UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOFYZIKY A FYZIKALNEJ CHEMIE

DIPLOMOVA PRACA

Vplyv kritického stavu pacientov na poSkodenie DNA

Bc. Natalia VereSpejova

Veduci diplomovej prace: Mgr. Monika Kuchatova, PhD.

HRADEC KRALOVE, 2021



Pod’akovanie

Rada by som sa pod’akovala vSetkym, ktori mi pomahali s vypracovavanim mojej

diplomovej prace.

Velké vd’aka patri hlavne mojej Skolitel’ke Mgr. Monike Kuchatovej PhD. za pomoc

pri praci v laboratoriu a za pripomienky a cenné rady pri spracovavani tejto diplomovej prace.

Dalej by som sa rada pod’akovala prof. MUDr. Zdeiikovi Zadakovi CSc., MUDr.
Davidovi Astapenkovi PhD., prof. RNDr. Rudolfovi Stétinovi, CSc. a MUDr. Radomirovi
Hysplerovi PhD. za vypomoc a ochotu pri odbere vzoriek a za usmernenie pri ich spracovavani.
Chcem sa tiez pod’akovat Mgr. Veronike Bernhauerovej PhD. za pomoc pri kone¢nom

hodnoteni vysledkov. Pod’akovanie patri aj mojej rodine za vel’ki podporu pocas celého Studia.



»Prehlasujem, ze tato praca je mojim povodnym autorskym dielom. Pouzita literattira
a dalSie zdroje, z ktorych som pri spracovavani Cerpala, si uvedené v zozname pouzitej
literatury a v praci spravne citované. Praca nebola pouzita k ziskaniu iného alebo rovnakého

titulu.*

V Hradci Kralové,



OBSAH

ABSTRALKT ..ottt ettt et b e et sa ettt e bt e bt et sate bt et e entenae e 7
ABSTRACT ...ttt ettt et a ettt et et et e e bt e sb e et sate bt et e eneenbeenee 8
I UVOD ot 9
2 CIEL PRACE ..ottt 10
3 TEORETICKA CAST ..ottt 11
3.1  VolIné radikaly a oXidaCny SIrES ......cccueevvierieriiieriieeiieiie et e et sree e ebeesene e 11
3.1.1  Oxidacné poSkodenic DNA.........cccieiiiiiieiieeie et ens 12
3.1.1.1  Stanovenie oxidacného poskodenia DNA...........ccccoiiiiiiiniiiiiinieeee 13

3.1.2  Opravy poSkodene] DINA ..ottt 15
3121 BER et 15

3.1.2.2  NER ettt neenees 17

3.1.2.3  Korekcia nespravneho parovania baz ...........coccecevvenerienicneenenicncenieenne. 18

3.2 Comet @SSAY (CA) . uiiiiiieiieeie ettt ettt sttt ettt et e enneas 19
3201 HISEOTIA ..ttt et ettt et 20
3.2.2 MOdIifIKACIE MELOAY ...covieeiiiieiiiieiiee et 21
3.2.2.1  Neutralna verzia CA........ooiiiiiiiiiieeeeeeeeeee et 21

3.2.2.2  ALKAIICKA CA ..ottt e 21

3223 Comet-FISH .....ooiiiiiiiieieeeee et s 22

3224  ApOoptick€ DUNKY ..c..vviiiiiieciieeceeee e 23

3.2.3  Stanovenie repardci€ DINA ........cccoiiiiiiiiiiii et 24
3.2.4  Princip a metodika CA ......oooiiiiiiiiieiee e 25
3.2.4.1  Vizualizadcia KOMEL.......ocueviiiiiiiiiiniiiiieeeteeceeeee s 27

3.2.4.2  Hodnotenie KOmMELt...........cocueriiiiiriiniiiiiieiieceeeee e 27

3.2.5  Vyhody a lImity CA ....oooiiiiieiieeeeee ettt et ens 29
326 APHKACIA CA ..ottt 30

3.3 KIIHCKY STAV otiiiiieiieee ettt ettt sttt et e e ennees 31



3.3.1  SARS-CoV-2aCOVID-19 . ..o 31

3.3.1.1  EpidemiolO@ia @ PrenoS.......ccccueeeiieruieeiieniieeiieniieeteeneeeveesieeeseessnesseensneens 32
3.3.1.2  Genomika SARS-COV-2.....ooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee s 33
3.3.1.3  Patofyzioldgia a klinické priznaky...........ccecoveviieiiiiniiiiiiniieiecieeees 34
3.3.1.4  DIA@NOSLIKA ...ecuvieiieiiieiieeieesite ettt ettt siaeebeessaeenseennaaens 36
3.3.1.5  TerapeutiCke PriStUpPY..cc.ccccueerieeiiieiieeiiesie ettt et ere e ens 36

4 EXPERIMENTALNA CAST ..ot sssesenes 38
4.1 VYDCT PACIENEOV ....cuiieiieeiiieiieeiteeite et et e ete et e et e eteessaeeaeeesbeesseessseensaessseenseensseensens 38
N o ¥ 11 (o) [OOSR PO PO USRI 39
4.3 POMOCKY ..ttt ettt ettt ettt et eb e s neeeaneas 39
4.4 ChemMIKALIC...cc.eiiiiieiiieiie ettt ettt ettt e be e enneas 40
4.5  Stanovenie oxidacného poskodenia DNA metddou Comet assay.........ccccecveveeennennee. 41
4.5.1  POStUP MELOAY ..ottt 41
4.5.1.1  Priprava rOZtOKOV ......c.coeuiiiiiiiiieiie ettt e 41
4.5.1.2  Priprava SKICOK ....ccociiiiiiieiieeee et 42
4.5.1.3  1z0lacia lymIOCYIOV ...oeeviiiiiiiieiie et 42
4.5.1.4  NanaSanie buniek na sklicka.........ccoccoiiiiiiiiinin 43
A.5.1.5  LYZ8. ettt 44
4.5.1.6  Ovplyvilovani€ €NZYMAIM .......ccceeerueeerrieerreeerireeeiereeesereessreesseeesseeesseens 44
4.5.1.7  AIKalicke 10ZIEPLanIe .......ccecuvieeiiieeiie et 45
4.5.1.8  EleKtrofOr€za......coouiiiiiiiiiiiiiieeeee s 45
4.5.1.9  NEUTAlIZACIA ....eeovieniiiieiiieieeectee ettt 45
4.5.1.10  Farbenie......coueiiiiiiiiiiieiteeet e 45
4.5.1.11 Hodnotenie KOMEt............coerviiriiiiiiiniiieeieeeeeeseee e 46
4.5.2  StatiStiCKA ANAIYZA .........oo.oviveeeeeeeeeeeee e 49
4.6  Stanovenie reparacic DNA metddou Comet ASSAY ......c.cevveeeeeeriienveerieenieeieenneenees 49
4.6.1  POStUP MEIOAY ..eouviiiiieiiieiie ettt ettt et et sete b e e seaeenneas 49



5

10

11

12

4.6.1.1  Priprava PUITOV ......ccciiiiiiiieiiieeciee ettt s ee e e e e e senee s 49

4.6.1.2  Priprava HeLa buniek ..........cccceeiiiiiiiiiniieiiiie e 50
4.6.1.3  Priprava extraktov a inkubacia............ccceeevuiiriiniiieniieiienie e 50
4.6.1.4  Hodnotenie a StatiStiKa .........ccceeeerirriinieriiiecieceereee e 51

VY SLEDKY ..cociuiiueiimeesnessseeesesssse sttt ssss st ssesens 52
5.1  Stanovenie poSkodenia DINA..........ccooieeiiieriieriiieiie ettt et ebeesaeebeeseaeensees 52
5.1.1  Statistickd VYZNAMNOST ........ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
5.1.2  Oxidacné poskodenie DNA jednotlivych pacientov .........c.cccceeeevveviienieenieennnnns 54
5.1.3  Zavislost poSkodenia na BMI ............cccooiiiiiiiiiiiiiicieccee e 59
5.1.4  Zavislost dizky hospitalizacie na BMI ............ccccovviviveeoieieeeeeeeeseeeeeseseeenens 59
5.1.5  Zéavislost poskodenia na koncentrdcii CRP ..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiieccee 60
5.1.6  Zéavislost poskodenia na pocte [euKOCYLtOV .......cccueeiiiiiiiiiiiiiieiceeeie e, 61
5.2 Stanovenie repardci€ DINA ........ccciiiiiiiiiieeeee et 62
52.1  Statistickd VYZNAMNOSE ............coevevieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeseeeseee e 62
DISKIUSTA ..ottt ettt et e bt e bt et e s st e b e entesneenseeneesseenseenees 64
ZAVER ..ottt et ettt et aeenees 67
POUZITE SKRATKY ...courvirmieimreimmsessesesseesssessssesssssssssesssssessssssssssesesssessssnsssssssssones 68
ZOZNAM OBRAZKOV .....iiriirrriiriiieeeinsesiessessssissssssss s s ssssesssssesssssssssssssonees 71
ZOZNAM TABULIEK ......ootitteteeetee ettt ettt et st saee s enees 72
ZOZNAM GRAFOV ..ottt sttt st be s 73
POUZITA LITERATURA .....oosvuuiieiie it iiesessessesss st 74



ABSTRAKT

V decembri 2019 sa zacali objavovat’ prvé pripady pacientov s pneumoéniou, ktora
prerastla v syndrom akutnej respiracnej tiesne a spdsobovala problémy s dychanim.
Koronavirusova choroba 2019 (COVID-19) je pric¢inou globéalnej pandémie a sposobuje ju
zévazny akutny respiraény syndrom koronavirus 2 (SARS-CoV-2). Za progresiu ochorenia je
zodpovedna komplexna suhra faktorov. Niektoré Stidie naznacuju, ze podporuje vznik
oxida¢ného stresu a teda mdze viest’ k oxidacnému poskodeniu buniek a DNA. Ciel'om tejto
Stidie bolo pozorovanie zavislosti medzi oxidaénym poSkodenim DNA a kritickym stavom

sposobenym ochorenim COVID-19 s pouZitim techniky kométovej analyzy.

Zakladny princip pouzitej metddy spociva vo fixacii lymfocytov v agar6zovom gély,
odstraneni membrany a cytoplazmy buniek, inkubacii so Specifickymi enzymami
a elektroforéze. V procese elektroforézy dochddza k migracii negativne nabitych fragmentov
DNA smerom k andde a bunka tak nadobuda typicky tvar kométy. Kométy vizualizujeme

pomocou DNA interkala¢ného farbiva etidia bromidu.

Kvantifikovali sme jednoretazové zlomy aspouZitim Specifickych enzymov
(modifikacia metody na detekciu Specifickych 1€ézii) aj oxidované pyrimidiny a puriny.

Vysledky st udavané ako % tail DNA, teda mnozstvo DNA vo chvoste kométy v percentach.

Stanovenie DNA poskodenia prebiehalo v poloautomatickom softvéry LUCIA Comet
Assay (Laboratory Imaging, Czech Republic) pre obrazovl analyzu. Hodnotilo sa poSkodenie
v lymfocytoch pacientov v kritickom stave v priebehu ich hospitalizacie. Statistickd analyza
prebehla v programe GraphPad Prism a vysledky pozorovanych parametrov ukazuju Statisticky

nevyznamné poSkodenie sposobené SARS-CoV-2.

Kruacové slova: kométova analyza, kriticky stav, poskodenie DNA, reparacia, SARS-CoV-2



ABSTRACT

The first cases of patients with pneumonia which grew into an acute respiratory distress
syndrome and caused breathing problems began to appear in December 2019. Coronavirus
disease 2019 (COVID-19) is the cause of a global pandemic and it is caused by severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). A complex interplay of factors is
responsible for the progression of the disease. Some studies suggest that it promotes oxidative
stress and thus may lead to oxidative damage to cells and DNA. The purpose of this study was
to observe the relationship between oxidative DNA damage and a critical condition caused by

COVID-19 using a comet assay technique.

The basic principle of the used method consists in fixation of lymphocytes in an agarose
gel, removal of the membrane and cytoplasm of cells, incubation with specific enzymes and
electrophoresis. In the process of electrophoresis, negatively charged DNA fragments migrates
towards the anode and the cell thus acquires the typical shape of a comet. Comets are visualized

using the DNA intercalation dye ethidium bromide.

We quantified single - strand breaks and oxidized pyrimidines and purines by using
specific enzymes (modification of the method for detecting specific lesions). Results are

reported as % tail DNA, thus the percentage of DNA in the comet's tail.

Determination of DNA damage was performed in the semi-automated software LUCIA
Comet Assay (Laboratory Imaging, Czech Republic) for image analysis. Damage in
lymphocytes of critically ill patients during their hospitalization was assessed. Statistical
analysis was performed in GraphPad Prism and the results of the observed parameters show a

statistically insignificant damage caused by SARS-CoV-2.

Key words: comet assay, critical condition, DNA damage, repair, SARS-CoV-2



1 UVOD

Molekula DNA je neustdle atakovana poskodzujucim agens endogénneho aj
exogénneho povodu, ktoré sposobuju oxidacné poskodenie. Jej buducnost’ zavisi na tom, ako
rychlo a presne zvlada vzniknuté poskodenia eliminovat. Bezchybne fungujiice opravné
mechanizmy su pre opravu DNA zéisadné. Niekedy ja naopak narusenie DNA v bunkach
ziaduce a vedie k ich zaniku. Preto je rozhodujice poznat’ mieru mozného poskodenia urcitym
Cinitelom a rozdiely v citlivosti organov (buniek) na tieto Ccinitele. Medzi metédy so
schopnost’ou stanovit’ poskodenie DNA radime aj kométovu analyzu a prave tito metddu sme

si vybrali ako ide4lnu pre na§ experiment.

Predpoklada sa, ze novy koronavirus moze narusit’ rovnovahu medzi produkciu vol'nych
radikalov a kapacitou antioxida¢ného systému, ¢im podpori vznik oxida¢ného stresu. Oxidacny
stres nasledne ovplyviiuje rovnovéhu disulfid — tiol na cysteinovych zvyskoch ACE2

receptorov, ktora je zdsadna pre vstup a fziu virusu do hostitel'skej bunky.

Pomocou kométového testu v jeho zakladnom aj modifikovanom prevedeni detekujeme
jedno aj dvojvladknové zlomy DNA, ¢im stanovime rozsah poskodenia. Nejedna sa o priamu
analyzu DNA, teda neidentifikujeme geneticky kod. Principom metody je migracia nukleotidov
v elektrickom poli. Dochadza k strate povodného tvaru buniek s rastucim poskodenim DNA.
Pouzili sme lymfocyty vyizolované z nezrdzlivej plnej krvi od desiatich pacientov s ochorenim

COVID-19.

Porovnavali sme rozsah poSkodenej DNA jednotlivych pacientov v kritickom stave
pocas hospitalizacie vo Fakultnej nemocnici v Hradci Krélové. Zaroven sme vyuzili extrakty
ziskané zrovnakych lymfocytov, na ktorych sme merali poSkodenie a pokusili sa urcit’
uc¢innost’ opravnych mechanizmov bunky. KedZze ide =zatial o velmi malo skumanu
problematiku, vysledky nie je mozné porovnavat’ s inymi Studiami a mohli by sluzit’ ako

podklad pre d’alSie, podrobnejsie vyskumy.



2 CIEL PRACE

Ciel'om mojej diplomovej prace je stanovenie oxidaéného poskodenia molekul DNA
u COVID-19 pozitivnych pacientov hospitalizovanych na jednotkéch intenzivnej starostlivosti

pomocou metody Comet Assay.

Z dostupnych zdrojov som vypracovala teoreticku Cast’, kde som popisala oxidacné
poskodenie buniek a ich reparaéné schopnosti. Dalej som sa zamerala na metodiku kométovej
analyzy v klasickom aj modifikovanom prevedeni. Cast’ je tiez venovanid problematike

kritickych stavov so zameranim na SARS-CoV-2 sp6sobujucim ochorenie COVID-19.

Hlavnym ciel'om bol experiment, v ktorom sme stanovili mieru oxida¢ného poskodenia
v lymfocytoch vyizolovanych z vendznej krvi. S pouZzitim kométovej analyzy sme urcili
rozdiely v poSkodeni DNA v priebehu hospitalizicie jednotlivych pacientov. Taktiez bola
stanovend reparacna ucinnost’ extraktov ziskanych z lymfocytov po inkubéacii s HeLa bunkovou

liniou. Vysledky oboch stanoveni sme zhodnotili a ur¢ili ich Statisticki vyznamnost'.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 VoPné radikaly a oxidac¢ny stres

Chemické castice, ktoré obsahuju jeden alebo viac volnych elektronov oznacujeme ako
vol'né radikaly. Tieto elektrony st sucastou molekuly a si dovodom jej vysokej reaktivity.
Moézu fungovat ako oxidacné aj redukéné cinidla a preto reaguju s réznymi biologickymi
Struktirami (napr. aminokyseliny, mastné kyseliny, nukleové kyseliny). Volné radikaly su
nepretrzito produkované bunkami alebo vznikaju ako produkty metabolizmu buniek, ¢i unikom
z mitochondridlneho respiracného retazca. Volné radikdly sa stali signdlnymi molekulami
bunkovej reguldcie a vyznamnymi prostrednikmi pri prenose energie. (Dey et al., 2018;

Halliwell et Gutteridge, 2015; Stipek et al., 2000)

Na druhej strane pdsobia ako toxické a dezinformacné latky, ¢im vytvaraju v organizme
chaos aposkodzuji ho. Rovnaké cytotoxické vlastnosti vykazuju aj volné radikaly
z vonkajSieho prostredia a vonkajsie faktory ako fajCenie, ionizaéné¢ a UV ziarenie, Ci
znedistené prostredie (pesticidy, kovy). (Stipek et al., 2000) Medzi najvyznamnejsie volné
radikéaly v aerobnych organizmoch patria kyslik, dusik a ich reaktivne formy (ROS, reactive
oxygen species a RNS, reactive nitrogen species). K reaktivnym formédm sa zarad’'uja nielen

vol'né radikaly, ale aj neradikéalové Castice. (Storz et Implayt, 1999)
Priklady ROS a RNS:

e Reaktivne formy kyslika - superoxid, hydroxylovy radikal, peroxyl, peroxid
vodika, 0zon, kyselina chlorna, singletovy kyslik
e Reaktivne formy dusika — oxid dusnaty, nitrosyl, nitroxid, kyselina dusita,

peroxynitrit, alkylperoxynitrit

Oxida¢ny stres vznikd v dosledku nerovnovdhy medzi produkciou ROS/RNS
a kapacitou antioxida¢ného obranného systému. Pri nedostato¢nej regulécii tejto nerovnovahy
st reaktivnymi €asticami v nadbytku poSkodzované makromolekuly vratane bielkovin, lipidov
a DNA (jadrova aj mitochondrialna). Nasledkom st patofyziologické zmeny, ktoré prispievaju
k indukcii rakoviny a neurodegenerativnych chorob, k metabolickému syndromu alebo

starnutiu buniek. (Pizzino et al., 2017; Stefanis et al., 1997)
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3.1.1 Oxida¢né poskodenie DNA

K oxidacnému poskodeniu jadrovej DNA dochddza na viacerych miestach, ako su
nukleotidy, nukleobazy alebo jednoduché a dvojvlaknové molekuly DNA. NajbeznejSim
cielom oxidacného poskodenia su Styri nukleobazy DNA - adenin, cytozin, guanin a tymin a su
atakované predovsSetkym hydroxilovym radikalom. Poskodenie spdsobi ich Strukturalnu
modifikéaciu, ¢im je narusené parovanie baz a dochadza k prechodu (zmeny medzi adeninom
a guaninom alebo tyminom a cytozinom) alebo transverzii (zmeny medzi purinmi
a pyrimidinmi). (Obr. 1) Priméarnou reakciou hydroxylového radikdlu s DNA je odstranenie
vodikového atoému z deoxyribozy. Dochéddza k destrukcii sacharidu a preruSeniu retazca.
Hydroxilovy radikal aduje k bazam a meni ich na oxoderivaty a hydroxyderivaty. Spomedzi
nuklelobaz je guanin najcastejsie oxidovanou bazou. Jeho najbeznejsia oxidovana forma je 8-
0x0-2’-deoxyguanozin (8-oxoG) (Obr.2) avsucasnosti je vyuzivana ako biomarker
oxida¢ného poskodenia DNA. Lézie v oxidovanych bdzach maji znacny mutagénny potencial
a tiez nemutagénne dosledky pre bunky (vel'ké delécie v DNA, ako dosledok opravy lézif).
Zaroven modze zvysené poskodenie DNA podporovat’ zapal v artériosklerotickych plakoch
zvySenim produkcie cytokinov a tym sa podiel’at’ na patogenéze kardiovaskularnych ochoreni.

