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Nézev diplomové prace: Vliv resveratrolu a kyseliny gambogové na poskozeni DNA

neonatalnich potkanich kardiomyocyti vyvolané daunorubicinem.

DNA topoizomerasy jsou skupinou enzymi, které jsou schopny ménit topologii
DNA pomoci ptfechodnych jednofetézcovych nebo dvoufetézcovych zlomi (DSB)
béhem fundamentdlnich procesi jako je replikace a transkripce. Inhibice
topoizomerasy II (TOP II) je hlavnim mechanismem ucinku nékterych protinddorovych
1é¢iv, vCetné antracyklinovych antibiotik (ANT; napi. daunorubicin). Jejich pisobenim
dochazi k tvorbé DSB a pozdéji k apoptdze. Nekteré dalsi inhibitory TOP II, které plisobi
jinym mechanismem, mohou ovliviiovat vznik DSB nebo jiného poSkozeni DNA, a tak

modulovat také ucinek ANT.

V této diplomové praci jsme studovali poskozeni DNA v neonatdlnich potkanich
kardiomyocytech vyvolané daunorubicinem (DAU) a jeho hlavnim metabolitem
daunorubicinolem (DAUnol) a vliv dvou pfirodnich latek a inhibitord TOP II,
resveratrolu (RES) a kyseliny gambogové (GA), na poskozeni DNA vyvolan¢ DAU
dvéma odliSnymi metodami. Stanovovali jsme miru fosforylace histonu H2AX (y-H2AX)
pomoci imunoblotu a porovnali s vysledky ziskanymi pomoci kometového testu.
Sledovali jsme jak miru poskozeni vyvolanou jednotlivymi latkami, tak i kombinace RES

a GA s DAU.

Na zaklad¢ vysledki 1ze konstatovat, Ze DAU 1 DAUnol (1,2 uM) zpiisobuji
poskozeni DNA, kter¢ je zavislé na ¢ase expozice — stoupa ve sledovaném rozmezi od 1,5
do 6 hod. Nicméng¢ tento trend je patrny pouze u y-H2AX. Samotny RES (1, 10, 100 uM)
nevyvolal poskozeni DNA a v koncentraci 100 uM statisticky signifikantné snizil
v-H2AX zplsobenou DAU. To bylo patrné také v kometovém testu, prestoze rozdil byl
mensi a nedosahl signifikance. Samotna GA (1 uM) vyznamné zvysila signal y-H2AX 1

kometového testu a zvysila i poskozeni DNA zptsobené DAU.



Abstract
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Title of diploma thesis: The effect of resveratrol and gambogic acid on the DNA damage

caused by daunorubicin in neonatal rat cardiomyocytes.

DNA Topoisomerases comprise a family of enzymes that are able to alter DNA
topology by transient single- or double-strand breaks (DSB) during fundamental
processes such as replication and transcription. Inhibition of topoisomerase II (TOP II) is
the main mechanism of action of some antitumour drugs, such as anthracyclines (ANT;
e.g., daunorubicin). They stabilize the DNA-TOP II complex, leading to the formation
of DSBs and later to apoptosis. Other inhibitors, that interact with the enzyme without

the DSB formation, can modulate the effect of ANT.

In this thesis, we studied the DNA damage caused by daunorubicin (DAU) and its
main metabolite daunorubicinol (DAUnol) and the effect of two naturally-derived
compounds and TOP II catalytic inhibitors resveratrol (RES) and gambogic acid (GA)
in neonatal rat cardiomyocytes. The DNA damage was determined as the extent

of histone H2AX phosphorylation (y-H2AX) and by Comet Assay.

It can be concluded that both DAU and DAUnol (1,2 uM) exhibit DNA damage
that is dependent on the time of exposure — increases during the 6h period. Nevertheless,
this trend was detected only by the y-H2AX. RES (1, 10, 100 pM) alone did not induced
DNA damage and at a concentration of 100 uM it reduced DAU-induced y-H2AX. GA
at higher concentration (1 uM) independently increased both y-H2AX and Comet Assay
signal and also increased DAU-induced DNA damage.
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1 Uvod

Vyzkumna skupina molekularni a bunééné toxikologie vedena prof. T. Simiinkem
se jiz fadu let vénuje studiu mechanismi 1éCivy indukované kardiovaskularni toxicity,
predevsim kardiotoxicit¢ antracyklinovych antibiotik (ANT; daunorubicinu a
doxorubicinu) a roli redoxné aktivniho zeleza a ostatnich kovili pfi oxida¢nim stresu a
toxicité. Mimo jiné se podili i na vyvoji a zkoumani potencidlnich kardioprotektivnich a
protinadorovych latek. Tato diplomova prace navazuje na predchozi vyzkum tykajici se
kardiotoxického pusobeni ANT, plvodné piisuzovaného pisobeni reaktivnich forem
kysliku na myokard. Tato teorie vSak byla vyvracena a jako nové vysvétleni tohoto
pusobeni je diskutovana interakce ANT s enzymem topoizomerasou II (TOP II),

konkrétné izoformou II.

TOP II je enzym, ktery méni topologii DNA za pomoci tvorby dvoufetézcovych
zlomt. U c¢lovéka se nachéazeji dvé izoformy tohoto enzymu, které se pfili§ nelisi svou
strukturou, avsSak li§i se Cetnosti vyskytu v raznych typech bunék. Izoforma Ila je
exprimovana predevsim v délicich se bunikach, jez mohou byt 1 buiky nadorové, naproti
tomu izoforma IIP, se vyskytuje pfedev§im v diferencovanych butikach, kterymi jsou
pravé napiiklad kardiomyocyty. Ob¢ izoformy jsou poté cilem protinddorovych 1éciv,
atoze dvou skupin inhibitort TOP II — topoizomerasovych jedi a katalytickych
inhibitort. Neselektivni plisobeni jedu daunorubicinu na TOP II by mohlo byt potencialni
pfi¢inou nezadouci toxicity na srde¢ni bunky. Zastupcem katalytickych inhibitoril je
lé¢ivo dexrazoxan, které je jedinou klinicky uZivanou latku pro prevenci a lécbu ANT

vyvolan¢ kardiotoxicity (Mody et al., 2023).

Na zakladé€ naSich poznatkli jsme stanovili pracovni hypotézu, ze daunorubicin a
jeho metabolit daunorubicinol (sekundarni alkohol) budou piisobit poskozeni DNA
neonatdlnich potkanich kardiomyocyti a latky ptlisobici jako katalytické inhibitory
TOPII budou (stejn¢ jako dexrazoxan) toto poSkozeni sniZzovat. Jako zastupci
katalytickych inhibitorti byly pouzity pfirodni latky — kyselina gambogova a resveratrol,
které byly ve studiich prezentovany jako nové¢ inhibitory TOP II (Lee et al., 2017; Wang
& Chen, 2012).

Tato prace je soucasti projektii Grantové agentury Univerzity Karlovy (GA UK
1674119, SVV 260 664) a Grantové agentury Ceské republiky (21-16195S).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 DNA topoizomerasy

Velikost molekuly DNA a jeji uspotadani do dvousroubovice vytvaii béhem
replikace, transkripce a dalSich biologickych pochodii topologické zmény. Mezi né patii
nadSroubovicové vinuti/relaxace, katenace/dekatenace a uzlovani/rozvazovani DNA
(Bush et al., 2015). NadSroubovicové vinuti muaze byt pozitivni (ve sméru
dvousroubovice), €i negativni (ve smeru opacném) a Casto zasadné ovliviiuje bunécné
procesy. Napftiklad navazani proteinli na DNA je zavislé na negativnim vinuti (Bush et
al., 2015). Pti replikaci DNA dochézi pied replikacni vidlickou k pozitivnimu vinuti a
tvorbé prekatenant za replikacni vidlickou. Tyto topologické problémy jsou feseny
enzymy ze skupiny DNA topoizomeras, které maji schopnost tvotit pfechodné zlomy
DNA. V misté docasného zlomu vznika kovalentni vazba mezi fosfatovou skupinou DNA

a tyrozinovym zbytkem enzymu (Champoux, 2004).

Existuji dva typy topoizomeras, typ I a typ II, které jsou definovany jejich
reakénimi mechanismy. Topoizomerasy I (TOPI) méni topologii DNA tvorbou
pfechodnych jednofetézcovych zloml a usnadiiuji tak otdceni dvouSroubovice okolo
zlomu nebo priichod vldkna zlomem (Vélez-Cruz & Osheroff, 2004). TOP I jsou déle
klasifikovany dle toho, zda se enzym kovalentné¢ vaze fosfodiesterovou vazbou pies
tyrozin na 5' konec DNA (typ IA), ¢i na 3' konec (typ IB) (Champoux, 2004). Eukaryotni
TOP II, patiici do podrodiny IIA, maji schopnost rozplétat uzly a spletence v genetickém
materialu za pomoci dvoufetézcovych zloma (DSB), kterymi miiZe projit jiné neporusSené
vldkno DNA. TOP II jsou zodpovédné za spravnou kondenzaci, kohezi a segregaci

dcefinych chromozomi po replikaci DNA (DiNardo et al., 1984).

Oproti TOP I potiebuje TOP II k dokonceni svého katalytického cyklu dva
kofaktory — dvojmocny kationt (in vivo Mg?*) a ATP. Navéazani ATP neni nezbytné pro
vazbu ani Stépeni DNA, ale pohani prichod fetézce zlomem a v dal§im kroku je jeho
hydrolyza na ADP a inorganicky fosfat (P;) nezbytna pro recyklaci enzymu (Vélez-Cruz
& Osheroff, 2004).

U obratlovct se vyskytuji dvé izoformy TOP II — Ia a IIB, které se lisi kromé
jiného také rozdilnou mirou exprese podle fazi bunécného cyklu (Gonzalez et al., 2011).
Exprese TOP Ila je nejvyssi v G2 a M fazi bunééného cyklu, nachazi se tedy predevsim

v proliferujicich buiikdch. TOP IIf se oproti tomu vyskytuje ve vSech bunikach a jeji



exprese je zpravidla konstantni béhem celého bunééného cyklu (Vélez-Cruz & Osheroff,
2004). Sav¢i TOP Ila a IIB jsou homodimerni enzymy s vysokou podobnosti v poradi
aminokyselin (~70 % aminokyselin je identickych) s podobnymi molekulovymi
hmotnostmi (170, respektive 180 kDa) (Drake et al., 1989a). U ¢lovéka jsou kodovany

geny, které se nachdzi na odlisnych chromozomech (17, respektive 3) (Tan et al., 1992).

Struktura TOP II (Obr. 1) mtze byt rozdélena do nékolika proteinovych domén.
Na N-konci se nachazi misto pro navazani a hydrolyzu ATP. Centralni ¢ast nese doménu
TOPRIM (topoizomerasa/primasa) a doménu pro vazbu DNA, které jsou dulezité pro
Stépeni a spojeni DNA. V tomto procesu hraje dilezitou roli tyrozin v aktivnim mist¢,
nachazejici se na pozici 805 u TOP Ila a 821 u TOP IIp. C-koncova ¢ast obsahuje mista,
které jsou nezbytna pro jadernou lokalizaci, regulaci enzymové aktivity posttranslaénimi

upravami a regulaci enzymové funkce interakcemi mezi proteiny (Nitiss, 2009a)

N brana

DNA brana

C brana

Obr. 1: Struktura TOP II.
Struktura TOP II s navazanou DNA. Zelené kulicky zndzoriuji analog ATP, oranzové kulicky znazornuji
navazanou DNA. Prevzato a upraveno: Vavrova and Simtnek (2012)
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2.2 Katalyticky cyklus TOP 11

TOP II méni topologii DNA za pomoci Stépeni fosfodiesterovych vazeb moleklul
DNA (Champoux, 2004). V jedné ¢asti fetézce DNA, ktery nazyvame G-segment (z angl.
gate) je vytvoien DSB, kterym je transportovano druhé vlakno neporusené DNA

oznacované jako T-segment (z angl. transported) (Sutormin et al., 2021).

Katalyticky cyklus (Obr. 2) zafind navazanim enzymu na dvouvldknovou DNA
(na G-segment) pomoci Casti zvané DNA brana. Navazani TOP II zptisobi ohnuti DNA,
pricemz TOP II se preferencné vaze na mista, ktera jsou jiz ohnuta, nebo se daji snadno
ohnout diky pfitomnosti nadSroubovicového vinuti. Do ¢asti enzymu zvané N brana
vstupuje druhé vlakno DNA (T-segment). Ve druhém kroku jsou navazany dvé molekuly
ATP na N branu (N-koncovy fragment) a dochéazi k dimerizaci ATPasové domény a
uzavieni N brany okolo T-segmentu. (Sutormin et al., 2021). V piitomnosti Mg?* dojde
k rozstépeni G-segmentu (Sehested & Jensen, 1996) za vzniku dvou 5'-fosfotyrosinovych
meziproduktil, coZ umozni transport T-segmentu skrz docasny zlom (Sutormin et al.,
2021). Hydrolyza prvni molekuly ATP v tomto procesu urychli pfenos vladkna skrz zlom
(Baird et al., 1999). Po ptenosu je doCasny zlom znovu spojen, C brdna enzymu oteviena
a T-segment uvolnén. Druha molekula ATP hraje roli v navraceni enzymu do pocatecniho

stavu, aby mohl zacit novy cyklus (Osheroff et al., 1983).

