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1. UVOD

Pritokova cytometrie je moderni analyticka metodar&temo#uje v realnéncase
stanovit velikost a morfologické charakteristikynBla spolu s analyzou vazhby specifické
protilatky konjugované s fluorochromem nebo s pbogifluorescetinich sond. V zavislosti
na konstrukci pitokového cytometru jsme schopni analyzovat vazékolika protilatekci
fluorescekinich sond vetrg sledovani intenzity této vazby. Vyhodydpokové cytometrie
spaivaji v sokasném progirovani mnoha znak na jedné biice, jedna se o metodu
kvantitativni analyzy. Ritokovd cytometrie umdaije stanoveni ifitomnosti jak
povrchovych, tak intracelularnich zngldale uéeni procenta butk nesoucich zvolené znaky
v heterogenni populaci ad&teni intenzity jejich exprese. Genotoxické latky ku&lji buiku
vznikem jednovlaknovych a dvouvldknovych zidmNA. Za nejzavazjSi formu poskozeni
DNA jsou povaZzovany dvouvldknové zlomy. Dvouvidkaaxilomy DNA vzniklé v genomu
buiky jsou reparovany dhem d@asné zastavy bgdného cyklu. Pokud vSak nejsou
dvouvlaknové zlomy DNA 0si$re reparovany, dojde k bgéné smrti, nebo indukci
senescence. Prace se 2#Hla na detekci dvouvldknovych zlamDNA, zmen burééného
cyklu a apoptézy poigsobeni genotoxickych agens, zejména ionizujicilterdacisplatiny a
vanadocen dichloridupomoci vybranych metod {iokové cytometrie. Ke studiu byly
pouzity tizné modelové typy bk, nadorové buené linie, mesenchymalni kmenovénky

a lymfocyty izolované z periferni krve.
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2. CILE PRACE

Cilem této prace bylo prostudovat moznostitpkové cytometrie v kvantifikaci
bunééné odpo¥di na genotoxicky streis vivo a in vitro. Detekovali jsme zgny souvisejici
s rozpoznanim poSkozeni DNA a naslednou¢bioiou reakci. Nejzavazjsim poskozenim
jaderné DNA biiky je vznik dvouvlaknovych zlolhDNA. Buika se snazi poSkozeni DNA
reparovat déasnou zastavou b&meho cyklu, je-li poSkozeni nereparovatelné dochazi
k indukci apopt6zy, nebo senescence.
Jednotlivé cile byly stanoveny takto:

» Kvantifikovat zneny v mnozstviyH2AX v lymfocytech izolovanych z periferni krve
1 h od celatlového a lokalniho ozéni potkad v zavislosti na davce ionizujiciho
z&eni pro @ely biologické dozimetrie.

* Objasnit rozdily ve vyskytyH2AX v populaci lymfocyi po celoélovém a lokalnim
oz&eni, kinetiku reparace radi@ho posSkozeni podle vymizepH2AX a moznost
odlozené analyzyH2AX.

e Stanovit znény v paitu perifernich lymfocyt 24 hodin od celétového a lokalniho
oz&eni potkah ve vztahu k dadvkam géni pouzitym g kvantifikaci yH2AX.

* Prostudovatasovou a davkovou zavislost vznildd2AX in vitro v mesenchymalnich
kmenovych biikdch po fisobeni ionizujiciho 2é&ni samostat) nebo v kombinaci s
inhibici ATM kinasy.

e Stanovit, jak expozice ionizujicimu ighi ovliviiuje distribuci mesenchymalnich
kmenovych buék v burééném cyklu v kontextu obdrzené davkyasu od ozéeni.

» Objasnit kinetiku rozvoje senescence pomoci kvikatie aktivity p-galaktosidasy
spojené se senescenci u mesenchymalnich kmenougek o ozdeni.

* Zhodnotit pomoci pitokové cytometrie, zda inhibice ATM kinasyghem ozé&eni
ovlivni distribuci mesenchymalnich kmenovych Bkin burééném cyklu.

* Objasnit, zda potencialni protinadorova latka vawad dichlorid indukuje davkev
zavisly vznik yH2AX a apoptozu u leukemickych bikn HL-60 v porovnani
s klasickou cytostatickou latkou cisplatinou.

» Zjistit, jestli potencialni protinadorova latka \&docen dichlorid &nnéji indukuje
apoptézu u malightransformovanych T-lymfocytlinie MOLT-4, nebo u zdravych

lidskych lymfocyti izolovanych z periferni krve v kontrastu&spbenim cisplatiny.
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e Stanovit velikost mitoxantronem indukované apoptézy-lymfocytarni leukemické
linie MOLT-4 za inhibice ATM kinasy a MEK1/2 kinas.
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3. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

3.1. Molekularni mechanismy reakce buék na genotoxicky stres

Bunky vystaveny fisobeni genotoxickych agens fyzikalni nebo chemipgk@ahy
(ionizujici z&eni, cytostatika, reaktivni formy kysliku a dus#é«ogenniho nebo endogenniho
puvodu) vykazuji intenzivni poskozeni DNA charaktexiané poSkozenim nukleovych bazi,
intramolekularnim  zegdbvanim viaken DNA sjadernymi bilkovinami, jedno a
dvourettzcovymi zlomy DNA a dalSi (Khanna et al. 2001). Bypozsah poSkozeni genetické
informace biiky zavisi jak na druhu a délceigpbeni genotoxického agens, tak na
vnimavosti daného bgtného typu k jeho {msobeni. Za nejzavagsi formu poskozeni
jaderné DNA se povazuji dvojité (dvouvlaknové) ziodvouSroubovice DNA (double strand
breaks, DSB). DSB vznikaji paipobeni exogennich genotoxickych agens (ionizufErd,
cytostatika), mohou rowa vznikat Bhem rekterych specializovanych b&mych funkci,
jako je replikace DNA, V(D)J rekombinace, meiotickékombinace, class switching a
apoptoza.

Dnes neni sporu, Zze DSBeglstavuji nejvice nebezppou formu poSkozeni DNA.
V nékterych literarnich zdrojich se uvadi, Ze jiz jed@8B miZze vyvolat buscnou smrt,
pokud neni reparovan. Ztrata kontinuity mezi fragtgeDNA a centromeroudnem mitdzy
muze vyustit v deleci velkéasti genetické informacegnasené do dtieych burgk. Pokud
nejsou spravh opraveny, DSB mohou #apobit zngény v sekvenci DNA, chromosomalni
translokace, genetickou nestabilitu, eventéigiroplastickou transformaci tiky. Neni tedy
piekvapenim, Ze butina odpo¥d na poskozeni DNA aipdevsim DSB fedstavuje
sofistikovany soubor molekularnich reakci vedouckctletekci DSB a dale pak k jeho
reparaci (Jackson 2002).

PoSkozeni polynukleotidovychiettzcl jaderné DNA zpsobuje remodelaci
chromatinu za formovani tzv. ohnisek, fiofy pripadt ptisobeni ionizujiciho Z&ni: ionising
radiation-induced foci, IRIF) v mistpoSkozené DNA. Vznikla ohniskaghiem rékolika
minut rekrutuji a aktivuji proteiny podilejici sa detekci DSB. Mezi nejdeZitéjSi proteiny
detekujici toto poSkozeni patMDC1, 53BP1, Mrell, Rad50, Nbsl (proteiny repaiiao
komplexu MRN), Radl, Rad9, Radl7, Rad26, Husl, g$sDakajici komplex znamy jako
protein RPA a mnoho dalSich (Bekker-Jensen e0a6R

Po detekci poSkozeni DNA dojde k aktivaci protein rodiny tzv. serin/threonin

15



proteinkinas fibuznych fosfatidylinositol-3 kinase (PI3K): atat&leangiectasia mutated
(ATM), ataxia-teleangiectasia a Rad3-related (ABRYatalytické podjednotky DNA-zavislé
proteinkinasy (DNA-PKcs) (Shiloh et al. 2003). Omto kterd kinasa budeigdnostg
aktivovana, rozhodne typ poSkozeni genomu, dobazmiku poskozeni, druh a kvantum
pusobiciho genotoxického agens. Tyto kinasy dalevajtslozitou, do dnes stale ne zcela
prozkoumanou siefektorovych molekul, které ve vzajemné interadausted’uji své aktivity

v zavislosti na typu uednostiné signalni drahy ve simu: opravy poSkozené DNA, zastavy

burg¢ného cyklu, indukce senescence nebo apoptdézyXpbr.

3.1.1. Aktivace ATM kinasy

ATM kinasa je velice tllezita apikalni signalni molekula, kter4 spousginalizani
kaskadu zahrnujici Siroké modéta (Cinky na rozléné aspekty buftné proliferace, nebo
smrti. Serin/threoninova kinasa ATM je vysoce foglovany protein o velikosti 370 kDa,
ktery je tvden z 3056 aminokyselin a je kédovan genem o vdiikd® kb lokalizovaném na
chromosomu 11g22-23 (Chen et al. 1996). Inaktivgwagbo mutovany gen kdédujici ATM
kinasu byl nalezen u autosomé@lnecesivni poruchy Ataxia telangiectasia (A-T). Ald
charakterizovana cerebelarni ataxii, imunodefidienbypogonadismem, ipdcasnym
starnutim, genomovou nestabilitou, 100x vySSinkemi vzniku malignit, defekty v G1/S a
G2/M kontrolnich bodech bgtného cyklu a vysokou senzitivitou k ionizujicimured a
latkdm indukujicim DSB (Lavin et al. 1997). ATM petnkinasa pdt do rodiny protein,
které vykazuji serin/threonin kinasovou aktivituse¢hny tyto proteiny obsahuji doménu s
motivem typickym pro lipidovou kinasu — phosphatidgsitol-3-kinasu (PI13K). PI3K maji
spol&né ti domény: FAT, FATC a PI3K. Ve FAT dom&nATM Kkinasy je kinasa
autofosforylovana na Serl1981. Doména PI3K obsalfogtatidylinositol s katalytickym
mistem této kinasové rodiny. Aktivace ATM proteimksy se &e v burgcnéem jade, v
bezprostednim okoli vzniku DSB. Dochazi k autofosforyladiM na Ser1981, coz #Zgobi
disociaci dimeru (nebo multimeru) ATM za vznikuifg aktivniho monomeru s kinasovou
aktivitou (Rotman et all999). Fosforylace Ser1981 j& plavce ionizujiciho z&ni 0,5 Gy
detekovatelna jiz po 30 sekundach a naslepim dobu 24 hodin (Bakkenist et al. 2003).
Aktivovana ATM je potebna pro zastavu bétného cyklu v G1/S, zpomalenigohodu S a
G2/M kontrolnich bodech, napomaha ogrd¥NA, nebo spousti apoptézu v zavislosti na
rozsahu poSkozeni a bimém typu. ATM protein kinasa fosforyluje mnoho dets ciki
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podilejicich se na reparaci poSkozeni: protein piBn2 a Chk2 vedou k zastabunscnéeho
cyklu v G1 kontrolnim bo& Nbsl, Chkl, Chk2, BRCAL, FancD2 a SMC1 vyvolavaji
piechodnou zastavu bé&tneho dleni v S fazi; a BRCA1 a hRad17, Chkl v G2 kontimmin
bod burgcného cyklu (Bakkenist et al. 2003). Spolu s ATMtpiokinasou se v okoli DSB
lokalizuje Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) komplex, ktergudruje jako DSB senzor pro ATM
proteinkinasu, rekrutuje ji do mista poskozeni pomadha jeji aktivaciRada substrétATM

se podili na reparaci poSkozeni — Nbsl, BRCA1, hRad Aktivovand ATM kinasa
fosforyluje dalSi kikovy protein, histon H2AX, jehoZz fosforylace naporadhorte signalnich

a reparanich ohnisek (Bekker-Jensen et al. 2006).

3.1.2. Aktivace ATR kinasy

ATR (ATM a Rad3-related) je 300 kDa velka serinditminova kinasa, ktera je
kédovana genem lokalizovanym na lokusu 3922-24 mbemmu 3 (Mannino et al. 2001).
Ztrata obou alel kodujicich protein ATR je letajii béhem embryonélniho vyvoje, coz
swdéi o esencialni roli ATR kinasy pro zZivot tky (de Klein et al. 2000). Frekvence
heterozygotni formy mutace v populaci neni dosughrn Mutace genu kédujiciho ATR byla
popsana u d&kolika typa lidské rakoviny, jako je rabdomyosarkom (Smith at1998),
maloburécny typ karcinomu plic (Levin et al. 1994), nddowlddku (Menoyo et al. 2001) a
vzacného Seckel syndromu (O’Driscoll et al. 2008ktivace ATR signalni drahy je
iniciovana fiznorodymi typy genotoxického stresu, jako jsou DS&dukty bazi,
mezietzcové kroslinky, replikéni stres a fedevSim nelze opomenout jednovlaknové zlomy
DNA, presrgji specifikovano je ATR aktivovana jakoukoliv jedriéknovou DNA (ssDNA)
poviegtenou ssDNA- vazajicim proteinem RPA. Samotny meshams vedouci k aktivaci
ATR je zprostedkovan pes navazani ATRIP (ATR-interacting protein) spojiz zmintnym
replikacnim proteinem A (replication protein A complex-RPA)ery ssDNA obaluje (Cortez
et al. 2001, Ball et al. 2007). Komplex ATR/ATRIE sésled# kolokalizuje s Rad9-Rad1-
Husl (9-1-1) komplexem, cozZ zajisti vlastni aktiv8ER (Majka et al. 2006). Bkteré zdroje
mluvi 0 nezbytnosti {isBobeni topoisomerase-interacting protein (TOPBRilaktivaci ATR
v komplexu ATR/ATRIP/9-1-1, tento model je dnes afgeprijiman (Bartek a Mailand 2006).
TOPBP1 je BRCT doménu obsahujici protein, nezbytrmyaktivaci ATR, ktery dramaticky
stimuluje aktivitu ATRiIn vitro. Mechanismus, jakym vazba TOPBP1 aktivuje ATRgdm
malo znam, mélo informaci je i o posttragsligh modifikacich komplexu ATR-ATRIP
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(Cimprich a Cortez 2008). Aktivovana ATR fosforyupeloufadu substrét z nichZ asi
nejdilezit¢jSi je Chkl proteinkinasa (Ser 317 a Ser 345),akjerzodpowvdna za zpomaleni
prichodu S fazi, nebo zastavu v G2/M fazi &iného cyklu, a tedy za checkpointovou funkci
celé ATR drahy (Cortez et al. 2001). K dalSim vymngm substréim ATR pati protein
Radl7, s nimz ATR kinasa vyznaénasociuje po ovlivéni burek hydroxyureou, UV a IR
z&enim. Protein Rad17 je takétznémcasovém odstupu od poskozeni DNA fosforylovan
na serinu 635 a 645 ATR kinasou, cozZ se jevi jakowZz dilezité pro zastavu bétného
cyklu v G2/M kontrolnim bo# (Post et al. 2001). Mezi dalSi cile ATR ipdtiston H2AX
(Ward et al. 2001), tumor supresor protein p53 (Zékal. 2001), BRCAL a Polo-like kinase-
1 (PIk1). Zde se cesty ATM a ATR kinaggsté&né prolinaji. ATR fosforyluje protein p5S®
vitro na serinu 15 a 37. Tato fosforylace se primakje nasledkem expozice btkn UV
z&eni. ATR kinasa se ale také podili na fosforyld&3 po misobeni ionizujiciho Zéni, a to
spole&né s ATM kinasou. Zéenim indukovana cesta fosforylace p53 ATR kinasaw\sem
objevuje v poz#Sim case, nez fosforylace zpréstikovana ATM. Tento fakt mozna
vyswetluje, pra ztrata obou alel pro ATM u bk zpisobi opoZdnou kinetiku fosforylace
proteinu p53, ale zdaleka ne jeji Uplnou absencvzpuoku DSB (Tibbetts et al. 1999). Lze
shrnout, Zze v G1 a G2 fazi bximého cyklu vzniklé DSB aktivuji odpéd’ zprostedkovanou
ATM, v S fazi (minorite G2 fazi) gispivad k této odpaosdi predevSim ATR (Cimprich a
Cortez 2008).

3.1.3. Aktivace DNA-PKcs

DNA-dependentni proteinkinasa (DNA-PKcs) je jadesadin/threonin kinasa, jejiz
aktivita je stimulovana volnymi konci dvouvldknoiNA (Burma et al. 2004). DNA-PKcs
hraje roli v rozlénych burénych procesech zahrnujicich opravu DNA, V(D)J rekorace,
procesu udrzovani fugkich telomer, aktivacéi pribéhu apoptozy. DNA-PKcs se sklada z
470 kDa velké katalytické podjednotky (DNA-PKcs) INA vazajiciho, regulatorniho
heterodimeru formovaného z 70 a 86 kDa velkychjguhibtek {asgji oznaiovanych jako
Ku70 a 80). Aktivace DNA-PKcs po vzniku poSkozeMNA) negastji DSB (po pisobeni IR,
UV, apoptozou-indukovanych) zahrnuje jeji autofogliaci na rgkolika serin/threoninovych
zbytcich, nejvyznamiSi je threonin 2609 (Chen et al. 2005). Hlavnikiten DNA-PKcs
spaiva v opra¥¢ DSB vzniklych po poSkozeni DNA genotoxickymi ageRsoces, kterého se
DNA-PKcs (astni, je znamy jako non-homologous end joining ENH Pokud toto
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poSkozeni neni mozné opravit je indukovana apoptd®gky postradajici jakoukoliv
komponentu komplexu DNA-PKcs vykazuji defekt v ofgrdDBS a zarovi jsou velice
vnimavé k fisobeni ionizujiciho zéni (Smith a Jackson 1999). U stepostizenych butk
zaroven selhava proces V(D)J rekombinace. Jednotky Ku m#&ny své konformace
zprostedkovavaji vazbu DNA-PKcs k DNA, rekrutuji ji do sta poskozeni a napomaha jeji
aktivaci. Resny mechanismus neni momentafmam. Enzymatické vlastnosti DNA-PKcs
jsou velice potencovany vazbou Ku, komplex DNA-PHesje nazyvan DNA-PK. Rowt
inhibice holoenzymu DNA-PK vede ke zvySeni vnimavdminek k ionizujicimu zéeni
(Allen et al. 2003). DNA-PK fosforyluje celoiadu proteid (Ku70, Ku80, p53, RNA-
polymerasu Il, RPA, topoisomerasy, hsp90, SV-40kyel antigen, a velké mnoZstvi
transkrignich faktofi jako c-Jun, c-Fos, oct-1, sp-1, c-Myc, TFIID, Xl&itemis a DNA
ligasu IV, histon H2AX a mnoho dalSich), fosforgigama sebe na skupiozna&ované PQR
(Ser 2023-Ser 2056), ABCDE (Thr 2609—Thr 2647),126hr 2671-Thr2677), Thr 3950 a
Ser 3205. DNA-PK je také fosforylovana ATM a ATRnésou. Tyto posttransiai
fosforylace DNA-PK pestavuji dje vedouci zejména k inaktivaci serin/threonin kimae
aktivity, jedna se také oipk regul&ni (Yajima et al. 2006, Mukherjee et al. 2006).
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Obr. 1. Schéma molekularnich mechanisaktivovanych po fisobeni genotoxickych agens
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3.2. Histon H2AX

Histon H2AX figuruje jako tumor supresor, ktery sa své fosforylace podili na
udrZzovani genomove integrity iky. H2AX je velmi masiv a zarové rychle fosforylovan
na okraji vzniklych DSB v chromatinu Bbky. Fosforylace je zprostdkovana rodinou
aktivovanych fosfatydilinositol-3 kinas: ATM, ATR ®NA-PK, v zavislosti na druzich
genotoxického agens a typu Buné odpo¥di (obr. 2). Fosforylaci histonu H2AX Ize tedy do
jisté miry povazovat za jednu ztikovatek molekularnich cest odpmv burgk na
genotoxicky stres (Bonner et al. 2008). Déle seema ¥novat Uloze histonu H2AX
v organizaci bu&ného jadra, rozdilnym aspékb jeho funkce a biochemigetrg Ulohy v
reakci na vznik DSB. iblizime mechanismus fosforylace H2AX za tvorby iskk
v burg¢cném jade spolén¢ se stechiometrii ohnisek ve vztahu k DSB formoeanyo
pusobeni exogennich genotoxickych agens. Je nutngapdpohu fosforylovaného histonu
H2AX v prabéhu proces spojenych sirozenym metabolismem kky a cji nezavislych
na exogennim genotoxickém stresu. D&#ist je ¥novana dasti H2AX v procesu opravy
poSkozené DNA. Fosforylovany H2AX zdégobi jako afinitni platforma pro akumulaci a
udrzeni repakmich proteiri, stejré jako faktofi remodelace chromatinu nebo molekul
Gcastnicich se zastavy btimého cyklu. Opomenout nelze ani vyznam fosforyl@bem
histonu H2AX jako indikatoru vzniku DSB a apoptézy.

ZAREN] REPLIKACE DNA APOTOZA

Obr. 2. Fosforylace H2AX v zavislosti na typje indukujiciho DSB.
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3.2.1. Histony a organizace DNA v bu&ném jadie

Jadro typické eukaryotické tiky ma pfimeér mezi 5-8 um a obsahuje DNA o délce
zhruba dvou metr U eukaryot je DNA v jadru roztena mezi saduiznych chromosoin
Kazdy chromosom obsahuje jednu molekulu dvouvlaknDWA (dsDNA), ktera fisobi ve
funkci genoforu. Tato DNA se oz&ige jako chromosomova, nebo téz jaderna DNA. Geny,
které jsou na této DNA lokalizovany, jsou oZzogany jako jaderné. Struktura chromosomu se
méni v zavislosti na fyzikalnim a chemickém stavuorhatinu (jaderné hmoty). Chromatin je
sloZzen z dsDNA, histana proteirii nehistonové povahy. Podle faze Btmeho cyklu se gni
jeho stav — v interfazi je rozvainy, ozng&uje se jako euchromatin, coZz umaje pistup
proteini potebnych pro expresi génnebo replikaci DNA. Red vstupem do mitdézy dochazi
k postupnému sbalovani chromatinu, ifvee heterochromatin, a déle vznikaji vysoce
kondenzované mitotické chromosomy (Campos et &9 akladni jednotka chromatinu je
nukleosom. Kazdy nukleosom obsahuje oktamer hist@anu molekulu spojovaciho histonu
H1, kterd neni satsti histonového oktameru, Usek DNA airpérné délce 200 bp (146
nukleotidovych par je omotano kolem jadra nukleosomu ampérné 50 nukleotidovych pér
spojuje sousedni jadra nukleosgmktery tvai dvé ot&ky (dva zavity) kolem histonového
oktameru. Histony jsou relatigrmalé proteiny, jejich molekulova hmotnost je mézikDa
(H4) - 15 kDa (H3) s vysokym obsahem kladmabitych bazickych aminokyselin lysinu a
argininu. Tyto aminokyseliny se vyskytujitquievsim ve flexibilnich koncich histin
Pozitivni ndbojedchto aminokyselin § neutralnim pH umaiiji pevné navazani histbma
negativié¢ nabitou pentosa-fosfatovou kostru DNA bez ohledunakleotidovou sekvenci.
Celkovy obsah histanje v buice zn&ny, kolem 60 milioi molekul od kazdého typu v jedné
buiice a jejich celkova hmotnost jeilgizné stejnd jako DNA samotné. Na zalkdapomera
argininu k lysinu, velikosti a naboje se rozliS&edruhi histoni, H1, H2A, H2B, H3, H4.
Histony H2A a H2B tvé stabilni dimery, kdezZto histony H3 a H4 se spoflg stabilnich
tetrametél. Histony jsou evoléné jedny z nejvice konzervativnich proteéio eukaryot. To
plati predevsim pro histony H3 a H4. Kazdy histon je v oldéeu nukleosomu zastoupen
dvakréat. Histon H1 se poji k nukleosomu zjgn strany a podili se na spojovani sousednich
nukleosoni v nukleosomoveénietézci. Histonovy oktamer si Izef@dstavit jako valec o i&ie
10 — 11 nm a vySce 6 nm. Je itwo histonovym tetrametrem (H3H4), a d¥ma dimery
H2A a H2B. Flexibilni (volné) N- a C- termindlni koe histof proctlavaji cetné

posttransléni modifikace. Jedna se o fosforylaci, methylaatetglaci, ADP-ribosilaci,
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biotinylaci, nebo nakonec degrané ubikvitinaci. Tyto modifikace zisobuji Festavbu
chromatinu a tak tvd epigeneticky regutani mechanismus, upfatjici se jak v normalnich,
tak patologickych buftnych procesech. Epigenetické &mg ovliviwuji nejen selektivni
procesiizeni exprese gé&nnutnych nafiklad pro bugcnou diferenciaci, ale i expresi gen
nutnych pro reparaci DNA (Ramakrishnan 19R@z&ova et al. 2011, Alberts et al. 1994).

3.2.2. Histon H2AX, varianta histonu H2A

Rodina histof H2A se rozdluje na zaklad elektroforetické mobility v itomnosti
kyseliny octove, Tritonu X-100 a moviny na podskupiny, tzv. majoritni varianty H2A1 a
H2A2. Druhou skupinou jsou tzv. minoritni varianty2AZ, H2AX, makroH2A1,
makroH2A2 a H2A-Bbd. Rodina histonH2A piedstavuje velice heterogenni skupinu.
Ackoliv jsou histony vSeobeénvelice konzervativni, neénné struktury co se &g slozeni,
tak napiklad varianta histonu H2AZ se liSi odamé varianty H2A1 v 15 aminokyselinach.
Subtyp histonu H2AX jfedstavuje z celé rodiny H2A nejvice mezidrubhdwnzervativni
variantu, tvai 2-25 % z celkového mnozstvi histonu H2A, mnoZgélezi na typu organismu
nebo typu studovanych béky nag. v normalnich lidskych fibroblastech je to cca%02 %

v lymfocytech nebo hikadch HelLa. Podokinjako ostatni histonoveé proteiny obsahuje H2AX
centraini globularni doménu a dva volné&tiokonce, tzv. N-terminalni serinovou a C-
terminalni tyrosinovouwést, ol¥ predstavuji misto pro posttran&ta modifikace. \étSina
téchto modifikaci se ¢e na N-konci, vyznamini na C-konci a maji specifické funkce
v metabolismu DNA a pro #stupréni poskozené DNA dhem jeji reparace (Pinto et al.
2010). H2AX na rozdil od ostatnialiena rodiny H2A m& na 4. pozici od C-konce serin
(ozn&uje se jako omega-4), dloveka je to 139. aminokyselinaietzci. Ctyii C-koncové
aminokyseliny pedstavuji velice konzervativni motiv, u vSech drytle o sekvenci serin-
glutamin-kysela aminokyselina-hydrofobni aminokysel (Redon et al. 2002). Po vzniku
DSB dochazi k rychlé fosforylaci omega-4-serinovyekidui a tvord tzv. yH2AX, coz je
uznavané ozrieni pro histon fosforylovany na serinu 139 (Rogakbal. 1998Rez&0va et
al. 2011).
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3.2.3. Fosforylace histonu H2AX na serinu 139

Vznik DSB 1izného fivodu Ehem rgékolika minut (s maximem ~ 30 az 60 minut)
spousti v okoli zlomu fosforylaci histonu H2AXosforylaci zejména zprostedkovava
aktivovana ATM proteinkinasa, a to na serinu 139, ktery jec¢asti SQ domény v C-
termindalni oblasti molekuly H2AX (Rogakou et al.B9Burma et al. 2001). V zavislosti na
induktoru DSB niZe fosforylaci zprogedkovavat také Rad3-related proteinkinasa (ATR)
(Furuta et al. 2003) a DNA-zavisla proteinkinas@&NfPK) (Park et al. 2003). lonizujicim
z&enim indukované DSB vedou k fosforylaci H2AX zejradprostednictvim ATM kinasy
(Bekker-Jensen et al. 2006), pdaspbeni UV z#eni nebo replikéniho stresu se naopak
uplatiuje ATR kinasa (Zhou et al. 2000). DNA-PK je zodgdwa za fosforylaci H2AX
béhem fragmentace DNA jakoztoéjd charakteristického pro {fseh apoptdézy nebo
hypertonickych podminek, zatimco ATM kinasa seamato procesu v této fazi reakce bkn
na genotoxicky stres nepodili (Mukherjee et al. @0Fosforylace H2AX zprogtdkovana
DNA-PK byla rovréz detekovana v odpési po pisobeni ligandu TRAIL na receptory smirti
(Shrivastav et al. 2009). Bylo definovano, Ze péreai davkou 1 Gy #é&ni gama vznika
v buice cca 40 DSB a okolo 1 % H2AX je fosforylovano.zhg DSB vyvola fosforylaci
priblizné 2000 molekul H2AX, coz odpovida zhruba 0,03 % ofabnu (Rogakou et al.
1998, 1999, Redon et al. 2003). Tato fosforylax&i$ po sousednim chromatinu za vzniku
lozisek, do kterych se rekrutuje ceafdda proteifi souvisejicich s repamimi a smrticimi
pochody (Rogakou et al. 1998). Mezi proteiny, ktseekolokalizuji syH2AX pafti NBS1,
53BP1, MDC1, BRCA1l, MRE11, Rad50, Rad 51, Tip 6MAC4 (Kinner et al. 2008).
Uloha &chto proteiri v burgéné odpotdi na DSB se li3i. Proteiny MRE11 Rad 50 a Nbs1
vytvareji funkeni komplex, ktery fisobi jako senzor pro detekci DSB a stabilizuje goln
konce DNA. Histonacetyltransferasa Tip 60 a hiseawdtylasa HDAC4 moduluji acetylaci
chromatinu a ovlisiuji rozvolréni terciarni struktury DNA. Proteiny 53BP1 a MDCligobi
jako adaptorové molekuly a zpretikovavaji interakce ostatnich proteia posSkozenym
mistem Rez&ova et al. 2011).