(Cadet et al., 2013; Fraga et al., 1990; Hu et al., 2021; Malik et Herbert, 2012)

purines
adenine guanine

n‘ LB
= L
r 3

F 3

A J ‘ e v
cytosine thymine
pyrimidines

transitions
transversions

Obr. 1 Strukturdlne modifikdcie §tyroch nukleobdz DNA
(modra - prechody a cervend - transverzie)
Prevzatéz: Hu et al., 2021
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Obr. 2 Vzorce A guanin, a B oxidovand forma guaninu
Prevzate z: Markkanen, 2017

Okrem oxida¢ného poskodenia DNA v jadre, dochadza aj k oxida¢nému poskodeniu
DNA v mitochondridch. Mitochondrie su prevladdajucim zdrojom reaktivnym foriem kyslika
vd’aka vysokému toku elektronov, ako sucast’ oxidativnej fosforylacie na generovanie ATP.
Nadprodukcia ROS je spojend s vysokou mierou mutacii mitochondridlneho gendomu
a indukuje rychle zvySenie poSkodenia mtDNA (mitochondridlna DNA). (Mikhed et al., 2015;
Shokolenko et al., 2009)

Z hl'adiska oxidaéného poskodenia molekial DNA predstavuju nebezpecenstvo aj
produkty peroxidacie lipidov. 4-hydroxynonenal a malondialdehyd su dolezité sekundarne
produkty peroxidacie, ktoré interaguju s DNA za vzniku réznych mutagénnych aduktov.

Adukty su zodpovedné za zosietovanie DNA pomocou krizovych vézieb. (Linhart et al., 2014)

3.1.1.1 Stanovenie oxida¢ného poskodenia DNA

Utinky chemickych a fyzikalnych ¢&inidiel na geneticky material, ktoré vyvolavaji
zmeny Vv Strukturalnej integrite genému Studuje genotoxikoldgia. Rozne kombinacie metdd (in
vivo, in vitro, in silico) umoziuju ur€it potencial chemikalie zodpovednej za genetické
poSkodenie. Poskodenie DNA je prirodzeny jav, ktory vznika v ddsledku oxidaéného
metabolizmu a dychania aje neustdle opravovany reparaCnymi procesmi pritomnymi vo
vSetkych bunkach. V pripade nedostatocnosti reparacnych mechanizmov dochéadza
k hromadeniu genetickych 1ézii. Existuje niekol’ko genotoxikologickych testov schopnych

monitorovat’ biomarkery a ur¢it’ mieru poskodenia. (Beedanaragi et al., 2014)

Cielom technik in silico je aplikdcia Statistickych, matematickych, chemickych
a vypoc¢tovych nastrojov, ktoré vychadzaji z existujicich tdajov o genetickej toxikologii

a nasledne vyvoj efektivnych prediktivnych modelov genotoxicity. Tieto modely moézu byt
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pouzité k predpovedaniu genotoxickych vlastnosti nevyskusanych chemikalii. Ide o spolahlivé,

rychle a ekonomicky vyhodné skriningové metody. (Beedanaragi et al., 2014)

Amesov test, formalne nazyvany Salmonella typhimurium reverzny test, patri medzi in
vitro postupy. Je pouzivany k stanoveniu mutagénneho potencidlu pévodcov a identifikuje
bodové mutagény. Oznacuje sa za zlaty Standard v Studiach mutagenézy. (Ames et al., 1973;
Chen et al., 2014) ZlozitejSie zmeny v gendme, ako poskodeny mitoticky aparat alebo samotny
chromozém st merané mikronukleovym testom. Mikronukleus je chromozomovy fragment
alebo menej casto cely chromozom, ktory ostal mimo jadro po bunkovom deleni. Mdze sa
vytvorit’ po priamom poskodeni DNA alebo nésledne sekundarnou interakciou s replikaénym
aparatom DNA. ZvySend frekvencia vzniku mikronuklei indikuje vyvolané poskodenie
chromozdémov. Ich tvorbu je mozné merat’ na réznych typoch bunkovych linii, teda in vitro a in
vivo napr. v periférnej krvi. Jednou ztradicnych metdd je mikroskopické sledovanie
chromozomalnych aberacii napr. po expozicii chemickému CcCinitel'u alebo po podsobeni
ionizacného ziarenia. Tie s stanovované v metafaze, kedy st chromozomy kondenzované
a poskodenie je najlepsie viditeIné. (Beedanaragi et al., 2014; Chen et al., 2014; Natarajan et
al., 1996; Sommer et al., 2020)

V priebehu rokov boli pokusy vyvinut’ imunologické metody, ako ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) alebo RIA (radioimmunoassay) na meranie oxidacne
poskodenych baz DNA. Pociato¢né usilie bolo zamerané na pripravu monoklonalnych
a polyklonalnych protildtok zameranych proti Ziarenim indukovaného ThyGly (5,6-dihydroxy-
5,6-dihydrotymin). Nasledne bol zaujem o imunotesty na detekciu 8-oxoG po jeho objaveni.
Hlavnym obmedzenim tychto ndvrhov je nedostatocna Specifickost’ testov v dosledku slabej
antigenicity jednotlivych oxidovanych baz a pozoruhodnad skrizend reaktivita s vacSinou

prekurzorov povodnej bazy. (Cadet et al., 2017; Ide et al., 1997)

Analytické metddy (kvapalinova a plynova chromatografia v spojeni s hmotnostnou
spektrometriou) su tiez schopné urcit’ Specifické typy poskodenia DNA (oxidované puriny
a pyrimidiny). Vd’aka rychlemu rozvoju technologii génovej expresie sa do popredia dostavaji
molekularne — genetické metddy, ako RT-PCR (real time — polymerase chain reaction),
mikroCipy, ¢i sekvenovanie. Ide o metddy s velkym potencidlom pre testovanie reakcii na
genotoxicky stres alebo zmeny v expresii proteinov aj tvorbe metabolitov. Tieto pristupy maji
navyse potencial prekonat’ obmedzenia tradi¢nych postupov (skimanie zmien v obmedzenom

subore génov). (Beedanaragi et al., 2014; Cadet et al., 2017)
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Samostatne spominanou metodou je kométova analyza. Ide o najobl'ibenejSiu metodu
na meranie poSkodenia DNA u l'udi, ktord je vyzdvihovana v mnohych stididch. V zasade
meria jedno a dvojretazové zlomy DNA prostrednictvom ich schopnosti uvolnit’ superSpiralu
sluciek DNA. NajlepSou verziou kométového testu na identifikaciu genotoxickej aktivity je
zéasadita. (Azqueta et al., 2020; Olive et Durand, 2005; Souto et al., 2020; Zare Sakhvidi et al,
2016)

Test kométy sa pouziva od polovice 80. rokov minulého storocia na Studium ucinkov
zivotného prostredia, postdenie bezpecnosti terapeutickych zlicenin aj zistenie reparacnej
kapacity DNA nielen u I'udi. (Spivak et al., 2009) Ked’ze sme si kométova analyzu vybrali pre

nas experiment, jej detailnejsi popis sa nachadza d’alej v préaci.

3.1.2 Opravy poskodenej DNA

Bunka disponuje niekol’kymi dobre vyvinutymi procesmi opravy DNA, pomocou ktorych
predchadza oxidaénému poskodeniu. Nukleotidova excizna reparacia (NER) a bazova excizna
reparacia (BER) patria medzi dve najdoleZitejSie cesty na opravu DNA. Zaroven Coraz viac
dokazov ukazuje, Ze korekcia nespravneho parovania bdz (MMR, mismatch repair) hra
vyznamnl ulohu pri oprave oxidacného poSkodenia DNA. VSetky spominané reparacné
mechanizmy zohrdvaju doleziti Ulohu pri prevencii rakoviny asi potencidlnymi
terapeutickymi ciel'mi srdcovych ochoreni. (Azqueta et al., 2014; Gunasekarana, 2015; Hu et

al., 2021; Yasui, 2013)

3.1.2.1 BER

Mnohé z génov zapojenych do BER sa nachadzaju ako u baktérii, tak u ¢loveka, o
naznacuje ze ide o zakladni opravnu cestu vicSiny Zivych organizmov. Draha BER sa
Specializuje na fixaciu 1ézii, ktoré signifikantne nedeformuju Struktiru Spirdly, s pouzitim
roznych proteinovych zloziek. Odstraiiuje oxida¢né, deaminacné a alkylacné poSkodenie
jednotlivych baz. Vel'ka cast’ tohto poSkodenia je dosledkom spontdnneho rozpadu DNA aj ked’
podobné Skody su tiez spdsobované environmentalnymi chemikéliami, Ziarenim alebo

cytostatickou liecbou. (Bohr, 2002; Krokan et Bjoras, 2013; Robertson et al., 2009)

Zékladny cyklus je zahdjeny sériou DNA glykozylaz, ktoré rozpoznavaju a odstranuju
modifikované nukleotidové bazy. Zo vSetkych glykozyldz pritomnych v jadre boli iba niektoré
z nich detekované v mitochondriach. DNA glykozylazy Stiepia N-glykozidick vézbu medzi

DNA [éziou (bazou) a deoxyribozou a vytvaraju AP miesto (apurinové/apyrimidinové miesta).
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AP miesta st odstraiiované AP endonukledzou. Ret'azec je dosyntetyzovany DNA polymerazou
(v pripade 1 poskodenej bazy hovorime o B DNA polymeraze) a oprava je ukon¢ena spojenim

dvojretazca. (Obr. 3) (Khodyreva et al., 2010; Lee et Kang, 2019)

RozliSujeme monofunkéné a bifunkéné glykozyldzy. Monofunkéné glykozylazy st
schopné iba hydrolyzovat’ glykozidick vazbu. Niektoré bifunkéné glykozylazy maju aktivitu
AP lyazy, ktora preruSuje fosfodiesterovii vizbu DNA a vytvdra jednoretazovy zlom. Pri
klasickej BER je dizka odstraneného ret'azca do $est’ baz. V niektorych konkrétnych pripadoch
modzu byt odstraiiované aj oxidované DNA 1ézie s dlhou sekvenciou (az 8 nukleotidov). (Jacobs

et Schar, 2012; Kumar et al., 2020; Slupphaug, 2003)

DNA's bases may be modified Damaged base

endonuclease

Detects damaged base
and neighboring nucleotides

by deamination or alkylatio (AP site)
and removes it
- Ligase

Removes the AP site
polymerase

P@«Lm DA

Obr. 3 Schéma BER
Prevzaté z: Difference Between, 2017 (online)
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3.1.2.2 NER

Nukleotidova excizna reparacia je predovsetkym znama vd’aka odstraniovaniu foto-1ézii
produkovanych UV ziarenim, ktoré tvori hlavne cyklobutanové pyrimidinové diméry (CPD).
Okrem toho Uc¢inne eliminuje extrémne Siroky rozsah Strukturdlne nesuvisiacich 1ézii, vratane
objemnych chemickych aduktov a vnutrosietovych krizovych vézieb. (Marteijn et al., 2014)
Zakladom vsestrannosti je obchddzanie samotnej 1ézie. Namiesto toho 1ézie rozpoznavajuce
NER faktory detekuju pritomnost’ neparovej jednovlaknovej DNA oproti poskodenému vlaknu.
(Kusakabe et al., 2019)

NER bezne pozostava zo Styroch krokov. Po rozpoznani 1ézie dochadza k odvinutiu
$piraly DNA. Vytvori sa rez a nasleduje excizia poskodeného useku. Poslednym krokom je
syntéza a ligacia DNA. (Obr. 4) Na zvladnutie Sirokého spektra typov poskodenia je do NER

zahrnutych viac ako 30 proteinov.

”,lll_ll” l.”“”_l.l Eulky lesion

“TTTTT DNA opened

v to form bubble

'|'|","|'I T T11!] Damaged

DA excised

[TYTTITITITINITITT owa
| pohymernzation

v \J

CTPIRTTRATIRITRRTN]]  Dnaigation

Obr. 4 Schéma NER
Prevzaté z: BioRender, 2021 (online)
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NER ma zaroven dva Ciastkové procesy: s transkripciou spojena NER (TC- NER,
transcription-coupled) a globalna gendémova NER (GG — NER, global genome NER). Tieto
podprocesy sa lisia iba v pociato¢nom kroku rozpoznévania 1ézii. TC - NER je zodpovedny za
eliminaciu 1ézii v transkribovanom retazci aktivnych génov. Stard sa o lézie blokujuce
transkripény proces. GG - NER rozpoznava a odstranuje 1ézie v celom gendme. Ked'Ze skenuje
cely gendm je povazovany za relativne pomaly a o nieCo menej ucinny proces na opravu

poskodenia DNA. (Larsen et al., 2005; Melis et al., 2013)

Aj ked’ je vzt'ah medzi poruchou v 'udskom organizme a stratou funkcie Specifického
NER génu jasny, medzi narusenim BER a poruchami sa vytvorilo menej spojeni. Méze to byt’
spdsobené pravdepodobne mnozstvom zaloznych systémov, ako NER pri odstraiiovani malych

tzv. non-bulky 1ézii. (Lee et Kang, 2019)

3.1.2.3 Korekcia nespravneho parovania baz

MMR odstraiiuje nesprdvne parované bazy, ktoré vychadzaji zchyb replikacie,
rekombinacie medzi nedokonale zhodnymi sekvenciami a deaminicie 5-metyl-cytozinu.
Replikédcia DNA okolo nezhodného paru by viedla k bodove; mutacii. Predpoklada sa, zZe
systém opravy nespravne zaradenych baz hré ulohu aj pri reparécii oxidacného poskodenia.
Doposial’ nebol molekularny mechanizmus elimindcie 1ézii u MMR Uplne pochopeny. Zd4 sa,
7e proteiny suvisiace s MMR rozliSuji rodicovské vlakno a novonarodeny retazec DNA. Lézie
DNA na novonarodenom vlakne st opravované s pouzitim rodicovského vldkna ako opravného

templatu. (Curtin, 2012; Gorbunova et al., 2007; Martin et al., 2010)

Niekol'ko dokazov naznacuje doleZitost' systému korekcie nespravne parovanych baz
pri procese starnutia. MMR je zasadné pre udrziavanie opakovanych sekvencii, pretoze mutacie
v MMR génoch st spojené s destabilizaciou mikrosatelitov a ta sa u I'udi zvySuje so starnutim.

(Neri et al., 2005; Yehuda et al., 2001)

Sthrnne, existuju tri rézne cesty opravy DNA, ktoré ju chrdnia pred oxidacnym
poSkodenim. Nahromadené dokazy ukazuji, ze nedostatocnd kapacita BER, NER a MMR
pozoruhodne korelovala so srdcovymi chorobami aj niekol’kymi druhmi rakoviny.

