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1 Souhrn

Mesenchymalni kmenové bunky kostni diené, zubni pulpy a periodontalniho ligamenta jsou
buiiky s vysokym proliferaénim potencidlem a schopnosti sebeobnovy srovnatelnou s jinymi
kmenovymi bunikami. Vzhledem ke schopnosti diferencovat do rtznych bunécnych typt a
pomérné snadné dostupnosti predstavuji slibny nastroj pro vyuziti v bunééné terapii. Na druhou
stranu ovSem tyto bunky dlouhodobé pietrvavaji v organismu a pii poskozeni jejich genetické
vybavy hrozi kumulace bun¢k s mutovanym genomem. Proto je nutné tyto buiiky charakterizovat
V podminkdch plsobeni genotoxického stresu. Jednim ze stresorii poSkozujicich DNA, je
ionizujici zafeni, které v bunkich navozuje zastavu bunécného cyklu spojenou s reparaci
poskozeni nebo indukci apoptozy.

Cilem prace je sledovat vliv ionizujiciho zafeni na mesenchymalni kmenové bunky kostni
dfen¢, zubni pulpy a periodontalniho ligamenta a odpovéd’ téchto bunck na ionizujici zafeni po
inhibici ATM kinasy, ktera je u somatickych bunék povazovana za klicovou molekulu
signalizujici poSkozeni DNA, zejména dvouvldknové zlomy.

Studovali jsme molekuldrni mechanismy indukce apoptézy a reakce na poskozeni DNA
vyvolané ionizujicim zafenim u mesenchymalnich kmenovych bunék izolovanych z kostni dieng,
zubni pulpy a periodontalniho ligamenta. Hlavnim vysledkem nasi prace je zjisténi, ze tyto bunky
po ozafeni neumiraji apoptdzou, a to ani po vysokych davkach, ale pouze ztraceji svou schopnost
proliferovat a vstupuji do pred¢asné senescence.

2 Summary

Human mesenchymal stem cells from the bone marrow, the dental pulp and the periondontal
ligament are known for their high proliferation potential and the ability of self-renewal
comparable to the other stem cells. They represent a promising field in the therapy due to their
ability to differentiate into many cell types. On the other hand, these cells persist in the organism
for a long time and a damage in their genetic material would result in mutation of cell genome.
The characterization of these cells under genotoxic stress is therefore important. lonizing radiation
is one of the powerful DNA-damaging stressors causing cell cycle arrest associated with
reparation or apoptosis.

The aim of our work is to study the effect of ionizing radiation on mesenchymal stem cells
from the bone marrow, the dental pulp and the periondontal ligament and the response of these
cells to ionizing radiation after ATM kinase inhibition. ATM kinase is thought to be a key
molecule reflecting DNA damage, especially double strand breaks.

We evaluated molecular mechanisms of the apoptosis induction and the reaction to DNA
damage caused by ionizing radiation in mesenchymal stem cells isolated from bone marrow,
dental pulp and periodontal ligament. The main result of our work is that after the irradiation these
cells do not die by apoptosis, even after high doses, but only lose their proliferating ability and
enter premature senescence.



3 Uvod do problematiky

Cilem uvodni ¢asti je struéné shrnout poznatky o odpovédi bunék na poskozeni DNA,
které se vztahuji ke studovanému tématu.

3.1 ATM Kkinasa a protein p53

DNA eukaryotickych bun¢k je neustale vystavena pusobeni genotoxického stresu, tedy
riznym endogennim a exogennim vliviim jako je ionizujici zatfeni (IR), reaktivni formy kysliku a
dusiku, UV zafeni a chemické mutageny. Ty vyvolavaji celou fadu poSkozeni DNA vedouci ke
dvéma hlavnim smértiim biologické odpovédi v buiikdch. Prvnim je zédstava bunécného cyklu
v G1/S a G2/M kontrolnich bodech, coz umoziiuje ziskani ¢asu pro reparaci poskozeni, druhym je
pak indukce bunécné smrti mechanismem apoptdzy, pokud jsou poskozeni pfili§ rozsahld (Tichy
et al. 2007).
zlomy DNA (Khana and Jackson, 2001). DSB zptsobuji remodelaci chromatinu a tvorbu tzv.
ionizujicim zafenim indukovanych loZisek. Prvnim krokem v odpovédi savéich bunék na DSB
indukované ionizujicim zafenim je aktivace ATM kinasy. Ozarenim bunék dochazi k jeji rychlé
autofosforylaci na serinu 1981 (Shiloh 2003, Momcilovi¢ 2009), coz zpusobi disociaci dimeru
ATM a jeho aktivaci (Bakkenist and Kastan, 2003). Aktivaci ATM podporuje komplex
reparacnich proteini Mrell, Rad50, NBS1 (MRN komplex) a fosforylovany histon H2AX
(y-H2AX), které¢ se hromadi v blizkosti poskozeni. Pravé fosforylace tisic molekul histonu
H2AX na serinu 139 je jedna z nejcasngjSich odpovédi na indukci dvojitych zlomi DNA.
Fosforylovany H2AX tvoti loziska v pfitomnosti dvojitych zlomi DNA zpisobenych ionizujicim
zatenim a hraje dilezitou roli v opravé poskozeni DNA. Reakce, pti niz dochazi k fosforylaci
H2AX je velice rychla, prvni fosforylované molekuly se objevuji uz ve 20 sekundach po ozafeni a
mnozstvi y-H2AX se zvySuje se vzrustajicim poskozeni. Tuto fosforylaci mohou katalyzovat
ATM, ATR a DNA-dependentni proteinkinasa (Friesner et al. 2005). Dalsim krokem po aktivaci
ATM kinasy je rychla fosforylace mnoha dalsich signalnich molekul (Obr. 1).
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Obr. 1: Signalizacni kaskada odpovidajici na poskozeni DNA dvojitymi zlomy



Aktivovand ATM kinasa fidi prtichod bunéénym cyklem, a to ovlivnénim aktivity
kontrolnich kinas Chkl a Chk2. V odpovédi na ionizujici zafeni fosforyluje ATM kinasa
piredevsim Chk2 kinasu na threoninu 68 (Uto 2004), ale fosforylovana mtize byt i Chkl na
serinech 317 a 345. Hlavnim mechanismem kontroly buné¢ného cyklu je regulace aktivity Cdc25
fosfatas pravé pomoci kontrolnich kinas Chk1 a Chk2 (Reinhardt and Yaffe, 2009).

DalSim ze substrati ATM je protein p53. Nadorovy supresor p53 je protein, ktery
odpovidd na razné typy bunécnych stresorti tim, Ze indukuje zastaveni bunécného cyklu,
apoptdzu, senescenci, opravu DNA nebo zménu metabolismu (Taylor and Stark, 2001). Aktivace
proteinu p53 zahrnuje jeho stabilizaci, pfeménu latentni formy ve formu aktivni a umisténi
proteinu v jadfe. V nestresovanych bunkach je protein p53 degradovan pomoci Mdm2 proteinu,
tedy protein p53 nachézi v nizkych hladinach. Mdm2 ptisobi jako ubiquitin ligasa a exportuje p53
Z jadra buiiky do cytoplasmy k degradaci. Na poskozeni DNA navazuje vzestup mnoZzstvi p53
diky fosforylaci p53 v oblasti, kde se Mdm?2 vaze. Tato fosforylace se nejcastéji odehrava na
serinu 15 plsobenim kinas ATM a ATR. Kromé¢ Mdm2 se na degradaci proteinu p53
V nestresovanych bunkach podili také jun kinasa (JNK). Zatimco se komplexy Mdm?2 a proteinu
p53 vyskytuji specificky v S a G2/M fazi bunééného cyklu, JNK — p53 komplexy se pirednostné
nachdzeji v GO/G1 fazi. Bylo zjisténo, ze Mdm2 a JNK ptisobi nezavisle na sobé (Ljungman
2000).

Funkéni protein p53 je vyznamny transkripéni faktor pro nékolik cilovych gent, které jsou
kli¢ové pro regulaci bunééného cyklu (zastava bunééného cyklu v G1/S kontrolnim bodé¢ aktivaci
proteinu p21), reparaci poskozeni genetického materialu (protein Gadd 45 podnécuje reparaci
DNA vystépenim, a to bud’ pfimo nebo v kooperaci s molekulami PCNA), navozeni apoptdzy -
vyznamna loha genu Bax (Uldrijan et al. 2002).
jsou povazovany fosforylace na Ser 15 a Ser 392. Fosforylace na Ser 15 ptedstavuje ¢asnou
odpovéd buriky na genotoxicky stres. Dochazi k ni aktivaci ATM kinasy jak po UV zafeni, tak po
ionizujicim zafeni a je spojovana s indukci apoptdzy (Canman et al. 1998). Fosforylace proteinu
p53 na Ser 392 zvysuje asocia¢ni konstantu pro tetramerni formu tohoto proteinu a miZe zvySovat
vazbu specifickych sekvenci DNA. Také jiz zminované Chkl a Chk2 hraji roli 1 pfi stabilizaci a
nasledné aktivaci proteinu p53 po poSkozeni DNA, a to jeho fosforylaci na serinu 20 (Poehlman
2010).

U proteinu p53 bylo prokdzano, Ze se kratce po poskozeni DNA akumuluje v jadte,
zatimco u nestresovanych bun€k se vétSinou vyskytuje jen v cytoplasmé. V jadie ptsobi jako
transkripéni faktor a reguluje transaktivaci nékolika proteinli, vcetné¢ proteinu p2lCip1/Wafl
(Solozobova et al. 2009). Protein p21<P"™ef by] identifikovan jako prvni ze skupiny cyklin-
kinasovych inhibitor. Efektivné inhibuje cyklin-dependentni kinasy Cdk2, Cdk3, Cdk4 a Cdke6,
které maji ptimou ulohu v pfechodu mezi jednotlivymi fdzemi bunéného cyklu. Diky schopnosti
vazat se na Cdk je Casto oznaCovan jako CIP1 (Cdk interacting protein). Také byl identifikovan
jako produkt genu aktivovaného wild-type p53 a byl pojmenovan jako Wafl (wild type p53
activated factor) (Gartel and Tyner, 1999). Po poskozeni DNA blokuje pfechod mezi G1 a S fazi
bunécného cyklu, avsak hraje klicovou roli i v zastavé G2/M kontrolnim bodu (Cazzalini et al.
2010, Taylor and Stark, 2001).