11



DNA
G-segment

DNA
T-segment

Obr. 2: Schéma katalytického cyklu TOP II.

Schéma ukazuje nasledujici kroky: navazani TOP II na G-segment (modry), vstup T-segmentu (zeleny),
navazani a hydrolyza molekul ATP (Servené kulic¢ky), rozsté€peni/spojeni G-segmentu a pruchod
T-segmentu, uvolnéni T-segmentu. (N brana — oranzova, C brana — modré)

Prevzato a upraveno: Sutormin et al. (2021)

2.3 Latky ovliviiujici funkci TOP 11

vvvvvv

katalytického cyklu je vytvoreni DSB v DNA. Tyto zlomy jsou u zdravych bunck
pfitomné jen kratkou dobu a v nizkém poctu, diky cemuz nepiedstavuji za normalnich
podminek zadné nebezpeci. Pravdou vsak je, ze kazdy proces, ktery generuje DSB miize
byt hrozbou pro stabilitu genomu. Pokud dojde k vyraznému navySeni fyziologické
koncentrace komplexti TOP II-DNA v bunce, muze to vést k mutagenezi, zvySené
rekombinaci, ¢i k translokacim nebo rozpadu chromozomi. Pfi pfitomnosti velkého
mnozstvi DSB zptsobenych TOP II mtize také buiilka iniciovat apoptéozu (Fortune &

Osheroff, 2000). Pravé na tyto jevy cili mnoho protinadorovych 1é¢iv.

12



2.3.1 TOP II jedy

Topoizomerasové jedy, jinak nazyvané také jako "klasické inhibitory" zptsobuji
stabilizaci kovalentn¢ vazanych komplexii TOP II-DNA, ¢imz prakticky méni enzym
TOP II v bunécny toxin, ktery po sobé v DNA zanechava DSB. Latky z této skupiny tvoii
jeden z hlavnich pilifi protinddorové chemoterapie (Cortés et al., 2007) a jsou pouzivany
pro 1écbu mnoha malignit, jako jsou leukémie, lymfomy, rakoviny prsu ¢i plic (Nitiss,
2009b). Mezi klinicky vyznamna protinadorova 1é¢iva z této skupiny (Obr. 3) patii ANT
(daunorubicin, doxorubicin), derivaty podofylotoxinu (etoposid, teniposid) a
antracendion (mitoxantron) (Cortés et al., 2007). Mnoha z téchto 1é¢iv jsou v klinickém
pouziti limitovana jejich nezadoucimi ucinky, jako je kardiotoxicita, ¢i vznik
sekundérnich malignit (Nitiss, 2009b). Proto je vyvijena snaha o nalezeni specifictéjSich
a méné¢ toxickych TOPII jedd, ¢i alternativnich inhibitord TOP II, které piimo

nevyvolavaji poskozeni DNA (Pommier et al., 2010).

daunorubicin etoposid mitoxantron

Obr. 3: Struktury klinicky vyznamnych TOP II jeda

2.3.1.1 Etoposid

JiZz okolo roku 900 byly kofeny rostlin s obsahem podofylotoxinli pouzivany
k 1é¢b¢ rakoviny. O tisic let pozdéji byl podofylotoxin izolovan z kofenl rostliny
Podophyllum peltatum (Noholist §titnaty) a ndsledné zkoumén na zvifecich modelech,
kdy se ukazalo, Ze je velmi toxicky. Nasledn¢ byly objeveny semisyntetické derivaty
teniposid a etoposid (ETO) (Kim et al., 2016). ETO mél oproti teniposidu vyhodu v tom,

ze byla mozna jeho peroralni aplikace (Keller-Juslen et al., 1971).

13



Pozdé&ji bylo zjisténo, ze cytotoxicita ETO je déna jeho schopnosti ptisobit na
TOPII (Ross et al.,, 1984). ETO je klasickym TOPII jedem, ktery stabilizuje
TOP II-DNA kovalentni komplex, konkrétné zabraiiuje opétovnému spojeni DNA
(Montecucco et al., 2015). V nov¢jsich studiich bylo také zjisténo, ze dalsim moznym
cilem ETO by mohl byt chromatin a konkrétné histon H1, ke kterému ma ETO vysokou
afinitu (Chamani et al., 2014).

ETO byl na konci 20. stoleti schvalen americkou Food and Drug Administration
(FDA) pro terapii rakoviny varlat a nemalobunééné rakoviny plic (Kim et al., 2016).
Ackoliv je 1écba TOP II jedy, jako je ETO, vysoce u¢inna, vyskytuji se u ni nezddouci
ucinky, napt. vznik sekundarnich leukémii, které jsou Casto charakteristické pritomnosti
specifickych chromosomalnich translokaci. Také molekuldrni mechanismy vzniku téchto
nezadoucich Uc¢inkl nejsou zcela objasnény (Fortune & Osheroff, 2000), nicméné jednim
z dulezitych faktori se zdd byt pravé tvorba DSB v prostorové blizkych genech
s naslednou translokaci (Cowell & Austin, 2012).

2.3.1.2 Antracyklinova antibiotika

Antracyklinova antibiotika se fadi mezi nejefektivnéjsi protinddorova léciva
vibec (Weiss, 1992). Prvni ANT byly izolovany z bakterii Streptomyces peucetius na
zacatku 60. let 20. stoleti a byly pojmenovany daunorubicin (DAU) a doxorubicin (DOX)
(Minotti et al., 2004). Od roku 1979, kdy byl DAU schvalen FDA, je vyuzivéan jako 1ék
na akutni myeloidni a akutni lymfoblastickou leukémii. DOX je kromé hematologickych
malignit u¢inny také pii 1écbé rakoviny prsu, zaludku, vajecniku, Stitné Zzlazy, c¢i

Hodgkinova lymfomu (Kim et al., 2016).

Struktura ANT (Obr. 4a) ma dvé ¢asti — aglykon a cukerny zbytek. Aglykon se
sklada z tetracyklického kruhu se sousednimi chinon-hydrochinonovymi skupinami
v kruzich C-B, s kratkym postrannim fetézcem na C-9, s karbonylem na C-13, a methoxy
substituentem na C-4 v kruhu D. Cukerny zbytek navazany glykosidickou vazbou k C-7
v kruhu A se nazyva daunosamin a sklada se z 3-amino-2,3,6-trideoxy-L-fukosylového

zbytku (Minotti et al., 2004).

Mechanismus u¢inku ANT byl po mnoho let velmi kontroverznim tématem. ANT
patii mezi tzv. interkalatni topoizomerasové jedy. Vmezefuji se do DNA svou
antrachinonovou ¢asti, coZ mé za nésledek inhibici syntézy DNA a RNA. Béhem toho se

cukerna ¢ast molekuly dostavd do malého zlabku DNA a soutézi o misto s histony.
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V disledku toho dochazi k vypuzeni histoni z nukleosomti a poskozeni chromatinu. ANT
také stabilizuji kovalentni komplex TOP II-DNA, ¢imz zabrafuji opétovnému spojeni
vlaken rozstépeného fetézce DNA, coz tsti v DSB a aktivaci komplexnich mechanizmi
reakce na poskozeni DNA (DNA damage response) (van der Zanden et al., 2021). Uginek
ANT na nadorové buiiky je pfisuzovan piedevsim inhibici TOP Ila (Zhang et al., 2012),
ktera je nejvice exprimovéana v rychle se délicich bunkach (Vélez-Cruz & Osheroff,
2004). V neposledni fadé produkuji ANT reaktivni formy kysliku (ROS), které mohou
zpusobit oxidativni poSkozeni riznych bunéénych struktur jako jsou lipidy, proteiny a
DNA (van der Zanden et al., 2021). Chinonova ¢ast v kruhu C se po dodani elektronu
oxidoreduktazou (cytochrom P450 reduktasa, xantin oxidasa a mitochondrialni NADH
dehydrogenasa) méni na semichinon (Obr. 4b) (Vasquez-Vivar et al., 1997), ktery je
rychle regenerovan na chinon redukcei kysliku na ROS, jako je naptiklad superoxidovy ¢i
hydroxylovy radikal. Béhem této reakce mulze oxidaci semichinonu vazbou mezi
kruhem A a daunosaminem také dojit k reduktivni deglykosidaci (Minotti et al., 2004).
Kromé toho mohou ANT produkovat ROS také pfimym zadsahem do metabolismu Zeleza

(van der Zanden et al., 2021).

DAU a ostatni ANT podléhaji v organismu dvouelektronové redukci karbonyloveé
¢asti postranniho fetézce C-13 za vzniku sekundarnich alkoholovych metabolitd —
daunorubicinolu (DAUnol), doxorubicinolu (DOXol), aj. (Obr. 4c) (Minotti et al., 2004).
Tato metabolicka reakce je zprostiedkovana NADPH dependentnimi cytoplasmatickymi
aldo-/keto- a karbonyl-reduktasami (Mordente et al., 2003). Metabolit DAUnol ma také
cytotoxicky ucinek, ktery je vSak oproti parentnimu DAU niz$i (Bains et al., 2013) a je
vyrazné polarnéjsi, coz ovliviiuje jeho extracelularni i intracelularni distribuci (Minotti et

al., 2004).
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Obr. 4: Metabolismus DAU a tvorba ROS
a) DAU ve formé chinonu b) DAU redukovany na semichinon c¢) metabolit DAUnol

Uskali uziti DAU spoéiva v jeho nezadoucich uéincich, jako je poskozeni tkani
pii eventualni extravazaci, leukopenie, alopecie, nauzea ¢i toxické ptisobeni na myokard.
To patii k nejzdvaznéjSim nezddoucim G€inkim ANT a miZe se projevovat formou
akutni, subakutni, nebo chronickou. Bezprostiedné¢ po zahajeni 1écby se u pacientli
projevuji arytmie a hypotenze. Tyto nezadouci ucinky jsou vysvétlovany piedevSim
formaci ROS, popsanou vySe. Po dokonceni dlouhodobé 1é¢by se rozviji chronicka
kardiomyopatie, ktera ptrechdzi v méstnavé srdec¢ni selhani. Tato toxicita je zavisla

na davce, pfi¢emz prudce stoupa pti kumulativnich davkach > 550 mg/m? (Mordente et
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ROS (Singal & Iliskovic, 1998). Tato hypotéza vsak byla vyvracena fadou studii, kdy
lécba zhaseC¢i ROS nebo chelatory zeleza nevedla k ochrané vici kardiotoxickym
ucinkim ANT (Jirkovsky et al., 2021; Martin et al., 2009). Dnes je tato toxicita
pfisuzovana predevsim interakcim ANT s TOP IIP, kterd je hlavni izoformou TOP II
v kardiomyocytech (Capranico et al., 1992) a jinych nedélicich se bunikach (Vélez-Cruz
& Osheroft, 2004). To potvrzuje i studie, ve které specifickd delece genu kodujiciho
TOP IIB v kardiomyocytech ochranila mysSi pfed vznikem progresivniho srdecniho

selhani (Zhang et al., 2012).
2.3.1.3 Mitoxantron

Mitoxantron (MTX) je synteticky derivat antracendionu, ktery byl objeven
v ndvaznosti na vyzkum toxicity a chemické syntézy ANT (Ehninger et al., 1990).
Vyznacuje se dobrou protinadorovou aktivitou proti mnoha typtim leukémii, lymfomu, ¢i
rakoving¢ prsu (Durr, 1984, 1988; Johnson et al., 1979). Zarovein je pro svij
immunomodula¢ni U¢inek pouzivan pro 1écbu roztrouSené sklerdzy (Scott & Figgitt,

2004).

