskozenim DNA, hladinou
oxidu dusnatého (NO) a antioxida¢ni obranou u leukocytl pacient s DM typu 1. Této
studie se Ucastnilo 45 pacientii s DM typu 1 a 40 zdravych dobrovolnikli. PoSkozeni DNA
bylo hodnoceno jako mista zlomu DNA vldkna a mista poSkozenych purind, kterd jsou
citliva na FPG kometovou analyzou v DNA z leukocytli. Hladina dusitanti, jako produkt
NO, aktivita SOD a G-Px leukocytl byly méteny spektrofotometrickymi sadami. Hladina
glukozy v séru a glykosylovany hemoglobin (HbAic) byly u pacient podle o¢ekavani
vysSi. Rozdily v méfenych parametrech mezi kontrolnimi vzorky a pacienty byly
vyhodnoceny samostatné u muzii a Zen. Pokud jde o hladinu dusitanti, tak mezi
kontrolnimi vzorky a pacienty nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil, rozdil nebyl
vyznamny ani mezi muzi, ani mezi Zenami. Zjisténo bylo, Ze mista zlomeni vlakna a mista
citlivd na FPG byla u pacientll zvySend, zatimco aktivity SOD a G-Px leukocytli byly
snizené jak u muzil, tak u Zen, v porovnani s pfisluSnymi kontrolnimi vzorky (tab. 4)

(Dinger et al., 2003).

Controls Patients

Men (n =17) Women (n = 23) Men (n = 21) Women (n = 24)
Strand breakage 68 = 12 65 £ 15 102 + 26 77 £ 15
Fpg-sensitive sites 112 £ 23 107 £ 36 199 + 44 175 + 42
Nitrite (nmol/mg protein) 51 11 47 £ 10 46 £ 9 50+ 10
50D (U/mg protein) 4.08 £+ 0.77 431 = (.83 3.00 + 0.56 301 = 062
G-Px (mU/mg protein) 69 + 14 81 £ 14 5512 60 £ 13

Tabulka 4 Métené parametry v DNA a leukocytech kontrolnich vzorkt a pacientli s DM
typu 1 (pfevzato z Dinger et al., 2003).
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Arif et al. (2009) se zabyvali poskozenim DNA a antioxidanty v plazmé u pacienti
s diabetem typu 2 v Bangladési. Cilem této studie bylo zméfit antioxidacni stav séra u
pacientii s DM typu 2 a posoudit jeho stav vzhledem k oxida¢nimu poskozeni DNA. Ve
studii se pracovalo celkem s 57 vzorky, s tim, ze 32 vzorkl bylo od diabetikl typu 2 a
25 bylo od nediabetikll. K testovani miry poskozeni DNA v lymfocytech byl pouzit
kometovy test a ke stanoveni sérovych hladin MDA a proteinového karbonylu, a sérové
aktivity SOD a skupiny proteinovych thiolti (P-SH) byly pouzity spektrofotometrické
metody. Kometové snimky krevnich bunék pacientl s DM vykazovaly abnormalni
vzhled, ktery se neprojevil u kontrolnich vzorkd. Rozsah poskozeni DNA zde byl
vyjadien métenim procent DNA piitomnych v ocasu komety, kdy u pacienti s DM typu
2 DNA doséhl 64 %, zatimco u kontrolnich vzorki pouze 28 %. Dal$im ¢asto méfenym
parametrem je tail moment, ktery zde statisticky vyznamné prokazal poskozeni DNA
v bunikach diabetikli v porovnani s kontrolnimi vzorky (obr. 6). Diabeticti pacienti dale
meéli vyznamné vyssi hladiny MDA a proteinového karbonylu soubézné s vyznamnym
poklesem hladin SOD a P-SH v porovnani s kontrolnimi vzorky. Sérové SOD také
nepiimo korelovalo s nariistem % DNA v ocasu komet. Studie naznacuje, Ze nerovnovéha
mezi oxidanty a antioxidanty muze byt jednim z mechanismi vedoucich k poskozeni

DNA zjisténému v lymfocytech pacientli s DM typu 2 (Arif et al., 2010).
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Obrazek 6 Kometové snimky krevnich bunék pacientii s diabetem: rozsah poskozeni
DNA u kontrolnich vzorkid (A) a pacientii s DM typu 2 (B), % DNA v ocasu
komety (C), tail moment (D) (pfevzato z Arif et al., 2010).

Poskozeni DNA miize byt spojeno s DM typu 2 a jeho komplikacemi hlavné diky
oxida¢nimu stresu. O poruchach opravy DNA, které by mohly pfispét k celkovému
rozsahu poskozeni DNA a které mohou byt spojeny s genomickou nestabilitou vedouci
k rakoving, je znamo jen malo. Blasiak et al. (2004) se ve své praci snazili vyhodnotit
rozsah poSkozeni DNA, ucinnost opravy DNA a citlivost na exogenni mutageny u DM
typu 2. Vtéto studii méfili miru endogenniho bazalniho poskozeni DNA pomoci
kometového testu, a stejné tak i endogenni oxidacéni a alkylacni poSkozeni DNA, a pak
také citlivost na latky poskozujici DNA peroxid vodiku a doxorubicin a uc¢innost
odstraniovani poskozeni DNA vyvolané témito latkami v lymfocytech periferni krve
pacientll s DM typu 2 a zdravych jedincl. K testovani byly pouzity vzorky 52 diabetikil
a 55 zdravych jedincl. Mira poSkozeni DNA a kinetika opravy DNA byly hodnoceny
kometovym testem. Oxidacni a alkylani poskozeni DNA bylo testovano s pouzitim

enzymil pro opravu DNA Endo III a FPG rozpoznavajici oxidované DNA baze a
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3 - metyladenin-DNA glykosylaza II rozpoznavajici alkylované baze. Hladiny bazalniho
endogenniho a oxidaéniho poSkozeni DNA byly u diabetiki vysSi v porovnani
s kontrolnimi vzorky. Dale také pacienti s cukrovkou vykazovali vyssi citlivost na
peroxid vodiku a doxorubicin a sniZenou ucinnost opravy poskozeni DNA vyvolaného
témito latkami, nez zdravi jedinci. Vysledky studie naznacuji, ze cukrovka druhého typu
muze byt spojena nejen se zvySenou mirou oxida¢niho poskozeni DNA, ale také se
zvySenou citlivosti na mutageny a snizenou ucinnosti opravy DNA (Blasiak et al., 2004).