3.2 Apoptoza

Apoptoza je v dnesni dobé¢ jiz dobie prozkoumany déj. Je to programovany zanik bunék
nenavozujici zanétlivou odpovéd’ jako je tomu u nekrozy. Zda buiika zanikne apoptdzou ¢i
nekrozou, zalezi na nékolika faktorech. PredevSim je to typ bunky, energetickd rovnovaha a
schopnost syntetizovat nové ATP. Pii apoptdze buika ztraci nejprve asymetrii fosfolipidi v
membrané, dochazi ke kondenzaci chromatinu, redukci velikosti jadra a ke Stépeni
internukleosomové DNA. Poté nastava svrasténi bunky, vydouvani membrany a bunka se rozpada
na apoptoticka téliska obklopend zbytky membrany, ktera jsou v konecné fazi fagocytovana
(Vavrova et al. 2002,

V apoptotickych bunkach je specificky aktivovana skupina cysteinovych proteas, které
jsou mezi sebou homologni a jsou souc¢ésti velké rodiny proteini znamych jako kaspasy. Kaspasy
jsou povazovany za hlavni vykonavatele apoptotické cesty, protoze zprostiedkuji vétSinu zmeén
charakterizujicich bunétnou smrt. Jsou syntetizovany jako neaktivni proenzymy tvofené tfemi
doménami. Signalni drahy vedouci k apoptdze lze rozdélit na vnéjsi cestu, kterd vede pies
receptory smrti s kliCovym inicidtorem kaspasou 8, a vnitini cestu, aktivujici kaspasu 9, pte-
devSim uvolnénim néekterych faktorit (cytochrom c) z aktivovanych mitochondrii. Ionizujicim
zafenim je predev§im aktivovana vnitini, neboli mitochondridlni cesta apoptézy (Rezaova,
Vavrova 2011).

3.3 Senescence

Né&které buiiky po pusobeni genotoxického stresu nepodléhaji apoptoze, ale ziistavaji
permanentné v bloku bunééného cyklu a neproliferuji. Po dosazeni tzv. Hayflickova limitu bunky
nejsou schopny proliferovat a jejich rast je permanentné zablokovan. Tento stav je oznacovan
jako replikativni senescence a je charakterizovdn nckolika znaky, z nichZ nejmarkantnéjSim je
zastava bunééného cyklu v G1 fazi, kdy se buiiky dale nedéli. Replikativni senescence bunck
nastavd po zkraceni telomer, specialnich nukleoproteinovych struktur, které se nachazeji na
koncich eukaryotickych chromosomli a jsou tvofeny opakujici se sekvenci TTAGGG.
Telomerickd oblast reaguje s riznymi proteiny, které chrani konec chromosomu a zabranuje
spusténi signalnich cest, reagujicich na poskozeni DNA. Telomerické sekvence prodluZzuje enzym
telomerasa, reverzni transkriptasa sklddajici se z RNA komponenty a katalytické podjednotky,
ktera kompenzuje zkracovani telomer béhem replikace a zabrariuje predéasné senescenci (Uldrijan
et al. 2002). Kriticky kratké telomery mohou byt povazovany za urc¢itou formu DNA poskozeni a
oznaceny fosforylovanym histonem H2AX za vzniku lozisek (Collado et al. 2007).

Replikativni senescence je tedy navozena zkracovanim telomer po dosazeni Hayflickova
limitu. Bylo vSak prokazéano, Ze senescence miZe byt navozena i pfedcasné déji nesouvisejicimi
se zkracovanim telomer. Mohou to byt rizné vlivy, které zpusobuji poSkozeni DNA, pfedevS§im
jeji dvojité zlomy. Tento stav se nazyva stresem indukovand pfedCasnd senescence a mize byt
vyvolana UV zéafenim, ionizujicim zafenim, peroxidem vodiku nebo riznymi chemoterapeutiky,
jako jsou doxorubicin, cisplatina a kamptotecin (Suzuki and Boothman 2008).

Buiiky jak v replikativni senescenci, tak v pfed€asné senescenci maji specialni morfologii,
jsou vétsi, maji rozmanitéjsi Skalu morfotypt, mensi bunéénou denzitu a s tim spojenou citlivéjsi
kontaktni inhibici mezi bunkami. Dilezitym znakem bunécné senescence je také zvySené
mnozstvi B-galaktosidasy, coz je hydrolasa vyskytujici se v lyzosomech, kterych je u
senenscentnich bunék vice a zvétsSuji svilij objem.

Vstup do senescence zprostiedkovavaji dvé zakladni signalni cesty — p53/p21 a pl6/RDb.
Protein p21 Ip1/Wafl jako inhibitor proliferace ma v indukci jak replikativni tak stresem indukované
predcasné senescence diilezitou roli. ZvysSena exprese proteinu p2lCip1/ Wafl spojend s délkou Zivota
bunc¢k ve tkanich byla prokdzana napt. v epitelu rohovky, vaskuldrni hladké svaloviné u



aterosklerdzy nebo v kosterni svalovin€. Upregulace tohoto proteinu je zaroveinn prvni znamkou
indukce replikativni senescence, zatimco dal$i markery se objevuji az tydny po zastaveni
bunééného cyklu (Ju et al. 2006). U lidskych fibroblasti ¢i mesenchymalnich kmenovych bunék
po vystaveni ionizujicimu zafeni byla v bunkdch navozena predCasnd senescence a zaroven
pozorovana indukce proteinu p21CiIOl Wafl(Mirzayans et al. 2010, Muthna et al. 2010). Ta je vSak
spojena pouze s kratkodobou zastavou bunééného cyklu a pak je snizena téméf na mnozstvi
proteinu v nesenescentnich bunikach (Muthna et al. 2010, Cmielova et al. 2011, Roninson 2002).

Stav trvalé zastavy bunééného cyklu udrzuje jiny cyklin-kKinasovy inhibitor — protein p16,
ktery inhibuje aktivitu kinas Cdk4 a Cdk6 a indukuje hypofosforylaci Rb proteinu. Tim je znovu
inhibovan ptrechod bunék z G1 do S faze bunécného cyklu (Suzuki and Boothman, 2008).

Stresem indukovanou pied¢asnou senescenci miizeme povazovat za mechanismus vedouci
k zastave riistu buné€k s rizikem naddorového zvrhnuti. Nadorové bunky totiz exprimuji telomerasu
a nevstupuji do replikativni senescence. Bylo prokézdno, Ze ionizujici zéfeni a rlUzna
chemoterapeutika pouzivana pro 1é¢bu nadord zpasobuji stresem indukovanou senescenci jak u
normalnich bun¢k, tak také u bunck nddorovych. Pisobeni ionizujiciho zéafeni nebo
chemoterapeutik neovlivituje délku telomer, zpusobuje vSak poskozeni DNA, zejména dvojité
zlomy, a tim vyvolava pfedCasnou senescenci.

34 Kmenové bunky

Kmenové bunky jsou zvlastnim typem bunék, které se mohou vyskytovat témét ve vSech
typech tkani po cely zivot. Byly izolovany napiiklad z kostni diené, mozku, kize, vlasovych
folikulii, kosterni svaloviny nebo zubni pulpy. Kmenové buiiky charakterizuje fada vyjimecnych
sebeobnovy (schopnost proliferace ptes 50 buné¢nych populaci) a schopnost diferencovat se do
Siroké Skaly bunéénych typl. Témto jedinecnym biologickym vlastnostem odpovida jejich
morfologickd charakteristika — vysoky pomér mezi jadrem a cytoplasmou, vysoka fluidita
membran a absence markerti pfitomnych u specializovanych bun¢k. Hlavni tlohou kmenovych
bunck je zajiStovat rozvoj tkané€, udrZovat tkanovou homeostazu a opravu tkané pii jejim
poskozeni.

Nejlépe prozkoumanou populaci kmenovych bunék jsou linie izolované z kostni diené.
Kostni den obsahuje jednak hematopoetické kmenové butiky, jednak kmenové bunky pochazejici
ze stromatického kompartmentu, oznadované jako mesenchymalni kmenové buiky (Rezadova,
Vavrova 2011).

Mesenchymalni kmenové buiiky jsou nehematopoetické kmenové buiiky pritomné v kostni
dfeni a schopné diferencovat se do riznych typli bunécnych linii — osteoblastl, chondrocytt,
bunék endotelu a také do bunéfnych linii podobnych neuronim. Mohou byt vyuzity v
systétmovych transplantacich u celkovych onemocnéni, lokédlnich implantaci pfi mistnim
tkdnovém poSkozeni nebo jako nosi¢ genli v genové terapii. Byly izolovany na zakladé své
adherence k plastovym povrchim. Bunky s podobnou biologickou charakteristikou jako
mesenchymalni kmenové buniky z kostni dfené byly izolovany také z periferni krve, pupecnikové
krve, synovialnich membran a pulpy mlé¢ného chrupu (Kassem et al. 2004).

Pro vyuziti kmenovych bunc¢k v klinické praxi je dilezitd jejich relativné snadna
dostupnost pro izolaci. Takovymto zdrojem bunék je zubni pulpa nebo periodontalni ligamentum
(Gronthos et al. 2000, Gay et al. 2007). Kmenové bunky zubni pulpy a periodontalniho ligamenta
maji podobné vlastnosti jako mesenchymalni kmenové buiky kostni diené: jsou vysoce
proliferativni a mohou expandovat za Hayflickv limit. Velkou vyhodou kmenovych bun¢k zubni
pulpy a periodontdlniho ligamenta v porovnani s jinymi kmenovymi bunkami je vSak jejich
snadné dostupnost, vysoka interaktivita s biomateridly, coz z nich Cini potencialni ideélni
elementy pro rekonstrukci tkané.