MTX inhibuje obé izoformy TOP II a je také tzv. interkalacnim inhibitorem
(Errington et al., 2004). Mezi jeho dalsi mechanismy U¢inku patfi inhibice proliferace a
indukce apoptozy u B a T lymfocyth (Fidler et al., 1986), inhibice proliferace makrofagi
a snizeni sekrece IFN-y, TNF-a a IL-2 (Maghzi et al., 2011). Jeho klinické vyuziti je
podobné jako u ANT limitovano kardiotoxicitou. Pfi stejné klinicky ekvivalentni davce

je vSak kardiotoxicita oproti ANT o néco nizsi (Damiani et al., 2016).
2.3.2 Katalytické inhibitory TOP 11

Katalytické inhibitory jsou skupinou strukturné rozdilnych latek, které zasahuji
do rGznych stadii katalytického cyklu TOP II (Larsen et al., 2003). Oproti TOP II jedim
neprodukuji DSB stabilizaci TOP II-DNA kovalentnich komplexti. Mechanismus u¢inku
téchto latek zahrnuje naptiklad inhibici navdzani enzymu na DNA; vazbu na misto pro
ATP; inhibici $tépeni vldken DNA, ¢i blokaci hydrolyzy ATP a zabranéni otevieni
enzymu na konci katalytického cyklu (Obr. 5) (Pogorelcnik et al., 2013). V novéjsich
studiich bylo zjisténo, ze i nékteré TOP II jedy (ANT, MTX) ve vyssich koncentracich
pusobi jako inhibitory a méni aktivitu TOP II, coz ve vysledku miize snizovat u€inek

jinych soucasné podavanych TOP II jedt (Atwal et al., 2019).
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Mezi nejstudovanéjsi a zaroven jediné klinicky uzivané latky patii analoga
bisdioxopiperazinu (dexrazoxan) (Pogorelcnik et al., 2013). Jako katalytické inhibitory
TOP II ptisobi také fada piirodnich produktl, jako jsou derivaty xantonu (kyselina

gambogova), ¢i polyfenol resveratrol.

DNA
G- segment
DNA

T-segment zabranéni navézérﬂ

/ TOP Il na DNA

blok hydrolyzy ATP,
zabranéni otevieni
enzymu
2 ATP stabilizace interakci
o ADP }:‘ = ATPazovych domén
1 A
’ inhibice dimerizace
ATPazové domény
h S

.|- blokovéni prichodu DNA]

[stabilizace kovalentniho

roz§tépenym fetézcem
TOP II-DNA komplexu ]

Obr. 5: Mechanismy ptisobeni katalytickych inhibitort TOP II a topoizomerasovych jedu
Pfevzato a upraveno: Sutormin et al. (2021)

2.3.2.1 Dexrazoxan

Dexrazoxan (DEX, oznacovan také jako ICRF-187) je cyklickym analogem
chelatatoru Zeleza kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) a v organismu se
hydrolyzuje na molekulu ADR-925, ktera je EDTA strukturné podobni. Molekula
ADR-925 ma schopnost chelatovat zelezo (Dong & Berger, 2007) a tradi¢ni hypotéza
predpokladala, ze mize zabranovat oxida¢nimu piisobeni vyvolanému DOX (Hasinoff et
al., 1995). DEX je také schopen katalyticky inhibovat lidskou TOP II, nespecificky
ovliviiuje ob& izoformy (Pogorelcnik et al., 2013). V katalytickém cyklu zasahuje DEX
do hydrolyzy ATP, kdy pfemostuje a stabilizuje dimer tvofeny ze dvou ATPasovych
jednotek. Tim je zabranéno otevieni enzymu s navazanym ATP (Classen et al., 2003;

Morris et al., 2000).

Z popsanych mechanismt plyne i1 terapeutické pouziti DEX. Dlouhodobé je

jedinou klinicky pouzivanou latkou pro prevenci a terapii ANT-navozené kardiotoxicity
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(Mody et al., 2023), pricemz bylo v poslednich letech zjisténo, ze za kardioprotektivni
ucinek DEX neni odpovédna chelatacni schopnost jeho metabolitii, ale pravé jeho
schopnost inhibovat TOP IIf (Jirkovsky et al., 2021). DEX je moZné vyuzit i pro terapii

akutni extravazace zptisobené ANT (Mouridsen et al., 2007).
2.3.2.2 Resveratrol

Resveratrol (RES) je ptirodni polyfenol, ktery se vyskytuje v hroznech, cerveném
ving, araSidech, ¢i suSenych kotenech rostliny Polygonum cuspidatum, ktera se odedavna
pouziva v tradi¢ni orientalni mediciné (Sergides et al., 2016). U zvifat vykazuje RES
antioxidaéni, protizanétlivé, kardioprotektivni, anti-diabetické, protistdrnouci a
antikancerogeni ucinky (Bertelli & Das, 2009; Meng et al., 2021). U clovéka byly
protirakovinné uc¢inky RES prokazany na bunécéné linii rakoviny délozniho ¢ipku HelLa,
kdy RES inhiboval proliferaci a indukoval apoptoézu skrze aktivaci mitochondridlni
signalni drahy, zvySenim hladin kaspasy-3/-9 a zvySenim (¢i snizenim) exprese n¢kolika

bunécnych proteind (napt. p53) (Li et al., 2018).

Chemicka struktura RES do jisté miry objasiiuje i nékteré z jeho mechanismil
pusobeni. Antioxida¢ni efekt je dan tim, ze RES ve své struktufe obsahuje tfi
hydroxy-skupiny a je proto schopen vychytavat ROS a chelatovat ionty Zeleza (Salehi et
al., 2018). Z jeho chemické podobnosti s DEX (Obr. 6) poté vznikla a byla potvrzena
hypotéza, Ze by RES mohl inhibovat TOP II podobnym zpiisobem jako DEX. Pozdé&ji
bylo zjisté€no, ze RES inhibuje TOP II zabranénim dimerizace ATPasové domény (Lee et

al., 2017).

@)
Q . X
>—\ —N NH
HN N -/_
o~ 0
© dexrazoxan
HO
//—< >— OH
HO
resveratrol

Obr. 6: Strukturni podobnost DEX a RES
Shora: chemicky vzorec DEX, RES; ¢ervené vyznacena podobnost ve strukturach
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2.3.2.3 Kyselina gambogova

Kyselina gambogova (GA) je pfirodni derivat xantonu (Obr. 7) (Minniti et al.,
2017), izolovany z gambogové pryskyftice stromu Garcinia hanburyi (Qin et al., 2007).
Tento strom roste v zapadni a stiedni Africe a v jihovychodni Asii (Wang & Chen, 2012),
kde se pro své detoxikacni, parazitocidni a hemostdzni u€inky vyuziva v tradi¢ni ¢inské
antioxidac¢ni uc¢inky (Youns et al., 2018) a bylo dokazano jeji in vitro ptisobeni naptiklad

na rakovinu plic, Zaludku, ¢i jater (Guo et al., 2004; Wu et al., 2004; Yu et al., 2007).

V nadorovych bunkdch GA indukuje apoptéozu skrze aktivaci kaspas
mitochondrialni signalni drahy (Kasibhatla et al., 2005). Silna protinddorova aktivita je
zCasti zpiisobena 1 sniZenim exprese telomerasy a snizenim aktivity kinasy CDK7 (Qin et
al., 2007). GA je také katalytickym inhibitorem TOP Ila a podle nejnovéjSich poznatki
pusobi na aktivni misto Stépeni/spojeni DNA, kde zabranuje prichodu T-segmentu skrze

rozstépeny feté¢zec DNA (Minniti et al., 2017).

OH O

Obr. 7: Chemicka struktura GA

2.3.2.4 Merbaron

Merbaron je analogem kyseliny thiobarbiturové, na ktery je amidickou vazbou
napojeny anilin (Larsen et al., 2003). Merbaron je jednim z vice nez 700 barbiturati, které
byly studovany National Cancer Institute (NCI) a diky své signifikantni aktivité proti
leukémiim a dal$im mySim nadorim postoupil do preklinickych a klinickych studii
(Glover et al., 1987). Jeho klinické testovani vSak muselo byt ukonceno kviili

nefrotoxicité a nedostate¢né protinddorové aktivité (Larsen et al., 2003).
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Pfi studiu mechanismu U¢inku bylo zjisténo, ze merbaron nema vliv na vazbu
TOP II na DNA, ani na hydrolyzu ATP, ale ze inhibuje enzymem zprostiedkované
Stépeni DNA (Fortune & Osheroff, 1998). Bylo dokazano, ze merbaron je selektivni
inhibitor lidské TOP Ila (Drake et al., 1989a) a zaroven 10% potentné&jsi inhibitor TOP Ila
oproti TOP I (Drake et al., 1989b).

2.3.2.5 Aklarubicin

Aklarubicin patii do skupiny ANT, avSak oproti ostatnim zastupciim pusobi jako
katalyticky inhibitor, ktery interkalaci DNA brani vazbé TOP Il na DNA (Serensen et al.,
1992). Stejnym mechanismem plisobi i na TOP I (Serensen et al., 1994).

Uziva se pii 1é¢bé akutni myeloblastické leukémie (Case Jr et al.,, 1987a) a
lymfomi (Case Jr et al., 1987b). Podobné jako u jinych zastupcl ze skupiny ANT je
aklarubicin limitovan toxicitou na srdce. Béhem II. faze klinického testovani vyvolal
u dospélych pacientli 1éCenych s refrakterni akutni myelogenni ¢i lymfoblastickou

leukémii pozdni srde¢ni piihody (Dabich et al., 1986).
2.3.2.6 Suramin

Suramin je polyanionickd latka pivodné vyvinutd pro lécbu onchocerkozy
(onemocnéni vyvolané Onchocerca volvulus) a africké trypanozomidzy (onemocnéni
zpisobené bi¢ikovci rodu Trypanosoma) (Eisenberger & Reyno, 1994). Suramin byl
nejdiive zkouman jako 1é¢ivo pro terapii HIV, avSak béhem studii se ukazal jeho pozitivni
vliv na Kaposiho sarkom, non-hodgkintiv lymfom (Cheson et al., 1987) a pozd¢&ji i na
dalsi typy nadorovych onemocnéni (Stein et al., 1989). Jeho ptisobeni na tato nadorova
onemocnéni bylo pravdépodobné zpiisobeno predevsim jeho antagonistickym tc¢inkem
na rastové faktory (Pollak & Richard, 1990), avSak u pacientii nedochazelo ke kompletni
remisi a postupné bylo od dalSiho testovani suraminu jako protinddorové terapie

upousténo (Wiedemar et al., 2020).

Suramin plsobi nejen inhibici katalytické aktivity TOP II a zabranénim vazby
enzymu na DNA (Bojanowski et al., 1992), ale diky své chemické struktuie také inhibici
mnoha dalSich proteint (glykolytické enzymy, enzymy Krebsova cyklu, DNA i RNA
polymerasy, reverzni transkriptasy atd.) (Wiedemar et al., 2020).
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2.3.2.7 Analoga purinu

Objemnou skupinou latek cilicich na TOP II jsou slouc¢eniny zaloZené na struktute
purinu. Americky NCI zkoumal bezmala 2 000 struktur, mezi kterymi byla purinova
analoga substituovana na OS, ¢&i thiopurinova analoga s volnymi nebo S¢ substituovanymi
SH skupinami a dal$i jinak substituované puriny (Jensen et al., 2005). Slouceniny
zalozené na struktufe purinu byly navrzeny tak, aby mohly snadno interagovat s mistem

na TOP II pro vazbu ATP a tim inhibovat katalyticky cyklus (Furet et al., 2009).

Jednou z nalezenych latek byl NSC35866, S®-substituovany analog thioguaninu,
ktery pusobil in vitro a na nddorové bunky jako TOP II katalyticky inhibitor. Zaroven se
ukazalo, ze je NSC35866 schopny i chranit buiky pted ETO indukovanou cytotoxicitou
(Jensen et al., 2005).

Furet a kol. (2009) navrhli a syntetizovali dals§i purinovy zaklad
9H-purin-2,6-diamin, jehoz analoga se in silico jevila jako vhodny prototyp pro nové
katalytické inhibitory TOP II. Slou¢eniny na bazi 9H-purin-2,6-diaminu jako inhibitory
TOP II se vyskytly 1 v patentové ptihlaSce firmy Novartis (Baenteli et al., 2007).

Jind vyzkumné skupina zkoumala cyklicky 8-chloro-adenosin-3¢,5‘-monofosfit,
ktery je konvertovan na 8-chloro-adenosin a dale v bunkich fosforylovan na
8-chloro-ATP. Tato slou€enina vykazovala in vitro inhibici TOP Ila a to kompetitivni

inhibici s ATP (Yang et al., 2009).
2.4 Metody stanoveni poSkozeni DNA

Nekteré z latek, které jsou zminény v predeslé ¢asti textu jsou u€inné genotoxické
latky, které zptisobuji poskozeni DNA a podporuji apoptotickou smrt nddorovych bunék.
Pro studium téchto latek, zejména detekci, analyzu a kvantifikaci poskozeni DNA, ale
1 pro nasledné rozpoznani a analyzu reparacnich mechanismii je klicové mit k dispozici

pfedevsim efektivni metody.