(Freudenthal, 2017; Hu et al., 2021; Melis et al., 2013; Pascucci et al., 2011)
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3.2 Comet assay (CA)

Kometova analyza alebo gélova elektroforéza jednotlivych buniek (SCGE, single cell
gel electrophoresis) je mikroelektroforeticka metoda, ktora sa stala jednou zo Standardnych
metdd na hodnotenie poSkodenia arychlosti repardcie DNA ato na turovni jednotlivych
eukaryotickych buniek. Test je zaloZeny na schopnosti denaturovanych Stiepenych fragmentov
DNA alebo poskodenej DNA migrovat’ pri elektroforéze z bunky za vzniku chvosta kométy
(,,comet tail®), zatial' co neposSkodena DNA ostava v bunkovej membrane a vytvara hlavu

kométy (,,comet head). (Obr. 5) (Azqueta et al, 2011; CometAssay, 2021)

PERMEABILIZE & DENATURE ELECTROPHORESIS

Undamaged

DNA £ o wh“z L g
i — B : e L
Damaged [ >LBqDine M ™\

Ceall L

& < xz %
L Comet Tail

DMA Fragments
Comet Head

Obr. 5 Porovnanie zdravej bunky a bunky s poskodenou DNA
Prevzaté z: CometAssay, 2021

NajcastejSie prevedenie testu je za alkalickych podmienok, ktoré sluzi k detekcii
jednoretazovych (SSB, single strand breaks) aj dvojretazovych (DSB, double strand breaks)
zlomov DNA. V alkalickom prostredi dochadza k naruseniu nevizbovych interakcii medzi
dusikovymi bdzami DNA a teda k oddeleniu oboch vldken dvojitej zavitnice. Je mozné ho
uskuto€nit’ aj za neutralnych podmienok k detekcii iba dvojvlaknovych zlomov. Ku zlomom
dochadza v dosledku prerusenia fosfodiesterovej vézby medzi dvoma susednymi
deoxynukleotidmi. Dvojretazové zlomy sa delia na posunuté, ak vznikaju na oboch retazcoch

na réznych a zaroven blizkych miestach alebo zarovnané, ktoré vznikaju protil'ahlo. Pri vzniku
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zlomov v retazcoch DNA figuruju tzv. AP miesta, ktoré su alkali-labilné a pri vysokom pH st

premenené na zlomy v ret'azcoch. (Dvotéak et Matejovicova, 2008; Moller, 2018)

Test je atraktivny svojou jednoduchost’ou, citlivostou, rychlostou a vSestrannostou. Je
schopny jemnej manipulécie, ktora ndm hovori nielen o tom, aké vel'ké je poskodenie, ale aj
akt mé formu. (Azqueta et Collins, 2013) Metodu je mozné aplikovat’ aj na rastlinné bunky,
krvinky zvierat, zivociSne tkaniva, hemolymfové bunky mékkySov ahmyzu, spermie,
kvasinky. Akykol'vek typ eukaryotickych buniek, ktory je mozné ziskat’ ako jednu bunku alebo
nukledrnu suspenziu je pristupny kométovej analyze. (Olive et Banath, 2006) Kométy je mozné

ziskat’ aj z izolovanych chromozémov. (Cortés-Gutiérrez et al 2011)

3.2.1 Historia

V 70. rokoch minulého storo¢ia Peter Cook ajeho kolektiv publikovali ¢lanok
skimajici jadrova Struktiru zalozenu na lyze buniek. Tymto postupom ddjde k odstrdneniu
membrany, bunkovych rozpustnych zloziek a vacSiny histonov. Ostal nukleoid, ktory
pozostava z jadrovej matrice alebo kostry zlozenej z RNA a proteinov spolu s DNA, ktora je
negativne nadzavitnicovo zvinuta. Prezitie nadzavitnice znamend, ze volna rotdcia nie je
mozné. Cook navrhol model s DNA pripojenou k templatu tak, aby bola usporiadana ako séria
slu¢iek, a nie ako linearna molekula. Cim viac zlomov je pritomnych, tym viac slu¢iek sa uvol'ni
a tym intenzivnejSia bude intenzita zafarbenia chvosta kométy vzh'adom na jadro nukleoidu.

(Collins, 2002; Piperakis 2009)

Test komét vo svojej najbeznejSej forme zahfiia 1yzu s detergentom as vysokym
obsahom soli, po tom ako st bunky vlozené do agar6zy na mikroskopickom sklicku, aby bola
DNA imobilizovana na néslednu elektroforézu. Prva ukézku ,.komét™ priniesli v roku 1984
Ostling a Johanson, ktori popisuju chvosty, ako DNA s uvol'nenou nadzavitnicou a odkazuju
na nukleoidny model Cooka. Lyza a elektroforéza sa uskutocnili za mierne alkalickych
podmienok (pH < 10) tak, aby bola DNA ¢iastocne relaxovana. Po neutralizacii boli bunky
zafarbené pomocou akridinovej oranzovej. Pomer Cervenej (jednoretazovd DNA) a zelenej
(dvojretazova DNA) fluorescencie bol zmerany fotometricky. V tomto postupe bolo mozné

analyzovat’ iba dvojvlaknové zlomy. (Collins, 2014; Ostling et Johanson, 1984)

Test bol neskdr modifikovany dvoma vyskumnymi skupinami. Prva skupina predviedla
elektroforézu za vysoko alkalickych podmienok (pH > 13). Druha skupina vykonavala

elektroforézu za neutralnych az mierne alkalickych podmienok, aby detekovala zlomy jedného
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vlakna. Pri neutrdlnom pH vSak nedochadza k narusSeniu suvislosti retazca dvojitej Spiraly
a jednoret’azové zlomy sa neprejavia. Toto je dovod nejednotnosti starSich Studii s novymi,
ktoré toto tvrdenie pouzivaji, ale ani nové sa tymto tvrdeniam nevyhybaji. Dévodom
nejednotnosti méze byt aj porovnavanie kométovej analyzy s inymi metdédami na meranie

zlomov DNA. (Collins, 2004)

3.2.2 Modifikacie metody
3.2.2.1 Neutralna verzia CA

V roku 1991 bola pouzitd radikélne odliSnd neutrdlna verzia kométovej analyzy na
ul’ahcenie detekcie dvojretazovych zlomov, bez interferencii jednoretazovych zlomov. (Olive

etal., 1991)

Dnes sa metdda vyuZziva na detekciu oboch typov zlomov bez moznosti ich rozliSenia.
Pre samostatné sledovanie dvojretazovych zlomov je nutnad Specidlna Uprava s vyuzitim
inkubacie s proteazou pri vysokej teplote (50°C). Predpoklada sa, ze d6jde k naruSeniu jadrove;j
matrice takZe naozaj sledujeme spravanie dvojvlaknovych kusov DNA. (Olive et Johnston,
1997) Casto pouzivany detergent Triton X-100 ako sucast’ lyzaéného roztoku Gi¢innost’ proteazy

vyrazne znizuje. (Singh, 2000b)

3.2.2.2 Alkalicka CA

Momentalne sa pouziva niekolko verzii kométového testu no najviac popularnou je
alkalicka. Predstavena bola prvykrat v roku 1988. (Singh et al., 1988) Standardna verzia
alkalickej analyzy sluzi k detekcii alkali-labilnych miest (v zdsaditom roztoku sa menia na
jednoret’azové zlomy) a jednoretazovych zlomov DNA, spdsobenych ako endogénnymi, tak aj
exogénnymi latkami (napr. chemikalie, radidcia alebo nanomaterialy). (Muzarubal, 2020; Pu et
al., 2015) Metoda meria nizku urovein pretrhnutia vldkna s vysokou citlivost'ou. (Singh et al.,

1988)

Meranie retazovych zlomov poskytuje obmedzené informécie. Zlomy mdzu
predstavovat’ priamy u¢inok Skodlivého Cinitel’a, ale spravidla dojde k ich spdtnému pripojeniu.
V skuto€nosti sa moze jednat’ o AP miesta, ktoré su labilné voci alkaliam a preto sa javia ako
zlomy. Alebo ide o medziprodukty bunkovej opravy, kde su poskodené nukleotidy nahradené
novymi. (Collins, 2004) Pre vylepSenie senzitivity a selektivity doSlo v postupe ku pridaniu

jedného kroku navyse: inkubécia pri 37°C s enzymami (endonukleédzy) Specifickymi pre danu
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1éziu, ktoré konvertujii posSkodené bazy na zlomy v DNA a umoznuju urcit’ Specificky typ

poskodenia. (Obr. 6) (Costa, 2014; Azqueta et Collins, 2013)
Pouzivané typy endonukledz:

e Endonukledza IIT (ENDO III) - stanovenie oxidovanych pyrimidinov

e T4 endonukleaza V - stanovenie cyklobutanovych pyrimidinovych dimérov po
expozicii UV

e Formamidopyrimidin DNA glykozyldza (FPG) - stanovenie oxidovanych purinov

e 8-oxoguanin glykozyldza (OGG1) - stanovenie oxidovanych purinov a
formamidopyrimidinov

e 3-metyladenin DNA glykozylaza II (AlkA) - stanovenie alkylovanych bazi po ich
konverzii na AP miesta

e Uracil DNA glykozylaza (UDGQG) - stanovenie uracilu nespravne inkorporovaného
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Obr. 6 Inkubdcia DNA so Specifickym enzymom

Rozpoznanie posSkodeného miesta DNA, jeho zlom pocas inkubdcie so Specifickym enzymom,
denaturacia a elektroforéza = ¢im viac DNA v chvoste, tym vdcSia aktivita enzymu (tvorba zlomov)
Prevzaté z: Azqueta, 2019

3.2.2.3 Comet-FISH

Comet-FISH (fluorescencnd in-situ hybridizacia) je modifikdcia kométového testu,
ktora obsahuje hybridizacny krok po elektroforéze, vd’aka ktorému je mozné Specifické
znacenie sekvencii v ramci kométy. (Obr.7) Je vykonnou technikou pre komparativne analyzy

opravy a indukcie poSkodenia v gendmoch a v Specifickych sekvenciach DNA. (Rapp, 2004)

22



Zakladom su sondy komplementarne k useku DNA, ktoré umoziujii detekciu konkrétnych

chromozdémov, ¢asti chromozdémov (teloméry, centroméra) aj génov. (Santos, 1997)
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Obr. 7 Princip Comet-FISH

Agaroza s imobilizovanym poskodenym jadrom - lyza a elektroforéza (separacia fragmentovanej
DNA) - detekcia Specifickych sekvencii po hybridizdcii in situ so znacenymi DNA sondami (mozZu sa
priradit 'k chvostu/hlave kométy = poSkodené/neposkodené) Tmavé skvrny na obrazkoch komét su
hybridizacné signaly.

Prevzaté z: Rapp, 2004

3.2.2.4 Apoptické bunky

Ak sa takmer vSetka DNA nachddza na chvoste kométy a jej hlava ma redukovant
vel'kost’, obraz oznacujeme ako jezka (,,the hedgehog®). Predpoklada sa, ze ide o bunku
v apoptoze. Tieto kométy ale mézu vznikat aj po pdsobeni vysokej davky gama ziarenia alebo
inkubaciou s peroxidom vodika. Je mozné, Ze niektoré z vazne poSkodenych buniek prekonaju

bunkovu smrt’, napriek tomu ich nemozno oznacit’ za apoptické. Jednym z dovodov je, ze
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apoptoza je proces nevratny, ale bunky s poSkodenim su schopné opravy do takej miery, ze
jezko nebude viditelny. Spravna hustota komét v géle naznacuje pritomnost’ vSetkych buniek
(nedoslo k odstraneniu poSkodenych buniek). Zaroven je genetickd informécia pocas apoptozy
degradovana na uroven nukleozomu. V jednotlivych krokoch analyzy (1yza, elektroforéza) by

sa takto malé fragmenty uplne stratili. (Collins, 2004; Tice et al., 2000)

Singh popisal vizualizatnii metodu pre apoptické bunky. Bunky zaliate do agardzy
a lyzované ako pri beznom kométovom teste neprejdu elektroforézou, ale st precipitované
v etanole. Na vyvolanie apoptdzy a nekrdzy bol pouzity peroxid vodika, novobiocin, sol'ny
askorbat a mitoxantrén. Bunky apoptické vykazovali ,,mraky* s hmlovitym ohrani¢enim, zatial’
¢o nekrotické bunky mali homogénne, ostro ohranicené a nezvycajne velké jadro. (Singh,

2000a)

3.2.3 Stanovenie reparacie DNA

LCudska DNA je vystavovana latkam, ktoré moézu modifikovat’ jej Struktiru. Tieto
Strukturdlne zmeny maji r6znu formu: zlomy v kostre cukru a fosfatu ovplyviiujace obe vldkna
(SSB/DSB), oxidacia/alkylacia baz, objemné DNA adukty, cross-linky (DNA-DNA/ protein -
DNA), nespradvne sparované bazy. Vznikajuce lézie ovplyviiuju transkripciu, ale co je
dolezitejsie, ak nie su opravené pred replikaénym procesom, st schopné indukovat’ mutacie.
Najjednoduch$im spoésobom merania reparacnej aktivity DNA je indukcia poSkodenia
v bunkach a nasledné sledovanie rychlosti opravy/ odstranenia 1ézii. Aj ked’ bol alkalicky
kométovy test primarne vyvinuty na meranie poSkodenia DNA, pouZiva sa tieZ na meranie jej
schopnosti opravy. (Azqueta et al., 2019) Po prvykrat sa touto problematikou zaoberali Ostling
a Johanson pri skimani bunkovej linie mySieho lymfomu po expozicii gamma radidcie. Pouzili

neutrdlnu verziu, kde DNA nie je denaturovand. (Ostling et Johanson, 1984)

Dolezité je zaistit’ monitorovanie opravy konkrétnej 1€zie a preto musia byt indukované
1ézie Co najcCistejSie. Jednovldknové zlomy st Tl'ahko indukovate'né pdésobenim peroxidu
vodika, rontgenovym ziarenim alebo gamma li¢mi. Oxidované puriny (8-oxoguanin) sa tvoria
kombinaciou fotosenzibilizatoru a vidite'ného svetla. Alkylované zasady vznikaju po expozicii
alkylacného c¢inidla, ako je metylmetansulfonat (MMS). UV(C) ziarenie vyvolava vznik
dimérov pyrimidinov. Aby sme sa vyhli nasyteniu reparacnej schopnosti DNA, je nutna

optimalna davka ziarenia alebo koncentracie chemikalii. (Azqueta et al., 2014)
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Pripravené substraty sa inkubuju s lymfocytmi, ktorych reparacné enzymy rozpoznaji
typy 1ézii u nukleotidov. Nukleotidy s 8-oxoguaninom pouzijeme na skimanie BER reparacii
apre NER repardcie mame nukleotidy s dimérmi pyrimidinov. Aby sa predislo falosne
pozitivnym vysledkom, dolezitd je paralelnd inkubacia lymfocytov s nepoSkodenymi
nukleotidmi. Vylu¢ime tym ucinok nespecifickych endonukledz. Podl'a typu poskodenia je
rozdielna aj rychlost oprdv. Jednovldknové zlomy sa spoja do 30. minut

a oprava dvojvlaknovych zlomov trva aj niekol'’ko hodin. (Azqueta et al., 2009)

Stadium opravy jednotlivych génov alebo sekvencii DNA pouziva modifikovanii verziu
kométového testu s fluorescencnou in-situ hybridizaciou (Comet-FISH). V tomto teste je
mozné opravu posSkodenia v konkrétnom géne sledovat monitorovanim ustupu génovo-
Specifickych signalov zchvosta do hlavy kométy v priebehu casu. (Guo et al., 2013;
Shaposhnikov et al., 2011)

Dalsim pristupom ziskania aktivity opravy pomocou CA je meranie akumulacie zlomov
DNA blokovanim opravy jej syntézy. Ide o pouzitie inhibitorov DNA polymerazy (napr.
cytozin v kombinacii s hydroxymocovinou), ktord sa podiela na ceste opravy. (Speit et

Rorhfuss, 2012; Vande Lock et al., 2010)

3.2.4 Princip a metodika CA
Metdda je zaloZend na kombinécii gélovej elektroforézy a fluorescencnej mikroskopie.
Dochadza k vizualizacii pohybu poskodenej Casti DNA v agar6zovom géle. (Dusinska et

Collins, 2008; Olive et Banath, 2006)

Napriek odliSnosti jednotlivych protokolov pouZzivanych pri kométovej analyze
modzeme postup zovseobecnit’. Podlozné mikroskopické sklicka st z jednej strany rovnomerne
potiahnuté tenkou vrstvou agardzy. Na nu je pridavana dalSia vrstva agardzy, tentokrat
s vysokym bodom topenia (HMPA, high melting point agarose). Spravidla ide o ,,sendvi¢ovy*
gél, v ktorom st bunky obsiahnuté v jeho najvrchnejSej vrstve. Suspenzia analyzovanych
buniek v nosnom médiu je zmieSana s agar6zou s nizkym bodom topenia (LMPA, low melting
point agarose). (Obr. 8). T4 ma oproti normalnej agaréze nizSiu teplotu tuhnutia aje pri
fyziologickych teplotach stale tekutd. To znizuje riziko poSkodenia buniek vysokou teplotou.
Prislusné krycie sklicko sa pouziva na vyrovnanie kazdej roztavenej agardzovej vrstvy.
Koncentracie buniek v agaréze, ako aj koncentrdcia samotnej agardzy su dolezitymi

parametrami pre zabezpecenie Uspesnej analyzy. (Dvorak, 2013; Liao et al., 2009)
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LMPA + cells

HMPA

Obr. 8 Schéma jednotlivych vrstiev agarozy na mikroskopickom sklicku
Prevzaté z: Liao et al., 2009 (upravené autorom)

Pre kométovi analyzu st k dispozicii Standardné (so zabrusenym koncom) alebo
$pecialne (finanéne naro¢né) mikroskopické sklicka. Pouzitie Standardnych ma vyhodu
v l'ahkej dostupnosti, ale nevyhodu predstavuje samovolné separacia gélu od skla. RieSenim
modze byt pouzitie skiel so zabrusom po celej ploche, kde agardza lepSie adheruje, ale zaroveinl
stazuje analyzu. (Singh et al,. 1994) Na casté¢ problémy tykajice sa samovolnej separcie
agarozy nie je jednoduché rieSenie. Jednym z faktorov prispievajucim k oddel'ovaniu gélu je

vlhkost’ prostredia. (Olive et Banath, 2006)

Sklicka s bunkami st nasledne vlozené¢ do vychladeného lyzacného roztoku. Jeho
zlozenie nie je medzi laboratoriami jednotné, ale prevazne obsahuje soli a detergenty. DiZka
posobenia roztoku sa pohybuje od desiatok minut, az po hodiny alebo dni. (Liao et al. 2009)
Ako uz bolo spominané, U¢inkom lyzacného roztoku dochddza k odstraneniu membrany,
cytoplazmy a vacSiny nuklearnych proteinov. Ostava DNA vo forme nukleoidu. Skla st este
pred elektroforézou vloZené do denaturacného roztoku. Denaturicia trva zvycajne 20 mintt. Pri
aplikdcii neutrdlnej verzie je krok denaturdcie vynechany ahned po lyze nasleduje
elektroforéza v neutrdlnom prostredi. V zavislosti na pouzitej modifikacii sa pouziva pH
elektroforetického pufru v rozmedzi 7 - 13. Sklicka s nukleoidmi, ktoré su imobilizované
v agaroze sa umiestnia do elektroforetickej vane naplnenej pufrom. Podmienky st prispdsobené
typom pouzitych buniek. Napitie je konStantné a pohybuje sa vrozsahu 0,5 — 5 V/em.