Otéazkou je, jak kmenové buiiky reaguji na genotoxicky stres vyvolany ionizujicim za-
Situace je pomérn¢ dobfe zmapovdna u hematopoetickych kmenovych bunék. U lidskych
hematopoetickych CD133+ bun¢k ozatenych in vitro byl pozorovan pokles klonogenni kapacity a
pokud nebylo poskozeni opraveno, builkky vstoupily do apoptéozy (Vavrova et al. 2002).
Hematopoetické kmenové buiiky miizeme rozdélit pomoci ctytbarevné flowcytometrie na buiiky
dlouhodobé obnovujici krvetvorbu (LT-HSC), které odpovidaji na ozafeni piedev§im indukci
senescence, a dale bunky rychle obnovujici krvetvorbu (ST-HSC) a buniky progenitorové, které
odpovidaji na ozafeni piredevsim indukci apoptéozy. U LT-HSC je vznik senescence spojovan s
nedostatecnou funkci téchto bunék ve stafi. Je tfeba si uvédomit, ze bunky v senescenci se
nemohou d¢lit, a tudiz pii dalsi zatézi organismu genotoxickym stresem nemohou obnovit napf.
poskozenou krvetvorbu. Byla také prokdzana akumulace YH2AX lozisek u LT-HSC izolovanych
od starych mysi (Rossi et al. 2007).

Lidské embryonalni fibroblasty jsou c¢asto pouzivanou linii pro studium bunécéné
senescence (Lawless et al. 2010, Raffetto et al. 2001). Bunky linie WI-38 v ¢asnych pasazich
reaguji na subcytotoxické davky UVB zafeni spuSténim stresem-indukované piedCasné
senescence (Straface et al. 2007). Také busulfan (alkyla¢ni latka zplsobujici DNA poskozeni)
vyvolava u lidskych fibroblastti (linie WI38) senescenci piedevsim pies aktivaci extracelularnich
signalli aktivujicich kinasu Erk a p38 MAPK (mitogen activated protein kinase). Tato kaskada je
nezavisla na cest¢ aktivované pies pS3 (Probin et al. 2007). Indukce senescence busulfanem je
aktivovana reaktivnimi formami kysliku. Je-li zabranéno vzniku kyslikovych radikald napt.
inkubaci s N-acetylcysteinem, snizuje se aktivace Erk a p38 MAPK kinas a také klesa senescence
indukovana busulfanem.

Mesenchymalni kmenové buiiky izolované z kostni dfen¢ neumiraji po ozatfeni apoptdzou,
ale ztraceji svou schopnost proliferace. Po ozateni davkou 2,5 — 15 Gy dochazi ke zkracovani
telomer, buiiky se ned¢li, ale ani nejsou zniCeny. Zaroven stoupa aktivita p-galaktosidasy, coz je
typickym znakem senescence (Serakinci et al. 2007).

Kmenové bunky zubni pulpy a periodontdlniho ligamenta vzhledem ke své snadné
dostupnosti piedstavuji velice slibny nastroj pro Siroké terapeutické vyuziti v klinické praxi,
konkrétné¢ v bunécné terapii. Pro jejich dalsi vyuziti je vSak nutné dikladné poznani jejich
vlastnosti, zejména regulace proliferace a indukce senescence a apoptézy. Kmenové bunky
pretrvavaji ve tkanich dlouhodobé a pii poruSe jejich genomu hrozi, ze bude dochazet ke
kumulaci vyslednych poruch. Navic podle nedavnych vyzkumi je zndmo, ze 1 nadory obsahuji
tzv. nadorové KB, z nichz nddorova masa roste. Ochrana zdravych tkani pted indukci senescence
muze vést k novym protinadorovym strategiim chranicim normalni tkdné¢ pfed senescenci a
indukujici u nddorovych bunék apoptozu.



4 Cile diserta¢ni prace

Cilem nasi prace bylo zjistit G€inky ionizujictho zéfeni na embryonalni diploidni
fibroblasty WI-38 a na mesenchymalni kmenové bunky izolované z kostni dfené, zubni pulpy a
periodontalniho ligamenta, a to konkrétné:

e Jak ionizujici zéfeni ovliviluje bunécny cyklus, zda zplsobuje zéastavu v nékteré z fazi
bunééného cyklu a zda je tato zastava vedena pies pS53-zavislou indukci proteinu
p21Cip1/Waf1?

e Zda a pripadné po jakych davkach vyvolava ionizujici zafeni u nasich studovanych linii
indukci apoptdzy?

e Zda ajaké davky davky zafeni vedou bunky do senescence?

e Je zastava bunééného cyklu po ozareni u kmenovych bunék zavisla na aktivaci ATM?

e Zda a ptipadné po jakych davkach vyvolava ionizujici zafeni indukci apoptéozy u KBZP a
KBPL po inhibici ATM kinasy?

e Zda ajaké davky zafeni vedou KBZP a KBPL do senescence po inhibici ATM kinasy?



5 Material a metodiky

51 Izolace a kultivace bunék

Byly izolovany 4 linie KB zubni pulpy z extrahovanych tfetich molart ziskanych od 4
zdravych darcti (3 zeny, 1 muz). Primémy vék darct byl 19 let (12-23). VSichni podepsali
informovany souhlas podle pozadavkl Etické komise 1ékarské fakulty v Hradci Kralové. Zuby
byly indikovany k extrakci z ortodontickych divodi ve sterilnich podminkach a transportovany
do laboratofe tkanovych kultur. Po separaci kofent (nebo i V piipadé, kdy kofeny jesté nebyly
vyvinuty) jsme pouzili extirpacni jehlu nebo ostry exkavator (Henry Schein, UK) pro izolaci
zubni pulpy. Zubni pulpa i zub byly vystaveny pusobeni enzymt — kolagenasy (Sevapharma,
CZE) a dispasy (Gibco, UK) na dobu 70 minut. Nésledovala centrifugace (600g, 5 minut).
(Soukup et al. 2006).

Linie bun¢k byly kultivovany v atmosféte s 5% CO; a teploté¢ 37 °C v médiu s nizkym
obsahem fetalniho teleciho séra tvofeného MEM (Gibco), 2% FTS (PAA, USA), 10ng/ml EGF
(PeproTech, USA), 10ng/ml PDGF (PeproTech), L-askorbova kyselina (Sigma, USA), 2%
glutamin (Gibco), penicilin/streptomycin (Gibco), gentamycin (Gibco) a dexametason (Sigma).
Buiiky byly kultivovany 3-5 dni v kultivagnich lahvich s povrchem Cell* surface™ (Sarstedt,
USA). Objevily se malé kolonie, které byly pomoci trypsin-EDTA roztoku (Gibco) piesazeny do
standardnich kultiva¢nich lahvi (TPP, Swizerland nebo NUNC, Denmark). Bunky v kazdé dalsi
pasazi dosahly minimalné 70% konfluence. Z diivodu kontroly kvality bunécné populace byly 1.,
3., 7. a 11. pasaz kontrolovany fenotypové charakteristiky (CD45, CD29, CD44, CD73, CD90,
CD166). Morfologie a viabilita byla kontrolovana s kazdou pasazi, karyotyp byl kontrolovan v 5.
a 10. pasazi a délka telomer byla méfena v pasazich 0, 2, 5, 7 a 10. Béhem kultivace nebyly
pozorovany zadné signifikantni zmény. Pro vSechny experimenty byly pouZity buiikky z Casnych
pasazi (5-7). Byly nasazeny v hustoté 4500 bun&k/cm® a po dosazeni 50% konfluence byly
transportovany k ozatreni (24 hodin po manipulaci). Kazdy ctvrty den po ozafeni bylo pfidano
nové médium. Viabilita a populacni zdvojeni bun€k byly analyzovany pomoci Vi-Cell
analyzatoru a Z2-Counter (Beckman Coulter, USA).

5.2 Ozarovani

K ozafovani bun¢k byl pouzit ®Co y-zati¢ (Chisotron, Chirana, CZE) o davkovém piikonu
1 Gy/min ve vzdélenosti 1 m od zdroje. Byly pouzity davky 2, 6 a 20 Gy. Byla pouzita ionizacni
komora (Dosemeter PTW Unidos 1001, serial No. 11057, ioniza¢ni komora PTW TM 313, serial
No. 0012; RPD Inc., USA); set byl validovan Ceskym metrologickym institutem — Inspektorat pro
ionizujici zafeni (protokol ¢islo 9011-OL-U4124/2005). Po ozafeni byly bunky umistény zpét
do inkubétoru s 5% CO; a 37 °C a pouzity v danych ¢asech pro analyzu. Kazdé 3 dny bylo v
lahvich po trypsinizaci a centrifugaci vyménéno médium, takZe do analyzy byly zahrnuty i
apoptotické plovouci buiiky.

5.3 Ovlivnéni bunék inhibitorem ATM Kinasy

Pro inhibici ATM kinasy byly buiiky preinkubovany 1 hodinu pfed ozafenim s inhibitorem
KU55933 (Merck, CZE).



5.4 Analyza bunéc¢ného cyklu

Buiikky v mnozstvi 1x10° pro kazdou skupinu byly promyty v ledové studeném PBS a
fixovany v 70% etanolu. Poté byly inkubovany 5 minut pii laboratorni teploté v pufru (192 ml
0,2 mol/l Na,HPQO,4 + 8 ml 0,1 mol/l kyselina citronova, pH 7,8) a obarveny propidium jodidem ve
Vindelové roztoku po dobu 60 minut pii 37 °C. Obsah DNA byl zméfen pomoci priittokového
cytometru Cytomics FC500 (Beckman Coulter) pouzitim 15 mW argon-iontového laseru s
excitaci pii 488 nm a emisi pfes 560 nm. Data byla analyzovéana pouZzitim software Multicycle AV
(Phoenix Flow Systems, USA) a CXP (Beckman Coulter).

55 Detekce apoptdzy

Pro detekci apoptozy byl pouzit Apoptest-FITC kit (DakoCytomation, CZE). Annexin V
se na povrchu bunék vaze na fosfatidylserin v pfitomnosti vapenatych iontti. Propidium jodid je
markerem propustnosti membran. Méfeni bylo provedeno na piistroji Cell Lab Quanta (Beckman
Coulter); data byla analyzovana pouzitim software WinMDI 2.9. Pro kazdou skupinu bylo pouZito
1x10° bungk.

