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1 UVOD A CiL PRACE

Sirny yperit byl poprvé pouzit némeckou armadou jiz v prabéhu prvni
svétové valky u belgického meésta Ypres, podle kterého dostal také svij
nazev, jako bojova chemicka latka se zpuchyrujicim ucinkem. PrestoZe dnes
plati Umluva o zakazu chemickych zbrani, dosud nebyly vSechny zasoby
této (ale i jinych) nebezpecné latky zlikvidovany. Proto predstavuje i dnes
riziko pouziti pfi teroristickych tutocich nebo nahodné expozice osob
pfi likvidaci jeho zasob.

Hlavnim klinickym projevem expozice yperitu jsou zavazné kozni léze,
které se zdlouhaveé a jen obtizné hoji, casto s trvalymi nasledky. Dosud vSak
neni prfesné znam mechanismus cytotoxického ptisobeni yperitu.

Pfi interakci s bunkou muze yperit reagovat hned s nékolika
molekulami, ale za nejpodstatnéjSi se povazuje jeho interakce a tvorba
kovalentnich vazeb s DNA. Yperit ptisobi jako alkylaéni ¢inidlo, které vytvari
s DNA monofunkéni, ¢i bifunkéni (kfizové vazby) addukty, coz je
pravdépodobné hlavni pfi¢inou cytotoxicity yperitu.

Cilem této prace je prostudovat indukci krizovych vazeb v DNA
yperitem, nasledné mechanismy reparace tohoto bunééného poskozeni, vliv
specifickych inhibitori reparace na rychlost a prubéh opravy kfizovych
vazeb a jejich vztah k cytotoxicité.

K pokusiim pouzijeme specifické bunécné linie s jasné definovanymi
vlastnostmi. Jedna se o ovarialni bunky krecika c¢inského, které jsou

deficitni v urcitych fazich reparace.



2 UVOD DO RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Historie pouziti chemickych zbrani

2.1.1 Zbrané hromadného niceni

Mezi zbrané hromadného nic¢eni (ZHN), tj. zbrané ptisobici hromadné
ztraty zivé sily, patfi jaderné, biologické a chemické zbraneé (CHZ).
Jako zbrané hromadného niceni byly biologické zbrané a CHZ definovany
Komisi OSN pro konvencni zbrojeni vr. 1948. CHZ patfi bezesporu
k historicky nejstar§im. Své prvopocateéni krucky udélaly — i kdyz se tak
jesté nenazyvaly — v hlubokém davnovéku. Domorodci, ktery obratil otraveny
Sip nebo pochoden ne proti zvireti, ale proti jinému c¢lovéku, patfi asi primat

nazvu chemicky valeénik (BAJGAR, 1996).

2.1.2 Chemické zbrané v minulosti

Z historickych pramenu vime o tom, ze se jiz asi 2000 let pf. n. L
pouzivaly toxické dymy obsahujici i vyluhované extrakty z rostlin,
které vyvolavaly hromadny spanek. Tyto dymy jsou popisovany v ¢inskych
pramenech z doby dynastie Sun. Dalsi zminky o jejich pouziti pochazi z dob
starovékého Recka a Rima (BAJGAR, 1996).

Prvni pouziti otravnych latek (OL) na evropské pudé bylo produktem
Ceské vynalézavosti (PROKES, 2005). Pfi obléhani KarlStejna vr. 1422
do néj prazané (husité), vedeni Zikmundem Korybutovicem, vrhli 1822
soudkti s obsahem prazskych Zump. Zapach v hradu byl pry nesnesitelny
a sirovodik uvolnény z fekalii zfejmé zpuisobil intoxikace — obranctim zacaly

vypadavat vlasy, dostavily se zaludec¢ni a stfevni potize (BAJGAR, 1996).



Poprvé byly moderni CHZ v masovém méritku pouzity béhem 1. svétové
valky. Za pocatek éry CHZ je povazovan utok némeckych vojsk s pouzitim
chloru dne 22. 4. 1915 u belgického meésta Ypres v zapadnich Flandrech
proti Francouztim. Vysledkem plynového tutoku bylo 15 000 zasazenych
osob, z nichz do 2 dnu zemfela jedna tfetina (BAJGAR, 1996).

Dne 12. 7. 1916 pouzila némecka armada neocekavané na stejném
misté (Ypres) novou OL se zpuchyiujicim ucinkem. Po pouziti u Ypres vesla
do historie pod nazvem yperit (BAJGAR, 1996). Ackoliv byl yperit zarazen
do chemické vyzbroje valCicich mocnosti teprve v zavéru 1. svétové valky,
prevySovaly zdravotnické ztraty jim zpusobené osmkrat ztraty vyvolané
vSemi ostatnimi OL za cely prabéh valky (KASSA, 1993). Proto byl také
nékdy nazyvan ,kralem plynu“ (PRYMULA, 2002).

Celkové bylo na bojistich 1. svétové valky pouzito kolem 45 druht
otravnych chemickych latek (OCHL), z nichz 18 bylo smrticich a 27 v rizné
mife drazdivych. Nejnebezpecné&jSimi byli predevsim chlor, fosgen, difosgen,
kyanovodik a yperit. Mnozstvi pouzitych OL dosahlo 110 000 - 120 000 tun.
Zasazeno a intoxikovano bylo 1 300 000 osob, z nichz skoro 100 000
zemfelo. Efektivnost chemickych zbrani ve srovnani s klasickou munici byla
zfrejma na prvni pohled: 1 tuna otravnych latek zputsobila zhruba
dvojnasobek ztrat pripadajicich na tradi¢ni vybusSniny. PfiCemz zdravotnicke
ztraty pripadajici na samotné latky zpuchyrujici byly az sedminasobné vyssi
(BAJGAR, 1996).

V roce 1986 probihalo jednani ,Konference o odzbrojeni“ v Zenevé.
Spojené staty a Sovétsky svaz uskutecnily ukazku svych CHZ a metod

k jejich likvidaci. V roce 1989 probéhla konference v Parizi, ktera sehrala



vyznamnou ulohu v Gsili o dosazeni zakazu a likvidace CHZ. V roce 1993

byla podepsana Umluva o zakazu chemickych zbrani (PRYMULA, 2002).

2.1.3 Chemické zbrané v soucasnosti

Problematika OL a CHZ je i dnes velmi aktualni. Velmoci stale vlastni
obrovska mnozstvi chemické munice. Jedna se o staré zasoby, které nejsou
urCeny k pouziti a maji byt likvidovany. I prfes sepsani a podepsani
celosvétové Umluvy o zakazu chemickych zbrani, hrozi jejich zneuziti
kdekoli na svété a to nejen na poli valecném. Vzhledem k jejich velmi
snadné syntéze a pouziti mohou byt tyto latky zneuzity i rliznymi
teroristickymi skupinami.

Je znamo, ze sovétska armada zneuzivala chemické zbrané
v Afganistanu. Udalosti na Blizkém vychodé v letech 1980 - 1988 (iracko-
-iranska valka) i 1990 - 1991 (valka v zalivu — Gulf War) potvrdily, Ze se
nejedna pouze o velmoci (PROKES, 2005).

S ohledem na soucasnou politickou svétovou situaci a s prihlédnutim
k historickym zkuSenostem je kladen velky duraz na vyzkum a vyvoj

preventivnich, antidotnich a lécebnych prostiredkt proti G¢inktim OL.

2.2 Bojové chemické latky

2.2.1 Rozdéleni bojovych chemickych latek

Toxické latky se mohou deélit z nékolika ruznych hledisek.
Podle chemického slozeni, zdroje, podle tucinku na organy, bunky
nebo lidsky organismus (nespecificky, specificky, systémovy, alergizujici,

karcinogenni, pfipadné jejich kombinace) (PATOCKA, 2004).

10



Podle prevazujicich uc¢inklt na systémové urovni je mozné toxickeé latky
(z vojenského pohledu — bojové chemické latky (BCHL)) délit na:

a) nervove paralytické, které zasahuji centralni a periferni nervovy

systém; tabun, sarin, soman, VX latka;

b) zpuchyrujici, které vyvolavaji tvorbu puchyiu a toxicky ptisobi

na imunitni systém a ribonukleové kyseliny; yperity (HD, HN), lewisit;
c) dusivé, které puisobi toxicky otok plic zasahem na membrany
plicnich sklipkti; fosgen, difosgen, chlorpikrin;

d) vSeobecné jedovaté, které blokuji prenos kysliku z krve do tkani;

kyselina kyanovodikova, kyanidy, chlorkyan;

e) kromeé nich jeSté ldtky zneschopnujici (pusobici docasné fyzicke,

nebo psychické, vétSinou vSak ne smrtelné, zneschopnéni organismu;
BZ latka, LSD, fencyklidin) a drdzdivé (plsobici potize pouze po dobu
kontaktu organismu s nimi v hornich cestach dychacich, na kuzi,
slzotvorné; CS latka, CR latka, adamsit) (PATOCKA, 2004).

Latky uvedené pod body a) — d) se také nazyvaji latkami letalnimi,

nebot mohou zpusobit smrt organismu (PRYMULA, 2002).

2.3 Zpuchyrujici otravné latky

2.3.1 Hlavni zastupci zpuchyfujicich OL

CI-CH2CH2-S-CH2CH»-Cl O-(CH2CH2-S-CH2CH2-Cl)2
Sirny yperit, HD Oxolovy yperit
(CH2-S-CH2CH2-Cl)2 Cl-CH=CH-As-Cl>
Seskviyperit Lewisit
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Dusikaté yperity CH3-N-(CH2CH2-Cl)2

HN-1
CH3CH»-N-(CH2CH2-Cl)2 C1-CH2CH2-N-(CH2CH»-Cl)2
HN-2 HN-3

(PATOCKA, 2004)

2.3.2 Mechanismus acinku zpuchyfujicich OL

Mechanismus uc¢inku téchto OL neni dosud uspokojivé vysvétlen. Je
vSak znamo, ze existuje uzka souvislost mezi ucinkem zpuchytujicich OL,
cytostatik a ionizujiciho zareni (KASSA, 1993), coz v minulosti vedlo
k pouziti nékterych téchto latek pfi chemoterapii zhoubnych nadoru.

Nejvetsi pozornost je veénovana zasahu zpuchyfujicich OL
do metabolismu nukleoproteint bunécnych jader, predevsim
do metabolismu kyseliny deoxyribonukleové (DNA). Zpuchytujici OL zde
pusobi jako alkyla¢ni ¢inidla (KASSA, 1993). Alkylaci purinovych bazi méni
strukturu DNA, coz muze vést az k jejimu rozsStépeni. Degradace struktury
DNA potom vede k vyraznému poklesu proteosyntézy (PATOCKA, 2004).