(Brunborg et Collins, 2020; Muller, 2007)

V pripade vyskytu zlomov v retazcoch doéjde k relaxéacii nadzavitnicového vinutia.
Negativny naboj molekuly DNA spdsobuje migraciu fragmentov k anode (kladna elektroda).
Superhelixovd DNA sa prili$ nepohybuje vplyvom nizkeho mnozstva vol'nych koncov a velkej

molekulovej hmotnosti. (Dusinska et Collins, 2008; Olive et Banath, 2006)
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3.2.4.1 Vizualizacia komét

Kométy su po elektroforéze a neutralizacii s vhodnym pufrom vizualizované pomocou
fluorescen¢nych farbiv, ale je mozné pouzit aj farbenie striebrom (metdda striebrenia). Pouzitie
farbiv zavisi na sposobe skoérovania aj na potrebach uzivatela. (Collins et al., 2008) Medzi
najbeznejSie DNA — viazuce sa fluorescencné farbiva patria etidium bromid (EB), 4,6-
diamidino-2-fenylindol (DAPI), akridinova oranzova, SYBR Green, YOYO-1 alebo propidium
jodid. (Tice et al., 2000)

Fluorescencné latky su vysoko Specifické a vyzaduju drahy fluorescenény mikroskop.
Aj samotné farbiva su finan¢ne naro¢né. Zaroven su niektoré z farbiv mutagénne (etidium
bromid, propidium bromid) a je treba dbat’ na zvySenu opatrnost’ pri manipulacii s nimi. Medzi
d’al$ie nevyhody patri blednutie farbiva a zmena intenzity svetla excitacnej lampy. (Kumaravel
et al., 2009; Olive, 2002) Pouzitie nefluorescen¢nej techniky je lacnejSie a bez nutnosti
Specialneho mikroskopu. Oproti flourescenénej metdde nie je trvacnost’ farbenia prili§ zavisla
na skladovacich podmienkach a vd’aka tomu mozeme suché gély farbené striebrom lepSie
zaostrit. Samotné prevedenie je pracne akvoli neSpecifickosti musime metodiku

optimalizovat’. (Nadin et al., 2001)

3.2.4.2 Hodnotenie komét

Poslednym krokom testu je vyhodnotenie komét po ich zafarbeni. Najjednoduchsi
sposob odhadu efektivnosti vystupu DNA z nukleoidov je cislovanie komét vizudlnou
kontrolou. Takato kontrola zahfna klasifikdciu komét do piatich kategérii podl'a vzhladu
chvosta. Komeéty triedy, ktoré sa oznacuje ako CO nemaju ziadny chvost (neposkodené bunky),
triedy C1 — C3 predstavuju kométy s rastucou intenzitou chvosta. Trieda C4 zahfiia kométy
s vysoko fragmentovanou DNA (napr. apoptické bunky), kde takmer celd DNA migruje do
chvosta a vytvara skor oblak ako chvost, ktory straca spojenie s hlavou kométy (Obr. 9). Je
zrejmé, ze akékol'vek vizualne hodnotenie je subjektivne. Presnejsi kvantitativny odhad je
mozny vd’aka $pecidlnym softvérom, ktoré umoziuji analyzu obrazkov digitdlnych komét.
Manuélne hodnotenie je oproti Specidlnemu softvéru podstatne rychlejSie. Pouzivana technika
vyhodnocovania zalezi v pripade Specialneho programu na dostupnosti, ale aj na preferenciach

uzivatel'a. (Afanasieva et Sivolob, 2018; Collins et al., 2008)
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Class 0 Class 1 Class 2

Class 3 Class 4

Obr. 9 Klasifikacia komét

Poskodenda DNA v ludskych lymfocytov pri alkalickej kométovej analyze, vizualizacia
pomocou epiflourescencného mikroskopu (triedy komét C0O neposkodené - C4 maximalne
poskodené).

Prevzaté z: Yigit et al., 2018

Spravidla sa meraji tieto parametre: relativne mnoZstvo DNA v chvoste (% tail
DNA), dizka chvosta (tail lenght), ,.tail moment“ a ,olive tail moment*. DiZka chvosta je
definovana ako vzdialenost’ od stredu hlavy k distalnemu koncu chvosta, zatial' co mnozstvo
DNA v chvoste ako pomer intenzity fluorescencie chvosta k celkovej intenzite kométy. Tento
vonkaj§imi faktormi. (Lovell, 2008; Moller, 2018) Dizka chvosta alebo inak diZka migracie
DNA sa vplyvom poskodzujiceho agens ustali v urcitej vzdialenosti a je preto uzitocna iba pre
nizku troven poskodenia. (Olive, 2002) Je nevyhnutné rozliSovat’ ,,tail moment* a ,,olive tail
moment®. Tieto odli§né parametre st ¢asto navzdjom zamienang. ,,Tail moment* je vysledkom
sucinu % tail DNA a tail lenght, teda % DNA v chvoste vynasobené dizkou chvosta. ,,Olive tail
moment* je definovany ako % DNA v chvoste vynasobeny vzdialenostou medzi taziskami

DNA vchvoste ahlave: % tail DNA x (tail mean X — head mean X). Nie je merany

v Standardizovanych jednotkach a vrdéznych programoch pre analyzu obrazu nadobuda

rozdielne hodnoty. (Kumaravel et Jha, 2006)
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Féaza bunkového cyklu a pouzity typ kométovej analyzy mozu ovplyviiovat hodnotenie.
Bunky v S-faze obsahuju replikacné Struktary a ich odpoved’ na poskodzujice agens je odlisna
oproti nereplikujucej sa DNA. Replikac¢né Struktiry sa pri alkalickej SCGE chovaju ako SSB
a migraciu zvySuju. Pri neutralnej verzii vsak tieto Struktiry migracii DNA brania. (Olive,

2002)

3.2.5 Vyhody a limity CA

Kométova analyza je relativne rychla, jednoducha a senzitivna technika na analyzu
poskodenia DNA vo vSetkych typoch buniek. Ide o kombinaciu jednoduchosti detekcie zlomov
DNA pomocou biochemickej techniky a jednobunkového pristupu, ktory je typicky pre
cytogenetické testy. Oproti inym cytogenetickym postupom, ktoré trvaju aj niekol'ko dni je
vdaka softvéru rychlej§ia. Metdda je neinvazivna ana analyzu staéi 100 bunick. DalSou
z vyhod je nahrada radioizotopov pri vizualizacii inymi farbivami. Tie umoznuju stanovenia
v akychkol'vek jadrovych bunkéach. Napriek mnozstvu vyhod, nie je tento, ani ziaden iny
samostatny test v stcasnosti Uplne spolahlivym biomarkerom pre genotoxické ucinky
poSkodzujice DNA. Preto sa dorazne odporucaji dopliujuce techniky na Studium

genotoxického pdsobenia. (Liao et al. 2009; Reynoso et al., 2015)

Schopnost’ analyzovat' jednotlivé bunky je vyhodou zhladiska identifikacie
subpopulécii, ktoré reaguji odliSne na cytotoxicku liecbu. Pocet buniek a vzoriek, ktoré je
mozné spracovat’ je prakticky obmedzeny. V najlepSom pripade sa zhodnoti 600 komét za
hodinu, ak st analyzované jednotlivo. Pomocou automatickych systémov je mozné zhodnotit’
okolo 50 snimok denne. Odporucanéd velkost' vzorky 50 komét nemusi byt primerana, ak
v populacii existuje vyrazna heterogenita poSkodenia DNA. Obmedzenim je aj poziadavka na
jednobunkovt zivotaschopni suspenziu. Ak vzorky obsahuji prevazne apoptické alebo
nekrotické bunky je nemozné ziskat’ presné informacie o pritomnosti Specifickych 1ézii. Test
zaroven neposkytuje ziadne informécie o velkosti DNA fragmentov. Fragmenty sa pocas
kratkeho posobenia elektroforézy neoddel'uju, ale vzd’al'uju od hlavy kométy. (Olive et Banath,

2006; Sasaki et al., 2000)

Predmetom diskusii ostdva zostavenie univerzalneho protokolu a nastavenie idealneho
typu aj mnozstva buniek, vhodnych koncentracii pufrov aj agardéz. To zabezpeci spravnu

reprodukovatelnost’ a spolahlivost’ metdody. Do budicnosti bude mat’ Standardizacia a hlbsie
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pochopenie principu testu rozhodujuci vplyv na aplikéciu CA. (Banath et al., 2001 Tice et al.
2000)

3.2.6 Aplikacia CA

CA sa casto pouziva v biomonitorovacich Studiach tykajucich sa Zivotného
a pracovného prostredia alebo stravovania ako biomarker expozicie genotoxickych latok (tiez
ako ochranné ¢inidla v pripade fytochemikalii). (Azqueta et al., 2020) Medzi d’alSie aplikacie
patri hodnotenie oxidacného stresu azlomov v DNA, suvisiace s ludskymi chronickymi
a degenerativnymi ochoreniami (napr. Alzheimerova a Parkinsonova choroba), stanovenie

predispozicie k ur¢itému ochoreniu, monitorovanie liekovej terapie, ¢i detekcia poSkodenia

DNA spojena s fajcenim. (Collins, 2002; Thanan et al., 2015)

Cielom stadie, sposob kontrolovania méticich faktorov, odber vzoriek a vyber
Statistickej analyzy musia byt’ posudzované od pripadu k pripadu. V sucasnosti nie st konkrétne
znalosti o tom, ktoré faktory su konzistentné a su silnymi determinantmi pre uroven posSkodenia

DNA a ktoré boli spojené s poSkodenim iba v istych pripadoch. (Azqueta et al., 2020)

Individualna repara¢na kapacita je cennym biomarkerom pri urcovani citlivosti
organizmu na vznik mutdcii a rakoviny. Vysoka reparacnd aktivita znamena zniZenu Sancu
replikacie poskodenych buniek a teda vedie k zniZeniu mnoZstva potencidlnych mutécii. Na
druhej strane mdze reflektovat’ ¢innost DNA poskodzujucich latok, ktoré indukuju syntézu

opravnych enzymov. (Azqueta et al., 2014)

Pre svoju jednoduchost’, senzitivnost’ a maly pocet pozadovanych vzoriek sa CA stala
idedlnym detekénym systémom pre forenzné aplikdcie. Presny odhad posmrtného intervalu
(postmortem interval, PMI) je opakujuci sa problém v oblasti sudneho lekarstva. (EI-Harouny
et al., 2008) Na odhad PMI sa pouZivaju rozlicné metody, ale Ziadna neposkytuje presnejsi
odhad ako 8 hodinové okno. Problém wvyrieSila technika SCGE zavedena Johnsonovou
a Ferrisom pomocou kvalitativneho a kvantitativneho hodnotenia fragmentacie DNA. (Johnson
et Ferris, 2002) Je zname, ze po smrti dochadza k fragmentacii DNA ucinkom nukleédz, ktora
sa ¢asom zvySuje. Vysledky Studie odhalili, Ze so zvySenim PMI (0 — 56 hodin) bola zvySena
aj fragmentacia. (Chen et al., 2005; Shukla, 2017; Tozzo et al., 2020)
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3.3 Kriticky stav

Pri fyziologickych podmienkach je udrzovand homeostdza v pomerne uzkom rozmedzi
hodndt a vykonnosti. Fyziologicky stav je klinicky stav charakterizovany normalnymi
hodnotami a im zodpovedajliicimi vzdjomnymi vztahmi. Za beznych podmienok je stabilny.
Trvalym patologickym obrazom na zavaznej Urovni je charakterizovany kriticky stav.
Patologické hodnoty vyjadruju neschopnost’ navratu k normélu (nedostatocna kompenzacna
rezerva organizmu, nedostato¢na ofenzivna lieCba) a prejavuju sa aj v parametroch zakladnych
zivotnych funkcii. Rozhodujtci vplyv na zvratenie ma zivotaschopnost’ pacienta, ktora je dana
hlavne poskodenim mozgovych funkcii, kardiopulmonalnou rezervou, komorbiditou, ale aj
vekom a do ur€itej miery pohlavim. V medicine kritickych stavov nie je mozné vzdy ziskat
dostatocné a spol'ahlivé anamnestické udaje o danom ochoreni, ani presny prehlad

o pridruzenych chronickych chorobach. (Kazda et al., 2012; Malbrain et al., 2010)
Medzi hlavné klinické diagnézy intenzivnej mediciny patria:

e Traumatologické - polytrauma, mozgolebe¢né poranenia, Specifické urazy

e Netraumatologické - Sok, nahla zéstava srdca, otravy, TRALI syndrém
(transfusion-related acute lung injury)

e Spolocné - sepsa, septicky Sok, polykompartmentovy syndrom

e Bezprostredne nasledné syndromy — SIRS (systemic inflammatory response
syndrome ), MODS (multiple organ dysfunction syndrome), MOF (multiple organ

failure)

Infekcie dychacich ciest sposobené novym koronavirusom sa pohybuji od miernych, az po
zavazné a u niektorych pacientov vedu ku kritickému poskodeniu viacerych orgénov aich
zlyhaniu. Napriek Sirokému spektru klinickych prejavov sa u velkého poctu pacientov vyskytla
tazka pneumonia, ktord prerastla do syndrému akutnej respiracnej tiesne (ARDS, acute
respiratory distress syndrome ). Ten je charakterizovany progresivnou arteridlnou hypoxémiou

a problémami s dychanim. (Chalkias et al., 2021; Hartog et al., 2021; Iwasaki et al., 2021)

3.3.1 SARS-CoV-2 a COVID-19
Zavazny akutny respiracny syndrom koronavirus 2 (severe acute respiratory syndrom
coronavirus 2) je patogénny a vysoko prenosny koronavirus, ktory sa prvykrat objavil v Cine,

v meste Wu-chan v decembri 2019. Sposobil pandémiu akttneho respiracného ochorenia
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s nazvom ,,koronavirusova choroba 2019 (COVID-19), ktora ohrozuje zdravie I'udi a verejn

bezpecnost’. (Hu et al., 2021; Uddin et al., 2020)

Koronavirusy su tvorené réznorodou skupinou virusov, ktoré infikuji mnoho zvierat
amozu u l'udi spdsobovat’ mierne, az tazké respiracné infekcie. V rokoch 2002 a 2012 sa
u ¢loveka objavili 2 vysoko patogénne koronavirusy zvieraciecho povodu: SARS-CoV (severe
acute respiratory syndrom coronavirus) a MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome
coronavirus) sposobujuce smrtelné respiracné choroby. Tym sa z koronavirusov stal novy

problém 21. storo€ia v oblasti verejného zdravia. (Cui et al., 2019; Iwasaki et al., 2021)

3.3.1.1 Epidemiolégia a prenos
Podrla svetovej zdravotnickej organizacie doslo celosvetovo po poklese novych pripadov
pocas necelych 2 mesiacov opét’ k narastu. Pocet imrti sa nad’alej znizuje. Tyzdenna imrtnost’
potvrdenych pripadov na celom svete presahuje 188 milidonov, s viac ako 4 milionmi tmrti (ku
ditu 16. 7. 2021). Tato tmrtnost’ prevysuje tmrtnost’ beznych l'udskych koronavirusov. (WHO,
2021)
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Obr. 10 Pocet pripadov a umrti na/s COVID-19 v Eurdpe
Prevzaté z: WHO, COVID-19 Weekly Epidemiological Update, Edition 48, 2021

Pripady v Eur6épskom regione sa posledny mesiac zvySovali (jul 2021). V tyzdni od 5. do
11. 7. doslo k 20% nérastu oproti tyzdnu predchddzajicemu. Najvyssi pocet novych pripadov
bolo hlasenych v Spojenom kralovstve (narast o 30 %), Rusku a Spanielsku. Najvyssi pocet
novych umrti bol hladseny z Ruska (narast 09 %) a Turecka. Vyvoj ochorenia v Eurdpe

v priebehu posledného roka a pol je zndzorneny na obrazku vyssie (Obr.10) (WHO, 2021)
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SARS-CoV-2 virus sa replikuje hlavne v hornych a dolnych dychacich cestach. Virusova
RNA méze byt pritomnd v periférnej krvi u tazko chorych pacientov. Primarne sa prenasa
vdychnutim respiraénych kvapiek vylu¢ovanych infikovanym pacientom. Daldim délezitym
zdrojom su kontaminované povrchy predmetov. Stabilita koronavirusu 2 bola hodnotena
v aerosole aj na povrchoch. Séria experimentov odhalila, Ze virus v aerosole ostal infekény po
celt dobu experimentu, tzn. 3 hodiny. Pokial’ ide o povrchy, virus bol najstabilnejsi na plaste
a oceli (72 hodin). (Salzberger et al., 2021; Van Doremalen et al., 2020) Prenos virusu je na
rozdiel od SARS-CoV, moZny aj od asymptomatickych a presymptomatickych infikovanych
jedincov. Pravdepodobna asymptomaticka inkuba¢na doba COVID-19 sa pohybuje od 2 do 14

dni a priemerna inkuba¢na doba je 5 dni. (Lauer et al., 2020)

Regulovany prenos z ¢loveka na ¢loveka je zaisteny pomocou Specifickej komunikacie
medzi receptor-viazucou doménou (RBD, receptor-binding domain) SARS-CoV-2, ktorou je
spike protein a receptorom ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) pritomnym v hostitel'ovi.
Virus moze pouzivat’ tento receptor ako vstup do bunky, ¢im dochédza k patogenéze COVID-
19. ACE2 je vo vysokej miere exprimovany na povrchu pneumocytov 2. typu. Tieto bunky st
zaroven potenciondlnym virusovym rezervoarom, ktory S$iri virus do dalSich orgéanov.