Dalsi studie, kterou provedli Manfredini et al. (2010), zkoumala oxida¢ni
poskozeni DNA pomoci alkalického kometového testu ve vzorcich leukocytt periferni
krve od 15 dyslipidemickych pacientd s DM typu 2 1é¢enych simvastatinem (20mg/den),
15 dyslipidemickych diabetickych pacientli nelécenych simvastatinem, 20 pacientl bez
dyslipidemie a 20 zdravych pacientil (kontrolni vzorky). Vysledky ukazaly vétsi migraci
DNA, reflektujici poskozeni DNA, u pacientl s dyslipidémii a DM typu 2 nelécenych
statinem v porovnani s lé€enymi pacienty, pacienty bez dyslipidémie a kontrolnimi
vzorky (obr. 7). Vysledky tedy ukazuji, ze 1é€ba simvastatinem hraje ochrannou roli pfi
oxida¢nim poSkozeni DNA u diabetickych pacienti typu 2 s dyslipidémii,
pravdépodobné odrazejici celkovy pokles oxidacniho stresu u téchto pacientt

(Manfredini et al., 2010).
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Obrazek 7 Index poskozeni DNA leukocytl periferni plné krve pacientii a kontrolnich
vzorki (ptevzato z Manfredini et al., 2010).

V dalsi studii se Ibarra — Costilla et al. (2009) taktéZz zabyvali poskozenim DNA,
tentokrat u mexickych pacienti s DM typu 2. Cilem studie bylo posoudit, zda celkova
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mira poskozeni DNA hodnocena kometovym testem se u téchto pacientt lisi. V Mexiku
s DM typu 2, u kterych se cukrovka vyvinula nejdéle pred péti let, a byli 1éCeni
peroralnimi hypoglykemickymi léky, a byli bez mikrovaskuldrnich ¢i makrovaskularnich
komplikaci. Tito pacienti byli rozdéleni do tii skupin podle véku—1I. 40 - 50let, II.
51 - 60let, III. 61 - 70let. Kontrolni skupinu tvotilo 14 jedincii (40 - 50let) bez DM typu
2. Vysledky ukazaly, ze doslo k mirnému, ne vSak statisticky vyznamnému narastu
poSkozeni DNA u skupin pacienti s DM typu 2 ve véku 40 - 60let v porovnani se
skupinou pacientli ve véku 61 - 70let a kontrolni skupinou. Vzhledem k tomu, Ze celkové
poskozeni DNA bylo ve tfech skupinach diabetickych pacientti a kontrolni skupiné
podobné, je mozné, ze tyto buiiky vykazovaly podobné oxidacni poskozeni (Ibarra-
Costilla et al., 2010).

Diabetes mellitus typu 2 je spojen se zvySenou mirou oxidacniho stresu, ktery je
onemocnéni. Navic bylo prokazéno, Ze pacienti s diabetem méli zvySenou hladinu
oxida¢niho poskozeni DNA a sniZzenou ucinnost opravy DNA. Tyto zmény mohou byt
spojeny se zvySenym rizikem rakoviny u pacientii s DM typu 2, jelikoz poSkozeni DNA
a oprava DNA hraji kli¢ovou roli v maligni transformaci. Bylo zjisténo, ze gliklazid,
peroralni antidiabetikum s antioxida¢nimi vlastnostmi, snizuje poskozeni DNA
zpusobené volnymi radikaly. Proto cilem studie, kterou provedli Sliwinska et al. (2008),
bylo zhodnotit in vitro vliv gliklazidu na endogenni bazalni a oxida¢ni poskozeni DNA,
na poSkozeni DNA zpiisobené peroxidem vodiku a na uU¢innost opravy takového
poskozeni DNA. V této studii se testovalo 30 vzorka periferni krve pacienti s DM typu
2 a 30 vzorki od nediabetickych jedinci pomoci kometové analyzy, jejichz lymfocyty
z odebrané krve byly inkubovany s gliklazidem. Rozsah poskozeni DNA byl hodnocen
pomoci enzyml Endo IIl. a FPG. Endogenni bazalni a oxida¢ni poskozeni DNA bylo
vys$si u pacientil s diabetem ve srovnani nediabetiky a gliklazid vyznamné snizil miru
téchto poSkozeni. Lék dale vyznamné snizil miru poskozeni DNA vyvolaného peroxidem
vodiku u obou skupin. Co se ty¢e opravy DNA, tak gliklazid zvysil jeji ucinnost u
pacientii s DM (93,4 % s gliklazidem vs 79,9 % bez gliklazidu) a u kontrolnich vzorka
(95,1 % s gliklazidem vs 90,5 % bez gliklazidu). Tyto vysledky naznacuji, ze gliklazid
muZze ochranit pfed oxidacnim stresem snizenim miry poskozeni DNA vyvolaného ROS

(Sliwinska et al., 2008).
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3.4 Kometova analyza a oxidacni poskozeni u téZce nemocnych
pacienti

Tézka onemocnéni, jako sepse, polytrauma nebo akutni postizeni plic (ALI, acute
lung injury) /syndrom akutni dechové tisné (ARDS, acute respiratory distress syndrome),
mohou drasticky zvySovat produkci ROS/RNS a vést k oxida¢nimu stresu. Oxidacni stres
béhem zavazného onemocnéni mize souviset s aktivaci fagocytt (neutrofily, monocyty,
makrofagy, eozinofily), produkci NO, uvolnénim zeleznatych a médénych iontd a
metaloproteinlt a vaskuldrnim poSkozenim. Té&Zce nemocni pacienti maji sniZenou
hladinu plazmatickych a nitrobunéénych antioxidantii a snizenou aktivitu enzymatického
systému zapojeného pii detoxikaci ROS. Dale vykazuji zvySeni koncentrace lipidovych
peroxidi, MDA a aktivity xanthinoxiddzy. Naopak vykazuji sniZené hladiny
a - tokoferolu (vitamin E), selenu, P - karotenu (provitamin A), lykopenu a kyseliny
askorbové (vitamin C) (Kuchatova et al., 2019, Crimi et al., 20006).