Zpuchytujici OL se vyznacuji dobrym pranikem biologickymi
membranami a velmi dobrou smacenlivosti, dale interaguji s enzymy
a enzymovymi systémy a inhibuji jejich aktivitu (napf. pyruvatoxidaza,
hexokinaza, nékteré peptidazy, enzymové systémy katalyzujici anaerobni
glykolyzu), interaguji s nékterymi aminokyselinami a bilkovinami, coz mutize
vést ke zméné imunobiologickych vlastnosti, tvorbé protilatek proti vlastnim
bilkovinam a nasledné senzibilizaci zasazeného organismu (PATOCKA,

2004).
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Pro zasazeni zivé sily je typicka dlouha doba latence s vleklym
prubéhem intoxikace i hojeni. Pritom vySe uvedené mechanismy ucinku
zpuchytujicich OL probihaji jiz v latentnim obdobi, takze v okamziku
zacatku Kklinickych priznakt intoxikace je jiz ireverzibilni poskozeni
dtlezitych funkci organismu dokonceno. Tento zakefny charakter tcinku

zvySuje ve znacné mife jejich bojovy vyznam (PATOCKA, 2004).

2.3.3 Toxicita zpuchyfujicich OL

I kdyz tyto latky nedosahuji toxicity nejvyznamnéjsi skupiny OL,
nervoveé paralytickych latek (NPL), presto neni zanedbatelna. U sirného
yperitu se LDso pfi perkutanni intoxikaci pohybuje mezi 40 — 60 mg.kg!
hmotnosti, zatimco zpuchytujiciho efektu byva dosazeno jiz v davce 0,03 —
1,0 mg.kgl. V pripadé peroralni otravy se pohybuje hodnota LDso kolem
10 mg.kgl. Pfi inhalaéni otravé dosahuje LCtso hodnoty 1,5 g.min-l.m-3.
Podobnou inhala¢ni toxicitou se vyznacuje i lewisit, jehoz hodnota LCtso se

pohybuje mezi 1,2 - 1,5 g.min-1.m-3 (PATOCKA, 2004).

2.3.4 Klinicky obraz akutni intoxikace zpuchyfujicimi OL

LOKALNI PRIZNAKY - pii zasazeni oéi: paleni s pocitem ciziho télesa

v oku, fotofobie, slzeni, chemodza spojivek, keratitida s viedy, iritida
s dlouhou latenci (2-8 hodin); pfi zasazeni kuze: paleni a svédéni (po 4 -
6 hodinach), zarudnuti a otok (po cca 24 hodinach), vznik slévajicich se
puchyiu s ¢irym exudatem — povrchni nebo hluboka dermatitida (4-6 dni);
pri zasazeni dychaciho systému: bolest za sternem, dyspnoe, kychani
a kasel, postupné se rozviji bronchopneumonie; pFi zasazeni

gastrointestindlniho systému (GIT) (latence pouze nékolik minut): nauzea,
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bolesti v epigastriu, tenesmy, slinéni, Gporné zvraceni a prajmy s primeési
krve, rozvijejici se hypovolemicky Sok, hrozi nebezpeci perforace (PATOCKA,
2004).

CELKOVE PRIZNAKY - emo¢ni labilita (deprese, melancholie),

motoricky neklid, ataxie, snizena odolnost vic¢i sekundarni infekci, Gtlum
krvetvorby z dtvodu poskozeni kostni dfené a poruchy metabolismu
(BAJGAR, 1991).

NASLEDNE STAVY - oéi: jizevnaté retrakce vicek, zakal rohovky;

kuze: fibrozni jizvy s hyperpigmentovym lemem, atroficka kiGize bez adnex
(hojeni probiha 1 - 4 meésice); dychaci systém: astmoidni chronicka
bronchitida, fibroza plic; GIT systém: stenozy travici trubice, chronicky
dyspepticky syndrom; poruchy psychiky a vegetativni regulace (PATOCKA,
2004).

LEWISIT - zvlastnosti klinického obrazu intoxikace: kapilarotoxicky
efekt (hemoragicky charakter tkanového poskozeni), intoxikace uvolnénym
arsenem (poSkozeni jater a ledvin), kratSi latence, dramaticky nastup

pfiznaku a kratsi prabéh intoxikace (PATOCKA, 2004).

2.3.5 Terapie akutnich otrav zpuchyfujicimi OL

U téchto latek neexistuje specifické profylaktické opatfeni zvysSujici
odolnost organismu vU¢i jejich G¢inkiim. V ramci prvni pomoci pfi zasazeni
nechranéného organismu je nutné co nejdfive odmorit zasazena mista
na ktiZi a sliznicich (PATOCKA, 2004).

Antidotum proti G€inktim yperitt (40% natrium thiosulfat) je schopno
zabranit vlastnimu Uuc¢inku yperit1 — alkylaci DNA, ale pouze v pripadé, je — li

podano pred vznikem ireverzibilnich vazeb yperitu na DNA, tedy

14



do 30 minut po zasazeni, coz pfi nékolikahodinové latenci je prakticky
nemozné (PATOCKA, 2004).

Rozdilna situace je pfi zasazeni lewisitem, nebot antidotum
proti lewisitu - dimerkaptopropanol (BAL, Sulfaktin) ¢i jeho analog
dimerkaptopropansulfat (DMPS), eliminujici toxicky efekt arsenu
obsazeného v molekule lewisitu, je u¢inny po dobu 24 hodin od zasazeni

(PATOCKA, 2004).

2.4 Sirny yperit

= H, HD, Mustard gas, Sulphur mustard
= bis-(2-chlorethyl)sulfid; ,B-dichlordiethylsulfid

= CI-CH2CH2-S-CH2CH2>—-Cl

2.4.1 Fyzikalné - chemické vlastnosti yperitu

V Cistém stavu je yperit bezbarva olejovita kapalina (v technickém stavu
nazloutla az hnédocerna), charakteristického zapachu (po hofcici, kfenu,
cibuli ¢i spalené gumé - v anglosaské literature je proto také nazyvan
yhofcicnym plynem®). Ve vodé je nepatrné rozpustny (presto je schopen
vytvorit ve vodé zdravi nebezpecnou koncentraci), zato je dobfe rozpustny
v organickych rozpoustédlech. Je relativnhé perzistentni, v zimnich mésicich
je schopen zamofovat terén nékolik tydnti, v letnich meésicich 3 - 7 dni.
Yperit je schopen pronikat neporusenou kuzi a béznymi odévy béhem
nékolika minut (KASSA, 1993).

Hlavnim cilem uc¢inku sirného yperitu je molekula DNA, kterou alkyluje
a vytvari kfizové vazby na purinovych bazich (FOX, 1980), ¢imz interferuje

s DNA syntézou a bunécnym délenim (ROSS, 1962).

15



2.4.2 Mechanismus pusobeni yperiti na DNA

Yperity obecné pusobi jako bifunkéni alkyla¢ni ¢inidla, ktera mohou
s cilovymi molekulami - DNA, RNA, proteiny - tvofit monofunkéni
nebo bifunkéni addukty (POVIRK, 1994).

Hopkins a kol. (1991) popsal mechanismus interakce bifunkénich
alkylacnich ¢inidel s DNA. Prvotnim meziproduktem je tvorba
nekovalentniho komplexu, ktery nasledné prechazi na kovalentné vazany
monoaddukt, ktery mtze dale reagovat tfemi riznymi zptsoby:

1) reakce s externim nukleofilem (rozpoustédlo, protein)

2) reakce s bazi na stejném fetézci DNA — intraretézcova kiizova vazba

3) reakce s bazi z protilehlého fetézce DNA - interretézcovy CL
(interstrand cross-link, ICL), pficemz tyto CL vétSinou tvofi menSi cast
poskozeni DNA nez monoaddukty (POVIRK, 1994).

Pro vznik yperitovych adduktt je dulezita tvorba vysoce reaktivnich
elektrofilnich N-alkylaziridiniovych iontd (HEMMINKI, 1994), které pak
mohou reagovat s aminoskupinami, karboxylovymi, SH, OH a fosfatovymi
funkénimi skupinami (ROSS, 1962).

Yperit se vaze na nukleofilni mista DNA v poloze N7 guaninu,
kde vznika 7-(2-hydroxyethylthioethyl)guanin (HETEG), a v poloze
N3 adeninu, kde vznika 3-(2-hydroxyethylthioethyl)adenin (HETEA).
Prfipadné se soucasné vaze k témto bazim v obou komplementarnich
fetézcich a pak dochazi k tvorbé kfizovych vazeb (CL), vznika di-(guanin-7-
-yl-ethyl)-sulfid. Tvorba jednoduchych a dvojitych addukttl je povazovana
za hlavni pfi¢inu cytotoxicity HD (PAPIERMEISTER, 1991). V dusledku
vzniku CL v molekulach DNA dojde k inhibici replikace, nebot CL blokuji

pohyb replikacni vidlice.
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Hlavnim klinickym znakem zasazeni yperitem je vznik zavaznych
koznich 1ézi. Toto poskozeni ma cytostaticky ucinek na bunky podkozi
(predevsim fibrocyty), které se normalné ucastni hojeni ran. Tyto bunky se
nemohou délit a hojeni je tak ztizeno a probiha velmi dlouho. Z toho vyplyva
dtlezitost poznani mechanismta uc¢inku HD a reparace jim vyvolaného

poskozeni DNA.

2.4.3 Pouziti yperita v chemoterapii

Cytotoxicka chemoterapie rozlicnych rakovinnych onemocnéni se
rozSifila v 50. letech 20. stoleti a zahrnula pouziti mnoha alkyla¢nich latek
véetné dusikatych yperithi - mechlorethamin (HN-2), melfalan,
cyklofosfamid, chlorambucil. Tyto byly prvotné pouzivany v monoterapii,
ale postupné se zaclenily do efektivnich kombinaci (FARMER, 1994).
Ze vSech pouzivanych alkylacnich chemoterapeutik s cytotoxickym ucinkem
jsou yperity nejpotentnéjsi (KALDOR, 1988), ale vykazuji nejvySsi riziko
sekundarnich malignit (KALDOR, 1990).

Povirkova — Shukerova (1994) studie mutageneze dusikatych yperita
pouzivanych v rakovinné terapii prokazala, ze mutagenni ucinek téchto
latek je spojen s monoaddukty i CL. To naznacuje, ze pravdépodobné neni
mozné od sebe oddélit pozadovany cytotoxicky a nezadouci mutagenni

ucinek dusikatych yperita.

2.4.4 Moznosti reparace poSkozeni DNA vyvolaného yperity
Prvotni reparacni studie prokazaly, Ze jak jednoduché, tak dvojité (ICL)
addukty zpusobené yperity jsou opravovany v bakterialnich i savcich

bunkach. V sav¢ich bunkach se polocas reparace addukttli bézné pohybuje
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v fadu neékolika hodin (FOX, 1980), pricemz kinetika oprav CL zavisi
na latce, ktera je vyvolala (POVIRK, 1994).

Mezifetézcové CL jsou jedny 2z nejtoxictéjSich poskozeni DNA,
nebot jediny ICL je schopen usmrtit v reparaci deficitni bakterialni
¢i kvasinkovou bunku a 40 ICL usmrti stejné deficitni bunku savci
(MAGANA-SCHWENCKE, 1982; LAWLEY, 1996). ICL indukuji mutace
a chromozomalni aberace, které mohou ustit v nekontrolované bunécné
déleni a nasledny vznik malignit (SCOTT, 1976).

Dronkert — Kanaarova studie (2001) se zabyva zpusoby oprav ICL
v bakterialnich, kvasinkovych a savc¢ich bunkach a prokazala, ze reparace
ICL probiha hned nékolika cestami — nukleotidovou excizni reparaci (NER),
homologni rekombinaci a post-replikacni/translacni opravou,
pripadné jejich kombinacemi.

