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1. Souhrn

Moznosti priatokové cytometrie v analyze reakce buék na genotoxicky stres

Pritokova cytometrie je moderni metoda analyzy imunofgpu a funknich
charakteristik bugk. Je to technika kvantitativni analyzy jednéilky ktera k detekci vyuziva
optickych vlastnosti butk unaSenych v proudu nosné kapaliny stanovenychisham laseru.
Analyza a rozliSeni buwhk je zaloZzena na jejich velikosti, granul&ita zdali bika nese
fluorescerini molekulu ve formd konjugované protilatky, nebo fluores¢eiho barviva. Biky
mohou byt zn&ny fluorescetnimi barvivy, inkubovany s fluorogenimi substratyznaeny
fluorochromy konjugovanymi protilatkami specifickyrk molekuldm na povrchu nebo uunit
buriky. Pritokové cytometry jsou multiparametrické, zaznameajiav nekolik méfeni z jedné
buiiky. Z tohoto dvodu jsme schopni identifikovat homogenni subpagiuleheterogenni populaci
burgk.

Buriky vystaveny psobeni genotoxickych agens reaguji kvantit&tivan kvalitativre
v zavislosti na absorbované davce adsngm typu. S cilem vygadat se s posSkozenim l&iné
DNA dojde k aktivaci ddasné zastavy bedné cyklu a mechanisimodpowdi na poskozeni DNA,
jez poskytnou nezbytnyas k jeji @inné opra¥. Za situace kdy tyto mechanismy selZou, nebo
po3kozeni DNA je neopravitelné, dojde k B&mé smrti apoptdzou, nebo je indukovana stresem
indukovana fedtasna senescence. Ze viechitypskozeni DNA jedstavuji dvouvlaknové zlomy
DNA (DSB) nejvice nebezpaou formu. V molekularni odpédi na vznik DSB dojde k rychlé
fosforylaci serinu 139 v C-terminalni oblasti malgk H2AX aktivitou proteinkinas z rodiny
fosfatidylinositol-3 kinas (PI3K) zahrnujici ataxialangiectasia mutated (ATM), ATR (ATM a
Rad3-related protein) a DNA-dependentni proteiragin(DNA-PK). Histon H2AX fosforylovany
na serinu 139 je oztavan jakoyH2AX, jeho tvorba dosahuje maximdilgizn¢ 1 hodinu od
vzniku DSB a je jednim z n&gsrEjSich &ja v odpowdi na poSkozeni DNA.

Cilem nasi prace bylo kvantifikovat DSB vivo a in vitro, zmény burééného cyklu,
apoptdézu a senescenci indukovanou genotoxickymmsageuzitim vybranych metod itokové
cytometrie. Jako genotoxickd agens jsme pouzilizigici z&eni, cisplatinu, mitoxantron a
vanadocen dichlorid. Studie byla pro¥ad s pouZzitim rozdilnych prototipburék: potkani a
lidské lymfocyty, mesenchymalni kmenovéiky, leukemické bu&né linie HL-60 a MOLT-4.

Imunofluorescetni analyza yH2AX ptestavuje spolehlivou a citlivou metodu pro
kvantitativni stanoveni DSB DNA. NaSe vysledky ukiaz Ze kvantifikace vznikuyH2AX
v potkanich lymfocytech periferni krve 1 hodinu ocmkz&eni tvdi c¢asny screeningovy
biodozimetricky nastroj pro stanoveni obdrzené gaséotloveho nebo hrudniho oEni. Tato
metoda nize pomoci Iékaim k odhadu organismem obdrzené davikieraa na zakladvysledki
tak poskytnout ozénym osobam odpovidajici typ lékké intervence s cilem zlepSit vysledek
lécby kazdého jednotlivce. Vzestup tvorp2AX v potkanich lymfocytech periferni krve byl 24
hodin od celatlového a hrudniho o#éni potkad doprovazen davkeavzavislou leukopenii a
lymfopenii.

Mesenchymalni kmenové #ky reaguji na ionizujici zéni stresem indukovanou
senescenci bez indukce apoptdzy, a to ani po vgbo#lvkach gama #ni. V kratkémease po
ozdeni se v mezenchymalnich kmenovychikach tvdi ohniska yH2AX indukovanid DSB.
VétSina DSB je reparovan&lem 24 hodin, kdy zarosievymizi nejvice ohnisekH2AX. Bylo
zjisteno, Ze fosforylace H2AX je zéavisla na ATM kinasehibice ATM pomoci KU55933 zcela
potliila vznik ohnisekyH2AX. Analyzou bur¢ného cyklu jsme zjistili, Ze v odp&di na gama
ozdeni doSlo k akumulaci bdk v G2 fazi bugeéného cyklu. Pozorovali jsme vzestyp
galaktosidasy spojené se senescenci za pouZitbfaoniho substratu a cytochemie.

NaSe vysledky ukazaly cytotoxicky efekt vanadodéhloridu na leukemické kiky a
bohuZel také na lidské lymfocyty periferni krve. nddocen dichlorid indukuje apoptézu u
leukemickych buik, avSak indukce apoptdzy je nizSi nez sgbeni cisplatiny. Pozorovali jsme
linearni davkov zavisly vztah mezi davkou vanadocen dichloridu @sfdrylaci H2AX
v leukemickych bitkach HL-60 1 hodinu odifglani vanadocen dichloridu. Data naang Ze
cytotoxicky efekt vanadocen dichloridu na leukendidiiiky miZze bytéast&né zprostedkovan
tvorbou DSB.



2. Summary

Possibilities of flow cytometry in analysis of celilar response to genotoxic stress

Flow cytometry is a modern tool for interrogatirge timmunophenotype and functional
characteristics of cells. It is a technique of ditative single cell analysis that works by sensing
optical properties of cells in a flow stream widsér beam. Analysis and differentiation of thescell
is based on size, granularity, and whether theisahrrying fluorescent molecules in the form of
either conjugated antibodies or dyes. The cells beystained with fluorescent dyes, incubated
with fluorogenic substrate or labelled with fluohoome-linked antibodies specific for molecules
either on the surface or in the intracellular comgmds of the cell. Flow cytometers are
multiparameter, recording several measurementsoh eell. Therefore, it is possible to identify a
homogeneous subpopulation within a heterogenequglgtion of cells.

When cells are exposed to genotoxic agent, thgyorek quantitatively and qualitatively
according to the absorbed dose and the cell typecdpe with the resulting damage to cellular
DNA, the temporary cell-cycle checkpoints and DN&nthge response mechanisms are activated
to allow more time for effective repair. Howevef,these mechanisms fail or the damage is
irreparable, then cell death via apoptosis or stmreduced premature senescence is induced.
Among the different types of DNA damage, DNA doulsteand breaks (DSB) are the most
detrimental type of DNA lesions. In molecular aglsponse to DSB, the conserved C-terminal tail
of histone H2AX becomes rapidly phosphorylatedeaing 139 by phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)-like kinases family, including ataxia telaaegtasia mutated (ATM), ATR (ATM and Rad3-
related protein), and DNA-dependent protein kind38A-PK). The serine 139 phosphorylated
histone H2AX is denoted a$12AX, its creation peak approximately 1 hour afl3B formation
and is one of the earliest known event involveBA damage response pathway.

The aim of our work was to quantify DSB vivo and in vitro, cell cycle changes,
apoptosis and senescence induced by genotoxicsagging selected flow cytometry methods. We
used ionizing radiation, cisplatin, mitoxantroned aranadocene dichloride as genotoxic agents.
Experiments were performed using diverse prototgbecells: rat or human lymphocytes,
mesenchymal stem cells, leukemia cell lines HL+460 KIOLT-4.

The immunofluorescence-based detectiopH2AX is a reliable and sensitive method for
guantitatively measuring DNA DSB. Our findings icdie that quantification afH2AX formation
in rat peripheral blood lymphocytes 1 hour fromadiation make an early screening biological
dosimeter for analyzing received dose of whole-bodyhoracic radiation. This tool might help
clinicians estimate received dose of radiation tganism and in consequence based on the results
provide appropriate types of medical interventionitradiated persons for optimal individual
outcome. An increase in formation oH2AX in rat peripheral blood lymphocytes was
accompanied by dose dependent leukopenia and Iymepla 24 hours following whole-body and
thoracic irradiation of rat.

Mesenchymal stem cells respond to ionizing radmatly stress-induced premature
senescence without induction of apotosis, everr difigh doses of gamma radiation. Quickly
following irradiation DSB-inducedH2AX foci are formed in mesenchymal stem cells. d/fidy of
DSB lesions are repaired within 24 h when mgst2AX foci have disappeared. The
phosphorylation of H2AX was found to be ATM depenidd he inhibition of ATM by KU55933
completely abrogates the formation gi2AX foci. Using cell cycle analysis we found that
mesenchymal stem cells are preferentially accumdlanh the G2 phase of the cell cycle in
response to gamma irradiation. We observed increasenescence-associatpdjalactosidase
activity using fluorogenic substrate and cytocheimis

Our findings showed cytotoxic effect of vanadocehehloride on leukemia cells, but
unfortunately on human peripheral blood lymphocytsswell. Vanadocene dichloride induces
apoptosis in leukemia cells; the induction is, heerelower than that of cisplatin. A linear dose-
response relationship between vanadocene dichla@e and phosphorylation of H2AX in
leukemia cells 1 hour after vanadocene dichloridatinent was observed. The data indicate that
cytotoxic effect of vanadocene dichloride on leulkemells can be particularly mediated by the
formation of DSB.



3. Uvod do problematiky

Bunky vystaveny psobeni genotoxickych agens fyzikalni nebo chemigdavahy
(ionizujici z&eni, cytostatika, reaktivni formy kysliku a dusi&Mogenniho nebo endogenniho
puvodu) vykazuji intenzivni poSkozeni DNA charaktexiané poSkozenim nukleovych bazi,
intramolekularnim zegdvanim vlidken DNA s jadernymi bilkovinami, jednad@ouretézcovymi
zlomy DNA a dalsi (Khanna et al. 2001). Typ a rézgaSkozeni genetické informacenky zavisi
jak na druhu a délcetipobeni genotoxického agens, tak na vnimavosti dabéaré¢ného typu
kjeho pisobeni. Za nejzava&si formu poskozeni jaderné DNA se povazuji dvojité
(dvouvlaknové) zlomy dvousSroubovice DNA (doubleastt breaks, DSB). Jiz jeden DSBiie
vyvolat buré¢nou smrt, pokud neni reparovan. Ztrata kontinuitgzimfragmenty DNA a
centromerou &hem mitdzy niZze vyustit v deleci velké€asti genetické informacergndSené do
dceinych burgk. Pokud nejsou spragropraveny, DSB mohou #pobit zngény v sekvenci DNA,
chromosomalni translokace, genetickou nestabiitentuel® neoplastickou transformaci tiky.
Neni tedy pekvapenim, Ze bwtina odpo¥d na poskozeni DNA afpdeviim DSB jfedstavuje
sofistikovany soubor molekularnich reakci vedoudictetekci DSB (Jackson 2002).

Po detekci poSkozeni DNA dojde k aktivaci proleim rodiny tzv. serin/threonin
proteinkinas fibuznych fosfatidylinositol-3 kinase (PI3K): ataxt&leangiectasia mutated (ATM),
ataxia-teleangiectasia a Rad3-related (ATR) a y&t&E podjednotky DNA-z4vislé proteinkinasy
(DNA-PKcs) (Shiloh et al. 2003). O tom, ktera kiadsude pednost® aktivovana, rozhodne typ
po3kozeni genomu, doba od vzniku poSkozeni, dribeatum misobiciho genotoxického agens.
Tyto kinasy déle aktivuji slozitou, do dnes stadezela prozkoumanoutstéfektorovych molekul,
které ve vzajemné interakci sotesfuji své aktivity v zavislosti na typu tgdnostiné signalni
drdhy ve smru: opravy poskozené DNA, zastavy Bamého cyklu, indukce senescence nebo
apoptozy.