Abilés et al. (2006) hodnotili vztah mezi oxida¢nim stresem u pacientil s té€Zkym
onemocnénim a prijmem antioxidacnich vitaminil a zdvaznosti onemocnéni. K méteni
celkové antioxidacni kapacity pouzili spektrometrii a také ur€ovali mnozstvi lipidovych
peroxidl, karbonylovych skupin (ty reprezentuji poskozeni lipidt a proteinti), bilirubinu
a kyseliny mocové v plazmé ve dvou riiznych casovych bodech — pfi pfijeti na jednotce
intenzivni péce (ICU, intensive unit care) a v den sedmy. Vedly se denni zdznamy piijaté
stravy a byla hodnocena shoda s doporucenou denni davkou (RDA, recommended dietary
allowance) antioxida¢nich vitamint (A, C a E). Mezi pfijetim a sedmym dnem na ICU
byly zjistény vyznamné zvysené hodnoty lipidovych peroxidii a karbonylovych skupin.
Tento nartst byl spojen se snizenou kapacitou antioxidanti a vétSim zhorSenim SOFA
skore (the Sequential Organ Failure Asessment) (jednd se o skore hodnotici organovou
dysfunkci). Dale bylo zjisténo vyraznéj$i zhorSeni parametrii oxidac¢niho stresu u
pacientll, ktefi dostali antioxidacni vitaminy o ddvce mensi nezZ 66% davky RDA neZ u
téch, kteti dostali antioxidacni vitaminy o davce 66 % - 100 % davky RDA. Podani
antioxidantli o davce mensi nez 66 % davka RDA sniZilo riziko zhorSeni oxida¢niho
stresu 0 94 % bez ohledu na jakékoliv zmény zavaznosti onemocnéni (Abilés et al., 2006).

Goode et al. (1995) také zjistili, Ze koncentrace antioxidacnich vitaminl byly
vyznamné niz8i u pacientll se septickym Sokem a sekundarnim selhanim organu nez

rozsah hodnot ziskany od srovnatelné skupiny kontrolnich vzorkl zdravych jedinci.

27



Vsichni pacienti méli vyrazné snizené koncentrace tokoferolu, retinolu (vitamin A) a
karotenoidl betakarotenu a lykopenu (Goode et al., 1995).

Pti septickém Soku je sniZzeny splanchnicky prutok krve. Bylo zjiSténo, ze N-
acetylcystein (NAC) zvySuje pratok krve hepatosplanchnikem. Rank et al. (2000)
zkoumali vliv NAC na pritok krve jatry, prenos kysliku splanchnikem a funkci jater
behem casného septického Soku. Testovano bylo 60 pacientl se septickym Sokem do
24 hodin po nastupu sepse. Intravenozni infuze NAC zvySila pritok krve
hepatosplanchnikem, coz bylo vySetfeno za pouziti indokyaninové zelené, také zlepsila
funkci jater, ktera byla hodnocena pomoci MEGX testu (monoethylglycinexylid)
(Rank et al., 2000).

Syndrom akutni dechové tisn€¢ u dospélych s sebou nese vysokou imrtnost. U
pacientll s ARDS dochazi k silnému oxida¢nimu stresu diky aktivaci neutrofili a 1écbé
vysokymi koncentracemi vdechovaného kysliku. Pacienti, ktefi nepteziji ARDS, maji
mnohem vyssi hladiny oxida¢niho poskozeni, coZ naznacuje, Ze nejsou moc schopni se
chrénit proti zvySenému oxidaénimu stresu. Quinlan et al. (1997) méfili plazmatické
hladiny prooxidac¢nich substratii pro xanthinoxidazu, konkrétné¢ hypoxantin a xantin, a
korelovali je se ztratou plazmatickych proteinovych thiolovych skupin. VSichni pacienti
s ARDS méli vyssi hladiny hypoxantinu (37,48 uM =+ 3,1 uM u neptezivsich, 15,24 uM
+ 2,09 uM u prezivsich) v porovnani s pacienty podstupujicimi plicni resekci (9,22 uM
+ 1,89 uM), s pacienty na jednotce intenzivni péfe se sepsi, ale bez poranéni plic
(1,12 uM £ 0,69 uM) a se zdravymi kontrolnimi pacienty (1,43 uM + 0,38 uM). Rozdil
v plazmatickych hladindch hypoxantinu mezi pieziv§imi a nepfeziv§simi ARDS byl
statisticky vyznamny a vykazoval negativni korelaci se ztratou proteionovych thiolovych
skupin. Hladiny xantinu byly také vyssi u pacientti s ARDS, ale neliSily se moc od
pacientil pfezivsich a nepieziv§ich ARDS (Quinlan et al., 1997).