Dulezitym predstupném reparace ICL je jejich rozpoznani bunkami jako
prostorové deformace DNA Sroubovice, nebo jako blok transkripce,
¢i replikace. Po rozpoznani ICL je pozastaven bunécny cyklus, a pokud selze
reparace, vede ICL ke smrti bunék (DRONKERT, 2001).

ICL reparace u Escherichia coli:

Tato bakterie provadi opravu ICL pomoci kombinace NER a homologni
rekombinace (VAN HOUTEN, 1990; COLE, 1973).

ICL reparace u Saccharomyces cerevisiae:

Kvasinka vyuziva k opravé ICL hned 3 rtzné mechanismy: NER,
homologni rekombinaci a post-replikacni/translacni opravu (BRENDEL,

1984).
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ICL reparace u savéich bunék:

Informace o reparacnich procesech u savcich bunék vychazi ze dvou
hlavnich zdroju. Prvnim z nich jsou poznatky o reparaci ICL u kvasinkovych
bunék. Cesty reparace DNA zustaly u eukaryot zachovany od S. cerevisiae
az po cloveka. Do reparace ICL - NER, homologni rekombinace, post-
replikaéni/translacni reparace - jsou u savcich bunék zapojeny podobné
geny. DalSim informac¢nim zdrojem jsou analyzy mutantnich bunéénych linii
citlivych k latkam vyvolavajicim ICL. VétSina téchto savcich bunék je
odvozena od krecc¢ich bunécénych linii (COLLINS, 1993a).

Obecné vSak plati, ze cesty reparace ICL u savc¢ich bunék jsou mnohem
komplexnéjsi nez u bunék kvasinkovych ¢i bakterialnich, prestoze maji

nékteré spolecné rysy (DRONKERT, 2001).

2.4.5 Inhibitory poly(ADP-rib6za)polymerazy

Berger a kol. (1979) navrhl obecnou hypotézu mechanismu bunécné
smrti zpusobené alkylacnimi latkami:

1) zlomy DNA se objevuji jako pfimy nasledek ptisobeni téchto latek;

2) zlomy DNA aktivuji poly(ADP-ribéza)polymerazu (PARP),
ktera syntetizuje velka mnozstvi homopolymerti ADP-riboza a tim dojde
k depleci bunééného NAD;

3) pokles hladiny NAD inhibuje glykolyzu a zpusobuje ztratu ATP
nezbytného k udrzeni zakladniho bunééného metabolismu.

Ztratam NAD lze zabranit selektivnimi inhibitory PARP (MEIER, 1987)
a soucasneé tak bunky ochranit pred poklesem hladiny ATP (MEIER, 1996).

Meierova — Millardova studie (1998) se zabyva alteracemi DNA lidskych

lymfocyt zpusobenymi sirnym yperitem a pripadnym vlivem PARP
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inhibitord® na tyto alterace. Studie dokazuje, ze u bunék dochazi
po vystaveni vlivu HD (sirného yperitu) k casové zavislému presmyku
mezi zpUsoby §tépeni DNA. Primarné je DNA Stépena na oligonukleosomalni
fragmenty charakteristické pro apoptotické bunky a nasledné se zméni
na Stépeni DNA charakteristické pro bunky nekrotické. K tomuto presmyku
dochazi 6 — 16 hodin po expozici HD v zavislosti na jeho koncentraci
(MEIER, 1998).

Vystaveni bunék selektivnim PARP inhibitortim vede k zablokovani

tohoto presmyku a Stépeni DNA zastava ve fazi apoptozy. To v praxi
znamena, ze PARP inhibitory sice nemohou predchazet Stépeni DNA,
ale méni mechanismus bunééné smrti. Bylo by tak mozno zmeénit
nekrotickou bunécnou smrt - vyvolavajici lyzu, dezintegraci bunky, aktivaci
prozanétlivych ptisobkl, ve smrt apoptotickou — pomalejsi, programovanou,
neproliferativni, zahrnujici absorpci umirajici bunky a poskozeni tkani by
pak bylo méné invazivni (MEIER, 1998).
1 hodinu pfed, nebo nejpozd€ji 2 hodiny po ovlivnéni HD. Pokud jsou
podany pozdé€ji, projevi se jejich ucCinek ,pouze“ ochranou nékterych
metabolickych pochodu (MEIER, 1998).

Mechanismus, kterym selektivni PARP inhibitory brani presmyku

fragmentace DNA z apoptotické na nekrotickou, neni znam (MEIER, 1998).

2.4.6 Klinické Gc¢inky inhibitoriu PARP
Mezi inhibitory PARP patfi 3-aminobenzamid (3-AB). Jeho klinicke
ucinky byly studovany na mySich, u nichz byla vyvolana akutni

pankreatitida  intraperitonealni injekci ceruleinu. Vazna  akutni
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pankreatitida se projevila edémem, infiltraci neutrofily a prozanétlivymi
cytokiny, zvySenymi sérovymi hladinami amylazy a lipazy, zvySenou expresi
mezibunécnych adhezivnich molekul (ICAM-1), P-selektinu a expresi TGF-3
(transformujici rtstovy faktor) a VEGF (vaskularni endotelialni rGstovy
faktor) (MAZZON, 2006).

Tato studie prokazala, ze hladiny vSech vySe zminénych projevy,
pusobkt a faktori byly vyznamné snizeny po aplikaci 3-AB (MAZZON,

2006).

2.4.7 Uéinky dalSich latek pouzitjch v experimentalni éasti

Styrenoxid

Styrenoxid (SO) tvofi v molekule DNA vlaknové zlomy (strand breaks,
SB). Styrenoxid v koncentraci 400 uM po 30 minutach pusobeni indukuje
v nepoSkozenych bunkach takové mnozstvi SB, které vede ke kometam
s hodnotou T-DNA nad 90 %.

Pokud ale nechame SO pusobit na DNA ovlivnénou HD, tj. s CL, snizi
se procento DNA v ohonu komety (% T-DNA), protoze CL brani rozplétani
DNA i pres cetné SB vytvorené SO.

Cytosinarabinosid a hydroxyurea

Cytosinarabinosid (1-B-D-furanosylcytosin, AraC) a hydroxyurea (HU)
pusobi jako inhibitory bunééné reparace. Tyto dvé latky specificky inhibuji
DNA polymerazu 6, ktera se podili na polymeracni fazi nukleotidové excizni

reparace (NER).

21



2.5 Metoda

2.5.1 Uvod k pouzité metodé

Ke zpracovani experimentu byla pouzita metoda nazyvana Single Cell
Gel Electrophoresis (SCGE), nebo také Single Cell Gel Assay (SCGA),
Ci zjednoduSené comet assay (kometovy test), coz je metoda hodnoceni
jednotlivych bunék ukotvenych v agarézovém gelu na podloznim sklicku.

V pribéhu poslednich 15 let se SCGE stala standardni metodou
pro stanoveni poSkozeni DNA s vyuzitim v genotoxickych studiich,
humannim biomonitoringu a molekularni epidemiologii, ekogenotoxikologii
a v zakladnim vyzkumu poskozeni a reparace DNA. Tato metoda laka svoji
jednoduchosti, citlivosti, variabilitou, rychlosti a ekonomicnosti, je schopna
nam osvétlit nejen miru poSkozeni DNA, ale také jeho typ. Zarazeni
specifickych enzymti (k danému poSkozeni DNA) do prubéhu pokusu nam
umozni detekovat napfiklad oxidované baze, UV zarenim indukované

pyrimidinoveé dimery a alkyla¢ni poSkozeni DNA (COLLINS, 2004).

2.5.2 Historicky vyvoj kometového testu

V 70. letech minulého stoleti objevil Peter Cook a kol. (COOK, 1976)
piistup ke zkoumani jadernych struktur, zalozeny na lyze bunék roztokem
detergentu a koncentrované soli (NaCl). Tento roztok z bunék odstranuje
membrany, cytoplasmu a narusuje strukturu nukleosomti. Zustava pouze
nukleoid skladajici se z jaderné matrix: ribonukleové kyseliny (RNA),
proteini a DNA. DNA si zachovava superhelikalni (superspiralizovanou)
strukturu vcéetné klicek, které tvorila okolo histonti. Cook a kol. tak navrhl

model DNA vazané v intervalech na jadernou matrix, jako efektivné
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uspoiadany soubor klicek. Tuto strukturu lze rozrusit pouzitim ionizujiciho
zareni zpusobujiciho zlomy DNA, pficemz staci vzdy jeden zlom k rozvolnéni
kazdé jedné klicky (COLLINS, 2004).

Prvni ukazku ,komet“, ackoliv je tak jeSté nenazyvali, provedli Ostling
a Johanson (OSTLING, 1984), ktefi popsali ohon komety jako DNA
s rozvolnénymi klickami, ktera byla vytazena k anodé elektroforetickym
polem, a odvolavali se mna Cookllv a kol. model nukleoidu.
Ackoliv nejpouzivan€jSi variantou v soucasnosti je alkalicka SCGE, neni
vysoké pH nezbytné k detekci zlomt DNA (COLLINS, 2004).

SCGE je nejcastéji vyuzivana u zivocCiSnych bunék, nicméné byla
vyvinuta modifikace k pouziti i u bunék rostlinnych (KOPPEN, 1998).

Procento T-DNA vykazuje linearni zavislost na frekvenci zlomt DNA,
ale pouze do urcité meze. Jakmile se mira poSkozeni blizi stavu, kdy je
vSechna DNA v ohonu komety, dostavi se saturacni efekt projevujici se

odklonem od linearity (COLLINS, 2004).

2.5.3 Princip kometového testu

Principem kometového testu je stanoveni miry poskozeni DNA
na zakladé zlomu jejich vlaken. Bunky jsou ukotveny v agarézovém gelu
a vystaveny lyzacnimu roztoku, ktery z nich odstrani cytoplasmu, bunécné
a jaderné membrany. Po lyze jsou bunky reprezentovany jiZ pouze jadernou
DNA, nukleoidy. DNA si zachovava stoc¢enou strukturu.

Takto izolovanou (neporusenou) DNA bychom v mikroskopu pozorovali
jako kruhovy svitici bod. Mtizeme ji vSak ovlivnit libovolnou latkou, u niz
chceme stanovit, zda a v jaké mife DNA poSkozuje. Poskozeni muze mit

podobu bud pfimo zlomu vlaken DNA, nebo alterace bazi (oxidace, alkylace),
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ktera vytvari alkalilabilni mista (apurinova, apyrimidinova mista neboli
abazické cukry). Tato mista jsou potom v alkalickém prostredi pfi rozplétani
DNA preménéna na zlomy, které rozvolnuji jeji strukturu. Pokud vystavime
takto naruSena a rozpletena vlakna DNA elektroforetickému poli, jsou
vytazena z jadra a tvofi ohon komety, kterou pozorujeme po obarveni
ve fluorescen¢nim mikroskopu.

Cim vice zlomt vlaken DNA je pfitomno, nebo indukovano zasaditym
prostfedim v alkalilabilnich mistech, tim vice DNA je vytazeno do ohonu

Kometovy test mtizeme modifikovat dle druhu pozorovaného poskozeni

DNA a potom se muize liSit i interpretace vysledku.