Skala metod pro stanoveni poskozeni DNA je opravdu §iroka, miZzeme zde
zahrnout rizné modifikace polymerazové fetézoveé reakce; stanoveni exprese reparacnich
proteint — napf. XRCCI1, y-H2AX, Ku 80; kometovy test; fluorescencni in situ
hybridizaci; radioimmunoassay; ELISA (z angl. enzyme-linked immuno sorbent assay),
¢1 nekteré analytické metody jako je vysokouc¢inna kapalinové chromatografie/plynova

chromatografie s hmotnostni detekci nebo elektrochemické meotdy (Figueroa-Gonzalez
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& Pérez-Plasencia, 2017). V této praci je uveden detailnéjsi popis k metodam, které byly

pouzity v praktické casti.
2.4.1 Metody detekujici a kvantifikujici fosforylovany histon H2AX

DNA v jadfe eukaryot je kondenzovano do vysoce organizovaného
vldkna — chromatinu, jehoz zékladni strukturni jednotkou je kulovita Castice, ktera se
nazyva nukleosom. Okolo jadra nukleosomu, které ma strukturu oktameru slozené¢ho
z histond, je ovinutd DNA. Oktamer obsahuje vzdy dvé molekuly histonu H2A, H2B, H3
a H4. Jednou z variant rodiny H2A je 1 histon H2AX, ktery se od ostatnich odliSuje tim,

7e mé na 4. pozici od C-konce aminokyselinu serin (Reza¢ova et al., 2011).

Lidsky histon H2AX je v reakci na vznik DSB fosforylovan na serinu v pozici
139, ptitomnost fosforylace se nékdy oznacuje feckym pismenem gamma - y-H2AX
(Rogakou et al., 1998) Tato fosforylace je signidlem k aktivaci reparacnich proteind
v reakci na poskozeni DNA (Cruet-Hennequart et al., 2012). Fosforylace probiha tfemi
kinasami (ataxia telangiectasia mutovana (ATM), ataxia teleangiectasia a Rad related
(ATR) a DNA-dependentni proteinkinasa (DNA-PK)) a jeji mira odpovidd mnoZstvi
DSB (Rezacova et al., 2011).

Pro detekei a kvantifikaci y-H2AX je nésledné vyuZivana imunodetekce primarni
protildtkou, ktera mulZe byt provedena bud imunocytochemicky s vizualizaci
mikroskopem, prutokovou cytometrii a nebo SDS-PAGE s western blotem a

imunodetekci (Rezadova et al., 2011).
2.4.2 Kometovy test

Kometovy test (Comet assay) je jednoduchou, citlivou a pomérn¢ univerzalni
metodou, kterou lze pouzit pro méfeni poSkozeni DNA v eukaryontnich buikéach
(Azqueta & Collins, 2013). Své jméno si ziskal diky obrazim DNA jednotlivych bunégk,
které pod mikroskopem pfipominaji kometu. Nazyva se také jako gelova elektroforéza

jednotlivych bunék (single-cell gel electrophoresis) (Azqueta & Collins, 2013).

Vladkna DNA ulozena v jadre buiiky jsou béhem kometového testu imobilizovany
na agarozovém gelu. Kazd4 molekula DNA je v jadfe nadSoubovicové svinuta a pokud
vni byl vytvofen zlom (jednofetézcovy, ¢i dvoufetézcovy), tak je po lyze bunék
detergentem s vysokym obsahem soli umoznéno unaSeni takto rozvolnéné DNA

elektrickym proudem smérem k anodé. Cim vice zlomt je v DNA, tim vice smy¢ek je
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uvolnéno a o to vétsi je pak obraz (konkrétné chvost), tvorici tzv. kometu, kterd je po

obarveni pozorovatelna pod fluorescencnim mikroskopem (Azqueta & Collins, 2013).

Kometovy test je mozné vyuzit pro studium poskozeni a reparace DNA. B¢ézna
varianta tohoto testu reaguje na mnozstvi zlomul vytvorenych v DNA. Test je vSak mozné
upravit pfidanim enzymi specifickych pro poskozeni, které¢ vytvaii zlom DNA v misté
poskozeni, diky ¢emuz lze studovat napft. i oxidované a alkylované baze (Azqueta &

Collins, 2013).
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Cile prace

e Stanoveni vlivu DAU (1,2 uM) a jeho metabolitu DAUnol (1,2 pM) na poskozeni
DNA u NRCM pomoci imunodetekce y-H2AX a kometového testu pii riznych
délkach expozice

e Stanoveni poskozeni DNA vyvolané RES (1; 10; 100 uM) a jeho potencial snizit
poskozeni DNA vyvolané DAU (1,2 uM) u NRCM pomoci imunodetekce
v-H2AX a kometového testu

e Stanoveni poskozeni DNA vyvolané¢ GA (0,1; 1 uM) a jeji potencidl snizit
poskozeni DNA vyvolané DAU (1,2 uM) u NRCM pomoci imunodetekce
v-H2AX a kometového testu
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1

Neonatalni potkani kardiomyocyty

Neonatalni potkani kardiomyocyty (NRCM) jsou primarni kulturou

nenadorovych, terminalné diferencovanych bunék, které jsou izolované ze dva dny

starych potkanti. Charakteristické jsou pro né rytmické kontrakce. NRCM predstavuji

model srde¢ni tkdn€¢ a v in vitro experimentech dovoluji zkoumat biochemické,

morfologické a elektrofyziologické vlastnosti srdce. Vyhodou izolované kultury je vyssi

mnozstvi vzorkll z jedné izolace, 1ze tedy provést hned nékolik in vitro studii za pouziti

mensiho mnozstvi zvitat (Chlop¢ikova et al., 2001).

4.1.2

Pristrojové vybaveni

Box s laminarnim proudénim vzduchu TopSafe 1.2 (BioAir, Italie)

CO; inkubator MCO-19AIC (SANYO Electric, Japonsko)

Stolni tfepaci inkubator NB-205 (N-Biotek, Korea)

Vodni lazen Memmert WB 14 LV (Memmert, Némecko)

Inverzni fluorescen¢ni mikroskop Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)
Hlubokomrazici box ULUF 750-2M (Arctiko, Dansko)

Biirkerova komtrka (Neubauer Improved, Némecko)

Laboratorni tfepacka Vortex V-1 Plus (BioSan, Litva)

Minicentrifuuga Z 100 M (Hermle LaborTechnik GmbH, Némecko)
Centrifuuga Heraeus Biofuge Stratos (Thermo Fisher Scientific, USA)
Spektrofotometr Tecan Infinite 200M Pro (Tecan, Svycarsko)

Vertikalni elektroforeticky systém Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories, USA)

Zobrazovaci syst¢ém ChemiDoc MP + ImageLab software (Bio-Rad Laboratories,
USA)

Transferovy systém Trans-Blot Turbo (Bio-Rad Laboratories, USA)

Zakladni zdroj PowerPac (Bio-Rad Laboratories, USA)

Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japonsko) s kamerou Zyla sCMOS (Andor, Irsko)
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4.1.3

Chemikalie

Daunorubicin (Pfizer, Svycarsko)

Daunorubicinol (Katedra organické a bioorganické chemie, FAF)

Kyselina gambogova (Milipore, USA)

Resveratrol (Merck, Némecko)

DMEM/F12 médium (Merck, Némecko)

FBS, fetalni bovinni sérum (Merck, Némecko)

1% Pen/Strep, roztok penicilinu a streptomycinu (Lonza, Svycarsko)

HS, konské sérum (Merck, Némecko)

PBS tablety, fosfatem pufrovany solny roztok ptipraven dle navodu vyrobce
pouzitim redestilované vody, sterilizovano autoklavem (Merck, Némecko)

ADS pufr, sterilni, (1,2 mM MgSO4 x 7 H,O; 116 mM NaCl; 5,3 mM KCI;
1,13 mM NaHxPO4 x HO; 20mM HEPES; 1g/1 glukéza; rozpusténé
v redestilované vodé, pH upravené na 7,4)

DIG, Diges¢ni roztok, sterilni, (80 U/ml kolagenaza typu II (Invitrogen, USA);
0,4 mg/ml pankreatin (Merck, Némecko); 1 mg/ml glukéza (Merck, Némecko);
rozpusténé v ADS pufru)

S-médium, sedaci médium, (médium DMEM/F12; 4 mM pyruvat sodny (Merck,
Némecko); 10 % HS; 5 % FBS; 1 % Pen/Strep)

V-médium, vyménovaci médium, (médium DMEM/F12; 4 mM pyruvat sodny;
5% FBS; 1 % Pen/Strep)

E-médium, expozicni, (médium DMEM/F12; 1 % Pen/Strep)

Zelatina z veprové kiize, 1% roztok v redestilované vodé (Merck, Némecko)
Accutasa (Life Technologies, USA)

BSA, hovézi sérovy albumin, 10 mg/ml roztok v SDS-Tris (MP Biomedicals,
Francie)

Tris, tris(hydroxymethyl)aminomethan, ultra ¢isty (MP Biochemicals, USA)
SDS, dodecylsiran sodny (Carl Roth, Némecko)

2% SDS-Tris, (0,1 M Tris, pH 7,5)

QPRO-BCA kit Standard — 1% BCA (Cyanagen, Italie)

QPRO-BCA kit Standard — 4% CuSO4 x 5H>0 (Cyanagen, Italie)

TGX Stain-Free FastCast 12% akrylamidovy kit (Bio-Rad Laboratories, USA)
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APS, peroxodisiran amonny, 10% roztok (Bio-Rad Laboratories, USA)
TEMED, N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad Laboratories, USA)
TGS, elektroforézovy pufr (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3)
(Bio-Rad Laboratories, USA)

5x% koncentrovany nanaseci pufr LSB bez SDS (300 mM Tris-HCI1 (pH 8,0),
20mM EDTA, 25% B-merkaptoethanol, 0,1 % bromfenolovda modr,
50 % glycerol)

Kaleidoscope™, proteinovy standard (Bio-rad Laboratories, USA)

Transferovy pufr, Trans-Blot Turbo, 5% koncentrovany (Bio-Rad Laboratories,
USA)

TBS, fyziologicky roztok pufrovany Tris-pufrem (10x koncentrovany roztok:
4 g Tris base; 5,6 g Tris-HCI; 88 g NaCl; 1000 ml redestilované vody, pH 7,6)
TBS-T 0,05% (1%, 500 ml TBS, 250 ul Tween-20)

PBS-T 0,05% (1%, 500 ml PBS, 250 ul Tween-20)

Susené odstredéné mléko (Serva, Némecko), blokovaci roztok (roztok
5% suseného odtu¢néného mléka v TBS-T)

Primarni protilatka — Anti-gamma H2A.X (ab11174) (Abcam, UK)

Sekundarni protilatka — Anti-Mouse IgG (A9044) (Merck, Némecko)

Clarity ECL (Enhanced chemiluminescence) substrat pro western blot (Merck,
Némecko)

Agardza, nizkotuhnouci, 1% roztok (Serva, Némecko)

Ethidium bromid, 0,1 pg/ml? (Merck, Némecko)

Lyzaéni pufr pro comet assay (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 10 mM Tris a pH
upravené na 10 pomoci NaOH)

Triton X-100 (Merck, Némecko)

Elektroforeticky pufr pro comet assay (300 mM NaOH; 1 mM EDTA)
Neutraliza¢ni pufr (0,4 M Tris; 0,5 M EDTA a pH upravené na 7,5 pomoci HCI)
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4.2 Metodika
4.2.1 Izolace neonatalnich potkanich kardiomyocytu

Izolace byla provedena dle standardnich metodik popsanych v mnoha publikacich
na$i vyzkumné skupiny (Jirkovska-Vavrova et al., 2015; Simtnek et al., 2008). Pouiti
zvirat schvalila Odborna komise pro zajistovani dobrych zivotnich podminek pokusnych
zvitat Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Praze a izolace byla provedena
pracovniky z Katedry biochemickych véd. Bunécna kultura pochézela ze 2 dny starych
mlad’at potkanti kmene Wistar, dodanych firmou VELAZ, s.r.o0.

Po dekapitaci 10-20 novorozenych potkant a otevieni hrudnikd byla extrahovana
srdce oplachnuta ledovym ADS pufrem s pfidavkem 5,5mM glukézy a rozmélnéna
pomoci skalpelu v Petriho misce. Homogenat byl Sestkrat sériové vystaven plisobeni
kolagenasy a pankreatinu (12 ml diges¢niho roztoku; DIG) pti 37 °C za konstantniho
michani (200 ot/min) v tfepacim inkubatoru po dobu 20 min. Po kazdé sérii se nejdiive
suspenze nechala 2 min dekantovat a poté byl supernatant pfenesen do 10ml sterilni
zkumavky s 1 ml koniského séra (HS), které inaktivovalo vySe uvedené travici enzymy.
Nasledné byla suspenze centrifugovana (5 min, 350 x g, laboratorni teplota) a
resuspendovana v 1 ml HS. Jednotlivé myocytové frakce byly spojeny a centrifugovany
(8 min, 350 x g) a peleta resuspendovana v sedacim médiu (S-médium), sloZzeného
zDMEM/F12 média s 2 mM glutaminem, 1% smé&si penicilinu a streptomycinu,
4mM pyruvatu, 5% fetalniho bovinniho séra a 10% kotiského séra. Vznikla suspenze byla
nanesena na Petriho misku a inkubovéna 2 hod pii 37 °C, diky Cemuz fibroblasty
obsaZené v suspenzi adherovaly na dno a kardiomyocyty mohly byt spolecné s médiem
odsaty. Ke vzorku 50 pl vysledné suspenze bylo ptidano 50 pl 4% roztoku trypanové
modfi v PBS pro stanoveni viability a po¢tu bun€k v Biirkerov€ komirce. Pomoci
mikroskopu byly spocitany zZivé buiky vyskytujici se v celkem 10 Etvercich
(v 5 ¢tvercich nahote a 5 Ctvercich dole) a zjiSténa koncentrace bunék v 1 ml.
Koncentrace byla upravena na 800 tisic bunék v 1 ml a suspenze byla nanesena na

24jamkovou desticku potazenou 1% roztokem Zelatiny.