Jak je to se vzajemnou stechiometrii geurvzniku DSB a tvorbyH2AX? Casténg
odpowdély predchozi radky. Rothkamm a Lobrich (2003) zkoumali indukci BDSu
primarnich lidskych fibroblagtv G1 fazi bugcného cyklu pomoci stanoveni fosforylace
histonu H2AX a pulzni gelové elektroforézy (PFGE)amérné bylo stanoveno 3GH2AX
foci/Gyl/jedna bitka 3 minuty po oz#@ni v davkovém rozfi 0,2 nebo 2 Gy. Pomoci korelace

23



s PFGE dosli k za&vu, Ze mnozstvwyH2AX foci odpovida rozsahu vzniku DSB.

Fosforylace H2AX a vznikkH2AX lozZisek jsou dnesifjimany jako kvantitativni
ukazatel DSB, ktery ddb koreluje s mnoZstvim vzniklych DSB (Sedelnikotaale 2002).
Fosforylovana forma histonu H2AX ke byt detekovana imunocytochemicky pomoci
monoklonalnich protilatek, které specificky reagug C - termindlnim peptidem
CKATQA[fosfoS]QEY odpovidajicim 134-142 aminokysglihistonu H2AX.

Histon H2AX je dilezity pro udrZeni integrity genomu. Ztrata obowel ahenu
kodujiciho histon H2AX vede u mysi &ké genomoveé nestabditH2AX (-/-) mySi jsou
radiosenzitivni, retardované trstu a imunodeficientni (Celeste et al. 2002). Daleon
haploinsuficience pro H2AX (+/-), u niz jefifpmna pouze jedna futski alela, porusi
genetickou integritu a zarokevysi nachylnost k rakouinCeleste et al. 2003).

3.2.4. Kinetika fosforylace a defosforylace histontH2AX

Studium kinetiky fosforylace histonu H2AX prokazala davce z&ni zavisly vzestup
yH2AX s paiatkem 1 — 2 minuty od o#éni a maximem 10 minut (Rogakou et al. 1999).
Deset minut od oZéni jsou ohniska jiz ddb Zetelné a obsahuji rep&rd faktory DSB, jako
jsou 53BP1, MRE11 a RAD50, coz nazog aktivni zahajeni repamaiho procesu (Paull et
al. 2000, Sedelnikova et al. 2008gH&m prvni hodiny od vzniku DSB obsah histgl2AX
v buice dosahuje vrcholu a zardivee nemdni. Po jedné hodinje popisovan pomaly pokles,
kdy wétSina ohnisek v silné zavislosti na Baném typu zmizi ghem 8 hodin po ozani
(Rogakou et al. 1999, Sedelnikova et al. 2002, 20@4inotta et al. 2008, Redon et al. 2009).
AvSak rekteré prace uvagi, ze zvySené mnoZzstwyH2AX ohnisek v jate buiky je
detekovatelné jeStochem 48 h aZ do doby 7 @lipo expozici zéeni v davce &sSi nez je 1 Gy
(Redon et al. 2009, Bhogal et al. 201Gedpoklada se, Ze tyto rezidualni ohniska mohou byt
kriticky faktor pro to, zda hika v dlouhodobé perspekéipiezije (Banath et al. 2010). Jiny
duvod pro tak dlouhoufiftomnostyH2AX ohnisek nize byt aktivni pibéh apoptdzy, zastava
reparace, perzistujici chromozomové aberace, sigical zastavy buiného cyklu, aktivace
burgcné senescence. Kinetika tvorfig2AX ohnisek je tedy do zi&aé miry zavisla na typu
bunky a fornmg, s jakou je schopna reparovat poSkozeni DNA vexfddSB (Goodhead 1994;
Nikjoo et al. 2001, Banath et al. 2010).

DalSim dilezitym &jem z pohledu kinetiky acasového okna pro zachyt
fosforylovaného histonu H2AX je fibo¢h defosforylace histonu H2AX jakoZto negativniho
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regulatoru jeho funkce. Hned nacatku je nutné podotknout, Zefgsny mechanismus
odstraiovaniyH2AX foci béhem reparace DSB je prozatim stéle ne zcela ajgisiekolik
proteini z rodiny fosfatas jako je néflad protein fosfatasa 2A (PP2A), protein fosfatds
(PP4); protein fosfatasa 6 (PP6) a fosfatasa WIP1lpadili na defosforylacyH2AX
(Chowdhury et al. 2005, 2008, Keogh et al. 2006¢iMek et al. 2010). Komplexy podilejici
se na remodelaci chromatinu jako je Tip 60 v lidtkybuikdch, INO80-C a SWR-C
v buikach kvasinky takéifspivaji k odstraovaniyH2AX z chromatinu vymdnou histori za
now exprimované histony (Thiriet a Hayes 2005). Spiojeazi Tip 60 a UBC13 je zvySené
po poskozeni DNA a koreluje s acetylaci H2AX nairlys5, coz je dlezité pro jeho
ubiquitinaci pomoci UBC13 a uvaini z chromatinu (Kusch et al. 2004, Ikura et al020
Dnes se fedpoklada, ze oba&j, a to jak defosforylace histonu H2AX, tak vidstdstragni
fosforylovaného histonu H2AXgsobi spolén¢ (Chowdhury et al. 2005).

Snizenou kinetiku fosforylace a defosforylace histoH2AX lze pozorovat u
nékterych stau provazenych deficienci DSB repangho potencialu hiky. Nagiklad
snizend rychlost tvorby ionizujicim fe@im indukovanychyH2AX ohnisek a repataiho
komplexu DSB je pozorovana u liknz tkani starSich jediic obzvlas¢ pomalu tento proces

probih& v biikkach pacient s Wernerovym syndromem (Sedelnikova et al. 2008).

3.2.5. Fosforylace histonu H2AX v bu&nych procesech nezavislych na

exogennim genotoxickém stresu

H2AX (-/-) null mySi (mysi, jez ztratily na oboueafch chromosomu gen kodujici
histon H2AX) jsou neschopny proveést isotypowggmyk (class switch recombination), coz
vede k primarni imunodeficienci. MySi maji také&§ii pa@et lymfocyti, které prodlaly
V(D)J rekombinaci (Celeste et al. 2002).

V pribéhu meidzy dochazi k vyéné nukleotidovych sekvenci mezi homolognimi
chromosomy. Vznik KZovych vazeb mezi nesesterskymi chromatidami pddaispravné
rozcéleni chromosomovych pamii prvnim meiotickém #&eni. Meidéza je charakterizovana
tvorbou DSB katalyzovanych proteinem SPO11 (meisgecificky protein SPO11), ktery
spousti iniciaci homologni rekombinace (Li a Ma @0@B¢hem homologni rekombinace faze
meidzy | jsou v chromatinu ilky proteinem SPO11 indukovana DSB, jeZz vedou kavor
ohnisekyH2AX. OhniskayH2AX nasledd zmizi v dok, kdy se homologni chromatidy

sparuji v pozdni pachytenni fazi (3. faze profazmdiotického deni). Funkni gen kdédujici
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histon H2AX je dilezity pro spravny gibéh meidzy (Celeste et al. 2002).

Telomery jsou specializované nukleoproteinové stnyk na konci eukaryotickych
chromosoni. Jejich integrita a funkce jsou rozhodujicimi fait pro délku Zivota
eukaryotickych bukk. Telomery zajisuji stabilitu chromosory a tim i celého genomu
bunky. Vlastni telomericka DNA se sestava u saz¢andemovych opakovani (5°-TTAGGG-
3)n. Jelikoz BZné DNA polymerasy nedovedou dokidrsyntézu opodujiciho se vlakna, je
pii kazdé replikaci DNA ztracenofiplizn¢ kolem 50 — 200 bp telomerické sekvence, a
telomery se tak postuprzkracuji (de Lange 2004). Finalni stadium erodener, které
doprovazi dleni somatickych buik (buiky s telomerami, které jsou dlouhé&lpizné 10-12
kb jsou schopnydeni 50-60 krat), fisobi jako DSB a aktivuje celou DNA damage response
(DDR) wetre fosforylace histonu H2AX (Takai et al. 2003). Te@nihechanismus tiie
vyustit k indukci apoptozy (Karlseder et al. 199@9gbo aktivaci repliktni senescence
(van Steensel et al. 1998).

Nezadouci DSB mohou vzniknout vipEhu replikace nebo transkripce, kdy jsou
jednovldknové zlomy (SSB) konvertovany na DSB. SfBomové DNA jsou produkovany
Sirokou Skalou exogennich a endogennich agens j@kadeni, ROS, genotoxicka agens,
defektni proces reparace DNA (Pommier et al. 2006).

Fosforylace histonu H2AX byla pozorovana také ubphu virové infekce buk.
Jedna se pra¥godobr o mechanismusifimé interakce viru s DNA, nebo o proces atakujici
metabolismus DNA hostitelské #iky virovymi onkoproteiny. Virova infekce #gobi leze
DNA v hostitelské biice za aktivace bwinych molekularnich mechanisnodpowdi na
poskozeni DNA (Daniel et al. 2004, Xie a Scully 2POMysi y-herpesvirus 68yHV68)
rovréz aktivre indukuje fosforylaci histonu H2AX pomoci expreseové kinasy orf36. Tento
de¢j praviEpodobrE hraje aktivni roli dlezitou pro replikaci genomu tohoto viru v hostta}
bunce (Tarakanova et al. 2007).

Malé mnozstvi DSB-indukovanychH2AX je v buice normdla pritomno jako
podrobena neustalémuignbeni reaktivnich forem kysliku (ROS), které jspodukovany
uvnit bunky jako nezadouci nasledek jejiho metabolismu.di@dovano, zednhem jednoho
burgcného cyklu vznikne na 5000 SSB nasledkersopeni ROS. #fblizné 1 % €chto zlomi
je transformovano do DSBigdevSim Bhem replikace. Zbytek SSB je opraveno. Takto
vznikne Ehem bugéného cyklu v jednom buiném jade okolo 50 endogennich DSB, které
(pokud nejsou pkhopraveny) fispivaji ke starnuti hiky nebo mohou vyvolat neoplastickou

transformaci (Vilenchik et al. 2003).
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3.2.6. Role H2AX v opra¥ DSB DNA

H2AX je multifaktorialni hré& v molekularni odposdi burgk na posSkozeni DNA.
Fosforylace H2AX vytvBl zény na okraji DSB usnadjici koncentraci DNA repataich a
signaliz&nich proteird, které se nevyhnutelmpodili na rekonstituci poskozené DNA a/nebo
docasné zastavbuniéného cyklu (Bonner et al. 2008). Histghl2AX rekrutuje do okoli
DSB proteiny kohesiny, které se€astni opravy DNA zavislé na neporuSenych sestemskyc
chromatidach, jezZ jsou vyuzity jako templaty pranotu (Unal et al. 2004). HistoyH2AX
rovréz brani disociaci zlomenych kancDNA po vzniku DSB (Bassing et al. 2004).
lonizujicim z&enim indukované dvouvlaknové zlomy DNA jsou rozpaeh reparnim
komplexem MRN. Repatai komplex MRN se sklada z protéirMrell, Rad50 a NBS1.
Aktivovana kinasa ATM fosforyluje H2AX na serinu 48Rogakou et al. 1998). Prvni takto
vznikajici molekulyyH2AX dale udrzuji ATM v okoli DSB, a tak dojde kldaamplifikaci
signalu odpowdi na poskozeni DNA. TvorbgH2AX figuruje jako d&j, ktery spousti wasové
posloupnosti fisné regulovany vznik repataich proteifi BRCA1, 53BP1, MDC1, Rad51
v okoli DSB (Huen et al. 2010). Histgil2AX se &astni mobilizace BRCAL v odpédi na
poSkozeni DNA. Nkteré prace naopak &ki o0 moznéyH2AX nezavislé akumulaci BRCAL,
ktera je pozorovana u béinH2AX (-/-) null, pravépodobr pochodem asociovanym s MRN
komplexem (Greenberg 2008, Yuan a Chen 2010). Kexnggmodelace chromatinu Tip 60-
UBC13, ktery se row¥ astni v opra¥ DNA, je rekrutovan do okoli DSB pomogH2AX,
coz zarové umozni yH2AX acetylaci a ubigitinaci v pochodu jeho defasgtace ci
repar&niho odstraéni z okoli DSB (lkura et al. 2007). Mimo serinu 13®2AX C-koncovy
tyrosinovy zbytek 142 (Tyrl42) wie byt roviZ fosforylovdn pomoci WSTF tyrosinkinasy
(Cook et al. 2009, Xiao et al. 2009). Fosforylagel#i2 zbytku reguluje tvorbyH2AX. Tato
fosforylace je konstitutivni ve zcela zdravych nkéach. Po poskozeni DNA dojde
k defosforylaci fosfoTyrl42 pomoci EYALl nebo EYAf@sfatas, coz je idezité pro vznik
yH2AX, nésledovanou akumulaci s MDC1 a procesemragpapoSkozené DNA. AvSak
pokud kEhem bur¢né odpo¥di na genotoxicky stres nedojde k defosforylacifddgri4?2,
burgcna odpo¥d cesty reparacergjde na molekularni cestu signalizacessijici k apoptoze
(Cook et al. 2009). MDC1 pracuje ve velice uzkévsslosti syH2AX a ma nezastupitelnou
roli pro vznikyH2AX foci. V odpowdi na DSB, MDC1 gimo vazeyH2AX pies svoji BRCT
doménu (Stucki et al. 2005). Fosforylace specifitkyepetitivnich Usek v N terminalni
domér MDC1 pomoci kasein kinas hraje roli v atrakci pioti NBS1 a spolmé se pak
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podili na tvork komplexu s ATM kinasou a nasledné regulaci zastauycneho cyklu (Wu
et al. 2008).

3.2.7.yH2AX - indikator genotoxického stresu

Stanoveni fosforylovaného histonu H2AX je moznéaiyjako indikatoru gitomnosti
DSB v DNA buiky. Paiet molekul fosforylovaného histonu H2AX odpovidatipoDSB,
jednd se tedy o znak, ktery nam poskytne obraz Kestlitativni (pitomnost nebo
negitomnost DSB), tak kvantitativni (rozsah DSB v genobuiky). Amplifikace signalu,
kdy vznik jednoho DSB vede k fosforylacitilplizné stovek az tisit molekul H2AX,
umoziuje velmi citlive stanovit rozsah vzniku DSB v DNA eukaryotnitiky (Rothkamm et
al. 2003).

Ke vzniku DSB dochazi také vigehu apoptozy. Jednim z hlavnich zhakpoptozy
je fragmentace DNA. Ke &beni dochazi v internukleosomalnich sekvencidsopenim
nukleas. Dodnes bylo identifikovancekolik nukleas zprogedkovavajicich fragmentaci
DNA, nejlépe popsana je tzv. kaspasami aktivovahéada |, DNasa-1l a endonukleasa G.
Fosforylaci H2AX objevujici sedhem apoptozy Ize pozorovat ve stejnéddaly se zainaji
tvorit  vysokomolekularni fragmenty DNA, ale fqd fazi spojenou s tvorbou
internukleosomalnich fragmeén{Rogakou et al. 2000). K tva¥lyH2AX v pribéhu apoptozy
dochazi priméaré prostednictvim DNA-PK a c-Jun N-terminalni kinasy (JNkihasy (Lu et
al. 2006; Mukherjee et al. 2006; Sluss a Davis 20Béhem apoptozy je fosforylace H2AX
obvykle zn&n¢ masivni, v jate vykazujici pan-nuklearni charakteristiku (Soéeml. 2009).
Mimo fosforylace serinu 139 hraje roli v proceswpidzy fosforylace a defosforylace i
jinych C-terminalnich koncovych aminokyselin histoH2AX. Jedna se néjlad o tyrosin
142 (Cook et al. 2009). Fosforylace H2AX na tyrosii42 je generovana WSTF
tyrosinkinasou, je konstitutivni a defosforylacenmxi EYA1/3 fosfatasy se objevuje po
poskozeni DNA. Tyrosin 142 defosforylace je nutnd@ gpravny pibéh opravy DNA, vznik
yH2AX a vazbu adaptorové molekuly MDC1 (Stucki 2009)

Zvysené mnozstviyH2AX foci je pritomno v celé Skale lidskych nadorovych
burgcnych linii. Jedna se napo rakovinné biky odvozené z karcinomwelbzniho hrdla,
melanomu, kolorektalniho karcinomu, fibrosarkomsteosarkomu, gliomu, neuroblastomu.
WSSi hodnotyyH2AX foci byly zjiStny i u nado# in vivo odebranych pomoci biopsie ve
srovnani se zdravymi kilkami pilehlé tkargé (Banath et al. 2004, Warters et al. 2005, Martin
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a Bonner 2006, Yu et al. 2006). Tyto vysledky poiNt, Ze zvySeny stufigpoSkozeni DNA je
charakteristicky pro rozvoj a naslednyipth maligniho onemocmi (Bartkova et al. 2005).
ZvySenda tvorbayH2AX foci byla rovréZz nalezena u kolonodytodebranych od paciant
trpicich ulcerozni kolitidou, ktera je dnes pokldaa&a prekancerosu (Risques et al. 2008).
PoSkozené telomery jsou odgowé za valnowast endogenn vzniklych DSB, coz ma
piimou souvislost s nadory vznikajicimi na podKlagstého stupd dysfunkce telomer
(Nakamura et al. 2009).

Stav charakterizovany wgrpanim proliferéniho potencialu primarnich somatickych
burgk a burk¢nych linii z nich ziskanych je znam pod pojmem &und senescence. Poprve
byl tento jev popsan u normalnich fibrobfagHayflick 1965) a byl oznigen jako replikani
senescence. Druhym {gobem vzniku senescence je tzv. onkogeny vyvolamé&ssence,
spojena s vlivem genotoxickych latek. Senescenc¢ago spojovana s kmenovymirkami
ziskanymi ze starych darckdy buiky plni nikteré svoje funkce v organismu, ale nejsou
schopny se dalectit. Faktory hrajici dleZitou roli v rozvoji bugcné senescence visledku
starnuti zahrnuji postupné zkracovani telomeéhein opakujici se replikace, akumulaci
poSkozeni DNAZI poruseni nebo snizeni DNA repamého potencialu hiky (Reddel 2010,
Zhao et al. 2009). VzestuH2AX foci byl pozorovan u butk, které peSly do senescence
nasledkem v§erpani své prolifekai kapacity — tzv. replikani senescence. ZvySena tvorba
yH2AX byla pozorovana rowZ u burgk senescentnich pod vlivem DNA-poSkozujicich latek,
oxidatniho stresu apod., tzv. stresem indukovaigdjasna senescence (Nakamura et al.
2008).

Stanoveni fosforylovaného histonu H2AX se da beazespyuZit k monitorovani
pribéhu a &innosti chemoterapie a/nebo radioterapieétSiha |€ebnych postup
zantienych na potkgeni nadorového bujeni je spojenaisrmu, nebo nedpmou tvorbou
DSB, a to ne jen v DNA bwk leukemickych, nebo nadorovych tak, jak by bylargrne
Zadouci (Bonner et al. 2008). Stanoveni tvoybi2AX ve vhodném biologickém vzorku
muze poskytnout klinicky cenné informace o indivichidbdpowdi pacienta na lbu. Na
zaklad téchto vysledk muze byt terapie individualizovana, a tak lze dojitp&tlateni
nezadoucich vedlejSicitiaku radioterapieti chemoterapie u konkrétniho pacienta (Fong et
al. 2009). Je peeba zdraznit, Ze aplikace stanovempH2AX v buinkach exponovanych
genotoxickému stresim vivo jsou dnes stale ve fazi vyvoje, jelikoz korelatskanych dat a
nasledna interpretace vysledku ve vztahu k oé&giowrganismu je nelehka. V nedavné
minulosti vSak byly jiz provedeny prvni Gsmé pokusy v ramci studie | faze klinického

zkouSeni za ffispeni detekceyH2AX. Jednalo se o studii vlivu kombinace klofarabi
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(inhibitor ribonukleotid-reduktasy a DNA polymerasy cyklofosfamidu (oxazafosforinovy
derivat s alkylanim mechanismem ¢inku) na refrakterni akutni myeloidni leukemii. Za
pouziti této kombinéni terapie byl pozorovan vzestup tvorgyH2AX v leukemickych
bunkach u 12 z 13 pacieihtcozZ se poziji v kontextu s dalSimi vySggnimi projevilo jako

pozitivni odpo¥d’ na terapii (Karp et al. 2007).

3.3. Burgéény cyklus

Bunéény cyklus eukaryotni hiky je tradiéné rozdilovan doctyt fazi. Prvni ti faze
burg¢ného cyklu ukoduje mitdza, tzn. &eni jadra nasledované procesem cytokineze,
souhrni@ nazyvana jako M faze. Doba mezigdva M fazemi je nazyvana interfaze. Interfaze
je rozctlovana do i fazi bur¢ného cyklu - G1, S a G2. G1 faze (gap 1) je obdoezi
koncem M faze a zatkem S faze. Je to obdobi, kdy nedochazi k syrtédeé DNA, avSak
probiha syntéza RNA a protéinG1l je obvykle nejdelSi fazi cyklu, ale jeji délkaané
zavisi na typu hitky. U rychle a@licich se budk jako jsou biiky leukemickych linii je G1
faze pondrné kratka. Buiky, které dosahly pIiné diferenciace, mohou vystoapmyklu z G1
faze do faze klidové (quiescentni), ozoané jako GO. Biky v GO fazi bugéného cyklu
v téle neproliferuji, ale sousd’'uji se na vykon specializovanych funkci v ramciamigmu.
Bunky ve fazi GO, které jiz nejsou schopné navratu dmecného cyklu, se nazyvaji
termindlre diferencované. Jiné bky v GO fazi se mohou do cyklu vratit pod vlivem
stimulace okolnimi mitogennimiistovymi faktory nebo cytokiny. Dale rozliSujeme &if
neboli syntetickou fazi. Bika zcela replikuje svoji jadernou DNA, coz je zdkia
predpoklad pro buttné cleni. Behem tohoto stadia se takasto duplikuji centrioly. G2 faze
(gap 2) je stadium mezi koncem S faze &#leem M faze. Bhem této faze nastavaji kame
piipravy na bu&né dtleni, syntéza tubulinu pro mitoticky aparat a aklane dostat@nych
zasob ATP pro mibéh mitdézy. Bshem vlastni mitdézy jsou syntetické pochody utlumeny
(Alberts et al. 1994).

3.3.1. Zastava bugéného cyklu

Sawi buika disponuje tznorodymi mechanismy k udrzeni genetické integpty
pusobeni genotoxickych agens. Tyto mechanismy j&msio primard zavislé na déasneé

zasta¥ bure¢cného cyklu v G1, S a G2/M kontrolnich bodech. Zéstaroliferace poskytne
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nezbytnycas k opra¥ poskozené DNA, zabranfgneseni poskozené genetické informace do
burgk dceinych, jeZ by mohlo mit za nasledek rozvoj nadohavBujeni.

Bunéény cyklus je kontrolovan iedevSim pomoci komplexu regétach
serin/threonin specifickych proteinkinas (cyklinpg@dentni kinasy Cdk) a cyklinu. Cdk jsou
enzymy kinasy, které fosforyluji serin a threonia jmych proteinech, a tim je zpravidla
aktivuji. Cdk jsou aktivni pouze ipact, kdyZ jsou navazany nadite cykliny za vytvéeni
komplexu Cdk-cyklin (cyklin dependentni — cyklinviglé). Pro cykliny je charakteristické,
Ze jsou druho¥ exprimovany v zavislosti na fazi btiimého cyklu. Podileji se n@nnostech,
které jsou rozhodujici pro fi¢h resp. zastavu batného cyklu (Jeffrey et al. 1995)&¢Bem
plynulého cyklu #astdvaji intracelularni koncentrace Cdk konstantNiaproti tomu
koncentrace cyklinu vzdy cyklicky vizsta a klesa mezi mitézami kontinu&lee dlicich
burgk. Aby bylo mozné projit jednotlivymi kontrolnimiddy cyklu, musi byt k dispozici
dostatek komplek Cdk-cyklin. Kontrolovany pibéh buré¢ného cyklu je dlezity pro udrzeni
buni¢éné homeostdzy. Regudld systém biky je zavisly na dvou hlavnich kontrolnich
bodech, G1/S a G2/M. Kontrolni bod G1 kontrolujéupsdo S faze. Zahajeni syntézy DNA
(vstup do S faze) vyzaduje cykliny typu D (D1, DD3) a cyklin E. Cykliny typu D tvd
komplexy s Cdk4 a Cdk6 a aktivuji je. Vazebny P&k pro cyklin E je Cdk2. Jeeba
doplnit, Ze cyklin E je tvien zejména v pozdni G1 fazi.uehod burk S fazi je zavisly na
formaci komplexu Cdk2/cyklin A. Rchod G1/S restritnim bodem je tdlezity z pohledu
iniciace bum¢ného dleni. Proces je aktivovan vytienim komplexu Cdk4 a cyklinu D
(pozdji v prubehu cyklu také Cdk2-cyklin E), ktery hyperfosforyigmroteinu pRb (produkt
genu retinoblastoma) uvolni transkiip faktor E2F, ktery byl f@dtim vdzan k pRb (Knudsen
et al.1997; Resnitzky et al. 1995). E2F aktivugnskripci gef potrebnych pro replikaci
DNA. ZvySena exprese genu pro protein pRbgbi zastavu bwk v G1 fazi (Goodrich et al.
1991), zatimco mutace tohoto genuiggbi neschopnost aktivace G1 kontrolniho bodu (Qin
et al. 1992).

Progrese kontrolnim bodem G2/M je pod regulaci KempCdk1 (starSi ndzev cdc2)
a cyklinu B. Pokud sedhem pfichodu &€mito kontrolnimi body nevyskytne¢jaky problém
(nap. posSkozeni DNA, nedostatek Zivinjlenové komplek Cdk-cyklin jsou aktivovani
fosforylaci, nebo defosforylaci. Aktivovany komplekratem fosforylujetizné transkripni
faktory, které ve finale vedou k syntéze prolejanzymy, komponenty cytoskeletu, dalSi Cdk
a cykliny) nutnych pro zddy prabéh celého bu&iného cyklu. Aktivita komplexu Cdk-cyklin
je nasleda ukortena proteolytickou degradaci.

V sowasnosti je popsanoc¢kolik mechanism, které reguluji aktivitu komplexu
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Cdk/cyklin v pfibéhu burgéného cyklu. Prvnim mechanismem je regulace exprkde,
napgiklad exprese cyklinu typu D je regulovansitgmnosti, nebo absenci mitogennich
rustovych faktol (Matsushime et al. 1991). Za druhé, v opaku klegjwsyntézy cyklid,
existuje aktivni regulace jejich degradace pomariateni cyklinu ubikvitinem a nasledné
degradace v proteasomu (Peters 1998). Cdk/cyklimpkex musi byt aktivovan Cdk —
aktivatni kinasou, ktera fosforyluje Thr zbytek na molek@dk (Fisher et al. 1994). Naopak
nekteré aminokyselinové zbytky v molekule Cdk must tgfosforylovany. Tento proces je
zaji¥ovan jednak inhibici witych kinas (Weel/Mytl) a aktivaci fosfatas (zngaie® Cdc25
A, B a C). Konéné¢, aktivita komplexu Cdk/cyklin je kontrolovana dabé protein-protein
interakcemi mezi Cdk, komplexy Cdk/cyklin a progeanamymi jako inhibitory cyklin/Cdk
(CKIs) (Morgan 1995). CKlis se ro&dji na dw skupiny, jedna skupina zahrnufgeny
rodiny Cip/Kip: p2dAFHCPL 2P 5 p5¥P? jenz se jevi jako universalni inhibitory
aktivity komplexu Cdk/cyklin. Druhou skupinu téidnhibicni proteiny rodiny Ink4: p18'<42,
p15NP  p1gNKie g p1d¥d Tyto ctyti proteiny inhibuji cyklin D asociované komplexy
s Cdk4 a Cdk6. CKls mohou byt rasinregulovany. Naigklad p21AF/¢"1 py| identifikovan
na podklad toho, Ze protein p53 e indukovat jeho expresi (El-Deiry et al. 1993yk&a

a Rez&ova, 2011). Ztohoto tvodu je dnes povazovan za jeden z efeéktpb3 —
zprostedkované zastavy b&mného cyklu po pisobeni genotoxického agens (El-Deiry et al.
1994).

3.3.2. Checkpoint kinasy 1 a 2

Centralnimi komponentamitteZitymi pro zastavu bwného cyklu po fisobeni
genotoxickych agens jsou jiz znsime ATM a ATR proteinkinasy. Gen kodujici proteinMT
je inaktivovan u autosomalrrecesivni nemoci Ataxia telangiectasia (A-T) ($sky et al.
1995). Buiky odvozené od paciantrpicich A-T jsou defektni v iniciaci G1, S a Gasravy
burg¢ného cyklu po fisobeni ionizujiciho zéni (Kastan et al. 1992; Paules et al. 1995).
K dilezitym substra&tm ATM a ATR proteinkinasy p&tcheckpoint kinasy.

Checkpoint kinasy 1 a 2 (Chkl a Chk2) jsou senmatihinové kinasy fosforylované
ATM a ATR proteinkinasami v odpédi na genomoveé poSkozeni. Jejich aktivace pomoci
fosforylace vede k pottani funkce fosfatas rodiny Cdc25.