5.6 Elektroforéza a western blotting

Pro analyzu byly pfipraveny celobunécné lyzaty podle pokynti vyrobce (Cell Lysis Buffer,
Cell Signaling Technology, USA). Celkové mnozstvi proteini ve vzorku bylo stanoveno pomoci
BCA metody (bicinchoninova kyselina, Sigma). Na gel bylo naneseno stejné mnozstvi proteint
(20 pg). Proteiny byly pfeneseny na PVDF membranu (Bio-Rad Laboratories, CZE), membrana
byla blokovana v TBS s 5% mlékem (non-fat dry milk, Bio-Rad) a inkubovéana s primarni
protilatkou p53, p53 S15, p53 S392, ATM, ATM_S1981, mdm2, mdm_S166, p21, p16, Chk1,
Chk1_S345, Chk2, Chk2_T58, DNA-PKcs, Ku80 (p53, p53_S392-Exbio, CZE; B-actin, p21 —
Sigma; p53_S15-Calbiochem-Merck; mdm2_S166, ATM, ATM _S1981, Chkl, Chkl S345,
Chk2, Chk2_T58, DNA-PKcs - Cell Signaling Technology) pii 4 °C po dobu 24 hodin. Pak byla
provedena inkubace s polyklonalni anti-my$i nebo anti-krali¢i sekundarni protilatkou
(DakoCytomation). Pro detekci byl pouzit chemiluminiscenéni detekéni kit (Roche, CZE). Pro
kontrolu nanasky vzorki byla kazdd membrina znovu inkubovdna pro stanoveni
[B-aktinu.

5.7 ELISA

Pro kvantitativni stanoveni mnozstvi proteinu p21 byl pouzit PathScan Sandwich ELISA
kit od Cell Signaling Technology podle pokyni vyrobce. Opticka densita byla métena pii 450 nm
v zavislosti na davce zafeni (v Gy). Pro vysledna méteni byl pouzit Tecan Infinite 200 (Schoeller
Instruments, CZE).

5.8 Imunohistochemie

Pro stanoveni aktivity B-galaktosidasy byl pouzit Senescence beta-galactosidase Staining
Kit (Cell Signaling Technology) podle pokynu vyrobce. Pro detekci vimentinu a yH2AX bylo
ozéafeno 1x10* bungk, buiiky byly centrifugovéany, promyty v PBS a fixovany v paraformaldehydu
10 min pfi laboratorni teploté, poté promyty v PBS. Builky byly blokovany v roztoku s 7% FTS a
2% BSA a obarveny patfi¢nou primarni protilatkou (anti-Vimentin —DakoCytomation; yH2AX -
Cell Signaling Technology; p16 — Sigma) 24 hodin pii 4 °C. Na kazdé sklicko byla aplikovana



sekundarni protilatka (po jejich pre-inkubaci s 5,5% oslim sérem v PBS po dobu 30 min pfi
laboratorni teploté) a inkubaci 1 hodinu ve tmé byla sklicka promyta (3x5 min) v PBS. Jadra byla
obarvena pomoci DAPI roztoku (Sigma), inkubace 8 min, promyti a fixace. Pro analyzu obrazu
byl pouzit fluorescencni mikroskop Nikkon Eclipse; expozice a dalsi parametry kamery ve vsech
kanalech byly nastaveny na stejné hodnoty pro kazdé sklicko pro ziskani kvantitativné
srovnatelnych vysledki.

5.9 Detekce YH2AX

Pro detekci yH2AX byla optimalizovana metoda, kterou publikoval Huang a
Darzynkiewicz (2006). Suspenze bunck byla 2x proplachnuta v PBS a poté fixovana v ledové
studeném 1% formaldehydu. Bunky byly dale proplachnuty 1% BSA-0,2%-Triton X-100 v PBS a
obarveny antifosfohistonem H2AX (Ser139)-FITC konjugovanou primarni protilatkou (Millipore,
USA) pfi laboratorni teploté 1 hod. ve tm¢. Po promyti byly bunky suspendovany v propidium
jodidu (0,1% RNase, PI 5 pg/mL in PBS), inkubovany pfi laboratorni teploté¢ po dobu 30 min ve
tm¢ a analyzovany okamzit¢ po inkubaci pomoci FACS analyzer CyAn DakoCytomation
(Beckman Coulter). Data byla zpracovana pomoci software Summit 4.3v (Beckman Coulter).



6 Vysledky

6.1 Reakce mesenchymalnich kmenovych bunék zubni pulpy na ionizujici
zareni

Pro ptehlednost se v kap. 6.1.1 — 6.1.3 zaméfime na reakci kmenovych bunék v ¢asnych
intervalech tj. 1 a 24 hodin po ozafeni. V kap. 6.1.4 — 6.1.7 pak budou popsany pozdni reakce do
13. dne po ozareni.

6.1.1 Detekce fosforylace histonu H2AX

Pritokova cytometrie

Obr. 2 znazoriuje odpoveéd’ KBZP na ionizujici zafeni fosforylaci histonu H2AX na serinu
139. Je ziejmé, ze se za 1 hodinu po ozéieni (20 Gy) objevuje signifikantni mnozstvi YH2AX
pozitivnich bun€k. Béhem 24 hodin klesla intenzita yYH2AX ze 77 % na 8 % (Obr. 2A).

Pro stanoveni vlivu inhibice ATM kinasy na fosforylaci histonu H2AX byly buiky
ovlivnény specifickym inhibitorem ATM kinasy o koncentraci 10 uM 1 hodinu pied ozafenim.
Bylo zjisténo, ze KU55933 inhibuje u KBZP fosforylaci yYH2AX za 1 i 24 hodin po ozafeni (Obr.
2B, 2C).

Imunocytochemie

Ozareni buné¢k KBZP davkou 20 Gy vede k masivni fragmentaci DNA a tvorb¢ dvojitych
zlomu. Obr. 2D znazoriiuje tvorbu mikroskopicky rozeznatelnych YH2AX lozisek v jadrech bunck
po ozafeni. Po ozafeni davkou 20 Gy byl po 1 hodin€ pozorovéan signifikantni nartist poctu
YH2AX loZisek u obou bunéénych linii. VéEtsSina dvojitych zlomt byla za 24 hodin opravena a po
1 dni bylo pozorovano pouze malé mnozstvi YH2AX lozisek. Z morfologického hlediska nebyla
pozorovana jak fragmentace jadra, tak ani tvorba apoptotickych télisek.

Po inhibici ATM se vyskytlo pouze malé mnozstvi YH2AX lozisek 1 hodinu a 24 hodin po
ozateni (Obr. 2D).
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Obr. 2: Exprese YH2AX u KBZP 1 a 24 hodin po ozafeni.

A: KBZP byly preinkubovany s KU55933 1 hodinu a pak ozafeny davkou 2 a 20 Gy . Exprese
YH2AX byla méfena pritokovou cytometrii spolecné s mnoZstvim DNA.

B: Procenta YH2AX pozitivnich bunék, méfeno pritokovou cytometrii. Primér ze 3 nezavislych
méfeni.

C: Intenzita fluorescence odpovidd mnozstvi fosforylovaného H2AX. Primér ze 3 nezavislych
méfeni.

D: Mikroskopicka detekce yYH2AX (Cervenda) a morfologie bunék (zelena = vimentin,
modré = DAPI) po IR dévkou 20 Gy a ovlivnéni KU55933.




6.1.2 Analyza bunécného cyklu

Ke stanoveni vlivu inhibice ATM kinasy a ozafovani na bunétny cyklus KBZP byla
pouzita pratokova cytometrie. Builkky byly ovlivnény inhibitorem KU55933 1 hodinu pied
ozafenim, ozafeny davkou 20 Gy a zmétfeny po 1 a 3 dnech. Bunky postradajici ATM vykazuji
vyraznou akumulaci v G2 fazi po ozafeni (Xu et al. 2002).

U KBZP se po inhibici ATM a ozaieni vyskytovalo v G2/M fazi 47 % 1. den, resp. 44 %
3. den. Vétsi procento bun€k se vyskytovalo v G1 fazi — 50 % 1. den, 53 % 3. den. U ozafenych
bunék bez ATM inhibice bylo v G2/M fazi 56 % 1. den, 54 % 3. den; G1: 40 % - 1. den, 42 % 3.
den. Samotné ovlivnéni KU55933 bez ozafeni mélo slaby inhibi¢ni efekt na S fazi po 24 hodinach
(kontrola 11 %, bunky s KU55933 0,5 %) (Obr. 3).

Kontrola 20 Gy KU55933 20 Gy + KU55933

T G1=75% < G1=40% G1=87% G1=50%
~ ] S=11% | s=4% $=05% $=3%
o f G2=14% G2=56% G2=125% G2=47%
§ : Den 1
= A “ |
1 VW ¥ RN WU VN

< Obsah DNA >

Obr. 3: Rozmisténi bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu po ozateni davkou 20 Gy a
ovlivnéni inhibitorem ATM kinasy KU55933.

KBZP byly ozafeny nebo ovlivnény 10 pmol/L KU55933 1 hodinu pfed ozarenim a ozareny. Po 1
a 3 dnech byla provedena analyza bunécného cyklu pritokovou cytometrii. Uvedené vysledky
jsou primérem ze 3 nezdvislych meéteni.