(Hoffmann et al., 2020; Loganathan et al., 2021; Zou et al., 2020)

3.3.1.2 Genomika SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 je B-koronavirus podobny virusom spdsobujucim SARS. Zo siedmich
znamych druhov virusu Styri infikuji horné dychacie cesty a spdsobujil mierne priznaky, zatial
¢o ostatné sa spajaju s dolnymi dychacimi cestami a vyvoldvaji zadvazné ochorenie. Hovorime
o SARS-CoV, MERS-CoV a teraz SARS-CoV-2. Rovnako ako ostatné koronavirusy aj SARS-
CoV-2 je obaleny, jednovldknovy RNA virus s nesegmentovanym gendmom priblizne
o velkosti 30 kb. Koronavirusy patria medzi jedny z najvacsich RNA virusov. Virusovy genom
koduje 16 neStrukturalnych proteinov nutnych na replikaciu a patogenézu a4 Strukturalne
proteiny vratane obalky, membrany, nukleokapsidu a spike glykoproteinu, (Obr. 11), ktory je
dolezity pre urcenie podtypu virusu a zodpovedny za reakciu na vakciny. S protein je zloZzeny
z dvoch podjednotiek. S1 drzi doménu viaZzucu receptor, ktord sa viaze na receptor na povrchu
hostitel'skej bunky. Podjednotka S2 je potrebnd na flziu virusu z hostitel'ovej bunkovej

membrany. (Andersen et al., 2020; Bakhiet et Taurin, 2021; Kim et al., 2020; Lu et al., 2020)
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Obr. 11 Struktiira SARS-CoV-2
Prevzaté z: The Economist Newspaper Limited 2021. (online)

Prvy gendm SARS-CoV-2 bol publikovany iba par tyzdiov po vypuknuti pandémie, 24.
januara 2020. Genomova sekvencia vykazuje 75-80 % podobnost’ so SARS-CoV najmi
v doméne viazuce] receptory a 50 % podobnost s MERS-CoV. Sekvencie zverejnené
z mnohych Casti sveta sa osvedcili pri sledovani globdlneho Sirenia. (Andersen et al., 2020;

Hadfield et al., 2018)

3.3.1.3 Patofyzioldgia a klinické priznaky

Patofyziologia SARS-CoV-2, ktord ovplyviiuje hlavne dychaci systém je podobna
pozorovanej patofyziologii SARS-CoV. Za progresiu ochorenia sa povazuje komplexna stihra
viacerych patologickych mechanizmov, vratane priamych cytopatickych ucinkov, zniZenej
regulacie ACE2 s naslednou dysbalanciou syst¢ému RAAS (renin-angiotenzin-aldoster6n),
koagulopatie spojenej s exocytézou prokoagulacnych faktorov, trombotickej mikroangiopatie,
nekontrolovatelnej systémovej alebo lokalnej trombdzy a autoimunity. Jednotlivé interakcie
tychto vzajomne prepojenych mechanizmov s dysfunkciou orgénov spojenych s COVID-19

zostavaju neurcené. (Bakhiet et Taurin, 2021; Eijk et al., 2021)

ACE2 je zodpovedny za degradaciu vazokonstriktora angiotenzinu II (Ang) na
vazodilatator Ang 1-7 (Obr. 12). Ang Il produkuje reaktivne formy kyslika a dusika stimulaciou
membranovo viazanej NADPH oxidédzy. Jej degraddciou pomocou ACE2 sa oxidacny stres
zmiernuje, pretoze inhibuje NADPH oxidazu. Ak je ale ACE2 viazany na protein S , bunkova

koncentracia Ang II sa zvySuje. To vedie k zvySenej pritomnosti RONS a nésledne
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k poskodeniu buniek oxidaénym stresom. RONS moézu oxidovat cysteinové zvysky na
peptiddzovej doméne ACE2 receptorov a RBD proteinov SARS-CoV-2, pricom ich udrzuja
v oxidovanych (disulfidovych formach). Oxidacia tiolov na disulfidy mechanizmom
oxida¢ného stresu by mohla zvysit’ afinitu proteinov SARS-CoV-2/ SARS-CoV k receptoru
ACE?2 a zvysit tak zavaznost’ infekcie. (Busse et al., 2020; Hati et Bhattacharyya, 2020; Wen,
2012)

Angiotensinogen

Renin
¥
Angiotensin |
ACE Oxidative stress cnhancer (A
A potent stimulator of NADPH

» oxidase, which is the major source
and primary trigger for ROS
ACE2 generation in various lissues)

Angiotensin Il

v
Oxidative stress reducer «+———— Angiotensin 1-7

Obr. 12 Renin angiotenzin systém, ACE2

Ang Il je povazovany za zosilliovac oxidacného stresu, zatial’ co Ang -7 oxidacny stres redukuje
NADPH oxiddza je hlavnym zdrojom a primarnym spustacom tvorby ROS' v réznych tkanivach
Prevzaté z: Suhail et al., 2020

Pacienti so zdvaznymi infekciami maji zvySené prozapalové makrofagy, neutrofily
a cytokiny, ktor¢ vytvaraja kaskadovy efekt cytokinovych burok veduci az k syndromu akutne;j
respiraénej tiesne. Laboratorne nalezy u tychto pacientov ukazujii lymfopéniu, predizeny
protrombinovy c¢as, zvySené hladiny CRP (C-reaktivny protein), laktatdehydrogenazy,
kreatininkinazy, D-dimérov a plazmatickych cytokinov (IL2, IL6, IL10). Hladina faktorov sa
u pacientov zvysuje s rasticim percentom letality. Mnohé znich poukazuji na systémovu

imunitnu komplikaciu. (Hartog et al., 2021; Wang et al., 2020a)

Zavaznost’ priznakov vyrazne suvisi s vekom, ¢o je mozné vysvetlit' slabSim alebo
nedostato¢ne regulovanym imunitnym systémom. Medzi typické priznaky patri horucka, suchy
kasel’, dychaviénost, zavrate, bolesti hlavy, kibov a svalov, inava a gastrointestinalne priznaky
(hnacky, zvracanie) (Guan et al., 2020; Huang et al., 2020) 2 mesiace po akutnej infekcii hlasi
viac ako 80 % pacientov chronické priznaky, ktoré zahfiiaji tnavu, problémy s dychanim,
bolesti kibov a bolest’ na hrudniku. Tazky zapal pI'ic vedie k chronickym plicnym patolégiam

vratane k vzniku fibrotického tkaniva a plicnych vaskularnych chordéb. Mnoho pacientov
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z rizikovej skupiny trpi poskodenim z dovodu nadmerne aktivnej imunitnej odpovede. Ta
udrziava produkciu cytokinov v pl'ucnom tkanive, ¢o sposobuje infiltraciu imunitnych buniek,
ktoré su zodpovedné za nepretrziti tvorbu S$kdd. Obnova poskodeného tkaniva trva
pravdepodobne mesiace anasledkom su komplikdcie srdca, peCene, obliCiek a riziko

prekonania hematoencefalickej bariéry. (Carfi et al., 2020; Fraser, 2020; Hartog et al., 2021)

3.3.1.4 Diagnostika
Pre kontrolu Sirenia ochorenia je rozhodujuca v€asna diagndza. Klinicky obraz, laboratérne
aradiologické nalezy a histéria expozicie jedincov moézu zvysit podozrenie na infekciu
COVID-19, ale definitivna diagnoza by mala byt’ stanovena potvrdenim pritomnosti virusove;j
RNA v klinickych vzorkach. Sucasnym zlatym Standardom diagnostiky COVID-19 je test
amplifikacie nukleovej kyseliny (NAAT, nucleic acid amplification test). Pomocou RT-PCR
je detekovany geneticky materidl vo vzorke nazofaryngedlneho vyteru alebo sputa. (Konrad et

al., 2020; Salian et al., 2021; Wang et al., 2020b)

Pritomnost’” SARS-CoV-2 virusovych proteinov je detekovand pomocou antigénovych
testov. NajCastejSie zvolenym cielom je nukleokapsidovy protein, pretoze je v klinickych
vzorkach pritomny vo velkom mnozstve. Testy na detekciu protilatok, sit zameriavané na dva
antigény: nukleokapsid alebo spike protein. ELISA a CLIA (chemiluminescent immunoassay)
patria medzi bezne uzivané laboratdrne stanovenia protilatok. (Lai et Wilson, 2021; Lisboa

Bastos et al., 2020; WHO, 2020)

Cas detekcie sa pohybuje od niekolkych minat do niekolkych hodin, v zavislosti od
pouzitej technoldgie. Aj ked je SARS-CoV-2 detekovany z roznych casti dychacich ciest,
virusova zat'az je vysSia vo vzorkach dolnych dychacich ciest. Virusova nukleova kyselina sa
nachadzala aj v krvi a gastrointestindlnom trakte, napriek negativnym vysledkom vzoriek

z dychacieho systému. (Wang et al., 2020c; Wolfel et al., 2020)

3.3.1.5 Terapeutické pristupy
Po celom svete boli prijat¢é mnohé moznosti lie€by pacientov s COVID-19. Pocas
nedostupnosti vakciny je najpouZzivanejSou rekonvalescentnd plazmatickd liecba a opédtovné

pouzivanie liekov. (Kumar et al., 2021)

Plazma ziskand od pacientov, ktory uspeSne prekonali infekciu sa oznacuje ako
rekonvalescentnd plazma (CP, convalescent plasma). Jedna sa o klasicki adaptivnu
imunoterapiu, ktord sa v minulosti pouzivala na liecbu smrtel'nych virusovych ochoreni, ako je

SARS, MERS, Spanielska chripka a ebola. Je extrahovana od darcu, ktory sa zotavil z infekcie
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anasledne podavana infikovanym pacientom. CP poskytuje neutralizatné protilatky proti
infekénému agens, ktoré je dolezité pred podanim plazmy pacientovi s COVID-19 zmerat’. CP
sa nikdy nepouziva samostatne, ale v kombindcii s inymi latkami, napr. s kortikosteroidmi.
Okrem tohto klasického pristupu je snaha identifikovat’ a charakterizovat’ Specifické protilatky
generované zotavujucimi sa pacientmi. Cielom je zistit mozné pouzitie na vyvoj funkénych
metdd liecby COVID-19. (Bloch et al., 2020; Kumar et al., 2021; Marson et al., 2020; Tu et al.,
2020)

Opétovné pouzitie alebo prestavenie lieku (reprofilacia lieku) je pristup k skimaniu uz
schvalenych liekov, ktoré sa pouzivaju k liecbe inych ochoreni. Opakovane pouzivané lieky

pouzité na liecbu COVID-19 je mozné rozdelit’ do piatich kategorii:

e anti-malarické lieky

e lieky proti reumatoidne;j artritide
e modulatory cytokinov

¢ inhibitory proteazy

e ostatné

Znovu pouzitie liekov ponuka vyhody z hl'adiska finan¢nych ndkladov a ¢asu potrebného
v porovnani s vyvojom liekov novych. Zarovei s schvalené Uradom pre kontrolu potravin a
lieC¢iv (FDA, Food and Drug Administration) pre ich farmakologické vlastnosti, bezpecnost’

a klinicku Gc¢innost’ pre int indikaciu. (Kumar et al., 2021; Pushpakom et al., 2019)

Stcasné postupy vyroby vakciny proti SARS-CoV-2 zahfiiajii inaktivované a oslabené
vakciny, vakciny zalozené na virusovych vektoroch, virusovi podjednotku proteinu
S a vakciny zalozené na DNA a RNA. Vzhl'adom na Studie o SARS-CoV a MERS bola urc¢ena
ako najlepsia stratégia cesta Strukturadlneho proteinu. Zo Styroch Struktirnych proteinov virusu,
je spike protein povaZovany za najsl'ubnejsi pre vyvoj vakcin, pretoze je spolo¢ny pre rdzne
koronavirusy a je vystaveny imunitnému systému jedinca, ¢o umoznuje telu vytvorit’ imunitna
odpoved’. Dochédza k silnej indukcii protilatok, ktoré blokuji viazbu s receptorovymi bunkami

hostitel'a v pl'icach. (Amanat et Krammer, 2020; Begum et al., 2021; Salian et al., 2021)
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Vyber pacientov

Ciel'om prace bolo stanovenie miery oxida¢ného poskodenia DNA vplyvom ochorenia

COVID-19. Do studie bolo zaradenych 10 pacientov (Tabul'ka 1), muzov aj Zien v kritickom

stave vo veku od 42 do 79 rokov. Vyluovacimi kritériami boli iba silny nikotinizmus

a prekonané onkologické ochorenie s aktivnou liecbou za posledny rok.

Kazdému znich boli odobrané vzorky venodznej krvi s heparinom (4 ml), ako

protizrazlivym c¢inidlom a to v prvy, treti a siedmy den hospitalizacie. VSetky vzorky sa

spracovali do 24. hodin. Odber vzoriek bol schvaleny etickou komisiou Fakultnej nemocnice

v Hradci Kralové.

Tabulka 1 Stuhrnny zoznam udajov o pacientoch vybranych pre nds experiment

CI,SIO Pohlavie | Vek Liec¢ba Osobna anamnéza BMI
pacienta
1 M 69 kortikoidy, r§mdeis1V1r, DM II. typu 247
plazma, vitaminy
o . DM II. typu, ICHS,
2 M 68 kort1}<c?1dy, V1tafn1ny, obezita, arterialna 38,1
minitrombolyza : ,
hypertenzia, artr6za
3 M 57 kortikoidy, vitaminy arteridlna hypertenzia | 25,2
4 M 70 kortikoidy, vitaminy arteridlna hypertenzia 26
kortikoidy, remdesivir, arteridlna hvoertenzia
5 F 70 plazma, vitaminy, ) ‘yl? ) > 1 23,1
. . dyslipidémia
ivermektin
DM II. typu, arteridlna
6 M 79 kortikoidy, rf:md?swm .h.yp’ert.enm'a,' ’ 33.9
plazma, vitaminy dyslipidémia, silikdza
pluc
o L obezita, asthma
7 M 61 kortikoidy, vitaminy bronchiale 35
o o arterialna hypertenzia,
8 M 42 Kortikoidy, vitaminy asthma bronchiale 27,8
DM II. typu, ICHS,
9 M 68 kc?rtﬂ«’)ldy, rer‘n'des1V1r, obezita, artepalna 32.4
vitaminy, tocilizumab hypertenzia,
dyslipidémia
10 F 76 Kortikoidy, vitaminy obezita, arteridina | 5 5
hypertenzia
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Kedze iSlo o pilotna Stadiu, cielom bolo poskytnutie prvych tdajov o moznom
potenciali SARS-CoV-2 poskodzovat’ 'udski DNA a ziskané vysledky by mohli rozsirit

znalosti 0 novom koronaviruse.

Sucast'ou experimentu bola aj kontrolnd skupina pacientov oboch pohlavi vo veku od

63 do 77 rokov.
Vylucovacie kritéria kontrolnej skupiny pacientov:

e onkologickd anamnéza s aktivnou lie¢bou za posledny rok
¢ silny nikotinizmus

e COVID-19 pozitivita

4.2 Pristroje
e Analytické vahy (Sartorius)
e Centrifiga 5702R Eppendorf (Eppendorf, Germany)
e Centrifiga minispin Eppendorf AG22331 (Eppendorf, Germany)
e Elektroforetickd vana (Thermo scientific, USA)
e Fluorescencny mikroskop — Nicon eclipse 80 i (NICON INSTRUMENTS INC., USA)
e chladnicka
e Mikroskop B-352 PL (OPTIKA microscopes, Italy)
e pH meter
e Termobox (Thermo Scientific)
e Ortutova lampa (NICON INSTRUMENTS INC., USA)
e Platnicka Jenway 1000 (P-LAB a.s., Czech Republic)
e Pro SCAN II (Prior Scientific Instruments Ltd, Great Britain)
e Progres MF, laserovy opticky systém (Jenoptik, Germany)
e Pocitac
e Vodna kupel' ZP 09824 (KUNZ, Germany)

e Zdroj pre elektroforézu

4.3 Pomocky

e Birkerova komorka (Zavody primyslové automatizace, Czech republic)
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e Falkonka 20 ml (Sarstedt, Australia)

e Flase na roztoky 500 ml

e Halogénova ziarovka s vykonom 1000 W

e HelLa bunky

e Kadicky 50, 120, 250, 400 a 2000 ml (Simax, Czech Republic)

e Kirycie sklicka - Memel Gldser 22x22 mm (Thermo Scientific, USA)

o Kyvety

e Liekovky na agarozy

¢ Nitrilové rukavice (Semper care, Austria)

e Odmerné valce 10, 50, 250 ml (Simax, Czech Republic)

e Pasteurove pipety (Sarstedt, Australia)

e Pipety 100 a 1000 ul (International Labmate Limited, United Kingdom)
e Podlozné sklicka - Memel Gléser Superfrost plus (Thermo Scientific, USA)
e Eppendorf skimavky 1,5 ml (Eppendorf, Germany)

e Skumavky 10 ml (Gama group a.s., Czech Republic)

Spicky 100 a 1000 pl (Sarstedt, Australia)

4.4 Chemikalie
e Agardza na elektroforézu (Sigma Aldrich, USA)
e BSA - hovidzi sérovy albumin (s) (Sigma Aldrich, USA)
e Dithiotreitol (Sigma Aldrich, USA)
e Enzymy (FPG A ENDO III) (Biolabs, Inc.)
e Etidium bromid (Thermofisher Scientific)
e EDTA - kyselina etyléndiamintetraoctova (Sigma Aldrich, USA)
e Fotosenzibilizator Ro 19-8022
e Glycerol (Sigma Aldrich, USA)
e H>O; - peroxid vodika (Penta)
e HCI - kyselina chlorovodikova (Penta)
e HEPES - 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetanesulfonova kyselina (s) (Sigma Aldrich,
USA)
e HMPA - high melting point agarose (Sigma Aldrich, USA)
e KCI - chlorid draselny (s) (Sigma Aldrich, USA)
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e [LMPA - low melting point agarose (Sigma Aldrich, USA)

e LSM - lymphocyte separation medium (PromoCell)

e NaCl - chlorid sodny (s) (Sigma Aldrich, USA)

e NaOH - hydroxid sodny (s) (Sigma Aldrich, USA)

e PBS - fosfatovy roztok s chloridom sodnym (tablety) (Sigma Aldrich, USA)
e Redestilovana voda

e TRIS - tris(hydroxymethyl)aminometan (Sigma Aldrich, USA)

e Triton X-100 (Sigma Aldrich, USA)

4.5 Stanovenie oxida¢ného poskodenia DNA metédou Comet assay

4.5.1 Postup metody

4.5.1.1 Priprava roztokov

Elektroforeticky pufor (ELFO pufor) si pripravime rozpustenim 24 g NaOH v 2 litroch
redestilovanej vody a priddme 4 ml 0,5M EDTA.

Roztok 0,5M EDTA sa pripravi rozpustenim 14,612 g do 100 pl redestilovanej vody.
Ked'Ze je EDTA vo vode malo rozpustna, je nutné zvysit pH pridanim NaOH (rozpustnost’ pri

20°C je 0,5 g EDTA/I vody).

Na pripravu lyzaéného pufra rozpustime 146 g NaCl, 29,2 ¢ EDTA a 1,2 g TRIS, do
objemu 1000 ml redestilovanej vody a pH upravime pH metrom pomocou NaOH (pH = 10).
Do takto vopred pripraveného pufra priddme Triton X, aby vznikol 1 % lyzacny roztok.