Chkl1 je po poSkozeni DNA fosforylovana prefeémhATR kinasou v odpadi na
RPA-povigenou ssDNA. Chkl kontroluje zejména intra-S a GRwitrolni bod bu&ného
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cyklu pres regulaci mnozstvi Cdc25 fosfatas.cklieé komponenty pé#t do rodiny Cdc25
fosfatas. Ti Cdc25 proteiny- Cdc25A, Cdc25B, Cdc25C odstja inhibi¢ni fosfatové
skupiny z Cdk. Aktivovana Chk1l inhibuje Cdc25 fdafy a jejich inhibice je doprovazena
degradaci. Fosforylace a aktivace Chkl vyZadujerakti vazebného partnera nazyvaného
Claspin, ktery zprogtdkovava interakci ATR a Chkl. Po expozici UViegd ATR
fosforyluje Chkl na Ser317 a Ser345 regulatorni @wyrokalizované na C-konci Chk1 (Liu
et al. 2000). Fosforylace Chk1 na Ser345 se jéw fnstitutivni, dlezita pro funkci Chk1.
Mutace genu pro protein Chkl vedouci k #ZaénSer345 za Ala345 nejsou &ielné

s zivotem buky (Wilsker et al. 2008). Studie na mutantech prateChkl odhalily
esencialni roli této kinasyv rastu a Zném fungovani hiky. Fosforylace Chkl hraje roli
v jeji subcelularni lokalizaci. V nestresovanychikach \&tSi pool proteinu Chk1 istava
vazan k chromatinu. K uvadni dojde po fosforylaci Ser317 a Ser345 ATR kinagamits et
al. 2006).

Dalsi homolog, Chk2, je aktivovana posttratsieni modifikacemi pomoci
fosforylace pedevSim ATM kinasou indukovanou DSB vznikajicimi pmisobeni
genotoxickych agens (Stracker et al. 2009). Je pna@ammoho mist fosforylace Chk2,
nejprozkoumadiSi je Thr68. V zastav burg¢cného cyklu se uplatje inhibice funkce
fosfatasy Cdc25C (ale i dalSich fosfatas rodinyZ5)@omoci jeji fosforylace. Cdc25Ciie
byt fosforylovana na &kolika mistech, na Ser216 (Forkhead-associated dgiREIA) nebo
na Thr48, Thr67, Thr130, Ser 122 a Ser214 na NiK&@ED domény) (Matsuoka et al. 1998,
Bonnet et al. 2008). Serin 216, jenz se jevi jakavii regul&ni misto, je fosforylovan
piedevSim Chk2, ale samep¢ i Chkl. Zatimco fosforylace Ser216 aktivitu fosfat
snizuje, N-terminalni fosforylace aktivitu zvySuferin 216 fosfatasy Cdc25C je regua
misto, které po fosforylaci &wje lokalizaci proteinu v hice. Vazba Cdc25C na 14-3-3 vede
k aktivnimu exportu fosfatasy z jadra, resp. intiilinportu do jadra (Kumagai et al. 1998),
dale vede k jeji degradaci v cytoplasaa potl&eni defosforylace a aktivace Cdkl (Weinert
1997).

3.4. PoSkozenim DNA indukovana apoptéza

PoSkozenim jaderné DNA jefquinosté aktivovana vniini, neboli mitochondrialni
cesta apoptozy. Celéada faktolh nezavislych na receptorech smrtiZze spustit apoptozu

vnitini cestou, nap ionizujici z&eni, UV zd&eni, cytostatika, reaktivni formy kysliku a
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dusiku, viry, bakterie, zémy metabolismu. Tedy vSechny faktoryaspbici na biku
potenciali genotoxicky. Indukce apoptézy vsledku ozéeni burgk bylain vitro potvrzena
v fack studii, byl prokdzan davkeéwzavisly natist apoptotické frakce bk u miznych typ
burgcnych linii (Vavrova et al. 2001, 2004, Marekovaakt2003a, b) i lidskych perifernich
lymfocyta (Vilasova at al. 2008).

Faktory zejména jako ionizujici immi, UV zdeni, cytostatika, ROS musi
samozejme pusobit v gimérené davce, jinak dojde tganostini burg¢né nekrdzy. Nekréza
v kontrastu s apoptdzou je ozZoaana jako nekontrolovany, pasivni proces, na AgEawisly
(Kaufmann et al. 2000).

Vnitini a vrEjSi (receptorovd) cesty aktivace apoptdzy se dé jisiry gekryvaji. To
plati zejména pro &k v nizSich patrech signalni kaskady, jde o akiiyaokaspasy-3 na
aktivni kaspasu-3. Aktivni kaspasa-Bg@stavuje hlavni exekni kaspasu zodpédnou za
vlastni apoptoticky proces. Kaspasggstavuji péetnou rodinu (12 lidskych) cysteinovych
proteas. V biice se vyskytuji jako zymogeny, které po své aktizac¢ast&né proteolyzy na
specifickych aspartatovych reziduickptdalSi strukturni a furdki proteiny buky. Vice nez
500 proteii buiky je podrobenotzné rozsahlému speni kaspasamiéhem probihajici
apoptozy (Fischer et al. 2003). Kaspasy&embdle funkce na kaspasy iniciatorové (kaspasa-
2, -8, -9,-10) a kaspasy exeki (kaspasa -3, -6, -7). Iniciatorovou kaspasotiwhcesty je
kaspasa-9, exekoimi kaspasami iedevSim kaspasa-3 a -6. R@épsni specifickych
substral exekunimi kaspasami fspiva k charakteristickym morfologickym znak
apoptoézy (Budihardjo et al. 1999). Jedna seépesti molekuly jaderné DNA, s naslednou
fragmentaci jadra, degradaci jadernych a cytoskeleth proteii a vytvaenim
apoptotickychdlisek.

Napiklad kaspasa-3 &ti inhibitor nukleas ICAD (inhibitor of caspase iaated
deoxyribonuclease), coz umozni nasledrgpeiti DNA v internukleosomalnich sekvencich
konstitutivre exprimovanym jadernym enzymem CAD (caspase-aetiv@iNAse) (Enari et
al. 1998). Navic kaspasa-3 aktivuje mnoho proteiagiod3tpenim jejich inhibinich domén
za vzhstu jejich aktivity (Earnshaw et al. 1999). Taktdieovana proteinkinasadaktivuje
PLSCR (phospholipid scramblase), ktera katalyzupnsfer fosfatidylserinu na povrch
plazmatické membrany (Frasch et al. 2000).

V plazmatické membra@nzivych nepoSkozenych bé jsou fosfolipidy asymetricky
rozmistény mezi vijSim a vnitnim povrchem lipidové dvojvrstvy. Cholin obsahujici
fosfolipidy - fosfatidylcholin a sfingomyelin, jsoudokalizovany na povrchu lipidove

dvojvrstvy, tj. orientovany do mimobwa&ného prostoru. Fosfatidylserin, fosfatidylinositol
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fosfatidylethanolamin jsou lokalizovany uwhitj. smérem do cytosolu (Schroit et al. 1991).
Externalizace fosfatidylserinu na povrchu plazmatianembrany je povazovana za znak
casné apoptézy (Fadok et al. 1992fedun fosfatidylserinu na ¥si stranu bu&né
membrany Uzce souvisi $jd podilejicimi se na odsti@vani bugk apoptotickych,
prestarlych a senescentnichvivo ¢innosti monocyto-makrofagoveho systému (Chancerelle
et al. 1994). Stanoveni fosfatidylserinu je mopooZzit k detekci indukce apoptézy pomoci
vazby Annexinu V (Andree et al. 1990).

Vnittni cesta apoptézy je aktivovana fosforylaci prateip53 a vzestupem
proapoptotickychéleni rodiny Bcl-2. Tumor supresor p53 hrajeckiou roli v regulaci
proteimi rodiny Bcl-2, avSak cely mechanismus této reguldosud neni jednozta
objasrn. Rodina proteitn Bcl-2 kontroluje permeabilitu mitochondrialni meraby, bylo
identifikovano vice jak 2@lena a cEli se do &i skupin na zakladfunkénich a strukturnich
kriterii. Skupinu | pedstavuji antiapoptotické Bcl-2-like faktoryegditi: Bcl-2, Bcl-x, Bcl-w,
Mcl-1, A1/Bfl1, Boo/Diva, Nrf3, a Bcl-B. VSeobe&robsahuji 4 kratké BH domény: BH1-
BH4, a ¥tSina obsahuje C-koncovou transmembranovou domkewa je zarsfuje na
cytoplasmaticky povrch rozinych intracelularnich membran c¢etné mitochondrii a
endoplazmatického retikula. Skupina Il zahrnujeapaptotické Bax-like faktory smrti: Bax,
Bak, a Bok/Mtd, které postradaji N-koncovou dom&hid, ale obsahuji ostatni BH domeény.
Skupinu Il tvai proapoptotické BH3-onlies, maji jen doménu BH&1,Bad, Bik, Bim, Blk,
Bmf, Hrk, Bnip3, Nix, Noxa, Puma, a Bcl-G.

Souwasné poznatky naz&gi, Zze clenové skupiny I, rodiny Bcl-2,fiedevSim Bax a
Bak pimo zprostedkovavaji uvoldni cytochromu c¢ z intermembranového prostoru
mitochondrii, a tak spou§t efektorovou fazi apoptozy (Cory et al. 2003)xBz& za Bznych
okolnosti nachazi v cytoplagmmebo slab navazan na povrchu mitochondrii zdravychdhun
(Wolter et al. 1997). Po expozici bitknapoptotickym stimuim dojde k jeho vmezeni do
vngjSi - mitochondrialni membrany na cytosolové stranitochondrii. Bak, ktery je za
fyziologickych podminek lokalizovan na &8i mitochondrialni membré&n je podroben
konformanim zn€nam, jez vedou k jeho zaiemi do vejSi cytosolové mitochondrialni
membrany (Griffiths et al. 1999).

Zandeni Bax a Bak do \wjSi mitochondrialni membrany je regulovano Il skuqu
proteini rodiny Bcl-2, BH3-onlies (Kuwana et al. 2005). Rwptidy Il skupiny Bcl-2
pusobi jako kontrolti apoptotické signalizace a detekuji rozdilné tygiyesu, na které
adekvat® reaguji. Napiklad Noxa a Puma jsou syntetizovany v p53-zavisiémeru

v odpovdi na poskozeni DNA genotoxickym stresem (Oda eR@D0). Overexprese genu
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pro Pumain vitro je doprovazena zvySenou expresi Bax nasledovavauodmim cytochromu
¢ z mitochondrii a snizenim mitochondrialniho potélu (Liu et al. 2003). Naopak Noxa se
na mitochondrialni membréanlokalizuje s antiapoptotickymtleny rodiny Bcl-2, dojde
k zabrag jejich funkce, coz potencialhvyusti az v aktivaci kaspasy-9 (Oda et al. 2000).

Aktivita polypeptidi 1l skupiny rodiny Bcl-2 je inhibovana vazbou slymeptidy
skupiny | rodiny Bcl-2,¢imZ dojde potenciathk inhibici uvolrgni cytochromu ¢ (a dalSich
apoptotickych faktar) z mitochondrii (Yang et al. 1997Jlenové skupiny |, Bcl-x a Bcl-w
se vazi ke vSem testovanym polypeftidBH3-onlies, vyjimaje Noxa, jiZ od nanomolarnich
koncentraci. Ostatrilenové jako Mcl-1 a A1 vazou Puma, Noxa, Bim sgestSsi afinitou
(Cuconati et al. 2003).

Exprese a aktivitaleni skupiny | je pisné regulovana. Antiapoptotické Bcl-2, Bcl-x
a Mcl-1 jsou aktivovany mitogeny-aktivovanymi prioteg MAP) kinasami (Milella et al.
2001). Navic aktivita skupiny | je regulovana pasisl&ni modifikaci pomoci fosforylace.
Bcl-2 je fosforylovan na Ser70 pomoci ERK (extradal signal-regulated kinase) (Deng et
al. 2000), a dalSich skupinach (Deng et al. 20B4dobr ERK-zavisle je fosforylovan a
stabilizovan i Mcl-1 ze 1l skupiny (Domina et &000). Tyto vysledky poskytuji alespo
casté&né vyswtleni pro antiapoptoticky efekt aktivace MAP kin{@ent et al. 2001).

Proapoptotické a antiapoptotické proteiny rodinyl-Bcse setkavaji na povrchu
mitochondrii, kde reguluji uvoémi cytochromu c. Skime nyni, jak se navzajem owivji
jednotlivi ¢lenové rodiny Bcl-2. Skupina Iklend rodiny Bcl-2 se vyznaije pimou
apoptotickou funkci. Vmezeni Bax a/a nebo Bak do &g&i mitochondrialni membrany je
piimo zodpo¥dné za uvoléni cytochromu c a dalSich proapoptotickych polyjkptz
intermembranového prostoru mitochondrii. Prvni paga clent skupiny [l BH3-onlies-
Bim a Bid je zodpo¥dna za konforméni a zarove aktivaini zmeny Il skupiny¢lend rodiny
Bcl-2 (Bax a Bak) vedouci k permeabilizacijgi mitochondrialni membrany. Druha skupina
BH3-onlies polypeptil zahrnujici Puma, Bmf a Bad owivji Bax a/a nebo Bak-
funkci antiapoptickychtlent rodiny Bcl-2 (Chen et al.2005). Dadéen 1ll. skupiny-Bad je
schopny tvéit heterodimery s Bcl-2 a Bclxa tak neutralizovat jejich protektivni efekt a
nasledg vyvolavat bugénou smrt (Yang et al. 1995).

Cytochrom c spolu s Apaf-1 za aktivace prokaspghsg kaspasu-9 vytiidkomplex
nazyvany apoptosom. Kaspasa-9 aktivuje exekkaspasy (fedevsSim kaspasu-3) a dojde
k vlastnimu apoptotickému procesu (Hill et al. 2004V prabéhu apoptdézy jsou

z mitochondrii uvalovany tucty dalSich protein(Ekert et al. 2005). Jmenujme zde Smac/
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DIABLO (direct IAP-binding protein with low pl), Omh HtRA2, AIF (apoptosis-inducing
factor), endonukleasu G a CAD (caspase-activateddeN Smac/DIABLO a Omi/ HtRA2
figuruji jako antagonisté inhibitérapoptézy IAP (IAP1 a IAP2), jejichZz funkci je itice
aktivovanych kaspas (Verhagen et al. 2000). Endeask G zfisobuje CAD-nezavislé
Sttpeni DNA v internukleosomalnich sekvencich. Dedxyniukleova kyselina je n&jst;ji
Sttpend v mist navazani chromatinové stky na nuklearni matrix, coz vede k vzniku
oligonukleosomalnich fragmen{Li et al. 2001). Ke $peni DNA na fragmenty o velikosti
300-50 kb dale ispiva translokace AIF do jadra (Joza et al. 2081f. a endonukleasa G
funguji na kaspasach nezavisle. DalSim mitocholmdnié faktorem Stpicim DNA na
oligonukleosomalni fragmenty je kaspasou-3 aktimvav&AD (Enari et al. 1998). Naggeni
DNA se dale podili G4 a Mdf*-zavislé endonukleasy (Bortner et al. 1995).
Nizkomolekularni fragmenty DNA vzniklé vigichu apoptézy je mozZné po
permeabilizaci buttné membrany z hitky extrahovat vysokomolekularnim hypotonickym
citrat-fosfatovym pufrem. Biky jsou nejprve permeabilizovany vodnymi roztokhagtolu,
methanolu, nebo acetonu. Nasleédmojde k jejich obarveni pomoci fluorochrém
specifickych k DNA, jako je ndgklad propidium jodid. Biiky apoptoticke, u kterych doslo
k vyplaveni malych fragmettDNA vzniklych nasledkem &beni nukleasami, jsou ochuzeny
o jisté kvantum DNA, tudiZz maji nizsi obsah DNAZranky ve fazi G1, dikyemuz maji
niz8i intenzitu fluorescence v porovnani skami ve fazi G1. Apoptotické liky
analyzované na prokovém cytometru tvMd vrchol, ozn&ovan jako sub G1, nebo tzv.

hypodiploidni peak (Darzynkiewicz et al. 1997).

3.5. Stresem indukovana pedéasna senescence

Alternativnim typem (k apoptéze nebo reverzibildsta¥ burg¢ného cyklu Bhem
opravy poSkozené DNA) odpédi n¢kterych druli burgk na genotoxicky stres je vstup do
stavu stresem indukované senescence (SIS),cozamae také jako stresem indukovana
piredcasna senescence (SIPS). Na vyvolartfasné senescence u predisponovanyckikbun
se podilitada faktol. PFimé poSkozeni DNA dinkem napiklad ionizujiciho z#eni (vznik
DSB), poSkozeni struktury chromatinu, oxida stres, zvySena onkogenni aktivita
(DiLeonardo et al. 1994). Bgtna senescence seiabe rozvinout i z jinych ficin nez
pusobenim genotoxického stresu. Neschopnost DNA padgay replikovat v somatickych

buikdch konce chromozain (telomery) v podobé opakujicich se sekvenci nukleditid
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(TTAGGG u obratlové) béehem neustalé probihajiciheéleni buiky vede k rozvoji replikéni
senescence (Harley et al. 1990). Onkogeny indukbbamcna senescence zasegstavuje
alternativni tumor supresorovy mechanismus zaljia propagacicasré neoplastickych
burgk v organismu (Serrano et al. 1997)¢khéri autdi jeS€ rozliSuji leéky-indukovanou
pseudo-senescenci, tzv. drug-induced pseudo-sertesd®IPS) po fisobeni inhibitoi
topoisomerasy Il doxorubicini a daunorubicinu (M#aset al.2003). Senescentni iy
vykazuji nezavisle na mechanismu, ktery senescemuplal, rekteré charakteristické
biochemické a morfologické rysy. Bky zistavaji zive, metabolicky aktivni po mnoho tygdn
nedli se, dojde k permanentni a nevratné zé&stawecneho cyklu. Fenotyp senescentnich
burék zahrnuje zrany v morfologii buiky, buiky jsou tSi, dojde Kk jejich tvarovému
zploSeni a vzhstu granularity cytoplasmy. Dochézi ke &ram ve struktie chromatinu,
nasledované zémami ve sloZeni exprimovanych dgerbuiky ztraci schopnost reagovat na
mitogenni stimuly, zvySi se biogeneze mitochondriilysozond, vzroste expresep-
galaktosidasy. Detekce aktivitp-galaktosidasy i pH 6 je uZivana ke stanoveni
senescentnich bak (Dimri et al. 1995).

Aktivace SIPS po poskozeni DNA je doprovazena wgesh exprese inhibitor
cyklin-dependentnich kinas p2AYc"l p16N%a p18N%P  cdk inhibitor p21 je dlezitym
transkrignim cilem proteinu p53 v rdmci ATM kinasou-indukoegasignalizani kaskady.

Z davodu schopnosti interagovat s Cdk po aktivaci p&3gké nazyvan jako CIP1 (Cdk
interacting protein) nebo WAF1 (wild-type p53 aeted factor). Cdk inhibitor p21
prednosti potlauje aktivitu Cdk2 a Cdk4, coz jeuldzité pro zastavu bwédného cyklu

v G1/S kontrolnim bo#l Navic byla popsana role p21 v zasthurg¢ného cyklu v G2/M fazi
(Niculescu et al. 1998). Suprafyziologické hladip®l mohou inhibovat aktivitu komplexu
Cdkl1/cyklin B in vitro (Ball et al. 1996). Cdkl a cyklin B jsou navic segtrovany
v cytoplasng, coz reguluje jejich biodostupnost viéad Cyklin B je navazan v blizkosti
jaderné membrany na CARB (CIP1-associated regutdtoyclin B1), ktery kontroluje jeho
subcelularni lokalizaci. Protein CARB je zase ifipeh regulatornimu vlivu p21 (McShea et
al. 2000).

Aktivace burkcné senescence je také doprovazena signifikantnjgemim hladiny
inhibitoru Cdk4 a Cdk6 proteinu pl16. Protein pl&lgnem signalni kaskady p16-Rb protein
(Alcorta et al. 1996). Jak je aktivovana expreseugkddujici p16? Exprese je indukovana
dodnes malo definovanymi typy biimého stresu. Nfe se jednat o Spatmastavené
kultivacni podminkyin vitro, nebo nafiklad oxida&ni stres (Parrinello et al.2003). PosSkozeni

DNA ve formé DSB, které stimuluje p53-zavislou expresi p21lyjédrtivé wtSin¢ pripadc
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doprovazeno expresi pl6, avSak s ogabd kinetikou oproti p21 (Stein et al. 1999). Exgwre
genu koédujiciho plge také aktivovana cestou MAPK a aktivovanym promogenem Ras

u onkogeny indukované senescence. Onkogen Ras ke#femulaci budk v G1 fazi
burgcného cyklu pes zvyseni hladiny proteinu pl6 a pl5 aktivaci REK-ERK signalni
drahy (Lin et al. 1998, Malumbres et al. 2000)nd&é konstatovat, Ze exprese proteinu p16
piedstavuje ireverzibilni stav senescencikiyu

Centralni komponentou nutnou k udrzeni trvalé zdstaurs¢ného cyklu Bhem
aktivace buacné senescence je Rb protein. Fosforylaci (hypenfglsici) proteinu pRb
(produkt genu retinoblastoma) dojde k uvmintranskrigniho faktoru E2F, ktery bylipdtim
vazan k pRb. E2F aktivuje transkripci gepottebnych pro replikaci DNA (Resnitzky et al.
1995, Knudsen et al.1997) Naopak nefosforylovarypdfiosforylovany), aktivni Rb protein
vaze E2F faktor, a tim brani jeho vézba DNA a funkci. Protein p21 inhibujeéizné
komplexy cyklin/cyklin-dependentnich kinas (CdkyKkin D-Cdk4/6 a Cyklin A, E-Cdk?2),
zodpowdné za fosforylaci pRb, hypofosforylovany pRb takbmiuje uvolreni S fazi-
aktivujiciho transkripniho faktoru E2F. Jind rodina Cdk inhibiipmpl5 a p16, specificky
inhibuji komplexy cykliri D-Cdks (Cdk4 a Cdk6) (Brehm et al. 1998).

Jak jiz bylo nazn&no, typickym znakem senescence je neschopnosk fpmichodu
burg¢nym cyklem. Senescentniitky jsou zastaveny \istu, neproliferuji, a tento stav nelze
zvratit mitogeny. V jaké fazi buiného cyklu jsou biky akumulovany? To sithzavisi na
typu a genetické vybawurek, v pripact SIPS také na druhu a siléspbiciho genotoxického
agens. ¥tSina senescentnich fibroblashysiho fivodu se akumuluje v G1 fazi b&imeho
cyklu (zastava v Gl-fazi batného cyklu plati zejména pro replikd senescenci), avSak
defekt stres-signalni kinasy MKK7 @gobi akumulaci butk v G2/M fazi (Wada et al. 2004).
Nadorové biiky vystavené fisobeni genotoxickych agens pouzivanych v protircdor
terapii vstupuji do senescence za akumulace vi&) G2/M fazi bus¢ného cyklu (Campisi
et al. 2007).

Jednim z prvnich a zaravelnes stéle n&astji pouzivanym markerem k identifikaci
senescentnich bgk je stanovenip-galaktosidasy spojené se senescenci Rgad
detekované ip pH 6. Aktivita p-galaktosidasy stanovovandi pH 6 je specificka jen pro
senescentni lky, nelze ji prokazat u zdravych presenescentniciméky v buikach
imortalizovanych, klidovych, nebotipozerg diferenciovanych (Dimri et al. 1995).cRoliv
kyselou lysozomalnip-galaktosidasu (EC 3.2.1.23) je mozné prokazat ehantypech
sawich burgk, ma pH optimum 4,0-4,5 blizk&ipzenému milieu lysozoty pri pH 6 neni

jeji aktivita detekovatelna (van der Loo et al.19%a druhou stranu, dodnes neni uspokojiv
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vyswtleno, zda SAB-gal predstavuje specificky enzym exprimovany jen u dbun
senescentnich, nebo zda jde o tak markamitgSenou aktivitu klasick@-galaktosidasy, Ze
jsme schopni detekovat pozitivitu igs pro tento enzym sub-optimalni pH. K detekci [BA-
gal se ¥tSinou pouziva chromogenni substrat, detekce seagirma skiiku a k fixaci se
pouziva mimo formaldehydu a glutaraldehydu tepikybace s chromogennim substratem
pii 37° C ges noc) (Dimri et al. 1995). Nejedna se tedy ovnatpreparat. Modesjsi
metodou je stanoveni Spwgal pomoci lipofilniho fluorogenniho substratueikt se 3ipi
aktivitou p-galaktosidasy za vzniku fluoreskujiciho produktieschopného opustit
kompartment zrodu. Vyhodou této metody je, Ze dmtede provadi u Zivych békin sity,

pouzitim fluoroforu je neZdka dosazeno i vysSi citlivosti (Debacq-Chainiatial. 2009).

3.6. Vanadocen dichlorid

Metalloceny je nazev prg-cyklopentadienylové komplexy s obecnou struktufighr
CsHs),ML,, kde M edstavuje centralni atom kovu a L acidoligand. \daxan dichlorid
(dichloro-bisg5-2,4-cyklopentadien-1-yl) vanad; zkratka VDC, ol3). je slodenina ze
skupiny metalloceln konkrétd metallocendihalogenid skladajici se ze dvou
cyklopentadienovych aromatickych kifumezi nimiz je koordinovéattyimocny (+IV) vanad
pentahaptickoun®-) vazbou. Vanad je zde kovale#tspojen se dsma chloridovymi ligandy.
Vanadocen dichlorid a dalSi struktdrpodobné metalloceny jsou v dnesni éaftenzivre
studovany pro potencialni cytostatické a kancetioki (inky. Cytotoxicky efekt vanadocen
dichloridu byl prokazan ngadé nadorovych bu&nych linii (Dong et al. 2000, Ghosh et al.
2000). V fredchozi praci prové&té na Ustavu lékaké biochemie LF UK v Hradci Kralové
byl cytotoxicky W&inek vanadocen dichloridu potvrzen i u B&ame linie HL-60 s 1Gy = 150 +
30 pmol.' (DoleZalova 2009). Samotny mechanismus cytotoxiokésinku vanadocen
dichloridu vSak stalé neni zcela zndm a jednotti&&ry jsou ¢asto proticidné. V literatiie
byla popsana inhibice syntézy DNAigobenim vanadocen dichloridu (Kopf-Maier 1994),
vazba vanadocen dichloridu na proteinkinasu C aisgpnerasu Il (Harding et al. 2000), nebo
vazba k fosfatové skupimukleotich (Yang et al.1999).
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4. MATERIAL A METODY

Obr. 3. Vanadocen dichlorid

4.1. Zvirata

V experimentech na ztdtech byly pouzity samice potkana kmene Wistaritw&PF
(specific pathogen-free), (Velagieska republika), o hmotnosti 210 — 250 g. Potkadii b
chovéni v klimatizovanych mistnostechizenou teplotou a vihkosti vzduchu. Cyklyta a
tmy se pravidel& stidaly vzdy po 12 h. Standardni laboratorni dietia Ipptkarim dostupna
ad libitum VeSkeré pokusy provadé na potkanech byly schvaleny Komisi pro labordtor

zvitata FVZ UO v Hradci Kralové. Kazda experimentikigina zahrnovala 6-9 Zit.
4.2. Burgéné kultury a kultiva ¢ni podminky

Lidské buiky promyelocytarni leukemie HL-60 a T-lymfocytadeukemie MOLT-4
byly ziskany z evropské sbirky bigmych kultur (European collection of animal celltcués,
Velka Britanie). Bilky HL-60 a MOLT-4 byly kultivovany v Iska¥ modifikaci Dulbeccova
media, IMDM (Sigma-Aldrich, USA) sifdavkem 20 % fetalniho teleciho séra, 2 mM L-
glutaminu, 100 Ul/ml penicilinu a 100 pg/ml strempigcinu (vSe od Sigma-Aldrich, USA).
Bunky byly kultivovany ve vikeném inkubétoru ip 37° C a v kontrolované 5% GO
atmosfée. Pasazovani bek bylo provadno pravideld, vzdy kazdé dva aZitdny fednim
na koncentraci 2 x £ursk/ml media. Biiky byly pasitany v Tirkow roztoku s pouZitim
Birkerovy komiirky (hemocytometru); integrita b&&né membrany byla sledovana pomoci
barveni trypanovou mad Ve vSech experimentech byly pouZity nky, které proSly
pasazemi maximaéndvacetkrat.

Lidské nebo potkani lymfocyty pouzité v experimehtebyly izolovany z periferni
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heparinizované krve pomockipravku Histopaque-1077 (Sigma Aldrich, USAkg® dle
instrukci ndvodu vyrobce. Zbylé erytrocyty v p&leurgk byly lyzovany pomoci EasylLyse
™ (Dako Cytomation, Bmecko) dle instrukci navodu vyrobce. Lidské lymfiycyoyly
kultivovany kEhem experimerit v Iskow modifikaci Dulbeccova media, IMDM (Sigma-
Aldrich, USA) s gidavkem 20 % fetalniho teleciho séra, 2 mM L-glutam 100 Ul/ml
penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu (vSe od Sigitdrich, USA). Lidské lymfocyty byly
kultivovany ve viteném inkubéatoruip 37° C a v kontrolované 5% GG@tmosfée. Podle
standard Etické komise Lékimke fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové dallarci
krve informovany souhlas s oglem biologického materialu k experimentalniteim.

Mesenchymalni kmenové tky (MKB) byly izolovany z kostni tené (MKB KD),
periodontélniho ligamenta (KBPL) a zubni pulpy (KBZkolektivem Ustavu histologie a
embryologie LF UK v Hradci Kralovée. Kmenovéiky byly charakterizovany s ohledem na
své biologickeé vlastnosti, prolifetai a diferenciaéni potencial, fenotyp, karyotyp s cilem co
nejlépe definovat a optimalizovat kultdrd podminky nutné pro udrZeni cytogeneticky
stabilni, nedegenerované a nediferenciovanéédmdn linie. VSechny kmenové tky
studované v ramci zde uvadich experimerit byly pripraveny v poZzadovaném mnoZzstvi
pracovniky Ustavu histologie a embryologie LF UKHsadci Kralové dle standardnich
opera&nich postup laboratde tk&iovych kultur dstavu.