6.1.3 Zmény v expresi proteini

Pro hodnoceni proteinové exprese byla pouzita SDS-PAGE elektroforéza. Bunky byly
ozafeny davkami 2 a 20 Gy. Byl sledovan vliv inhibitoru ATM kinasy KU55933 na expresi
proteinii. Pozorovali jsme zmény v mnozstvi a fosforylaci ATM kinasy. IR zpisobuje upregulaci
ATM kinasy a jeji fosforylaci na serinu 1981 jednu hodinu po ozafeni davkami 2 a 20 Gy a
mnozstvi je zvySeno po 24 hodinach po davce 20 Gy. Po inkubaci bun¢k s inhibitorem KU55933
nebyla pozorovana zadna exprese ATM kinasy (Obr. 4A).

lonizujici zafeni zpisobuje signifikantni upregulaci proteinu p53. MnoZstvi tohoto
proteinu je zvySeno jak 1, tak 24 hodin po IR, at’ uz s pouzitim KU55933 nebo bez néj. Zmény
proteinu p53 jsou doprovazeny jeho fosforylaci na serinu 15, jehoZ mnoZstvi je zvySeno po celou
dobu experimentu po ozateni davkou 20 Gy, ale pouze u neinhibovanych bunék. Protein p21 neni
exprimovan 1 hodinu po ozafeni davkami 2 a 20 Gy. Jeho exprese je zvySena az 24 hodin po
ozéfeni, at’ uz u bunck s inhibici ATM kinasy nebo bez ni — u neinhibovanych bunék je vSak
mnozstvi vyssi (Obr. 4A). Vysledky byly potvrzeny metodou ELISA (Obr. 4B).

Dalsimi proteiny odpovidajicimi na poskozeni DNA jsou checkpoint kinasy Chkl a Chk2.
Mnozstvi Chkl je lehce zvySeno po ozafeni jak S pouzitim nebo bez pouziti KU55933, ale
fosforylovana forma na serinu 345 se objevuje pouze bez inhibice ATM kinasy po 1 hodin¢ po IR



davkou 20 Gy. Chk2 vykazuje stejnou tendenci jako Chk1, ale jeji fosforylace na threoninu 68 je
vyrazné¢ zvySena po ozafeni, s davkou 2 Gy vice po 1 hodiné, s davkou 20 Gy vice po 24
hodinach. Nepozorovali jsme zadné signifikantni zmény v mnozstvi DNA-PKcs ani jeji

podjednotky Ku80. Pro kontrolu nandsky bylo na vSech membranich stanoveno mnozstvi
B-aktinu (Obr. 4A).
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Obr. 4: Indukce a aktivace proteini u KBZP po ozateni.

A: Bunky byly ozafeny davkami 2 a 20 Gy. Pouzitim elektroforézy a western blotu byly
stanoveny zmény ATM kinasy, proteinu p53, p21, Chkl a Chk2, DNA-PKcs a Ku80. Pro zjisténi
vlivu inhibitoru ATM kinasy KU55933 byly bunky s timto inhibitorem inkubovany 1 hodinu pied
ozafenim. Pro kontrolu nanasky bylo na v§ech membranach stanoveno mnozstvi -aktinu.

B: Zmény proteinu p21 24 hodin po ozafeni davkami 2 a 20 Gy a inhibici ATM Kkinasy
inhibitorem KU55933 u KBZP.



6.1.4 Proliferace, viabilita a indukce apoptézy u KBZP po ozateni

Ozareni KBZP davkami do 20 Gy nema zadny efekt na viabilitu bunék béhem celé doby
experimentu; preziva okolo 80-90 % bunék jak v kontrolnich, tak ozafenych skupinach (Obr. 5A).
Na druhou stranu IR signifikantné inhibuje proliferaci bunék (Obr. 5C). Buiiky ozafené davkou
2 Gy zacaly za 2 tydny znovu linearné zvySovat sviij pocet. Byl také ovlivnén cCas, ve kterém
dochazi ke zdvojeni poctu bun¢k — se zvysujici se davkou se prodluzuje doba, za kterou dochazi
ke zdvojeni poctu bun¢k (kontrola 27 h, davka 20 Gy 128 hodin).

Indukce apoptdzy se vyskytuje v pozdé€jSich casovych intervalech a je pouze slaba.
Procento apoptotickych bunék po 13 dnech se zvySuje v zavislosti na davce ozateni (5 % po 2 Gy,
17 % po 6 Gy a 20 % po 20 Gy). U kontrolnich bunék se po 13 dnech nachazi 3 % apoptotickych
bunék (Obr. 5D). Pomoci prutokové cytometrie byla také hodnocena aktivita kaspasy 3 — béhem
13 dni nedoslo u bungk k aktivaci této kaspasy.
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Obr. 5: Vliv ozafeni KBZP davkami 2, 6 a 20 Gy na viabilitu, proliferaci a indukci apoptdzy po
dobu 13 dni po ozafeni.

A: Procento zivych bunék stanoveno pomoci Vi-Cell pouzitim barveni trypanovou modii.

B: Analyza popula¢niho zdvojeni ozafenych KBZP.

C: Dynamika proliferace bunék.

D: Indukce apoptézy pomoci barveni Annexinem V a propidium jodidem. Vysledky 1 ze 3
nezavislych experimentt.



6.1.5 Ionizujici zéfeni indukuje zastavu bunééného cyklu u KBZP

Rozdéleni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu odpovidajici obsahu DNA bylo
analyzovano po ozafeni a srovnano s kontrolni skupinou. Ionizujici zafeni o davce 2 Gy zpiisobilo
u KBZP pokles poctu bunek v S fazi bunééného cyklu (12 %, kontrola 3 %) b&hem prvniho dne
po ozafeni a situace se nezménila az do 13. dne. Zaroveint béhem prvniho dne doslo u KBZP po
davkach 6 a 20 Gy k akumulaci bun¢k v G2/M fazi (41 % a 45 %, kontrola 10 %). Tato zastava
ptetrvala az do 13. dne po ozateni (Obr. 6).
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Obr. 6: Zastava bunétného cyklu u KBZP.

Vliv ionizujiciho zafeni na rozmisténi KBZP v jednotlivych fazich bunééného cyklu byl stanoven
pomoci pritokové cytometrie stanovenim obsahu DNA v bunikdch. Byly vybrany vysledky
jednoho ze 3 nezavislych méteni.

6.1.6 Protein p53 je u KBZP po ozareni aktivovan

Pomoci elektroforézy a western blotu jsme studovali zmény v expresi proteinii u KBZP po
ozafeni davkou 20 Gy. Pozorovali jsme zmény v mnozstvi proteinu p53 a jeho fosforylovanych
forem v intervalu 13 dni. IR zpisobuje signifikantni upregulaci proteinu p53; uz po 1 dni po
ozafeni davkou 20 Gy je mnoZstvi proteinu p53 vyrazné zvySeno a dosahuje maxima. V
porovnani s prvnim dnem je po 3 dnech exprese snizena a po 13 dnech klesa na kontrolni hodnoty
(Obr. 7A).

Zmény proteinu p53 jsou doprovazeny jeho fosforylaci na serinu 15 se stejnou tendenci.
Maximalni fosforylace na serinu 15 se objevuje 1 den po ozafeni davkou 20 Gy a s Casem klesa;
13 dni po ozafeni je mnozstvi p53 serl5 nedetekovatelné. Fosforylace na serinu 392 ma
pomalejsi ndstup, objevuje se také po 1 dni po ozafeni, ale dosahuje svého maxima az 3. den, pak
se snizuje. Po 13 dnech, kdy je mnozstvi celkového p53 snizeno na kontrolni hladiny, je
fosforylace na serinu 392 témét nezaznamenatelnd. Ve stejnou dobu, kdy dochazi ke zvyseni
proteinu p53, zvySuje se také mmnozstvi jeho negativniho regulatoru proteinu mdm2 diky
fosforylaci na serinu 166 a ma stejnou tendenci jako protein p53. Maximalni mnozstvi se objevuje
po 1 dni, po 13 dnech vyrazné klesa (Obr. 7A).



6.1.7 Tonizujici zafeni indukuje senescenci u KBZP

Protein p21 neni u KBZP za normalnich okolnosti exprimovan. Po ozaieni se exprese genu
CDKNI1A dosahuje maxima po 1 dni a poté klesa s ¢asem — po 13 dnech je na kontrolnich

hladinach (Obr. 7B).

Jakmile dochézi ke snizeni exprese proteinu p21, nastdva zvySeni proteinu pl6, ktery je
spojovan s bunécnou senescenci. Tento inhibitor kinas CDK4 se poprvé objevuje 1 den po
ozareni, jeho mnozstvi se zvySuje a dosahuje maxima 13 dni po ozéfeni. Pokles mnozstvi proteinu

p21 je tedy nasledovano vzestupem mnozstvi proteinu p16 (Obr. 7B).

Tomuto zavéru odpovida i zvySend aktivita [-galaktosidasy, kterd je patrna 3 dny po

ozafeni a jeji aktivita s ¢asem roste (Obr. 8).
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Obr. 7: Indukce a aktivace proteinii u KBZP ozafenych davkou 20 Gy.

A: Pomoci elektroforézy a western blottingu byly hodnoceny zmény v expresi proteinu p53 a jeho
fosforylovanych forem na serinech 15 a 392, fosforylované formy proteinu mdm?2 na serinu 166.

Pro kontrolu nanasky bylo stanoveno mnozstvi p-aktinu.

B: Zmény v expresi p21Cipl/Wafl a proteinu pl6INK4a stanoveny pomoci elektroforézy a

western blottingu v intervalu 13 dni.
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Obr. 8: Indukce senescence u KBZP ozatfenych davkou 20 Gy.