Akumulace neutrofilii hraje vyznamnou roli pii vyvoji akutniho poskozeni plic.
Fyziologické role neutrofilt v hostitelské obrané je dosazeno nejen produkci a uvolnénim
ROS, ale také uvolnénim proteaz ve prospéch translokace patogentl. U&inna neutralizace
neutrofilnich proteaz a volnych radikalt plicnimi antioxidanty (glutathion) a antiproteaz
(al - antitrypsin, a2 - makroglobulin) je prevenci rozvoje akutni formy plicniho postizeni
(Crimi et al.,, 2006). U ALI aktivované lymfocyty stimuluji tumor nekrotizujici faktor a
dalsi cytokiny. Tyto lymfokiny rozSifuji tvorbu volnych radikald pomoci
polymorfonuklearnich leukocytli, makrofagii a dalSich bunék, které mohou nakonec

vyvolat ARDS. Toto je podpoifeno vysledky Kumara et al. (2000), které ukazuji, Ze u
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pacientl s prokdzanou ARDS jsou vyznamné zvysSené hladiny produktt lipidovych
peroxidaci. Mnozstvi lipidovych peroxiddz bylo vyrazn¢ vyssi u skupinky pacientt
s ARDS v porovnani s rizikovymi pacienty ARDS. Koncentrace oxidu dusnatého byly
vyznamn¢ snizeny u pacientti s ARDS v porovnani s kontrolnimi vzorky a rizikovymi
pacienty ARDS. Ddéle byla provedena analyza mastnych kyselin v plazmatické
fosfolipidové frakcei, kterd odhalila vyznamny pokles kyseliny linolové, kyseliny gama-
linolenové, dihomo-gama-linolenové, arachidonové, alfa-linolenové, eikosapentaenové,
a dihomo-hexaenové. Pacienti, ktefi byli ohrozeni ARDS, méli sniZzené hladiny kyseliny
gama-linolenové, alfa-linolenové a eikosapentaenové. Vysledky ukazuji, Ze lipidové
peroxidy a zmény v metabolismu esencialnich mastnych kyselin mohou hrat roli
v patogenezi ARDS (Kumar et al., 2000).

Bowler et al. (2003) se zabyvali hypotézou, zda jsou nizké koncentrace ve vodé
rozpustnych antioxidantli pfitomny v rozSifenych dychacich cestach distaln€ od
termindlnich bronchiolil u pacientii s ALI. Testovano bylo 29 pacientl s ALI, kteti byli
intubovani na ICU a 23 zdravych dobrovolnikti. Pacientim s ALI byla ihned po intubaci
odsata tekutina z plicniho edému. V porovnéni s bronchoalveolarni lavazi u zdravych
pacientl, kdy tekutina byla zfedéna pomoci mocoviny, méla neziedéna tekutina pacientt
s ALI vyrazné nizsi koncentraci antioxidant — urat (757 uM + 232 uM vs. 328 uM =+
75 uM) (obr. 8), glutathion (138 uM £ 25 uM vs. 7 uM £ 4 uM) a askorbat (85 uM =
21 uM vs. 27 uM £ 10 uM) (obr. 9). Jednotlivé koncentrace byly méteny HPLC
s elektrochemickou detekei.
o Obrazek 8 Koncentrace uratu u
zdravych pacientll v porovnani
s pacienty s ALI (pfevzato z
Bowler et al., 2003).
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Obrazek 9 Koncentrace
askorbatu u zdravych pacienti
v porovnani s pacienty s ALI

(ptevzato z Bowler et al., 2003).
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ALI je tedy spojeno se snizenou koncentraci ve vod¢ rozpustnych antioxidantt
v rozsifenych dychacich cestach distaln€¢ od terminalnich bronchiold. Antioxidanty urét,
askorbat a glutathion mohou hrat roli pii zmiriovani poskozeni plic (Bowler et al., 2003).

V dalsi studii Winterbourn et al. (2000) ur¢ili, zda 1ze dokdzat oxidacni poSkozeni
u pacientl se septickym Sokem nebo tézkym traumatem pomoci méfeni koncentrace
bilkovin a produktii lipidovych oxidaci. Testovano bylo 22 pacientl se zdvaznou sepsi a
18 pacientl s traumatem. B&hem prvnich 10 dnil po traumatu nebo néstupu sepse byla
shromazd’'ovana plazma a tekutina bronchoalveolarni lavaze pacienti. U obou tekutin
byly testovany koncentrace proteinového karbonylu pomoci testu ELISA, reaktivni latky
kyseliny thiobarbiturové (TBARS, thiobarbituric acid reactive substances), které vznikaji
jako vedlejsi produkt lipidové peroxidace, které mohou byt detekovany testem TBARS
za pouziti kyseliny thiobarbiturové jako ¢inidla, pomoci HPLC s fluorescenc¢ni detekci a
koncentrace = myeloperoxidazy, kterd byla stanovena méfenim  oxidace
tetramethylbenzidinu. Koncentrace proteinového karbonylu v plazmé byla zpocatku
velmi zvySend v porovnani se zdravymi kontrolnimi jedinci. V prvnich nékolika dnech
vSak koncentrace proteinového karbonylu vyrazné klesaly, ale i1 tak zlstaly nad
hodnotami kontrolnich vzorkli. Co se tyce tekutiny bronchoalveolarni lavaze, tam byly
koncentrace proteinového karbonylu také ze zacatku vysoké, ale Casem klesaly. Reaktivni
latky kyseliny thiobarbiturové v plazmé nebyly zvySené a u lavazové tekutiny hodnoty
kolisaly. Myeloperoxiddza dosahla mikromolarnich hodnot v tekutin¢ bronchoalveolarni
lavaze a byla vyrazné€ vyssi v plazmé pacientii se sepsi, ktefi nasledné zemfteli. Vysledky
této studie poskytly dikazy oxida¢niho poskozeni vyskytujiciho se Casn€ u pacientil se
zévaznou sepsi a tézkym traumatem. Vysoké koncentrace proteinového karbonylu jak
v plazmé, tak lavazové tekutiné znaci, ze oxidacni poskozeni neni omezeno pouze na
plice (Winterbourn et al., 2000).