2.5.4 Modifikace kometového testu

Alkalickd SCGE:

V 80. letech vyvinuly dvé vyzkumné skupiny, Singh a kol. (SINGH,
1988) a Olive a kol. (OLIVE, 1990), nezavisle na sobé postup zahrnujici
vystaveni bunék vysokému pH - ohony komet jsou vyraznéjsi, rozsah
detekovatelného poskozeni je vétSi, ale bez vlivu na citlivost (COLLINS,
1997).

Neutralni SCGE:

Po vzoru Ostlinga a Johansona provedla Collinsova pracovni skupina
dikaz toho, ze neutralni pH umoznuje detekovat nizky stupen DNA zlomu
(COLLINS, 1997a). Bunky umistili nejprve do zasaditého prostredi a poté
v neutralnim podrobili elektroforéze (ANGELIS, 1999). Tato modifikace
snizila citlivost, ale rozsirila rozsah detekovatelného poskozeni (COLLINS,

2004).
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Vyuziti specifickych enzymaui:

Ke zpresnéni a zvysSeni citlivosti kometového testu byl do jeho prabéhu
vlozen zvlas§tni krok zahrnujici inkubaci nukleoidd v agardze
se specifickymi enzymy, které rozpoznaji jednotlivé typy posSkozeni DNA,
pfemeéni je ve zlomy a zvy$uji tak intenzitu ohonu komety (DUSINSKA, 1996;
COLLINS, 1997b; COLLINS, 2001).

Detekce replikované DNA:

Predpoklada se, ze zlomy DNA vzniklé v souvislosti s replikaci zvysuji
intenzitu ohonu komety. Proto byla vypracovana metoda znaceni bunék
v prubéhu replikace bromodeoxyuridinem (BUdR) a nasledna vizualizace
téchto mist specifickymi anti-BUdR protilatkami. Takto znac¢ena replikovana
DNA se objevuje v ohonu, avSak po dozrani dojde k jejimu stazeni do hlavy
komety (McGLYNN, 1999).

Detekce intermedidtu pri reparaci DNA:

Zlomy, které se objevuji jako meziprodukty NER UV zarenim
indukovaného poskozeni, maji vétSinou kratkou Zivotnost. Proto se inkubuji
UV  ozarené bunky s inhibitory DNA syntézy (hydroxyurea,
cytosinarabinosid). V dusledku toho se hromadi zlomy DNA, coz poskytuje
citlivy zpusob kvantifikace Skodlivého ptisobeni na DNA (GEDIK, 1992).

FISH komety:

Obzvlasté poucna by byla moznost lokalizovat urcité chromozomy, casti
chromozomu (telomerickou nebo centromerickou DNA) nebo specifické geny
v kometach. K tomu nam slouzi fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)
vyuzivajici sondy cDNA nebo oligonukleotidy rozeznavajici zajmové sekvence

(SANTOS, 1997; RAPP 1999).
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2.5.5 Vyuziti kometového testu

Testovdni genotoxicity:

SCGE se zaradila mezi standardni testy pouzivané ke stanoveni
bezpecnosti novych 1éciv ¢i jinych sloucenin (HARTMANN, 2003).

Na druhé strané mince stoji chemoprotekce, k jejimuz stanoveni je
kometovy test také vhodny. Lze napriklad zjistit, zda nékteré latky
rostlinného ptvodu mohou chranit bunky pfed genotoxickym poSkozenim
(DUTHIE, 1999).

Ekologickiyy monitoring:

Nékteré organismy, v kombinaci s kometovym testem, mohou poslouzit
jako biosenzory kontaminace zivotniho prostfedi genotoxiny. Pouzivaji se
napriklad musle ke stanoveni kontaminace motského prostredi (DIXON,
2002) a pudni cervi ke zjiSténi pfitomnosti genotoxickych sloucenin v pudé
(VERSCHAEVE, 1995).

Humdadnni biomonitoring:

S vyuzitim kometového testu lze zjiStovat pracovni expozici
genotoxickym slouceninam nebo Skodlivému zafeni (SOMOROVSKA, 1999),
oxidativni poSkozeni DNA v souvislosti s nékterymi chorobami
(napt. diabetes) (COLLINS, 1998) a poskozeni DNA ve vztahu ke koureni
(BETTI, 1994). V tomto pozorovani se uplatnuji znacné interindividualni
a intraindividualni rozdily (COLLINS, 2004).

Vuyzivové studie:

Bylo prokazano, ze potrava bohata na antioxidanty a suplementace
témito latkami mimo potravu vykazuje ochranny efekt vi¢ci DNA — pokles
endogenni oxidace bazi a sniZzeni citlivosti k poSkozeni vyvolanému H2Oo»

(POOL ZOBEL, 1997; DUTHIE, 1996).
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Detekce reparace DNA:

Pomoci kometového testu mutizeme také stanovit reparacni kapacitu
bunék. Napftiklad vystavime lymfocyty ionizujicimu zafeni nebo plisobeni
H>0O2 a nasledné inkubujeme, abychom umoznili reparaci. V urcitych
casovych intervalech pak muzeme pozorovat zbyvajici miru poskozeni DNA.
Stanoveni reparacni kapacity bunék muize byt vyuzito pro pozorovani inter-

a intra- individualnich rozdilt v populaci (COLLINS, 2004).

2.5.6 Vyhodnoceni kometového testu

Vizualizace komet:

DNA je vizualizovana fluorescencnim mikroskopem. K barveni se
nejcastéji pouziva ethidium bromid (EB). EB je interkalacni barvivo, které se
efektivnéji vaze k dvouvlaknové DNA nez k jednovlaknové. Jelikoz je
pusobenim zasaditého prostfedi DNA rozplétana na jednotlivé fetézce, méla
by byt fluorescence v ohonu méné vyrazna. To znamena, ze ¢im vySSi podil
DNA je v ohonu (jednovlaknova), tim slabsi by méla byt celkova fluorescence
komety. AvSak Collins a kol. zjistil, ze pokles fluorescence je minimalni
(COLLINS, 2004).

Kvantitativni analyza komet:

Pouzivanymi parametry kvantifikace kometového testu jsou: délka
ohonu, intenzita fluorescence hlavy a ohonu komety (vyjadfena jako

procento DNA v ohonu; T-DNA) a ,tail moment®. Délka ohonu neni pfili§

vhodnym parametrem, nebot roste pouze v malém rozmezi poSkozeni DNA.
Se vzristajici mirou poSkozeni DNA roste spiSe intenzita fluorescence ohonu

nez jeho délka. Procento T-DNA je mnohem vhodnégjsi jednotkou,

nebot vykazuje linearni zavislost s frekvenci zlomt DNA a umoznuje rozlisit
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vétsi rozmezi poskozeni (teoreticky 0-100 % T-DNA). Casteéné vypovida

i o skutecném vzhledu komety. Naproti tomu tfeti parametr ,tail moment”

(podil délky ohonu a jeho intenzity) nevykazuje linearni zavislost s mirou
poskozeni DNA, ani nevypovida nic o vzhledu komety (COLLINS, 2004).

Vizudlni hodnoceni komet:

Vyhodnocovani komet muze probihat pomoci specialniho programu
obrazové analyzy, ale i bez n¢j, a to pouhym lidskym okem, které 1ze snadno
vycvicCit k rozliSeni stupnii poskozeni DNA podle vzhledu komety. Pro tento
zpusob bodovani se pouziva 5 tfid, od O (kometa bez ocasu) do 4 (témeér
vSechna DNA v ocasu) bodti. Pokud tedy hodnotime 100 komet na sklicku,
pak je mu pridéleno O - 400 bodt (COLLINS, 2004).

Vybér komet:

Pro oba zpusoby hodnoceni plati, ze komety musi byt vybirany tak,
aby reprezentovaly celou agarézovou plochu. To znamena, Zze hodnotitel
musi prohlizet sklicko systematicky. Musi se vyhnout okrajum gelu
a vzduchovych bublin. TaktéZ neni mozné hodnotit prekryvajici se komety,
proto je doporucené mnozstvi bunék na jedno sklicko okolo 2x104 (COLLINS,
2004).

Kalibrace kometového testu:

Standardni metodou kalibrace kometového testu je expozice bunék y-
nebo rentgenovému zafeni, které vyvola znamy pocet zlomti DNA. Tyto zlomy
jsou rychle reparovany, proto se bunky ozafuji na ledové lazni a jsou
ukotveny v agarézovém gelu na sklicku. To umozni minimalni manipulaci
a reparaci po ozareni (COLLINS, 2004).

Komety vykazuji linearni zavislost procenta T-DNA na obdrzené davce

zareni v rozmezi O — 8 Gy (COLLINS, 1996).
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Postup detekce kfizovijich vazeb:

Pri detekci kfizovych vazeb (CL) v DNA pomoci kometového testu se
postupuje opacné nez pfi detekci zlomt (SB). Pti detekci SB zjistime miru
poskozeni DNA z procentualnich hodnot DNA v ohonu komety (% T-DNA),
zatimco pti detekci CL komety samy o sobé nevznikaji, nebot prfitomnost CL
brani rozplétani DNA. Proto musime pfed kometovym testem bunky vystavit
latce, ktera vyvola standardni mnozstvi zlomt DNA, nejlépe aby se hodnota
T-DNA u neposkozenych bunék pohybovala okolo 90 %. K takovéto indukci
zloml jsme pouzili styrenoxid (SO) po dobu 30 minut v koncentraci 400 pM,

o které vime, Ze indukuje poZzadované mnozstvi SB (VODICKA, 1996).
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3 MATERIAL A METODA

3.1 Bunky

3.1.1 Specifikace pouzitych bunécénych linii

K pokusiim jsme pouzili bunécéné linie A88, UV-5 a UV-20. Jedna se
o ovarialni bunky krecika cinského izolované a popsané Thompsonem
(1981). O téchto bunkach je znamo, Zze jsou asi 100x citlivéjsi k taéinkim
latek indukujicich CL. Tyto bunky jsme ke studii vybrali na zakladé dfive
publikovanych udaji (MOLLER, 2000) a pfedbéznych studii provedenych
na feSitelském pracovisti.

AAS8 jsou linii normalnich ovarialnich bunék krecika ¢inského (sublinie
CHO).

UV-5 a UV-20 jsou mutantni linie, deficitni v reparaci, odvozené
od AA8. Bunky UV-5 a UV-20 vykazuji znacné zvySenou citlivost k UV-
-zafeni v dusledku specifickych defekti v excizni reparaci DNA. Linie UV-5
je deficitni v helikazové aktivité, zatimco linie UV-20 je deficitni
v endonukleazové aktivité (THOMPSON, 1981). Mutanta UV-5 je deficitni
konkrétné v proteinu ERCC2-XPD, ktery ma 5 — 3° helikazovou aktivitu
(KIRCHNER, 1994), zatimco mutanta UV-20 v proteinu ERCC1-XPF. Ten ma
endonukleazovou aktivitu a provadi incizi na 5° konci poskozeného mista
v prubéhu nukleotidové excizni reparace (NER) (PARK, 1995).