Prace se zaghila na detekci dvouvldknovych zlamDNA, zmeEn burééného cyklu a
apoptozy po fisobeni genotoxickych agens, zejména ionizujicitteréacisplatiny a vanadocen
dichloridu, pomoci vybranych metod ftiokové cytometrie. Ke studiu byly pouZityazné
modelové typy bu¥k, nadorové butné linie, mesenchymalni kmenovétky a lymfocyty
izolované z periferni krve.

3.1. Histon H2AX

Z&kladni jednotka chromatinu je nukleosom. Kazdkleasom obsahuje oktamer histipn
jednu molekulu spojovaciho histonu H1, ktera nenkésti histonového oktameru, usek DNA o
pramérné délce 200 bp (146 nukleotidovych pf omotano kolem jadra nukleosomu amérné
50 nukleotidovych péir spojuje sousedni jadra nukleosgmktery tvai dw otaky (dva zavity)
kolem histonového oktameru. Histony jsou relatimmalé proteiny, jejich molekulova hmotnost je
mezi 11 kDa (H4) - 15 kDa (H3) s vysokym obsahemdkt nabitych bazickych aminokyselin
lysinu a argininu. Na zaklagdponera argininu k lysinu, velikosti a naboje se rozliS&edruha
histoni, H1, H2A, H2B, H3, H4. Obsah histbfe v buice zn&ny, kolem 60 milioi molekul od
kazdého typu v jedné hoe a jejich celkovd hmotnost jeilizné stejna jako DNA samotné.
Histonovy oktamer je twen histonovym tetrametrem (H3H4), a d¥ma dimery H2A a H2B.
Flexibilni (volné) N- a C- termindlni konce histoproclavaji cetné posttranstai modifikace.
Jedna se o fosforylaci, methylaci, acetylaci, Al®silaci, biotinylaci, nebo nakonec degraaia
ubikvitinaci. Tyto modifikace zjsobuji Festavbu chromatinu a tak t¥cepigeneticky regutani
mechanismus, uplatjici se jak v normalnich, tak patologickych B&mych procesech.
Epigenetické zrny ovliviuji nejen selektivni proceszeni exprese génnutnych nafiklad pro
buré¢nou diferenciaci, ale i expresi gemutnych pro reparaci DNA (Ramakrishnan 1997,
Rez&ova et al. 2011, Alberts et al. 1994).

Histon H2AX tvai 2-25 % z celkového mnozZstvi histonu H2A, mnozgiliezi na typu
organismu nebo typu studovanych Bkmap. v normalnich lidskych fibroblastech je to cca%
2 % v lymfocytech nebo hikach HelLa. Podolkinjako ostatni histonové proteiny obsahuje H2AX
centralni globularni doménu a dva voln&tiiokonce, tzv. N-terminalni serinovou a C-termimaln
tyrosinovoucast, ol¢ predstavuji misto pro posttransta modifikace. \étSina €chto modifikaci se
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déje na N-konci, vyznamni na C-konci a maji specifické funkce v metabolisAINA a pro
zpristupréni poSkozené DNAdhem jeji reparace (Pinto et al. 2010).

Vznik DSB 1izného fivodu them rékolika minut (s maximem ~ 30 az 60 minut) spousti
v okoli zlomu fosforylaci histonu H2AX. Fosforylagejména zprogtdkovava aktivovana ATM
proteinkinasa, a to na serinu 139, ktery jec¢asti SQ domény v C-terminalni oblasti molekuly
H2AX (Rogakou et al.1998, Burma et al. 2001). Viglsti na induktoru DSB f¥e fosforylaci
zprostedkovavat také Rad3-related proteinkinasa (ATR)ryfauet al. 2003) a DNA-zavisla
proteinkinasa (DNA-PK) (Park et al. 2003). loniziih z&enim indukované DSB vedou
k fosforylaci H2AX zejména prosgdnictvim ATM kinasy (Bekker-Jensen et al. 2006p, p
pasobeni UV z&eni nebo replikéniho stresu se naopak upilaie ATR kinasa (Zhou et al. 2000).
DNA-PK je zodpo¥dnad za fosforylaci H2AX &hem fragmentace DNA jakoZto ¢jd
charakteristického pro fipéh apoptdzy, zatimco ATM kinasa se na tomto proocegéto fazi
reakce bugk na genotoxicky stres nepodili (Mukherjee et BD&). Fosforylace histonu H2AX se
Siti po sousednim chromatinu za vzniku loZisek, daykte se rekrutuje celdada proteit
souvisejicich s repataimi a smrticimi pochody (Rogakou et al. 1998). Mabteiny, které se
kolokalizuji syH2AX pati NBS1, 53BP1, MDC1, BRCA1, MRE11, Rad50, Rad 5ip &0,
HDAC4 (Kinner et al. 2008). Ulohachto proteiri v burééné odpodi na DSB se lisi. Proteiny
MRE11 Rad 50 a Nbsl vytigi funkéni komplex, ktery psobi jako senzor pro detekci DSB a
stabilizuje volné konce DNA. Histonacetyltransferdsp 60 a histondeacetylasa HDAC4 moduluji
acetylaci chromatinu a oviiwji rozvolreni terciarni struktury DNA. Proteiny 53BP1 a MDC1
pasobi jako adaptorové molekuly a zpresikovavaji interakce ostatnich profeis poSkozenym
mistem Rez&ova et al. 2011).

Stanoveni fosforylovaného histonu H2AX je mozné Aiyyako indikatoru fitomnosti
DSB v DNA buiky. Paiet molekul fosforylovaného histonu H2AX odpovid&toDSB, jedna se
tedy o znak, ktery nam poskytne obraz jak kvalitdti(pfitomnost nebo néfiomnost DSB), tak
kvantitativni (rozsah DSB v genomuitky). Amplifikace signalu, kdy vznik jednoho DSB ed
k fosforylaci giblizné¢ stovek az tisit molekul H2AX, umo#uje velmi citlie stanovit rozsah
vzniku DSB v DNA eukaryotni kiky (Rothkamm et al. 2003). Ke vzniku DSB vyvolaeagh
tvorbu yH2AX dochazi také v gibéhu apoptézy. Bhem apoptozy je fosforylace H2AX obvykle
znan¢ masivni, v jate vykazujici pan-nuklearni charakteristiku (Soéieal. 2009).

3.2. Zastava buréného cyklu

Savi buika disponujeiznorodymi mechanismy k udrZeni genetické integriypisobeni
genotoxickych agens. Tyto mechanismy jgasto primart zavislé na déasné zastavbuns¢ného
cyklu v G1, S a G2/M kontrolnich bodech. Zastavalifarace poskytne nezbytn§as k opra¥
poSkozené DNA, zabranirgneseni poSkozené genetické informace dalbdedinych, jez by
mohlo mit za nasledek rozvoj nddorového bujeni.

Burgény cyklus je kontrolovan edevSim pomoci komplexu regétdch serin/threonin
specifickych proteinkinas (cyklin-dependentni kinaddk) a cyklinu. Cdk jsou enzymy kinasy,
které fosforyluji serin a threonin na jinych proiech, a tim je zpravidla aktivuji. Cdk jsou aktivni
pouze v pipadt, kdyZ jsou navazany nadité cykliny za vytvéeni komplexu Cdk-cyklin (cyklin
dependentni — cyklin zavislé). Pro cykliny je clikdeaistické, Ze jsou druhgvexprimovany
v zavislosti na fazi butného cyklu. Podileji se nannostech, které jsou rozhodujici prailpth
resp. zastavu bgtného cyklu (Jeffrey et al. 1995).

V sowasnosti je popséno ¢kolik mechanism, které reguluji aktivitu komplexu
Cdk/cyklin v pifibéhu burgéného cyklu. Prvnim mechanismem je regulace expkeenagiklad
exprese cyklinu typu D je regulovanéitpmnosti, nebo absenci mitogennidistovych faktoi
(Matsushime et al. 1991). Za druhé, v opaku k mguwyntézy cyklif, existuje aktivni regulace
jejich degradace pomoci ozfeai cyklinu ubikvitinem a nasledné degradace vgasdomu (Peters
1998). Cdk/cyklin komplex musi byt aktivovan Cdkaktivatni kinasou, ktera fosforyluje Thr
zbytek na molekule Cdk (Fisher et al. 1994). Naopsteré aminokyselinové zbytky v molekule
Cdk musi byt defosforylovany. Tento proces je Zrajgn jednak inhibici witych kinas
(Weel/Mytl) a aktivaci fosfatas (znamé jako Cdc25BAa C). Koneéng¢, aktivita komplexu
Cdk/cyklin je kontrolovana dalSimi protein-protemerakcemi mezi Cdk, komplexy Cdk/cyklin a
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proteiny znamymi jako inhibitory cyklin/Cdk (CKIgMorgan 1995). CKlis se roZhlji na dw
skupiny, jedna skupina zahrnujeeny rodiny Cip/Kip: p21AF/C® p27P1 a p5¥72 jenz se jevi
jako universalni inhibitory aktivity komplexu Cdkhdin. Druhou skupinu tvid inhibi¢ni proteiny
rodiny Ink4: p16™ % p18V p1gV*c g p1d™* Tyto ¢tyii proteiny inhibuji cyklin D
asociované komplexy s Cdk4 a Cdk6. CKIs mohou byhiZ regulovany. Naifklad p21#F/ciPt
byl identifikovan na podklatitoho, Ze protein p53 e indukovat jeho expresi (El-Deiry et al.
1993, Vavrova &ez&ova, 2011). Z tohotottvodu je dnes povazovan za jeden z efékfuf3 —
zprostedkované zastavy b&mého cyklu po fisobeni genotoxického agens (El-Deiry et al. 1994).
Centralnimi komponentami ttkZitymi pro zastavu buwdného cyklu po fisobeni
genotoxickych agens jsou jiz znifre ATM a ATR proteinkinasy. KideZitym substrdtm ATM a
ATR proteinkinasy pdt checkpoint kinasy. Checkpoint kinasy 1 a 2 (Chk1Chk2) jsou
serin/threoninové kinasy fosforylované ATM a ATRominkinasami v odp@&di na genomové
posSkozeni. Jejich aktivace pomoci fosforylace degetlateni funkce fosfatas rodiny Cdc25.

3.3. Poskozenim DNA indukovana apoptéza

PoSkozenim jaderné DNA jequnostl aktivovana vnini, neboli mitochondriélni cesta
apoptézy. Vnitni cesta apoptézy je aktivovand fosforylaci prateip53 a vzestupem
proapoptotickych ¢lend rodiny Bcl-2. Rodina protein Bcl-2 kontroluje permeabilitu
mitochondrialni membréany, bylo identifikovano vie& 20¢lent a cli se do ti skupin na zaklad
funkénich a strukturnich kriterii. Skupinu Ferstavuji antiapoptotické Bcl-2-like faktoryegditi:
Bcl-2, Bcl-x, Bel-w, Mcl-1, A1/Bfl1, Boo/Diva, Nrf3, a Bcl-B. ¥eobec# obsahuji 4 kratké BH
domény: BH1-BH4, a&tSina obsahuje C-koncovou transmembranovou donkéend je zarduje
na cytoplasmaticky povrch rogtiych intracelularnich membran cetrg mitochondrii a
endoplazmatického retikula. Skupina Il zahrnujeapaptotické Bax-like faktory smrti: Bax, Bak,
a Bok/Mtd, které postradaji N-koncovou doménu Bk, obsahuji ostatni BH domény. Skupinu
Il tvoii proapoptotické BH3-onlies, maji jen doménu BH3d,Bad, Bik, Bim, Blk, Bmf, Hrk,
Bnip3, Nix, Noxa, Puma, a Bcl-G (Cory et al. 200Byoapoptotické a antiapoptotické proteiny
rodiny Bcl-2 se setkavaji na povrchu mitochondkdie reguluji uvolini cytochromu c. Cytochrom
¢ spolu s Apaf-1 za aktivace prokaspasy-9 na kaspasg/tv&i komplex nazyvany apoptosom.
Kaspasa-9 aktivuje exetwi kaspasy (fedevsim kaspasu-3) a dojde k vlastnimu apoptotiagkém
procesu (Hill et al. 2004).