Vysledny objem roztoku v 1 kyvete je 60 ml.

Neutralizacny pufor pripravime pridanim 96,612 g TRIS do 2000 ml redestilovane;j

vody. Pomocou koncertovaného roztoku HCI upravime pH na 7,5.

ENDO pufor sa pripravi zmieSanim 14,9 g KCl, 19,06 g HEPES, 2,92 ¢ EDTA a 0,4 g
BSA do 2000 ml redestilovanej vody. Pridanim KOH upravime roztok na pH 8,0.

Fosfatovy pufor (PBS) sa pripravuje rozpustenim jednej zasobnej tablety v 200 ml

redestilovanej vody.

Vsetky pufre si uchovéavané v chladnicke. Jedingy ENDO pufor tvori vynimku a je

skladovany v mraznicke a rozpuStany tesne pred pouZzitim.

Roztoky agar6z (LMPA a HMPA) su pripravené rozpustenim predvazené¢ho mnozstva

agarozy v PBS tak, aby vznikol ich 1% roztok. Rozpustanie prebieha vo vodnom kupeli pri
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vysokej teplote. Mikroskopické sklicka su vopred potiahnuté agardézou pre elektroforézu, aby
na nich d’alSie vrstvy agar6z pevne drzali. 1% roztok agardzy pre elektroforézu je pripravovany
obdobnym sposobom, s tym rozdielom ze rozpustadlom nie je PBS, ale redestilovana voda.
Gély mozeme uzivat’ opakovane, pokial’ nenadobudnu bielu farbu, kedy uz nie su vhodné na

d’alsiu aplikéciu.

4.5.1.2 Priprava skli¢ok

Mikroskopické sklicka si prevarime v 10% roztoku peroxidu vodika (mdZeme pouZit’ aj
roztok etanolu) 20 minuat. Nésledne ich oplachneme v redestilovanej vode a nechame uschntt’
vo vertikdlnej polohe. Medzitym si pripravime 1% roztok agardzy pre elektroforézu (1 g

agarozy na 100 ml redestilovanej vody).

Vysusené sklicka ponarame do 1% roztoku horucej agarozy v kadicke. Mikroskopické
sklicko drzime za horny okraj pomocou pinzety a pripadne sa ho snazime neponarat’ celé, aby
bolo mozné skli¢ka v zabrusenej Casti popisat’. Sklicka pondrame nastojato a vzdy na dvakrat.
Je potrebné pracovat’ rychlo, aby na vrchu sklicka vznikal krasne tenky film. Spodna strana sa
otrie buni¢inou. Ak sa na povrchu tvoria mapy roztoku agardzy, znamena to Ze agardza nie je
rovnomerne rozprestretd po celej ploche a sklicko nie je vhodné na d’alSie pouzitie. K tuhnutiu
roztoku dochadza pomerne rychlo a preto je vhodné vlozit' kadicku s agardézou do vodného

kapera.

Potiahnuté sklicka vyskladdme na plech a nechame v suSiarni 1 hodinu pri teplote 60°C.
Skli¢ka je nutné oznacit’ malym kriZzikom v zabriisenej Casti, na strane ktord je potiahnutou
agardzou. Takto pripravené sklicka st uchovavané v histologickych krabiciach, kde su

chranené pred prachom a necistotami.

4.5.1.3 Izolacia lymfocytov

Do 10 ml skumavky napipetujeme 4 ml LSM anan opatrne navrstvime rovnakeé
mnozstvo krvi (via¢Sinou celd odberova skimavka). Centrifugujeme 30 minat, pri 20°C a 1500
otackach. Rozdelenie do jednotlivych vrstiev po centrifugacii je zndzornené na obrazku nizsie
(Obr. 13). Po dotoceni sa vytvori lymfocytarny prstenec, ktory odoberieme pomocou
Pasteurovej pipety a prenesieme do 20 ml plastovych falkoniek. Od tohto kroku sa pracuje na

l'ade.

K ziskanému lymfocytarnemu prstencu priddme priblizne 10 ml PBS a dame znova
stoCit, tentokrat pri 8°C, 1500 otackach na 10 minut. Po dotoceni sa na dne falkonky vytvori

pelet, vrchny supernatant zlejeme a pelet resuspendujeme v presnom objeme, 10 ml PBS.
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Presny objem je dblezity pretoze z vytvoreného roztoku odoberame vzorku na pocitanie buniek

v Blirkerovej komoérke pod stonasobnym zvacsenim (ZIty objektiv).

Centrifuge

mono-

nuclear

layer
L5M

whole
blood

L5M

RBC +
granulocytes

Obr. 13 Izolacia lymfocytov pomocou LSM
Prevzaté z: BioVision, 2018 (online) (upravené autorom)

Falkonku opét’ stoc¢ime pri 8°C na 1500 otacok po dobu 10. minut. Po stoceni zlejeme
supernatant a priddme taky objem PBS, aby sme ziskali roztok s koncentraciou 2 miliony
buniek/1 ml roztoku. Z tohto roztoku odoberieme 1 ml, ktory ddme nasledne stocit’ na 5 mintt
pri 4000 otackach a 4°C. Po stoceni a oddeleni supernatantu a peletu ziskame extrakt, ktory je
mozné d’alej vyuzit’ pre stanovenie reparacii na bunkovych linidch. Poslednym krokom je

d’alSie riedenie, a to na koncentraciu 1 milidon buniek/1 ml roztoku.

4.5.1.4 NanaSanie buniek na sklicka

Dopredu pripravené sklicka potiahnuté agar6zou pre elektroforézu si popiSeme, aby sme
ich vedeli identifikovat’. Z roztoku lymfocytov, ktory sme si nariedili na 1 milién buniek/1 ml,
odoberieme 35 pl a prenesieme do vychladenej ependorfky, s ktorou budeme d’alej pracovat’.
Pre kazda vzorku si pripravime gély v duplikatoch. V nasom pripade budi na kazdom sklicku
2 samostatné gély (2 Eppendorf skimavky). Z krvi jedného pacienta ziskame celkovo 3 sklicka:
pre analyzu SSB (jednoret’azové zlomy), pre analyzu oxidovanych purinov (FPG) a pre analyzu

oxidovanych pyrimidinov (ENDO III).

Agarézy (HMP a LMP) rozpustame na vyhrevnej platni v kadickach vystlanych
bunicinou, dokial’ nevznikne ¢iry, viskdzny roztok. Zatial’ co budeme HMP agar6zu nanésat’ na
sklicka, nechame LMP agar6zu vychladit’ na 37°C vo vodnom kupeli. Tento krok je dolezity

z dovodu zachovania celistvosti buniek (vysoka teplota bunky poskodi). Medzitym, na
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agarozou pre elektroforézu vopred potiahnuté a oznac¢ené mikroskopické sklicko napipetujeme
85 ul HMP agar6zy a ihned’ prekryjeme krycim sklickom (2 x 22 mm). Takto pripravené
sklicka vyskladdme na vychladeny plechovy podnos a premiestnime do chladnic¢ky priblizne

na 10 minut. Je dolezité, aby agar6za dostatocne stuhla a na sklickach drzala.

Po uplynuti ¢asu stiahneme krycie sklicka z vychladeného a zatuhnutého gélu plynulym
pohybom palca. Pokracujeme zmieSanim 85 pul vytemperovanej LMP agardzy s bunkami
v ependorfkach (35 ul), ktoré boli doteraz na 'ade. Na uz zatuhnutt HMP agar6zu pipetujeme
zmes buniek a gélu a prekryjeme krycim sklickom, ktoré sme stiahli z HMP agar6zy. Sklicka
opat’ vyskladame na plechovy podnos a nechame stuhnit’ v chladnicke (asi 10 minut). Pocas
nandSania oboch typov agardz je nutné pracovat rychlo, aby gél nestihol stuhnit’ skor nez pracu

dokonc¢ime.

4.5.1.5 Lyza
Do pripravené¢ho zasobného lyzacného pufra priddme Triton X, aby ndm vznikol 1%
lyzaény roztok (viz. vyssie). Pred pouzitim na lyzu buniek musi byt roztok zhomogenizovany

(rozmieSame na platni s magnetickou mieSackou) a vychladeny (v chladnicke).

Po stuhnuti agardz s bunkami stiahneme krycie skli¢ka a mikroskopické sklicka vlozime
do kyvety tak, aby sa navzdjom nedotykali. Kyvetu nasledne naplnime pripravenym 1%
lyzaénym pufrom, tak aby pokryval celt plochu agar6z. Skli€ka v kyvete (vzorky) nechame
lyzovat’ v chladnicke minimalne 1 hodinu (podl'a niektorych zdrojov mézeme nechat’ 24 hodin
az 2 tyzdne bez poskodenia buniek). Pocas lyzy dochadza k deStrukcii membranovych
proteinov a v géle ostavaji nukleoidy, ktoré st po nafarbeni viditelné pod fluorescenénym

mikroskopom.

4.5.1.6 Ovplyvilovanie enzymami

Vzorky urc¢ené na identifikaciu Specifickych 1ézii (oxidované pyrimidiny a puriny) sa
vystavia posobeniu Specifickych enzymov. Sklicka s oznacenim SSB ostdvaji v lyzatnom
roztoku. Je potrebné si vopred rozmrazit ENDO pufor a vytemperovat’ termobox na 37°C.
Skli¢ka s oznacenim FPG a ENDO III vyberieme z kyvety s lyzacnym roztokom a premyjeme
v ENDO pufri (3 x 5 minat). Enzymy rozmrazujeme tesne pred pouzitim. Na urcené sklicka
napipetujeme 30 pl pozadovaného enzymu, prekryjeme krycim sklickom a ulozime do

uzatvaratel'nej nadobky s navlhéenou buni¢inou. Nechame inkubovat’ 45 minut v termoboxe.

Medzitym si pripravime elektroforeticky pufor. Zhomogenizujeme ho na platni

s magnetickou mieSackou, nalejeme do predpripravenych sklenenych flia§ aulozime do
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chladnicky. Aby bol roztok dostato¢ne vychladeny je lepsSie ho pripravit’ o nieco skor (napr.

eSte pred izolaciou lymfocytov).

4.5.1.7 Alkalické rozleptanie

Po inkubadcii s enzymami nasleduje alkalické rozleptanie. Mikroskopické sklicka uz bez
krycich skli¢ok naskladdme do elektroforetického tanku s vychladenym ELFO pufrom.
Ulozenie sklicok musi byt jednotné (zabrisené Casti smeruju doprava) a musia byt uplne
ponorené (zaroven nesmu plavat, musia byt fixované na jednom mieste). Vzorky su takto

vystaven¢ alkalickému rozleptdvaniu po dobu 40 minut.

4.5.1.8 Elektroforéza

Po 40. minUtach rozleptavania nasleduje 30 minat vlastnej elektroforézy.
Prostrednictvom vodi¢ov napojime k tanku zdroj, na ktorom nastavime vhodné podmienky,
ktorymi st kons$tantné napitie (25 V), ¢as a po zapnuti zdroja elektricky prud (upravujeme na
300 mA odoberanim alebo priddvanim objemu elektroforetického pufru). Musime dbat’, aby
hladina pufru neklesla pod troven sklicok (sklicka nesmu byt na suchu). Pri spravnom priebehu
elektroforézy su vidite'né bublinky prudiace v roztoku. V tomto kroku smeruju zaporne nabité

useky DNA k anode a vytvaraju ,,kométy*.

4.5.1.9 Neutralizacia
Po ukonceni elektroforézy sklicka vyberieme z elektroforetického tanku aihned
vyskladame do kyvety. Premyjeme neutralizaénym pufrom (3 x 5 minut). Nasledne eSte

premyvame 5 minut v redestilovanej vode.

V celom postupe je nutné pouzivat’ redestilovanta vodu. Vplyvom obycajnej vody moze
dojst’ k Iyze buniek pdsobenim osmotického tlaku. Zarovenn musi byt’ pri kazdej vzorke vzdy

dodrziavany rovnaky ¢as v ramci jednotlivych krokov.

4.5.1.10 Farbenie

Sklicka m6ézeme nechat’ vol'ne vysusit’ a odlozit’ pre neskorSie vyhodnocovanie alebo
thned’ aplikovat’ farbivo etidium bromid (20 pl). Prekryjeme krycim sklickom a nechame
chvil'u inkubovat’ (5 minut). Sklicka su takto pripravené na hodnotenie a preparat vlozime pod

objektiv mikroskopu.

Ak chceme vyhodnocovat bunky neskér, (vyhodnocujeme tak vacsi pocet sklicok
naraz) musime ich najskor aktivovat’ premyvanim v redestilovanej vode po dobu 5. minit. Dalsi

postup je rovnaky.
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4.5.1.11 Hodnotenie komét
Fixované bunky na sklickach hodnotime po predchdadzajuicom farbeni pod
fluorescenénym mikroskopom v spojeni s optickou zostavou (NIKON INSTRUMENTS INC.,

USA) napojenou na pocitac s vyuzitim programu LUCIA Comet Assay (Laboratory Imaging,
Czech Republic).

Cas medzi farbenim vyuZijeme na spustenie po¢ita¢a, zapneme Pro SCAN II, lampu
a nakoniec fluorescencny mikroskop. Toto poradie je nutné dodrzat (po ukonceni prace
vypiname presne v opacnom poradi). Pouzivame objektiv s 10 nasobnym zvicSenim
a nastavime rezim 3 - zelené svetlo pre etidium bromid. Po spusteni programu LUCIA Comet
Assay vidime biele objekty na ¢iernom pozadi. Bunky, ktoré hl'addame maju gul'ovity tvar
s neostrymi okrajmi (pripominaji slniecko). (Obr. 14) Iné biele utvary s ostrymi okrajmi mozu
byt rozne Castice zanesené pri spracovavani vzoriek. (Obr. 15) Pomocou makro a mikroskrutky

si obraz zaostrujeme.

Obr. 14 Bunka zobrazend v programe LUCIA Comet Assay

Na vyber mame automatické a manualne oznaCovanie buniek. V nasej stadii sme sa
rozhodli pre vlastné oznacovanie, pretoze program neoznacoval celé bunky, ale iba hlavy komét
bez chvosta a naSe vysledky tak boli skreslené. Lavym tlac¢idlom na mysi sa oznaci vybrana
bunka do rdmceka a pravym tla¢idlom vyber potvrdime. V rdmci jedného zorného pola
hodnotime vsetky oddelené (samostatné) bunky. Ak vidime, e ma bunka prediZent hlavu,

moze ist’ o prekrytie dvoch buniek. Tieto bunky nehodnotime. (Obr. 15)
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Pri hodnoteni gélu sa ststred’'ujeme na stredovl oblast’, pretoze v okrajovych Castiach
je poskodenie DNA vyssie kvoli moznému mechanickému poskodeniu buniek a mohlo by
dochadzat’ faloSnému navysSeniu hodnot % tail DNA. Taktiez si musime vytvorit systém
prezerania jednotlivych sklicok (napr. meandrovity pohyb), ked’ze program nie je schopny

rozoznat’ uz zhodnotené lymfocyty.

V ramci jedného gélu sa hodnoti 50 buniek, sumarne je to 100 buniek, pretoze sme
vzorky robili v duplikatoch. Vysledky kazdej bunky st zapisované v tabulke dat, ktoré je
mozné exportovat’ do excelovského suboru (Tabulka 2). Po dokonc¢eni hodnotenia odoberieme
krycie sklicka, gély premyjeme v redestilovanej vode a nechame vyschnuat. Suché, uskladnené

sklicka nam sluzia pre d’alSie pripadné hodnotenie.

_aﬂ;, iR

Obr. 15 Zorné pole v programe LUCIA Comet Assay
1. prekrytie dvoch buniek (nehodnotime)

2. samostatnd poskodenda DNA (hodnotime)

3. necistota (nehodnotime)

47



Tabulka 2 Vysledna tabulka hodnét poskodenia DNA ziskana pomocou obrazovej analyzy LUCIA