Na téchto bunécnych liniich jsme zjiStovali, zda a do jaké miry je
cytotoxicky uc¢inek HD zavisly na rozsahu a druhu vyvolaného poS$kozeni

DNA, ¢i na ucinnosti a typu reparac¢nich mechanismu.
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Bunky byly ziskany od Prof. Collinse (Univerzita Oslo, Norsko).
Kultivovany byly v médiu MEM alfa doplnéném o 10 % fetalniho teleciho
séra a smeés antibiotik.

Bunky byly pasazovany trypsinizaci 2 — 3 krat tydné v poméru 1:5.

3.1.2 Kultivace a pasazovani bunék

Bunky wuchovavame v kultivacnich lahvickach o objemu 25 ml
v termostatu pfi teploté 37 °C a 5% CO2 ve vhodném kultivaénim meédiu.
Kdyz bunky dorostou (zména barvy meédia), vytvofi na dné souvislou vrstvu
a musi byt kazdé 2 - 4 dny pasazovany.

Z kultivacni lahvicky odsajeme pomoci pasteurovy pipety médium
a bunky radné omyjeme roztokem PBS. Do lahvicky napipetujeme nékolik
mililitrd roztoku trypsinu tak, aby zcela pokryval celé dno nadobky.
Po nékolika minutach (lisi se dle typu pasazovanych bunék) trypsin
odsajeme a v nadobce ponechame pouze nezbytné nutné mnozstvi k pokryti
celé plochy dna. Lahvicku uzavieme a vloZzime na 3 minuty do termostatu.
Poté zkontrolujeme, zda jsou vSechny bunky uvolnéné ode dna kultivacni
lahvicky. Trypsinem uvolnéné bunky resuspendujeme v kultivacnim meédiu,
radné zhomogenizujeme a nasajeme do pasteurovy pipety. V nadobce
nechame pouze urcity podil suspenze — dle dalSich potreb kultivace -
asi 1 tfetinu az 1 desetinu. Zbytek odpustime do odpadni nadoby,
nebo pouzijeme k pfipravé suspenze v médiu pro vysévani bunék k pokusu.

Kultivac¢ni lahvicku doplnime médiem a ulozime zpét do termostatu.
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3.1.3 Pocitani bunék

Bunky pocitame pro potreby vysévani na kultivacni misky k pokusu
kometovym testem nebo k pozorovani narustu kolonii na miskach
po ovlivnéni urcitou latkou.

Bunky pocitame v Burkerové komurce. Bunéénou suspenzi naneseme
na Burkerovu komurku a spocitame bunky v kazdém z deviti ¢tvercu
ohranic¢enych trojitou linii. Zjistime prumérny pocet bunék v jednom c¢tverci,

ten vynasobime 10%a ziskame pocet bunék v 1 ml koncentrované suspenze.

3.1.4 Vysévani bunék

Bunky vysévame do kultivacnich misek o priméru 40 mm tak,
aby kone¢ny pocet bunék na jedné misce byl 100 — 200 000, podle druhu
pokusu a typu buneék.

Priklad vypodtu:

K pokusu potrebujeme 12 kultivacnich misek. Na jednu misku
pipetujeme 1,5 ml bunécné suspenze (konecné, natfedéné), to znamena,
ze potrebujeme 1,5 x 12 = 18 ml konecné suspenze.

Na jedné misce potfebujeme mit 150 000 buneék, takze musime ziskat
suspenzi o koncentraci 150 000 x 12 = 1 800 000 bunék / 18 ml.

Pocitanim v Burkerové komurce jsme zjistili, ze prumérny pocet bunék
v 1 ml koncentrované suspenze je 204,8 x 104= 2 048 000.

Nyni vypocitame, kolik ml koncentrované suspenze obsahuje potrebny
pocet bunéek (1 800 000), tj. kolik ml budeme potfebovat k pripravé konecné

fedéné bunécné suspenze: 1 800 000 + 2 048 000 = 0,9 ml.
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Z toho plyne, ze 2z koncentrované suspenze odsajeme 0,9 ml
a roztedime na konec¢nych 18 ml. Bunéfnou suspenzi fradné promichame,

rozpipetujeme po 1,5 ml na kultivacni misky a ty umistime do termostatu.

3.1.5 Fixace bunécénych kolonii

Fixace bunék na kultivacnich miskach se provadi pro potfeby
pozorovani naruastu (¢i inhibice) bunécnych kolonii po ovlivnéni testovanou
latkou.

Médium z misek vylijeme a bunky 2krat oplachneme roztokem PBS.
Poté dno misek zakapeme fixacni smeési (metanol + kyselina octova v poméru
3:1) a nechame 5 minut pusobit. Kyselinu slijeme, misky nechame
na vzduchu fadné vyschnout a barvime dle Giemsy. Barvu nechame
10 minut pusobit, odsajeme a nechame misky opét fadné vyschnout.

Tento pokus se hodnoti mikroskopem proti kontrolnim (neovlivhénym)

miskam.

3.2 Chemikalie a pristroje

3.2.1 Pouzité chemikalie
- Agaroza (HMP) Low EEO (Sigma, St. Louis, USA)

- Agardza (LMP) Low Gelling Temperature (typ VII) (Sigma, St. Louis,
USA)

- Agaroza - Standard EEO (Serva - Boehringer Bioproducts Partnership,

Ingelheim, Némecko)
- Ethidium bromid 95% (Sigma Aldrich, Némecko)

- Fosfatovy pufr (PBS - tablety) (Sigma, St. Louis, USA)
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- HCl p.a. (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

- Chelaton II p.a. (Penta, Chrudim, CR)

- NaCl p.a. (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)
- NaOH p.a. (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

- Plasty pro bunécné kultury (PAA laboratories GmbH - the cell

laboratories company)
- TRIS (hydroxymethyl-aminomethan p.a.) (Penta, Chrudim, CR)

- Triton X-100 (Laboratories, Anglie)

3.2.2 Pristroje

- Automatické pipety (HTL, Polsko)
- CO2 inkubator (Shellab, USA)

- Fluorescen¢ni mikroskop Eclapse E400, zvétSeni 20x/0.50 (NIKON,
Japonsko)

- Laminarni box AURA 2000 (Italie)

- Lazen 37 °C MTA, Kutesz 609/a (Madarsko)

- Lednice 175 R (Calex), ( Iberna), (Bosch)

- Magneticka michacka s ohfevem MSH basic (Yelow line, Némecko)

- Programové vybaveni - Lucia commet assay (program obrazové
analyzy); Laboratory imaging, Praha (kometovy modul); Windows XP;

statisticky program: Sigma-stat
- Stolni pocitac HP

- Svetelny mikroskop (Telaval)
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3.3 Kometovy test

3.3.1 Roztoky pro kometovy test

Lyzacéni roztok:

2,5 M NaCl 146,10 g do 1000 ml
100 mM EDTA 29,225 g do 1000 ml nebo
Na,EDTA 37,224 g do 1000 ml
10 mM Tris 1,2114 g do 1000 ml

Na pH 10,0 upravime koncentrovanym roztokem NaOH (nebo 12 g

NaOH/1000 ml).
Pred pouzitim pfidame 1% Triton X-100 (1 ml/ 100 ml roztoku).

Neutralizacni roztok:

0,4 M Tris 48,456 g | do 1000 ml

Na pH 7,5 upravime koncentrovanou HCI (asi 30 ml na 1000 ml).

Roztok EDTA:

0,5 M EDTA | 14,612 g | do 1000 ml |

Roztok pro elektroforézu:

300 mM NaOH 18 g do 1500 ml
1 mM EDTA 3 ml 0,5 mM EDTA do 1500 ml

Roztok ethidiumbromidu (EB):

20 pg ‘ do 1 ml vody

VSechny roztoky pfipravujeme Cerstvé a uchovavame v lednici.
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3.3.2 Priprava sklicek

a) Potazeni sklicek agarézou

Pripraveny 1% roztok agardzy — Serva — pro elektroforézu v destilované
vodé dukladné rozvarime, aby byl roztok zcela homogenni. Rozehratou
agarozu prelijeme do 50 ml kadinky, ktera musi stat ve vrouci vode,
aby agar6za neztuhla a zachovala si homogennost. Do horké agarozy svisle
ponorime podlozni sklicko, které drzime za jeden okraj pinzetou. Tento Cisty
okraj nasledné poslouzi pro Cciselny popis podlozniho sklicka tuzkou
nebo diamantem.

Po vytazeni sklicka z agarozy jednu stranu otfeme a touto stranou
polozime na plechovy podnos. Musime postupovat co nejrychleji tak,
aby agaroza netuhla a vytvorila na povrchu tenky film. Sklicka nechame
na podnosu vychladnout. Kdyz agaroza ztuhne, vlozZime podnos se sklicky
do suSarny a pul hodiny vysousime pfi 60 °C.

Takto pripravena sklicka ukladame do histologickych krabic — nejlépe
potazenou stranou sklicka k sobé a Cistym okrajem doprava.

b) Naneseni spodni vrstvy agarézy na sklicko

Pripraveny 1% roztok standardni agarozy (HMP) v PBS radné
rozehrejeme. Do stfedu sklicka potazeného agar6zou napipetujeme 85 pl
HMP agarozy a ihned ptriklopime krycim sklickem. Vhodné je tento krok
provadét na plechovém podnosu umisténém na ledové lazni, pripadné
muzeme cely podnos se sklicky prenést do lednice.

Agaroza ztuhne asi za 15 minut, ale je vhodné takto sklicka pripravit
1 hodinu predem. Teprve az pfed nanaSenim druhé vrstvy agarozy kryci

sklicka stahneme plynulym pohybem palce.
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c) Naneseni horni vrstvy agarézy na sklicko

Rozvatrime prfipraveny 1% roztok nizkotuhnouci (LMP) agarozy.
Po dostatecném rozehrati umistime nadobu s agarozou do kadinky s vodou
a tu postavime do lazné o teploté 37 °C. Toto provedeme alespon 20 minut
pfedem, nezZ mame pripravené bunky. Nez smichame LMP agaréozu
s bunkami, nesmi mit teplotu vyssi nez 37 °C. Bunky mame pfipravené
v ,ependorfce“ (pelet resuspendovany ve 37 ul PBS).

Pipetou k bunkam pridame 85 pl LMP agarozy, opatrné promichame
Spickou, naneseme na podlozni sklicko do mista, kde je spodni vrstva HMP
agarozy a ihned prikryjeme krycim sklickem. Opét nechame ztuhnout

na plechovém podnosu v lednici nebo na ledové lazni.

3.3.3 Bunécna lyza

Bunky v LMP agaroze na sklickach by nemély byt zbytecné dlouho,
to znamena, ze jakmile agaroza ztuhne (cca 15 minut), stahneme plynule
palcem kryci sklicka. Podlozni sklicka vlozime opatrné, abychom neposkodili
vrstvu s bunkami, do sklenéné kyvety a zalijeme dostatecnym mnozstvim
vychlazeného lyza¢niho roztoku.

Kyvetu se sklicky premistime do lednice a 1 hodinu nechame pusobit
lyzacni roztok. Podle zkuSenosti mohou byt sklicka v roztoku 6 hodin i déle
bez vlivu na vysledek, coz je vyhodné zejména pokud délame vice pokusu

najednou.