Bunky byly ozafeny davkou 20 Gy v komirkach a histochemicky byla stanovena

SA B-galaktosidasy po 13 dnech.

aktivita



7 SHRNUTI NEJDULEZITEJSiCH VYSLEDKU

7.1 WI-38

IR zpiisobuje zmény ve viabilité¢ a proliferaci bunék — davka 2 Gy inhibovala proliferacni
schopnost bun¢k pouze po dobu 3 dni, bunky ptezivaly a po 3 dnech zacaly znovu
proliferovat, davky 6 a 20 Gy zptsobily pokles v poctu zivych bunék jak po 6 (84 % po 6 Gy,
76 % po 20 Gy), tak po 13 dnech (66 % po 6 Gy, 56 % po 20 Gy)

po 6 dnech IR mirn¢ indukuje apoptéozu (10,8 % po 2 Gy, 14,4 % po 6 Gy a 10,3 %
po 20 Gy; kontrola 7,6 %)

po 6 dnech je mirn¢ zvySena aktivita kaspas 3/7, 8 a 9 po ozafeni davkami 6 a 20 Gy

ozéfeni davkami 6 a 20 Gy zpusobuje zastavu v G2 fazi bunééného cyklu uz od prvniho dne,
pocet bunék v G2 bloku klesa v ¢ase (40 % resp. 42 % 1. den, 30 % resp. 36 % 3. den, 11 %
resp. 28 % 6. den; kontrola 19 %)

IR zpusobuje upregulaci proteinu p53 s maximalni expresi za 4 hodiny, pokles za 1 den,
zvySeni 3. den a déle pokles v Case; po 4 hodinéch také fosforylace p53 na serinu 15 a 392

IR zptsobuje zvysenou expresi proteinu p21 po 1 a 3 dnech a proteinu p16 po 13 dnech

v bunkach ozafenych 20 Gy se v jadrech objevuji loZiska tvofené histonem yYH2AX
odpovidajici na poSkozeni DNA

IR zptsobuje zvysenou aktivitu SA-B-galaktosidasy uz po prvnim dni po ozafeni davkou
20 Gy a jeji aktivita vyrazné roste az do dne 13

7.2 Mesenchymalni kmenové bunky kostni direné

IR o davce 20 Gy nema signifikantni vliv na viabilitu bun¢k

IR o davce 6 ani 20 Gy nema signifikantni vliv na aktivaci kaspas 3/7,8 a9

po ozafeni bun€k 6 a 20 Gy dochazi béhem prvniho dne k akumulaci bun¢k v G2/M fazi
(36 % a 35 %, kontrola 12 %)

1 den po ozafeni dochazi k naristu mnozstvi proteinu p53 a jeho fosforylacim na serinech 15
a 392, které pretrvavaji az do 6. dne

IR indukuje expresi proteinu p21 s maximem po 1 dni, v momenté, kdy za¢inad ubyvat
mnozstvi proteinu p21, objevuje se protein p16 (6. den, maximum 13. den)

ozafenim bun¢k davkou 20 Gy vzrlsta aktivita SA-B-galaktosidasy uz 3 dny po ozareni
s dal§im zvySenim po 6 a 13 dnech, dochazi ke zménam v morfologii bun¢k

7.3 Mesenchymalni kmenové bunky zubni pulpy a periodontalniho
ligamenta

IR o davce 20 Gy nema signifikantni vliv na viabilitu bun¢k

IR o davce 6 ani 20 Gy nema signifikantni vliv na aktivaci kaspas 3/7,8 a9

ozéfeni bun¢k davkou 20 Gy vede k masivni fragmentaci DNA a tvorbé dvojitych zlomt, po
1 hodin€¢ po IR dochazi k signifikantnimu nardstu poctu yYH2AX lozisek a k fosforylaci
tohoto histonu (77 % u KBZP, 85 % u KBPL); vétSina dvojitych zlomi je za 24 hodin
opravena (8 % u KBZP, 4 % u KBPL)

KU55933 inhibuje fosforylaci yH2AX jak u KBZP, tak u KBPL

béhem prvniho dne dochazi po davkach 6 a 20 Gy jak u KBZP, tak u KBPL k akumulaci
bun¢k v G2/M fazi (41 % a 45 % u KBZP, 46 % a 62 % u KBPL) a tato zastava pietrvava az
do 13. dne po ozafeni; u bun€k ovlivnénych inhibitorem ATM kinasy dochazi ke G2 bloku
také (47 % a 44 % u KBZP, 68 % a 65 % u KBPL)



IR zptsobuje signifikantni upregulaci ATM kinasy a jeji fosforylaci na serinu 1981

IR zplisobuje upregulaci proteinu p53, zmény jsou doprovazeny fosforylaci na serinu 15 a
392, po ozareni davkami 2 a 20 Gy dochazi ke zméndm v mnozstvi kontrolnich kinas Chk1 a
Chk2 a jejich fosforylovanych forem — Chk1 na serinu 345, Chk2 na threoninu 68

po inhibici ATM kinasy nedochazi jak k fosforylaci proteinu p53, tak ani k fosforylacim
kinas Chk1 a Chk2

po ozéieni dochézi ke zvyseni exprese proteinu p21 uz po 4 hodinach, s maximem po 1 dni,
jakmile dochazi ke sniZeni exprese proteinu p21, nastdva zvySeni proteinu p16

ozafenim bunck davkou 20 Gy vzrustd aktivita SA-B-galaktosidasy uz 3 dny po ozateni
s dal§im zvySenim po 6 a 13 dnech, dochéazi ke zméndm v morfologii bunék



8 Diskuse

Bunécna odpoveéd’ na poskozeni zplisobené ionizujicim zaifenim zavisi na typu bunky a na
schopnosti toto poSkozeni opravit. U lidskych koznich fibroblastli ozéatfenych davkou 6 Gy je
indukce apoptdzy minimalni, ale v jadfe pretrvavaji loziska spojena s poskozenim DNA po dobu
48 hodin, buinika je v zastavé bunééného cyklu, piednostné v Gl fazi a ztraci schopnost
proliferovat (Toussaint et al. 2000; Tsuboi et al. 2007). V jiném piipadé, u leukemické linie
MOLT-4, buiiky po 48 hodindch po ozéteni umiraji apoptdzou, ale 80 % bunck, které prezivaji,
opravuji poskozeni DNA a neobsahuji loZiska spojené s DNA poskozenim (Rezadova et al. 2008).

Tkéanova homeostdza zavisi na rovnovaze mezi proliferaci bun€k, senescenci a bunéénou
zpusobené ionizujicim zafenim je fosforylace ATM kinasy a fosforylace a upregulace proteinu
p53. PoSkozeni zpiisobené ionizujicim zafenim zastavuje bunéény cyklus v G1/S nebo G2/M fazi.
Tim je bunkdm umoznéna oprava poskozeni DNA, hlavné jejich dvojitych zlomu, které mohou
byt letdlni. Pokud je oprava neuspeéS$nd, builky jsou odstranény vétSinou cestou apoptdzy.
U nékterych bunck dochdzi k trvalé¢ zastavé bunééného cyklu, tyto buiiky ztraceji proliferacni
potencial — tento stav je znam jako pfedCasna senescence.

Protein p53 je kli¢ovym tumor supresorovym proteinem, ktery se ucastni obou zminénych
procestt — indukce apoptézy a stresem indukované piredCasné senescence. Rozhodnuti, ktery
z téchto procest vyhraje v odpovédi na stres je multifaktorialni proces. Zavisi to jak na typu
bunck, proliferacni aktivité, stavu proteinu p53, tak také na schopnosti upregulovat Cdk inhibitor
p16.

U nékterych typd buné€k, jako jsou fibroblasty, poSkozeni DNA (indukovéno napf.
ionizujicim zafenim) vede k predCasné senescenci indukované stresem. Buniky v SIPS vykazuji
vSechny charakteristiky jako bunky vyskytujici se v replikativni senescence; pozitivitu
B-galaktosidasy, akumulaci proteinu p21¢*¥We 3 hypofosforylaci pRb. SIPS je pravdépodobné
indukovana zastavou bunécného cyklu cestou zavislou na proteinu p53 (Toussaint et al., 2000).
Tato cesta se zda byt aktivovana prostfednictvim ATM kinasy, fosforylaci H2AX, tvorby YH2AX
lozisek a ztraty telomerické DNA (von Zglinicki, 2002).

Lidské embryonalni diploidni fibroblasty jsou ¢asto pouzivanou bunécnou linii pro
studium bunééné senescence (napi. Lawless et al. 2010 pouzil bunécnou linii MRC-5, Raffetto et
al. 2001 pouzil WI-38). WI-38 v Casnych pasazich odpovidaji na subcytotoxické davky UVB
zareni(Straface et al. 2007) a také na busulfan — alkyla¢ni latku poskozujici DNA (Probin et al.
2006), spusténim stresem-indukované pifedCasné senescence.

Linie WI-38 jsou buiiky embryonalnich plicnich fibroblasti a jejich odpovéd’ na ozareni se
od koZnich fibroblasti zna¢né lisi. Buitkky WI-38 vykazovaly po ozafeni snizenou viabilitu a
slabou indukci apoptozy, ale vice nez polovina bunék ptezila ozafeni davkou 20 Gy. Analyzou
bunééného cyklu jsme zjistili signifikantni mnozstvi bun¢k v G2 bloku bunééného cyklu (téméf
40 % 1. den a 30 % 3. den). Nase vysledky jsou v souladu s praci Filiona a sp., ktery zjistil, Ze
lidské emryonalni kmenové bunky postradaji restrikéni bod v G1 fazi. Tyto vysledky jsou zcela
rozdilné od odpovédi pozorovanych u béznych somatickych bunék (Filion et al. 2009).

Analyza indukce apoptdzy prokazala, ze v bunkach nedochazelo ke spusténi apoptdzy az
do 6. dne, kdy byl pozorovan slaby nartst bunék vstupujicich do apoptozy (10 % po 2 Gy, 14.5 %
po 6 Gy a 10 % po 20 Gy). Tyto vysledky jsou v souladu se slabym zvySenim aktivity kaspas 3/7,
8 a 9 Sesty den po ozafeni. V nasich predchozich studiich (Rezadova et al. 2008) jsme popsali, ze
typickou odpovédi proliferujicich somatickych bun€k na masivni poskozeni DNA zpisobené
vysokymi davkami ionizujiciho zéfeni je indukce apoptdzy. Na zéklad¢ téchto vysledk jsme
leukemickou bunéénou linii MOLT-4 pouzili jako pozitivni kontrolu, kde vSechny buiky po
ozafeni davkou 3 Gy umiraly apoptozou do 24 hodin po ozéfeni. Ve srovnani s touto leukemickou



linii, nartst v aktivité¢ kaspas u linie WI-38 nebyl tak vyrazny (aktivita kaspas u MOLT-4 je ve
srovnani s WI-38 pfiblizné 10 krat vyssi).