Comet Assay
Head DNA (%) Tail DNA (%) Integral Intesity |Head Radius |Tail Length |Tail Moment |Olive Moment [Head Area |Tail Area
1 97,01 2,9 1188,68 9,75 1,97 0,06 0,27 294,09 35,24
2 98,2 1,8 697,32 9,13 1,64 0,03 0,16 220,6 17,89
3 95,3 4,7 543,99 8,26 2,3 0,11 0,37 218,01 31,79
4 99,25 0,75 946,46 7,78 0,98 0,01 0,05 180,08 9,7
5 98,4 1,6 434,81 7,92 1,31 0,02 0,13 190,53 10,56
b 95,35 4,65 389,69 7,31 2,95 0,14 0,35 164,88 24,57
7 46,3 53,7 229,68 55 11,49 6,17 4,57 99,9/ 149,69
8 55,99 44,01 357,42 6,68 10,18 4,48 3,95 155,07| 169,51
9 79,9 20,1 767,91 7,88 7,55 1,52 1,85 212,3| 138,16
10 96,67 3,33 891,32 9,28 3,28 0,11 03 266,18 36,64
11 96,46 3,54 997,3 8,18 3,94 0,14 0,29 208,53 38,9
12 93,13 6,87 657,7 8,62 3,94 0,27 0,62 230,83 52,8
13 99,41 0,59 578,55 7,32 0,33 0,002 0,04 161,43 4,96
14 95,16 4,84 937,74 8,19 4,27 0,21 0,46 201,74 48,6
15 99,59 0,41 730,31 6,57 0 0 0,02 139,23 3,99
16 83,57 16,43 551,72 7,99 4,6 0,75 13 226,52 93,76
17 99,49 0,51 735,11 7,04 0,66 0,003 0,03 151,95 5,28
18 99,7 0,3 792,48 7,71 0 0 0,02 177,38 3,66
19 94,7 53 414 1,77 2,63 0,14 0,41 191,18 29,74
20 98,12 1,88 612,3 7,02 0,98 0,02 0,12 154,75 13,26
21 98,59 1,41 688,42 7,89 0,98 0,01 0,1 194,62 10,24
22 96,17 3,83 417,47 7,28 23 0,09 0,27 165,2 20,91
23 99,86 0,14 743,37 7,55 0 0 0,01 176,41 1,72
24 97,71 2,29 653,74 7,83 1,31 0,03 0,17 188,16 19,29
25 99,81 0,19 887,83 7,88 0 0 0,01 187,73 2,59
26 99,28 0,72 465,02 7,36 0,33 0,002 0,05 160,14 55
27 91,74 8,26 1718,2 10,75 5,25 0,43 0,89 384,94 120,27
28 90,93 9,07 704,19 9,8 4,6 0,42 0,93 284,39 77,59
29 99,94 0,06 1072,63 9,19 0 0 0,005 253,68 1,08
30 99,72 0,28 626,76 8,61 0 0 0,02 217,69 3,13
31 98,04 1,96 913,09 9,79 1,64 0,03 0,18 293,01 24,46
32 94,67 533 920,4 11,56 3,61 0,19 0,61 395,18 56,79
33 98,88 1,12 1489,9 10,26 1,31 0,01 0,11 304,44 20,8
34 99,82 0,18 2106,02 11,7 0 0 0,02 410,48 56
35 98,12 1,88 661,35 8,68 2,63 0,05 0,17 214,13 22,31
36 94,13 5,87 572,31 9,41 3,61 0,21 0,57 264,13 49,46
37 99,29 0,71 1018,54 8,67 0,33 0,002 0,06 226,31 10,56
38 98,98 1,02 900,82 7,86 0,66 0,01 0,07 188,8] 12,61
39 99,62 0,38 879,3 8,07 0,33 0,001 0,03 198,72 4,74
40 95,86 4,14 277,3 7,68 1,64 0,07 0,31 173,39 16,92
41 99,7 0,3 658,19 8,54 0 0 0,02 223,83 3,13
42 959,71 0,29 889,87 7,88 0 0 0,02 192,04 3,77
43 74,47 25,53 343,38 7,68 8,21 2,1 2,37 189,02| 108,84
44 68,8 31,2 568,75 8,6 8,86 2,77 3,04 268,55 168,11
45 74,36 25,64 259,01 7,15 9,85 2,52 2,37 145,27 88,26
46 98,82 1,18 949,86 8,64 1,31 0,02 0,1 223,07 13,79
a7 92,74 7,26 848,64 9,76 4,6 0,33 0,71 310,58 68,54
48 99,21 0,79 765,16 8,3 0,66 0,01 0,06 209,5 8,73
49 77,52 22,48 512,07 8,57 16,41 3,69 2,24 243,23 129,75
50 90,07 9,93 424,48 8,44 4,6 0,46 0,82 228,89 53,45
Head DNA (%) |Tail DNA (%) | Integral Intesity |Head Radius |Tail Length | Tail Moment |Olive Moment [Head Area |Tail Area
Mean 92,97 7,03 747,89 8,35 3 0,55 0,63 219,21 41,03
Median 97,87 2,13 700,76 8,12 1,64 0,04 0,18 209,01 20,85
SD 11,32 11,32 347,47 1,19 3,49 1,26 1,02 63,45 46,73
Minimum 46,3 0,06 229,68 55 0 0 0,005 99,9 1,08
Maximum 99,94 53,7 2106,02 11,7 16,41 6,17 4,57 410,48 169,51
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4.5.2 Statisticka analyza
V Sstatistickej analyze sme porovnavali poskodenit DNA medzi jednotlivymi diami

hospitalizacie pomocou parametru % tail DNA.

Hodnotenie prebehlo v Exceli a Statistickom programe GraphPad Prism pomocou
jednofaktorovej ANOVY pre opakované merania. Pre urCenie Statistickej vyznamnosti bola
stanovena hladina vyznamnosti 5 % (p < 0,05). Priebeh hospitalizacie jednotlivych pacientov

bol graficky znazorneny pomocou bodovych grafov.

Zaroven sme porovnali vysledné hodnoty % tail DNA v prvy den hospitalizacie
s hodnotami kontrolnej skupiny v Exceli pomocou dvojvyberového t testu s nerovnostou

rozptylov.

4.6 Stanovenie reparacie DNA metodou Comet Assay

Pomocou modifikovanej kométovej analyzy bola stanovend aktivita repara¢nych
enzymov. Hlavnym principom je urcenie schopnosti lymfocytov realizovat’ pociatoény krok pri
reparacii poSkodenej Casti DNA. Inkubujeme lyzované HelLa bunky s urcitym typom lézie
spolu s extraktmi, ktoré sme ziskali z lymfocytov pacientov. Enzymy BER nachadzajice sa
v extraktoch st schopné rozpoznat’ Specifické miesto, kde vytvoria jednoretazovy zlom, ktory
odhalime prave pomocou alkalickej jednobunkovej gélovej elektroforézy. (Collins et

Horvathova, 2001)

4.6.1 Postup metody

4.6.1.1 Priprava pufrov

Pufor A sme pripravili z45 mM HEPES, 0,4 M KCl, 1 mM EDTA, 0,1 mM
dithiotreitolu a 10% glycerolu. S pouzitim KOH sme upravili pH na 7,8 a pridali sme 10 pul 1%
TRITONu X.

Pufor F sme pripravili z45 mM HEPES, 0,25 mM EDTA, 0,3 mg/ml BSA a2%

glycerolu. Znova sme upravili pH na hodnotu 7,8 pomocou KOH.

Kontrolny roztok bol pripraveny zmieSanim 200 pl pufra A, 1 ml pufra F a 48 pl 1%

roztoku Tritonu X. 1% roztok Tritonu ziskame pridanim Tritonu X do pufra A.

Vsetky ostatné pouzivané roztoky su rovnaké, ako pri stanovovani oxidacného

poskodenia DNA.
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4.6.1.2 Priprava HeLa buniek
HeLa bunkové linie sme ziskali od Katedry farmakoldgie a toxikoldgie na Farmaceutickej

fakulte v Hradci Kralové.

Pred samotnym experimentom boli HeLa bunky trypsinizované a nariedené na koncetraciu
I milién buniek na 1 ml. Nasledne sme k bunkam pridali roztok fotosenzibilizatora (Ro 19-
8022) avystavili ich viditelnému svetlu zo vzdialenosti 33 ¢cm na 5 minuat. Pouzili sme
halogénovu ziarovku s vykonom 1000 W a bunky boli po cely ¢as ulozené na I'ade, aby nedoslo
k ich prehriatiu. Vplyvom fotosenzibilizatora dochadza k vzniku singletového kyslika, ktory
indukuje vznik modifikovanych purinov (8-0xoG). Prave opravu tychto 1ézii sme merali po

inkubécii s extraktom (pripraveny z lymfocytov).

35 pl buniek sme zmiesali s 85 ul LMP agardzy a naniesli na mikroskopické sklicko
potiahnuté agar6zou pre elektroforézu a vrstvu HMP agarézy (rovnako, ako pri merani
oxida¢ného poskodenia). Prekryli sme krycim sklickom a nechali zatuhnut’ v chladnicke.
Potom sme krycie sklicka stiahli a mikroskopické sklicka vyskladali do lyzacného roztoku

v kyvete na 1 hodinu. Po lyze nasledovalo premyvanie v PBS pufri (3 x 15 minut).

4.6.1.3 Priprava extraktov a inkubacia
Popis izolacie lymfocytov z vendznej krvi pacientov sa nachddza v experimentalnej

Casti tejto prace v kapitole o stanoveni oxida¢ného poSkodenia DNA (kapitola 4.5.1.3).

K peletu lymfocytov sme pridali 20 pl pufra A a 5 pl 1% roztoku Tritonu. Zmes je nutné
dostato¢ne zvortexovat’ a nasledne centrifugovat’ 10 minat pri 4°C a 10000. otackach. Na
stenach skimaviek sa zachytili rozbité Casti lymfocytov a supernatant, ktory obsahuje aktivne
enzymy, ktoré sme si premiestnili do novych ependorfiek a pridali k nim 80 pl pufra F. Do ich

pouzitia boli uloZzené na l'ade.

30 pl pripravenych extraktov sme aplikovali na lyzované HeLa bunky v gély, prekryli
krycim sklickom a nechali inkubovat’ 45 minut pri teplote 37°C v termoboxe. Zaroven sme si
vyhradili gély s HeLa bunkami, ktoré nam slizili ako kontroly. Ako pozitivhu kontrolu sme
pouzili HeLa bunky s 35. pul enzymu FPG (kontrola neobsahovala enzymy extraktov). Pri
negativnej kontrole sme k HeLLa bunkam aplikovali 35 pl kontrolného roztoku. Poc¢as inkubacie
prebieha reparacia modifikovanych purinov v HeLa bunkach pdsobenim repara¢nych enzymov

v extraktoch. Po uplynuti ¢asu ulozime sklicka na I'ad, aby sme reparaciu zastavili.
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Dalsi postup je rovnaky, ako u stanovenia oxidaéného poskodenia DNA. Mikroskopické
sklicka su bez krycich sklicok vyskladané to elektroforetického tanku s ELFO pufrom, nechaju
sa rozleptavat’ 40 minut a potom podliehaju elektroforéze (25 V, 300 mA, 30 minut). Nasleduje

premytie v neutraliza¢nom pufri a farbenie etidiom bromidom pre fluorescencné hodnotenie.

4.6.1.4 Hodnotenie a Statistika
Na vyhodnotenie sme pouzili softvér LUCIA Comet Assay (Laboratory Imaging, Czech

Republic) pre obrazovu analyzu buniek. Zhodnotili sme 50 komét v kazdom gély.

Hlavym parametrom na hodnotenie poskodenia DNA bol znova % tail DNA. Pomocou
jednofaktorovej ANOVY sme urcili Statisticki vyznamnost' poskodenia hospitalizovanych
pacientov. Hladinu poSkodenie DNA experimentalnej skupiny pacientov sme porovnali so

skupinou kontrolnou.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanovenie poSkodenia DNA

5.1.1 Statisticka vyznamnost

Statistické hodnotenie prebehlo v programe GraphPad Prism pomocou jednofaktorovej
ANOVY pre opakované merania. Stanovovanym parametrom bolo percento DNA vo chvoste
poskodenej bunky. Porovnavali sme namerané hodnoty medzi prvym, tretim a siedmym ditom
hospitalizacie a vysledky medzi jednotlivymi diiami na hladine a = 0,05 vysli Statisticky
nevyznamné pri vSetkych troch stanovovanych parametroch (SSB, FPG, ENDO III). Pre
jednoretazové zlomy bola stanovena Statistickd vyznamnost p < 0,73, pre oxidované

pyrimidiny p < 0,3 a pre oxidované puriny p < 0,16. (Tabulka 3)

Tabulka 3 Statistickd vyznamnost merani

Statisticka vyznamnost’ p < 0,05
SSB 0,73
FPG 0,16
ENDO III 0,30

Poskodenie sme stanovovali v 100 bunkéach (50 buniek na 1 gél, gély boli nanesené
duplicitne) ukazdého pacienta. Hodnoty z duplikdtov sme najskor spriemerovali a pri
hodnoteni Statistickej vyznamnosti a zostavovani grafov sme pracovali uZ iba s tymito datami.
Spriemerované hodnoty celkového poskodenia v celej skupine (prvy, treti a siedmy den
hospitalizacie) pre pozorované parametre su zhrnuté v tabul’ke €. 4. BohuZial’ u troch pacientov
(konkrétne €. 7, 8 a 10) sme neziskali hodnoty poskodenia v posledny (siedmy) den pre

parameter FPG, z dovodu nedostatku tohto enzymu.

Dalej sme porovnavali hladinu poskodenia DNA u pacientov z experimentélnej skupiny
so skupinou kontrolnou pomocou t testu. Na zaklade vysledkov ziskanych pomocou
dvojvyberového F testu pre rozptyl sme si na urCenie Statistickej vyznamnosti vybrali
dvojvyberovy t test s nerovnostou rozptylov. V dvoch pripadoch, konkrétne pre parameter FPG
v prvy deni hospitalizacie a pre SSB v siedmy defi nam vysli Statisticky vyznamné rozdiely
hodndt. Stanovena Statistickd vyznamnost’ pre oxidované puriny aj pre jednoretazové zlomy
bola p < 0,04. K véc¢Siemu poskodeniu DNA doslo v prvom pripade u kontrolnej skupiny.

Statisticka vyznamnost’ vietkych merani je zhrnuta v tabulke ¢&. 5.
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Tabulka 4 Priemer, median a smerodatna odchylka hodnoty Tail DNA v percentdach pre stanovované typy poskodenia DNA

¢isLo ODBER SsB FPG ENDO Ill
PACIENTA | (ded)
priemer (%) | median (%) |smerodatna odchylka (%)|priemer (%) |medidn (%) |smerodatna odchylka (%) |priemer (%) | median (%) [smerodatna odchylka (%)
1. 2,77 0,38 5,01 2,74 1,22 4,00 4,49 1,23 6,38
1 3. 15,42 7,87 17,87 15,18 7,02 18,60 15,29 8,78 18,07
7. 10,93 1,39 23,25 11,45 2,30 19,12 13,22 9,25 15,46
1 3,54 1,87 6,53 3,04 1,77 3,79 2,86 1,79 3,20
2 3. 3,45 1,66 4,58 6,24 2,80 12,58 4,13 2,70 4,55
7. 2,52 1,37 3,44 3,66 2,23 4,33 4,63 2,78 4,79
1. 3,26 0,79 8,12 1,82 0,53 2,74 3,05 1,74 4,73
3 3. 3,04 0,56 6,83 3,34 1,11 4,42 3,36 1,26 5,07
7. 3,97 0,58 8,64 2,53 0,76 3,92 3,88 1,38 6,38
1. 10,60 7,21 15,06 8,07 4,65 11,45 6,58 4,64 7,62
4 3. 7,72 6,03 6,05 7,97 2,25 12,25 9,99 1,99 13,19
7. 3,30 0,53 6,29 5,66 1,01 9,17 9,23 2,65 12,60
1 0,50 0,26 1,27 0,50 0,31 0,76 0,58 0,27 0,82
5 3. 1,57 0,28 4,38 1,20 0,27 3,11 1,21 0,30 3,48
7. 0,65 0,25 1,66 0,84 0,28 2,35 1,83 0,37 4,63
1 0,73 0,33 1,32 0,94 0,34 2,47 1,75 0,37 4,18
6 3. 2,52 0,56 4,43 3,52 0,68 5,47 4,79 2,68 6,35
7. 2,07 0,53 3,67 2,44 0,53 4,24 2,29 0,63 3,09
1. 2,74 0,47 4,41 3,08 0,59 4,14 2,88 0,88 4,03
7 3. 2,79 1,13 3,48 4,44 3,43 4,60 4,57 3,16 4,85
7. 3,25 1,13 5,02 3,69 1,32 5,90
1 517 232 6,41 3,91 2,22 4,89 10,81 6,82 12,19
8 3. 1,65 0,52 2,70 3,41 2,14 3,50 3,44 2,11 3,53
7. 3,79 0,47 7,44 4,13 1,44 7,15
1 0,97 0,33 1,97 0,68 0,28 1,13 2,05 0,42 4,94
9 3. 2,16 0,37 4,92 3,81 0,88 6,33 6,10 2,60 8,83
7. 1,63 0,66 2,53 1,81 0,54 3,16 4,36 2,06 5,50
1. 5,81 1,47 10,58 6,19 2,86 8,68 7,01 2,38 10,35
10 3. 4,69 1,38 7,28 4,83 2,42 6,75 5,40 2,78 8,12
7. 11,96 8,56 14,11 9,48 6,72 9,45
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Tabulka 5 Statistické vyznamnost poskodenia DNA medzi experimentdlnou a kontrolnou skupinou

pacientov
Statisticka
vyznamnost’ 1. den 3. den 7. deni
p < 0,05
SSB 0,055 0,051 0,040
FPG 0,045 0,163 0,086
ENDO III 0,087 0,184 0,169

Tabul'ka ¢. 6 obsahuje hodnoty % tail DNA (pre kazdy skimany parameter) kontrolnej

skupiny pacientov, ktoré sme porovnavali s hladinou poskodenia experimentalnej skupiny.

Tabulka 6 Hladiny poskodenia DNA kontrolnej skupiny pacientov pre 3 skumané parametre

Cislo pacienta SSB FPG ENDO III
kontrolna skupina % Tail DNA % Tail DNA % Tail DNA
1 3,97 17,73 23,85
2 1,19 26,57 32,03
3 1,80 23,64 20,85
4 2,16 14,65 15,42
5 1,61 3,45 3,72
6 0,45 3,09 1,72
7 0,38 1,57 2,14
8 0,82 3,67 3,32
9 0,61 3,62 2,37
10 1,38 4,21 5,62

5.1.2 Oxidacné poskodenie DNA jednotlivych pacientov

Pomocou bodovych grafov sme zndzornili zavislost' oxida¢ného poskodenia DNA
(hodnota % tail DNA) na Case, tzn. dni hospitalizacie pacienta. (Grafy 1-10) Napriek Statisticky
nevyznamnym rozdielom si mézeme vSimnut, Ze u polovice pacientov dochadza k zhorSeniu
poskodenia v treti denl hospitalizacie, ktoré sa ndsledne zlepsuje. Taktiez je u vac¢siny pacientov

vacsi vyskyt oxidovanych pyrimidinov oproti oxidovanym purinom.
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Graf'1 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 1 v priebehu hospitalizacie
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Graf 2 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 2 v priebehu hospitalizacie
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Graf 3 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 3 v priebehu hospitalizacie
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Graf 4 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 4 v priebehu hospitalizacie
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Graf'5 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 5 v priebehu hospitalizacie
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Graf 6 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 6 v priebehu hospitalizacie
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Graf 7 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 7 v priebehu hospitalizacie
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Graf 8 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 8 v priebehu hospitalizacie
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Graf 9 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 9 v priebehu hospitalizacie
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Graf 10 Vyvoj poskodenia DNA pacienta 10 v priebehu hospitalizdcie
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5.1.3 Zavislost’ poSkodenia na BMI
Porovnali sme poskodend DNA s hodnotami BMI pomocou stipcového grafu. Z grafu
vyplyva, ze poskodenie DNA pre vSetky 3 sledované parametre v prvy den hospitalizacie

nezavisi na velkosti BMI. Zavislosti sme nepreukazali ani v treti a siedmy denl hospitalizacie.

Graf 11 Zavislost hodnot BMI na hladine poskodenia DNA
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5.1.4 Zavislost’ dizky hospitalizacie na BMI

Taktiez sme sa zamerali na vztah medzi celkovou diZkou hospitalizacie pacientov
a hodnotami BMI. Cas straveny na jednotke intenzivnej starostlivosti (JIS), nebol iba 7 dni
(Tabul’ka 7), ako sme si vybrali na stanovenie poSkodenia DNA. Z grafu nevyplyva ziadny

vzajomny vzt'ah tychto parametrov.