Existuje jen velmi malo literarnich odkazi, které popisuji pouziti kometové
analyzy pro stanoveni oxida¢niho poskozeni DNA u téZce nemocnych pacient, ackoli
tato technika by byla velmi vhodnd. Technika byla pouZzita naptiklad ve studii pod
vedenim Zhanataeva (2010), ve které studovali poskozeni DNA a bunéénou smrt u
22 pacientli s t¢Zkym mnohocetnym zranénim. Mé&feni se provadéla po pfijeti pacientli
(nulty den) a poté tfeti, paty, sedmy a patnicty den béhem jejich pobytu na jednotce
intenzivni péce. Primérna hodnota procentudlniho podilu DNA v ocasu v krvinkach od

zdravych kontrolnich jedinct byla 6,1 % + 2,2 %. Bylo zjisténo, Ze pacienti s traumatem
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m¢éli pti prijeti vysoké poskozeni DNA (10,6 % + 5,9 % DNA v ocasu, p <0,01), které se
dale zvysilo paty den na maximalni hodnotu (14,2 % =+ 4,2 % DNA v ocasu, p <0,01).
V den patnacty bylo poskozeni DNA vyrazné¢ vysoké a bylo vysSi v porovnani
s kontrolnimi vzorky (6,1 % + 2,2% vs. 10,3% £ 2,4 % DNA v ocasu, p <0,01)
(Zhanataev et al., 2010).

V dalsi studii se tym Natalie Carvalho (2010) snazil urcit, zda poskozeni DNA
zjisténé pomoci kometového testu pomaha v diagnéze novorozenecké sepse. Ta byla
diagnostikovana na zaklad¢ klinickych nalezd, laboratornich nalezii a pozitivnich
kultiva¢nich vysledkil u 24 novorozenci, ktefi se Gcastnili studie. Kontrolni vzorky byly
od 24 novorozenat, u kterych nebyla prokazana sepse. Podle jejich vysledkt zde nebyly
vyznamné rozdily mezi obéma skupinami ve vztahu k demografickym tdajim, které
ukazuji, Ze ob& skupiny byly podobné a jedinym rozdilem mezi nimi byla nemoc

(Carvalho et al., 2010).

3.5 Kometovd analyza a oxidacni poskozeni u pacientii
s nddorovym onemocnénim

Poskozeni DNA a oprava DNA jsou zdkladnimi molekularnimi procesy, které fidi
iniciaci a progresi rakoviny. Proto neni pifekvapenim, ze mnoho studii pouzilo kometovy
test k vySetieni poskozeni a opravy DNA. Bylo potvrzeno, ze je vhodnym nastrojem pro
piedpovéd’ citlivosti jednotlivych tumorti na radiaci a na riiznd chemoterapeutika, stejné
tak je uziteCny 1 pro hodnoceni oxida¢niho stresu v nadorech. Obecné mulizeme
onkologické pacienty délit do dvou skupin — ti, ktefi podstupuji radioterapii, a ti, ktefi
podstupuji chemoterapii (Mckenna et al., 2008).

Gamulin et al. (2007) se ve sv¢é studii zabyvali posSkozenim DNA u pacientl
s nddorovym onemocnénim lé€enych radioterapii. Studie se Gi€astnilo 10 pacientd, kterym
byly diagnostikovany rizné pevné nddory. Hladiny poskozeni DNA byly vyhodnoceny
z leukocytl periferni krve pomoci alkalického kometového testu. Celkem byly odebrany
¢tyti vzorky krve od kazdého pacienta — pted (vzorek €.1) a po (vzorek €.2) prvni davce
radioterapie, uprostied radioterapeutického cyklu (vzorek €.3) a po podani posledni davky
radioterapie (vzorek ¢.4). Monitorovany byly dva parametry — migrace DNA (délka
ocasu; pm) a tail moment. Vysledky odhalily interindividuélni rozdily v poskozeni DNA
pied 1écbou u pacientl s rakovinou. Individualni primérna migrace DNA byla v rozsahu

od 15,73 pm + 0,19 um do 37,85 um + 3,12 pm. Hodnoty tail momentu byly v rozsahu
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od 13,11 £0,19 do 34,11 +2,97. Pti¢inu rozdil v hladinach poskozeni DNA pied 1écbou
lze vysvétlit riznymi faktory zivotniho stylu, stejné tak jako rGznou citlivosti na
diagnostickou 1écbu pred operaci a radioterapii. Stanoveni obou parametrti ve vzorcich
¢.2 potvrdilo siln€ pozitivni odpoveéd’ na 1écbu (p <0,05). Mezi pacienty byly pozorovany
znacné interindividualni rozdily. Tyto rozdily odrazely dopad aplikovanych davek
radiace, a také ukazovaly rtiznou citlivost genomu. U vzorki €. 2 byl rozsah délek ocasu
od 18,56 pum = 0,58 um do 60,30 pm + 2,17 um. Odpovidajici hodnoty tail momentu byly
od 15,69 + 0,56 do 54,82 + 2,12. Specifické hodnoty poSkozeni DNA byly zaznamenany
ve vzorcich krve analyzovanych uprostfed radioterapeutického cyklu (vzorky ¢.3). Ve
vetsing pripadil bylo pozorovéano snizeni poskozeni DNA v porovnani se vzorky ¢.2.
Rozpéti délek ocasti bylo od 16,36 um + 0,24 um do 43,95 um + 1,67 um a u tail
momentu to bylo od 13,87 £+ 0,23 do 39,99 + 1,64. Vysledky vzorki po podani posledni
davky radioterapie ukdzaly moZnost adaptivni reakce. Piili$ se neliSily a byly dokonce
niz$i nez hodnoty pied 1écbou. Hodnoty migrace DNA byly v rozsahu od 17,48 um =+
0,25 um do 31,17 um = 1,98 um a odpovidajici hodnoty tail momentu byly od 14,94 +
0,25 do 27,18 = 1,80. Vzorky s riznorodym poskozenim DNA na konci radioterapie
ukazaly, Ze pacienti s riznymi typy pevnych nadori se znac¢né 1isi podle citlivosti genomu
(Gamulin et al., 2007) .