3.4. Stresem indukovana ped¢asna senescence

Alternativnim typem odpadi nékterych druli burék na genotoxicky stres je vstup do
stavu stresem indukovanéegkasné senescence (SIPS)nBuzastavaji zivé, metabolicky aktivni
po mnoho tydf, nedli se, dojde k permanentni a nevratné za&stawscného cyklu. Fenotyp
senescentnich bk zahrnuje zrény v morfologii buiky, buiky jsou WtSi, dojde Kk jejich
tvarovému zplogni a vzAstu granularity cytoplasmy. Dochazi ke &ém ve struktte
chromatinu, néasledované Zmami ve sloZeni exprimovanych genbuiky ztraci schopnost
reagovat na mitogenni stimuly, zvySi se biogeneitectmondrii a lysozori, vzroste expresg-
galaktosidasy (Dimri et al. 1995).

3.5. Vanadocen dichlorid

Vanadocen dichlorid (dichloro-bigg-2,4-cyklopentadien-1-yl) vanad je stemina ze
skupiny metallocendihalogeridskladajici se ze dvou cyklopentadienovych arorkg@tic kruhi
mezi nimiz je koordinovarttyimocny (+IV) vanad pentahaptickow) vazbou. Vanadocen
dichlorid je v dne3ni dabintenzivré studovan pro své potenciélni cytostatické a karstatické
acinky.



4. Cile disert&ni prace

Cilem naSi prace bylo prostudovat moZnosiitqkové cytometrie v kvantifikaci bétiné

odpodi na genotoxicky streés vivoain vitro. Detekovali jsme zgmy souvisejici s rozpoznanim
poSkozeni DNA a naslednou kignou reakci. NejzavaZjsim poSkozenim jaderné DNA iiky je
vznik dvouvlaknovych zlorin DNA. Buiika se snazi poSkozeni DNA reparovatasmou zastavou
burg¢ného cyklu, je-li poSkozeni nereparovatelné dockdzdukci apoptdzy, nebo senescence.

Jednotlivé cile byly stanoveny takto:

Kvantifikovat znény v mnoZstviyH2AX v lymfocytech izolovanych z periferni krve 1 h
od celotlového a lokdlniho ozani potkad v zavislosti ha davce ionizujiciho feai
pro (Eely biologické dozimetrie.

Objasnit rozdily ve vyskytwH2AX v populaci lymfocyti po celoélovém a lokalnim
ozd&eni, kinetiku reparace radi@ho poskozeni podle vymizeniH2AX a moZnost
odloZzené analyzyH2AX.

Stanovit zmdny v paitu perifernich lymfocyt 24 hodin od celétového a lokalniho
oz&eni potkaf ve vztahu k davkam #éni pouzitym pi kvantifikaciyH2AX.
Prostudovattasovou a davkovou zavislost vznikti2AX in vitro v mesenchymalnich
kmenovych biikdch po fisobeni ionizujiciho Zé&ni samostat) nebo v kombinaci s
inhibici ATM kinasy.

Stanovit, jak expozice ionizujicimu iedi ovliviuje distribuci mesenchymalnich
kmenovych bugk v bureéném cyklu v kontextu obdrzené davkyasu od ozéeni.

Objasnit kinetiku rozvoje senescence pomoci kvikatie aktivityp-galaktosidasy spojené
se senescenci u mesenchymalnich kmenovyctkipmozdeni.

Zhodnotit pomoci pitokové cytometrie, zda inhibice ATM kinasyghHem ozéeni ovlivni
distribuci mesenchymalnich kmenovych Bkin buré¢ném cyklu.

Objasnit, zda potencialni protinadorova latka vawcad dichlorid indukuje davkév
zavisly vznikyH2AX a apoptoézu u leukemickych btlnHL-60 v porovnani s klasickou
cytostatickou latkou cisplatinou.

Zjistit, jestli potencialni protinadorova latka \atocen dichlorid &inngji indukuje
apoptézu u maligh transformovanych T-lymfocyt linie MOLT-4, nebo u zdravych
lidskych lymfocyti izolovanych z periferni krve v kontrastuspbenim cisplatiny.
Stanovit velikost mitoxantronem indukované apoptazy-lymfocytarni leukemické linie
MOLT-4 za inhibice ATM kinasy a MEK1/2 kinas



5. Material a metody
5.1. Zvirata

V experimentech na zdtech byly pouZity samice potkana kmene Wistar ikv&@PF
(specific pathogen-free), (VelaZeska republika), o hmotnosti 210 — 250 g. Potkghidmovani v
klimatizovanych mistnostech #zenou teplotou a vlhkosti vzduchu. Cykly¢a a tmy se
pravidelré stidaly vzdy po 12 h. Standardni laboratorni dietla fpptkarim dostupnéad libitum
Veskeré pokusy provédé na potkanech byly schvaleny Komisi pro labordtaviiata FVZ UO v
Hradci Kralové. Kazda experimentalni skupina zahate 6-9 z\ifat.

5.2. Burgéné kultury a kultiva éni podminky

Lidské buiky promyelocytarni leukemie HL-60 byly ziskany z@pské sbirky bustnych
kultur (European collection of animal cell culture¥elka Britanie). Biiky HL-60 byly
kultivovany v Isko¥ modifikaci Dulbeccova media, IMDM (Sigma-AldrictSA) s gidavkem 20
% fetalniho teleciho séra, 2 mM L-glutaminu, 100mdIpenicilinu a 100 pg/ml streptomycinu
(vS8e od Sigma-Aldrich, USA). Biky byly kultivovany ve viteném inkubatoruip 37° C a v
kontrolované 5% C@atmosfée. PasaZovani bek bylo provadno pravideld, vzdy kazdé dva az
tii dny fedsnim na koncentraci 2 x 1®unsk/ml media. Buiky byly positany v Tiirkoe roztoku s
pouzitim Birkerovy korirky (hemocytometru); integrita b&mné membrany byla sledovana
pomoci barveni trypanovou midd Ve vSech experimentech byly pouZitynky, které prosly
pasazemi maximaténdvacetkrat.

Potkani lymfocyty pouZité v experimentech byly a@iny z periferni heparinizované krve
pomoci gipravku Histopaque-1077 (Sigma Aldrich, USAeg® dle instrukci ndvodu vyrobce.
Zbylé erytrocyty v pelétbursk byly lyzovany pomoci EasyLysé' (Dako Cytomation, Mmecko)
dle instrukci ndvodu vyrobce.

Mesenchymalni kmenové tky (MKB) byly izolovany z periodontalniho ligamenta
(KBPL) kolektivem Ustavu histologie a embryologi€ UK v Hradci Kralové. V3echny kmenové
buiky studované v rdmci zde uviych experimerit byly piipraveny v poZzadovaném mnoZstvi
pracovniky Ustavu histologie a embryologie LF UkKiradci Kralové dle standardnich opérich
postup laboratde tk&ovych kultur Ustavu.

KBPL byly izolovany z tetich molaéi ziskanych od zdravych d@r¢2 Zzeny a 1 muz,
pramérny vk darai byl 19 let). Teti molary byly extrahovany z ortodontickyctivadi, nebo pro
zdravotni problémy, které vyvolavaly paciemt Extrahované periodontalni ligamentum bylo ze
zubu separovano, promyto PBS a pak podrobeno disogisobenim kolagenasy (Sevapharma,
Ceska republika) a dispasy (Invitrogen, USA) po d@bumin. Po nasledné centrifugaci (600 G, 5
min) byla ziskana peleta btk

Podle standafdEtické komise Lékiské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové dal
darci, gipadrg jejich zakonni zastupci informovany souhlas séoeiim biologického materialu
k experimentalnim delam.

KBPL byly kultivovany v 5% atmosfé CG pti 37° C v mediu pro lidské mesenchymalni
kmenové biikky (Soukup et al. 2006) slozeném z alfa-MEM (Imiten, USA) s nizkym 2%
obsahem fetélniho teleciho séra (PAA, USA), s obisah0 ng/ml epidermalnihdstového faktoru
(PeproTech,USA), 10ng/ml platelet-derived growtlstdau (PeproTech), kyseliny L-askorbové
(Sigma-Aldrich, USA), 2% L-glutaminu (Invitrogen, S4), ATB penicilin/streptomycin
(Invitrogen, USA) a gentamycin (Invitrogen, USAgpxamethason (Sigma-Aldrich, USA). KBPL
byly nejprve kultivovany v primokuliie po dobu 5-7 dn(KBZP 3-5 dri) v kultiva¢nich lahvich
Cell" surfac€ (Sarstedt, USA). Neadherentniiy a zbytky nedisociovanych tkani byly 24 h od
inokulace busk odmyty pomoci PBS. Po néasledné kultivaci byl\éehto lahvich selektovany
malé kolonie kmenovych bek, pomoci roztoku trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
disociovany a jiz vhomogenni suspenzi KB nasazdayhk:Zznych kultiv&nich lahvi (TPP,
Svycarsko nebo NUNC, Dansko). Kazda z nasledujipasazi byla provedenai mlosazeni 70%



konfluence. V experimentech byly vZdy pouZity jEsné pasaze (KBPL 3 - 6). VZdy kaziyrty
den od oz#eni bylo gidanocerstvé kompletni kultivani medium.

5.3. Oz&ovani

Exponencialay rostouci bitky v suspenzi o koncentraci 2 x *1Bunsk/ml, kultury
adherentnich subkonfluentnich (konfluence 50 — §(ealiferujicich bugk tvoricich monolayer
v denzit 10 000 busk/cn? byly v kultivacnich lahvich, zkumavkach nebo Petriho miskach (TPP,
Svycarsko nebo Nunc, Dansko) tedy [ pokojové teplat s pouZitim gama #&e *°Co (Chirana,
Ceska Republika) davkovymiigonem 1 Gy/min, ve vzdalenosti 1 m od zdroje. Ré&eni byly
lahve s biikami umistény do inkubatoru $ 37° C se zvySenym 5% obsahem LC® riznych
¢asech od ozéni byly odebréany islusné alikvotni¢asti burk v suspenzi, fipadré buiky
uvolnény od kultiva&gniho povrchu odstr&nim media, dvojmocnych iofnta pisobenim proteas,
trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, USA) nebo Accutase ¢amproteolytickych a kolagenolytickych
enzymi, PAA, Rakousko).

Samice potkana kmene Wistar byly feady celotlové (0,5-10 Gy) nebo lokatna oblast
plic (5-30 Gy). K celatlovému oz#eni byl pouzit kobaltovy gama & - *°Co (ChiranaCeska
Republika) s davkovym tfkonem 0,5-1 Gy/min ve vzdalenosti 1 m od zdroje.ptvedeni
celotlového ozéeni bylo pouzito kulatého boxu z plexiskla, kdézeme ozsovat 10 zufat
najednou bez anestézie.

Lokalr¢ ozaovana zviata byla oz#éovana v lehké anestézii i.m. (Narkamon 10 mg/kg a
Rometar 1,2 mg/kg, Bioveta(eska republika), upoutana na prkénko (po jednor@)5zm
davkovym pikonem 2,5-4 Gy/min pomo&fCo (ChiranaCeska Republika) gamaiiée. Lokalni
oz&eni Siroké v piméru 3 cm bylo provedeno na hrudniku v oblasti pistatni partieda zvirete
byly kryty 10 cm silnou vrstvou olova, cozZ zreduktty dopadajici davku ¥éni na zhruba 2-3 %
davky obdrzené na hrudnik bez kryti (Osterreichierale 2004). S kontrolnimi zkdty bylo
zachazeno stefnale nebyly ozény.