Tabul’ka 7 Dizka hospitalizicie pacientov na jednotke intenzivnej starostlivosti

Cislo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pacienta
Dizka
hospitalizacie | 7 18 20 14 8 28 16 15 78 20
(dni)

59



Graf 12 Zavislost hodnét BMI na dizke hospitalizacie
Pozn. bola vyradena dizka hospitalizacie 78 dni
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5.1.5 Zavislost’ poskodenia na koncentracii CRP

Hodnoty C-reaktivneho proteinu, ako reaktanta akutnej faze boli v denl prijatia na JIS
vyrazne zvySené. Ich hladina sa pohybovala od 62,8 mg/l do 162,1 mg/l (fyziologické
hodnoty: 0-9 mg/l). Miera poSkodenia DNA pre vSetky stanovované parametre vyrazne
nezavisi na hladine CRP, ale z grafu je vidiet' naznak narastu poSkodenia pri vyssich hodnotach

CRP.

Graf 13 Zavislost koncentracie CRP na hladine poskodenia pre parameter SSB
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5.1.6 Zavislost’ poskodenia na pocte leukocytov

Porovnali sme pocet bielych krviniek s mierou poSkodenia DNA. Polovica pacientov
trpi leukocytozou (fyziologické hodnoty: 6 -10 *10%). Vysledny graf naznacuje moznu zavislost
tychto dat. Pre oxidované pyrimidiny bol vzdjomny vztah najvyznamnejsi. Koeficient

determinacie (R?) nadobudol hodnotu 0,63.

Graf 14 Zavislost poctu leukocytov na hladine poskodenia DNA pre parameter ENDO 111
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5.2 Stanovenie reparacie DNA

5.2.1 Statisticka vyznamnost

Stanovili sme reparacn kapacitu lymfocytov od pacientov v kritickom stave a pomocou
jednofaktorovej ANOVY sme ur¢ili, ze v priebehu ich hospitalizicie nedochédza k Statisticky
vyznamnym rozdielom v poSkodeni. Hodnoty % tail DNA st uveden¢ v tabul’ke 8. Negativne

kontroly HeLa buniek nam slizia na potvrdenie spravnosti merania. (Tabul'ka 9)

Tabulka 8 Vysledné hodnoty % tail DNA pri stanovovani reparacnej kapacity DNA

ODBER 1. den 3. den 7. deit
CISLO
PACIENTA % tail DNA % tail DNA % tail DNA
1 2,17 13,38 314
2 2,18 4.80 6.43
3 8,69 9,20 5.13
4 8,68 8,69 430
S 9,35 7,81 5.01
6 6,24 7.82 463
7 4,88 11,47 13,81
8 4,72 3,87 5.59
9 5,64 521 3.48
10 5,44 4,81 3.82

Opét sme ziskané hodnoty % tail DNA porovnali s hodnotami kontrolnej skupiny
(Tabul’ka 9) s pouzitim dvojvyberového t testu. Bohuzial’ u pacienta kontrolnej skupiny €. 9
sme neodobrali extrakty, kvoli nedostatku buniek hned’ na zaciatku experimentu. Vo vSetkych
pripadoch tzn. v prvy, treti aj siedmy den je Statisticky vyznamny rozdiel hodnot % tail DNA.
(Tabul’ka 10) ZvySend reparacnd kapacita sa prejavila u pacientov experimentalnej skupiny,

teda pacientov v kritickom stave.
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Tabulka 9 Vysledné hodnoty % tail DNA pri stanoveni reparacnej kapacity DNA kontrolnej skupiny

pacientov
Cislo pacienta
Kontrolna skupina % tail DNA

! 2,63

2 0,80

3 5,23

! 1,98

> 1,75

6 0,84

7 1,17

8 1,23

? nedostupné
10 3,88

Tabulka 10 Statisticka vyznamnost reparacnej kapacity DNA medzi experimentdlnou a kontrolnou

skupinou pacientov

Statisticka vyznamnost’ p < 0,05
1. dent 0,0016
3. dent 0,0002
7. dent 0,0025
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6 DISKUSIA

Pri dlhodobej expozicii oxidacného stresu na organizmus vznikaju nepriaznivé
podmienky, ktoré s zodpovedné za narusenie bunkovych dejov. Aj ked’ su zluceniny ako voda
alebo kyslik pre organizmy nevyhnutné, na druhej strane mézu pdsobit’ ako toxické
a dezinformacné latky. Hlavnymi terémi oxidacného poskodzovania st bielkoviny,
lipoproteiny a DNA. (Pizzino et al., 2017; Stipek et al., 2000) Koneé¢ny poskodzujuci efekt

expozicie zavisi aj na reparanych procesoch bunky. (Brozovic et al., 2010)

Kométova analyza, ako metéda na stanovenie oxidacného poskodenia DNA je
jednoduchou a relativne nendro¢nou technikou s 'ahkou optimalizaciou. V naSom pripade bolo
nutné¢ metoddu prisposobit’ podmienkam nasho experimentu aj napriek moznosti aplikovat’ uz
optimalizovanu metddu. Prvou tlohou bol zber vzoriek a zaistenie ich okamzitého spracovania,
aby sme neziskali faloSne pozitivne vysledky o poSkodeni vplyvom dlhSieho skladovania.
TaktieZ sme museli prisposobit’ (predizit) ¢as tuhnutia LMP a HMP agardzy. Pri hodnoteni
komét v programe LUCIA Comet Assay sme zistili, Ze automatické hodnotenie nemusi byt
vzdy spol'ahlivé. Program casto oznaCoval iba Casti buniek (napr. bunku bez chvosta) alebo
artefakty zanesené pri praci, ¢im by vznikali skreslené vysledky a preto sme zvolili manualne

oznacovanie buniek.

Na rozdiel od metéd vyuzivanych v klinickej medicine alebo molekularnej bioldgii
nema kométova analyza vyhody, medzi ktoré urcite patria jednotné Standardizované postupy
a lahko dostupné komeréné produkty. Tento nedostatok sice na jednej strane zvySuje
prisposobivost’ a rozSiruje vyuzitie metddy, ale moze tiez vnaSat’ neziadice Cinitele ktoré

nepostrehneme, a ktoré negativne ovplyviuju vysledky. (Dvorak, 2013)

Ciel'om diplomovej prace bolo pomocou kométovej analyzy zistit, ¢i kriticky stav
pacientov spdsobeny ochorenim COVID-19 mdéze poskodit’ I'udski DNA. Spracovali sme
vendznu krv od pacientov na JIS vo Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové v ich prvy, treti
a siedmy den hospitalizacie. Zo ziskanych hodnot % tail DNA sme ur¢ili, Ze medzi jednotlivymi
diami nie je ziadna Statistickd vyznamnost' v miere poskodenia DNA pre ani jeden zo
sledovanych parametrov (SSB, FPG, ENDO III). Taktiez sme porovnali hladinu poSkodenia
DNA experimentalnej skupiny so skupinou kontrolnou pomocou dvojvyberového t testu
s nerovnost'ou rozptylov a iba v dvoch pripadoch doslo k Statisticky vyznamnému rozdielu.
Konkrétne bolo v prvy den hospitalizacie zvySené mnozstvo oxidovanych purinov a na siedmy

denn zase jednoretazovych zlomov. ZvySene poSkodenie DNA sme ale namerali u kontrolne;j
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skupiny, ¢o by mohlo naznacit, ze kriticky stav vyvolany koronavirusom nasu DNA

neposkodzuje.

Vychadzali sme z predpokladu niekol’kych stadii, ktoré naznacovali, Ze po obsadeni
ACE2 receptora S proteinom koronavirusu ddjde k zvySeniu mnozstva volnych radikdlov
ateda ku generovaniu oxida¢ného stresu. (Busse et al., 2020; Hati et Bhattacharyya, 2020;
Suhail et al., 2020)

Pri porovnani hladiny poskodenia a hodnét BMI sme nezistili ziadnu vyznamnua
zavislost. Rovnako sa nenasla ani korelacia medzi diZkou hospitalizacie a BMI, ale slaby
naznak tendencie je z grafu pozorovatelny. Napriek tomu mali pacienti s vy$§imi hodnotami
BMI horsi priebeh ochorenia, no celkovy kriticky stav ich DNA neposkodzoval. Dizka
hospitalizacie taktiez nezavisela na hladine poskodenia DNA. Ked'Ze vekové rozpitie pacientov
bolo pomerne uzke a nenasli sme ziadnu vyznamnu zavislost’ medzi vekom a poskodenim
DNA, viac sme sa tymto faktorom nezaoberali. Pomer pohlavia bol vyrazne nakloneny na
muzsku stranu (8:2) a mohlo by sa zdat’, ze dochadza k ¢astejSiemu zvratu do kritického stavu

vplyvom COVID-19 u muzov. To vSak na tak malom pocte pacientov nie je mozné potvrdit’.

Laboratérne vysledky z plnej krvi zvy€ajne ukazuji nizky pocet leukocytov spolu
s lymfopéniou. Rychlost’ sedimentacie erytrocytov a hladiny CRP su spravidla zvysSené aj
v piaty a siedmy deni po prijati. Zdvazné formy choroby COVID-19 sa prejavuju zvySenymi
hladinami laktatdehydrogendzy, D-dimérov alebo kreatinu. (Mohamadian et al., 2021)
Metaanalyticka Stadia vySetrila dostupné laboratorne vysledky ziskané od 2361 pacientov so
SARS-CoV-2, ktoré demonstruju leukopéniu u 26 %, leukocytozu u 13,3 % a lymfopéniu
u 62,5 % pacientov. Taktiez spomedzi 2200 pacientov odhalili, ze 91 % trpi trombocytézou

au 81 % je zvySena hladina CRP. (Pormohammad et al., 2020)

Koncentracie CRP experimentalnej skupiny sa pohybovali medzi 62 - 162 mg/l, ¢o je
jasnou znamkou zéapalu. Ked’Zze CRP pri bakterialnych ochoreniach nadobuda koncentracie nad
200 mg/l, u vSetkych pacientov pravdepodobne prebiechala iba virusovéa infekcia. Medzi
koncentraciou CRP a velkostou oxida¢ného poSkodenia nie je vyrazny vzdjomny vztah.
Napriek tomu sme mohli pre kazdy z posudzovanych parametrov vypozorovat’ ndznak narastu
poskodenia DNA pri vysSich hodnotach CRP. U polovice pacientov bola hladina leukocytov
zvysena (znova prejav zapalu) aiba u jedného z pacientov doSlo k leukopénii (nasledok
virusovej infekcie). Pocet lymfocytov bol variabilny, ale vo vicsine pripadov zvySeny, o opit

potvrdzuje pritomnost’ virusovej infekcie. Medzi hladinami bielych krviniek a poskodenim
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DNA sa tiez nepotvrdil ziaden vziajomny vztah. V pripade leukocytov by bolo vhodné
spomenut’, ze vramci vSetkych skiimanych laboratérnych ukazovatelov  doslo

k najvyznamnejsej korelacii s poSkodenim DNA.

Pocet trombocytov vaésinou nadobudal fyziologické rozmedzie hodndt. Naopak hladina
D-dimérov ako marker trombofilnych stavov bola zvySena. Vsetky vysSie spominane
laboratorne ukazovatele potvrdzuja zvysenu aktivitu imunitného systému, o vSak s najvacsou

pravdepodobnostou neposkodzuje a nezasahuje do I'udskej DNA.

Reparacnéd ucinnost’ enzymov ziskanych z lymfocytov pacientov nevykazuje ziadnu
Statistickul vyznamnost’ v priebehu hospitalizacie. Naopak pri porovnani s kontrolnou skupinou
doslo k statisticky vyznamnému rozdielu. VysSie poskodenie DNA, ako dosledok inicidcie
opravného procesu (kapitola 3.1.2.1) bolo namerané pri experimentalnej skupine. Ked'ze
imunitny systém pacientov v kritickom stave je nadmerne aktivovany, pravdepodobne
dochiddza aj k nabudeniu metabolizmu v jadrach buniek ateda aj k zvySeniu reparacnej

schopnosti enzymov.

Praca predstavuje klinicka Stadiu. Zaroven bola vypracovand ako pilotnd Stadia a
priniesla prvotné poznatky o pouZitel'nosti metddy v danej problematike. Vysledky je potrebné
potvrdit’ alebo vyvratit' na viésej populacii pacientov. Ugelom prace bolo rozsirit poznatky

o velkosti zat'aze na organizmus spdsobenou SARS-CoV-2.
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7 ZAVER

V tejto diplomovej praci je v ramci teoretickej Casti spracované oxida¢né poskodenie
ludskej DNA ajej opravné mechanizmy. Sucastou je metodika kométovej analyzy na
stanovenie tohto poskodenia. Cast je tieZ venovana problematike nového koronavirusu
zodpovedného za ochorenie COVID-19, ktoré moze viest az ku kritickému, ZzZivot

ohrozujucemu stavu.

V nasom experimente sme vyuzili kométovu analyzu na stanovenie miery oxida¢ného
poskodenia DNA desiatich pacientov v kritickom stave. Pouzili sme klasicka alkalicka aj
modifikovant verziu s pridanim enzymov pre stanovenie oxidovanych pyrimidinov a purinov.
Modifikovani verziu CA sme aplikovali aj na stanovenie reparacnej kapacity extraktov
z lymfocytov pacientov. Pre vSetky skimané parametre (SSB, FPG, ENDO III) vysli Statisticky
nevyznamné rozdiely v poskodeni DNA, ako v priebehu hospitalizécie, tak aj pri porovnani
s kontrolnou skupinou. Podla velkosti BMI sa napriek horSiemu priebehu choroby
nepreukézalo vys§ie poskodenie DNA a rovnako na iom nezavisela ani dizka hospitalizacie.
Zavislost’ laboratornych ukazovatel'ov na oxida¢nom poskodeni vySla vo vicSine pripadov tiez

Statisticky nevyznamna.

Reparacna schopnost” lymfocytov na HelLa bunkovej linii nezéavisela na priebehu
hospitalizacie, ale podarilo sa ndm preukazat’ Statisticky vyznamny rozdiel v G¢innosti
opravnych enzymov medzi experimentalnou a kontrolnou skupinou. Repara¢né kapacita bola
u experimentalnej skupiny zvysend. Dosli sme k zéveru, ze dovodom moze byt vacsia zataz
anaroky na DNA vzhladom na zvySenu aktivitu a poc€et imunitnych buniek pacientov

v kritickom stave sposobenym ochorenim COVID-19.
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8 POUZITE SKRATKY

8-0x0G
ACE2
AlkA

Ang

AP miesto
ARDS
ATP

BER

CA

CLIA
Comet-FISH
COVID-19
CP

CPD

CRP
DAPI
DNA

DSB

EB

ELFO pufor
ELISA
ENDO I

FDA

8-0x0-2’-deoxyguanozin

angiotensin-converting enzyme 2, enzym konvertujici angiotenzin 2
3-metyladenin DNA glykozylaza II

angiotenzin

apurinové/apirimidinové miesto

acute respiratory distress syndrome, syndrom akutnej respiracnej tiesne
adenozintrifosfat

base excision repair, bazova excizna reparacia

comet assay, kométova analyza

chemiluminescent immunoassay, chemiluminiscenéna imunoanalyza
kométova analyza v spojeni s fluorescencnou in situ hybridizaciou
coronavirus disease 2019, koronavirusova choroba 2019
convalescent plasma, rekonvalescentnd plazma

cyclobutane pyrimidine dimer, cyklobutanovy pyrimidinovy dimér
C-reaktivny protein

4,6-diamidino-2-fenylindol

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleové kyselina

double strand breaks, dvojretazové zlomy

etidium bromid

elektroforeticky pufor

enzyme-linked immunosorbent assay, enzymovy imunosorbentny test
endonukledza III

Food and Drug Administration, Urad pre potraviny a lie¢iva
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FPG

GG-NER

HMPA

IL

JIS

LMPA

MERS-CoV

MMR

MMS

MODS

MOF

mtDNA

NAAT

NADPH

napr.

NER

0GG1

PMI

RAAS

RIA

RNA

formamidopyrimidin DNA glykozylaza

global genome - nucleotide excision repair, globalnd genomova NER
high melting point agarose, agar6za s vysokou teplotou tavenia
interleukin

jednotka intenzivnej starostlivosti

low melting point agarose, agardza s nizkou teplotou tavenia

Middle East respiratory syndrome coronavirus, koronavirus respiracny

syndrém na blizkom vychode
mismatch repair, oprava nespravne zaradenych baz
metylmetdnsulfonat

multiple organ dysfunction syndrome, syndrom dysfunkcie viacerych o

organov
multiple organ failure, zlyhanie viacerych organov

mitochondrial deoxyribonucleic acid, mitochondridlna

deoxyribonukleova kyselina

nucleic acid amplification test, test amplifikacie nukleovej kyseliny
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

napriklad

nucleotide excision repair, nukleotidova excizna reparacia
8-Oxoguanin glykozylaza

postmortem interval, posmrtny interval
renin-angiotenzin-aldosteron systém

receptor-binding domain, receptor-viazuca doména
radioimmunoassay, radioimunoanalyza

ribonucleic acid, ribonukleova kyselina
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RNS
ROS

RT-PCR

SARS-CoV

SARS-CoV 2

SCGE

SIRS

SSB

TC-NER

ThyGly

TRALI

tzn.
tzv.
UDG
uv

WHO

reactive nitrogen species, reaktivne formy dusika
reactive oxygen species, reaktivne formy kyslika

real time — polymerase chain reaction, polymerazova retazova reakcia

v realnom Case

severe acute respiratory syndrom coronavirus, zdvazny akitny respiracny

syndrom koronavirus

severe acute respiratory syndrom coronavirus 2, zdvazny akutny

respiraény syndroém koronavirus 2
single cell gel electrophoresis, jednobunkova gélova elektroforéza

systemic inflammatory response syndrome, syndrém systémovej

zapalovej odpovede
single strand breaks, jednoret'azové zlomy

transcription-coupled - nucleotide  excision repair, s transkripciou

spojend NER
5,6-dihydroxy-5,6-dihydrotymin

transfusion-related acute lung injury, akttne poskodenia pl'ic stivisiace

s transfiiziou

to znamena

takzvany

uracil DNA glykozylaza
ultraviolet, ultrafialové svetlo

World Health Organization, Svetova Zdravotnicka organizacia
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