Dalsi studie stejného tymu se zabyvala poskozenim DNA u pacientl
s orofaryngealnim karcinomem pied, béhem a po radioterapii. Poskozeni DNA bylo
hodnoceno v PBL 10 pacienti s pouzitim kometového testu, mikrojaderného testu a
analyzy strukturnich chromozomovych aberaci. Vzorky krve byly odebrany 2 h pred a
2 h po prvni radioterapeutické davce, uprostied cyklu, 2 h po poslednim podéani a nakonec
6 az 12 mésicl po radioterapii. Pacienti s karcinomem m¢li relativné vysoké hladiny
primarniho poskozeni DNA v PBL jiz pfed terapii. U vétSiny pacientii byly nejvyssi
hodnoty primarniho poskozeni DNA ve vzorcich krve odebranych po podani prvni davky
ozafeni (priméra délka ocasu 25,04 pm * 6,23 um). Cetnost vyskytu strukturalni
chromozomové aberace v lymfocytech postupné naristala béhem radia¢niho cyklu
(26,50 £ 27,72 na 100 metafazi na konci 1éCby), stejn¢ jako cetnost vyskytu mikrojader
(primérny celkovy pocet mikrojader 167,20 + 35,69 na 1000 binukledrnich bunék).
Jelikoz Cetnost chromozomovych aberaci rok po radioterapii ziistala zvySend v porovnani
s vychozimi hodnotami, pfedstavuje jiz prodélana radioterapie dulezity rizikovy faktor

souvisejici s recidivou rakoviny (Gamulin et al., 2008).
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Rakovina plic je hlavni pfi¢inou umrtnosti na rakovinu ve svété. Chemoterapie je
zakladem 1écby pokrocilého nemalobunééného karcinomu plic a bylo prokazéano, zZe
derivaty na bazi platiny zlepsuji celkové preziti. Tym Fikrové (2014) provedl studii
zahrnujici 20 pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic ve 4. stadiu a 10 kontrolnich
vzorki veékové srovnatelné skupiny zdravych jedinci. Vzorky krve pacientt, ktefi
podstoupili chemoterapii poprvé, byly shromazdény pied zahdjenim prvniho cyklu
chemoterapie, pied zahdjenim tfetiho cyklu chemoterapie a 3 tydny po cCtvrtém
zavérecném cyklu. V kombinované terapii dostavali derivaty na bazi platiny. Poskozeni
DNA bylo stanoveno kometovym testem a bylo vyjadieno jako procento DNA v ocasu.
U kontrolnich vzorkt, bylo procento DNA 6,7 % + 1,2 %. U pacientt s karcinomem to
bylo 11,8 % + 3,9 %. Vysledky ukazuji, ze v prubéhu chemoterapie dochéazi ke zménam
v mnozstvi SSB a kifiZovych vazeb DNA. Primérnd hodnota procenta DNA v ocasu u
pacientll rostla po celou dobu chemoterapie. K ureni ktizovych vazeb DNA, které
mohou byt zplisobeny cisplatinou, byla pouzita modifikace kometového testu. Thned nebo
jeden den po chemoterapii byl zjistén nejvyssi vyskyt kiizovych vazeb DNA. Cisplatina
muze reagovat s DNA v n¢kolika ohledech, nejcastéjsi je reakce s guaninem vedouci
k tvorbé kiizovych vazeb se stejnymi vlakny. Sedm dni po chemoterapii hladina
ktizovych vazeb DNA klesala a vratila se na hodnoty pied chemoterapii (Fikrova et al.,
2014).

Buchynska et al. (2014) ve své praci vyhodnocovali vychozi poSkozeni DNA a
bleomycinem zpiisobené poskozeni DNA a schopnost opravy DNA v PBL u pacientek
s karcinomem endometria s ohledem na rodinnou anamnézu karcinomu. Poskozeni DNA
bylo analyzovano ve vzorcich bunék inkubovanych s protinddorovym antibiotikem
bleomycinem 45 pacientek s rakovinou v porovnani s kontrolni skupinou 10 zdravych
7en pomoci kometového testu. Uroveii poskozeni DNA byla stanovena jako procento
DNA vocasu komety. Hodnoty vychoziho poskozeni DNA byly vyrazné vyssi u
pacientek s rakovinou (9,31 % =+ 15,32 %) ve srovnani s kontrolnimi vzorky zdravych
jedinct (3,41 % + 4,71 %). PoSkozeni DNA zptisobené bleomycinem bylo vyhodnoceno
odectenim % DNA v ocasu komety pfi vychozim poskozeni od % DNA v ocasu komety
ziskaného po inkubaci PBL s bleomycinem. Bylo pozorovéno, ze toto poSkozeni se
vyrazné nelisilo u pacientek s rakovinou od zdravych jedinci. Nicméné zde byly zjiStény
rozdily, poté co byl bleomycin odstranén a byla studovana oprava poskozené DNA. Mira
poskozeni DNA klesla béhem prvnich 15 minut po odstranéni bleomycinu a to jak u

zdravych jedincl, tak u pacientek s rakovinou. Dale bylo pozorovéano, Ze uroven
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poskozeni DNA, po odstranéni bleomycinu, v PBL pacientek s rakovinou byla vyrazné
oprava poskozeni DNA vyvolané¢ bleomycinem u 70 % zdravych osob a jen u 12 %
pacientek s karcinomem. Ukézalo se také, Zze oprava DNA je mén¢ ti¢inna u PBL pacientt
s karcinomem endometria s rodinnou anamnézou rakoviny nez u pacientti s ojedinélym
vyskytem rakoviny (Buchynska et al., 2014).