5.4. Cytostatika a inhibitory

V experimentech s cytostatiky vitro byly pouZzity zasobni roztoky vanadocen dichloridu
(dichloro-bis¢5-2,4-cyklopentadien-1-yl) vanad, cisplatiny (Sigmdddrich, USA), inhibitoru
ATM kinasy KU55933 (Merck, Rmecko). Jako rozpou&tlo bylo pouzito pislusné kultivani
meédium (Sigma-Aldrich, USA) bez séra. Zasobni rkziohibitoru KU55933 byl dodan jiz
rozpustn v DMSO v koncentraci 10 mmot,| ostatni agens bylo pgeba rozpustit. Zasobni
roztoky cytostatik byly fipraveny vzdycerstvé ped jejich pouZzitim v experimentech. Vanadocen
dichlorid 2,5 mmolfv mediu, cisplatina 5 mmotlv mediu. Vanadocen dichlorid byl ziskan od
doc. Ing. Jaromira Vinklarka, Ph.D., Univerzita dRebice, Fakulta chemicko-technologicka,
Katedra obecné a anorganické chemie. Vanadocetoditlbyl syntetizovan ve farmaceutické
kvalit¢ podle Wilkinson a Birmingham (Wilkinson et al.1954 vyiSttn anaerobni extrakci
s dichlormethanem podle Soxhleta. Jefistota byla kontrolovana elementarni analyzou, IR,
Ramanovou a EPR spektroskopii.

5.5. Pnitokovéa cytometrie
5.5.1. Kvantifikace histonuyH2AX

Ke specifickému prkazu gitomnosti dvouvliaknovych zloinDNA (DSB) po pisobeni
genotoxickych agens v jaderném genomuiklyujsme pouZzili metodu stanoveni fosforylované
formy histonu H2AX na serinu 139H2AX). Zkoumané biiky v suspenzi, adherentniitky do
suspenzeigvedené o pau 5x10 az 1x16, byly fixovany po dobu 15 minut na ledu 1% roztoke
formaldehydu bez methanolu (Polysciences, USA) 8PBLuiky byly dale permeabilizovany
pomoci 70% etanolu. HistopH2AX byl detekovan pomoci monoklonalni mysi lg@rotilatky
anti-fosfo-histon H2AX (pSerl39)-FITC (Millipore, $A). DNA byla zn@ena roztokem
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propidium jodidu (PI). Resny postup je detadrpospan v naSich publikacich (Havelek et al. 2011a,
2011;Cmielova, Havelek et al. 2012).

5.5.2. Analyza buréného cyklu podle obsahu DNA

Priblizné 1 x 10 burgk v burgéné suspenzi, nebo do niepedeno bylo dvakrat promyto
PBS, fixovano a permeabilizovano v 70% ethanolunkgubyly dvakrat promyty PBS a
suspendovany v 0,5 ml PBS a 0,5 ml fosfatovéhoup(if®2 ml 0,2 mmol} NaHPO, + 8 ml 0,1
mmol.I* kyseliny citrénové, pH=7,8) a inkubovany 5 miti pokojové teplot pro extrakci
nizkomolekularnich fragmeintDNA. V poslednim kroku byly hiky znaeny 0,5 ml Vindelova
roztoku: 1ml 1 mol Tris, pH=8, 1 mg RNasy, 100 witdn X-100, 60 mg NaCl, 5 mg propidium
jodidu (Sigma-Aldrich, USA) a destilovana voda di®Inl (Vindelov 1977) v termostatu 1 hoti p
37 °C a po prothlé inkubaci analyzovany natgokovém cytometru.. Pro kazdy vzorek bylo
stanoveno procentudini zastoupeni dhunv jednotlivych fazich buného cyklu, bugk
proliferujicich a/nebo butk v sub-G1. Pokud procento hikn v sub-G1 bylo pod 0,5 %,
analyzovali jsme jen procentualni zastoupeni¢kuncyklu. Resny postup je detalinpospan
v nasich publikacich(mielova, Havelek et al. 2012).

5.5.3. Stanoveni aktivityp-galaktosidasy asociované se senescenci

K detekci SAB-galaktosidasy jsme pouZili fluorogenni substrat 5-
dodecanoylaminofluorescein fib-galactopyranoside (@DG) (Invitrogen, USA). GFDG je
nefluorescetni prekurzor, ktery se po hydrolyze $Agalaktosidasou #mi na fluorofor G-
fluorescein neschopny opustit kompartment zrodeenizita fluorescence ;&fluorescein byla
kvantifikovana na FL1 kanalu (530/540 nm) detektpriitokového cytometru a aktivita Spv-
galaktosidasy byla vyj&dna jako pimér intenzity fluorescence &fluorescein. Data bylaskdy
zobrazena ve forénlogaritmu intenzity fluorescence;&luorescein (osa y) vside scattetSSC
(osa x). Postup je podrobrpopsan v publikacichCnielova, Havelek et al. 2012; Debacq-
Chainiaux et al. 2009).

5.6. Imunocytochemie

Pomoci imunofluoresceéni mikroskopie byla sledovana lokalizace proteifid2AX
v buice. Fotografie byly ziskany pomoci fluorestitlo mikroskopu Nikon Eclipse (Nikon,
Japonsko). Postup je podr@pospan v nasi publikaci (Havelek et al. 2011a,18p1

5.7. Cytochemie

Pro stanoveni aktivity SA@-galaktosidasy byl pouzit Senescence bata-galacssi
Staining Kit (Cell Signaling Technology, USA) podiekyni vyrobce.

5.8. Statisticka analyza

Vysledky byly hodnoceny v programech MS Excel 2@08crosoft, USA), GraphPad
Prism 5 biostatistics (GraphPad Software, USA), BC&04 (Number Cruncher Statistical
System, USA) nebo Statistica 7 (StatSoft, USA). Wi®y statisticky hodnocené experimeiry
vitro byly provedeny v n = 3n vivov n = 6-9, pokud neni uvedeno jinak. Vysledky jsgjadieny
jako pimer + smerodatna odchylka. Rozdil na hladip<0,05 byl povaZzovan jako statisticky
vyznamny. PouZité testy jsou uvedeny ve vysledkidgti. V gipad hodnoceni medianu, graf
znazotioval hodnotu medianu £ 1. a 3. kvartil. Statistiekéalyza byla vzdy provedend;padre
konzultovana Ing. dim Knizkem, CSc. z Ustavu |éiské biofyziky Lék#ské fakulty UK v Hradci
Kralové. Reprezentativni histogramy afmkové cytometrie a reprezentativni mikroskopické
obrazky nebyly statisticky hodnoceny.
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6. Vysledky
6.1. Fosforylace histonu H2AX na serinu 138 vivo

6.1.1. Celo€lové oz&eni potkani

Jednu hodinu od celdového ozé&eni potkah (n = 6-9) davkami v rozmezi 1-10 Gy jsme
metodou pittokové cytometrie kvantifikovali linearni davkévzavisly vzestup yH2AX
v lymfocytech izolovanych z periferni krve potkai®tatisticky vyznamny vzestugH2AX oproti
kontrole byl pozorovan po davkach 3, 5, 7,5 a 10 (@30,05), t-test (obr. 1). Z histogram
pratokové cytometrie (kontrola a davka 10 Gy) je poaremi patrny vzestup intenzity
imunofluorescenceH2AX-FITC (osa y) homogerinnagi¢ celou lymfocytarni populaci (obr. 2).
Vizuélni detekci fosfoproteingH2AX v lymfocytech potkana 1 hodinu od cellowvé ozdeni jsme
provedli pomoci imunofluorescémi mikroskopie. Obrazky ukazuji davkowzavisly vzestup
histonu yH2AX (zelend barva — emise FITC) vZzdy homogemmgic vSemi zobrazenymi
lymfocyty pro danou davku gamaieai (obr. 3).
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Obr. 1. Flow cytometrickd kvantifikace imunofluorescence yH2AX-FITC v lymfocytech
potkana 1 h od celo¥lového oz&eni in vivo. Lymfocyty byly izolovany z heparinizované
periferni krve kontrolnich a o#énych (1-10 Gy) potkanl h od oz#eni. Graf ukazuje aritmeticky
pramér intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC v zavislosti na davce gamareai, n = 6-9, +
smeérodatna odchylka.

Kontrola 10 Gy

H2AX (pSer139) - FITC

Obsah DNA

Obr. 2. Flow cytometricka detekce @itomnosti YH2AX v lymfocytech potkana 1 h od
celotlového oz&eni in vivo. Data z pétokové cytometrie jsou zobrazena jako dvour&zré
histogramy logaritmu intenzity imunofluorescengel2AX-FITC na ose y versus intenzita

11



fluorescence propidium jodidu na ose Xx. Obrazekv@gen reprezentativnimi histogramy z 6-9
nezavisle analyzovanych vzdrkro kaZzdou skupinu. Uvedeny reprezentativni histmy z 5x160
burgk.

Kontrola

Obr. 3. Mikroskopicka vizualizace yH2AX v lymfocytech potkana 1 h od celatlového oz&eni
in vivo. Obrazek ukazuje reprezentativni projekci z kordrokz&enych (n = 6-9) vzotk ziskanych
pomoci fluorescemi mikroskopie. HistonyH2AX je zn&en FITC — zelend barva, bil4 linie
ohrantuje buré¢na jadra.

6.1.2. Lokalni oz&eni oblasti hrudniku potkani

Jednu hodinu od o¥éni hrudniku potkah davkami v rozmezi 5 — 30 Gy jsme
pomoci piitokové cytometrie kvantifikovali vzestup imunoflescenceH2AX-FITC od
davky 10 Gy v lymfocytech periferni krve (obr. ZuySeni bylo statisticky vyznamné pro
davky 20 a 30 Gy (t-test;<0,05). Histogramy piitokové cytometrie sidéi o vzestupu
imunocytochemicky zrgného histongH2AX jen v ¢asti populace lymfocyt(obr.5), coz
je v kontrastu s vysledky ziskanymi po célovém oz#éeni potkaf. Heterogenni vyskyt
yH2AX v populaci lymfocytt 1 hodinu od oz#@ni hrudniku odrazi stav, kdy ne vSechny
lymfocyty byly za danych experimentalnich podminekponovany gama #ni (fi
prachodu krve oziavanou oblasti (oblast hrudnikin) viva NaSe skupiny po ogni tedy
ve finale vzdy obsahovalyizny pongr lymfocyti neozéenych —yH2AX negativnich a
oz&enych —yH2AX pozitivnich v zavislosti na obdrzené davce gamdeni. Stav, kdy
velikost vyskytu fosfoproteinyH2AX ve studovanych lymfocytech neni dgpburg¢nou
populaci stejna potvrdila i vizualni detekcgH2AX pomoci imunofluorescemi
mikroskopie. Imunofluorescéni mikroskopie ukazala nizSi vzestup histopid2AX
Vv porovnani s celétovym oz&enim, a to i fes skuténost, Ze byly pouzity vysSi davky
gama z#&eni. Navic se zde potvrdilo, Ze ne ve vSech jadreeth @i davce 20 Gy)
lymfocyta se tvdi histonyH2AX (obr. 6).
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Obr. 4. Flow cytometrickd kvantifikace imunofluorescence yH2AX-FITC v lymfocytech
potkana 1 h od lokalniho oz#&eniin vivo. Lymfocyty byly izolovany z heparinizované periférn
krve kontrolnich a ozénych (5-30 Gy) potkanl h od oz#eni hrudniku. Graf ukazuje aritmeticky
pramér intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC v zavislosti na davce gamareai, n = 6, +
smérodatna odchylka. Vzestup imunofluorescentRAX-FITC je statisticky vyznamny oproti
kontrole pro davky 20 a 30 Gy §0,05), t-test.

Kontrola 5 Gy 10 Gy

20 Gy 30 Gy

H2AX (pSer139) - FITC

« Obsah DNA >
Obr. 5. Flow cytometrickd detekce pitomnosti YH2AX v lymfocytech potkana 1 h od
lokalniho oz&'eni in vivo. Data z pétokové cytometrie jsou zobrazena jako dvouré&m@
histogramy logaritmu intenzity imunofluorescengei2AX-FITC na ose y versus intenzita
fluorescence propidium jodidu na ose x. Obrazekvgen reprezentativnimi histogramy z 6
nezavisle analyzovanych vzdrkro kaZzdou skupinu. Uvedeny reprezentativni histmy z 5x160
burnsk.
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Kontrola

10 Gy 20 Gy

Obr. 6. Mikroskopicka vizualizace yH2AX v lymfocytech potkana 1 h od lokélniho ozéeniin
vivo. Obrazek ukazuje reprezentativni projekci kontrobz@renych (n = 6) vzornk ziskanych
pomoci fluorescami mikroskopie. HistonyH2AX je znaen Cy3 —d&ervena barva, jadra jsou
oznaena mode DAPI, spojeny obraz.