Kostni den (KD) byla ziskdna od 4 pacién2 Zeny a 2 muZi, zdravi darci,gpnérny
vék 46 let) podstupujicich nahradudgniho kloubu. Deset mililitr kostni dené bylo od
dardi aspirovano, izd&no PBS (Invitrogen, USA) v pofru 1:1 a nasledntransportovano do
laboratde tk&ovych kultur. Mononuklearni hiky kostni dené byly izolovdny pomoci
piipravku Ficoll-Paque. Biky byly dale purifikovany na zaklgd svych schopnosti
adherovat, vysledna populace Bkibyla ochuzena o CD45+ a glykoforin A+itky pouZitim
mikromagnetickych kudiek (Miltenyi Biotec, USA) podle instrukci v navoduyrobce
(Soukup et al. 2006).

KBPL byly izolovany z tetich molah ziskanych od zdravych d&r¢2 Zzeny a 1 muz,
pramérny vk darai byl 19 let). Teti molary byly extrahovany z ortodontickyclivada,
nebo pro zdravotni problémy, které vyvolavaly patim. Extrahované periodontalni
ligamentum bylo ze zubu separovano, promyto PB&lapgodrobeno disociaciipobenim
kolagenasy (Sevapharm@eska republika) a dispasy (Invitrogen, USA) po d@bumin. Po
nasledné centrifugaci (600 G, 5 min) byla ziskaslata bugk.

KBZP byly izolovany zitetich molah od zdravych dafc(3 zeny a 1 muz, pmerny

veék dardi byl 19 let). Zubni pulpa byla separovanaetiho molaru ve sterilnim prdsti a
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rovréz za sterilnich podminek transportovana do labéeatkdiovych kultur. Zubni pulpa
byla ze zubu extrahovana a naskedpodrobena disociaci igobenim kolagenasy
(Sevapharma(eska republika) a dispasy (Invitrogen, USA) po d@Bumin. Po néasledné
centrifugaci (600 G, 5 min) byla ziskana peletadaufiKBZP byly selektovany na zaklagn
pozitivity pro CD29, CD44, CD90 a HLA | (Suchanekaé 2007, 2009).

Podle standafdEtické komise Lékimké fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové
dali darci, pipadré jejich zakonni zastupci informovany souhlas sépelim biologického
materialu k experimentalnintélim.

MKB KD, KBPL a KBZP byly kultivovany v 5% atmosfé CQ pii 37° C v mediu
pro lidské mesenchymalni kmenovénky (Soukup et al. 2006) slozeném z alfa-MEM
(Invitrogen, USA) s nizkym 2% obsahem fetalnih@déio séra (PAA, USA), s obsahem 10
ng/ml epidermalnihotistového faktoru (PeproTech,USA), 10ng/ml platekstaced growth
factoru (PeproTech), kyseliny L-askorbové (Sigmdrith, USA), 2% L-glutaminu
(Invitrogen, USA), ATB penicilin/streptomycin (Invogen, USA) a gentamycin (Invitrogen,
USA), dexamethason (Sigma-Aldrich, USA). MKB KD @&RL byly nejprve kultivovany
v primokultite po dobu 5-7 dn (KBZP 3-5 drii) v kultivasnich lahvich Cell surfac&
(Sarstedt, USA). Neadherentniiliy a zbytky nedisociovanych tkani byly 24 h od ialaice
burek odmyty pomoci PBS. Po nasledné kultivaci bylychto lahvich selektovany malé
kolonie kmenovych bufk, pomoci roztoku trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, USAjsociovany
a jiz v homogenni suspenzi KB nasazeny &imijch kultivanich lahvi (TPP, Svycarsko nebo
NUNC, Déansko). Kazda z nasledujicich pasazi bytagutiena p dosazeni 70% konfluence.
Kontrola kvality se zakladala na imunofenotypiz§€iD45, CD29, CD44, CD73, CD90,
CD166) kazdou 1., 3., 7. a 11. pasaz. Morfologmadilita byla testovana kazdou paséaz,
karyotyp byl kontrolovan 5. a 10. pasaz a délkanr kazdou 0., 2., 5., 7. a 10. paséaz.
Béhem kultivace nebyly pozorovany zadné vyznamné&mnymsledovanych paramétr
V experimentech byly vzdy pouzZity jetasné pasaze (MKB KD a KBPL 3 - 6, KBZP 5 - 7).
Buiiky byly nasazeny v mnoZstvi 4 500 Bkfen’ a po dosaZeni konfluence 50 - 60 % byly
oz&eny. Vzdy kazdyctvrty den od oz&eni bylo gidano cerstvé kompletni kultivani

medium.

4.3. Oz&ovani

Exponencidlty rostouci biiky v suspenzi o koncentraci 2 x >6unsk/ml, kultury

adherentnich subkonfluentnich (konfluence 50 — 6 oliferujicich bugk tvoricich
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monolayer v denzit10 000 bubk/c? byly v kultivatnich lahvich, zkumavkach nebo Petriho
miskach (TPP, Svycarsko nebo Nunc, Danskoyemagi pokojové teplot s pouzitim gama
z&i¢e ®°Co (Chiranaleska Republika) davkovynifgonem 1 Gy/min, ve vzdalenosti 1 m od
zdroje. Po oz&ni byly lahve s hitkami umis¢ny do inkubatoru f 37° C se zvySenym 5%
obsahem C@ V riznych¢asech od ozéni byly odebranyislusné alikvotnitasti burk v
suspenzi, fipadré buiky uvolrény od kultiv&niho povrchu odstraénim media,
dvojmocnych ioni a pisobenim proteas, trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, US&pbo Accutase
(smes proteolytickych a kolagenolytickych enz§mPAA, Rakousko).

Samice potkana kmene Wistar byly terdy celotlové (0,5-10 Gy) nebo lokainna
oblast plic (5-30 Gy). K celslovému oz&eni byl pouZit kobaltovy gama it& - °°Co
(Chirana, Cesk&4 Republika) s davkovymiikonem 0,5-1 Gy/min ve vzdalenosti 1 m od
zdroje. K provedeni celgibvého ozéeni bylo pouzito kulatého boxu z plexiskla, kde
muzeme oz#ovat 10 zvifat najednou bez anestézie.

Lokélné ozaovana zwiata byla ozéovana v lehké anestézii i.m. (Narkamon 10 mg/kg
a Rometar 1,2 mg/kg, Biovet@eskéa republika), upoutané na prkénko (po jednofbzm
davkovym pikonem 2,5-4 Gy/min pomodPCo (Chirana,Ceska Republika) gama itée.
Lokalni oz&eni Siroké v piméru 3 cm bylo provedeno na hrudniku v oblasti plistatni
partie €la zvirete byly kryty 10 cm silnou vrstvou olova, coZ arkdvalo dopadajici davku
z&eni na zhruba 2-3 % davky obdrzené na hrudnik bgti {Osterreicher et al. 2004).

S kontrolnimi zvifaty bylo zachazeno st&jmale nebyly ozény.
4.4. Cytostatika a inhibitory

V experimentech s cytostatikin vitro byly pouzity zasobni roztoky vanadocen
dichloridu - (dichloro-bisf5-2,4-cyklopentadien-1-yl) vanad, cisplatiny (Sigmddrich,
USA), mitoxantronu (Sigma Aldrich, USA), inhibitorATM kinasy KU55933 (Merck,
Némecko), kofeinu (Sigma Aldrich, USA), inhibitoru NfB/2 kinas U0126 (Merck,
Némecko). Jako rozpou&tlo bylo pouzito pislusné kultivéni médium (Sigma-Aldrich,
USA) bez séra, aqua pro injectione, nebo dimetifgisid (DMSO). Zasobni roztok
inhibitoru KU55933 byl dodan jiz rozpust v DMSO v koncentraci 10 mmot, ostatni
agens bylo pdeba rozpustit. Zasobni roztoky cytostatik a inloiiitbyly pripraveny vzdy
Gerstvé ped jejich pouZitim v experimentech. Vanadocen digtl 2,5 mmol.fv mediu,
cisplatina 5 mmol:t v mediu, mitoxantron 1 mmot-lv aqua pro injectione, kofein 2 mmd.|

v mediu, U0126 10 mmoltlv DMSO. Vanadocen dichlorid byl ziskan od doc.. ldgromira
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Vinklarka, Ph.D., Univerzita Pardubice, Fakulta rceko-technologicka, Katedra obecné a
anorganické chemie. Vanadocen dichlorid byl syntethin ve farmaceutické kvalitpodle
Wilkinson a Birmingham (Wilkinson et al.1954) a &&tén anaerobni extrakci
s dichlormethanem podle Soxhleta. Jétstota byla kontrolovana elementarni analyzou, IR,

Ramanovou a EPR spektroskopii.

4.5. Pritokova cytometrie

4.5.1. Kvantifikace histonuyH2AX

Ke specifickému pikazu gFitomnosti dvouvlaknovych zloin DNA (DSB) po
pusobeni genotoxickych agens v jaderném genoniikybysme pouZili metodu stanoveni
fosforylované formy histonu H2AX na serinu 13HRAX). Zkoumané biiky v suspenzi,
adherentni bitky do suspenzetpvedené fisobenim proteas trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich,
USA) nebo Accutase (st proteolytickych a kolagenolytickych enzgnPAA, Rakousko),
periferni lymfocyty izolované z krve pomociipravku Histopaque (Sigma Aldrich, USA) -
zbylé erytrocyty byly lyzovany pomoci EasyLys¥ (Dako Cytomation, Mmecko) dle
instrukci navodu vyrobce, o o 5x10 az 1x16, byly dvakrat promyty ledovym PBS a
fixovany po dobu 15 minut na ledu 1% roztokem fddehydu bez methanolu (Polysciences,
USA) v PBS. Buky byly dale promyty PBS a permeabilizovany pom@bPo ethanolu,
ethanol byl pedem vychlazeny na ledu. Ethanéabkpbil na biky minimalré po dobu 2 hodin
az 2-3 tydi v lednici @i 4° C.V dalSim kroku byl ethanol odstrém buiky byly opakovas
promyty roztokem 1% BSA + 0,2% Triton X-100 v PB® centrifugaci vzdy ip 300 G,
dokonalém odsati rezidualniho 1% BSA + 0,2% Trixefh00 v PBS bez poruSeni pelety na
dr¢ zkumavky byly biiky inkubovany s monoklonalni mysi IgGrotilatkou anti-fosfo-
histon H2AX (pSerl39)-FITC (Millipore, USA) 1 hodinpti pokojové teplot a ve tng.
Nasledr buiky byly promyty v roztoku 1% BSA + 0,2% Triton X Q0s PBS, v roztoku
samotného PBS a DNA byla zma roztokem propidium jodidu (P1) ¥ippmnosti RNasy A
(Img RNasa A/ml a 5 pug PIl/ml roztoku, vSe Sigmarishd USA) @i pokojové teplot a ve
tmé. Intenzita zelené (FITC) &rvené (PI) fluorescence bylatifana na flow cytometru za
pouziti 488 nm excitataiho laseru. Rimér intenzity fluorescence historfH2AX-FITC byl
hodnocen v gatu bék pro GO/G1, S, G2 fazi bdtného cyklu nebo nezavisle na fazi
burg¢ného cyklu jen pro gate studovanych &kinV n¢kterych gipadech, samostatnnebo

paralel se stanovenim pméru intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC bylo stanoveno
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procentoyH2AX pozitivnich burk na zaklada tzv. vnitni (“programované®) tvorby histonu
yH2AX v kontroldch (MacPhail et al. 2003). Analyzayld provedena pomoci
vyhodnocovaciho flow cytometrického softwaru Sumwdit3 (Beckman Coulter, USA).

Pti analyze nebylo péeba pouzivat izotypovou kontrolu, protoZe se hatmatySeni
imunoflurescence nad tzv. vini ("programovanou”) imunoflurescenci kontrol. Kiaia i
studované vzorky byly inkubovany s protilatkou vejsem mnozstvi, tudiz sequipoklada,
Ze pispivek nespecifické vazby protilatky jak v kontrolaktve vzorku, je za danych
podminek shodny. Pro kaZdou skupinu bylo kultivavanovliiiovano 5x18-1x1¢ bursk.
Pro stanovenfH2AX bylo na pfitokovém cytometru analyzovano 5Xturek. K odstragni
dubleti a vicenasobnych multipletpti analyze yH2AX spolu s analyzou obsahu DNA
priatokovou cytometrii jsme pouZili soubor ofeti, které mly zamezit vyskytu d&hto
burgcnych artefaki ve vlastnim analyzovaném vzorku. Dale jsme powaliovaci analyzy
pomoci ovladaciho softwaru cytometru vlpfhu vyhodnocovani vzorku. Kazdy vzorek byl
pied vlastni analyzou filtrovan 70 um filtrem pro yaci vyskytu bu&inych agregatu.
Zbytek vyskytujicich se dublieta multiplefi byl odstragn gatovaci analyzou.iPanalyze
programem Summit v4.3 (Beckman Coulter, USA) by dhstrukci manualu vyrobce
softwaru vytvden gate FSC versusil& pulsu spolu s FSC versus SSC. Pomoci barevné
vicenasobné gating analyzy byly ifayeny agregaty s vysokouil&u pulsu a barewn
oznaené buiky s vysokymi hodnotami FSC a SSC. JelikoZ agredabu a vice buttnych
jader prochazejiiles paprsek laseru pomaleji, nez jedno jadro G2/kkyumaji burcné

agregaty vtsSi hodnotu $ky pulsu.
4.5.2. Stanoveni apoptézy pomoci vazby Annexinu Vpaopidium jodidu

Z burgk v suspenzi je nejprve v pozadovadgs odstratno medium centrifugaci,
buiky jsou opakova®ipromyty PBS a vysledna peleta zkoumanychékya resuspendovana
ve vazebném pufru s obsahem?Cimnti (10>-10° bursk/ml). Vazebny C& pufr z kitu je
potreba Zedit 10x deionizovanou vodou a vychladie@ pouzitim na ledu. Biky v suspenzi
v piftomnosti C&' ionti obsaZenych ve vazebném pufru jsou ¢emg Annexinem
V konjugovanym s fluorescein isothiokyanatem (Annex-FITC) a propidium jodidem (PI)
z APOPTESTY-FITC kitu (DakoCytomation, Dansko) podle instrukafavodu vyrobce.

Na konci zn&eni a patebné inkubace ve #a na ledu (15 minut) byla provedena analyza
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na pitokovém cytometru. Pro kaZzdou skupinu bylo kulti&ow a ovliviovano 5x18-1x10
burék. Pro stanoveni vazby Annexinu V a Pl bylo natgkovém cytometru analyzovano
5x10" bunsk.

Kombinované pouziti Annexinu V konjugovaného s faahromem spolu s
propidium jodidem dovoli rozlisit biky Zivé (Annexin V a propidium jodid negativnéasre
(Annexin V pozitivni a propidium jodid negativni) pozdré apoptotické (Annexin V a
propidium jodid double pozitivni). Nekréza doproeda prostou rupturou plazmatické

membrany (Annexin V negativni a propidium jodid pioni).

4.5.3. Analyza bur¢ného cyklu podle obsahu DNA

Priblizné 1 x 10 burtk v burséné suspenzi, nebo do nfepedeno fisobenim proteas
trypsin-EDTA  (Sigma-Aldrich, USA) nebo Accutase am proteolytickych a
kolagenolytickych enzyid PAA, Rakousko), bylo dvakrat promyto PBS, fixogam
permeabilizovano v 70% ethanolu minim&jpo dobu 1 h{ 4° C. Po centrifugaci (300 G, 15
min, 4° C) a odstrami ethanolu byly biky dvakrat promyty PBS a suspendovany v 0,5 ml
PBS a 0,5 ml fosfatového pufru (192 ml 0,2 mmoNaHPO, + 8 ml 0,1 mmol:f kyseliny
citrébnove, pH=7,8) a inkubovany 5 mitii pokojoveé teplot pro extrakci nizkomolekularnich
fragmentt DNA. V poslednim kroku byly hiky znateny 0,5 ml Vindelova roztoku: 1ml 1
mol Tris, pH=8, 1 mg RNasy, 100 ul Triton X-100, 6@ NaCl, 5 mg propidium jodidu
(Sigma-Aldrich, USA) a destilovana voda do 100 Wih@lelov 1977) v termostatu 1 hodli p
37 °C a po prothlé inkubaci analyzovany natpokovém cytometru. Propidium jodid je
fluorescekini interkal&ni cinidlo, které se ve stechiometrickém pom vaze na jadernou
DNA. Intenzita fluorescence propidium jodidu odptédimnozZstvi DNA v dané huae.
Vysledky flow cytometrie byly hodnoceny v progranMulticycle AV (Phoenix Flow
Systems, USA) nebo Summit v4.3 (Beckman CoulterAlJJSPro kazdy vzorek bylo
stanoveno procentualni zastoupeni dauw jednotlivych fazich buftného cyklu, buek
proliferujicich a/nebo buik v sub-G1. Pro kazdou skupinu bylo kultivovanovdivaiovano
1x1C burek. V kazdém vzorku bylo analyzovano minim&lhx1G burgk. Pokud procento
burgk v sub-G1 bylo pod 0,5 %, analyzovali jsme jencerdualni zastoupeni b&kav cyklu.
Naopak pokud procento békav sub-G1 bylo vysSi, analyzovali jsme procentualstoupeni

vSech ¢tyi populaci, tj. sub-G1, G1, Sa G2/M. K odstnain dublefi a vicenasobnych

a7



multipleta pri analyze DNA piitokovou cytometrii jsme pouZzili soubor ofeti, které naly
zamezit vyskytu &chto bureénych artefaki ve vlastnim analyzovaném vzorku. Déle jsme
pouZili gatovaci analyzy pomoci ovladaciho softweytometru, nebo hodnoticiho softwaru
v pribéhu vyhodnocovani vzorku. Kazdy vzorek bykg viastni analyzou filtrovan 70 pum
fillrem pro prevenci vyskytu bwinych agregdit Zbytek vyskytujicich se dubleta
multipleti byl odstragn gatovaci analyzou.iPanalyze programem Multicycle AV (Phoenix
Flow Systems, USA) byl vytwen histogram $ky pulsu pulse width signalu versus jeho
plocha érea) pro fluorescetni signal propidium jodidu v nami analyzovaném
fluoresceknim kanalu (FL-emise nad 560 nm, degjtji FL3 613/620 nm). JelikoZ agregaty
dvou a vice buktnych jader prochazejiigs paprsek laseru pomaleji, nez jedno jadro G2/M
buiky, gatovali jsme homogenni populaci s nizkatkaii a plochou pulsu. Dagiové jsme
vyiadili buiky s vysokou FSC a SSC, které svym vyskytem rdpatlo homogenni
populace. B analyze programem Summit v4.3 (Beckman Coulté8AYbyl dle instrukci
manualu vyrobce vytien gate FSC versusil& pulsu, spolu s FSC versus SSC. Pomoci
barevné vicenasobné gating analyzy byliewgny agregaty s vysokouk&iu pulsu a barewn

ozna&ené buiky s vysokymi hodnotami FSC a SSC.

4.5.4. Stanoveni aktivityp-galaktosidasy asociované se senescenci

Jednim z typickych znd@ksenescence je zvySena aktivita enzypagalaktosidasy
spojené se senescenci (BAyal; angl.senescence-associatgealactosidase Proliferujici
presenescentni, imortalizované, nebo quiescentiikybyrodukuji enzym kysel§3-D-
galaktosidasa (EC 3.2.1.23), ktery se vyskytujgsezomech a jeho pH optimum je mezi pH
4 — 4,5, coz odpovidarippzenému pH progedi lysozomi. Pro buiky senescentni je
charakteristickd zvySena aktivifigalaktosidasy detekovateln&i ppH 6, tato aktivita se
ozn&uje jako senescence-associate@l naopak neni stanovitelna u Bknklidovych,
diferenciovanych, presenescentnich (Dimri et aB5)9K detekci SAB-galaktosidasy jsme
pouzili fluorogenni substrat 5-dodecanoylaminofasmein diB-D-galactopyranoside
(C12FDG) (Invitrogen, USA). GFDG je nefluorescami prekurzor, ktery se po hydrolyze
SA-B-galaktosidasou #mi na fluorofor Go-fluorescein neschopny opustit kompartment
zrodu. Prvnim krokem detekce $Agalaktosidasy byla indukce lysozomalni alkalizace
pomoci preinkubace btk s bafilomycinem A1(Sigma-Aldrich, USA), inhibitem
lysozomalni H-ATPazy o finalni koncentraci 100 nmdido dobu 1 hodiny. Po problé
inkubaci bylo gidano 33 pl 2 mmoriC,,FDG pracovniho roztoku na 2 ml kultirgho
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meédia s obsahem bafilomycinu Al s cilem ziskatlfin&oncentraci GFDG piblizné 33
pumol.I*. Inkubace po dobu 2 hodin. V dal$im kroku byl caigin roztok s bafilomycinem Al
a fluorogennim substratem;£EDG. Buiky se promyly 2 x PBS po dobu 30 s, na kazdé
promyti bylo pouzito 2 ml PBS. Buy se Setré prevedly do suspenze pomoci trypsinu-
EDTA (Sigma-Aldrich, USA), prokhla centrifugaceip 4 °C a nasledhdoslo k odliti media
se sérem. Biky jsme resuspendovali v PBS, koncentrace 5 X Hisk/1 ml. Intenzita
fluorescence G-fluorescein byla kvantifikovana na FL1 kanalu (BB nm) detektoru
praitokového cytometru a aktivita Sp-galaktosidasy byla vyj&dna jako pimér intenzity
fluorescence G-fluorescein. Data byla ¢éhdy zobrazena ve forénlogaritmu intenzity
fluorescence G-fluorescein (osa y) vsside scatterSSC (osa x) (Debacg-Chainiaux et al.
2009).

4.5.5. Sledovani zrn optickych vlastnosti buiky

Parametry, které analyzujeme jdouward scatter(FSC) aside scatte(SSC). Buiky
pii analyze v piitokovém cytometru jsou unasSeny proudem nosné kapd neérné cely,
kde postupé prochazi paprskem laseru. Vlastnosti daného tylybzpisobi, Ze na hiku
dopadajici paprsek jgst&né odrazen, neborpinterakci s bitkou ochuzen o jisté kvantum
fotond. Vysledné mnoZstvi fotdnpo interakci s bikou je analyzovano fotondsébm. FSC
odpovida velikosti biky, tj. intenzita odrazeného paprsku jeétema v pednim Uhlu
(detektor je zgmzeny ve swru pavodniho paprsku). SSC je intenzita rozptylenéhétlav
méiena v pravém Uhlu (detektorfaaeny pod uhlem 90°), ktera koreluje s granularitaiky
a je odrazem rozmanitosti jejich intracelularnidhulgiar. FSC je tedy parametr, ktery

odpovida velikosti bitky a SSC vnitnimu uspgadani biiky.

4.6. Imunocytochemie

Pomoci imunofluorescéni mikroskopie byla sledovana lokalizace protepl2AX
v buice. Buiky byly fixovany 4% cerstw pripravenym paraformaldehydem 10 midi p
pokojové teplat, promyty v PBS, permeabilizovany 0,2% Triton X-M®BS 15 minut p
pokojové teplat a ot promyty v PBS. Red inkubaci s primarni protilatkour§s noc p 4°
C) byly buaky blokovany v 7% inaktivovaném fetalnim bovinnigrss 2 % BSA po dobu 30
min pii pokojové teplat. K detekci histonuyH2AX bylo pouzito mySi monoklonalni
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protilatky anti-fosfo-histon H2AX (pSer139) (Millgge, USA). Sekundarni protilatkou byla
osli anti-mysi-FITC konjugovana protilatka, nebo 3ckpnjugovana protilatka (Jackson
Laboratory, USA). Sekundérni protilatky byly apMémy po dobu 1 h ve tna jednotliva
sklicka po jejich preinkubaci s 5,5% oslim sérem v PBBE m3in @i pokojové teplal.
Nenavazana protilatka byla odstéaa opakovanym promytim v PBS (3 x 5 min). Jadra byl
znaena pomoci 4',6-diamidino-2-fenylindol dihydroclidb¢DAPI), nebo propidium jodidu.

Fotografie byly ziskany pomoci fluores¢édro mikroskopu Nikon Eclipse (Nikon,
Japonsko). Expoani ¢as a dynamika pasma kamery ve vSech kanalech bglar§echny
fotografie srovnavané ptacovou analyzou obrazu nastavena na stejné hodnusgrélni
optickd denzita (IOD) jednotlivych jader bylaérana pomoci analyzy obrazu s pouzitim
softwaru ImagePro 4.11 (MediaCybernetics, USA).

4.7. Analyza krevniho obrazu

Stanoveni bilého krevniho obrazu bylo provedenoceridgrni krve odebrané
z myokardu jednotlivych potkénv mnozstvi 5-7 ml pomoci automatického hematok&ho

analyzatoru Sysmex XE-2100 (Sysmex-Toa, Japonsko).

4.8. Cytochemie

Pro stanoveni aktivity SA-galaktosidasy byl pouzit Senescence bata-galaassi

Staining Kit (Cell Signaling Technology, USA) pogiekyni vyrobce.

4.9. Statisticka analyza

Vysledky byly hodnoceny v programech MS Excel 2Q0d&rosoft, USA), GraphPad
Prism 5 biostatistics (GraphPad Software, USA), B804 (Number Cruncher Statistical
System, USA) nebo Statistica 7 (StatSoft, USA). Wy statisticky hodnocené experimenty
in vitro byly provedeny v n = 3n vivov n = 6-9, pokud neni uvedeno jinak. Vysledky jsou
vyjadieny jako pamer £ smerodatna odchylka. Rozdil na hladip<0,05 byl povaZovan jako
statisticky vyznamny. PouZzité testy jsou uvedenywysledkovécasti. V gipact hodnoceni

medianu, graf znaznoval hodnotu medianu + 1. a 3. kvartil. Statistiek@alyza byla vzdy

50



provedena, fipadré konzultovana Ing. #im Knizkem, CSc. z Ustavu léiské biofyziky
Lékarske fakulty UK v Hradci Kralové. Reprezentativngtoigramy pittokové cytometrie
a reprezentativni mikroskopické obrazky nebylyistaky hodnoceny.

4.10. RFistrojoveé vybaveni

Laboratorni potkani byli chovani ve vivariu Katedadiobiologie, Univerzity obrany,
Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralow€omerné ziskané bugné linie byly
kultivovany na Ustavu lékaké biochemie. 1zolaci a kultivaci btknkmenovych zajigvala
laboratd tkanovych kultur Ustavu histologie a embryologie. Kieni dat piitokové
cytometrie byly pouzity mitokové cytometry Cell Lab Quanta (Beckman CoultégA),
CyAn™ ADP (Beckman Coulter, USA) a FACSAria Il (BBlosciences, USA) umi&té na
Ustavu Iék#ské biochemie a Kateéel radiobiologie FVZ. Fluorescemi mikroskop Nikon

Eclipse a dal3i ptebné laboratorni vybaveni bylo ungiss na Ustavu Iékaké biochemie.

5. VYSLEDKY

5.1. Fosforylace histonu H2AX na serinu 13 vivo

5.1.1. Celoglové oz&eni potkani

Obrazek¢. 4 znazotuje gating strategii iip stanoveniyH2AX pomoci pifitokové
cytometrie. Jednu hodinu od caéllavého ozéeni potkaid (n = 6-9) davkami v rozmezi 1-10
Gy jsme metodou ptokové cytometrie kvantifikovali linearni davkéwzavisly vzestup
yH2AX v lymfocytech izolovanych z periferni krve ana. Statisticky vyznamny vzestup
yH2AX oproti kontrole byl pozorovan po davkach 3,75 a 10 Gy (g0,05), t-test (obr. 5).
Z histograni pritokové cytometrie (kontrola a davka 10 Gy) je p@remi patrny vzestup
intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC (osa y) homogernnagi¢ celou lymfocytarni
populaci (obr. 6). Vizualni detekci fosfoproteipid2AX v lymfocytech potkana 1 hodinu od
celo€lové ozdeni jsme provedli pomoci imunofluoreséan mikroskopie. Obrazky ukazuji

davkow zavisly vzestup histongH2AX (zelena barva — emise FITC) vzdy homogenn
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nagi¢ vSemi zobrazenymi lymfocyty pro danou davku gandgerd (obr. 7). Stanoveni
integrélni optické denzity (I0D) jednotlivych jadgmfocyti métené pomoci analyzy obrazu
rovneéZz prokézalo lineamh davkow zavisly vzestup histongH2AX detekovany pomoci
imunofluorescetni mikroskopie (obr. 8). Analyza vznikgH2AX po celotlovém ozdéeni
potkari pomoci imunofluoresceéni mikroskopie verifikovala data ziskana #tokové
cytometrie.