Buiiky ponechané v inkubdtoru pii 37 °C adherovaly ke dnu, uspotadaly se do
syncytia a synchronné¢ se kontrahovaly. Po 40 hod bylo S-médium nahrazeno
vyménovacim médiem (V-médiem, bez HS) a za dalSich 24 hod bylo V-médium jesté

jednou nahrazeno za nové. Ctvrty den po izolaci bylo médium vyménéno za expozicni

29



médium (E-médium, bez HS, FCS a pyruvatu) a buiky tak byly pfipraveny

k experimentu.
4.2.2 Priprava vzorku

Izolované kardiomyocyty jsme inkubovalis 1, 10 a 100 uM RES nebo 0,1 a 1 uM
GA po dobu 30 min. Po pfidani 1,2 uM DAU jsme buiiky inkubovali jesté 1,5 hod.
Inkubace se samotnym DAU trvala 1,5 hod, se samotnou GA/RES 2 hod (30 + 90 min).
Nasledné¢ byly provedeny inkubace s 1,2 uM DAU a 1,2 uM DAUnol po dobu 0; 1,5; 3 a
6 hod. VSechny inkubace probihaly pfi teploté 37 °C.

U vzorkt pro imunoblot bylo po dokon¢eni inkubace odstranéno médium a bunky
byly nasledné¢ lyzovany ve 2% roztoku SDS-Tris. Viskozni lyzat byl prenesen do
mikrozkumavky a inkubovan 5 min pii teploté¢ 95 °C. Touto inkubaci a opakovanym
pipetovanim se viskozita lyzatu (zpisobend piitomnosti vysokomolekularni DNA)

snizila, aby bylo mozné vzorek spolehlivé pipetovat pti dalSich analyzach.
4.2.3 Stanoveni mnoZstvi proteinu metodou BCA

Stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku je dalezitou metodou uzivanou
v biochemickych laboratotich a ma Sirokou $kalu vyuziti (Noble & Bailey, 2009). Metoda
s kyselinou bicinchoninovou (BCA) byla prvné popséna v roce 1985 a je podobna diive
uzivané Lowryho metod¢ (Smith et al., 1985). Obé metody funguji na principu tvorby
komplexu Cu?** s proteinem v zasaditém prostiedi a nasledné redukci Cu®" na Cu'".
Mnozstvi redukovaného Cu** je ekvivalentni mnozstvi proteinu piitomném ve vzorku a
reakce je zavisla na délce inkubace a teploté, kdy nejlépe probiha ve 37 °C. V druhém
kroku reaguji dv€ molekuly BCA s méd’nym kationtem za vzniku fialové zbarveného
komplexu (Obr. 8), ktery absorbuje svétlo o vinové délce 562 nm (QPRO Product
manual — Protein quantitation Bicinchoninic Acid (BCA) kit). Koncentraci bilkovin
v neznamém vzorku lze poté stanovit spektrofotometricky porovnanim absorpcniho

spektra vzniklého komplexu se spektrem roztokii standardu (Walker, 1994).
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OH~

Protein + Cu?® ———» Cu® + Kyselina

bicinchoninova

Fialovy komplex Cu™ s BCA

Obr. 8: Reakce pii stanoveni koncentrace proteind metodou BCA

Pro stanoveni koncentrace proteinu ve vzorcich byly nejdifive pfipraveny
jednotlivé roztoky standardu, a to ze zdsobniho 10 mg/ml hovéziho sérového
albuminu (BSA) v 2% SDS-Tris. Roztoky standardu, ze kterych byla sestavena kalibracni
pfimka meély koncentrace 2; 1; 0.8; 0,6; 0.,4; 0,2; 0 mg/ml. Na 96jamkovou desticku
s kulatym dnem byly roztoky standardu i vzork nanaseny po 10 pl v triplikdtu. Do vSech
jamek bylo nasledné pfidano multikandlovou pipetou 200 pl reakéniho Cinidla
ptipraveného z roztoku A (QPRO-BCA kit Standard — 1% BCA) a B (QPRO-BCA kit
Standard — 4% CuSO4 x 5 H20) v pomé&ru 50:1. Desticka byla inkubovana 30 min pfi
37°C a bylo provedeno spektrofotometrické meéfeni absorbance (Amax =562 nm)
v pristroji Tecan Infinite 200M Pro. Z roztokt standardu byla v programu Excel sestavena

kalibra¢ni kiivka (Obr. 9) a z jeji rovnice vypocteny koncentrace proteinil ve vzorcich.
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€
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Obr. 9: Kalibracni kiivka (reprezentativni méfeni jedné série vzorkd)
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4.2.4 Separace proteini pomoci SDS-PAGE

Jednotlivé proteiny v pfipravenych vzorcich mély odlisné molekulové hmotnosti
a tim padem se liSila i rychlost, jakou byly schopny prochazet ve stejnosmérném
elektrickém poli skrze polyakrylamidovy gel (Al-Tubuly, 2000). Separacni metoda
SDS-PAGE konkrétn€¢ pomoci dodecylsiranu sodného (SDS) denaturuje proteiny a
nasledné je skrze polyakrylamidovy gel elektroforeticky (PAGE) unési riznou rychlosti

smérem k anodé.

Polyakrylamidovy gel je tvofen z monomerti akrylamidu zesitovanych
N,N'-methylenbisakrylamidem, jejichz polymerace je iniciovana katalyticky ptisobicim
peroxodisiranem amonnym (APS), ktery dodava volné radikaly, a urychlena
N,N,N',N'-tetramethylethylendiaminem (TEMED). Koncentrace akrylamidu a
N,N'-methylenbisakrylamidu urcuje délku a zesiténi polymeru ve vysledném gelu a
udava tak jeho fyzikalni vlastnosti — predevsim velikost pora, ale také hustotu, elasticitu
a kiehkost (Al-Tubuly, 2000). Z tohoto divodu byl pro nase potieby zvolen
12% akrylamidovy gel, ktery je vhodny pro separaci proteinli o0 molekulové hmotnosti

mezi 10-100 kDa (y-H2AX ~ 17 kDa).

Ptiprava gelti pro SDS-PAGE byla provedena smisenim reagencii uvedenych
vysSe v daném poméru (Tab. 1) a nanesenim Pasteurovou pipetou mezi kratkou a distan¢ni
desticku ve stojanu pro odlévani gelu. Nejdiive se nanasel resolver gel (rozliSovaci) — ma
vyssi pH (8,8) a je urcen k vlastni separaci proteinl a poté stacker (zaostfovaci) — s niz§im
obsahem polyakrylamidu a niz§im pH (6,8). Poslednim krokem bylo vloZeni hiebenu do
kazety tak, aby se pod néj nezachytil vzduch. Gely se nechaly polymerizovat 30—45 min
a ptipadné byly do pouziti uchovavany v lednici (Navod k pouziti akrylamidové sady a
startovaci sady TGX™ and TGX Stain Free™ FastCast™).

Tab. 1: Reagencie pro ptipravu ¢tyt 12% polyakrylamidovych gela
Ptevzato a upraveno: Navod k pouziti akrylamidové sady a startovaci sady TGX™ and TGX Stain Free™

FastCast™

Resolver Stacker
A* 12 ml 4 ml
B* 12 ml 4 ml
10% APS 120 ul 40 ul
TEMED 12 ul 8ul

* roztoky monomeru a sit'ovaciho ¢inidla dle oznaceni vyrobce
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Separace proteinli byla provedena ve vertikdlnim elektroforetickém systému
Mini-PROTEAN Tetra Cell v prostfedi TGX pufru. Do prvni jamky byl napipetovan
proteinovy standard Kaleidoscope — vicebarevny zebticek a do ostatnich jamek vzorky.
Elektroforéza trvala cca 1 hod pii 100—120 V a ihned po jejim dokonceni byly proteiny

z gelu pfeblotovany na nitrocelulosovou membranu.
4.2.5 Prenos proteinii na membranu — western blotting

Western blotting je metoda Siroce uzivana nejen v oblasti molekularni biologie,
slouzici k detekci, identifikaci, kvantifikaci a wurCeni velikosti proteinti, nebo
posttranslac¢nich Gprav proteini v jednoduchych ¢i komplexnich chemickych vzorcich

(Jensen, 2012).

Zatimco v nékterych zdrojich je jako western blot nepfesné oznacovan cely proces
od SDS-PAGE azZ do imunodetekce (Begum et al., 2022), spravné se jedna jen o ¢ast, kdy
jsou proteiny z polyakrylamidového gelu pfeneseny na nitrocelulosovou ¢i
polyvinylidendifluoridovou membranu (Kurien & Scofield, 2006). Nejcastéji se pro tento
pfenos pouziva tzv. elektroblotting, kdy je ptenos zprostiedkovan pomoci elektrického

proudu a transferového pufru (Kurien & Scofield, 2006).

Pro pienos proteinli na membranu byl pouzit transferovy systém Trans-Blot
Turbo. Na podlozku byla postupné polozena vrstva filtratnich papirGt smocenych
v transferovém pufru (stacks, slouzici jako zadsobérna ionti), nitrocelulosovd membréna,
gel s rozd€lenymi proteiny a dal§i vrstva filtraCnich papiri. Takto zformovany
tzv. sendvi¢ (Obr. 10) byl presunut do transferové kazety a byly z n& pomoci valecku
vytlaceny vzduchové bubliny a nadbytek pufru. Kazeta byla uzaviena vikem a vlozena
do pfistroje. Transfer probihal na program 1 Mini TGX po dobu 3 min pfi konstantnim

proudu 2,5 A az do napéti 25 V.
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Vrchni elektroda (katoda) ————— —_

Vrchni zasobarna ionti
Gel L
Blotovaci membrana

Spodni zasobarna iont

Spodni elektroda (anoda)

Obr. 10: Mini Trans-Blot sendvic¢
Pievzato a upraveno: Trans-Blot® Turbo™ Transfer System — Strucny navod k pouZiti.

4.2.6 Imunodetekce

Jesté pred inkubaci membrany s primarni protilatkou bylo nutné zablokovat volna
mista na membrané, kterd nebyla obsazena proteiny z gelu. Blokace téchto volnych mist
nespecifickymi proteiny z mléka potlacila moznou vazbu primérni protilatky na
membranu, diky ¢emuZ byl sniZen Sum na pozadi a bylo zamezeno fale$né pozitivnimu
vysledku (Jensen, 2012). Membrana byla blokovana po dobu 1 hod pfti laboratorni teploté
5% odtuénénym suSenym mlékem v TBS-T za stdlého michdni. Nezachycené proteiny

byly odstranény promytim membrany 10 min v PBS-T.

Primarni protilatka anti-yH2AX byla nafedéna v poméru 1:5000 v 1% BSA
v PBS a inkubovana s membranou 1 hod za stdlého michani. Po Sesti promytich (5 min)
v PBS-T nasledovala druh4 hodinova inkubace, a to se sekundarni protilatkou anti-mouse
(s konjugovanou kienovou peroxidasou, HRP) v fedéni 1:40 000 v 1% BSA v PBS.

Membrana byla oplachnuta 6x v PBS-T po 5 min a do vyfoceni uchovéavéana v PBS.

Membrana byla postupné snimana v rezimu colorimetric (faint bands), stain-free
(expozice 2 vtefiny) a chemi (5 min inkubace, acumulation mode 30/300/10 a nasledné
vybér optimalniho Casu expozice). Pred spusténim sniméni v rezimu chemi byla
membrana pokryta pfipravenym roztokem Clarity — substratem pro chemiluminescencni

detekci HRP a piekryta folii.
4.2.7 Zpracovani experimentalnich dat z imunodetekce

Snimky membran po pieblotovani a imunodetekci potfizené zobrazovacim

systtmem ChemiDoc MP byly zpracovdny pomoci software Image Lab 6.1.
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Na chemiluminescen¢nich snimcich byly nejdfive pomoci analytickych nastroji
oznaceny sloupce (lanes) a poté tmavé pasy (bands). Tato data byla normalizovana na
stain-free snimky (zobrazujici celkové mnozstvi proteinu) a vysledné normalizované

objemy byly zpracovany v programu Excel 16.

