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Nazev disertacni prace: Hodnoceni posSkozeni a reparace DNA u pacientli s nemalobunéénym

plicnim karcinomem vzhledem k farmakoterapii derivaty platiny

Rakovina plic je nejcastéjsi celosveétovou piicinou umrti spojeného s rakovinou. Tento
typ rakoviny je rozdélovan do dvou podtypt a to malobunééného a nemalobunééného plicniho
karcinomu. Chemoterapie derivaty platiny je zakladnim kamenem 1éCby pokrocilych stadii
nemalobunécéného plicniho karcinomu, kterému je tato prace vénovana. Cilem této prace bylo
zjistit, zda-li je mozné vyuzit metodu kometového testu pro monitorovani prubéhu 1é¢by u
téchto pacientl a jestli jsme schopni piedpovidat pacientovu odpovéd’ na 1écbu ¢i piipadné i

preziti pacienta.

Pro méteni poskozeni jsme tedy pouzivali zdkladni verzi kometového testu ¢i jeho
modifikaci pro méteni oxidacniho poSkozeni DNA a nami validovanou modifikaci pro méteni

ktizovych vazeb v DNA. Tato hodnoceni probihala bud’ in vitro na HeLa burikach a perifernich



lymfocytech od zdravych darct z Transfuzni stanice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, nebo
v ramci studie v perifernich lymfocytech pacientl trpicich nemalobunéénym plicnim
karcinomem, ktefi jsou léCeni derivaty platiny na onkologickém stacionaii plicni kliniky
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Oxidacni poskozeni DNA jsme dale prométovali pomoci

ELISA, kdy jsme hodnotili hladinu 8-OHdG v moci.

Nejprve jsme validovali metodu kometového testu pro méfeni kiizovych vazeb v DNA
za pouziti mutagenu styrenoxidu, ktery vytvaii zlomy v DNA. Metoda byla kalibrovana v in
vitro podminkach na HeLa bunikach a lidskych lymfocytech od zdravych darct. Prokazali jsme,
ze jsme schopni pomoci této metody v DNA detekovat na davce cisplatiny zavislou tvorbu
ktizovych vazeb. Vysledky nasledné byly ovéfeny i v in vivo podminkach, kdy jsme zjistili, ze
1 pfes vyrazné inter-individudlni rozdily, jsme schopni u pacientii detekovat zmény v tvorbé a
reparaci ktizovych vazeb v pribéhu chemoterapeutické 1é¢by. V dalsi ¢asti jsme hodnotili
poskozeni a reparaci DNA pomoci méfeni jednotfetézcovych zloma, kiizovych vazeb a zmén
Vv hladinach reparacnich kapacit (bazové a nukleotidové excizni reparace) v prubéhu
chemoterapie. Navic jsme se pak jest¢ zaméfili na zmény hladin oxida¢niho poSkozeni
v prubéhu chemoterapie. Hodnoty poSkozeni a reparace pacientil jsme také porovnavali k
hodnotdm vékoveé odpovidajicich zdravych jedincd. Pii porovnani pacientli a kontrol jsme
zjistili zejména signifikantné vys$i hladinu bazové excizni reparace u kontrolni skupiny,
zatimco hladina nukleotidové excizni reparace byla u obou skupin v podstaté stejna. U pacientt
v prib¢hu 1é¢by jsme pak zjistili signifikantné vyssi hladiny jednotetézcovych zlomii v DNA
pii méfeni hned po podani chemoterapeutické davky v ramci jednotlivych cyklii chemoterapie.
Podobné vysledky jsme dostali i pfi méfeni kiizovych vazeb, tedy Ze nejvétsi procento
ktizovych vazeb v DNA nalezneme hned po dokapani chemoterapeutické davky nebo jeden den
po podani této davky. Zjistili jsme také, Ze pocCet jednotetézcovych zlomu nartsta v pribéhu
celé chemoterapie (i kdyz nesignifiakntn¢) a Ze po skonceni celé chemoterapie (vSech cykla)
muzeme v DNA najit residudlni kiiZové vazby, které tam perzistuji. Dale jsme porovnali vstupni
hodnoty reparacnich kapacit u pacienti, kteti absolvovali celou chemoterapii, a u pacienti, kteti
Vv prabehu ni zemfteli. Dostali jsme podobné vysledky jako v ptipad€ porovnani skupiny pacienti

a kontrol, tedy Ze ackoli hladina nukleotidové reparace byla u obou skupin téméf stejna, hladina



bazové excizni reparace byla v ptipad¢ skupiny pacienti, ktefi absolvovali celou chemoterapii,

VySSi.

Data z nasi pilotni studie potvrzuji, ze Ize pomoci modifikovaného kometového testu
uzitim mutagenu styrenoxidu monitorovat zmény v tvorb¢ a reparaci kiizovych vazeb in vitro a
také u pacientd v prubéhu chemoterapeutické 1écby. Dale jsme potvrdili vysledky jinych studii,
zabyvajicich se poskozenim DNA pii malignim onemocnéni, jeho nasledné 1é¢bé a spojitosti
nedostatecné ucinnosti bazové excizni reparace jako rizikového faktoru téchto onemocnéni.
Navic nase vysledky naznacuji, Zze ackoli je cisplatina z DNA odstraiovana nukeotiodvou
excizni reparaci, bdzova excizni reparace hraje v klinickém stavu pacienta a v jeho preziti také

velmi vyznamnou roli.