V dalSich krocich jsme testovali stabilitu fosfoiau yYH2AX s ohledem na jeho
vyznam jako potencialniho analytického markeru Alcilno k retrospektivnimu odhadu
obdrzené davky gama ighi. Jednu hodinu od celtivého ozéeni potkad davkami v
rozmezi 1 — 10 Gy jsme odebrali periferni krev #amavek s heparinem. PIna nesrazlivd
krev odebran&d 1 h od cedtivého ozéeni byla naslednuchovanax vivopo dobu 23 hodin
na ledu pi 4° C v lednici. Po uplynuttasu uchovani jsme z této krve izolovali lymfocyty.
Takto uchovavané lymfocyty jsme dale fixovali, peabilizovali a znéli. V jednotlivych
vzorcich jsme kvantifikovali @meér intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC pomoci
praitokové cytometrie. Vysledky jsme porovnavali se netenim piméru intenzity
imunofluorescence yH2AX-FITC u lymfocyth =z krve izolovanych, fixovanych a
permeabilizovanych neprodieénpo odkru uskutégnéném 1 od oz&ni. Data byla
analyzovana neparametrickym Mann-Whitney U testama aladig statistické vyznamnosti
p<0,05 nebyl s vyjimkou davky 3 Gy pozorovan statlstivyznamny rozdil z pohledu kvanta

YH2AX mezi olgma typy zachazeni s analytem (obr. 9).

Wl 206y _ad2_17 X | & 20Gy_ad2_17 x
104

0 8 128 162 2% 10° 100 162 10°
Pl Area HZAX(pSer138)-FITC Log

Obr. 4. Gating strategie i analyze priméru intenzity imunofluorescence FITC
protilatky proti H2AX fosforylovanému na Serinu 139 v lymfocytech potkana
Analyzovan lymfogate buik GO/G1.
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Obr. 5. Flow cytometricka kvantifikace imunofluorescenceyH2AX-FITC v lymfocytech
potkana 1 h od celokloveho oz&eni in vivo. Lymfocyty byly izolovany z heparinizované
periferni krve kontrolnich a ogénych (1-10 Gy) potkanl h od oz#eni. Piimér buns¢né
fluorescence byl analyzovanipokovou cytometrii pro hiky v GO/G1 fazi buiného cyklu.
Graf ukazuje aritmeticky gmer intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC v zavislosti na
davce gama zani, n = 6-9, = sgrodatna odchylka.

Kontrola 10 Gy

>
>

H2AX (pSer139) - FITC

Obsah DNA

Obr. 6. Flow cytometricka detekce gitomnosti yYH2AX v lymfocytech potkani 1 h od
celolového ozdeniin vivo. Data z piitokové cytometrie jsou zobrazena jako dvourdaré
histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intenzity mmofluorescencgH2AX-FITC na ose y
versus intenzita fluorescence propidium jodidu &bbgaderné DNA v jednotlivych fazich
bunééného cyklu) na ose x. Obrazek je itwo reprezentativnimi histogramy z 6-9 nezavisle
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analyzovanych vzoik pro kazdou skupinu. Pro stanoveni ionizujicineem&m indukované
tvorby yH2AX jsme vyuzili gatovaci analyzy. Jednotlivé gabyly vytvoreny pomoci
cytometrického softwaru s cilem ohré&hitzv. vnitini (“programovanou”) tvorbwH2AX

v kontrolach (modré rantky). Procento butk spadajicich do¢thto gab bylo definovano
jako procento busk yYH2AX protein pozitivnich (obsahujicich protey2AX), mimo tyto
gaty byly buiky posuzovany jako negativni. Uvedeny reprezenathistogramy z 5x10
burgk.

Kontrola

Obr. 7. Mikroskopickéa vizualizace yH2AX v lymfocytech potkana 1 h od celatlového
oza‘eni in vivo. Lymfocyty byly izolovany z heparinizované periferkiive kontrolnich a
oz&enych (1-10 Gy) potkanl h od oz#eni, fixovany ayH2AX byl detekovan fosfo-epitop
specifickou protilatkou. Obrdzek ukazuje reprezivna projekci z kontrol a ozénych (n =
6-9) vzorki ziskanych pomoci fluoresaari mikroskopie. HistoyH2AX je znaen FITC —
zelena barva, bila linie ohr&nje burééna jadra.
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Obr. 8. Davkova zavislost vzestupu intenzity imundfiorescenceyH2AX v lymfocytech
potkana mérena pomoci softwaru pro analyzu obrazu 1 h od celového ozd&eni in
vivo. Lymfocyty byly izolovany z heparinizované perifetaive kontrolnich a ozanych (1-
10 Gy) potkafn (n = 6-9) 1 h od ozéni, fixovany ayH2AX byl detekovan fosfo-epitop
specifickou protilatkou. Graf ukazuje median + 13.&vartil denzity jednotlivych jader pro
yH2AX, n = 6-9 hodnocenych skupin na jednotlivou kidgama zgeni.
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Obr. 9. Porovnani praméru intenzity imunofluorescence yH2AX v perifernich
lymfocytech izolovanych z pIné krve ihned po odéru a izolovanych 23 hodin po odbru

ze vzorki plné krve skladované na ledu pi 4° C. Oba odkéry periferni krve byly
uskute¢nény 1 h od celo&lového oz&eni. Pri testovani stability fosfoproteingH2AX jsme

1 h od celatlového ozéeni potkafi davkami vintervalu 1-10 Gy odebrali periferni
heparinizovanou krev. U prvni skupiny (pltara) jsme lymfocyty izolovali neprodl&rpo
odbiru. U druhé skupiny @eruSovan&ara) byla plna krev odebrana 1 h od c#totého
oz&eni a naslednuchovana po dobu 23 hodin na ledu4¥ C, a az po tomto uchovani z ni
byly izolovany lymfocyty. Data jsou ve fogrpraméru intenzity imunofluorescencgH2AX-
FITC v zavislosti na davce gamaredi, n = 6-9, + sirodatna odchylka.

5.1.2. Lokalni oz&eni oblasti hrudniku potkani

Jednu hodinu od o#éni hrudniku potkandavkami v rozmezi 5 — 30 Gy jsme pomoci
priatokové cytometrie kvantifikovali vzestup imunoflescenceyH2AX-FITC od davky 10
Gy v lymfocytech periferni krve (obr. 10). ZvySdmjlo statisticky vyznamné pro davky 20 a
30 Gy (t-test; p0,05). Histogramy pitokové cytometrie <d¢i o0 vzestupu
imunocytochemicky zrn@ného histonyH2AX jen v¢ésti populace lymfocyt (obr.11 A),
cozZ je v kontrastu s vysledky ziskanymi po cgtatém ozéeni potkah. Heterogenni vyskyt
YyH2AX v populaci lymfocyi 1 hodinu od oz&ni hrudniku odréazi stav, kdy ne vSechny

lymfocyty byly za danych experimentalnich podmimekonovany gama #eni @i prachodu
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krve ozdovanou oblasti (oblast hrudniku) viva. NaSe skupiny po ozéni tedy ve finale
vzdy obsahovalytizny pongr lymfocyti neozéenych —yH2AX negativnich a ozénych —
yH2AX pozitivnich v zavislosti na obdrZzené davce gan&eni. Stav, kdy velikost vyskytu
fosfoproteinuyH2AX ve studovanych lymfocytech neni hpbuni¢nou populaci stejna
potvrdila 1 vizualni detekce yH2AX pomoci imunofluoresce&ni mikroskopie.
Imunofluorescetni mikroskopie ukazala nizSi vzestup histonti2AX v porovnéni
s celotlovym oz&enim, a to i pes skuténost, Ze byly pouzity vySSi davky gamarerd.
Navic se zde potvrdilo, Ze ne ve vSech jadrechiamiavce 20 Gy) lymfocyi se tvdi histon
YyH2AX (obr. 12). JelikoZz také mikroskopie ukazalahoemogenni pozitivitu buik na
yH2AX, data z piitokové cytometrie byla analyzovana pouzitim gatowetalyzy s cilem
uréit procentoyH2AX-pozitivnich burk v zavislosti na obdrzené davce gam&ema Pro
stanoveni ionizujicim zé&nim-indukovaného vznikwH2AX jsme pouZzili cytometricky
analyticky software, kterym jsme v histogramech aoiili vnitini (“programovanou”)
hladinuyH2AX v kontrolach za vytvieni gati (modré rameéky). Procento butk spadajicich
do tchto gal jsme definovali jako procento bEln yH2AX protein pozitivnich
(fosforylujicich protein H2AX), biikky nachazejici se mimo tyto gaty byly posuzovarkpja
yH2AX negativni. Pomoci identického nastaveniigaime hodnotili vSechny dalSi vzorky (n
= 6) zkoumanych skupin. Graf vytkeny pomoci gatovaci analyzy reprezentujici procento
yH2AX pozitivnich bugk v zavislosti na obdrzené davce lokélniho gamigrdapotvrdil
vzestupyH2AX od davky 10 Gy (obr. 11 B).

V dalSich experimentech jsme studovali¢ay ve vyskytuyH2AX v lymfocytechin
vivo v zavislosti natase od lokalniho o¥éni pomoci flow cytometrické kvantifikace. Dvacet
¢tyfi hodin od oz#eni hrudniku jsme pozorovali markantni pokles vfgkyH2AX
v lymfocytechin vivo se zachovanim rezidualni, statisticky nevyznamfitorpnosti nad
uroveir kontrol (obr. 13). Toto zbytkové rezidualni zvysese zcela smaze do 21. dne od
oz&eni, jak nam ukazuji vysledky kvantifikagel2AX pro davku 20 Gy lokalniho #éni
(obr. 14).
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Obr. 10. Flow cytometricka kvantifikace imunofluorescence yH2AX-FITC

v lymfocytech potkana 1 h od lokélniho ozeni in vivo. Lymfocyty byly izolovany
z heparinizované periferni krve kontrolnich atergch (5-30 Gy) potkanl h od ozgeni
hrudniku. Pimér buré¢né fluorescence byl analyzovanifmkovou cytometrii pro hiky
v GO/G1 fazi buscného cyklu. Graf ukazuje aritmetickytpnér intenzity imunofluorescence
yH2AX-FITC v zavislosti na davce gamaregai, n = 6, + sgrodatna odchylka. Vzestup
imunofluorescencgH2AX-FITC je statisticky vyznamny oproti kontrolegodavky 20 a 30
Gy (p<0,05), t-test.
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Obr. 11. Flow cytometrick& kvantifikace pfitomnosti yH2AX v lymfocytech potkana 1 h
od lokalniho oz&eni in vivo (A); procento yH2AX pozitivnich bunék v zavislosti na
obdrzené davce gama Z&ni uréené pomoci gating analyzy (B)A. Data z pétokové
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cytometrie jsou zobrazena jako dvour@n@ histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intengit
imunofluorescencegH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescenceptium jodidu
(obsah jaderné DNA v jednotlivych fazich ®aného cyklu) na ose x. Obrazek je it®o
reprezentativnimi dot-ploty z Sesti nezavisle anawanych vzorik pro kazdou skupinu. K
stanoveni z&nim indukované tvorbyH2AX jsme vyuZili gatovaci analyzy. Jednotlivé gaty
byly vytvoreny pomoci cytometrického softwaru scilem ohfinitzv. vnitini
(“programovanou”) formaciyH2AX v kontroldch (modré randky). Procento butk
spadajicich do¢thto gat bylo definovano jako procento btknyH2AX protein pozitivnich
(obsahujicich proteirH2AX), mimo tyto gaty byly biiky posuzovany jako negativni.
Uvedeny reprezentativni histogramy z 5%I8ursk. B. Graf vytvdeny pomoci gatovaci
analyzy A. znazaiuje procentoyH2AX pozitivnich burk v zavislosti na obdrzené davce
lokalniho gama Z@ni, n = 6, £ skrodatna odchylka. Vysledky statisticky vyznamnée§t,

p <0,05) pro davky 10, 20 a 30 Gy.

Kontrola
10 Gy 20 Gy

Obr. 12. Mikroskopicka vizualizace yH2AX v lymfocytech potkana 1 h od lokalniho
oza‘eni in vivo. Lymfocyty byly izolovany z heparinizované periferkiive kontrolnich a
oz&enych (5-20 Gy) potkanl h od oz#eni hrudniku, fixovany aH2AX byl detekovan
fosfo-epitop specifickou protilatkou. Obrazek uk@zueprezentativni projekci kontrol a
oz&enych (n = 6) vzork ziskanych pomoci fluoresaari mikroskopie. HistoryH2AX je
znaen Cy3 —c¢ervena barva, jadra jsou ozeaa mote — 4',6-diamidino-2-fenylindol
dihydrochlorid (DAPI), spojeny obraz.
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Obr. 13. Flow cytometrick& kvantifikace imunofluorescenceyH2AX-FITC v lymfocytech
potkana 24 h od lokélniho ozéeni in vivo. Lymfocyty byly izolovany z heparinizované
periferni krve kontrolnich a onych (5-30 Gy) potkan24 h od ozgeni. Pimér burg¢né
fluorescence byl analyzovanipokovou cytometrii pro hiky v GO/G1 fazi buicného cyklu.
Graf ukazuje aritmeticky gmer intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC v zavislosti na
davce gama zéni, n = 6, * sirodatnd odchylka. Dvacetyii hodin od oz&eni nebyl
pozorovan statisticky vyznamny vzestup<(p05, t-test) imunofluorescengel2AX-FITC.
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Obr. 14. Zména praméru intenzity imunofluorescence yH2AX-FITC v lymfocytech
potkana in vivo v zavislosti na¢ase od lokalniho ozéeni stanovena pomoci pitokové
cytometrie. Lymfocyty byly izolovany z heparinizované periferirve kontrolnich a
oz&enych (20 Gy) potkanv intervalech 1 hodina, 24 hodin a 21 dni odreaéhrudniku.
Pramér buns¢né imunofluorescence byl analyzovanutpkovou cytometrii pro hiky
v GO/G1 fazi busného cyklu. Graf ukazuje aritmetickytpnér intenzity imunofluorescence
YH2AX-FITC pro davku 20 Gy v zavislosti kase od oz&ni, n = 6, £ sgrodatna odchylka.
* - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole §8,05), t-test.

5.2. Analyza krevniho obrazu po cel@ovém a lokalnim ozd&eni potkani

Dvacetétyii hodin od oz#&eni jsme odebrali potkdm ze srdce krev a stanovili fet
bilych krevnich elemefitanalyzou krevniho obrazu. Z vyslédktanoveni krevniho obrazu
po celotlovém ozéeni byl patrny davkay zavisly pokles p&u lymfocyti v periferni krvi
potkani. Pokles byl statisticky vyznamny<p,05) oproti kontrolni skupipo davce 1, 3 a5
Gy. Paet granulocyt vtomto ¢casovém intervalu nevykazoval #ny oproti neozé&ené
skupire (obr. 15).

V dalSim experimentu jsme et lymfocyth stanovovali po lokalnim o#éni na oblast
hrudniku davkami v rozmezi 5-30 Gy. Z obrazkd6 je patrny davkavzavisly pokles pé&tu
lymfocyta v periferni krvi lokalg oz&enych potkath az od vy3Si davky v porovnani

s celotlove oz&enymi potkany. Pokles byl statisticky vyznamny@®5) oproti kontrolni
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skupire po davkach 20 a 30 Gy. Granulocyty nevykazovalydaaych experimentalnich

podminek 24 h od o¥éni signifikantni zrdny oproti neozé&ené skupis.
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Fig. 15. Bily krevni obraz 24 hodin od cel@ového oz&eni. Sloupce grafu znazowji
pocet bilych krevnich elemeintx 10/ v periferni krvi potkana po cekdové expozici
rozdilnym davkam gama &ni. Graf reprezentuje aritmetickyapmér, n = 6, £ smrodatna
odchylka. * - statisticky vyznamny rozdil oprotirkoole (p<0,05), t-test.
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Fig. 16. Bily krevni obraz 24 hodin od ozfeni hrudniku. Sloupce grafu znaziwji potet
bilych krevnich elementx 10%/I v periferni krvi potkana po expozici na oblasudniku
rozdilnym davkam gama &ni. Graf reprezentuje aritmetickyapnér, n = 6, £ smrodatna
odchylka. * - statisticky vyznamny rozdil oprotirkoole (p<0,05), t-test.

63



5.3. Fosforylace histonu H2AX na serinu 13fh vitro

5.3.1. Vliv ionizujiciho z&eni na mnozstviyH2AX v kmenovych buikéach

Pomoci piitokové cytometrie jsme sledovali mnozstvi DSB paieri in vitro
prostednictvim fosforylace histonu H2AX v MKB zubni pyla periodontalniho ligamenta.
Ke studiu tvorby histonwH2AX v MKB jsme pouzili d¢ davky gama z&ni, relativie
nizkou, &zr¢ pouzivanou ve frakcionované radioterapii nad@ Gy) a extrémni (20 Gy).
StanoveniyH2AX jsme provedli pro kazdy typ btk 1 a 24 hodin od ozéni, vZdy veiech
nezavislych experimentech. U obou ityMKB jsme 1 hodinu od ozéni davkou 20 Gy
pozorovali masivni, statisticky vyznamny vzestyWd2AX (zubni pulpy 77 %yH2AX-
pozitivnich buik, periodontalniho ligamenta 85 9blI2AX-pozitivnich burk). Dvacetctyii
hodin od ozgeni byl u skupin ozénych davkou 20 Gy pozorovan pokles vyskytRAX,
nebylo vSak dosazeno uUravikontrolni neozéené skupiny. Vysledné hodnotH2AX 24
hodin od oz#eni davkou 20 Gy se vSak na hladstatistické vyznamnosti9,05 neliSily od
kontrol pro oba butné typy. RezidualnyH2AX vSak stale pedstavovaly mezi 4 a 8 %
burgk v oblasti vysoké imunofluorescengd2AX-FITC. Davka 2 Gy nevedla 1 h od deai
obou tymi kmenovych bugk k detekovatelnému vzestuppH2AX pomoci ptitokové
cytometrie (obr.17, 18).
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Obr. 17. Histogramy stanoveniyH2AX (A), procento yH2AX pozitivnich bunék uréené
pomoci gating analyzy (B) a graf intenzity imunoflorescence yH2AX-FITC (C)

v kmenovych buikach zubni pulpy 1 a 24 h od oz&ni davkami 2 a 20 Gyin vitro.
Kmenové biiky zubni pulpy kontrolni; ozénéy z&enim v davce 2 a 20 Gy byly ponechany
v kulture po dobu 1 nebo 24 hodintfitemnostyH2AX byla mgfena imunocytochemicky
pomoci primarni fosfo-epitop  specifické protilatkykonjugované s fluorescein
isothiokyanatem (FITC) spolu s analyzou &meho cyklu podle obsahu DNA (vazba
propidium jodidu).A. Data jsou ve forgh dvouroznérnych histogram logaritmu intenzity
imunofluorescencgH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescenagplium jodidu na
ose X. Jsou zobrazeny reprezentativni vysledkyizexperimeni. lonizujicim z&enim
indukovana tvorbayH2AX byla uena pomoci gatovaci analyzy. Jednotlivé gaty byly
vytvoreny pomoci cytometrického softwaru s cilem ohtianzv. vnitrni (“programovanou”)
tvorbu yH2AX v kontrolach (raméky). Procento buk spadajicich doéthto gafi bylo
definovano jako procento bék yH2AX protein pozitivnich (obsahujicich protepi2AX),
mimo tyto gaty byly biiky posuzovany jako negativni. Jsou uvedeny reptageni
histogramy z 5x1bbunsk. B. Sloupcovy graf vytvieny pomoci gatovaci analyzy zn&nge
procentoyH2AX pozitivnich buik v zavislosti na obdrzené davcéase od oz&ni, n = 3, =
smérodatna odchylkaC. Sloupcovy graf aritmetického jméru intenzity imunofluorescence
YH2AX-FITC pro davky 2 a 20 Gy a intervaly 1 a 240t oz&eni, n = 3, + sgrodatna
odchylka. * - statisticky vyznamny rozdil oprotirkoole (p<0,05), t-test.
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Obr. 18. Histogramy stanoveniyH2AX (A), procento yH2AX pozitivnich bunék uréené
pomoci gating analyzy (B) a graf intenzity imunoflorescence yH2AX-FITC (C)

v kmenovych buikach periodontalniho ligamenta 1 a 24 h od oxé&ni davkami 2 a 20 Gy
in vitro. Kmenové biiky periodontalniho ligamenta kontrolni; éegééy zaenim v davce 2 a
20 Gy byly ponechény v kulte po dobu 1 nebo 24 hodintit®mnostyH2AX byla méfena
imunocytochemicky pomoci primarni fosfo-epitop sfieké protilatky konjugované
s fluorescein isothiokyanatem (FITC) spolu s analyburgéného cyklu podle obsahu DNA
(vazba propidium jodidu)A. Data jsou ve form dvouroznérnych histogram logaritmu
intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescenagplium
jodidu na ose x. Jsou zobrazeny reprezentativnliedtg ze ti experimeni. lonizujicim
z&enim indukovana tvorbgH2AX je urcena pomoci gatovaci analyzy. Jednotlivé gaty byly
vytvoieny pomoci cytometrického softwaru s cilem ohtianzy. vnitini (“programovanou’)
tvorbu yH2AX v kontrolach (raméky). Procento butk spadajicich doéthto gat bylo
definovano jako procento b&kyH2AX protein pozitivnich (obsahujicich proteyii2AX),
mimo tyto gaty byly biikky posuzovany jako negativni. Jsou uvedeny reptageni
histogramy z 5x1bburtk. B. Sloupcovy graf vytvieny pomoci gatovaci analyzy znange
procentoyH2AX pozitivnich burk v zavislosti na obdrzené davceéase od ozé@ni, n = 3, +
smérodatna odchylkaC. Sloupcovy graf aritmetickéhojméru intenzity imunofluorescence
yH2AX-FITC pro davky 2 a 20 Gy a intervaly 1 a 240t ozdeni, n = 3, + sgrodatna
odchylka. * - statisticky vyznamny rozdil oprotirkoole (p<0,05), t-test.
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5.3.2. Vliv inhibice ATM kinasy na ionizujicim za‘enim-indukovanou tvorbu yH2AX v

kmenovych buikach

Ke sledovani dopadu inhibice ATM kinasy na fosfagylhistonu H2AX po fisobeni
ionizujiciho z&eni jsme vyuZili komemné dostupného inhibitoru KU55933. KU55933 je
vysoce @inny, selektivni kompetitivni inhibitor ATM kinasyFi vlastnim provedeni
experimeni jsme 1 hodinu jed oz&enim subkonfluentnich MKB (kiky byly nasazeny 24 h
piedem v kompletnim mediu bez inhibitoru) do kultiwého media fidali zdsobni roztok
KU55933 v DMSO v takovém mnozZstvi, aby bylo dosaZzénalni koncentrace v mediu 10
pumol.I*. Kontrolni buiky byly kultivovany v giitomnosti 10 pmol} inhibitoru, bylo s nimi
zachazeno shodn avSak nebyly ozény. Inhibitor byl pitomny v mediu po celou dobu
kultivace bugk a to jak busk oz&enych, tak neozénych. OB linie MKB reagovaly na
oz&eni vdavce 20 Gy z pohledu vyskyttH2AX podobré. Samotné ozéni vedlo
ke statisticky vyznamné tvatbyH2AX 1 h od vystaveni bwhk davce 20 Gy. # inhibici
ATM kinasy doslo u oz@nych kmenovych bwhk zubni pulpy (obr. 19) a periodontalniho
ligamenta (obr. 20) k signifikantnimu utlumeni fosflace histonu H2AX. Tento fakt
potvrdili oba typy analyzy dat z {iokové cytometrie.
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Obr. 19. Histogramy stanoveniyH2AX (A), procento yH2AX pozitivnich bunék uréené
pomoci gating analyzy (B) a graf intenzity imunoflowrescence yH2AX-FITC (C)

v kmenovych buikach zubni pulpy 1 a 24 h od oz&ni davkou 20 Gyin vitro. Kmenové
buitky zubni pulpy kultivované v kompletnim mediu, kubtvané v pitomnosti 10 pmol}
KU55933, preinkubované po dobu 1 feg ozdenim (20 Gy) s 10 pumoltIKU553933 byly
ponechany v kulite po dobu 1 nebo 24 h. Histghl2AX byl stanoven imunocytochemicky
pomoci primarni fosfo-epitop  specifické protilatkykonjugované s fluorescein
isothiokyanatem (FITC) spolu s analyzou &mého cyklu podle obsahu DNA (vazba
propidium jodidu).A. Data jsou ve forgh dvouroznérnych histogram logaritmu intenzity
imunofluorescencgH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescenagplium jodidu na
ose X. Jsou zobrazeny reprezentativni vysledkyizexperimeni. lonizujicim zéenim
indukovand tvorbayH2AX je urkena pomoci gatovaci analyzy. Jednotlivé gaty byly
vytvoieny pomoci cytometrického softwaru s cilem ohtianzy. vnitini (“programovanou’)
tvorbu yH2AX v kontrolach (raméky). Procento butk spadajicich doéthto gat bylo
definovano jako procento b&kyH2AX protein pozitivnich (obsahujicich proteyii2AX),
mimo tyto gaty byly biiky posuzovany jako negativni. Uvedeny reprezentatistogramy
z 5x1¢ bunzk. B. Sloupcovy graf je vytvien pomoci gatovaci analyzy zn&age procento
yH2AX pozitivnich burk v zavislosti na obdrzené davcecase od oz&ni, n = 3, *
smérodatna odchylkaC. Sloupcovy graf aritmetického jméru intenzity imunofluorescence
yH2AX-FITC pro davku 20 Gy a intervaly 1 a 24 h adfi@ni, n = 3, + sgrodatna odchylka.
* - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole §9,05), t-test.
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Obr. 20. Histogramy stanoveniyH2AX (A), procento yH2AX pozitivnich bunék uréené
pomoci gating analyzy (B) a graf intenzity imunoflorescenceyH2AX-FITC (C) v
kmenovych buikach periodontalniho ligamenta 1 a 24 h od oZ&ni davkou 20 Gyin
vitro. Kmenové biiky periodontalniho ligamenta Kkultivované v kompletn mediu,
kultivované v pitomnosti 10 pmol} KU55933, preinkubované po dobu 1 feg ozéenim
(20 Gy) s 10 umol} KU553933 byly ponechany v kulter po dobu 1 nebo 24 h. Histon
yH2AX byl stanoven imunocytochemicky pomoci priméaiwgfo-epitop specifické protilatky
konjugované s fluorescein isothiokyanatem (FITQ)lss analyzou buitného cyklu podle
obsahu DNA (vazba propidium jodidw). Data jsou ve forgh dvourozngrnych histograra
logaritmu intenzity imunofluorescengéi2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescence
propidium jodidu na ose x. Jsou zobrazeny repratgni vysledky zeif experimeni.
lonizujicim z&enim indukovana tvorbayH2AX je urgena pomoci gatovaci analyzy.
Jednotlivé gaty byly vytv@ny pomoci cytometrického softwaru s cilem ohtiamzy. vnitrni
(“programovanou”) tvorbyH2AX v kontrolach (raméky). Procento butk spadajicich do
téchto gall bylo definovano jako procento btknyH2AX protein pozitivnich (obsahujicich
protein YH2AX), mimo tyto gaty byly biiky posuzovany jako negativni. Uvedeny
reprezentativni histogramy z 5¢16unsk. B. Sloupcovy graf vytvieny pomoci gatovaci
analyzy znazdatuje procentoyH2AX pozitivnich burk v zavislosti na obdrZzené davcease
od ozd&eni, n = 3, + srodatna odchylkaC. Sloupcovy graf aritmetického jpméru intenzity
imunofluorescencgH2AX-FITC pro davku 20 Gy a intervaly 1 a 24 h atieni, n = 3,
smérodatna odchylka. * - statisticky vyznamny rozdifati kontrole (p<0,05), t-test.
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5.3.3. Vliv vanadocen dichloridu, cisplatiny a iordujiciho zaeni na vznik yH2AX
v bunikéch lidské promyelocytarni leukemie HL-60

Obrazeke. 21 znézatuje gating strategii ip stanoveniyH2AX pro jednotlivé faze
burécného cyklu pomoci ptokové cytometrie. Vanadocen dichlorid po svém
jednohodinovém sobeni na hiky lidské promyelocytarni leukemie HL-60 v koncexairO-
1000 umolT vyvolal linearni davko¥ zavislé zvySeni gméru intenzity imunofluorescence
yH2AX-FITC. ZvySeni piméru intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC po pisobeni
vanadocen dichloridu se ukazalo jako velice masavnézavislé na fazi b&ného cyklu HL-
60. Statisticky vyznamny vzestup<( 05, t-test) byl pozorovan od davky 100 pngbio S a
G2 fazi, a 200 umolipro GO/G1 fazi buginého cyklu (obr. 22). Koncentrace 1000 pniol.|
indukovala tvorbu histonyH2AX v 100 % bugk HL-60, ve srovnani s kontrolou, kde bylo
detekovano 0 % bwk obsahujicicyH2AX. Vyskyt yH2AX klesal ungrné s klesajici davkou
vanadocen dichloridu a naopak (obr. 23).

Cisplatina zjsobila davkow zavisly vzestup fosforylace H2AX na serinu 139.
Statisticky vyznamny vzestup<p,05, t-test) byl pozorovan od davky 100 pnigblo S a G2
fazi, a 200 umoll pro GO/G1fazi burseného cyklu (obr. 24). Koncentrace cisplatiny 1000
pumol.I* vyvolala tvorbuyH2AX u 49 % buik. Nejwtsi vzestupyH2AX byl pozorovan
primarre u burek v S fazi, mén G1 fazi bugcného cyklu. Je nutné podotknout, Ze vzestup
yH2AX po pisobeni cisplatiny neni tak masivni, jakotfipac vanadocen dichloridu (obr.
25).