Statistickd analyza a grafické zpracovani dat bylo provedeno v programu
GraphPad Prism 9. Pro statistickou analyzu byla zvolena One-Way ANOVA
(jednofaktorova analyza rozptylu). Pro nasledné porovnani stfednich hodnot skupin
s kontrolou (¢i DAU) byl zvolen test dle Holm-Sidéka, ktery je vhodny pro vicenasobna

srovnani pomoci testovani statistickych hypotéz.
4.2.8 Kometovy test

Prvnim krokem v kometovém testu bylo potazeni bezprasnych mikroskopickych
sklicek s matnym koncem 1% roztokem agardzy Tu bylo tfeba povafit az do vzniku
homogenniho roztoku. Roztok agardzy byl nalit do 50ml kddinky umisténé na horké
vodni 1azni. Jednotliva podlozni sklicka byla ponofena do agarézy za pomoci pinzety,
pfi¢emzZ neponoieny okraj nasledné slouzil k popisu. Jedna strana sklicka byla otfena tak,
aby jej bylo mozné nechat su$it na podnosu. Pfi praci bylo nutné postupovat co
nejrychleji, aby byl na sklicku utvofen pouze tenky film. Po vysuSeni a zatuhnuti pfi

laboratorni teploté byla sklicka dale susena v suSarné po dobu 1 hod pii 60 °C.

Pred dal§i casti experimentu bylo tfeba pfipravit 3 pufry — lyzaéni,
elektroforézovy a neutralizacni. Lyzacni pufr byl pfipraven z 2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris a pH bylo upraveno koncentrovanym roztokem NaOH na 10. Byl
uchovavan v lednici a té€sné pied pokusem byl pfidan Triton X-100 za vzniku 1% roztoku.
Pufr pro elektroforézu obsahoval 300 mM NaOH a 1 mM EDTA. Neutraliza¢ni pufr se
skladal z 0,4 M Tris a 0,5 M EDTA a k tpravé pH na 7,5 byla pouzita koncentrovana
HCL

Nasledné bylo mozné na ptipravend sklicka nanést vrstvu agardzy s bunikami.
1% roztok nizkotuhnouci agardzy byl umistén do vodni lazné tak, aby mél vysledny
roztok agardzy teplotu 37 °C. Ovlivnéné bunky byly oplachnuty PBS a inkubovany
30 min se 150 pl accutasy, kterd zptsobila pusténi bunék z plastové desticky. Nasledné
byly bunky pfeneseny do zkumavky s 250 ul PBS a vznikla suspenze byla uchovana na
ledu. Z kazdého vzorku bylo pfipraveno 10*—2 x 10*bunék. Cim vice bundk vzorek

obsahoval, tim bliZe u sebe byly komety na gelu a o to vétsi bylo riziko, Ze se komety
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budou ptekryvat. 20 pl resuspendovanych bunék v PBS (pro minimalizaci agregace
bunék) bylo smichano s 60 pl 1% roztoku nizkotuhnouci agarézy a pipetovano na sklicko.
Ihned byly ptekryty krycim sklickem a ponechany ke ztuhnuti v lednici. Po 15 min bylo
kryci sklicko opatrné sejmuto, jednotlivé vzorky presunuty do kyvety Hellendahlova typu

a po pridani lyza¢niho roztoku byly vzorky pfes noc lyzovany v lednici.

Pted samotnou elektroforézou byla sklicka piesunuta do elektroforetického tanku
s elektroforetickym pufrem a prazdné mista byla vyplnéna novymi sklicky. Nadoba byla
jesté 40 min ponechéna v lednici, kdy doslo k alkalickému rozplétani DNA. Po uplynuti
této doby byla provedena elektroforéza pii 25 V a cca 300 mA. Po skonceni elektroforézy

byla skli¢ka pfenesena zpét do kyvety a tfikrat 5 min oplachnuta neutralizaénim pufrem.

Sklicka byla pozd¢ji barvena ethidium bromidem (0,1 ug/ml) a focena pomoci
fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse Ti-E s x10 Nikon air objektivem s kamerou
Zyla sCMOS za pouziti optického filtru Cy3 a software NIS-Elements AR 2.20.
Z kazdého vzorku bylo pofizeno minimdln€¢ 20 snimkd. Pro naslednou kvantifikaci
poskozeni DNA bylo nezbytné, aby snimky nebyly pfeexponované, to znamend, aby
intenzita fluorescence v zadné casti digitalizovaného obrazu komety neptekrocila

maximum digitalniho rozsahu (Olive & Banath, 2006).
4.2.9 Zpracovani experimentalnich dat z kometového testu

Pro analyzu snimkl z kometového testu bylo mozno zvolit jeden z mnoha volné
dostupnych softwart jako je OpenComet, CaspLab, ¢i CometScore. Analyza byla
provedena v softwaru CometScore 2.0 dle nékolika stanovenych kritérii — byly
hodnoceny pouze spravné exponované snimky a jen celistvé komety, které ve svém okoli
nemély zaddnou dalsi kometu, artefakt, nebo se s ni¢im pfimo neptekryvaly. U kazdého
snimku byla nejprve nastavena hodnota cutoff tak, aby bylo pozadi snimku zietelné
oddéleno od chvostu komety. Jednotlivé komety byly ohrani¢eny rameckem a kliknutim
byla oznacena hlava komety. V dal§im kroku byly odstranény piekryvajici se komety, ¢i
komety s artefakty. Pro rychlejsi a reprodukovatelnéj$i analyzu byla pouzita funkce
auto-score, Tato funkce vychazi z histogramu komety — odecita intenzitu komety, kdy se
v nejvyssim bodé histogramu nachdzi hlava komety. Software tak piesné nalezl hlavu
komety a nésledné dopocital 1 ostatni parametry — napft. délku a vysku komety, délku
chvostu a moment chvostu. U jednoho vzorku bylo vzdy analyzovano nejméné 100
komet. Z procentualniho obsahu DNA ve chvostu komety (Tail % DNA) byl vypocten

aritmeticky primér a data byla dale zpracovana v softwaru Excel 16.
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Statistickd analyza a grafické zpracovani dat bylo provedeno v programu
GraphPad Prism 9. Pro statistickou analyzu byla pouzita One-Way ANOVA
(jednofaktorova analyza rozptylu). Pro nasledné porovnani stfednich hodnot skupin

s kontrolou (¢i DAU) byl zvolen test dle Holm-Sidaka.
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5 Vysledky

5.1 Imunodetekce fosforylovaného histonu H2AX

Neonatalni kardiomyocyty byly inkubovany s 1,2 uM DAU a 1,2 uM DAUnol a
dalSimi dvéma latkami interagujicimi s TOP II a zkoumény imunodetekci y-H2AX. Mira
fosforylace H2AX je vyjadfena graficky jako primér z kvadruplikatu + smérodatna
odchylka (znazornénad chybovymi useckami), jako % kontroly, nebo % 1,2 uM DAU.
Statisticky signifikantni rozdily jsou vyznaceny hvézdickami (oproti kontrole), ¢i

kiizkem (oproti DAU).
5.1.1 Stanoveni fosforlyace H2AX po inkubaci s 1,2 pM DAU a DAUnol

Izolované neonatalni kardiomyocyty byly inkubovany s 1,2 uM DAU nebo
1,2 uM DAUnol po dobu 1,5; 3 a 6 hod. U vSech vzorkd byla pozorovana statisticky
signifikantni mira fosforylace H2AX oproti kontrole. Mira fosforylace H2AX u DAU

1 DAUnol rostla s ¢asem expozice (Obr. 11).
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Obr. 11: Fosforylace histonu H2AX vlivem 1,2 uM DAU a DAUnol u NRCM.
Signifikantni rozdily oznaceny hvézdickou (* P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001)




5.1.2 Stanoveni posSkozeni DNA po preinkubaci s 1, 10 a 100 pM RES a nasledné
expozici 1,2 pM DAU

Izolované neonatdlni kardiomyocyty byly inkubovany s 1, 10 a 100 uM RES po
dobu 30 min. K ¢asti vzorkii byl bez vymény média pfidan 1,2 uM DAU a druhd ¢ast
byla ponechana beze zmény. Obé¢ sady byly déle inkubovéany po dobu 1,5 hod. Vzorky se
samotnym DAU byly inkubovény 1,5 hod. Fosforylace H2AX zpiisobend DAU, ¢i
kombinaci DAU s 1 a 10 uM RES byla signifikantné zvysena oproti kontrole. Z Obr. 12
je také patrné, Ze RES v koncentraci 100 uM signifikantné snizil miru fosforylace H2AX

zpusobené DAU.
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Obr. 12: Fosforylace histonu H2AX vlivem puasobeni 1, 10 a 100 uM RES a jeho kombinace
s 1,2 uM DAU u NRCM.
Signifikantni rozdily oznaceny hvézdickou (****/#### P < 0,0001)
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5.1.3 Stanoveni poSkozeni DNA po preinkubaci s 0,1 a1 pM GA a nasledné
expozici 1,2 pyM DAU

Izolované neonatalni kardiomyocyty byly inkubovany s 0,1 a 1 uM GA po dobu
30 min. K ¢asti vzorkd byl bez vymény média pfidan 1,2 uM DAU a druhé ¢ast byla
ponechana beze zmény. Ob¢ sady byly dale inkubovany po dobu 1,5 hod. Vzorky se
samotnym DAU byly inkubovény 1,5 hod. Fosforylace H2AX byla u v§ech vzorki kromé
0,1 uM GA signifikantn€ zvySena oproti kontrole (Obr. 13). U kombinace GA s DAU
jsme pozorovali rostouci tendenci poskozeni DNA, ktera vSak nedosahla statistické

signifikance.
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Obr. 13: Fosforylace histonu H2AX vlivem plsobeni 0,1 a 1 uM GA a jeji kombinace s 1,2 uM DAU
u NRCM.
Signifikantni rozdily oznac¢eny hvézdickou (¥** P < 0,001; **** P <(,0001)
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5.2 Kometovy test

Neonatalni kardiomyocyty byly inkubovany analogicky jako u imunoblotu
v-H2AX a zkoumany pomoci kometového testu. Data byla ziskdna jako pramér ze tii az
¢ty méfeni = smérodatnd odchylka (zndzornéna chybovymi useckami). Pivodné byly
vSechny vzorky zkoumany ve kvadruplikatu, avSak pozdéji muselo byt né€kolik vzork
kvali pfeexponovanym snimkiim vyfazeno a u téchto vzorkl nebylo dostate¢né mnozstvi
(min. 100) komet k analyze. Poskozeni DNA je vyjadifeno graficky jako
procentudlni zastoupeni DNA v chvostu komety, jako % kontroly. Statisticky
signifikantni rozdily jsou vyznaceny hvézdickami (oproti kontrole), ¢i kiizkem (oproti

DAU). Ilustra¢ni snimky z fluorescen¢ni mikroskopie jsou na Obr. 17.
5.2.1 Stanoveni poSkozeni DNA po inkubaci s 1,2 pM DAU a DAUnol

Izolované neonatalni kardiomyocyty byly inkubovany s 1,2 uM DAU nebo
1,2 uM DAUnol po dobu 1,5; 3 a 6 hod. U vSech vzorkll byl pozorovan statisticky
signifikantni nariist % DNA ve chvostu oproti kontrole. U DAU rostlo mnozstvi DNA

ve chvostu s casem expozice, u DAUnol byla tendence opacna (Obr. 14).
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Obr. 14: % DNA ve chvostu komety zptisobené vlivem ptisobeni 1,2 uM DAU a DAUnol u NRCM.
Signifikantni rozdily oznac¢eny hvézdickou (* P <0,05; ** P <0,01)
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5.2.2 Stanoveni poSkozeni DNA po preinkubaci s 1, 10 a 100 pM RES a nasledné
expozici 1,2 pM DAU

Izolované neonatalni kardiomyocyty byly inkubovany s 1, 10 a 100 uM RES po
dobu 30 min. K ¢asti vzorkii byl bez vymény média piidan 1,2 uM DAU a druhé ¢ast
byla ponechana beze zmény. Obé¢ sady byly déle inkubovany po dobu 1,5 hod. Vzorek
s DAU byl inkubovan 1,5 hod. Obdobn¢ jako u imunoblotu y-H2AX bylo % zastoupeni
DNA ve chvostu zptisobené DAU, ¢i kombinaci DAU s 1 a 10 uM RES signifikantni
oproti kontrole. Pfi kombinaci 100 uM RES s DAU mélo % zastoupeni DNA ve chvostu
klesajici tendenci, které ale nedosahlo oproti DAU signifikance (Obr. 15).
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Obr. 15: % DNA ve chvostu komety zptisobené vlivem 1, 10 a 100 pM RES a jeho kombinace
s 1,2 uM DAU u NRCM.
Signifikantni rozdily oznaceny hvézdickou (* P <0,05)
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5.2.3 Stanoveni poSkozeni DNA po preinkubaci s 0,1 a1l pM GA a nasledné
expozici 1,2 pM DAU

Izolované neonatéalni kardiomyocyty byly inkubovany s 0,1 a 1 uM RES po dobu
30 min. K casti vzorkli byl bez vymény média ptidan 1,2 uM DAU a druha ¢ast byla
ponechéana beze zmény. Ob¢ sady byly dale inkubovany po dobu 1,5 hod. Vzorek s DAU
byl inkubovan 1,5 hod. MnoZzstvi DNA ve chvostu bylo u vzorkii I pM GA, DAU a jejich
kombinace signifikantni oproti kontrole. 1 puM GA také v kombinaci s DAU zpusobila
signifikantni nartst % DNA ve chvostu oproti samotnému DAU (Obr. 16).
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Obr. 16: % DNA ve chvostu komety zpiisobené vlivem 0,1 a 1 uM GA a jeji kombinace s 1,2 pM DAU
u NRCM.
Signifikantni rozdily oznaceny hvézdickou (* P <0,05; ## P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001)
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1,2 uM DAU 1,5 hod 1,2 uM DAUnol 1,5 hod

100 uM RES 100 uM RES + 1,2 uM DAU

1 uM GA + 1,2 uM DAU

Obr. 17: Snimky komet pod fluorescencnim mikroskopem
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6 Diskuze

Latky ze skupiny ANT jsou jiz od 80. let 20. stoleti pro sviij protinddorovy ucinek
Siroce uzivany pro lécbu mnoha typi leukémii a jinych nddorovych onemocnéni.
Na nadorové buiiky ptisobi komplexnim mechanismem — produkuji ROS, vmezetuji se
do DNA a inhibuji TOP II, coz vede k produkci DSB a miize vyustit az v bunécnou smrt
(van der Zanden et al., 2021). Kromé¢ inhibice TOP Ila u nddorovych bun¢k ovliviluji
ANT 1 TOP II, jejiz inhibice je pravdépodobné pific¢inou nezadouci toxicity ANT na
srde¢ni myocyty (Zhang et al., 2012).