6.2. Fosforylace histonu H2AX na serinu 138 vitro

6.2.1. Vliv inhibice ATM kinasy na ionizujicim z&enim-indukovanou tvorbu yH2AX
v kmenovych buikéch periodontélniho ligamenta

Ke sledovani dopadu inhibice ATM kinasy na fosfagyl histonu H2AX po fisobeni
ionizujiciho z&eni jsme vyuZzili komené dostupného inhibitoru KU55933. KU55933 je vysoce
Gcinny, selektivni kompetitivni inhibitor ATM kinasyi vlastnim provedeni experiménjgsme 1
hodinu fed ozdéenim subkonfluentnich MKB (lilky byly nasazeny 24 hipdem v kompletnim
mediu bez inhibitoru) do kultivaiho media fidali zasobni roztok KU55933 v DMSO v takovém
mnozstvi, aby bylo dosaZeno finalni koncentrace edim 10 umol:f. Kontrolni buiky byly
kultivovany v gitomnosti 10 pmol? inhibitoru, bylo s nimi zachazeno shaédravsak nebyly
oz&eny. Inhibitor byl pitomny v mediu po celou dobu kultivace klra to jak busk oz&enych,
tak neoz#enych. Samotné oni vedlo ke statisticky vyznamné tvérH2AX 1 h od vystaveni
burgk davce 20 Gy. #inhibici ATM kinasy doslo u oz&nych kmenovych bk periodontélniho
ligamenta (obr. 7) k signifikantnimu utlumeni fasface histonu H2AX. Tento fakt potvrdili oba
typy analyzy dat z fitokové cytometrie.
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Kontrola KU55933 A

20 Gy 20 Gy + KU55933

procento yH2AX pozitivnich bunék (%)

1h

H2AX (pSer139)-FITC — &

24 h

<——— ObsahDNA ——

YH2AX - prumér intenzity fluorescence

Obr. 7. Histogramy stanoveniyH2AX (A), procento yH2AX pozitivnich bunék (B) a graf
intenzity imunofluorescence yH2AX-FITC (C) v kmenovych buiikdch periodontalniho
ligamenta 1 a 24 h od oz&ni davkou 20 Gyin vitro. Kmenoveé biiky periodontélniho ligamenta
kultivované v kompletnim mediu, kultivované titomnosti 10 pmol} KU55933, preinkubované
po dobu 1 h fed ozéenim (20 Gy) s 10 umol.IKU553933 byly ponechany v kulte po dobu 1
nebo 24 h.A. Data jsou ve forth dvourozmdrnych histogramh logaritmu intenzity
imunofluorescencgH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescenapjatium jodidu na ose X.
Jsou zobrazeny reprezentativni vysledkyizeexperimeni. Uvedeny reprezentativni histogramy
z 5x10d bursk. B. Sloupcovy graf znazauje procentoyH2AX pozitivnich bugk v zavislosti na
obdrZzené davce &ase od oz#ni, n = 3, + sirodatna odchylkaC. Sloupcovy graf aritmetického
praméru intenzity imunofluorescenceH2AX-FITC pro davku 20 Gy a intervaly 1 a 24 h od
oz&eni, n = 3, + skrodatna odchylka. * - statisticky vyznamny rozdroti kontrole (p<0,05), t-
test.

6.2.2. Vliv vanadocen dichloridu a cisplatiny na waik yH2AX v buikéach lidské
promyelocytarni leukemie HL-60

Vanadocen dichlorid po svém jednohodinovéimgbeni na hiky lidské promyelocytarni
leukemie HL-60 v koncentraci 0-1000 pmolyyvolal tvorbu DSB detekovanych jak¢12AX.
Koncentrace 1000 umot.indukovala tvorbu histonyH2AX v 100 % bugk HL-60, ve srovnani
s kontrolou, kde bylo detekovano 0 % BkimbsahujiciciyH2AX. Vyskyt yH2AX klesal ungrné
s klesajici davkou vanadocen dichloridu a naophk @).

Koncentrace cisplatiny 1000 umdl.ryvolala tvorbuyH2AX u 49 % bugk. Nejwtsi
vzestupyH2AX byl pozorovan primamhu burgk v S fazi, méa G1 fazi bugéného cyklu. Je nutné

podotknout, Ze vzestugH2AX po pisobeni cisplatiny neni tak masivni, jakofipad vanadocen
dichloridu (obr. 9).
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H2AX (pSer139) - FITC

Kontrola

VDC 1000 pymol/l

VDC 500 pmol/l

negativni 100 %
pozitivhi 0 %

negativni0 %
pozitivhi 100 %

negativni1 %
pozitivhni 99 %

VDC 200 ymol/l

VDC 100 pymol/l

VDC 50 ymol/l

negativni 23 %
pozitivni 77 %

negativni 86 %
pozitivhi 14 %

negativni 97 %
pozitivhi 3 %

Obsah DNA

Obr. 8. HL-60. Histogramy stanoveniyH2AX po 1 h inkubaci s vanadocen dichloridemin
vitro. Dvourozngrné histogramy logaritmu intenzity imunofluorescenti2AX-FITC na ose y
versus intenzita fluorescence propidium jodidu 3@ @. Obrazek je t¥en reprezentativnimi
histogramy zif nezavisle analyzovanych vzaérkpro kazdou skupinu. Uvedeny reprezentativni
histogramy z 5x1bburek.

Kontrola

CP 1000 pmol/

CP 500 pmol/l

negativni 100 %
pozitivni 0 %

negativni 51 %
pozitivni 49 %

negativni 58 %
pozitivni 42 %

CP 200 pmol/l

CP 100 ymol/l

CP 50 pmol/l

H2AX (pSer139) - FITC

negativni 73 %
pozitivni 27 %

negativni 78 %
pozitivni 22 %

negativni 91 %
pozitivni 9 %

Obsah DNA

Obr. 9. HL-60. Histogramy stanoveni yH2AX po 1 h inkubaci s cisplatinou in vitro.
Dvouroznérné histogramy logaritmu intenzity imunofluorescenéi2AX-FITC na ose y versus
intenzita fluorescence propidium jodidu na ose kré&2ek je tvéen reprezentativnimi histogramy
Z tfi nezavisle analyzovanych vzdripro kazdou skupinu. Uvedeny reprezentativni histoy

z 5x10 bunzk.
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6.3. Analyza burééného cyklu po pisobeni genotoxickych agens
6.3.1. Vliv ionizujiciho z&eni na buréény cyklus

Expozice MKB periodontalniho ligamenta gamdera v davce 20 Gy vedla k akumulaci
burgk v G2 fazi buscného cyklu. Akumulace MKB periodontalniho ligamenteG2 fazi
buré¢ného cyklu petrvala po ozé&eni 20 Gy az do konce pokusu (6. den od@zd. V G2 fazi
buné¢ného cyklu bylo u MKB periodontalniho ligamentaden 62 % a 6. den 58 % hikn(obr.
10).

Podobr jako u MKB, tak i u budk lidské promyelocytarni leukémie vedla expozice
ionizujicimu z&eni v davce 6 Gy prvni den od oedi ke G2 bloku (70 % bék v G2 fazi
burg¢ného cyklu). Na rozdil od kmenovych knjsme u budk HL-60 pozorovali indukci
apoptozy. Apoptdza byla nejvyssi 3. den odireazé Zastava buiiného cyklu v G2 fazi nebyla 3.
den od ozgeni jiz detekovana, nebo«tSina bukk zahynula apopt6zou (obr. 11). Apoptotické
buiky byly detekovany v sub-G1 peaku. Procento apagigth burgk vzristalo v zavislosti na
¢ase od oz&ni, 5% 1. den a 78 % 3. den odiend

Kontrola 1. den 6. den
1‘ G1=74% G1=27% G1=32%
& S=17% sS=11% $S=10%
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Obr. 10. Kmenové buiky periodontalniho ligamenta. Analyza burééného cyklu 1. a 6. den od
oz&teniin vitro. Kmenové biiky periodontalniho ligamenta kultivované v komplatrmediu byly
oz&eny 20 Gy a néasledrponechany v kulite po dobu 1 nebo 6 dnZastava buttného cyklu v
G2 fazi pgetrvala u nadpolovni vétSiny burgk do Sestého dne od deai. Procento sub-G1<0,5.
Uvedeny reprezentativni histogramy analyzydsmého cyklu podle obsahu DNA z 1x1unsk.
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Obr. 11. HL-60. Analyza burééného cyklu 1. a 3. den od oZ&ni in vitro. Buiky lidské
promyelocytarni leukemie HL-60 kultivované v kompien mediu byly ozéeny davkou 6 Gy a
nasled® ponechany v kulite po dobu 24 nebo 72 hodifisla znazatuji procenta bugk pro
jednotlivé faze buktného cyklu ¥etnd sub-G1. Prvni den od dshni doslo k akumulaci bék
v G2 fazi bukéného cyklu, tteti den od oz@&ni byl detekovan apoptoticky peak Bkrsub-G1.
Uvedeny reprezentativni histogramy z 1xbarsk.
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6.3.2. Vliv vanadocen dichloridu a cisplatiny na bnéény cyklus

Hodinova expozice vanadocen dichloridu v koncent?@ pmol.I' se u butk HL-60 o
16 hodin pozdi projevila indukci apoptdézy nahrom&dm 53 % buik v sub-G1 fazi bugtného
cyklu. Tento jev byl davkayzavisly, 12 % pro koncentraci 100 umodkl 9 % pro koncentraci 50
umol.I*, kontrola 1 %. Cisplatina vykazovala ve srovnan@sadocen dichloridem jeSwetsi
apoptoticky efekt. Koncentrace 200 pmblyedla k akumulaci 76 % bgk v sub-G1 fazi
buné¢ného cyklu 16 hodin od hodinového oviéwm. Tento jev byl i v fipadré cisplatiny davko¥
zavisly, 43 % pro koncentraci 100 pmdld 21 % pro koncentraci 50 umdl.K akumulaci buisk
v G1 fazi bugeného cyklu doslo potsobeni cisplatiny v koncentraci 50 umol.42 % bugk v
G1 fazi bugeného cyklu, kontrola 29 % bek v G1 fazi bugéného cyklu (obr. 12).
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Obr. 12. HL-60. Analyza burééného cyklu 16 h po 1 h jsobeni vanadocen dichloridu a
cisplatiny in vitro. Lidské buiky promyelocytarni leukemie HL-60 byly po dobu 1dhty
inkubovany s vanadocen dichloridem nebo cisplatimdwncentraci 0 — 200 pmotd nasled#
ponechany v kultte véerstvém mediu bez agens po dobu 16 hodin. Jednuhadiinkubace
burgk s cisplatinou a vanadocen dichloridem vedla kkda¥ zavislé apoptotické fragmentaci
DNA. Uvedeny reprezentativni histogramy z 1xbarek.
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6.4. Senescence paipobeni ionizujiciho zdeni

Vzhledem k tomu, Ze u mesenchymalnich kmenovycteloysme po ozéeni vysokou
davkou 20 Gy neprokazali indukci apoptoziedpokladali jsme, Ze je @ahto burk po ozdeni
indukovana senescence. Pro stanoveni akti§iyalaktosidasy spojené se senescenci {SA-
galaktosidasy) jsme wvyuzili fluorogenni substrat ddslecanoylaminofluorescein fHb-
galactopyranoside (@DG). G.FDG je nefluorescemi lipofilni prekurzor, ktery se po hydrolyze
SA-B-galaktosidasou #émi na fluorofor G,-fluorescein neschopny opustiti$kompartment zrodu.
Kvantifikaci jsme provedli pomoci ptokové cytometrie. Druhou metodou analyzy byla
mikroskopicka detekce pomoci chromogenniho sulostrat

U MKB periodontalniho ligamenta doSlo k vzestupuofiescence {fluorescein za
zvySeni aktivity SAB-galaktosidasy 6. a 13. den od f&# davkou 20 Gy. Z grafu je patrné, Ze
aktivita SAf-galaktosidasy u kmenovych biknperiodontalniho ligamenta dosahla svého vrcholu
6. den od ozZ#ni. Vzestup byl statisticky vyznamny €0,05) 6. a 13. den od azhi. Vysledky
byly potvrzeny vizuals mikroskopickou detekci (obr. 13).
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Obr. 13. Kmenové buiky periodontalniho ligamenta. Stanoveni aktivity SAg-galaktosidasy

po ozaeni davkou 20 Gy.