Expozice busk gama z#eni vdavce 2, 6 a 20 Gy vedla 1 hodinu odiezé&

k davkow¥ zavislemu vzestupyH2AX. Tento fakt je zejmy jak z grai priméru intenzity
imunofluorescenceyH2AX-FITC v zavislosti na obdrzené davcetred (obr. 26), tak
z jednotlivych histograiin praitokové cytometrie (obr. 27). Statisticky vyznamngestup
(p<0,05, t-test) byl pozorovan od davky 2, 6 a 20 Gy pSechny faze bwtného cyklu.
Davka 20 Gy vyvolala pozitivitu ngH2AX u 94 % bugk HL-60, kontrolni buky

vykazovaly 0%yH2AX pozitivitu.
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Obr. 21. Gating strategie [Fi analyze pniméru intenzity imunofluorescence FITC
protilatky proti H2AX fosforylovanému na Serinu 139 pro jednotlivé faze buréé¢ného
cyklu.
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Obr. 22. Flow cytometricka kvantifikace imunofluorescenceyH2AX-FITC v bu iikach
HL-60 po 1 h inkubaci s vanadocen dichloridenin vitro. Buitky HL-60 byly po dobu jedné
hodiny inkubovany s vanadocen dichloridem v koneaitO - 1000 pmol. HistonyH2AX
byl detekovan imunocytochemicky pomoci primarni fdespitop specifické protilatky
konjugované s fluorescein isothiokyanatem (FITQ)lss analyzou bugného cyklu podle
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obsahu DNA (vazba propidium jodidu).darér buré¢né imunofluorescence byl analyzovan
pratokovou cytometrii pro hiky v jednotlivych fazich butného cyklu. Graf ukazuje
aritmeticky paimér imunofluorescencgH2AX-FITC v zavislosti na koncentraci vanadocen
dichloridu a jednotlivych fazich bgdného cyklu. Jednu hodinu od vystaveni &un
vanadocen dichloridu byl pozorovan linearni dawkowavisly vzestup intenzity
imunofluorescencgH2AX-FITC v jednotlivych fazich bustného cyklu. Parametry linearni
regresni kivky pro jednotlivé faze buného cyklu: GO/G1: y = 41,84x + 11,202 R
0,9984; S: y = 52,84x + 15,117R 0,9984; G2 y = 62,32x + 17,42° R 0,9990. n = 3, +
smerodatnd odchylka. Statisticky vyznamny vzestup rintly imunofluorescencgH2AX-
FITC (p<0,05, t-test) oproti kontrole po davkach 200, 500080 pmol:! pro GO/G1; 100,
200, 500 a 1000 pmotlpro S a G24zi burééného cyklu.

Kontrola VDC 1000 pmol/ VDC 500 pmol/I
negativni 100 % negativni 0 % negativni1 %
pozitivni 0 % pozitivni 100 % pozitivni 99 %
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Obr. 23. HL-60. Histogramy stanoveniyH2AX po 1 h inkubaci s vanadocen dichloridem
in vitro. Dvouroznérné histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intengitmunofluorescence
YH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescencepjium jodidu (obsah jaderné DNA
v jednotlivych fazich buttného cyklu) na ose x. Obrazek je itwo reprezentativnimi dot-
ploty z #i nezavisle analyzovanych vzdrkpro kazdou skupinu. Pro stanoveni VDC-
indukované tvorbyyH2AX jsme vyuZili gatovaci analyzy. Jednotlivé gdiyly vytvoreny
pomoci cytometrického softwaru s cilem ohééntzv. vnitini (“programovanou”) tvorbu
yH2AX v kontrolach (rdméky). Procento butkk spadajicich dogthto gati bylo definovano
jako procento butk yYH2AX protein pozitivnich (oblast vysoké imunofluscenceyH2AX-
FITC), mimo tyto gaty byly biky posuzovany jakgH2AX protein negativni (oblast nizké
imunofluorescencgH2AX-FITC). Uvedeny reprezentativni histogramy 216%bursk.
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Obr. 24. Flow cytometrickd kvantifikace imunofluorescenceyH2AX-FITC v bu iikach
HL-60 po 1 h inkubaci s cisplatinouin vitro. Bunky HL-60 byly po dobu jedné hodiny
inkubovany s cisplatinou v koncentraci 0 - 1000 ulfo Histon yH2AX byl detekovan
imunocytochemicky pomoci primarni fosfo-epitop sfieké protilatky konjugované
s fluorescein isothiokyanatem (FITC) spolu s analyburgéného cyklu podle obsahu DNA
(vazba propidium jodidu). Bmér burgcné fluorescence byl analyzovan tfmkovou
cytometrii pro biiky v jednotlivych fazich butného cyklu. Graf ukazuje aritmeticky
pramér intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC v zavislosti na koncentraci cisplatiny a
jednotlivych fazich buktného cyklu. Jednu hodinu od vystaveni dunisplatiré pozorovan
linearni davkow zavisly vzestup imunofluoresceng#i2AX-FITC v jednotlivych fazich
bunééného cyklu. Parametry linearni regrestivky pro jednotlivé faze buftného cyklu:
GO/G1:y = 15,49 x + 11,75,°” 0,9878; S: y = 19,54x + 16,85 R 0,9698; G2 y = 12,21x
+ 17,81, R = 0,9767. n = 3, + sénodatna odchylka. Statisticky vyznamny vzestuprintiy
imunofluorescencgH2AX-FITC (p<0,05, t-test) oproti kontrole po davkach 200, 5QDAa0
pmol.I* pro GO/G1; 100, 200, 500 a 1000 pmibpto S a G24zi burééného cyklu.
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Kontrola

CP 1000 pmol/l

CP 500 umol/l

negativni 100 %
pozitivni 0 %

negativni 51 %
pozitivni 49 %

R2

negativni 58 %
pozitivni 42 %

CP 200 pumol/l

CP 100 umol/l

CP 50 pmol/l

H2AX (pSer139) - FITC

negativni 73 %
pozitivhi 27 %

negativni 78 %
pozitivni 22 %

negativni 91 %
pozitivni 9 %

<
<

Obsah DNA

»
Lg

Obr. 25. HL-60. Histogramy stanoveniyH2AX po 1 h inkubaci s cisplatinouin vitro.
Dvouroznerné histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intengitmunofluorescencgH2AX-
FITC na ose y versus intenzita fluorescence prapidijodidu (obsah jaderné DNA
v jednotlivych fazich buttného cyklu) na ose x. Obrazek je itwo reprezentativnimi dot-
ploty z #i nezavisle analyzovanych vzdrlpro kazdou skupinu. Pro stanoveni cisplatinou-
indukované tvorbyyH2AX jsme vyuZili gatovaci analyzy. Jednotlivé gdiyly vytvoreny
pomoci cytometrického softwaru s cilem ohééntzv. vnitini (“programovanou”) tvorbu
yH2AX v kontrolach (rdméky). Procento butkk spadajicich dogthto gati bylo definovano
jako procento butk yYH2AX protein pozitivnich (oblast vysoké imunofluscenceyH2AX-
FITC), mimo tyto gaty byly biky posuzovany jakgH2AX protein negativni (oblast nizké
imunofluorescencgH2AX-FITC). Uvedeny reprezentativni histogramy 216%bursk.
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Obr. 26. Flow cytometricka kvantifikace imunofluorescenceyH2AX-FITC v bu iikach
HL-60 1 h od oz&eni in vitro. Bunky HL-60 byly oz&eny davkami v rozmezi 2-20 Gy.
Jednu hodinu od o#eéni bylyH2AX detekovan imunocytochemicky pomoci primarnéfée
epitop specifické protilatky konjugované s fluomisc isothiokyanatem (FITC) spolu
s analyzou buttného cyklu podle obsahu DNA (vazba propidium jodlidkiimér bungcneé
fluorescence byl analyzovan upokovou cytometrii pro hiky v jednotlivych fazich
burgcného cyklu. Graf ukazuje aritmeticky gpnér intenzity imunofluorescencegH2AX-
FITC v zavislosti na davce gamaieai a jednotlivych fazich bgtného cyklu. Parametry
linearni regresnitivky pro jednotlivé faze bustného cyklu: GO/G1: y = 1,53x + 12,75° R
0,9972; S:y =1,32x + 17,22?R 0,9885; G2 y = 1,84x + 19,012 R 0,9968. Jednu hodinu
od expozice buk gama z#eni byl pozorovan linearni davkéwzavisly vzestup intenzity
imunofluorescencgH2AX-FITC v jednotlivych fazich bustného cyklu, n = 3, + sénodatna
odchylka. Statisticky vyznamny vzestup intenzityumofluorescencgH2AX-FITC (p<0,05,
t-test) oproti kontrole po davkach 2, 6 a 20 Gy B@G1, S a Gfazi burééného cyklu.
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Kontrola 2Gy

negativni 100 % negativni 97 %
pozitivni0 % pozitivni 3 %

6 Gy 20 Gy

negativni 77 % negativni 6 %
pozitivni 23 % pozitivni 94 %

H2AX (pSer139) - FITC

. Obsah DNA >

Obr. 27. HL-60. Histogramy stanoveniyH2AX 1 h od oz&eni in vitro. Dvouroznérné
histogramy (tzv. “dot plot”) logaritmu intenzity mmofluorescencgH2AX-FITC na ose y
versus intenzita fluorescence propidium jodidu &bgsaderné DNA v jednotlivych fazich
burgcného cyklu) na ose x. Obrazek je i@ reprezentativnimi dot-ploty # tnezavisle
analyzovanych vzokk pro kazdou skupinu. Pro stanoveniferdam-indukované tvorby
YyH2AX jsme wvyuzili gatovaci analyzy. Jednotlivé gatgyly vytvoreny pomoci
cytometrického softwaru s cilem ohr&hitzv. vnitini (programovanou) tvorbyH2AX
v kontrolach (raméky). Procento buk spadajicich doéthto gali bylo definovano jako
procento buék yYH2AX protein pozitivnich (oblast vysoké imunofluscenceyH2AX-FITC),
mimo tyto gaty byly biikky posuzovany jakoyH2AX protein negativni (oblast nizké
imunofluorescencgH2AX-FITC). Uvedeny histogramy z 5xi@ursk.

5.4. Analyza burééného cyklu po pisobeni genotoxickych agens
5.4.1. Vliv ionizujiciho z&eni na buréény cyklus

Expozice MKB periodontalniho ligamenta a kostferéd gama z#eni v davce 6 a 20
Gy vedlo k davko¥ zavislé (MKB periodontalniho ligamenta: 6 Gy 46 28, Gy 62 %,
kontrola 9 %), nebo davkéwnezavislé (MKB kostniigns: 6 Gy 36 %, 20 Gy 35 %, kontrola
12 %) akumulaci butk v G2 fazi bugcného cyklu 1. den od o#ni (obr. 28 a 29 ).
Akumulace MKB v G2 fazi butného cyklu petrvala po oz&ni 20 Gy az do konce pokusu
(6. den od oz&ni). V G2 fazi bu&ného cyklu bylo u MKB periodontélniho ligamenta 1.
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den 62 % a 6. den 58 % hikn U MKB kostni dens nebyl vzestup pftu burek v G2 fazi tak
markantni, jako u butk MKB periodontalniho ligamenta, nicm&wzestup byl patrny cely
sledovany interval (1. den 35 %, 6. den 36 %). APpo@ nebyla pozorovana. Procento #un
v sub-G1 fazi bylo u kmenovych btk vzdy pod 0,5 %. Hodnotili jsme tedy jen by
v cyklu (obr. 30 a 31).

Podobi jako u kmenovych buk, tak i u bugk lidské promyelocytarni leukémie
vedla expozice ionizujicimu #ni v davce 6 Gy prvni den od eéedi ke G2 bloku (70 %
burgk v G2 fazi bug¢ného cyklu). Na rozdil od kmenovych hiknjsme u butdk HL-60
pozorovali indukci apoptozy. Apoptdza byla nejvy3Siden od ozé&ni. Zastava buiiného
cyklu v G2 fazi nebyla 3. den od deai jiz detekovana, nebovétSina bugk zahynula
apoptézou (obr. 32). Apoptotické itky byly detekovany v sub-G1 peaku. Procento

apoptotickych bugk vzristalo v zavislosti ngase od oz&ni, 5 % 1. den a 78 % 3. den od

oz&eni.
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Obr. 28. Kmenové buiky periodontalniho ligamenta. Analyza burééného cyklu 1. den od
oza‘eni in vitro, davkova zavislostKmenové biiky periodontalniho ligamenta kultivované
v kompletnim mediu byly ozény davkami 2, 6 a 20 Gy a naslégronechany v kulite po
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dobu 24 hodin. Procento btkav cyklu bylo stanoveno pomoci vazby propidiumighd G1,
S a G2 — procento bk v G1-, S- a G2- fazi. Expozice gamaerdi v davce 6 a 20 Gy vedla
k davkow zavislé akumulaci bwk v G2 fazi bugcného cyklu. Procento sub-&Q,5.
Uvedeny reprezentativni histogramy analyzy &uého cyklu podle obsahu DNA z 1x10

1. den

burek.
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Obr. 29. Kmenové buiky kostni direné. Analyza buné¢ného cyklu 1. den od ozéeni in
vitro, davkova zavislostKmenové biiky kostni dens kultivované v kompletnim mediu byly
oz&eny davkami 2, 6 a 20 Gy a naslégionechany v kultte po dobu 24 hodin. Procento
burgk v cyklu bylo stanoveno pomoci vazby propidiumigd G1, S a G2 — procento kikn

v G1-, S- a G2- fazi. Expozice gamaed v davce 6 a 20 Gy vedlatast&né akumulaci
burgk v G2 fazi bugéného cyklu. Procento sub-&Q,5. Uvedeny reprezentativni histogramy
analyzy buséného cyklu podle obsahu DNA z 1R1li8ursk.
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Kontrola 1. den 6. den
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Obr. 30. Kmenové buiky periodontalniho ligamenta. Analyza burééného cyklu 1. a 6.
den od oz&eni in vitro, ¢asova zavislost.Kmenové biiky periodontalniho ligamenta
kultivované v kompletnim mediu byly o&=ny 20 Gy a naslednponechany v kultt¢ po
dobu 1 nebo 6 dn Procento bugk v cyklu bylo stanoveno pomoci vazby propidiumighd
Gl, Sa G2 - procento htlnv G1-, S- a G2- fazi. Zastava gného cyklu v G2 fazi
pietrvala u nadpolo¢ni wtSiny burgk do Sestého dne od deai. Procento sub-GD,5.
Uvedeny reprezentativni histogramy analyzy d&ueého cyklu podle obsahu DNA z 1x10
burgk.
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Obr. 31. Kmenové buiky kostni direné. Analyza bunééného cyklu 1. a 6. den od oz&ni
in vitro, ¢asova zavislostKmenové biiky kostni derg kultivované v kompletnim mediu
byly oz&eny 20 Gy a nasledmponechany v kulite¢ po dobu 1 nebo 6 dnProcento butk v
cyklu bylo stanoveno pomoci vazby propidium jodi@®d, S a G2 — procento btk G1-, S-
a G2- fazi. Zvysené mnozstvi btknv G2 fazi getrvalo do Sesteho dne od tadi. Procento
sub-G1<0,5. Uvedeny reprezentativni histogramy yayaburééného cyklu podle obsahu
DNA z 1x1C burk.
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Obr. 32. HL-60. Analyza bunééného cyklu 1. a 3. den od oz&niin vitro, ¢asova zavislost.
Bunky lidské promyelocytarni leukemie HL-60 kultivovarnv kompletnim mediu byly
oz&eny davkou 6 Gy a naslegliponechany v kultte¢ po dobu 24 nebo 72 hodin. Procento
burgk v sub-G1 apoptotickém peaku, G1-, S- a G2- famktného cyklu bylo stanoveno
pomoci vazby propidium jodiduCisla znézatuji procenta buék pro jednotlivé faze
burgcného cyklu ¥¢etré sub-G1. Prvni den od azhi dosSlo k akumulaci bgk v G2 fazi
bunééného cyklu, teti den od oz&ni byl detekovan apoptoticky peak Bknsub-G1.
Uvedeny reprezentativni histogramy z 1xb0nsk.

5.4.2. Vliv inhibice ATM kinasy na z&enim vyvolané znény bunééného cyklu

V dalSich experimentech jsme studovali efekt KU5598Becifického inhibitoru ATM
kinasy na bu&ny cyklus MKB po oz#eni davkou 20 Gy. Inhibitor byl ke kmenovym
bunkdm g@idan 60 minut ped ozdéenim a jeho fitomnost v mediu byla zachovana po celou
dobu trvani experimefitv nenénné koncentraci. MKB byly vystaveny 10 pmolKU55933,
ionizujicimu z&eni nebo jejich kombinaci a analyzovany 1. nebdeB. od ozéeni. Studovali
jsme vliv KU55933 na potteeni nebo naopak prohloubeni ionizujicintera-indukované
zastavy bu&ného cyklu MKB (akumulace v G2 fazi znamaiegqchozich experimeintviz.
vyse). Porovnavali jsme zejména rozdil mezikami ozdenymi a ozéenymi v gitomnosti
inhibitoru. Skupiny byly analyzovany v tripletu, gerimenty probihaly paralein

Expozice obou typp MKB ionizujicimu zd&eni bez pitomnosti KU55933 vedla
k akumulaci bugk v G2/M fazi bug¢ného cyklu jiz prvni den od o#ni a tato akumulace
nadale petrvavala doittiho dne od ozani (KBZP: G2/M: 56 % -1. den, 54 % - 3. den),
(KBPL:G2/M: 51 % -1. den, 49 % - 3. den). Inhibi&&M kinasy pgred ozéenim zajsobila
na MKB rozdil. U MKB zubni pulpy doSlo k potteni gama z&nim-indukované
akumulace bk v G2/M fazi bugcného cyklu (47 % -1. den, 44 % - 3. den) (obr. 33).
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Naopak u MKB periodontalniho ligamenta vedla konaloin KU55933 a ionizujiciho #ni
ke zvySeni procenta bék akumulovanych G2/M fazi bwtiného cyklu, oproti skupin
oz&ené bez pitomnosti inhibitoru (68 % -1. den, 65 % - 3. ddopr. 34). KU55933 u
neozdenych bugk vedl k potl&eni syntetické faze b&tného cyklu (S faze: Kontrola 11 %,
KU55933 0,5 %) a indukoval akumulaci MKB zubni pulp G1 fazi bugcného cyklu (G1
faze: Kontrola 75 %, KU55933 87 %). Synteticka fabeni¢ného cyklu MKB
periodontalniho ligamenta nebyla KU55933 zagaovlivnéna, mirna akumulace v G1 fazi
burgcného cyklu se objevila jen prvni deshem kultivace bukk (G1 faze: Kontrola 71 %,
KU55933 77 %).
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Obr. 33. Kmenové buiky zubni pulpy. Reprezentativni histogramy analyzybunééného
cyklu (A), procento bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu (B) 1. a 3. den od
oza‘eniin vitro. Kmenové biiky zubni pulpy kultivované v kompletnim mediu, kuttvané

v kompletnim mediu s 10 umot.IKU55933, oz#ené, preinkubované po dobu 1 keg
oz&enim s 10 pmoli KU553933 a néaslednoz&eny v tomnosti 10 pmolt KU553933
byly ponechany v kultt¢ po dobu 1 nebo 3 dnProcento buk v jednotlivych fazich
burgcného cyklu bylo stanoveno pomoci vazby propidiudida. Sub-G1, G1, Sa G2 —
procento bu#k v sub-G1-, G1-, S- a G2- fazA. Zobrazeny reprezentativni histogramy
analyzy buicného cyklu podle obsahu DNA z 1XR1Bursk. Hodnoceno procento bék
v cyklu. B. Graf reprezentujici procento hiknv jednotlivych fazich buttného cyklu, n = 3,
+ smérodatna odchylka. * - statisticky vyznamny rozdfrati kontrole (p<0,05), t-test; # -
statisticky vyznamny rozdil oproti samotnémuiezra (p<0,05), t-test.
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Obr. 34. Kmenové buiky periodontalniho ligamenta. Reprezentativni histgramy
analyzy bunéé¢ného cyklu (A), procento burék v jednotlivych fazich bunééného cyklu (B)

1. a 3. den od oz&ni in vitro. Kmenové biiky periodontalniho ligamenta kultivované
v kompletnim mediu, kultivované v kompletnim mediul0 umolf KU55933, oz#ené,
preinkubované po dobu 1 hed ozéenim s 10 pmoli KU553933 a naslednoz&eny

v piftomnosti 10 umolt KU553933 byly ponechany v kulel po dobu 1 nebo 3 dn
Procento bu¥k v jednotlivych fazich buttného cyklu bylo stanoveno pomoci vazby
propidium jodidu. Sub-G1, G1, S a G2 — procento¢kunsub-G1-, G1-, S- a G2- faz.
Zobrazeny reprezentativni histogramy analyzy&ného cyklu podle obsahu DNA z 1x10
burgk. Hodnoceno procento bék v cyklu. B. Graf reprezentujici procento hikn v
jednotlivych fazich bukného cyklu, n = 3, + sémodatna odchylka. * - statisticky vyznamny
rozdil oproti kontrole (p<0,05), t-test; # - statisticky vyznamny rozdil dprsamotnému
oz&eni (p<0,05), t-test.
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5.4.3. Vliv vanadocen dichloridu a cisplatiny na boéény cyklus

Ke studiu vlivu vanadocen dichloridu na Bany cyklus byly pouzity leukemické
linie MOLT-4 a HL-60. Buiky byly vystaveny zkoumanému agens po dobu jedmnkip
poté byl vanadocen dichlorid odmyt anky byly nasleds kultivovany po dobu 16 hodin
v ¢erstvém kompletnim mediu bez agens a analyzovafekt vanadocen dichloridu na
burgcny cyklus byl porovnavan gipobenim cisplatiny ve stejném experimentalnim
uspdadani.

Hodinova preinkubace lidské T-lymfocytarni leukemMOLT-4 s vanadocen
dichloridem vedla po 16 hodinachcasténé akumulaci butk v G2 fazi bugéného cyklu
(500 umol1* 20 %, kontrola 8 % buk v G2 fazi). Mechanismustipobeni cisplatiny byl
rozdilny, do$lo k akumulaci bek v G1 fazi bugéného cyklu (500 pmoli63 %, kontrola 52
% burek v G1 fazi). Procento sub-G1 biknbylo <0,5 %, a tak apoptoticky sub-G1 peak
nebyl u bugk MOLT-4 analyzovan (obr. 35).

Hodinova expozice vanadocen dichloridu v koncent?86 pmol.I* se u busk HL-
60 o 16 hodin pozgi projevila indukci apoptozy nahrom&dm 53 % buik v sub-G1 fazi
bunséného cyklu. Tento jev byl davkéwavisly, 12 % pro koncentraci 100 umok 9 % pro
koncentraci 50 pmoll kontrola 1 %. Cisplatina vykazovala ve srovnaniasadocen
dichloridem je&t v&tsi apoptoticky efekt. Koncentrace 200 umblédla k akumulaci 76 %
burgk v sub-G1 fazi bu&ného cyklu 16 hodin od hodinového ovlém. Tento jev byl i
v pripadré cisplatiny davkoy zavisly, 43 % pro koncentraci 100 pmol.a 21 % pro
koncentraci 50 pmoli K akumulaci buik v G1 fazi butgného cyklu doslo poisobeni
cisplatiny v koncentraci 50 pmotd 42 % bugk v G1 fazi bugcného cyklu, kontrola 29 %
burgk v G1 fazi bugéného cyklu (obr. 36).
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Obr. 35. MOLT-4. Analyza bunééného cyklu 16 h po 1 h gsobeni vanadocen dichloridu

a cisplatiny in vitro. Lidské buiky T-lymfocytarni leukemie MOLT-4 byly po dobu jeéin
hodiny inkubovany s vanadocen dichloridem nebolaismu v koncentraci 0 — 500 pmdi.|

a nasled& ponechany v kultte veerstvém mediu bez agens po dobu 16 hodin. Procento
burgk v cyklu bylo stanoveno pomoci vazby propidiumigd G1, S a G2 — procento kikn

v G1-, S- a G2- fazi. Procento sub-G1<0,5. Jednivioed inkubace bufk s cisplatinou
zpasobila akumulaci butk v G1 a S fazi, zatimcodapobeni vanadocen dichloridu vedlo

k mirné akumulaci butk v G2/M fazi buk¢ného cyklu. Uvedeny reprezentativni histogramy

z 1x10 bursk.
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Obr. 36. HL-60. Analyza burgé¢ného cyklu 16 h po 1 h jgsobeni vanadocen dichloridu a
cisplatiny in vitro. Lidské buiky promyelocytarni leukemie HL-60 byly po dobu ldhty
inkubovany s vanadocen dichloridem nebo cisplativdwoncentraci 0 — 200 pmot.la
nasledd ponechany v kulite vcerstvém mediu bez agens po dobu 16 hodin. Prodemtd

v sub-G1 apoptotickém peaku, G1-, S- a G2- fazo lsghnoveno pomoci vazby propidium
jodidu. Jednohodinova inkubace Rkns cisplatinou a vanadocen dichloridem vedla k
davkow zavislé apoptotické fragmentaci DNA. Uvedeny repreativni histogramy z 1x10
burgk.
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5.5. Apoptdza detekovana pomoci vazby Annexinu V propidium jodidu po pusobeni

genotoxickych agens

Nejprve jsme studovali vliv vanadocen dichloridparovnani s fisobenim cisplatiny
na lidské periferni lymfocyty izolované z krve anky lidské T-lymfocytarni leukemie
(MOLT-4). Schéma experimeantbylo pro oba bu&né typy stejné. Biky byly po dobu
jedné hodiny inkubovany s vanadocen dichloridemoneibplatinou v koncentraci 0 - 1000
umol.Ia nasleda ponechany v kulite v erstvém mediu bez agens (5% atmosféra, G2
C) po dobu 72 hodin. Obrazé&k 37 zobrazuje gating strategii FSC versus SBGtanoveni
vazby Annexinu V a propidum jodidu.

Na obr¢. 38 je zndzorn efekt vanadocen dichloridu a cisplatiny v koncaeitO -
1000 pumol.fna apoptézu lymfocyt 72 h od ovlivini. Zdravé, klidové, lidské lymfocyty
byly citlivéjSi k (€inkam vanadocen dichloridu, nez kigkam cisplatiny. VDC v koncentraci
1000 pmolt a 500 pmolif vykazoval vy$si procento poztiapoptotickych bugk (99 %,
respektive 71 %), zatimco CP indukovala ve stejoéckntraci vice nez dvakrat nizSi
procento pozdh apoptotickych bukk (42 %, respektive 29 %). Z tohotaiwbdu neni
piekvapenim, Ze vice Zzivych btkh nebo busk ¢asré apoptotickych bylo stanoveno po
pasobeni CP v porovnani s VDC (koncentrace 1000 au$061.I%). i niz&ich koncentracich
(200, 100 a 50 pmol}) bylo procento butk pozdré apoptotickych po fisobeni VDC niz&i
nebo téndt srovnatelné s CP.

Obr. ¢. 39 ukazuje vliv VDC a CP v koncentraci 0 - 100MqklI*na apoptézu
leukemickych bugk MOLT-4 72 h od ovliveéni. Odpoed’ leukemickych bugk MOLT-4
byla rozdilna oproti reakci lymfocyt Jednohodinovéa preinkubace s VDC a CP (koncentrace
1000 a 500 umolY) vedla k totalni eradikaci leukemické linie MOLTb&hem 72 hodin od
CP, vyjimaje nejnizsi studovanou koncentraci 50 pifhdkde bylo v pozdni fazi apopt6zy 48
% burek. Tyto nizSi koncentrace VDC nevedly k vyvolaniopfbzy u leukemické linie
MOLT-4 a celkové vysledky byly srovnatelné s kokdto

Dale jsme studovali vliv mitoxantronu, kofeinu, J&BLnebo jejich kombinace (vzdy
mitoxantron a kofein nebo U0126) na apoptdézu lid§kymfocytarni leukemické linie
MOLT-4. Kofein (1,3,7-trimethylxanthin) je nespdcKy inhibitor ATM kinasy, U0126 (1,4-
diamino-2,3-dikyano-1,4-bis[2-aminofenylthio]butad) je komeimne dodavany
nekompetitivni inhibitor MEK1/2 kinas. MEK inhibitoU0126 je unile syntetizovana
organicka slotenina, ktera inhibuje aktivaci MAPK (ERK 1/2) inigb kinasové aktivity
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MAPK Kinas (MAPKK) - MEK 1/2. MEK1/2 kinasy pét do Siroké rodiny tzv. mitogen
aktivovanych proteinkinas (MAPK). Aktivace kinasdiny MAPK prispiva k geziti buiky
po poskozeni DNA, tvd tedy jakousi protivahu signalnich cest vedoudidiuniéné smrti
(aktivace ATM kinasy-Chk1/2-p53). &oliv n¢které kinasy z rodiny MAPK jsou znamy pro
svij pro-apoptoticky efekt, aktivace signalni drahy KIE2-ERK1/2 je dlezita pro peziti
buiky po poskozeni DNA atisobi anti-apoptoticky. Na protipolu stoji ATM kirsagez je na
pocatku signalnich drah, které mohou vyustit v &unmou smrt. Mitoxantron (1,4-dihydroxy-
5,8-bis[[2-[(2-hydroxyethyl)amino]ethyllamino] amafjuinone) pdt mezi antracenove
derivaty. Risobi interkalaci mezietzci dvousSroubovice DNA, inhibuje topoisomerasu II.
Radi se mezi fazav nespecificka cytostatika. Tvorbou kovalentniho kéeru s
topoisomerasou Il brani rozveini DNA béhem replikace. Tento stav vede ke vzniku DSB.
Cilem experimerit bylo prostudovat, jak se projevi inhibicégighusné kinasy na velikost
mitoxantronem indukované apoptozy.