Pravé na ddvce zavisla kardiotoxicita ANT je omezujicim faktorem pro jejich
klinické pouziti. Thned po zacatku 1écby se u malého procenta pacientd muize projevit
akutni toxicita ve form¢ hypotenze a arytmii. Chronicka toxicita se ¢asto projevi az po
dokonceni lécebného rezimu a mize v nejhorSich pifipadech vést az k méstnavému
srdeénimu selhani (Mordente et al., 2003). V patofyziologii ANT kardiotoxicity se
znacna pozornost vénuje vlivu jejich premény na alkoholické metabolity, které by mohly
mit v&tsi potencial k akumulaci napt. v srde¢nim svalu a tento metabolismus by tedy mohl
vyznamn¢ prispivat ke kardiotoxicit¢ (Minotti et al., 2004). Tradi¢né se v literatuie
spekuluje hlavné o zvySené tvorb& aktivnich kyslikovych radikalt alkoholickymi

metabolity, av§ak o jejich roli v poskozeni DNA kardiomyocytt je velmi malo informaci.

Jedinym v praxi pouzivanym léCivem pro prevenci a léCbu ANT navozené
kardiotoxicity je DEX (Mody et al., 2023). Dle tradicni teorie ucinkuje DEX
prostiednictvim vyvazani volnych iontd Zeleza a zaroven odnétim téchto iontl
zkomplexu s ANT (Hasinoff, 1998). Dnes je vSak kardioprotektivni mechanismus
pfipisovan spiSe inhibici TOP IIf v kardiomyocytech (Jirkovsky et al., 2021). DEX je
zastupcem strukturné velmi riznorodé skupiny tzv. katalytickych inhibitord TOP II.
Do této skupiny patii také n¢které ptirodni latky, jako naptiklad GA a RES. Zatimco RES
je strukturne velmi podobny DEX a vaze se na stejné vazebné misto v TOP II (Lee et al.,
2017), struktura GA je od DEX velmi vzdalen4d a mechanismus jejiho ovlivnéni TOP II

neni plné€ popsan.

V této praci jsme se tedy detailn€ vénovali srovnani poskozeni DNA vyvolaného
DAU a jeho hlavnim alkoholickym metabolitem DAUnol a také hodnoceni vlivu dvou
ptirodnich katalytickych inhibitort TOP II — GA a RES na poSkozeni DNA vyvolané
DAU. Dale jsme studovali, jaky vliv ma délka expozice DAU na miru poSkozeni DNA.
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Tyto pokusy jsme provedli na izolovanych neonatalnich potkanich kardiomyocytech
(NRCM), které jsou vhodnym modelem pro in vitro studium toxicity 1é¢iv (Chlopcikova

etal., 2001).

Pro stanoveni poskozeni DNA byly zvoleny dvé principidlné odlisné
metody — stanoveni fosforylovaného histonu H2AX a kometovy test. Kometovy test je
relativné jednoducha a senzitivni metoda pro méfeni poSkozeni ¢i/a reparace DNA
v jednotlivych eukaryotnich bunkéch. Varianta kometového testu pouzitd v této praci
detekuje jedno nebo dvoufetézcové zlomy a dalsi 1éze v DNA, které jsou citlivé na
alkalickou hydrolyzu a zlomy produkuji az druhotné (napi. apurinickd mista) (Olive &
Banath, 2006). Limitujici pro tuto metodu je to, ze ve vysledcich nezahrnuje pouze
poskozeni zptuisobené zkoumanymi latkami, ale i veskeré dal§i poskozeni DNA, které
bylo ve vzorku pfitomné (napf. pocinajici apoptéza builky), nebo na néj ptsobilo
(UV/y zéteni) (Olive & Banath, 2006). U kometového testu se potykdme s pomérné
slozitou interpretaci vysledk, jelikoz vztah mezi mirou poskozeni DNA urcitou latkou a
biologickym dopadem tohoto poskozeni se neda jednoduse urcit (Olive & Johnston,
1997). Pro spravnou intepretaci biologického vyznamu poSkozeni DNA tak bylo nutné

vysledky kometového testu porovnat s dalsi metodou stanovujici poSkozeni DNA.

Druhou metodou jsme stanovovali mnoZstvi histonu y-H2AX. Jednou z prvnich
bunécnych odpovédi na vznik DSB je fosforylace tohoto histonu na serinu v pozici 139
nékterymi kinasami, napiiklad ATM kinasou (Rogakou et al., 1998; Reza¢ova et al.,
2011). Mnozstvi y-H2AX a vzniklych loZisek pfitom odpovida poctu DSB. K fosforylaci
H2AX dochazi v buiice vlivem oxidacniho stresu, UV ¢i ionizujiciho zafeni, kovii nebo
chemikalii. y-H2AX vSak miiZe vznikat i endogenné jako reakce na DSB béhem apoptozy
(Reza¢ova et al., 2011). Stanoveni fosforylovaného histonu H2AX je rutinng uzivano ke
stanoveni poskozeni DNA, napftiklad jako dasledku piisobeni ANT (Cruet-Hennequart et
al., 2012).

Ve vSech lidskych tkanich je DAU biotransformovan na DAUnol (Bachur &
Huffman, 1971), jehoz koncentrace rychle ptevySuji koncentrace DAU v plasmé
s pomérem AUC (plocha pod kiivkou) 1:3—5 (Robert & Gianni, 1993). U tohoto
metabolitu byla v in vivo testech prokazana nizsi cytotoxicita na nddorové bunky nez
u DAU (Schott & Robert, 1989), jeho mozny toxicky ucinek na srde¢ni buniky byl dlouho
diskutovan a zatim zistal neobjasnén. My jsme sledovali miru poSkozeni DNA

zpusobenou DAU nebo metabolitem DAUnolem na NRCM ve tiech riznych casech
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expozice — 1,5;3 a6 hod. Obé latky byly pouzity v koncentraci 1,2 uM, coz je
koncentrace, kterd vychdzi z béznych plasmatickych koncentraci DAU (1-2 uM)
(Gewirtz, 1999) a dle predchozich experiment nasi vyzkumné skupiny se jevi jako
optimalni pro nasS in vitro model. Dle naSich ocekdvani doslo u obou latek
k signifikantnimu nardstu sledovaného parametru oproti kontrole, coz bylo potvrzeno
obéma metodami. Mnozstvi y-H2AX se u DAUnol zdélo vyssi nez u DAU, avSak tento
jev nedosdhl u zadného casu expozice signifikance. Ani u kometového testu se
neprojevila zadna signifikance ve snizeni/zvySeni % DNA ve chvostu DAU oproti

DAUnol.

DAUnol, podobn¢ jako DAU, zptisobil v nasich experimentech poskozeni DNA
u NRCM, cozZ potvrzuji 1 vysledky toxicitni studie na izolovanych kardiomyocytech,
prokazujici schopnost parentni latky 1 jejiho metabolitu tyto buiiky poskozovat, a to jak
se zvySujici se koncentraci, tak i délkou expozice (nepublikovana data, Dr. Applova).
Nase zavéry jsou v souladu s vysledky skupiny, ktera nejdiive hodnotila toxicitu DOXol
a pozdéji 1 toxicitu DAUnol na krali¢im papilarnim svalu (sval uvniti srdecni komory)
(Olson et al., 1988). Redukovany metabolit DOXol zplsobil ve vy$§i mife inhibici
riznych iontovych pump srdeniho sarkoplazmatického retikula a zaroven 1 veétsi
naru$eni systolicke a diastolické srde¢ni funkce nez DOX (Olson et al., 1988). V pozdé&jsi
studii autofi prokéazali in vitro schopnost DAUnol inhibovat vychytivani Ca**
v sarkoplazmatickém retikulu, avSak vysledny efekt na srdecni sval jiZ nebyl ve studii
hodnocen. U DAU se tato schopnost nevyskytla a autofi tak usuzovali, Ze toxické ucinky
ANT na srdce mohou byt zprostfedkovany narusenim homeostazy Ca®" DAUnol (Cusack
etal., 1993). Pouze ditkaz pomoci Ca*" ale nemusi byt pro pfisouzeni toxického piisobeni
DAUnol dostacujici. Efekt DAU a DAUnol na srde¢ni funkce byl pozdé&ji studovan na
vyvinutém modelu izolovaného perfundovaného potkanniho srdce (Pouna et al., 1996).
DAU v kumulativni davce 18 mg/kg vyvolal vyrazné¢ zmény ve funkci levé komory
potkaniho srdce a DAUnol ve stejné davce nemél zadny ucinek. Pti podévani obou 1é€iv
se ukézalo, ze byla koncentrace DAUnol v levé komote podobnd, z ¢ehoZ 1ze usuzovat,
ze toxické plisobeni bylo zpisobené piedevsim parentnim DAU. Tyto vysledky jsou
odli$né od té€ch nasich, nicméné ve studii byla také provedena piimé perfuze potkanich
srdci velmi vysokymi davkami DAU/DAUnol (10 mM), ktera méla u obou latek podobny
efekt. Koncentrace DAUnol béhem pokusu v levé komote dosahla vice nez 20ndsobku

bézné intraperitonedlni koncentrace u téchto zvitat (Platel et al., 2001). Jiny pfistup pro
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porovnani toxicity sekunddrnich alkoholickych metaboliti vii¢i parentnim ANT vytvofil
(Forrest et al., 2000) upravou genomu mysi, které exprimovaly v srdcich ve zvySené mite
karbonylreduktasy, zodpovédné za redukci ANT na sekundarni alkoholy. Vysledky
ukazaly, ze podavani DOX témto mySim vedlo k vyraznéj$i kardiotoxicité néz
u normalnich mysi (Forrest et al., 2000). Podavani DAU oproti tomu vedlo k nizsi srdecni
toxicit¢ nez u béznych mysi. Biotransformace DAU tedy ochranila mysi pfed toxicitou
ANT (Platel et al., 2001). Pro objasnéni molekularnich mechanismu toxického plisobeni
DAUnolu na NRCM a zaroven jeho komplexnich efektii na srdce by bylo tfeba provést

rozsahlejsi a podrobnéjsi studie.

Drive panoval konsenzus, Ze ptirodni polyfenol RES piisobi na nddorové bunky
jako TOP II jed, protoZe v né€kolika studiich zpozdil progresi bunééného cyklu a/nebo
zvys$il markery poSkozeni DNA (Demoulin et al., 2015; Leone et al., 2012; Leone et al.,
2010). Nejnové;jsi studie zjistila, ze RES pusobi spise jako katalyticky inhibitor TOP II,
ktery zabrafuje dimerizaci ATPasové domény, a to konkrétn¢ interakei s jednou ze dvou
ATPasovych domén enzymu. Tento mechanismus je velmi podobny mechanismu DEX

(Lee et al., 2017).