3.3.4 Alkalické rozplétani DNA
Alkalicky pufr pro rozplétani DNA nesmi mit pfed pouzitim teplotu

vyS§i nez 8 °C. Jiz v prubéhu bunécné lyzy umistime do lednice
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elektroforeticky tank vhodné velikosti podle toho, kolik mame pripravenych
sklicek s bunkami. Do elektroforetického tanku nalijeme cca 1,5 litru pufru.
Sklicka umistime do tanku vzdy cCislem doprava a pfipadna prazdna
mista vyplnime CcCistymi podloznimi sklicky bez agarozy (vSechna sklicka
musi byt prevrstvena pufrem). Elektroforeticky tank pfipojime ke zdroji
nastavenému na 25 V, ale ponechame jej vypnuty.
Alkalické rozplétani probiha v lednici po dobu 40 minut. Tento Cas je

narozdil od bunécéné lyzy potfeba dodrzet vzdy stejny.

3.3.5 Elektroforéza

Po 40 minutach alkalického rozplétani zapneme pripojeny zdroj
a velikost proudu upravime odebranim nebo pridanim alkalického pufru
na hodnotu 300 mA. VSechna sklicka musi byt ponofena v pufru.

Elektroforéza probiha 30 minut. I tento ¢as je tfeba presné dodrzet.

3.3.6 Neutralizace

Ihned po skonceni elektroforézy vypneme zdroj, pinzetou vyjmeme
sklicka z elektroforetického tanku a premistime do sklenéné kyvety.
Nasledné provedeme tfi neutraliza¢ni cykly po 5 minutach vzdy cerstvym
a vychlazenym neutralizacnim pufrem. Kyveta se sklicky je pfi neutralizaci
umisténa v lednici.

Po skonceni neutralizace promyjeme sklicka je§té destilovanou vodou
(5 minut). V tomto okamziku muzeme sklicka bud ihned barvit a hodnotit,
nebo je z kyvety vyjmeme a nechame agarozu vyschnout, sklicka uloZzime
a bunky hodnotime pozdéji (potom je potreba sklicka pred barvenim

namocit do destilované vody v kyveté, aby agaroza nabobtnala).
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3.3.7 Barveni
K barveni pouzijeme roztok ethidiumbromidu (EB) - 20 pg v1 ml
destilované vody. Na sklicko naneseme 20 pl roztoku EB a prikryjeme

Cistym krycim sklickem.

3.3.8 Hodnoceni poSkozeni DNA

Poskozeni DNA hodnotime pomoci pocitacové obrazové analyzy
za vizualizace kamerou pfipojenou k fluorescenénimu mikroskopu. Bunky
pozorujeme piimo v mikroskopu (vyhledavani komet) a také na obrazovce
pocitace, kde mlUzeme obraz komety dale upravovat (zaostfovat,
prizptisobovat intenzitu, upfesnit polohu konce hlavy a ocasu komety).

Na kazdém podloznim sklicku hodnotime 50 komet. Udaje ziskané
hodnocenim ukladame do souboru a dale z nich zpracovavame statistiku
a grafy zavislosti % T-DNA na koncentraci nebo dobé putisobeni testované
latky v programu Excel. Statistickou vyznamnost vysledki hodnotime
Kruskal — Wallis a Mann — Whitney testem.

K hodnoceni miry poSkozeni bunék lze pouzit parametry % T-DNA
a frekvence zlomti DNA/ 109 daltonti. Tyto dva mezi sebou mtizeme libovolné
prepocCitavat pomoci experimentalné ziskaného koeficientu (0,042):
zlomy/ 10° daltonu = % T-DNA x 0,042.

Neposkozenou DNA v mikroskopu pozorujeme jako kruhovy svitici bod,
zatimco s narustajicim poskozenim se tvofi komety s prodluzujicim se
ohonem a vzrustajici intenzitou fluorescence.

Kazdy pokus je validovan vyhodnocenim kontrolnich vzorkt, které byly

zpracovany stejnym postupem, ale bez ovlivnéni testovanymi latkami.
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4 VYSLEDKY

4.1 Test inhibice tvorby kolonii bunék pusobenim HD

Porovnavali jsme cytotoxicky uicinek sirného yperitu (HD) na jednotlivé
bunécné linie, tj. AA8, UV-5 a UV-20. Cytotoxicky ucinek jsme méfrili testem
inhibice tvorby kolonii. Bunky jsme vyseli na kultivaéni misky a druhy den
je ovlivnili riznymi koncentracemi HD po dobu jedné hodiny. Po sedmi
dnech jsme bunky fixovali a pozorovali pocet narostlych kolonii vzhledem
ke kontrolnim miskam neovlivhénym HD. Cytotoxicky efekt je zde vyjadren
poklesem poctu narostlych kolonii bunék v porovnani s kontrolami
bez plisobeni HD.

Jak doklada obrazek ¢. 1, u linii AA8 a UV-20 se cytotoxicky ucinek
projevil jiz pfi koncentraci 0,3 pM HD ¢&astec¢nou inhibici nartstu kolonii,
kdy jejich pocet poklesl na 40 % vzhledem ke kontrole. Pro linii UV-20 je jiz
koncentrace 0,075 pM HD letalni. Linie AA8 a UV-5 jsou vac¢i HD témeér
stejné citlivé, zatimco mutanta UV-20 oproti nim vykazuje mnohonasobneé
zvySenou citlivost. Koncentrace 2,5 pM HD je letalni pro vSechny pouzité

bunécné linie.
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Obrazek &. 1 lhibice tvorby kolonii bunék pusobenim HD
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Obrazek ¢. 1 Inhibice tvorby kolonii bunék ptusobenim HD

Na kazdou kultivaéni misku jsme vyseli 200 bunék (AA8, UV-5, UV-20) v 1,5 ml
média a inkubovali do druhého dne. Poté jsme bunky ovlivnili pfislusnou
koncentraci HD po dobu 1 hodiny, misky jsme oplachli PBS, pridali cerstvé
médium a dale inkubovali za béznych podminek. Za 7 dni jsme bunky fixovali
smési metanol + kyselina octova v poméru 3:1, obarvili Giemsovym barvivem
a narostlé kolonie spocitali.

4.2 Indukce kfiZovych vazeb

Sledovali jsme indukci CL u bunécnych linii AA8 a UV-20. U bun¢k
neovlivnénych HD jsme plsobenim 400 pM styrenoxidu (SO) po dobu
30 minut vyvolali v DNA vznik zlomu tak, ze hodnota T-DNA je u linie AA8
85 % a u linie UV-20 92 %.

Jiz pfi ovlivnéni bunék koncentraci 0,3 pM HD poklesly hodnoty T-DNA
na 65 % u bunék AA8 a na 70 % u bunék UV-20 v dusledku inhibice
alkalického rozplétani DNA, zapriCinéné pritomnosti CL. Hodnoty T-DNA
nadale klesaji pfimo umérné se zvySujici se pouzitou koncentraci HD.

Ovlivnéni bunék 5 pM HD indukuje v DNA takové mnozstvi CL, které zcela
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brani rozplétani DNA a vytvofeni komet. Obrazek ¢. 2 vypovida o tom,

ze mnozstvi indukovanych CL je u obou bunéc¢nych linii srovnatelné.

Obr. €. 2 Indukce CL u bunék AA8 a UV-20 po 1h ovlivnéni HD
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Obrazek ¢. 2 Indukce CL u bunék AA8 a UV-20 po 1h ovlivhéni HD

Na kazdou kultiva¢ni misku jsme vyseli 2x105 bunék v 1,5 ml média a nasledujici
den jsme bunky ovlivnili pfislusnou koncentraci HD po dobu 1 hodiny. Nasledné
jsme bunky vystavili na 30 minut 400 pM SO a provedli stanoveni CL kometovym
testem.

4.3 Reparace kfizovych vazeb

Sledovali jsme miru reparace CL v casovych intervalech O, 2 a 24 hodin
po ovlivnéni HD a jeji rozdily mezi liniemi AA8 a UV-20.

Obrazky ¢. 3a a 3b wukazuji, ze doba 2 hodiny je pro reparaci
nevyznamna, nebot nedoslo k reparaci témer zadnych CL.
Zatimco po 24hodinové  inkubaci  bunky opravily znacnou = cCast
indukovaného bunécného poskozeni. U kultur ovlivnénych HD
do koncentrace 1,25 pM podil reparovanych CL za 24 hodin dosahl dokonce
urovneé kontrol neovlivnénych HD, % T-DNA je cca 90 %. Bunky tak opravily

veskeré indukované posSkozeni DNA. Pri pouziti koncentrace 5 pM HD,
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ktera indukuje velké mnozstvi CL, nereparovaly bunky toto poskozeni tiplne,

takze hodnota T-DNA zustala snizena na 55 %, a to jak u AAS8, tak u UV-20.

Obr. é. 3a Oprava CL u bunék AAS8 ovlivnénych HD
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Obr. ¢. 3b Oprava CL u bunék UV-20 ovlivhénych HD
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Obrazek ¢. 3a, b Oprava CL u bunék AA8 a UV-20 ovlivnénych HD

Na kazdou kultiva¢ni misku jsme vyseli 2x105 bunék a nasledujici den jsme bunky
ovlivnili pfisluSnou koncentraci HD po dobu 1 hodiny. Poté jsme bunky inkubovali
v Cistém meédiu a v casovych intervalech 0, 2 a 24 hodin jsme bunky vystavili
na 30 minut 400 pM SO a provedli stanoveni CL kometovym testem.

43



4.4 Vliv inhibitori na reparaci CL u bunécné linie AAS8

Sledovali jsme vliv inhibitord reparace, cytosinarabinosidu (AraC)
a hydroxyurey (HU), na schopnost bunék AA8 reparovat CL indukované HD.

Na obrazku ¢. 4 muzeme vidét Gidaje o bunééném posSkozeni linie AA8
v case O po ovlivnéni HD a SO, které slouzi jako pocatecni uidaj o mnozstvi
indukovanych CL v DNA. V prubéhu 24hodinové reparace byla podstatna
cast téchto CL odstranéna, takze po vystaveni SO jsme detekovali
kometovym testem maximalni komety s hodnotou T-DNA okolo 80 %, resp.
70 % u koncentraci 2,5 a 5 pM HD.

Pokud jsme vSak bunky AA8 inkubovali 24 hodin s inhibitory reparace,
mnozstvi opravenych CL bylo snizeno v pruméru o 26 %. Vliv inhibitorta

na reparaci byl vyraznéjsi u bunék s vétSim poskozenim DNA.

Obr. €. 4 Vliv AraC na opravu CL indukovanych HD u bunék AAS8

a0

30 — -

0 H

OAraC-S0+0h
OAraC-S0O- 24 h
@mAraC+ SO-
| OAraC- SO+
BAraC+ SO+

60 1 —

50 H —

40 H

% T-DNA

30 H

0 0.2 08 1.25 25 5

HD (pM)

Obrazek ¢. 4 Vliv AraC na opravu CL indukovanych HD u bunék AA8

Na kazdou kultiva¢ni misku jsme vyseli 2x105 bunék a nasledujici den jsme bunky
ovlivnili pfisluSnou koncentraci HD po dobu 1 hod. Poté jsme bunky inkubovali
24 hodin v médiu s nebo bez (viz legenda obrazku) 104 M AraC + 102 M HU.
Pred stanovenim CL kometovym testem jsme bunky na nékterych miskach
(viz legenda obrazku) na 30 minut ovlivnili 400 pM SO.
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4.5 Vliv inhibitord na reparaci u bunéénych linii AA8 a UV-20

V tomto pokusu jsme sledovali rozdily vlivu inhibitorti reparace (AraC
+ HD) na bunécné linie AA8 a UV-20.