Obr. ¢. 40 ukazuje vysledky stanoveni vazby Annexinu Y&k propidium jodidu u
leukemickych bugk MOLT-4 24 hodin po aplikaci MTX, kofeinu a U012Bxpozice budk
samotnym inhibitaim nevedla ke zvySeni mnoZzstvi apoptotickych dguaproti kontrole.
AvSak expozice butk MTX v davce 5 nmolit se 24 hodin poz§i projevila masivnim
zvySenim procentgasré (29 %) a pozdd (28 %) apoptotickych bk oproti kontrole ¢asré
5 %, pozdy 14 %). Preinkubace bgk po dobu 45 minut s kofeinentgul gidanim MTX se
projevila vtomto casovém useku protektivnim ¢ibkem k vyvolani mitoxantronem-
indukované apoptézy. Jen 9 % Bknbylo ¢asrt a 12 % pozd apoptotickych 24 h po
pusobeni MTX za inhibice ATM kinasy kofeinem. Naop&mbinované fisobeni U0126
(ptiddn 30 minut fed MTX) a MTX vedlo k potenciaci apoptotickéhsinku MTX (26 %
casre a 49 % pozdhapoptotickych bukk).
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Side scatter
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Obr. 37. Gating strategie i analyze vazby Annexinu V a propidium jodidu.
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< Annexin V - FITC >
Obr. 38. Lymfocyty. Stanoveni vazby Annexinu V a popidium jodidu po piasobeni
vanadocen dichloridu a cisplatinyin vitro. Lidské lymfocyty izolované z krve zdravych
darar byly po dobu jedné hodiny inkubovéany s vanadocahldridem nebo cisplatinou
v koncentraci 0 - 1000 pmota nésleda ponechany verstvém mediu bez agens po dobu 72
hodin. Data jsou ve foréndvouroznérnych histogram logaritmu intenzity fluorescence
Annexinu V-FITC na ose x versus logaritmus intenflitorescence propidium jodidu na ose
y. Histogramy spolu sifslusnymi procenty reprezentuji zastoupeitypa bungk, burgk
negativnich (bugk zivych), Annexin V pozitivnich / Pl negativnichungk, které jsou &asné
fazi apoptozy) a Annexin V /Pl dvdiit pozitivnich (buiky, které jsou v pozdni fazi
apoptézy/mrtvé). Uvedeny reprezentativni vysledipodols histograni z 5x1¢ bunsk.
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Obr. 39. MOLT-4. Stanoveni vazby Annexinu V a propdium jodidu po pisobeni
vanadocen dichloridu a cisplatinyin vitro. Lidské buiky T-lymfocytarni leukemie MOLT-4
byly po dobu jedné hodiny inkubovany s vanadoceghldridem nebo cisplatinou

v koncentraci 0 - 1000 umota nasled& ponechany v kultie v serstvém mediu bez agens

po dobu 72 hodin. Data jsou ve farndvourozngérnych histogram logaritmu intenzity

fluorescence Annexinu V-FITC na ose x versus ldgars intenzity fluorescence propidium

jodidu na ose y. Histogramy spolu i$gtuSnymi procenty reprezentuji zastoupemitypi
burgk, burek negativnich (bwk Zivych), Annexin V pozitivnich / Pl negativniclurek,
které jsou Wasné fazi apoptézy) a Annexin V /Pl dvejipozitivnich (buiky, které jsou
v pozdni fazi apoptozy/mrtvé). Uvedeny reprezewtdtivysledky v podob histograni

z 5x10 bursk.
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Obr. 40. MOLT-4. Stanoveni vazby Annexinu V a propdium jodidu po puasobeni
mitoxantronu, kofeinu, U0126 nebo jejich kombinacein vitro. Lidské buky T-
lymfocytarni leukemie MOLT-4 byly po dobu 24 hodinkubovany s mitoxantronem,
kofeinem, U0126 nebo v kombinaci. Mitoxantrofispbil v koncentraci 5 nmoty mediu.
Kofein byl rozpu&n v mediu v takovém mnozstvi, aby bylo dosaZzendgabni zasobniho
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roztoku finalni koncentrace 2 mmdl.l Roztok U0126 v DMSO byl filan do media
v takovém mnoZstvi, aby bylo dosaZeno finalni koireee 10 umorl. V piipads kombinace
byl kofein aplikovan 45 minut a U0126 30 mindeg gidanim mitoxantronuA. Data jsou
ve forme dvourozmérnych histogram logaritmu intenzity fluorescence Annexinu V-FIT@ n
ose X versus logaritmus intenzity fluorescence ipiop jodidu na ose y. Reprezentativni
histogramy z 1x10burik spolu s pislusnymi sloupcovymi grafyB() prezentuji procentudlni
zastoupenitt typa burgk, burek negativnich (bu¢k Zivych), Annexin V pozitivnich / Pl
negativnich (bu&k, které jsou \asné fazi apoptdzy) a Annexin V / Pl dvejpozitivnich
(bunky, které jsou v pozdni fazi apoptdézy/mrtvé). Jgobrazeny reprezentativni histogramy
ze ti nezavislych experimeint Graf ukazuje procenta jednotlivych skupin &kipron = 3, +
smerodatnd odchylka. * - statisticky vyznamny rozdgrati kontrole (p<0,05), t-test; # -
statisticky vyznamny rozdil oproti samotnému mitatxanu (p<0,05), t-test.

5.6. Senescence paipobeni ionizujiciho zdéeni

Vzhledem k tomu, Ze u mesenchymalnich kmenovycklbjsme po oz&eni vysokou
davkou 20 Gy neprokazali indukci apoptozyegpokladali jsme, Ze je @ahto burk po
oz&eni indukovana senescence. Pro stanoveni akfivgglaktosidasy spojené se senescenci
(SA-B-galaktosidasy) jsme vyuzili fluorogenni substratidslecanoylaminofluorescein fi-
D-galactopyranoside (@DG). G2FDG je nefluoresceami lipofilni prekurzor, ktery se po
hydrolyze SAB-galaktosidasou #mi na fluorofor Go-fluorescein neschopny opustit agv
kompartment zrodu. Kvantifikaci jsme provedli porhgaritokové cytometrie. Druhou
metodou analyzy byla mikroskopicka detekce pombodmogenniho substratu.

Obr.¢. 41 prezentuje vysledky stanoveni aktivity BAyalaktosidasy v lidskych MKB
kostni derg 6. a 13. den od o#ni davkou 20 Gy. Z vysledku je patrny statistigggnamny
(p <0,05) vzestup aktivity SA-galaktosidasy 6. a 13. den od f&é. Vzestup byl vizuath
potvrzen mikroskopickou detekci.

Stanoveni aktivity SA3-galaktosidasy po o#é@ni jsme provedli také u lidskych MKB
periodontalniho ligamenta (obr. 42). Analogicky gak piipade MKB kostni derg doSlo
k vzestupu fluorescence;£fluorescein za zvyseni aktivity Sprgalaktosidasy 6. a 13. den
od ozd&eni davkou 20 Gy. Z grafu je patrné, Ze aktivita-fBdalaktosidasy u kmenovych
burgk periodontalniho ligamenta dosahla svého vrchalulén od ozé&ni. Vzestup byl
statisticky vyznamny (£0,05) 6. a 13. den od azhi. Vysledky byly potvrzeny vizuéin
mikroskopickou detekci.

Obr. ¢. 43 ukazuje vysledky stanoveni aktivity $Agalaktosidasy v zavislosti kase
od oz&eni davkou 6 Gy u lidskych MKB zubni pulpy. Prvréndod oz#eni byla pomoci
praitokové cytometrie pozorovana zvySena aktivita [Bdalaktosidasy ésre na hranici

statistické vyznamnosti (80,05). Aktivita SAp-galaktosidasy detekovana jako fluorescence
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C,o-fluorescein dosahla maxima 6. den odiemé a dale od 6. do 9. dne jiZ nelstala.

Mikroskopické detekce ukazala vzestup Bfalaktosidasy 3. den od deai.
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Obr. 41. MKB kostni difené. Stanoveni aktivity SAf$-galaktosidasy po ozéeni davkou 20

Gy.

A. Subkonfluentni lidské MKB kostnirere kultivované v kompletnim mediu byly azany v
kultivatnich nadobach (75 dn a aktivita p-galaktosidasy spojené se senescenci byla
kvantifikovana pomoci m@itokové cytometrie 6. a 13. den od ted. Data pitokové
cytometrie jsou prezentovana jakox@uorescein fluorescence single-parametr overlay
histogramy. Intenzita fluorescence kontroly (K) zaenych vzork je znazortna abscisa a
pocet burgk je zndzorin ordinata. Jsou zobrazeny reprezentativni vysleekki nezavislych

experiment.
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B. Sloupcovy graf reprezentuje aritmetickyap@r intenzity fluorescence s@fluorescein
kvantifikované v biikach pomoci prtokové cytometrie v zavislosti néase od ozéni,
chybové Us&ky reprezentuji sirodatnou odchylku, n = 3 nezavislych experinient -
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole €9,05), t-test.

C. Mikroskopicka detekce SAB-galaktosidasy. Biky byly oz&eny davkou 20 Gy

v komirkach se sktky a pomoci chromogenniho substratu byla cytochemgtanovena
aktivita SA$-galaktosidasy v danyatasovych intervalech. Obrazek ukazuje reprezentativn
snimek kontroly a oZanych vzork ziskanych pomoci mikroskopie.
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Obr. 42. Kmenové buiky periodontalniho ligamenta. Stanoveni aktivity SAf-
galaktosidasy po oz#éeni davkou 20 Gy.

A. Subkonfluentni lidské kmenové iiky periodontalniho ligamenta kultivované v
kompletnim mediu byly ozény v kultivainich nadobach (75 dna aktivitap-galaktosidasy
spojené se senescenci byla kvantifikovana pomadbkwvé cytometrie 6. a 13. den od
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oz&eni. Data pfitokové cytometrie jsou prezentovana jake,-fluorescein fluorescence
single-parametr overlay histogramy. Intenzita fesmence kontroly (K) a o#nych vzork

je znazorgna abscisa a et burgk je znazoran ordinata. Jsou zobrazeny reprezentativni
vysledky zeiti nezavislych experimeint

B. Sloupcovy graf reprezentuje aritmetickyap@r intenzity fluorescence @fluorescein
kvantifikované v biikach pomoci prtokové cytometrie v zavislosti néase od ozéni,
chybové Us&ky reprezentuji sirodatnou odchylku, n = 3 nezavislych experinient -
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole €9,05), t-test.

C. Mikroskopicka detekce SAB-galaktosidasy. Biky byly oz&eny davkou 20 Gy

v komirkach se sktky a pomoci chromogenniho substratu byla cytochemgtanovena
aktivita SA$-galaktosidasy v danyatasovych intervalech. Obrazek ukazuje reprezentativn
snimek kontroly a oZanych vzork ziskanych pomoci mikroskopie.
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Obr. 43. Kmenové buiky zubni pulpy. Kinetika aktivity SA- p-galaktosidasy po ozéeni
davkou 6 Gy.

A. Subkonfluentni lidské kmenovéiky zubni pulpy kultivované v kompletnim mediu byly
ozé&eny v kultiva&nich nadobach (75 dna aktivitap-galaktosidasy spojené se senescenci
byla kvantifikovana pomoci ptokové cytometrie v danyctasovych intervalech. Data jsou
zobrazena ve fortndvourozngrnych histogram (dot plot) logaritmu intenzity fluorescence
Ci--fluorescein (osa y) versus side scatter SSC (pg@isia v rozich gdit oznauji procento
burék v oblasti vysoké fluorescence. Jsou zobrazenyepgmtativni vysledky zefit
nezavislych experimettro kontrolu, 6. den a 9. den od terd.

B. Data pfitokové cytometrie jsou prezentovana jakg-fluorescein fluorescence single-
parametr overlay histogramy. Intenzita fluorescekoetroly (K) a ozéenych vzork je
znazorgnd abscisa a pet burgk je zndzortn ordinata. Jsou zobrazeny reprezentativni
vysledky zetti nezavislych experimeipro kontrolu, 6. den a 9. den od ted.

C. Sloupcovy graf reprezentuje aritmetickyamer intenzity fluorescence igfluorescein
kvantifikované v biikach pomoci prtokové cytometrie v zavislosti néase od ozéni,
chybové Us&ky reprezentuji sirodatnou odchylku, n = 3 nezavislych experinient -
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole €9,05), t-test.

D. Mikroskopickd detekce SA-galaktosidasy. Btky byly oz&eny davkou 6 Gy

v komirkach se sktky a pomoci chromogenniho substratu byla cytochemgtanovena
aktivita SA$-galaktosidasy v danyatasovych intervalech. Obrazek ukazuje reprezentativn
snimek kontroly a ozanych vzork ziskanych pomoci mikroskopie.
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6. SHRNUTI NEJDULEZIT EJSICH VYSLEDK U

Jednu hodinu oaelotlového ozd&eni potkari davkami v rozmezi 1-10 Gy jsme
kvantifikovali linearni davko¥ zavisly vzestupfH2AX v lymfocytech potkana oénychin
vivo. Vzestup byl statisticky vyznamny od davky 3 Gyhamogenni naii populaci
lymfocyta.  Vysledky  cytometrické  kvantifikace  byly verifikamy  pomoci
imunofluorescetni mikroskopie. Davkoy zavisly vzestup byl stanoven analyzou integralni
optické denzity jednotlivychyH2AX ohnisek imunofluoresceéné znaeného yH2AX
v jadrech lymfocyi.

C¢lotélova expozice potkanionizujicimu zéeni vedla 24 h pozgl k davkow zavislé
leukopenii a lymfopenii. Pokles pii leukocyti a lymfocyti byl statisticky vyznamny od
davky 1 Gy. P&et granulocyi se nemnil.

Jednu hodinu odoz&'eni oblasti hrudniku davkami vrozmezi 5-30 Gy jsme
kvantifikovali davkow zavisly vzestupyH2AX v lymfocytech potkana oxénychin vivo.
Vzestup byl statisticky vyznamny od davky 20 Gy. &fevnani s celétovym oz&enim
nebyl homogenni v celé populaci lymfoky\Ve vySetovanych preparatech bylo i u vzérk
oz&enych nejvysSi davkou ionizujicihoieéi (20 Gy) nalezeno jisté mnozstvi Bemych
jader, které byly naiftomnostyH2AX negativni. Dvacettyii hodin od oz&eni hrudniku byl
pozorovan poklegsH2AX na urova, kterd se z pohledu statistické vyznamnosti religd
kontrol. HistonyH2AX jako analyt vykazovastabilitu béhem 23 h skladovani v pIné krvi na
ledu @i 4 °C.

Po oz&eni hrudniku jsme pozorovali poklesc¢po leukocyti a lymfocyti az od vyssi
davky v porovnani s cekdbvym oza&enim. Vysledky byly statisticky vyznamné oproti
kontrole pro davky 20 a 30 Gy. & granulocyi se nemnil.

ExpoziceMKB zubni pulpy a periodontalniho ligamenta davce 20 Gy vede 1 h od
oz&eni k masivni statisticky vyznamné tverH2AX, ktera téndt zcela vymizi do 24 h od
oz&eni. Inhibici ATM kinasy dojde k pottani ionizujicim z&éenim-indukované fosforylace
H2AX u MKB zubni pulpy a periodontalniho ligamenta.

Z pohledu piitokové cytometrie MKB reaguji na expozici gamaerd akumulaci
burgk v G2 fazi buiéného cyklu, kterd po davce 20 Gyepvava do 6. dne od azi.
Apoptoza kBhem tohoto intervalu nebyla pozorovana. InhibiciM\kinasy doSlo u MKB

zubni pulpy k potléeni gama zZ&nim-indukované akumulace kitnv G2 fazi bugéného
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cyklu. Naopak u MKB periodontalniho ligamenta do&éozvySeni procenta bév G2 fazi
bungéného cyklu.

Stanovenim aktivit-galaktosidasy spojené se senesceighe u MKB kostni terg
a periodontalniho ligamenta 6. a 13. den odrerdadavkou 20 Gy stanovili senescenci.
Vysledky byly nezavisle potvrzenyiiokovou cytometrii a mikroskopickou detekci. Stumlie
kinetiky aktivity B-galaktosidasy spojené se senescenci u MKB zublply ggsme pomoci
priatokové cytometrie stanovili zvySeni jiz 1. den adieni davkou 6 Gy. Aktivita se nadéle
zvySovala az do 6. dne, kdy dosahla svého vrcHatincipialre odliSnou mikroskopickou
detekci jsme prokéazali zvySeni aktivfiygalaktosidasy spojené se senescenci az od 3 dne po
oz&eni.

Jednohodinova expozice leukemickych &unHL-60 vanadocen dichloridu
zpasobila linearni davkay zavislou tvorbuyH2AX. VzestupyH2AX byl vysSi v porovnani
s pisobenim cisplatiny, ktera prefete®t indukovala tvorbyH2AX v S a G1 fazi butného
cyklu.

Jednohodinové vystaveni hiknHL-60 pisobeni vanadocen dichloridu se o 16 h
pozckji projevilo davkow zavislou apoptézou detekovanou jako sub-G1 peaktegramech
analyzy bug¢ného cyklu. Cisplatina indukovala u kikrHL-60 vySSi procento apoptotickych
burek nez vanadocen dichlorid. Bky T-lymfocytarni leukemie MOLT-4 ve stejném
experimentalnim uspadani neodpasdily fragmentaci DNA, ale po davce 500 pmiol.l
reagovaly mirnou akumulaci btlnv G2 fazi bugcného cyklu. Cisplatina naopak po davce
500 pmol.T vyvolavala akumulaci buk v G1 fazi buggného cyklu.

Porovnanim vysledk stanoveni vazby Annexinu V a propidium jodidu 72pb
jednohodinovémijsobeni vanadocen dichloridu a cisplatiny na leuk&enbuiky MOLT-4 a
zdravé lidské lymfocyty izolované z periferni krygme dospli k necekanym zagram.
Vanadocen dichlorid ysobi vice cytotoxicky na zdravé lymfocyty, naopak mér
cytotoxicky na biky leukemické linie MOLT-4. Cisplatina je v mechamiu cytotoxického
pusobeni daleko dinn¢jSi na buiky linie MOLT-4 a zarové po pisobeni cisplatiny ig@ziva
vysSi procento lymfocyt

Mitoxantron khem 24 h svého dinku indukuje u bugk MOLT-4 apoptdzu
detekovanou pomoci vazby Annexinu V a propidiunmdadInhibice ATM kinasy kofeinem
na dobu 24 h pottla mitoxantronem-indukovanou apoptdézu. Naopak bide MEK1/2-
ERK1/2 signalni drahy U0126 jizébem 24 h signifikanth zvysila apoptdzu-vyvolavajici

efekt mitoxantronu.
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7. DISKUSE

V nasi praci jsme studovali vliv ionizujicihoieai, cytostatickych latek (cisplatina,
mitoxantron) a no¥ syntetizované potencialncytostatické latky vanadocen dichloridu na
buiky nadorové (HL-60, MOLT-4), na mesenchymalni kmenbuiky izolované ziznych
tkani a na lymfocyty periferni krve.

Ke studiu &chto nox jsme pouzivali metodutpokové cytometrie, ktera je schopna
ur¢it nejen imunofenotyp, ale i dalSi charakteristéégoumanych buk. K analyze vyuziva
rozdilnych schopnosti btk odrazet sstlo pri praichodu s¥ételnym paprskem ptokového
cytometru, dale pak stanoveni emise fluorescenadthroni nebo fluorescamich sond
namienych proti specifickym strukturam tiky. Fluorochromy rozdilnych vlastnosti jsou
konjugovany se specifickymi protilatkami, které ysschopny je nasémovat na zaklag
reakce s determinantnimi skupinami antigenu. Feoagni sondy pedstavuji nevlastni
fluorofory, které se ke zkoumané latce vazi za 1wiosve fluorescence. K fluores¢amm
sondam také f¥eme fadit fluorogenni substraty, kdytfipodS€peni zhas&&e od sondy
aktivitou enzymu dojde k aktivaci vlastnich fluozeginich vlastnosti slaieniny. Ptitokovéa
cytometrie usnaitlje identifikaci odliSnych bufgnych typi, ale i rozdilnych funénich staw
buiky v heterogenni populactetre kvantitativni analyzy.

Zanxfili jsme se na kvantitativni stanoveni hlavnickjudsouvisejicich s odpedi
burgk na poSkozeni genomuiiky, stanoveni DSB, zastavu igného cyklu Bhem reparace
poSkozeni a vifpac, Ze poskozeni neni reparovano na stanoveni indakoptozy a
senescence.

V experimentechin vivo jsme kvantifikovali vznik DSB ndfmo prostednictvim
detekceyH2AX v lymfocytech periferni krve po celdovém a lokalnim oz@ni hrudniku
potkani.

Dnes neni sporu, Ze expozice Bkigama z#eniin vitro vede k fosforylaci histonu
H2AX na serinu 139 (Rogakou et al. 1998). Tatodoghce je relativé brzy po oz#eni (30-
60 minut) davkow (Vilasova et al. 2008, Andrievski et al. 2009) badinearg davkow
zavisla (Redon et al. 2009). M&je znamo o vznikyH2AX po oz&eniin vivo.

Zjistili jsme, Ze jednu hodinu od cettdvého ozéeni f°Co gama zé&ni) potkai
stoupajici davkou 1-10 Gy dochazi k linearnimu dévkzavislému vzestupgH2AX v
lymfocytech potkafh oz&enych in vivo. Vysledky detekce histonyH2AX pomoci
imunofluoresceéni mikroskopie v lymfocytech potkana 1 hodinu odotd#ového ozéeni
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nezavisle verifikovaly data z fiokové cytometrie. NaSe vysledky stanovemi2AX
v lymfocytech potkath oz&enych celatlové byly prijaty k publikaci vcéasopisu Acta
Veterinaria v roce 201Glanek vysel v roce 2011 (Havelek et al. 2011a).st&ném roce
(2010) byl gijat a obratem publikovatlanek Christopha E. Redona a kalegCentra pro
vyzkum rakoviny, Narodniho institutu zdravi (USAQtery popisuje imunofluoresceni
kvantifikaci YH2AX v lymfocytech periferni krve makaka rhesus (dea mulatta) po jeho
celotlovém oz#eni (°Co gama z&ni) (Redon et al. 2010). Prayodobré s gihlédnutim
k etickym aspeKim experiment na primatech a také omezenémutposubjekit se auté
piedevsSim zabyvaltasovou kinetikou vzniku a vymizeni lozisgkdi2AX v lymfocytech
oz&enych in vivo. Ke studiu pouzili laser-scanning konfokalni migkopie, kdy
kvantifikovali primérnou hodnotu lozisekH2AX na buiku, tzv. foci per cell-fpc (vyS&tno
50-200 busk, n = 6). Maximalni vzestupH2AX pozorovali 30 minut p@x vivooza&eni
izolovanych lymfocyi, nasleds dochazelo k poklesu, 2 dny od édi se mnozstwiH2AX
pohybovalo na urovni 3-5 % hodnot 30 minut porem& Davko¥ zavisly vzestupH2AX
foci v lymfocytech izolovanych z periferni krve stvili mikroskopicky 7,2 h po ozaniin
vivo v davkovém rozmezi 1-3,5 Gy. Statisticky vyznan{p€0,05, t-test) zvySeni @tu
yH2AX foci detekovali i v delSintasovém obdobi po o&ni (1., 2. a 4. den od deai) po
vySSich davkach #éni v rozmezi 3,5-8,5 Gy. Je vSakipbia dodat, Ze mnozZsty2AX foci
stanovenych 4. den od dgai jiz bylo relativé malé (do dvou fpc v fiméru). Stejri jako
v naSem fipac, detekce pomoci cytometrie a imunofluoresoénmikroskopie, vzestup
YyH2AX analyzovany pomoci konfokalni mikroskopie bylomogenni najix celou
lymfocytarni populaci.

Pri testovani stability proteingH2AX pro piipad pozdjsi analyzy jsme jednu hodinu
od celotlového ozé&eni potkad davkami v rozpti 1 az 10 Gy odebrali periferni krev. U
prvni skupiny jsme lymfocyty izolovali neprodiempo odkiru. U druhé skupiny byla krev
odebrana jednu hodinu od celotvého oz#&eni a naslednskladovana po dobu 23 h na ledu
pii 4° C, a az po tomto skladovani byly z této kxeldvany lymfocyty. U obou skupin jsme
nasledg kvantifikovali mnozstvi yH2AX pomoci pfitokové cytometrie. Rozdil mezi
skupinami byl analyzovan neparametrickym Mann-Wéyth) testem a na hladirstatistické
vyznamnosti 0,05, vyjimaje davku 3 Gy, nebyl pozorovan statigti vyznamny rozdil
v mnozstvi histongH2AX mezi ol#ma skupinami. Na zéklgdaSich vysledk se mizeme
domnivat, Zan vivo gama zéenim-poskozené lymfocyty obsazené v periferni Kktera je
odebrana a&x vivoskladovana na ledu, nemohou opravit r&diigpoSkozeni DNA. Zarowe

ani nemohou byt vijjppad neopravitelného poskozeni odstmay ¢innosti monocyto-
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makrofagového systémula potkarii. Skladovani § 4 °C na ledu navic pra¥godobr
inhibuje aktivitu vSech enzyin véetre fosfatas a ubikvitin-proteasomoveho systému
zodpovdnych za vymizenyH2AX foci béhem gipadné reparace DNA.&Chto poznatk je
mozné vyuzit v fipadt odloZzené analyzy vzorku krve préaly biologické dozimetrie.

V nasich experimentech jsme dale studovali vlivalokho ozé&eni oblasti plic na
zmény v mnozstviyH2AX 1 h od oz#eni. VzestupyH2AX u potkari oz&enych na oblast
hrudniku byl pozorovan od davky 10 Gy, statistiskznamny vzestup ,05, t-test) byl
vyhodnocen pro davky 20 a 30 Gy. Po davce 5 Gy Ilaso plic ke zvySenyH2AX
nedochazelo. Z vysledkovych histogtampritokové cytometrie logaritmu intenzity
imunofluorescencgH2AX-FITC na ose y versus intenzita fluorescenagplium jodidu na
ose X Ize vSak vysledovat, Ze tedi organismu je nerovnamé (vzestugH2AX jen v ¢asti
populace lymfocyt). Je zejmé, Ze lymfocyty krevniho ébu postupi pritomné hem doby
ozaovani v ozéované oblasti vykazovaly vzestupi2AX, naopak v lymfocytech, které
unikly pasobeni z#eni se yH2AX ohniska netviila. Hodnocenim procenta b
obsahujicich yH2AX pomoci flow cytometrické gating analyzy (olilasvysoké
imunofluorescenceyH2AX-FITC) jsme prokazali s davkou i&ni zvySujici se procento
YH2AX pozitivnich bugk od davky 5 Gy. Vysledky jsme potvrdili vizualndentifikaci
yH2AX pomoci imunofluoresceéni mikroskopie. V experimentech jsme také po lokéln
oz&eni davkou 20 Gy sledovalaso¥ zavislé zminy yH2AX. Maximum imunofluorescence
jsme pozorovali 1 h od o#ni, za 24 h byla fluorescence n¢irvySena a 21 dni od dzhi
byla pod urovni kontrolni neo#né skupiny (Havelek et al. 2011b). Redon et @112
vyuzil pii ¢asténém ozéeni makaka rhesus stanoveypti2AX pomoci laser-scanning
konfokalni mikroskopie ve folikulech chlippochazejicich z otavané oblasti. Rmérné
mnoZstvi ohnisekyH2AX na jednu biiku (tzv. foci per cell-fpc) po ozani davkami
vrozmezi 1-6,5 Gy népsahlo hodnoty 1 fpc. Po davce 8,5 Gy pozorovatlge2,5 fcp
YH2AX v priméru. Maximalni mnozstvwyH2AX pozorovali do 24 hodin od ozni davkami
v rozmezi 1-8,5 Gy. Na zaklaghorovnani vysledk stanoveniyH2AX ve folikulech chlug
Z 0z&ené a neozéné oblasti dosfi k nazoru, Ze celkové mnozstyH2AX pozitivnich
folikult jedince zavisi na davcereai a ploSedta, ktera je zéeni vystavena. Podobiiorn a
kolektiv pomoci piitokové cytometrie detekoval maximalni imunofluoessa yH2AX v in
vitro oz&enych lidskych lymfocytech 1 h od expozice &z&eni. Dvacettyti hodin od
oz&eni byla intenzita imunofluorescence nizka. Miseniozdilnych poniri in vitro
oz&enych (4 Gy) a neorénych lymfocyl vytvorili smésnou populaci buik, ktera

obsahovalatizny podilyH2AX pozitivnich burk v zavislosti na velikosti frakce oiEnych
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lymfocyta (Horn et al. 2011).

Z pohledu kinetiky tvorby a vymizenH2AX ohnisek v lymfocytech periferni krve se
nasSe vysledky shoduji se Zéy publikovanymi po oz&ni lidskych lymfocyi in vitro.
Andrievski a kolegové studovali pomociufwkové cytometrie davk@va caso¥ zavislou
tvorbu yYH2AX v CD4, CD8 a CD19 pozitivnich lidskych lymfaegh. Maximalni vznik
yH2AX detekovali 1 h od ozéni, mezi 1. a 2. hodinou od @ehAi mnozstviyH2AX
neklesalo. Dvacettyti hodin od oz&eni se imunofluorescengdH2AX oz&enych vzork
neliSila od hodnoty kontrol. Vysledky byly podobp jednotlivé lymfocytarni subpopulace
odliSené na zakladCD znaki a jednotlivé darce krve (n=7) (Andrievski et abD0®).
Analogické vysledky dosazené pomoci laser-scankamgokalni mikroskopie publikoval ve
stejném roce team Redona. Maximum tvondy2AX pozorovali 30 minut od ozéni
lidskych lymfocyti, dalSi studovany interval (4 h) od éedai byl jiZ pozorovan dramaticky
poklesyH2AX ohnisek, 24 hodin od o#ni byl pozorovan pokles k arovni kontrol (Redon et
al. 2009).