Proto jsme usuzovali, Ze RES samostatné nebude poskozovat DNA potkanich
kardiomyocytli a Ze je bude chranit pfed pisobeni toxického DAU. RES byl pouzit
v koncentracich 1, 10 a 100 uM a v Zadném z experimentll nezpusobil signifikantni
poskozeni DNA oproti kontrole. Obé metody poté ukazaly, Ze nejvyssi koncentrace RES
(100 uM) ma potencial snizit posSkozeni DNA zpisobené DAU (pouze u y-H2AX bylo
toto snizeni statisticky signifikantni). Kvili SirSimu klinickému pouziti DOX oproti DAU
se v literatute vyskytuje prevazné fada studii s kombinaci RES a DOX. Ve studii podobné
té nasi bylo na kardiomyoblastech (H9¢2) prokazano, Ze preinkubace s 25 uM RES po
dobu 24 hod a néslednd inkubace s DOX vedla k signifikantnimu zvySeni viability téchto
bunék 1 oproti preinkubaci s 70 uM DEX (Monahan et al., 2021). Vzhledem k pouzitému
bunéénému modelu se ale nabizi otazka, zda-li je za tento efekt odpoveédna interakce
s TOPII (H9c2 buiiky obsahuji oproti NRCM obé izoformy TOPII), ¢i jiny
mechanismus RES — vychytavani ROS, inhibice NADPH, prevence peroxidace lipidd,
snizeni acetylace p53, aj. (Monahan et al., 2021; Park et al., 2009; Xu & Si, 2012; Zhang
et al., 2011). V jedné ze studii zkoumajicich srdecni funkce u potkanti byl podan RES
ve form¢ pevnych lipidovych nanocastic, coz vedlo k ochrané kardiomyocyti pted

toxickym pusobenim DOX a zlepSeni hodnot srdecni frekvence, ejekéni frakce levé
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komory a frakénimu zkraceni levé komory (Zhang et al., 2019). V jiné studii bylo pfi
pouziti RES s DOX pozorovéano vyrazné snizeni kardiotoxicity DOX se zvySenou expresi
vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru B a i inhibice apoptdzy kardiomyocyti.
Potkantm, kterym byl podavan pouze DOX se vyrazné zhorsily srde¢ni funkce, zvysily
hladiny laktatdehydrogenasy (LDH) a myokardialni izoformy kreatinkinasy v séru a
vyrazng se snizila exprese vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru B (Tian et al.,
2020). Hladiny LDH byly zkoumany i v dalSich experimentech nasi vyzkumné skupiny,
kdy RES v koncentracich nad 30 uM signifikantn¢ snizil hladiny LDH oproti DAU
u NRCM (nepublikovana data, Mgr. Kubes).

Z nasi prace tedy vyplyva, ze RES muze ovlivnit nezddouci ulinky ANT
na srdecni myocyty. Podobnost jeho mechanismu uc¢inku s mechanismem DEX (Lee et
al., 2017) a naSe vysledky naznacuji, Ze by RES mohl byt stejné jako DEX katalytickym
inhibitorem TOP II v kardiomyocytech. Prevence ANT kardiotoxicity skrze TOP IIf byla
naznacena jiz diivéjsi studii, kterd ale tento mechanismus studovala na nepftili§ vhodném
modelu H9¢2, ktery exprimuje ob¢ izoformy TOP II (Lyu et al., 2007). Vyhodou RES je,
Ze muze zarovei cilenim na rizné signalni a molekularni drahy ovliviiovat 1é¢bu rakoviny
a smrt nadorovych bunék. Pozitivni je i to, ze v nizkych ¢i stfednich ddvkach RES
nevykazuje mnoho nezddoucich ucinkli a je rychle biotransformovan na bezpecné
metabolity (Yang et al., 2022). RES je jiz mnoho let dostupny jako doplnék stravy, pro
jeho Siroké klinické uplatnéni jako 1é€iva pro prevenci a terapii srdecni toxicity je vSak
tteba provést jesté fadu dalSich studii zamétujicich se napt. na jeho terapeutické cile,

biodostupnost, toxicitu, davky a interakce (Novelle et al., 2015), nebo za pomoci

24

GA je pfirodni latka, kterda ma mj. protinadorovy a antiproliferativni u¢inek na
fadu nadorovych bunék (Novelle et al., 2015; Thida et al., 2016). Spektrum
protinadorovych U¢inkd GA je velmi rozmanité a je naznaceno v teoretické ¢asti prace.
Do nasi prace byla GA zatazena kviili jeji schopnosti inhibovat katalyticky cyklus TOP 11
v misté St€peni a opctovného spojeni DNA (Minniti et al.,, 2017). Byly provedeny
experimenty s GA v koncentraci 0,1 a 1 uM na izolovanych NRCM. Zpocatku byla
pouzivana i 10 uM GA, ta vSak byla pozdéji vytazena kvili velkému poSkozeni DNA,
které¢ mélo negativni vliv na hodnoceni vysledkii imunoblotu y-H2AX. Pfi exponovani
chemiluminescen¢nich snimku byl totiz signal 10 uM GA natolik vysoky, ze musel byt

Cas expozice oproti ostatnim vyrazné¢ snizen a bylo zvySeno riziko, Ze vysledna intenzita
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chemiluminescence ostatnich vzorkd na membrané nemusi byt imérna velikosti signélu.
GA zpiisobovala jiz v koncentraci 1 uM v obou metodach signifikantni poskozeni DNA
oproti kontrole. U kometového testu dokonce v této koncentraci s pfidanim DAU
zpusobila signifikantni nartst poskozeni DNA oproti samotnému DAU. Stejnou tendenci
m¢la tato kombinace i u druhé metody. Autofi studie s DOX ale dosli k opacnému zavéru
a dokonce navrhovali, ze by GA mohla byt moznou souc¢ésti u€inné protektivni terapie
proti kardiotoxickym ucinkiim DOX (Wang et al., 2014). V této studii byl zkouman vliv
GA na DOX-navozenou kardiotoxicitu na myS$im modelu detekci hladiny LDH a
myokardidlni izoformy kreatinkinasy. Samotny DOX signifikantn¢ zvySoval hladiny
obou enzymt a GA hladiny enzymi nezvySovala. Preinkubace GA zamezila zvySeni
hladiny LDH zptisobené DOX (P < 0,05), ale na kreatinkinasu tato preinkubace neméla
efekt (Wang et al., 2014). Experimenty zkoumajici hladinu LDH provedené v ramci nasi
vyzkumné skupiny ukéazaly, ze GA samostatné od 30 pM signifikantné zvysuje hladinu
LDH a ze do 10 uM v kombinaci s 1,2 uM DAU nezvySuje, ale ani nesnizuje hladinu
LDH (nepublikovana data, Mgr. Kubes). Védci zkoumajici efekty GA na srdce ukazali,
ze GA nemad negativni efekt na krevni tlak, srdecni tep aj. (Qi et al., 2008; Zhao et al.,
2010). Béhem 3mési¢niho intragastrického podavani GA se ale projevilo signifikantni
zvySeni indexu hmotnosti organ-télo u srdce potkanii. Tento index byl stejné zvySen
1 ujater a ledvin (Qi et al., 2008), které byly jiz diive oznaceny za hlavni cile toxického
pusobeni GA (Wu et al., 2004). V praci byl také poznamenan maly bliZe nespecifikovany
vliv GA na histologické zmény srdecni tkané (Qi et al., 2008). Mimo ovlivnéni srdce bylo
také zjiSténo, Ze GA plisobi in vitro 1 in vivo synergicky s DOX na xenograftovém modelu
nemalobunééného karcinomu plic v mySich a to skrze inhibici nuklearniho faktoru

kappa B a P-glykoproteinu (Wang et al., 2014).

V nasSich experimentech nesnizovala GA dle zamyslené hypotézy poskozeni DNA
neonatalnich potkanich kardiomyocitt zptisobené DAU, coz by se dalo z¢asti objasnit jeji
selektivitou viici TOP Ila (Qin et al., 2007). Izoforma a je totiZ v srdci exprimovéna jen
minimélng¢, ¢i viibec (Capranico et al., 1992) a hlavnim medidtorem ANT zplisobené
kardiotoxicity je izoforma B (Zhang et al., 2012). Naopak GA zpusobovala i samostatné
signifikantni poskozeni DNA, a také zvySovala poSkozeni DNA vyvolané DAU. Toto
bylo jiz diive pozorovano v nadorovych buiikach (Rong et al., 2010), kde GA vyvolévala
poskozeni DNA s naslednou stabilizaci p53 a dalsi aktivaci bunéénych odpovédi na

poskozeni DNA. Tyto vysledky naznacuji, Ze se GA nechova jako typicky piedstavitel
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tzv. katalytickych inhibitort a bylo by tedy vhodné ovétit mechanismus jejiho ptisobeni
na TOP II. Mohl by se totiz ukazat jiny mechanismus podobné¢ jako tomu bylo v piipadé
nedavnych vysledkl nasi skupiny s latkou XK469, ktera byla ptivodné publikovanym
TOP II selektivnim jedem a nase vysledky toto tvrzeni nasledné opravily. Je také mozné,
ze GA pusobi poskozeni DNA neenzymatickou cestou, naptiklad oxida¢nim poskozenim.
Tyto vysledky jsou v souladu s experimenty na hladiny LDH, které taktéz ukazaly vlastni
toxicitu GA (nepublikovana data, Mgr. Kubes), avSak nesouhlasi se zavéry studii (Qi et
al., 2008; Wang et al., 2014; Zhao et al., 2010), které nejenze nepopisuji, ale ani
neuvazuji, Ze by GA mohla toxicky pasobit na myokard. Zhao et al. (2010) ptitom zaver
stavi pouze na méteni systolického a diastolického krevniho tlaku a elektrokardiogramu.
Qi etal. (2008) ve vysledcich poukazuje na malé zmény na histologickém preparatu srdce
a na zménu indexu hmotnosti orgdn-télo u srdce, avSak v zavéru t€émto poznatkiim
nevénuje pozornost. Zhao et al. (2014) prokazuje ucinek GA proti toxickému plisobeni

DOX na srdce pouze ditkazem jednoho ze dvou sledovanych enzymu.

O toxickém plisobeni DAUnol a GA na srde¢ni buiiky se v literatuie nevyskytuje
dostateéné mnozstvi dat, ze kterych by §lo u¢init jasny zavér. Udaje v literatuie jsou
nejednotné, maji pomérné odliSny rozsah, nebo v zavéru nemaji dostatecné kriticky
pohled na zhodnoceni vysledkti. Pro dostate¢né pochopeni ptisobeni DAUnol, GA a
ptipadného SirSiho uplatnéni RES (€1 jeho derivati) bude proto zapotiebi provést dalsi

vyzkum.
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7 Zavér

Metodou imunodetekce y-H2AX i1 kometovym testem bylo u DAU i DAUnol
sledovano statisticky vyznamné poskozeni DNA u NRCM oproti kontrolni
skupiné. Poskozeni DAU meélo se zvySujicim se ¢asem expozice rostouci tendenci
u obou metod.

RES nepusobil signifikantni poskozeni DNA a v nejvyssi koncentraci (100 pM)
snizoval poskozeni DNA zplsobené DAU u NRCM, kdy u imunodetekce
v-H2AX bylo toto sniZeni statisticky signifikantni. U kometového testu byla
sledovana stejna tendence.

GA (1 uM) vykazovala v obou metodach signifikantni poskozeni DNA u NRCM
oproti kontrolni skupiné. U kometového testu zptsobila preinkubace GA pied
inkubaci s DAU signifikantni nartist poSkozeni DNA oproti samotnému DAU.

U imunodetekce y-H2AX byla sledovana stejna tendence.
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8 Seznam zkratek

ANOVA

ANT

APS

ATM

ATP

ATR

BCA

BSA

DAU

DAUnol

DEX

DIG

DNA

DNA-PK

DOX

DOXol

DSB

EDTA

ETO

FBS

Analyza rozptylu

Antracyklinova antibiotika
Peroxodisiran amonny

Ataxia telangiectasia proteinkinasa
Adenosintrifosfat

Ataxia teleangiectasia a Rad related proteinkinasa
Bicinchoninovi kyselina

Hovézi sérovy albumin
Daunorubicin

Daunorubicinol

Dexrazoxan

Digesc¢ni roztok
Deoxyribonukleova kyselina
DNA-dependentni proteinkinasa
Doxorubicin

Doxorubicinol

Dvouftetézcovy zlom DNA
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Etoposid

Fetalni bovinni sérum
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FDA

GA

HRP

HS

LDH

MTX

NCI

NRCM

PAGE

PBS

PCR

RES

RNA

ROS

SDS

TEMED

TOP I/11

UV

v-H2AX

Food and Drugs Administration
Kyselina gambogova

Ktenova peroxidasa

Kotiské sérum
Laktatdehydrogenasa

Mitoxantron

National Cancer Institute
Neonatalni potkani kardiomyocyty
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Fosfatem pufrovany solny roztok
Polymerazova fetézova reakce
Resveratrol

Ribonukleova kyselina

Reaktivni formy kysliku
Dodecylsiran sodny
Tetramethylethylendiamin
Topoizomerasa I/11

Ultrafialové zateni

y-fosforylovany histon H2AX
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