Jak muzeme vidét na obrazku ¢. 5, je vliv AraC + HU u obou téchto
bunécnych linii stejny. U bunék vystavenych nizsim koncentracim HD byl
vliv inhibitord méné vyrazny, nez u bunék s rozsahlejSim posSkozenim DNA.
U bunék ovlivhénych koncentracemi do 0,6 pM HD, vcetne€é, se ucinek
inhibitorht reparace projevil poklesem hodnot T-DNA v priméru o 10 %.
Pokud jsme bunky ovlivnili koncentraci 2,5 a 5 pM HD, byla reparace CL

inhibovana vyraznéji, takze hodnota T-DNA byla snizena o cca 25 %.

Obr. €. 5 VlivAraC na reparaci (24 hod.) CL indukovanych
pusobenim HD u bunék AA8 a UV-20
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Obrazek ¢. 5 Vliv AraC na reparaci (24 hod.) CL indukovanych ptsobenim HD
u bunék AA8 a UV-20

Na kazdou kultiva¢ni misku jsme vyseli 2x105 bunék a nasledujici den jsme bunky
ovlivnili pfisluSnou koncentraci HD po dobu 1 hodiny. Poté jsme bunky inkubovali
24 hodin v médiu s nebo bez (viz legenda obrazku) 104 M AraC + 102 M HU.
Pred stanovenim CL kometovym testem jsme bunky na 30 minut ovlivnili 400 pM
SO.
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4.6 Vliv 3-aminobenzamidu na reparaci CL u linie AA8

Sledovali jsme vliv 3-aminobenzamidu (3-AB) na reparaci CL
indukovanych HD u bunécné linie AAS.

Pokud jsme bunky inkubovali 24 hodin bez 3-AB, reparovali vétSinu
bunécného poSkozeni a tedy % T-DNA dosahovalo hodnot cca 70 %,
resp. 60 % u bunék ovlivnénych 5 ptM HD. Pokud byl v pribéhu reparace
pritomen 3-AB, neprojevil se zadnym vyznamnym vlivem na reparaci CL,
tj. % T-DNA nebylo snizeno vibec, nebo jen velmi nepatrné, coz mutizeme

vidét na obrazku ¢. 6.

Obr. &. 6 Vliv3-aminobenzamidu na reparaci CL indukovanych
HD u bunék AAS8
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Obrazek ¢. 6 Vliv 3-aminobenzamidu (3-AB) na reparaci CL indukovanych HD
u bunék AAS8

Na kazdou kultiva¢ni misku jsme vyseli 2x105 bunék a nasledujici den jsme bunky
ovlivnili pfisluSnou koncentraci HD po dobu 1 hodiny. Poté jsme bunky inkubovali
24 hodin v médiu s nebo bez (viz legenda obrazku) 2 mM 3-AB. Pred stanovenim CL
kometovym testem jsme bunky na nékterych miskach (viz legenda obrazku) na 30
minut ovlivnili 400 pM SO.
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5 DISKUSE

V experimentalni casti jsme kromé specificky deficitnich bunécénych
linii, na zakladé drive publikovanych tdaji (MOLLER, 2000), pouzili také
specifické inhibitory polymeracni faze NER AraC + HU a PARP inhibitor 3-
-AB, ktery blokuje BER a ovliviuje pribéh bunécné smrti pfi vysokém
poskozeni DNA.

Podobna studie jiz byla na téchto bunkach provedena i s HD, avsak jeji
autori (MOLLER, 2000) stanovovali zlomy DNA (SB), nikoliv CL. SB
pfi ptisobeni HD vznikaji také, ale jejich detekce je metodami vyuzivajicimi
alkalické rozplétani DNA (tedy i kometovym testem) nemozna, nebot je
maskovana pritomnymi CL, které brani rozplétani DNA.

Sledovali jsme cytotoxicky uc¢inek HD, ktery se projevi inhibici tvorby
kolonii, a porovnavali jej u jednotlivych pouzitych bunécnych linii.
Predpokladali jsme, ze reparacné deficitni bunky UV-5 a UV-20 budou
v dusledku neschopnosti opravovat CL indukované UV zatrenim ke kfizovym
vazbam indukovanym HD citlivéjsi, neZ normalni linie AAS8.

Toto se vSak potvrdilo pouze z ¢asti, nebot linie UV-5 vykazovala velmi
podobnou citlivost jako bunky AA8. Cytotoxicky efekt u AA8 a UV-5 se
projevil pfi koncentraci 0,3 pM HD. Mnohem citlivéjsi pak byla mutanta UV-
-20, pro niz byla jiz koncentrace 0,075 pM HD letalni. Koncentrace 5 pM HD
vedla k indukci takového mnozstvi CL, které jiz nedovolilo rozplétani DNA
ani pri velkém poctu zlomu. Tyto naSe poznatky jsou v souladu s udaji
studie, ve které byly podobnym zpusobem ovlivnény lidské lymfocyty

a keratinocyty (SMITH, 2000).
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Na zakladé téchto vysledkii muzeme usuzovat, ze vysoka citlivost
bunék linie UV-20 Lk ptsobeni HD souvisi s jejich deficitem
v endonukleazové aktivité a tudiz neschopnosti vystfihovat z DNA CL.
Naopak linie UV-5 vykazuje citlivost podobnou bunkam normalnim (AAS),
z ¢ehoz muzeme vyvodit zavér, ze helikaza, v niz je linie UV-5 deficitni, se
na reparaci CL nijak vyznamné nepodili. Vyznamnou ulohu v reparaci tak
muzeme prisuzovat spisSe endonukleazové aktivité.

Dale jsme sledovali miru indukce CL yperitem v DNA a porovnavali ji
u bunécnych linii AA8 a UV-20. V tomto pokusu jsme zjistili, Ze indukce CL
je u obou bunécnych linii srovnatelna, tj. Zze neni u zadné z nich vyrazné
vySS§i. Z toho plyne, Ze rozdilna citlivost bunek AA8 a UV-20
k cytotoxickému pusobeni HD neni zapri¢inéna rozdilnou mirou indukce
poskozeni DNA.

Po ovlivnéni nepoSkozené DNA se hodnota T-DNA pohybovala okolo
90 % a byla pfimo iimérna mnozstvi indukovanych zlomu, nebot rozplétani
DNA v alkalickém prostredi nic nebrani, coz ve své studii prokazal jiz Collins
a kol. (1996, 1997a). Hodnota T-DNA poklesla pfi koncentraci 0,3 pM HD
na cca 70 % a pri ptisobeni 5 ptM HD doslo ke kompletni inhibici rozplétani
DNA, tj. bylo pfitomno takové mnozstvi CL, které jiZ nedovoli vytvoreni
komety, a to ani pfi velkém poctu SB.

Dale jsme sledovali rozsah opravy CL u bunék AA8 a UV-20
po 2 a 24 hodinach reparace a jeji rozdily mezi témito liniemi. Pfitom jsme
podle vysledkti testu inhibice rtistu kolonii ocekavali, ze schopnost (resp.
rychlost) reparace u bunék typu UV-20 bude oproti normalnim bunkam AAS8
znacné snizena v dusledku deficitni reparacni aktivity. Toto se vSak

nepotvrdilo.
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Deficitni bunécna linie UV-20 prekvapivé vykazuje stejny rozsah
a rychlost reparace CL jako bunky AAS8. Z toho plyne, Ze ani endonukleazova
aktivita nehraje zasadni roli pfi reparaci CL a tedy, ze CL nejsou opravovany
mechanismem NER (nukleotidova excizni reparace), coz vSak neni v souladu
s poznatky na bakteriich, kvasinkach a sav¢ich bunkach (MATIJASEVIC,

Po dvouhodinové reparaci bunky neopravily témeér zadné poSkozeni
DNA. To znamena, Ze je tato doba prili§ kratka a pro hodnoceni reparace
nevyznamna. Pokud jsme vSak bunky ponechali opravovat DNA po dobu
24 hodin, zjistili jsme, Ze doSlo k reparaci znacné casti CL. U bunék
vystavenych koncentracim do 1,25 pM HD se hodnota T-DNA dostala
dokonce na uroven kontrol neovlivhénych HD, coZz znaci opravu veSkerého
poskozeni DNA. Pouze u velmi rozsahlého poskozeni bunék, tj. pri ovlivnéni
5 pM HD, neni reparace tak rozsahla.

Nyni jesté zbyva vysvétlit, pro¢ jsou bunky UV-20 mnohem citlivejsi
k cytotoxickym uc¢inktim HD, nez linie AA8, kdyz mnozstvi indukovanych CL
i rychlost jejich opravy je stejna u obou téchto linii. MoZznym vysvétlenim je,
ze vyznamnou roli v toxickém pusobeni HD hraji kromé CL, také
monoaddukty yperitu s adeninem a guaninem a také to, jakym
mechanismem jsou tyto léze reparovany. Je mozné, ze prave monoaddukty
jsou hlavni pric¢inou cytotoxicity HD.

V dalSich pokusech jsme sledovali vliv smési AraC + HU na rozsah
reparace poSkozené DNA nejprve u bunék AA8 a poté i u buneék UV-20.
AraC a HU ptsobi jako inhibitory reparace (NER) ve fazi polymerace.
Pokud pri reparaci mechanismem NER zablokujeme polymeracni fazi

pusobenim AraC, dojde k akumulaci neopravenych reparac¢nich dér,
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které detekujeme jako zlomy DNA (ERIXON, 1979), coz se projevi zvySenim
% T-DNA v ohonu komety. Proto mtizeme predpokladat, ze reparace bude
témito inhibitory ovlivnéna ve smyslu zpomaleni a omezeni jeji aktivity.

Tento predpoklad se podle vysledkil naplnil, nebot jsme v naSich
pokusech zaznamenali naopak pokles hodnot T-DNA. Kdyz jsme bunky
inkubovali 24 hodin v pfitomnosti inhibitorh reparace, bylo mnozstvi
opravenych CL za tuto dobu nizS§i, nez u kontrol inkubovanych
bez inhibitort. Vliv inhibitort reparace byl vyraznéj$i pfi ovlivnéni bunék
vySSimi koncentracemi HD, poc¢inaje 1,25 pM HD.

Z téchto vysledkti usuzujeme, ze inhibitory reparace AraC a HU jsou
u obou bunécnych linii u€¢inné, tj. snizuji mnozstvi reparovanych lézi DNA,
a to u AA8 i UV-20 ve stejné mire.

Poslednim pokusem jsme sledovali vliv 3-AB na reparaci DNA. 3-
-aminobenzamid je specificky inhibitor reparac¢niho enzymu poly(ADP-
-riboza)polymerazy (PARP), u néhoz se predpoklada pozitivni vliv
na mechanismus reparace CL indukovanych HD a tim na pribéh hojeni
koznich lézi zpusobenych CL v DNA buneék.