Lymfocyty pati k nejvice radiosenzitivnim kikdm organismu. Po expozici jedince
gama zéeni umiraji apoptdzou v mnoZstvi proporciogédtoupajicim s velikosti obdrzené
davky gama z&ni. Jiz za 24 hodin je u lidi pozorovan masivnklee patu lymfocyti
s maximem 72 hodin od o&hni (Goans et al. 1997). Davka 1 Gy vede k mengiaklesu
poctu lymfocyti, nez davka 3 Gy. Poapobeni davky 1 Gy dojde do 30. dne odiema k
obnoveni absolutniho p lymfocyti na vychozi hodnotyipd ozéenim, avSak po o¥éni 3
Gy lymfopenie petrvava az do 60. dne od ¢eai (Cerveny et al. 1999 vitro lymfocyty
umiraji apoptézou. Sest hodin od fEré davkou 7 Gy se objevuji prvni lymfocyty umicji
apoptézou, za 24 h byly vSechnynky apoptotické (VMokurkova et al. 2006). Na zaklad
téchto charakteristik a jejich snadné dostupnostd jalologického materialu k analyze jsou
vyuzivany k @elim biologické dozimetrie (biodozimetrie). Zchto divodu jsme je rov¥
pouzili ke stanoveni histomgH2AX in vivo. V podminkéchin vitro je moZné apoptotické
lymfocyty snadno prokézat stanovenim externaliZastatidylserinu pomoci vazby Annexin
V komekn¢ konjugovaného s fluorochromy (Hertveldt et al. 299ouagie et al. 1998).
Externalizace fosfatidylserinu gatk casrgjSim c€jam probihajici apoptézy (van Engeland
1998). Oivodem nepouzitelnosti stanoveni vazby Annexinu Yymnfocyti izolovanych
z periferni krve po ozéni je, Ze v progediin vivo je externalizace fosfatidylserinu silnym
signalem fagocytozy (,eat me" signalem) zejménamekrofagy a dendritické kiky (Fadok
et al. 1992). Makrofagy detekuji fosfatidylseriep své fosfatidylserin receptory (PSR),
MFG-E8 a rkteré scavenger receptory jako jsou CD36 a SR-Bdrékse fimo vazi
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k fosfatidylserinu (Fadok et al., 2000, Scott et &001). Gisledkem je, Ze apoptotické
lymfocyty externalizujici fosfatidylserin v krin vivo ve zvySeném mnoZstvi neprokazeme.
V prostedi in vivo jsou c¢asré apoptické biikky rychle fagocytovany, a proto vhagsim
ukazatelem je stanoveni absolutnihoctpolymfocyti po ozdeni v krvi exponovanych
subjekfi. Metoda v kontextu biodozimetrie ma vSak sva Gskdtty lymfocyta v periferni
krvi zdravych osob kolisaji mezi 1,5-3 x*1pproto pro lepsi odhad obdrzené davky by bylo
vhodné znat pay lymfocytd v obdobi ped oz&enim. V naSich experimentech detekujicich
pokles lymfocyti po celotlovém a lokalnim oz&ni jsme pouzili az na vyjimku shodnych
davek jako v fipact kvantifikace yH2AX. Dvacet ¢tyii hodin od oz#eni jsme prokazali
davkow zavisly pokles pé&tu lymfocyti po celoélovém ozdéeni potkai davkami 0,5-5 Gy.
Pokles byl statisticky vyznamny od davky 1 Gy. Uoké&z&eni hrudniku vedlo 24 h od
oz&eni k podstath menSimu poklesu ptu lymfocyth v periferni krvi, nez ozéni
celotlové. Po davce 5 Gy se ¢mi lymfocyti po ozdeni hrudniku negmil, k poklesu doslo
po lokélnim oz#&eni s davkou 10 Gy. Vysledky byly statisticky vyam& pro davky 20 a 30
Gy. Porovnanim statisticky vyznamnych vyslédgoklesu pétu lymfocyti a vzestupu
YyH2AX Ize konstatovat, Ze davky gamaresdi, které vyvolaly u zkoumané skupiny
fosforylaci histonu H2AX, vedly ve &sSin¢ pripadi (s vyjimkou davky 1 Gy) 24 hodin od
oz&eni k poklesu ptiu lymfocyth periferni krve. Je pra¥godobné, Ze atSina klidovych
lymfocyta fosforylujicich H2AX jako nasledek vzniku DSB tofmoSkozeni DNA neni
schopné opravit achem 24 hodin umiraji apoptézou. Oporou pro naseehirmohou byt
experimenty s oZé&nimi lidskymi klidovymi lymfocytyin vitro, kdy davka 4 Gy vyvolavajici
fosforylaci histonu H2AX 1 h od o¥aéni vedla 24 hodin pozjl k apoptéze rérené vazbou
Annexinu V a propidium jodidu §ps 42 %asrEé a pozdg apoptotickych buk) (Vilasova et

al. 2008).

Na protipolu radiosenzitivnich lymfoayt stoji relativie radiorezistentni
mesenchymalni kmenové iky (MKB). Je znamo, Ze expozice hematopoetickych
kmenovych bugk ionizujicimu zé&eni vede k apoptéze (Vavrova et al. 2002, Mengl.et a
2003). Jak jiz bylo naziano, stejny osudasto potka biky hematopoetickéhoipodu jakou
jsou lymfocyty periferni krve, nebo bky leukemické Rez&ova et al. 2008). MKB se ale
chovaji rozdilg, jsou do jisté miry rezistentni ke gamaeram-indukované apoptéze (Chen
et al. 2006, Muthna et al. 2010, Schénmeyr et @072 Po ozé&ni in vitro (1 h) dojde
k davkow zavislé tvorl yH2AX napi¢ buni¢énou populaci MKB nezavisle na fazi
burg¢cného cyklu. VzestupyH2AX dosahuje maxima 1 hodinu od oedi u MKB

izolovanych ze zubni pulpy a periodontalniho ligatae BEhem 24 h vSak dojde k reparaci
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vétsiny z&enim indukovanych DSB, kdy jen malé, relativeanedbatelné procento l@kn
stale spada do oblasti vysoké imunofluorescemt2AX-FITC ohranéené pomoci gating
analyzy. Pro MKB zubni pulpy a periodontalniho tigenta toto mnoZstvirpdstavuje mezi 1
a 8 % v zavislosti na davce ionizujicihoreadi, které byly fivodreé vystaveny. Tento trend
potvrzuji i hodnoty piméru burééné imunofluorescencgH2AX-FITC, které za 24 h
zastavaji statisticky nevyznarmanzvySeny oproti kontrole. Kinetika formace a vynmze
yH2AX v MKB zubni pulpy a periodontalniho ligamentalpovida poznatkn ziskanych
studiem fosforylace H2AX v nadorovych kgnych liniich (Banath et al. 2004), v lidskych
lymfocytech (Andrievski et al. 2009, Redon et ab02), v lidskych embryonalnich
kmenovych biikkdch (Momcilovic et al. 2009), ale i v lidskych MKBostni dens
(Prendergast et al. 2011). Prendergast detekovahopio Western blot analyzy a
imunofluorescetni mikroskopie maximalni vzestugH2AX 2 h od ozé&eni MKB kostni
dierg davkou 10 Gy. TvorbaH2AX byla nejdive detekovana 30 minut od deai, vrcholu
dosahla 6 h od o¥éni a nasledhklesala (Prendergast et al. 2011). Momcilovic ket a
detekovala mikroskopicky viditeln4 ohnisk&2AX 20 minut od oz&eni embryonélnich
kmenovych buék davkou 1 Gy. Bhem nasledujicich 4 h vymizelatginayH2AX ohnisek, 6

h od ozé&eni se jejich mnozstvi neliSilo od hodnoty kontfidlomcilovic et al. 2009). MKB
zubni pulpy a periodontalniho ligamenta poskozeNADe forme DSB z \tSi ¢asti kthem
24 h od oz#eni reparuji, avSak za cenu zastavyd@uoaho cyklu. Jiz prvni den od deai
dojde k akumulaci MKB v G2 fazi bdtného cyklu. V G2 fazi je po o#ni davkou 20 Gy
akumulovana vice nez polovina MKB periodontalniigamenta a zubni pulpy, u MKB
kostni den¢ mnoZstvi pedstavuje vice nez celotetinu burtk v cyklu. Tento trend se zjevn
nentni do 6. dne od o¥éni. MKB zistavaji v permanentni zastawbure¢ného cyklu,
nehynou vyznamii apoptdézou. Tento fakt je markagjsi v kontrastu se stanovenim
burgcného cyklu u relativé také radiorezistentnich, p53 negativnich leukegubkburgk
HL-60 (Vavrova et al. 2000). Dvacétyti hodin od oz#eni buiky indukuji vyrazny G2 blok,
apoptéza je v tuto dobu od deai minimalni (5 %). AvSak 3. den od #eai dojde k masivni
smrti burgk apoptdézou (78 %), detekovanou jako sub-G1 pediistegramu analyzy
burgcného cyklu. Tato buigna smrt je ozngvana jako oddalena apoptézanBy se kEhem

2 dm pokusi opravit poSkozeni DNA, nakonec ale dojdspkptoze (Aldridge et al. 1998).
Co se tedy dale&k s MKB pokud nehynou vyznarh apoptézou a to &etrg oddalené
apoptozy Bhem 6 dii? Vyswtleni poskytlo stanoveni aktivitp-galaktosidasy spojené se
senescenci (SA-galaktosidasy) ip vySSim pH. U vSechiech tygi MKB izolovanych

z kostni derg, periodontalniho ligamenta a zubni pulpy jsme kisteli rozvoj senescence. U
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kmenovych buék zubni pulpy dojde ke zvySeni aktivity JAgalaktosidasy kvantifikované
pomoci piitokové cytometrie jiz prvni den od deai davkou 6 Gy. Oddtiho dne po ozéni
je tento vzestup potvrzen i pomoci detekce [Bgalaktosidasy pouzitim chromogenniho
substratu a mikroskopie. Diskrepanci mezi vysledkyantifikace SAB-galaktosidasy
metodou piitokové cytometrie a mikroskopickou detekci prgpatiobré zpasobil rozdilny
metodicky zaklad obou analyz. Mikroskopie vyuzivardeni na skéku pomoci
chromogenniho substratu a fixace teplem, na roadilptitokové cytomtrie vyuZivajici
fluorogenniho substratu, ktemy situ v Zivych bukach poskytne penim aktivitou enzymu
C.o-fluorescein. Vznik latky schopné po excitaci enfis®rescence pravgpodobré zpisobi
veétSi senzitivitu flow cytometrické metody. ¢Roliv je metoda relativéh nova (Debacq-
Chainiaux et al. 2009), k podobnym 2&im se giklangji i dalSi autdi experiment na MKB
(Schellenberg et al. 2011). Aktivita SAgalaktosidasy se u MKB zubni pulpy dale zvySuje
az do 6. dne od o#ni, kdy dosdhne platd. Zvyseni aktivity BAyalaktosidasy jsme dale
stanovili u MKB kostni #¢ené a periodontalniho ligamenta po davce 20 Gy 6. .ad&& od
oz&eni. Za¥rem lze konstatovat, Ze naSe vysledky stanoverdcbného cyklu u MKB jsou
v souladu s vysledky publikovanymi Schénmeyrem kedyp ktei studovali MKB izolované
z kostni derg potkari. Zjistili, Ze oz&eni potkanich MKB davkami 7 a 12 Gytgobilo
signifikantni akumulaci butk v G2 fazi bugcného cyklu, ktera nasledpietrvala minimalg
po dobu 3 dfi u skupiny oz&ené 7 Gy a alespo7 dni u skupiny ozéeni 12 Gy (Schonmeyr
et al. 2007). Podobné vysledky, tj. prefem@nakumulace buik v G2 fazi bugcného cyklu
byly pozorovany u ozénych MKB izolovanych ze zubni pulpy (Muthna et 2010) nebo
z&eni exponovanych lidskych embryonalnich kmenovyanek (Filion et al. 2009). Na
druhou stranu, vysledky Chen et al. (2006) popisigiozé&eni lidskych MKB kostni terg
davkou 9 Gy se projevi o 36 h pegdakumulaci busk v G1 a G2 fazi buttného cyklu.
Prendergast et al. (2011) ve s@dhami pozoroval reparaciie@iim-indukovanych DSB u
lidskych MKB kostni dens prostednictvim vymizeni loZzisekH2AX do 24 h od ozé&ni.
Schénmeyr et al. (2007) prokédzal vzestup aktivity-[Bgalaktosidasy v potkanich MKB
kostni dené 3. a 7. den od o¥éni davkami 7 a 12 Gy. Muthna et al. (2010) detakov
vzestup aktivity SA3-galaktosidasy u MKB zubni pulpy po deai davkou 20 Gy 3. az 13.
den od ozgeni. Naopak team Chen et al. (2006) nedetekovabtupeaktivity SAB-
galaktosidasy 5 dnpo ozéeni MKB kostni dené davkou 9 Gy. BohuZel, del§asové
intervaly v této studii nebyly vyS&tvany.

V dalSich fazich experimanjsme sledovali, jak ovlivni inhibice ATM kinasyizéim

indukovanou-fosforylaci H2AX a G2 zastavu ktmého cyklu u MKB periodontalniho
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ligamenta a zubni pulpy. Po deai bugk dochazi k autofosforylaci ATM kinasy na
Serl1981, coZ Zsobi disociaci dimeru (nebo multimeru) ATM za vanifejiho aktivniho
monomeru s kinasovou aktivitou (Rotman etl@99). ATM proteinkinasa fosforyluje mnoho
dalSich cili podilejicich se na reparaci rathého poskozeni. K inhibici ATM kinasy je
mozné pouzit jednak nespecifické inhibitory — kof@Vavrova et al. 2003) nebo specifické
inhibitory KU55933 (Hickson et al. 2004). K inhibi&TM kinasy jsme pouzili inhibitor
KU55933 v koncentraci, jakou dop@nje vyrobce. Ve vysledku jsme tak mohli porovnat
reakci ¢tyf skupin MKB periodontalniho ligamenta a zubni pulpyKB kultivované a) v
kompletnim mediu, b) v kompletnim mediu s KU55988y kompletnim mediu o¥éné, d)
preinkubované po dobu 1 hgal ozéenim s KU55933 a nasledlroz&ené v pitomnosti
KU55933. Z dat je patrné, Ze inhibice ATM kinasyelzc potl&ila ionizujicim zdéenim-
indukovanou tvorbuyH2AX u mesenchymalnich kmenovych lkn Oba typy MKB
reagovaly stejs po ozdéeni nedoslo # inhibici ATM kinasy 1. h a 24. h od o&ni k
signifikantnimu vzestupyH2AX. Analyza bugcného cyklu odhalila rozdil v reakci MKB na
inhibici ATM kinasy kthem z#&eni indukované akumulace kiknv G2 fazi. V odpowdi na
oz&eni MKB periodontalniho ligamenta kultivovanych fitpmnosti KU55933 vykazovaly
zvySené mnozstvi bk v G2 fazi budcného cyklu oproti bikam vystavenych jen geéni.
Naopak MKB zubni pulpy reagovaly na éedi v fitomnosti KU55933 snizenym mnozstvim
burgk v G2 fazi oproti bitkam vystavenych jen #éni. Kultivace kmenovych bk zubni
pulpy se samotnym inhibitorem vedla k akumulaci daunr G1 fazi bugéného cyklu a
k inhibici syntetické faze cyklu. U MKB periodontélho ligamenta dosSlo k akumulaci v G1
fazi buré¢ného cyklu pod vlivem samotného inhibitoru jen g#nd&hem kultivace, S faze
nebyla ovliviena. Lze uzakit, Ze inhibice ATM kinasy u MKB periodontéalnihagéimenta
statisticky signifikanttd potencovala akumulaci bék v G2 fazi a u MKB zubni pulpy
inhibovala akumulaci butk v G2 fazi bugéného cyklu. Vysledky ukazujici redukciizaim-
indukované tvorbyyH2AX po inhibici ATM kinasy u MKB zubni pulpy a pedontalniho
ligamenta jsou ve shéd daty publikovanymi Prendergast et al. (2011) KBWkostni denrg.
Inhibice ATM kinasy u MKB periodontalniho ligamengazubni pulpy nevedla k potkni
akumulace bwk v G2 fazi buicéného cyklu, jak po {sobeni KU55933 pozorovala
Momcilovic et al. (2009) u lidskych embryonalnicmé&novych buék. | kdyz je aktivni ATM
kinasa dlezita pro piibéh signalni kaskady schopné spustit zastavédného cyklu, u MKB
zjevre v této funkci neni nepostradatelnd. Prendergasl. gR011) ve své praci s lidskymi
MKB kostni derg, kde studoval molekularni cesty aktivované po expdurek zaeni za
inhibice ATM a DNA-PK, vyzdvihuje vyznam DNA-PK. Mma pra¢ aktivita zbylych
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fosfatidylinositol-3 kinas aktivovanych po poskoz&NA zde zastoupila tlohu ATM kinasy
v kontrole bug¢ného cyklu.

S experimenty studujicimi vliv inhibice ATM kinasya apoptézu obohacené o
inhibici MEK1/2 kinas jsme voka pokraovali u burgk leukemickych. Vybrali jsme si p53-
pozitivni T-lymfocytarni leukemii MOLT-4. Kinhibic ATM kinasy jsme pouZili
nespecifického inhibitoru kofeinu. K inhibici MEKA/ kinas jsme pouZzili komeéné
dodavaného inhibitoru U0126. Jako genotoxicky ag@stsoz vliv jsme samostatnnebo
v kombinaci s kofeinem a U0126 studovali, jsme lvafihibitor DNA topoisomerasy Il a
interkal&ni latku mitoxantron. Primarnim mechanismerinku mitoxantronu je tvorba
kovalentniho komplexu s topoisomerasowilinz dojde k zabranrozvolnéni dvousroubovice
DNA be¢hem jeji replikace. Ve findle tento stav vyusti venik DSB (Kapuscinski a
Darzynkiewicz 1985, Smart et al. 2008). UOl12&sqbi inhibéné na aktivaci MEK1/2-
ERKZ1/2 signalni kaskady po vzniku DSB, ktera potgasignalni drahy vedouci k proliferaci
a preziti buiky po poSkozeni DNA (Golding et al. 2007). Kofeirhibuje ATM-Chk1/2-p53
signalni kaskadu aktivovanou DSB, kterd naopak $pomolekularni cesty vedouci
k apoptdéze (Vavrova et al. 2003). Dvaadyii hodin od gidani mitoxantronu doslo
k signifikantnimu zvySeni procentgasré a pozdd apoptotickych bukk. Spolugisobeni
kofeinu a mitoxantronu vedlo k Gtlumu mitoxantroreémukované apoptdézy. Naopak
spolg&né pisobeni U0126 a MTX vedlo k zesilenfinku mitoxantronu. &koliv je kofein
znam jako latka zvySujici cytotoxicky efekt latekSgozujicich DNA, jako je ndklad
ionizujici z&eni (Valenzuela et al. 2000, Eastman 2004) nehglatisa (Kawahara et al.
2008), khem studovaného intervalu se tento efekt neproj@wlad inny je kofein
v potlateni poSkozenim DNA indukované zastavy &umého cyklu v G2 fazi u buk
s mutovanou formou, nebo bez p53. Zkraceni dobgreme Bhem zastavy v G2 fazi vede ke
zvySeni citlivosti budk, z&eni asmrti mitotickou katastrofou. Po preinkubg3
negativnich bugk HL-60 s kofeinem nedochazi 24 h od id davkou 6 Gy k akumulaci
burgk v G2 fazi bug¢ného cyklu. Radini poskozeni neni reparovano,nky vstoupi do
burg¢cného cyklu s nereparovanou DNA a dojde k indukadpapzy Ehem 7-10 dni od
oz&eni (Vavrova et al. 2003). V rozporu tedy je, Zenkinace latek ze skupiny topoisomeras
Il (doxorubicin a mitoxantron) spolu s kofeinem weedk potl&eni mitoxantronem-
zprostedkovaného cytotoxickéhociaku (Traganos et al. 1993). Mimo pdtémi aktivace
signélni kaskady vedouci ke smrti u p53-pozitiviiky béchem 24 h, mize mit gicina i jiné
vyswtleni. Za vSim podle mnozicich se zji§itstoji tvorba komplekx mezi mitoxantronem a

kofeinem (a dalSimi latkami ze skupiny inhibitailopoisomeras Il), ktery tak potiafrakci
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volného mitoxantronu schopného vykonani svétiokin (Piosik et al. 2002, Traganos et al.
1993). DalSim vysstlenim miZze byt nastup apoptdzy v paggim case (Vavrova et al. 2003).
Vramci prace jsme se déaleinovali studiu cytotoxického potencialu vanadocen
dichloridu u p53-negativnich leukemickych RWnHL-60, p53-pozitivnich MOLT-4 a
zdravych lidskych lymfocyt periferni krve. Cytotoxické gqsobeni vanadocen dichloridu je
¢asto porovnavano se strukténmodobnou cisplatinou (Képf-Majer et al. 1994). dethodinu
od paatku expozice butk HL-60 VDC jsme stanovili linearni davk®vzavisly vzestup
praméru intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC nezavisle na fazi bdtného cyklu.
Vzestup po pisobeni VDC byl homogenni niap celou populaci buik. Naopak vzestup po
pusobeni CP nebyl homogenni, with se populace buwk svy3Si hodnotou
imunofluorescencgH2AX-FITC zejména v S, minorithtaké v G1 fazi butného cyklu.
Jednu hodinu od o¥éni burk HL-60 jsme kvantifikovali homogenni davkbwzavisly
vzestup piméru intenzity imunofluorescencgH2AX-FITC nezavisle na fazi bétného
cyklu. VDC a CP indukuje apoptozu u @krHL-60. Sestnact hodin od 1 h expozice VDC
jsme pozorovali davkavzavislou apoptdézu u bek HL-60 detekovanou jako sub-G1 vrchol
v histogramech analyzy b&mého cyklu. Biiky HL-60 byly ale citliwjSi k &inku
cisplatiny. K zastay buré¢ného cyklu v G1 fazi doSlo u bék HL-60 jen po fisobeni
nejnizsi koncentrace cisplatiny (50 umd).lU burgk MOLT-4 nebyl sub-G1 vrchol 16 h od
jednohodinové expozice VDC a CP detekovan. VD@sepil akumulaci btk MOLT-4
v G2 fazi buréného cyklu po expozici v koncentraci 500 pumbl.Cisplatina ve stejné
koncentraci vedla k akumulaci btknMOLT-4 v G1 fazi bugcného cyklu. Metoda stanoveni
indukce apopt6zy pomoci sub-G1 vrcholu nefiigpvhodna pro biky MOLT-4, nebd tyto
buiky se relativé rychle rozpadaji na malé fragmenty. LepSi metogosgtanoveni vazby
Annexinu V a propidium jodidu. Néfpemnym zjiSénim za pouZiti této metody bylo, Ze
k a¢éinkim VDC byly citlivejSi zdravé lidské lymfocyty periferni krve, nez igak
transformované, klonan proliferujici buiky T-lymfocytarni lidské leukemie MOLT-4.
Cisplatina v porovnani s VDC vykazovala vysokouotyxicitu na buiky MOLT-4 jiZ pri
v porovnani s VDC. #edchazejici prace potvrdily cytotoxicky (Dolezal®@09, Ghosh et al.
2000, Moebus et al. 1997) a apoptozu-vyvolavajgeiak VDC u jaternich hepatocelularnich
burgk HepG2 (Aubrecht et al. 1999) a klrHL-60 (DoleZalova 2009). Také naSe vysledky
potvrdily apopt6zu-indukuijici vlastnosti VDC u learkickych bugk HL-60 (prostednictvim
fragmentace DNA detekované jako sub-G1 peak) a M@L{prostednictvim vazby
Annexinu V a propidium jodidu). Z&vwy, Ze CP indukuje apoptézu u krHL-60 a MOLT-
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4, jsou v souladu seride publikovanymi daty (Floros et al. 2003). NaSwsledky ukazaly
akumulaci budk MOLT-4 v G2 fazi bus¢ného cyklu po fisobeni VDC. Ve shadse zde
prezentovanymi vysledky, akumulace Bkirv G2 fazi bugcného cyklu byla detekovana u
burgk Ehrlichova ascitova tumoru (Kopf-Maier et al. 198u burgk rakoviny prsu BT-20 a u
burgk glioblastomu U373 (Navara et al. 2001). ZvySewarlia yH2AX detekovana
prednosti v S fazi (mén béhem G1 faze) bugného cyklu po fisobeni CP byla v souladu
s vysledky publikovanymi Olive a Banath 2009. Aufoopisuji vzestupH2AX piednosti

v S fazi bugéného cyklu 2 h od fdani CP k bitkam. Po expozici vysSim davkam CP
pozorovali vzestupH2AX také v G1 fazi bu&ného cyklu.

8. ZAVER

NaSe prace poukazuje na kvantitativni a kvalitatrazdily mezi bud¢nou odpo¥di
a senzitivitou lidskych nebo potkanich lymfoeyteriferni krve, dosflych mesenchymalnich
kmenovych buék a burk lidskych leukemickych linii na poSkozeni DNAagpbenim
genotoxickych agens rozdilného mechanisnginkin a davky. Ukolem této prace bylo
odpowdét na zakladni otazky definovanéddihi cily v Gvodu.

Jednu hodinu od cekdového ozéeni potkat davkami vrozmezi 1-10 Gy jsme
kvantifikovali linearni davko¥ zavisly vzestup yH2AX v lymfocytech izolovanych
z periferni krve. VzestupH2AX byl statisticky vyznamny od davky 3 Gy. Jedmedinu od
lok&lniho oz&eni potkad na oblast hrudniku davkami v rozmezi 5-30 Gy j&wentifikovali
davkow zavisly vzestup od 10 Gy, statisticky vyznamny pmtavky 20 a 30 Gy. U
celotlového ozé&eni doslo k vzestupyH2AX homogeng nagi¢c populaci lymfocyd, u
lok&lniho ozé&eni doSlo k vzestupgH2AX jen v subpopulaci lymfocyt Vysledky byly
stanoveny pomoci ptokové cytometrie a nezavisle potvrzeny pomoci iaflworescenni
mikroskopie. Dvacettyti hodin od lokalniho oz&ni jiz nebyl prokazan statisticky vyznamny
vzestup yH2AX v lymfocytech izolovanych z krveKvantifikace yH2AX 1 h od
celotlového ozd&eni Ize vyuzit jako zgtného molekularniho indikatoru obdrzené davky
celot®lového oz&eni. Pro celotlové oz&eni potkana jsme vytwid kalibracni kiivku
v rozmezi 1-10 GyStanovenimyH2AX jsme schopni rozliSit celo€lové a lokélni ozd&eni.
HistonyH2AX je jako analyt stabilnidhem 23 h skladovani v pIné krvi na ledii 4 °C, coz

umoznuje jeho vyuziti v praxi.
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Davky ionizujiciho zgeni, které vyvolaly 1 h od o#ni vzestup/H2AX, vedly 24 h
pozcji k poklesu paétu lymfocyti periferni krve potkana.

U mesenchymalnich kmenovych bukk zubni pulpy a periodontalniho ligamenta
jsme 1 h od ozé&ni 20 Gy stanovili statisticky vyznammgestup yH2AX. Dvacet ctyii
hodin od ozéeni byl pozorovan poklegH2AX, kdy stanovené hodnoty jiz nebyly statisticky
vyznamne. Inhibice ATM kinasy vedla k patéani z&enim indukované tvorbyH2AX.

Vystaveni mesenchymalnich kmenovych #&unitinku ionizujiciho z#&eni vedlo
k davkové zavislé akumulaci burék v G2 fazi bunééného cyklu Po davce 20 Gy tato
akumulace petrvala do 6. dne od o&mi. Inhibice ATM kinasy vedla u kmenovych kln
zubni pulpy k potléeni z&enim indukované akumulace knv G2 fazi bugcného cyklu.
Naopak u kmenovych bk periodontélniho ligamenta inhibice ATM kinasy leedke
zvySeni procenta bgk akumulovanych v G2 fazi baéného cyklu.

Prvni den od ozéni 6 Gy jsme pouzitim fluorogenniho substratu etdinzvyseni
aktivity SA- B-galaktosidasy u kmenovych buik zubni pulpy. Vzestup byl mikroskopicky
potvrzen 3. den od o#ni pomoci chromogenniho substratu. ZvysSeni akti8A-3-
galaktosidasy bylo detekovano a kvantifikovano usemehymalnich kmenovych biin
kostni dens a periodontalniho ligamenta 6. a 13. den odeydéavkou 20 Gy.

Vanadocen dichlorid indukuje davkbeavislou apoptdzu u btk HL-60 16 h po 1 h
preinkubaci. Jednu hodinu od expozice &uiL-60 vanadocen dichloridu jsme stanovili
davkow zavislou formaciyH2AX, ktera byla vySSi v porovnani s cisplatinoua Kaklad
vysledlka stanoveniyH2AX se mizeme domnivat, Ze mechanismus cytotoxickétsonpeni
vanadocen dichloridu je alespa ¢asti zprostedkovan tvorbou DSB. Vanadocen dichlorid
pusobi cytotoxicky indukci apoptozy u biknMOLT-4. BohuZel vSak naSe vysledky ukazuiji,
Zevanadocen dichlorid je v porovnani s cisplatinou mé cytotoxicky vii¢i leukemickym
buiikdm (MOLT-4 a HL-60) azarovei vice toxicky ke zdravym lymfocytim.

Mitoxantron khem 24 h svého permanentnihdspbeni indukuje apoptbézu u
leukemickych bugk MOLT-4. Inhibice ATM kinasy kofeinem snizi mitoxantronem-
indukovanou apoptézu. Naopak inhibice MEK1/2-ERK1/2 signalni kaskady U0126

potencuje pisobeni mitoxantronu.
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