A. Subkonfluentni lidské kmenové itky periodontalniho ligamenta kultivované v kompletn
mediu byly oz#eny v kultivatnich nadobach (75 dna aktivita B-galaktosidasy spojené se
senescenci byla kvantifikovana pomociitpkové cytometrie 6. a 13. den od ted. Data
pratokové cytometrie jsou prezentovana jake-flliorescein fluorescence single-parametr overlay
histogramy. Intenzita fluorescence kontroly (K)zenych vzork je znazorténa abscisa a pet
burtk je znédzorsin ordinata. Jsou zobrazeny reprezentativni vysledky ti nezavislych
experiment.

B. Sloupcovy graf reprezentuje aritmeticky aper intenzity fluorescence &fluorescein
kvantifikované v biikadch pomoci pitokové cytometrie v zavislosti ndase od oz&ni, +
smérodatna odchylka, n = 3 nezdavislych experinierit - statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrole (0,05), t-test.
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C. Mikroskopicka detekce SB-galaktosidasy. Biky byly oz&eny davkou 20 Gy v kofinkach se
sklicky a pomoci chromogenniho substratu byla cytochigmistanovena aktivita SA-
galaktosidasy v danyctasovych intervalech. Obrazek ukazuje reprezentasinimek kontroly a
oz&enych vzork ziskanych pomoci mikroskopie.

7. Diskuse

V naSi préaci jsme studovali vliv ionizujiciho ieai, cytostatickych latek (cisplatina,
mitoxantron) a no¥ syntetizované potencialrcytostatické latky vanadocen dichloridu naiky
nadorové (HL-60, MOLT-4), na mesenchymalni kmenbuiky izolované z#znych tkani a na
lymfocyty periferni krve.

Ke studiu &chto nox jsme pouZzivali metodutpokovée cytometrie, ktera je schopn&iur
nejen imunofenotyp, ale i dalSi charakteristiky wk@nych bugk. Pritokova cytometrie
usnaduje identifikaci odliSnych buignych tym, ale i rozdilnych funénich staw buiky
v heterogenni populactetns kvantitativni analyzy.

Zanrtili jsme se na kvantitativni stanoveni hlavniciiudsouvisejicich s odpédi burek
na poskozeni genomu tiky, stanoveni DSB, zastavu kgného cyklu Bhem reparace poskozeni
a Vv fipad, Ze poskozeni neni reparovano na stanoveni indap@gtézy a senescence.

V experimentechin vivo jsme kvantifikovali vznik DSB nefmo prostednictvim detekce
yH2AX v lymfocytech periferni krve po cekdovém a lokalnim oz&ni hrudniku potkan

Dnes neni sporu, Ze expozice Bkigama zéeniin vitro vede k fosforylaci histonu H2AX
na serinu 139 (Rogakou et al. 1998). Tato fosfagylge relative brzy po oz#eni (30-60 minut)
davkow (Vilasova et al. 2008, Andrievski et al. 2009)badinearrt davkow zavisla (Redon et al.
2009). Még je znamo o vznikgH2AX po oz&eniin vivo.

Zjistili jsme, Ze jednu hodinu od cedtdvého oz#eni (°Co gama z&ni) potkah
stoupajici davkou 1-10 Gy dochazi k linearnimu d&vk zavislému vzestupwH2AX v
lymfocytech potkafi oz&enych in vivo. Vysledky detekce histonuyH2AX pomoci
imunofluorescetni mikroskopie v lymfocytech potkana 1 hodinu odlotdového ozéeni
nezavisle verifikovaly data z {okové cytometrie. NaSe vysledky stanovepH2AX
v lymfocytech potkaf oz&enych celatlové byly prijaty k publikaci véasopisu Acta Veterinaria
v roce 2010¢lanek vySel v roce 2011 (Havelek et al. 2011a).sténém roce (2010) byfkipat a
obratem publikovanclanek Christopha E. Redona a kaleg Centra pro vyzkum rakoviny,
Narodniho institutu zdravi (USA), ktery popisuje unofluorescetni kvantifikaci yH2AX
v lymfocytech periferni krve makaka rhesus (Macandatta) po jeho celdibovém ozéeni °Co
gama zéeni) (Redon et al. 2010). Praypsdobré s gihlédnutim k etickym aspelitn experiment
na primatech a také omezenémutposubjeki se auté predevSim zabyvaléasovou kinetikou
vzniku a vymizeni loZiselyH2AX v lymfocytech ozéenychin vivo. Ke studiu pouZili laser-
scanning konfokalni mikroskopie, kdy kvantifikovgbrimérnou hodnotu loZiselyH2AX na
buriku, tzv. foci per cell-fpc (vyS&no 50-200 bufk, n = 6). Maximalni vzestugpH2AX
pozorovali 30 minut p&x vivooz&eni izolovanych lymfocyt, nasledd dochazelo k poklesu, 2
dny od ozé&eni se mnozstvyyH2AX pohybovalo na darovni 3-5 % hodnot 30 minut gzéeni.
Davkow zavisly vzestupyH2AX foci v lymfocytech izolovanych z periferni lkev stanovili
mikroskopicky 7,2 h po o%éni in vivo v davkovém rozmezi 1-3,5 Gy. Statisticky vyznamné
(p<0,05, t-test) zvySeni ptu yH2AX foci detekovali i v delSindasovém obdobi po oi&ni (1., 2.
a 4. den od ozéni) po vy3Sich davkachizhi v rozmezi 3,5-8,5 Gy. Je vSakiebla dodat, Ze
mnozstviyH2AX foci stanovenych 4. den od deai jiz bylo relativé malé (do dvou fpc v
praméru). Stej jako v naSem ifpact, detekce pomoci cytometrie a imunofluoresoén
mikroskopie, vzestupH2AX analyzovany pomoci konfokalni mikroskopie mogenni naiix
celou lymfocytarni populaci.

Pri testovani stability proteingH2AX pro giipad pozdjsSi analyzy jsme jednu hodinu od
celoglového ozéeni potkald davkami v rozpti 1 aZz 10 Gy odebrali periferni krev. U prvni
skupiny jsme lymfocyty izolovali neprodl&mpo odkgru. U druhé skupiny byla krev odebrana jednu
hodinu od celatiového ozéeni a naslednhskladovana po dobu 23 h na ledu4s C, a az po tomto
skladovani byly z této krve izolovany lymfocyty. dbou skupin jsme nasledirkvantifikovali
mnozstvi yH2AX pomoci pfitokové cytometrie. Rozdil mezi skupinami byl analan
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neparametrickym Mann-Whitney U testem a na hkagiatistické vyznamnosti<g0,05, vyjimaje
davku 3 Gy, nebyl pozorovan statisticky vyznamrgdibv mnoZstvi histongH2AX mezi olgma
skupinami. Na zakladnasich vysledk se mizeme domnivat, Zm vivo gama z&enim-poSkozené
lymfocyty obsazené v periferni krvi, kterd je odeta aex vivoskladovana na ledu, nemohou
opravit radigni poSkozeni DNA. Zaroweani nhemohou byt vijfjpac neopravitelného poSkozeni
odstragny ¢innosti monocyto-makrofagového systénsla tpotkarii. Skladovani i 4 °C na ledu
navic pravdpodobr inhibuje aktivitu vSech enzyimvcetns fosfatas a ubikvitin-proteasomoveho
systému zodpaddnych za vymizenyH2AX foci béhem gfipadné reparace DNA.&Ehto poznati

je mozné vyuZzit viipac odloZzené analyzy vzorku krve proédly biologické dozimetrie.

V nasSich experimentech jsme dale studovali vinalokho ozéeni oblasti plic na zgmy v
mnozstviyH2AX 1 h od ozéeni. Z vysledkovych histogrampriatokové cytometrie logaritmu
intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescenagjatium jodidu
na ose X lze v3ak vysledovat, Ze i@rd organismu je nerovn@me (vzestupyH2AX jen v ¢asti
populace lymfocyt). Je Zejmé, Ze lymfocyty krevniho &hu postupt piitomné khem doby
ozaovani v ozéované oblasti vykazovaly vzestypli2AX, naopak v lymfocytech, které unikly
pusobeni zéeni seyH2AX ohniska netviila. Vysledky jsme potvrdili vizualni identifikagH2AX
pomoci imunofluoresceni mikroskopie. V experimentech jsme také po loiéloz&eni davkou
20 Gy sledovaltasow zavislé zmny yH2AX. Maximum imunofluorescence jsme pozorovali 1 h
od oz&eni, za 24 h byla fluorescence ndimvySena a 21 dni od ashi byla pod Grovni kontrolni
neozdéené skupiny (Havelek et al. 2011b). Redon et &l112 vyuZil @i casténém ozéeni
makaka rhesus stanoveyii2AX pomoci laser-scanning konfokalni mikroskopie folikulech
chlupi pochéazejicich z otavané oblasti. Bmérné mnozstvi ohnisefH2AX na jednu biiku (tzv.
foci per cell-fpc) po oz&ni davkami v rozmezi 1-6,5 Gy rfepahlo hodnoty 1 fpc. Po davce 8,5
Gy pozoroval necelé 2,5 fcgH2AX v praméru. Maximalni mnozstviyH2AX pozorovali do 24
hodin od ozéeni davkami v rozmezi 1-8,5 Gy. Na zalgmbrovnani vysledk stanoveniyH2AX
ve folikulech chlufi z oz&ené a neozéné oblasti dosti k ndzoru, Ze celkové mnoZstyH2AX
pozitivnich folikuli jedince zavisi na davceieai a ploSeda, ktera je zfeni vystavena. Podobn
Horn a kolektiv pomoci fitokové cytometrie detekoval maximalni imunofluoesstyH2AX v in
vitro oz&enych lidskych lymfocytech 1 h od expozice &kiaaeni. Dvacettyti hodin od ozéeni
byla intenzita imunofluorescence nizka. Misenimdflogch pondru in vitro oz&enych (4 Gy) a
neozdenych lymfocyd vytvorili smésnou populaci busk, kterd obsahovalaizny podilyH2AX
pozitivnich burk v zavislosti na velikosti frakce o&nych lymfocyt (Horn et al. 2011).

Z pohledu kinetiky tvorby a vymizenH2AX ohnisek v lymfocytech periferni krve se nase
vysledky shoduji se zéry publikovanymi po oz&ni lidskych lymfocyd in vitro. Andrievski a
kolegové studovali pomociiokové cytometrie davkava casow zavislou tvorbuyH2AX v CD4,
CD8 a CD19 pozitivnich lidskych lymfocytech. Maximé vznik yH2AX detekovali 1 h od
oz&eni, mezi 1. a 2. hodinou od ée&i mnozstviH2AX neklesalo. Dvacettyii hodin od oz#&eni
se imunofluorescencgH2AX oz&enych vzork neliSila od hodnoty kontrol. Vysledky byly
podobné pro jednotlivé lymfocytarni subpopulacedadié na zakladCD znaki a jednotlivé darce
krve (n=7) (Andrievski et al. 2009). Analogické igdky dosaZzené pomoci laser-scanning
konfokalni mikroskopie publikoval ve stejném roaeam Redona. Maximum tvorbyH2AX
pozorovali 30 minut od o#ani lidskych lymfocyi, dalSi studovany interval (4 h) od éeai byl
jiz pozorovan dramaticky poklegH2AX ohnisek, 24 hodin od o#ni byl pozorovan pokles
k arovni kontrol (Redon et al. 2009).