3-AB ma schopnost ménit pribéh bunécné smrti zasazenych bunék
v podkozi. Brani pfesmyku vyvoje bunécné smrti ze Setrnéjsi apoptoticke
na znacné invazivni nekrotickou. Tento presmyk je charakteristicky
pro rozsahlé poskozeni DNA a jeho inhibice, resp. blokada ve stadiu
apoptozy, muze mit vyrazny kladny vliv na hojeni ran (MAZZON, 2006).
Dalsi studie (MEIER, 1998) dokazuje pozitivni vliv PARP inhibitora na vyvoj
déji probihajicich v bunkach s poskozenim DNA ve smyslu ochrany
bunécnych zasob NAD, ATP a tim zachovani bazalniho metabolismu buné¢k.

Tohoto by bylo mozné vyuzit v terapii koznich 1ézi vyvolanych expozici HD.
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V naSem poslednim pokusu jsme vSak nezaznamenali nijak vyznamny
vliv 3-AB na reparaci DNA poskozené ktrizovymi vazbami ve smyslu inhibice.
Jelikoz mechanismus pusobeni inhibitori PARP neni pfesné znam, je
mozné, ze jejich vliv se projevi vyraznou inhibici reparace DNA pfi pouziti

vy$Sich koncentraci HD.
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6 ZAVER

V této praci jsme hodnotili indukci poskozeni DNA sirnym yperitem,
ktery je fazen mezi zpuchyfujici otravné latky s alkylacnim putsobenim
na DNA, a jeho naslednou reparaci na normalnich - AA8 a reparacné
deficitnich — UV-5 a UV-20 bunécnych liniich ovarialnich bunék krecika
cinského. Tyto bunécné linie jsou deficitni v aktivité specifickych
reparacnich enzymu: helikazy (UV-5) a endonukleazy (UV-20), ¢ehoz jsme
vyuzili pfi sledovani mechanismu reparace bunécného poskozeni yperitem.

Ke sledovani reparac¢nich mechanismu podilejicich se na opravé DNA
posSkozené yperitem jsme dale vyuzili latky pusobici jako specifické
inhibitory nékterych fazi reparacnich procest. Jako inhibitory reparace jsme
pouzili cytosinarabinosid, hydroxyureu a 3-aminobenzamid.

Z presné definovanych vlastnosti mutantnich bunécénych linii jsme
predpokladali, ze budou zvySené citlivé k plsobeni yperitu. To jsme
ovérovali testem inhibice tvorby kolonii a zjistili, Ze mnohonasobné citlivé
jsou pouze bunky UV-20. Naproti tomu vykazovaly bunky UV-5 stejnou
citlivost jako normalni bunécna linie AAS8.

Proto jsme vyloucili moznost, Ze na reparaci kfizovych vazeb se podili
enzym helikaza, v jejiz aktivité je linie UV-5 deficitni. Naopak bylo
pravdépodobné, ze v reparaci poskozeni DNA yperitem hraje vyznamnou roli
endonukleazova aktivita, ve které jsou deficitni bunky UV-20 vykazujici
mnohonasobné vyssi citlivost k yperitu.

Dale jsme sledovali rozdily mezi bunéénymi liniemi AA8 a UV-20

v indukci kfizovych vazeb yperitem, ve schopnosti a rychlosti jejich reparace
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a nasledné vliv inhibitor(1 reparace na jejich schopnost opravovat bunécéné
poskozeni.

Zjistili jsme, ze u obou bunécnych linii jsou tyto procesy srovnatelneé,
tj. mnozstvi krizovych vazeb indukovanych yperitem bylo u téchto bunék
stejné. Krizové vazby DNA jsou efektivné opravovany po 24 hodinach
reparace jak normalnimi bunkami, tak liniemi UV-20 deficitnimi v incizni
fazi nukleotidové excizni reparace.

Z toho vyplynulo, ze ani endonukleaza neni klicovym enzymem
v reparaci kfizovych vazeb DNA. Pravdépodobnym mechanismem opravy
tohoto bunécného posSkozeni tak zustava komplexni proces zahrnujici
homologni rekombinaci DNA.

Vliv inhibitorh polymeraéni faze reparace (cytosinarabinosidu
a hydroxyurey) se prokazal jako pozitivni ve smyslu inhibice reparacnich
procesu v bunkach. Mira inhibice byla opét u obou bunéénych linii stejna.

Tento poznatek nas vedl k zavéru, ze polymerace je nezbytnou soucasti
reparacnich mechanismt probihajicich v bunkach pfi opravé poskozeni
indukovaného yperitem. Z toho opét vyplyva, ze na reparaci DNA se
klicovym zptisobem podili rekombinacni oprava.

Pfi testovani vlivu 3-aminobenzamidu na reparaci DNA, jsme
neprokazali zadné inhibi¢ni pusobeni této latky na opravu bunééného
poskozeni, coz je ovSem Vv rozporu s dfive publikovanymi pracemi,
ale narozdil od jinych autorti jsme pracovali s niz§imi davkami HD, kde se
jesté ucinek 3-aminobenzamidu nemusel nutné projevit.

Tyto zavery jsou vSak pouze predbézné. Je potfeba je ovérit na lidskych
bunkach, nebot reparacni mechanismy, stejné jako jiné nejen bunécné

procesy, probihaji v lidskych bunkach velmi komplexné.
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Z vysledkt této prace vyvstava otazka, zda a do jaké miry jsou prave
kfizové vazby hlavni pfiinou cytotoxicity yperitu. Je pravdépodobné,
ze zejména monoaddukty yperitu s adeninem a guaninem jsou hlavni

cytotoxickou lézi DNA indukovanou yperitem.
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7 SOUHRN

Hlavnim ukolem této prace bylo prostudovat indukci a nasledné
mechanismus reparace posSkozeni DNA sirnym yperitem u specifickych
bunécnych linii v davkové zavislosti a jejich vliv na cytotoxicitu yperitu.

Yperit je zpuchyfujici otravna latka, ktera muliZze byt zneuzita
v lokalnich valec¢nych konfliktech, pfi teroristickych ttocich nebo muze dojit
k nahodné expozici pfi likvidaci jeho zasob.

Yperit vyvolava v interakci s bunkou zavazné alkylacni poskozeni DNA,
které zahrnuje pfimé zlomy vlaken DNA, monoaddukty s adeninem
a guaninem a vznik kfizovych vazeb interakci s guaniny v obou
komplementarnich vlaknech DNA.

V této praci jsme se zamérili na kfrizové vazby a k jejich detekci pouzili
metodu bunécéné gelové elektroforézy (Single Cell Gel Electrophoresis,
SCGE). Tato metoda slouzi k detekci zlomti DNA a jeji pomoci lze hodnotit
poskozeni DNA jednotlivych bunék. V nami pouzité modifikaci metody jsme
u analyzovanych bunék nejdfive indukovali standardni mnozstvi zlomt DNA
styrenoxidem, nebot pritomné krizové vazby brani rozplétani DNA.

Ke studiu mechanismti reparace specifického poSkozeni DNA jsme
s vyvhodou pouzili bunécné linie s jasné definovanymi deficity v urcitych
fazich opravy DNA.

Pro experimenty jsme pouzili linie ovarialnich bunék krec¢ika ¢inského
AAS8 a jejich mutanty UV-5 deficitni v helikazové aktivité a mutanty UV-20
deficitni v endonukleazové aktivite.

Reparace muze probihat nékolika mechanismy. Je to napriklad

nukleotidova excizni reparace jako odezva bunék na pusobeni mnoha
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mutagenu. DalSimi mechanismy jsou bazova excizni reparace odstranujici
z DNA pouze defektni bazi a komplexnéjsi reparace zahrnujici rekombinacni
opravu.

V experimentalni casti této prace jsme pouzili nékolik latek
ovliviyjicich rizné faze reparacnich procesti. Byly to inhibitory reparace
DNA v polymeracni fazi NER: cytosinarabinosid (AraC) + hydroxyurea (HU)
a specificky  inhibitor = poly(ADP-ribdéza)polymerazy  3-aminobenzamid.
Sledovali jsme jejich vliv na opravu DNA.

Navzdory vSem predpokladiim jsme vSak zjistili, ze pro reparaci
bunécného poskozeni vyvolaného yperitem neni vyznamna helikazova
ani endonukleazova reparac¢ni aktivita bunék, ale Ze nezbytnou soucasti
reparacnich procesu je polymerace. Proto jsme usoudili, Ze oprava poskozeni
DNA indukovaného yperitem probiha komplexnim mechanismem
rekombinace DNA.

Neprokazali jsme inhibi¢ni ptisobeni 3-aminobenzamidu na reparaci
kfizovych vazeb v DNA.

Vysledky naznacuji, ze krizové vazby patrné nehraji klicovou roli
v cytotoxicité yperitu. Zda se, 2ze hlavni cytotoxickou 1lézi jsou
pravdépodobné monoaddukty yperitu s DNA, coz je nutné ovérit v dalSich

studiich.
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SUMMARY

The aim of this study was to investigate the induction and repair
mechanisms of DNA damage caused by sulphur mustard in specific cell
lines and their relationship to cytotoxicity of sulphur mustard.

Sulphur mustard is a chemical warfare agent of the blistering agent
category, which can be misused in local conflicts, terrorist attacks
and during liquidation of its storage.

Sulphur mustard is an alkylating agent, which interacts with a wide
range of cellular macromolecules including DNA, RNA and proteins. Sulphur
mustard forms single — strand breaks, monofunctional guanine and adenine
adducts, as well as interstrand cross-links involving the two guanines
in interaction with DNA.

This study is aimed at cross-links. We used the Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE, comet assay) for their detection. It is a method
of evaluation of single cells ambeded in agarose. It is used for detection
of DNA single strand breaks in a single cell.

In our modification of the method we determined cross-links,
which make the alkaline DNA unwinding impossible. That is why we had to
induce a standard number of single strand breaks in DNA by styreneoxide
(at a certain concentration and exposure time) before the comet assay.

We studied DNA repair mechanisms of specific DNA lesions using
specific cell lines with clearly determined deficits in certain phases of DNA

reparation.
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We used Chinese hamster ovary cells, line AA8, and their mutants UV-
-5 deficient in helicase activity and UV-20 deficient in endonuclease activity
of DNA repair for our experiments.

There are several repair mechanisms possible for DNA damage:
e.g. nucleotide excision repair (NER) as a response to action of many
mutagenes, base excision repair (BER) which removes only one defective
base and more complex recombinant repair.

In the experimental part of this study we also used several agents
affecting particular stages of reparation processes. These were inhibitors
of polymerisation phase of NER cytosinarabinoside (AraC) + hydroxyurea
(HU) and specific inhibitor of poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) 3-
-aminobenzamide (3-AB). We observed their affect on reparation processes.

In contrast with our hypothesis we found out that neither helicase
repair activity, nor endonuclease repair activity of deficient cell lines play
significant role in DNA reparation processes, but that necessary part
of these processes is polymerisation of DNA. This is the reason why we came
to a conclusin that DNA damage caused by sulphur mustard is repaired
by recombination.

But we did not prove the inhibition affect of 3-aminobenzamide on DNA
reparation processes.

Results suggest that interstrand cross-links do not play an important
role in the cytotoxicity of yperite. It seems that the main cytotoxic lesions
are more likely monofunctional adducts of sulphur mustard with DNA

adenines and guanines. This must be verified in subsequent studies.
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