Ukazali jsme, ze protein p53 je u WI-38 v odpovédi na ionizujici zafeni rychle aktivovan a
fosforylovéan na serinech 15 a 392. Prvni odpovédi bunék na ionizujici zafeni je autofosforylace
ATM Kinasy, ktera pak fosforyluje protein p53 pravé v misté, kde je vazan na mdm?2, nejéastéji na
serinu 15. Tim je snizena afinita proteinu p53 k mdm?2 a p53 neni degradovan. Fosforylace na
serinu 392 zvySuje asocia¢ni konstantu pro tvorbu tetrameru a podporuje interakci se specifickou
sekvenci DNA (Canman et al. 1998).

Jednim z cilt proteinu p53 je gen kodujici protein p21¢PYWal _ CDKN1A. Tento protein
patfi do rodiny Cdk2 a Cdk4 inhibitorti a zpasobuje zdstavu bunécného cyklu. Zjistili jsme, ze
zvyseni proteinu p53 nasleduje zvyseni proteinu p21Cipllwafl, coz je typickou odpovédi bun¢k na
genotoxicky stress (Ju et al. 2007).

Co se d¢je s bunkami WI-38, které piezily ozafeni? V nasi praci jsme zaznamenali
zvysenou expresi proteinu p16™<** u bundk 13 dni po ozafeni davkou 20 Gy. Tumor supresorovy
protein p16™<* je klicovym proteinem pro navozeni senescence (Suzuki and Boothman 2008).
Tonizujicim zafenim navozen senescence souvisi s expresi p16™ 2 a po poskozeni DNA chrani
tento protein buiiky pted vstupem do apoptozy (Mirzayans et al. 2009). Protein p16™"** inhibuje
aktivitu Cdk4 a Cdk6 kinas a zpusobuje hypofosforylaci proteinu Rb. Pokud je Rb protein v
hypofosforylovaném stavu, je plné aktivni a mize blokovat pribéh bunécného cyklu interakci s
E2F (Delston a Harbour 2006).

Jednim z dalSich znamych znaki senescence je piitomnost lozisek asociovanych se
senescenci a souvisejicich s poskozenim DNA. Tato loziska obsahuji proteiny, které¢ jsou
spojovany s rozpoznanim a opravou DNA, jako je fosforylovany histon H2AX - yH2AX
(Campisi et al. 2007) v jadie. Imunofluorescenénim barvenim YyH2AX jsme zaznamenali tato
loziska v jadrech WI-38 bun€k 13 dni po ozafeni davkou 20 Gy. DalSim dilezitym znakem
senescence je zvySena aktivita -galaktosidasy (Eriksson a Stigbrand 2010). Detekovali jsme
zvySenou aktivitu tohoto enzymu od prvniho dne po ozafeni s maximem po 13 dnech. Existuje
vice studii s podobnymi vysledky. Suzuki et al. 2008 pozorovali zvySenou aktivitu
SA-B-galaktosidasy 3 dny po ozéfeni davkou 4 Gy u lidskych diploidnich bun¢k. Ozateni davkou
2,5 — 15 Gy zpusobilo zvyseni aktivity SA-B-galaktosidasy po 10 dnech také u mesenchymalnich
kmenovych bunék (Serakinci et al. 2007). Z naSich vysledki 1ze shrnout, ze buitkky WI-38 po
ozafeni davkou 20 Gy vstupuji do stresem indukované predCasné senescence.

Nase studie poukazuje na dva rizné typy odpovédi embryondlnich diploidnich fibroblastl
WI-38 na ionizujici zafeni. V bunkéch je aktivovan protein p53, je zvySend exprese proteinu
p21Cipllwafl a bunky jsou Vv zastavé bunécného cyklu v G2 fazi. Nékteré bunky umiraji apoptozou,
ale prezivajici bunky maji zvySeny protein pl16, vyskytuji se SA-loziska odpovidajici na DNA
posSkozeni a je zvySena aktivita SA-B-galaktosidasy, coZz indikuje stresem indukovanou
pred¢asnou senescence.

Mesenchymalni kmenové builky zubni pulpy a periodontdlniho ligamenta jsou dnes
slibnym zdrojem kmenovych bunék pro svoji snadnou dostupnost. Tyto buriky jsou ziskavany
s vysokou efektivitou, maji velkou schopnost diferencovat se do riiznych bunéénych linii a jejich
interakce s biomaterialy z nich ¢ini idealni zdroj pro rekonstrukci tkani (Aquino 2008, Estrela
2011, Gay 2007).

KBZP maji schopnost tvofit dentin a pfidruzenou tkan zubni pulpy in vivo. Bunky
podobné stromalnim bunkam byly ziskany z transplantovanych primarnich KBZP a
retransplantovany do imunokompromitovanych mysi, aby tvofily tkan podobnou dentinu a aby
byla prokazana jejich schopnost sebeobnovy. Bylo také zjisténo, ze KBZP jsou schopny
diferencovat se do adipocytl a neuralnich bunék. KBZP jsou tedy buiiky se stejnymi vlastnostmi,
jako je schopnost sebeobnovy a schopnost diferencovat se do Siroké Skaly bunéénych linii, které
nalézame u kmenovych bunék (Gronthos et al. 2002).



Aktivace a fosforylace proteinu p53 v hematopoetickych buinikach (jako jsou periferni
krevni lymfocyty nebo leukemické bunécné linie) vede béhem 24 hodin k apoptéze. Apoptdza je
také navozena po ozareni hematopoetickych kmenovych bun¢k (Meng ae al. 2003, Vavrova et al.
2002). Mesenchymalni kmenové bunky ale reaguji jinak. Z doposud znamych studii vyplyva
pomérné vysoka rezistence MKB ke spusténi apoptozy v odpoveédi na ionizujici zafeni (Chen et
al. 2006, Schonmeyr et al. 2007). Také v nasi praci jsme nepozorovali zvysSeni aktivity kaspas ani
fragmentaci DNA. Namisto toho jsme zaznamenali permanentni zastavu bunétného cyklu
a znamky stresem indukované pfedcasné senescence.

V naSi praci jsme zjistili, Ze u MKB izolovanych z kostni dien¢, zubni pulpy
1 periodontalniho ligamenta v reakci na IR je rychle upregulovan protein p53, zvysené mnozstvi
tohoto proteinu jsme zachytili uz od prvniho dne po ozafeni, stejn¢ jako jeho fosforylace na
serinech 15 a 392. Poskozeni DNA, které je zpusobeno IR, vyvolava u MKB narlst v mnozstvi
proteinu p53, nasledovany nariistem mnozstvi proteinu p21C'pllwafl. ZvySeni mnozstvi proteinu
p21CPYWArL ozorujeme uZ od prvniho dne po ozafeni, dosahuje maxima 3 dny po ozafeni a
ptretrvava az do Sestého dne. Tato aktivace kaskddy p53-p21 vSak nezplsobuje zastavu bunééného
cyklu v G1/S, ale v G2 fazi a objevuje se uz od 1. dne po ozafeni. Upregulace proteinu
p21Ci'°1/Wafl byla slabsi u KBPL ve srovnani s MKB kostni dfené. Transkripéni aktivace genu
CDKNI1A po poskozeni DNA je obvykle spojena s regulaci pfechodi G0/G1 a G1/S bunééného
cyklu (Harper et al. 1993). Zjistili jsme, Ze MKB vS8ech naSich studovanych linii se v GO/G1
nekumuluji, ale jsou pfednostné zastavovany v G2 fazi bunééného cyklu v odpovédi na IR.
MnozZstvi bun€k zablokovanych v G2 fazi a také doba trvani této zastavy bylo zavislé na davce.
Tyto vysledky se shoduji s publikovanymi vysledky Schonmeyra a sp., ktefi studovali MKB
z kostni dfené. Popsali, ze ozafeni davkou 7 a 12 Gy zpusobuje signifikantni zastavu v G2 fézi,
ktera pietrvavd nejméné po dobu 3 dnli po ozafeni davkou 7 Gy a po dobu 7 dnli po ozareni
davkou 12 Gy (Schonmeyr et al. 2007). Stejna zastava byla pozorovana u ozafenych lidskych
embryonalnich kmenovych bunék (Filion et al. 2009). Naopak vysledky Chena a sp. ukazuji, Ze
ozateni MKB kostni dfen¢ davkou 9 Gy po 36 hodinach indukuje jak GI, tak G2 zéstavu
bun&éného cyklu (Chen et al. 2006). Role proteinu p21°P*™Wel v indukci zastavy v G2 fazi
spocava v jejim navozeni, ale udrZeni zastavy v senescentnich bumkéach je zprostfedkovano
pusobenim proteinu p16 (Shay and Roninson 2004).

Typickou odpovédi proliferujicich somatickych bunék na masivni poSkozeni DNA
1onizujicim zafenim je indukce apoptdzy. U MKB vSak nebyl pozorovan Zadny pokles ve viabilité
bunck ani indukce apoptoézy po ozafeni az do davky 20 Gy. Prolifera¢ni schopnost bun¢k vSak
byla snizena po ozafeni bunék davkou 20 Gy a zastava bunétného cyklu se zda byt trvala.
Namisto apoptoézy jsme vSak zaznamenali znamky stresem indukované piedcasné senescence,
jako je zvyseni regulatoru bunééného cyklu proteinu p16 a zvySeni aktivity B-galaktosidasy, které
se zacina objevovat od 3. dne po ozareni. Tato data jsou v souladu s vysledky prace Serakinci et
al. 2007, ktery také popsal senescenci jako hlavni odpovéd mesenchymalnich kmenovych bun¢k
kostni dfen¢ na poSkozeni DNA.

Zjistili jsme zvysenou expresi proteinu p16, 6 a 13 dni po ozafeni. Zvyseni tohoto proteinu
nasleduje po néristu exprese proteinu p21°P*Wa y vsech linii MKB. Zvyseni cyklin-
dependentnich kinasovych inhibitori mélo za nasledek detekovatelnou hypofosforylaci
retinoblastomového proteinu (pRb) 13 dni po ozareni. Protein Rb je klicovym regulatorem vstupu
savéich bun¢k do bunééného cyklu. Hypofosforylovany pRb umoznuje ptechod z G1 faze do S
faze z divodu proliferace bun¢k (Guo et al. 2005). Expozice bunék gama zafeni inhibuje
fosforylaci pRb na misté specifickém pro cyklin-dependentni kinasu 2 v zavislosti na proteinu
p21CPYWal (Brygarolas et al. 1999).