Lymfocyty pati k nejvice radiosenzitivnim tilkam organismu. Po expozici jedince gama
z&eni umiraji apoptdzou v mnoZstvi proporciogatoupajicim s velikosti obdrzené davky gama
z&eni. Jiz za 24 hodin je u lidi pozorovan masivridles patu lymfocyti s maximem 72 hodin od
oz&eni (Goans et al. 1997). Davka 1 Gy vede k men§aklesu pétu lymfocyti, nez davka 3
Gy. Po misobeni davky 1 Gy dojde do 30. dne odiemék obnoveni absolutniho §ia lymfocyti
na vychozi hodnotyipd ozéenim, avSak po o¥éni 3 Gy lymfopenie ietrvava az do 60. dne od
ozé&eni (Cerveny et al. 1999 vitro lymfocyty umiraji apoptézou. Sest hodin odierd davkou
7 Gy se objevuji prvni lymfocyty umirajici apoptézaa 24 h byly vSechny bky apoptotické
(Vokurkova et al. 2006). Na zakladéchto charakteristik a jejich snadné dostupnostio jak
biologického materialu k analyze jsou vyuzivanycklam biologické dozimetrie (biodozimetrie).
Z téchto divodu jsme je row pouZili ke stanoveni histomH2AX in vivo. V podminkachin
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vitro je mozné apoptotické lymfocyty snadno prokadzahnstanim externalizace fosfatidylserinu
pomoci vazby Annexin V komémé konjugovaného s fluorochromy (Hertveldt et al. 709
Externalizace fosfatidylserinu gak ¢asrgjSim djam probihajici apoptdzy (van Engeland 1998).
Davodem nepouZitelnosti stanoveni vazby Annexinu lyrmafocyta izolovanych z periferni krve
po ozdeni je, Ze v prosediin vivo je externalizace fosfatidylserinu silnym signaléagocytdzy
(,eat me" signalem) zejména pro makrofagy a deitét buiky (Fadok et al. 1992). Makrofagy
detekuji fosfatidylserin igs své fosfatidylserin receptory (PSR), MFG-E8¢hteré scavenger
receptory jako jsou CD36 a SR-BI, které démp vazi k fosfatidylserinu (Scott et al., 2001).
Dusledkem je, Ze apoptotické lymfocyty externalizuftsfatidylserin v krviin vivo ve zvySeném
mnozstvi neprokadZzeme. V priedi in vivo jsou ¢asré apoptické biiky rychle fagocytovany, a
proto vhodwjSim ukazatelem je stanoveni absolutnihaitpolymfocyti po ozdeni v krvi
exponovanych subjekt Metoda v kontextu biodozimetrie ma v3ak sva Uskadity lymfocyti

v periferni krvi zdravych osob kolisaji mezi 1,530, proto pro lepsi odhad obdrZzené davky by
bylo vhodné znat pity lymfocyti v obdobi ped ozdéenim. V naSich experimentech detekujicich
pokles lymfocyli po celoglovém a lokalnim oz&ni jsme pouZili az na vyjimku shodnych davek
jako v gipact kvantifikaceyH2AX. Porovnanim statisticky vyznamnych vyslédboklesu pétu
lymfocytt a vzestupwH2AX Ize konstatovat, Ze davky gamaresdi, které vyvolaly u zkoumané
skupiny fosforylaci histonu H2AX, vedly vestginé pripadi (s vyjimkou davky 1 Gy celstove)

24 hodin od oz&ni k poklesu p#iu lymfocyti periferni krve. Je pra¥godobné, Ze d&tSina
klidovych lymfocyth fosforylujicich H2AX jako nasledek vzniku DSB topmSkozeni DNA neni
schopné opravit a¢hem 24 hodin umiraji apoptézou. Oporou pro naseehir mohou byt
experimenty s ozénimi lidskymi klidovymi lymfocytyin vitro, kdy davka 4 Gy vyvolavajici
fosforylaci histonu H2AX 1 h od o¥éni vedla 24 hodin po#fl k apoptéze rstené vazbou
Annexinu V a propidium jodidu {es 42 %casre a pozdg apoptotickych buk) (Vilasova et al.
2008).

Na protipolu radiosenzitivnich lymfoaytstoji relativié radiorezistentni mesenchymaini
kmenové biikky (MKB). Je znamo, Ze expozice hematopoetickycledovych busk ionizujicimu
z&eni vede k apoptéze (Vavrova et al. 2002, Mend,. @083). Jak jiz bylo naziano, stejny osud
¢asto potka biky hematopoetickéhotpodu jakou jsou lymfocyty periferni krve, nebonky
leukemické Rez&ova et al. 2008). MKB se ale chovaji rozdilfisou do jisté miry rezistentni
ke gama z&nim-indukované apoptéze (Chen et al. 2006, Mu#tnal. 2010, Schonmeyr et al.
2007). Po oz&niin vitro (1 h) dojde k davkayzavislé tvork yH2AX nagi¢ buréénou populaci
MKB nezavisle na fazi buiného cyklu. VzestupH2AX dosahuje maxima 1 hodinu od ¢eai u
MKB izolovanych ze zubni pulpy a periodontalnihgalinenta. Bnem 24 h vSak dojde k reparaci
vétSiny z&enim indukovanych DSB, kdy jen malé, relativranedbatelné procento kilnstale
spada do oblasti vysoké imunofluorescepid@AX-FITC ohranéené pomoci gating analyzy. Pro
MKB zubni pulpy a periodontélniho ligamenta totoabstvi gedstavuje mezi 1 a 8 % v zavislosti
na davce ionizujiciho #éni, které byly pvodns vystaveny. Kinetika formace a vymizeyH2AX
v MKB zubni pulpy a periodontalniho ligamenta odjpldv poznatkm ziskanych studiem
fosforylace H2AX v nadorovych bgdnych liniich (Banath et al. 2004), v lidskych lyrof@ech
(Andrievski et al. 2009, Redon et al. 2009), v kiglsh embryonalnich kmenovych idtéch
(Momcilovic et al. 2009), ale i v lidskych MKB kastdrens (Prendergast et al. 2011). Prendergast
detekoval pomoci Western blot analyzy a imunoflsoegini mikroskopie maximalni vzestup
YH2AX 2 h od ozéeni MKB kostni derg davkou 10 Gy. TvorbaH2AX byla nejdive detekovana
30 minut od ozéni, vrcholu dosahla 6 h od deéi a naslednklesala (Prendergast et al. 2011).
Momcilovic et al. detekovala mikroskopicky viditédnohniskayH2AX 20 minut od ozé&eni
embryonalnich kmenovych béikndavkou 1 Gy. Bhem nasledujicich 4 h vymizel&tsinayH2AX
ohnisek, 6 h od ozéni se jejich mnozstvi neliSilo od hodnoty kontfl@lomcilovic et al. 2009).
MKB zubni pulpy a periodontalniho ligamenta poSkoZeNA ve formé DSB z ¥tSi ¢asti Ehem
24 h od oz#eni reparuji, avSak za cenu zastavydngho cyklu. Jiz prvni den od dehi dojde
k akumulaci MKB v G2 fazi bustného cyklu. Tento trend se zjevnen&ni do 6. dne od o#éni.
MKB zustavaji v permanentni zastabunséného cyklu, nehynou vyznarjn apoptdézou. Tento
fakt je markant®si v kontrastu se stanovenim Btiného cyklu u relativéitaké radiorezistentnich,
p53 negativnich leukemickych btknHL-60 (Vavrova et al. 2000). Dvacétyii hodin od oz#eni
bunky indukuji vyrazny G2 blok, apopt6za je v tuto dotid ozéeni minimalni (5 %). Av3ak 3.
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den od ozgeni dojde k masivni smrti bk apoptézou (78 %), detekovanou jako sub-G1 peak
v histogramu analyzy bétného cyklu. Tato bugna smrt je oznsvana jako oddalena apoptoza.
Bunky se Bhem 2 dit pokusi opravit poSkozeni DNA, nakonec ale dojdgéaptoze (Aldridge et
al. 1998). Co se tedy dalgjd s MKB pokud nehynou vyznargnapoptdzou a to detns oddalené
apoptézy Bhem 6 dii? Vyswtleni poskytlo stanoveni aktivity-galaktosidasy spojené se
senescenci (SA-galaktosidasy) i vySSim pH. U vSechi¢ch tygi MKB izolovanych z kostni
diens, periodontalniho ligamenta a zubni pulpy jsme ki®tali rozvoj senescence. U kmenovych
burgk zubni pulpy dojde ke zvySeni aktivity SAgalaktosidasy kvantifikované pomociifowkove
cytometrie jiz prvni den od o#ni davkou 6 Gy. Odigtiho dne po ozéni je tento vzestup
potvrzen i pomoci detekce Shgalaktosidasy pouZzitim chromogenniho substratukaoskopie.
Aktivita SA-B-galaktosidasy se u MKB zubni pulpy dale zvy3Sujedaz6. dne od oZani, kdy
dosédhne platd. ZvySeni aktivity JAgalaktosidasy jsme dale stanovili u MKB kostriferdt a
periodontalniho ligamenta po davce 20 Gy 6. a 8. ad oz#eni. Za¢rem lze konstatovat, Ze
naSe vysledky stanoveni higného cyklu u MKB jsou v souladu s vysledky publikoymi
Schonmeyrem a kolegy, kfestudovali MKB izolované z kostnirein® potkarii. Zjistili, Ze oz&eni
potkanich MKB davkami 7 a 12 Gyigobilo signifikantni akumulaci bék v G2 fazi bu&éného
cyklu, ktera naslednpretrvala minimalg po dobu 3 d&u skupiny oz&ené 7 Gy a alesgor dni u
skupiny ozéeni 12 Gy (Schénmeyr et al. 2007). Podobné vyslegkypreferetini akumulace
burgk v G2 fazi bus¢ného cyklu byly pozorovany u aznych MKB izolovanych ze zubni pulpy
(Muthnd et al. 2010) neboizhi exponovanych lidskych embryonalnich kmenovyatek (Filion

et al. 2009). Na druhou stranu, vysledky Chen e(20106) popisuji, Ze o¥éni lidskych MKB
kostni derg davkou 9 Gy se projevi 0 36 h pégdakumulaci busk v G1 a G2 fazi buftného
cyklu. Prendergast et al. (2011) ve shedami pozoroval reparaciiedim-indukovanych DSB u
lidskych MKB kostni deng prostednictvim vymizeni loZzisekkH2AX do 24 h od ozé&ni.
Schonmeyr et al. (2007) prokazal vzestup aktivifBgalaktosidasy v potkanich MKB kostni
direrg 3. a 7. den od o¥éni davkami 7 a 12 Gy. Muthna et al. (2010) detalovzestup aktivity
SA-3-galaktosidasy u MKB zubni pulpy po deai davkou 20 Gy 3. az 13. den odierd. Naopak
team Chen et al. (2006) nedetekoval vzestup aktivA-3-galaktosidasy 5 dnpo ozdeni MKB
kostni derg davkou 9 Gy. Bohuzel, del&asové intervaly v této studii nebyly vyEmtany.

V dalSich fazich experimehntsme sledovali, jak ovlivni inhibice ATM kinasy izhim
indukovanou-fosforylaci H2AX a G2 zastavu Bamého cyklu u MKB periodontalniho ligamenta
a zubni pulpy. K inhibici ATM kinasy je moZné poupdnak nespecifické inhibitory — kofein
(Vavrova et al. 2003) nebo specifické inhibitory 85933 (Hickson et al. 2004). K inhibici ATM
kinasy jsme pouzili inhibitor KU55933 v koncentragikou doportiuje vyrobce. Z dat je patrné,
Ze inhibice ATM kinasy zcela potlda ionizujicim zd&enim-indukovanou tvorbwH2AX u
mesenchymalnich kmenovych kln Oba typy MKB reagovaly stejn po oz@éeni nedoslo ib
inhibici ATM kinasy 1. h a 24. h od o&ni k signifikantnimu vzestupyH2AX. Analyza
buné¢ného cyklu odhalila rozdil v reakci MKB na inhibi&iTM kinasy kEhem z#&eni indukované
akumulace buk v G2 fazi. Inhibice ATM kinasy u MKB periodontaho ligamenta statisticky
signifikantré potencovala akumulaci békv G2 fazi a u MKB zubni pulpy inhibovala akumulac
burgk v G2 fazi busicného cyklu. Vysledky ukazujici redukciieadim-indukované tvorbyH2AX
po inhibici ATM kinasy u MKB zubni pulpy a period@niho ligamenta jsou ve shbd daty
publikovanymi Prendergast et al. (2011) u MKB kégtfers. Inhibice ATM kinasy u MKB
periodontalniho ligamenta a zubni pulpy nevedlaotigpeni akumulace bwk v G2 fazi
burg¢ného cyklu, jak po {msobeni KU55933 pozorovala Momcilovic et al. (20@8)idskych
embryonalnich kmenovych bén | kdyZz je aktivni ATM kinasa ilezita pro péb&h signalni
kaskady schopné spustit zastavu dmého cyklu, u MKB zjevé vtéto funkci neni
nepostradatelna. Prendergast et al. (2011) ve réw lidskymi MKB kostni tens, kde studoval
molekularni cesty aktivované po expozici Bkirzaeni za inhibice ATM a DNA-PK, vyzdvihuje
vyznam DNA-PK. MoZna prav aktivita zbylych fosfatidylinositol-3 kinas aktivanych po
poSkozeni DNA zde zastoupila tlohu ATM kinasy v tole burg¢ného cyklu.