Sanchez et al. (2004) zkoumali poSkozeni DNA u nelécenych pacientek
s rakovinou prsu. Sledovano bylo 40 pacientek v klinickém stadiu Il bez nadorové
rodinné anamnézy v porovnani s kontrolnimi vzorky vékove srovnatelné skupiny 60 lidi.
PBL byly analyzovany alkalickou a neutralni kometovou analyzou. Cilem studie bylo
prozkoumat, zda PBL nelécenych pacientek s karcinomem prsu vykazuji zvySeny pocet
zlomt fetézce DNA. Vysledky ukézaly, Zze PBL pacienti s nddorovym onemocnénim
mély vyssi pocet zlomi fetézce DNA oproti kontrolnim vzorktim. U kontrolnich vzorka
byly zjistény zlomy DNA pomoci alkalické metody (zobrazujici SSB 1 DSB), u 18 % +
4,67 % PBL. U pacientek s nadorovym onemocnénim byla tato hodnota vyssi 24,08 % =+
4,96 % (tab. 5). Déle u kontrolnich vzorka hodnota tail momentu byla 6,23 + 1,44,
zatimco u pacientek s karcinomem to bylo 11,73 £ 2,40 (tab. 6) (Sanchez et al., 2004).

DNAstrand breaks Controls Breast cancer patients
ssb 18.00 £ 4.67 24.08 = 496
dsb 7.99 £ 3.67 13.11 = 3.20
Tabulka 5 Procenta zlomti v PBL pacientek a kontrolnich jedinct (pfevzato z Sanchez et
al., 2004)
DNAstrand breaks Controls Breast cancer patients
ssb 6.23 £ 1.44 11.73 £ 2.40
dsb 231 =1.09 6.33 = 1.75

Tabulka 6 Tail moment v PBL pacientek a kontrolnich jedinct (pfevzato z Sanchez et
al., 2004).

Alapetite et al. (1999) se ve své studii zabyvali otazkou, zda hypersenzitivita

normalnich tkani, kterou posuzovali z pohledu zdvaznosti reakce na radia¢ni terapii, hraje
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roli v opravé DNA. Porovnavali lymfocyty ozatfované in vitro pii 5 Gy (jednotka
absorbované davky zateni) od 17 pacientt s rakovinou prsu a 9 pacienti s Hodgkinovym
lymfomem, u kterych se rozvinula zavaznd reakce na radioterapii, 22 pacienti s
“prumérnou’ reakci a 24 zdravych jedinci. Pomoci alkalického kometového testu,
analyzovali odezvy v poskozeni DNA v zdvislosti na ¢ase. Rozdil byl pozorovan 30 a
60 min po ozéfeni u vSech skupin. Bazalni urovenl poskozeni DNA u neozéaifenych PBL
se vyznamn¢ neliSila mezi skupinami. U lymfocytd, ve kterych bylo poskozeni DNA
zjisSténo okamzité po in vitro ozafeni 5 Gy, nebyl pozorovan zddny vyznamny rozdil.
Meéieni poskozeni DNA po ozafeni 2 Gy vedlo ke stejnému zévéru. Jejich vysledky
naznacuji, Ze snizena efektivita opravy DNA muze byt spojena s individudlnim rizikem
velké toxicity od ozafovani. Proto se stanoveni alkalickym kometovym testem zda byt
uzitené pro dokumentovani opravy DNA u pacienti s nadorovym onemocnénim
(Alapetite et al., 1999).

V dalsi studii Kosti et al. (2011) hodnotili souvislost kinetiky opravy DNA
pomoci kometového testu s rizikem rakoviny prostaty. Studie zahrnovala tfi skupiny.
Prvni skupinu tvofilo 55 pacientll s rakovinou prostaty, druhou skupinu 53 zdravych
jedinct a tfeti skupinu tvofilo 71 muzi po rakoviné prostaty, kterym bylo potvrzeno
biopsii, ze jsou bez naddorového onemocnéni. Souvislost byla zkouména v prvni fazi
v Casovém rozmezi 0—15 min a ve druh¢é fazi v rozmezi 15-45 min po gama ozateni. I
kdyZ bylo poSkozeni 45 minut po ozafovani u vSech skupin stejné (65 % DNA v ocasu
bylo opraveno), byly zde rozdily dle ¢asovych interval. V prvni fazi po ozareni méli
pacienti s rakovinou prostaty opraveno 38 % poSkozeni DNA oproti 42 % u zdravych
jedincii a 40 % u pacientli po rakoviné. Ve druhé fazi po ozafeni bylo u pacientd
s rakovinou 27 % poSkozené DNA opraveno oproti 22 % u zdravych jedinci a 23 % u
pacientii po rakoviné. Kdyz byli pacienti srakovinou rozdéleni do skupinek podle
ucinnosti opravy poskozeni DNA, vyssi efektivita opravy béhem prvnich 15 min po
ozéateni nebyla spojena s rizikem karcinomu prostaty, zatimco vyssi efektivita v obdobi
15—45 min po ozafeni byla spojena se zvySenym rizikem. Vysledky studie naznacuji, Ze
kinetika opravy DNA se nepatrné 1i§i mezi pacienty s rakovinou oproti pacientim bez
rakoviny (Kosti et al., 2011).

Rakovina §titné zlazy predstavuje sice pouze 2,1 % vsech rakovin, ale je to jedna
z nejrychleji rostoucich typl rakoviny na svéte. Tym Marka (2015) zkoumal pomoci
kometového testu cytogeneticky stav 23 nelécenych pacientil s papildrnim karcinomem

Stitné Zlazy v porovnani s 23 zdravymi jedinci. Pacienti s rakovinou vykazovali vy§si
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poskozeni DNA v PBL. Hodnoty délky ocasu a intenzity ocasu komety byly u pacienti s
rakovinou 1,20krat a 1,94krat vétsi nez u kontrolnich vzorkti (obr.10) (Marko et al.,
2015).

Ocontrol BPTC patients
15 -

10

Tail lenght (um) Tail itensity (%)

Obrazek 10 Primérné hodnoty délky ocasu a intenzity ocasu zdravych jedincti a
pacientl s papilarni rakovinou §titné zlazy (ptevzato z Marko et al., 2015).