Zdé se byt jednoznacné, ze vysoké davky IR (20 Gy) indukuji bunénou smrt pouze u
malého procenta populace MKB. Ozarené MKB z kostni dien¢ ztraceji schopnost proliferovat
(Chen et al. 2006, Schonmeyr et al. 2007), stejn¢ jako KBZP a KBPL, jak bylo zji§téno v nasi
studii. Nase prace ukazuje, ze navzdory ztraty schopnosti bun¢k proliferovat, buiikky neumiraji.



U prezivajicich bun¢k pfetrvavaji zbytky poSkozené DNA po ozaieni davkami 6 a 20 Gy a
aktivuji se mechanismy vedouci ke stresem-indukované pied¢asné senescenci (SIPS). Dosavadni
vysledky studii tykajici se detekovani indukce senescence u ozafenych MKB jsou sporné.
Schonmeyr et al. (2008) popisuje narust aktivity SA-f-galaktosidasy u MKB z kostni dfené po 3 a
7 dnech po IR davkami 7 a 12 Gy. Naopak Chen et al. (2006) nepozorovali nartst
SA-B-galaktosidasy u MKB z kostni diené ozarenych davkou 9 Gy 5 dni po IR. V nasi praci jsme
zaznamenali aktivaci SA-B-galaktosidasy u vSech linii MKB po ozaieni davkou 20 Gy 3-13 dni
po IR. Podobné vysledky byly popsany u jinych bunécnych linii. Mesenchymalni buiiky epitelu —
lidské buiiky karcinomu plic (Suzuki et al. 2001), lidské buiiky karcinomu prsu (Jones et al. 2005)
a embryonnalni fibroblasty (Suzuki et al. 2006) reaguji na ozareni indukci SIPS. U téchto bunck
dochazi k aktivaci typickych kaskad (ATM — p53 — p21), které odpovidaji na poSkozeni,
upregulaci proteinu pl6, zménam v proteinové expresi, morfologickym i funkénim zménam
bunék. Je vSeobecné znamo, Ze senescentni buiiky maji nevratné zastaveno bunééné déleni, ale
jsou stale schopny zastavat mnohé dalsi funkce (Ben-Porath and Weinberg 2005, Toussaint et al.
2000).

U zadné z nasich studovanych bunéénych linii jsme nepozorovali zmény v aktivit¢ kaspas
nebo pokles viability bun€k po ozéafeni, coz bylo potvrzeno barvenim bunék trypanovou modfi.
Na druhou stranu byly nalezeny znaky SIPS: prodlouzena upregulace proteinu p53, zvySeni
regulatoru bunééného cyklu proteinu pl6, zvySena aktivita SA-B-galaktosidasy a morfologické
zmény — ozafené bunky se protahuji, zplostuji a cytoplasma se stava granuldrni s cetnymi
inkluzemi. Ackoli bunky zustavaji “zivé”, pietrvavaji v bloku bunééného cyklu. Stejna reakce na
ozareni byla pozorovana u vsech tfi bunécnych linii MKB. Senescence ozafenych MKB kostni
dfené byla popsana a publikovana Schonmeyrem a sp. Po 3 a 7 dnech po ozateni pozorovali
davkovou zavislost aktivace senescence. Indukce senescence byla statisticky signifikantni po
ozéfeni davkou 12 Gy (Schonmeyr et al. 2007).

DalSim krokem nasi prace bylo zjistit, co se déje v buiikdch po ozéfeni v kratkém casovém
intervalu a jak je reakce na IR ovlivnéna inhibici ATM kinasy specifickym inhibitorem KU55933.

Citlivym markerem dvojitych zlomi DNA vznikajicich po ozéfeni je rychla fosforylace
histonu H2AX na serinu 139 (Sak and Stuschke 2010, Kao et al. 2006). Zjistili jsme, Ze velké
procento bun€¢k KBZP a KBPL vykazuje zvySené mnoZstvi YH2AX fluorescencni intenzity po 1
hodin¢ po ozaieni davkou 20 Gy (77 % u KBZP, 85 % u KBPL). Po 24 hodinach byla intenzita
vyrazné sniZena, zistalo pouze 8 % pozitivnich KBZP a 4 % KBPL. Tato tendence nebyla
pozorovana u bunck ovlivnénych inhibitorem KU55933. NaSe vysledky ukazuji, ze KU55933
brani fosforylaci histonu H2AX na serinu 139. Vysledky z prutokové cytometrie byly potvrzeny
imunocytochemii, kde jediny nartist yH2AX lozisek byl pozorovan 1 hodinu po ozafeni davkou
20 Gy u bunék neovlivnénych inhibitorem KU55933.

V odpovédi na dvojité zlomy DNA jsou zapojeny tfi druhy kinas — DNA-PK, ATM a
ATR. Bylo zjisténo, Ze hlavni kinasou ovliviiujici histon H2AX po ozafeni je ATM kinasa, ne
DNA-PK (Burma et al. 2001). Stiff a sp. popsali, ze DNA-PK hraje redundantni roli po ATM
kinase ve fosforylaci H2AX po ozafeni (Stiff et al. 2004). Dokéazali jsme, ze ATM kinasa je
aktivovana 1 hodinu po ozéafeni a jeji aktivace se neméni ani za 24 hodin. ATM kinasa byla
fosforylovana na serinu 1981 po 1 a 24 hodinach, zatimco jsme nepozorovali Zadnou aktivaci u
bun¢k ovlivnénych inhibitorem KU55933. Aktivace ATM po poskozeni DNA zplsobuje
fosforylaci dalSich efektort jako je Chk2 — fosforylace na threoninu 68 a p53 — fosforylace na
serinu 15 15 (Mom¢ilovi¢ et al. 2009, Hickson et al. 2004). Zadny z téchto proteind neni
aktivovan u A-T bunécnych linii (Stiff et al. 2004). Nase vysledky se s témito tvrzenimi shoduji.
Protein p53 je aktivovan v odpovédi na IR, jeho mnoZstvi se zvySuje 1 i 24 hodin po ozéfeni
davkou 20 Gy at’ uz po ovlivnéni inhibitorem KU55933 nebo bez néj. Na druhou stranu ale jeho
fosforylaci na serinu 15 jsme pozorovali pouze u ozafenych bun¢k bez inkubace s KU55933.



Fosforylace Chk2 kinasy na threoninu 68 byla nejvyssi 1 hodinu po ozafeni davkou 2 Gy a
24 hodin po ozareni davkou 20 Gy. Celkové mnozstvi Chk2 bylo slabé zvyseno po ozaieni. Pouze
mirny vzestup mnozstvi fosforylovaného Chk2 na threoninu 68 jsme pozorovali u bunék po
inkubaci s KU55933 po ozafeni 20 Gy a to po 1 hoding. Zatimco ATM-Chk2 cesta odpovida
primarné na ionizujici zareni, cesta ATR-Chkl je indukovana pfedevSim jednoduchymi zlomy
DNA (Reinhardt and Yaffe 2009). Zaznamenali jsme nartst exprese Chkl a mirny nartst
fosforylace na serinu 345 1 hodinu po ozéfeni davkou 20 Gy v buiikach neovlivnénych KU55933.
Muze to byt zpiisobeno DNA poskozenim nebo také zastavou replikace DNA (Uto et al. 2004).



9 Zavér

Nase prace ukazuje na rozdily mezi odpovédi lidskych embryonalnich diploidnich
fibroblastt, dospélych mesenchymalnich kmenovych bunék izolovanych z kostni dfené,
zubni pulpy a periodontalniho ligamenta a somatickych bun¢k na poskozeni DNA. Typickou
odpovédi proliferujicich somatickych bunék na masivni poskozeni DNA zplsobené
vysokymi davkami ionizujiciho zafeni je indukce apoptdzy.

Embryonalni diploidni fibroblasty linie WI-38 reaguji na IR dvéma riznymi zpisoby. V
bunikach je aktivovan protein p53, zvySuje se mnoZstvi proteinu p21Cip1/W&f1 a bunky jsou
zastaveny v G2 fazi bunéného cyklu. Nékteré buitky umiraji apoptoézou, ale u prezivajicich
bunék se zvySuje mnozstvi proteinu pl6, tvoii se loziska, odpovidajici na poskozeni DNA a
vzrista aktivita SA-B-galaktosidasy, coz ukazuje na vstup bunck do stresem indukované
predCasné senescence.

Mesenchymalni kmenové buniky vSak reaguji uplné jinak nez somatické proliferujici
bunky. Zjistili jsme, Ze tyto kmenové buiikky v odpovédi na IR postradaji G1 kontrolni bod a
jsou vétsinou zastaveny v G2 fazi bunécného cyklu. VétSina bunek at’ z kostni dfené, zubni
pulpy nebo periodontalniho ligamenta aktivovala protein p53 a p21C'pllwafl. Apoptoza byla
ale indukovana pouze u nepatrného poctu bunck. U vétSiny bunék byla navozena predcasna
senescence. Senescentni bunky prezivaji, ale maji zastaveny bunéény cyklus (vétSinou v G2
fazi) a dochazi k aktivaci kaskad odpovidajicich na poskozeni DNA (jako je ATM-p53-p21),
upregulaci p16, zvySeni aktivity SA-B-galaktosidasy a typickym morfologickym zménam.

V casnych intervalech po ozafeni byl v bunkéch fosforylovan histon H2AX, ktery slouzi
jako marker pfitomnosti dvojitych zlomi DNA. U vétSiny bun€k bylo poskozeni DNA
opraveno. Byly také aktivovany a fosforylovany kontrolni kinasy Chkl a Chk2. Po inhibici
ATM kinasy byla fosforylace Chk1 a Chk2 zablokovana. Na rozdil od neinhibovanych bunék
nebyl fosforylovan ani histon H2AX ani protein p53.
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