S experimenty studujicimi vliv inhibice ATM kinasya apoptézu obohacené o inhibici
MEK1/2 kinas jsme vold pokratovali u burgk leukemickych. Vybrali jsme si p53-pozitivni T-
lymfocytéarni leukemii MOLT-4. K inhibici ATM kinasysme pouZili nespecifického inhibitoru
kofeinu. K inhibici MEK1/2 kinas jsme pouzili kom&® dodavaného inhibitoru U0126. Jako
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genotoxicky agens, jehoZ vliv jsme samostatrebo v kombinaci s kofeinem a U0126 studovali,
jsme volili inhibitor DNA topoisomerasy |l a inteakani latku mitoxantron. U0126 tgobi
inhibi¢né na aktivaci MEK1/2-ERK1/2 signalni kaskady po wanDSB, ktera potencuje signalni
drédhy vedouci k proliferaci aigziti buiky po poSkozeni DNA (Golding et al. 2007). Kofein
inhibuje ATM-Chk1/2-p53 signalni kaskadu aktivovanbSB, ktera naopak spousti molekularni
cesty vedouci k apoptéze (Vavrova et al. 2003).dettyti hodin od gidani mitoxantronu doslo
k signifikantnimu zvySeni procentasré a pozdg apoptotickych bugk. Spolugisobeni kofeinu a
mitoxantronu vedlo k Gtlumu mitoxantronem-indukogaapoptdézy. Naopak spdéleé pmsobeni
U0126 a MTX vedlo k zesilenicinku mitoxantronu. &koliv je kofein znam jako latka zvysujici
cytotoxicky efekt latek poSkozujicich DNA, jako jepiklad ionizujici zé&eni (Eastman 2004)
nebo cisplatina (Kawahara et al. 2008jhdém studovaného intervalu se tento efekt neprojevil
ZVvI&¥ inny je kofein v potléeni poskozenim DNA indukované zastavy &imgho cyklu v G2
fazi u burgk s mutovanou formou, nebo bez p53. Zkraceni depgnace &ghem zastavy v G2 fazi
vede ke zvySeni citlivosti bgk, z&eni a smrti mitotickou katastrofou. Po preinkuba&3
negativnich bugk HL-60 s kofeinem nedochazi 24 h od i@rd davkou 6 Gy k akumulaci bekn
v G2 fazi bugéného cyklu. Radigni poskozeni neni reparovano,iky vstoupi do bu&ného
cyklu s nereparovanou DNA a dojde k indukci apoptithem 7-10 dni od o#éni (Vavrova et al.
2003). Vrozporu tedy je, Ze kombinace latek zepsku topoisomeras Il (doxorubicin a
mitoxantron) spolu s kofeinem vede k podai mitoxantronem-zpragtdkovaného cytotoxického
(einku (Traganos et al. 1993). Mimo patiai aktivace signalni kaskady vedouci ke smrti 8 p5
pozitivni buiky béhem 24 h, mize mit gicina i jiné vyswtleni. Za vSim podle mnozZicich se
Zjiseni stoji tvorba komplek mezi mitoxantronem a kofeinem (a dalSimi latkami skupiny
inhibitord topoisomeras 1), ktery tak podiafrakci volného mitoxantronu schopného vykonani
svého dinku (Piosik et al. 2002, Traganos et al. 1993)ISDa vyswtlenim miZze byt nastup
apoptozy v pozgsim éase (Vavrova et al. 2003).

V ramci prace jsme se dalénovali studiu cytotoxického potencialu vanadocerhidiridu
u p53-negativnich leukemickych biknHL-60, p53-pozitivnich MOLT-4 a zdravych lidskych
lymfocyta periferni krve. Cytotoxické gsobeni vanadocen dichloridu ¢asto porovnavano se
strukturré podobnou cisplatinou (Koépf-Majer et al. 1994). decdchodinu od p&atku expozice
burtk HL-60 VDC jsme stanovili linearni davkeév zavisly vzestup mmeru intenzity
imunofluorescencgH2AX-FITC nezéavisle na fazi béiného cyklu. Vzestup potgobeni VDC
byl homogenni nagé celou populaci buik. Naopak vzestup poapobeni CP nebyl homogenni,
vydélila se populace buwk s vySSi hodnotou imunofluorescengbl2AX-FITC zejména v S,
minoritrg také v G1 fazi buttného cyklu. Fedchazejici prace potvrdily cytotoxicky (DoleZalova
2009, Ghosh et al. 2000, Moebus et al. 1997) atapopryvolavajici dinek VDC u jaternich
hepatocelularnich bgk HepG2 (Aubrecht et al. 1999) a kirHL-60 (DoleZalova 2009). Také
naSe vysledky potvrdily apoptézu-indukujici viagttioVDC u leukemickych bufk HL-60
(prostednictvim fragmentace DNA detekované jako sub-Gadkp@a MOLT-4 (prostdnictvim
vazby Annexinu V a propidium jodidu). Z&y, Ze CP indukuje apoptézu u knHL-60 a
MOLT-4, jsou v souladu sefide publikovanymi daty (Floros et al. 2003). Na§sledky ukazaly
akumulaci busk MOLT-4 v G2 fazi buiéného cyklu po fisobeni VDC. Ve shadse zde
prezentovanymi vysledky, akumulace Bkiv G2 fazi bug¢ného cyklu byla detekovana u l@ln
Ehrlichova ascitova tumoru (Kopf-Maier et al. 1980)burgk rakoviny prsu BT-20 a u bgk
glioblastomu U373 (Navara et al. 2001). ZvySenghmqH2AX detekovana i@dnostl v S fazi
(mére behem G1 faze) buwiného cyklu po fisobeni CP byla v souladu s vysledky publikovanymi
Olive a Banath 2009. Autopopisuji vzestupH2AX piednosté v S fazi bugéného cykliu 2 h od
pridani CP k biikdm. Po expozici vySSim davkam CP pozorovali vzegHRAX také v G1 fazi
burg¢ného cyklu.
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8. Zawr

NaSe prace poukazuje na kvantitativni a kvalitatiordily mezi buténou odpokdi a
senzitivitou lidskych nebo potkanich lymfogytperiferni krve, dosflych mesenchyméalnich
kmenovych bugk a burk lidskych leukemickych linii na poSkozeni DNAugpbenim
genotoxickych agens rozdilného mechanisitinkin a davky. Ukolem této prace bylo odpdst
na zakladni otadzky definovanédihi cily v avodu.

Jednu hodinu od celového oz&eni potkai davkami vrozmezi 1-10 Gy jsme
kvantifikovali linearni davko¥ zavisly vzestupyH2AX v lymfocytech izolovanych z periferni
krve. VzestupyH2AX byl statisticky vyznamny od davky 3 Gy. Jedmdinu od lokalniho ozéni
potkarmi na oblast hrudniku davkami v rozmezi 5-30 Gy jskaantifikovali davkoe zavisly
vzestup od 10 Gy, statisticky vyznamny pro davkya&@0 Gy. U cel@ového ozé&eni doslo
k vzestupuyH2AX homogens nagi¢ populaci lymfocyi, u lokalniho ozéeni doslo k vzestupu
yH2AX jen v subpopulaci lymfocyt Vysledky byly stanoveny pomociiokové cytometrie a
nezavisle potvrzeny pomoci imunofluoresa@nmikroskopie. Dvacettyii hodin od lokalniho
ozdeni jiz nebyl prokdzan statisticky vyznamny vzesttf2AX v lymfocytech izolovanych z
krve. Kvantifikace yH2AX 1 h od celoglového oz&eni Ize wvyuzit jako z@tného
molekularniho indikatoru obdrZzené davky celoglového oz&eni. Pro celotlové oz&eni potkana
jsme wytvdili kalibra¢ni kiivku v rozmezi 1-10 GyStanovenimyH2AX jsme schopni rozlisit
celotlové a lokalni oz&eni. HistonyH2AX je jako analyt stabilnidhem 23 h skladovéani v plné
krvi na ledu pi 4 °C, coZ umoZznuje jeho vyuZiti v praxi.

Davky ionizujiciho zéeni, které vyvolaly 1 h od oEni vzestupyH2AX, vedly 24 h
pozdji k poklesu peétu lymfocyti periferni krve potkana.

U mesenchymalnich kmenovych buék zubni pulpy a periodontalniho ligamentajsme
1 h od ozéeni 20 Gy stanovili statisticky vyznammngestup yH2AX. Dvacetétyti hodin od
ozd&eni byl pozorovan poklegH2AX, kdy stanovené hodnoty jiz nebyly statistickyznamné.
Inhibice ATM kinasy vedla k potteni z&enim indukované tvorbyH2AX.

Vystaveni mesenchymalnich kmenovych &unicinku ionizujiciho zéeni vedlo
k davkové zavislé akumulaci burék v G2 fazi bunééného cyklu. Po davce 20 Gy tato akumulace
pretrvala do 6. dne od o#hni. Inhibice ATM kinasy vedla u kmenovych Blnzubni pulpy
k potlateni z&enim indukované akumulace knv G2 fazi bugcéného cyklu. Naopak u
kmenovych bugk periodontélniho ligamenta inhibice ATM kinasy ledke zvySeni procenta
buntk akumulovanych v G2 fazi b&&ného cyklu.

Prvni den od ozéni 6 Gy jsme pouzitim fluorogenniho substratu stdin zvySeni
aktivity SA-p-galaktosidasy u kmenovych buik zubni pulpy. Vzestup byl mikroskopicky
potvrzen 3. den od oni pomoci chromogenniho substratu. Zvy3eni aktvA-B-galaktosidasy
bylo detekovano a kvantifikovdno u mesenchymalnichenovych bugk kostni dens a
periodontalniho ligamenta 6. a 13. den odezdavkou 20 Gy.

Vanadocen dichlorid indukuje davkbwavislou apoptézu u btk HL-60 16 h po 1 h
preinkubaci. Jednu hodinu od expozice 3uHL-60 vanadocen dichloridu jsme stanovili dav&ov
zavislou formaciyH2AX, ktera byla vySSi v porovnani s cisplatinoua éklad vysledki
stanoveniyH2AX se niZzeme domnivat, Ze mechanismus cytotoxickéisopeni vanadocen
dichloridu je alespi z ¢asti zprostedkovan tvorbou DSB. Vanadocen dichlorigspbi cytotoxicky
indukci apoptozy u btk MOLT-4. BohuZel vSak naSe vysledky ukazujiva@adocen dichlorid
je v porovnani s cisplatinou még cytotoxicky viéi leukemickym buikdm (MOLT-4 a HL-60)
azarovei vice toxicky ke zdravym lymfocytim.

Mitoxantron Bhem 24 h svého permanentnihaispbeni indukuje apoptézu u
leukemickych bu&k MOLT-4. Inhibice ATM kinasy kofeinem sniZzi mitoxantronem-
indukovanou apoptézu. Naopak inhibice MEK1/2-ERK1/2signélni kaskady U0126 potencuje
pasobeni mitoxantronu.
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