Rakovina hlavy a krku jsou Sestou nej¢astéjsi pri¢inou timrti na rakovinu po celém
svéte. Toto onemocnéni zahrnuje zhoubné 1éze vznikajici v Gstni dutin€, hrtanu a hltanu,
slinnych zlazach a ve vedlejSich nosnich dutindch. Pacienty s t€émito typy rakoviny se ve
své studii zabyvali Milonski et al. (2015), ktefi vySetfovali aktivitu antioxida¢nich
enzymu — koncentrace SOD, katalazy, G-Px a MDA — v krvi 24 pacientii s rakovinou
hlavy a krku v porovnani s kontrolni skupinou. K vyhodnoceni poskozeni DNA byl
pouzit kometovy test. Vysledky ukézaly statisticky nevyznamné zvySeni koncentrace
MDA a pokles SOD, CAT a G-Px (p> 0,05) u pacientli s karcinomem ve srovnani se
zdravymi kontrolnimi jedinci. Mira oxida¢niho poskozeni DNA u pacientt s rakovinou
byla statisticky vyrazn€ vy$$i neZ u kontrolni skupiny (p<0,001). Jejich pozorovani
naznacuji, Ze pacienti s rakovinou hlavy a krku mohou mit poskozeny antioxidaéni
obranny systém, cozZ ma za nasledek poSkozeni DNA a nestabilitu genomu. Vyznamny je
1 fakt, Ze nerovnovdha mezi oxida¢nimi a antioxidac¢nimi ¢inidly mtze byt spojena se
slozitym mechanismem, ktery vede k poskozeni DNA, kter¢ 1ze indikovat v krvi pacientl

s nddorovym onemocnénim hlavy a krku (Milonski et al., 2015).
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4. ZAVER

Kometovy test je osvédcend, velmi uzitecnéd metoda pro méteni poskozeni DNA
u mnoha riznych patologickych a fyziologickych jevi. Co se tyc¢e méteni zlomu vldken
DNA, kometovy test patii mezi nejcitlivéjsi dostupné metody a k jeho dal§im vyhodam
patii rychlost a jednoduchost. Jedine¢nym aspektem této metody je jeji schopnost
detekovat poskozeni na tirovni individualni buniky.

Jak je popsdno v mé praci, tato metoda muze byt pouzita ve studiu
neurodegenerativnich a kardiovaskuldrnich onemocnéni, diabetus mellitus, tézkych
onemocnéni nebo rakoviny.

Mnoho c¢lankli se shoduje, ze oxidacni poSkozeni DNA je jednou z prvnich
detekovatelnych udalosti v ranych fazich neurodegenerativniho procesu a miize ptispivat
k mitochondridlni dysfunkci tim, Ze udrzuje oxidacni stres v neuronech, coZ vede
k neurodegeneraci.

Rada ¢lankd také poukazuje na statisticky vyznamné zvysené poskozeni DNA
v patogenezi pacientli s kardiovaskularnim onemocnénim a také s diabetem.

Pouziti této metody pro sledovani hojivych procest u pacientti s polytraumatem a
sepsi neni jesté bohuzel zcela jasné kvili nedostatku informaci.

U nadorovych onemocnéni je tato metoda uziteCna pro méieni poskozeni DNA
pied, vpribéhu a po lécbé (bud radioterapii, nebo chemoterapii). V mnoha
publikovanych ¢lancich zabyvajicich se riznymi typy rakoviny kometovy test prokazal,

ze nejen vlastni nddorové onemocnéni, ale i 1écba rakoviny mize zpusobit poSkozeni

DNA.
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5. SEZNAM ZKRATEK

8OHAG
8 — ox0G
AD

ALI
AP mista

ARDS
BER
BUdR

C-MN
C+MN
CAD
CAT
CVD
DM
DNA
DSB
Endo 111
FISH
FPG
G-Px
GC
GSH
HBAI.
HMP
HPLC

ICU

8 — hydroxy — 2 — deoxyguanosin
8 — oxoguanin
Alzheimerova choroba

acute lung injury, akutni poranéni plic

apurinové/apyrimidinové misto, misto bez dusikaté baze

acute respiratory distress syndrome, syndrom akutni dechové tisné
base excision repar

bromodeoxyuridin

centromerové negativni MN

centromerové pozitivni MN

coronary artery disease, ischemicka choroba srde¢ni
katalaza

cardiovascular disease, kardiovaskularni onemocnéni
diabetes mellitus

deoxyribonukleova kyselina

double-strand break(s), dvoutetézcové(y) zlom(y)
endonukledza I11

fluorescencni in situ hybridizace
formamidopyrimidin DNA glykosylaza

glutathion peroxiddza

plynova chromatografie

glutathion

glykosylovany hemoglobin

high melting point, agar6za s vysokym bodem tani
vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie

intensive unit care, jednotka intenzivni péce
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IDDM

LMP

MCI

MDA

MS

NAC

NER

NIDDM

NMP

NO

PBL

PBS

PD

P-SH

ROS

RNA

RNS
SCGE

SOD

SSB

TAC

TBARS

TCS

inzulin dependentni diabetes mellitus

low melting point, agardza s nizkym bodem tani

mild cognitive impairment, mirna kognitivni porucha
malondialdehyd

mikronuklearni, mikrojadro

hmotnostni spektrometrie

N-acetylcystein

nucleotide excision reapir

non-inzulin dependentni diabetes mellitus

normal melting point, agar6za s normalnim bodem tani
oxid dusnaty

peripheral blood lymphocytes, lymfocyty periferni krve
phosphate buffered saline, fosfatem pufrovany solny roztok
Parkinsonova choroba

proteinové thioly

recommended dietary allowance, doporucena denni davka
reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku
ribonukleova kyselina

reactive nitrogen species, reaktivni formy dusiku

single-cell gel electrophoresis, jednobunécna gelova elektroforéza
superoxid dismutaza

single-strand break(s), jednotetézcové(y) zlom(y)

total antioxidant capacity, celkova kapacita antioxidantli

thiobarbituric acid reactive substances, reaktivni latky kyseliny
thiobarbiturové

total comet score, celkové skore komet
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