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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Studium cytostatickych ucinkt sirného yperitu

Sirny yperit (HD) patii mezi zpuchytujici bojové chemické latky. Jedna se o bifunkéni
alkylaéni cinidlo, které kovalentné modifikuje DNA. Cytostaticky ucinek HD
je charakteristicky zastavou bun&ného déleni, aniz by doslo ke smrti buiiky. Cas, po ktery
je bunika schopna v tomto stavu setrvat, je zavisly na mife poSkozeni DNA, které miize byt
nasledné¢ konvertovano v cytotoxicky ucinek a smrt bunky.

Cilem prace bylo nalézt koncentra¢ni rozmezi HD, které ma cytostatické ucinky a dale
zjistit senzitivitu bun¢k koZznich keratinocytli HaCaT, synchronizovanych ve fazi bunééného
cyklu GI, S a G2/M, k indukci alkyla¢niho poSkozeni, provedeném po uvolnéni blokace
bunécéného cyklu.

Cytostaticky ucinek se projevil pouze ve velmi nizkych koncentracich, v fadu jednotek
pumol.I''. V nasich experimentech to byla koncentrace 2 pmol.I"! HD, ktera zabranila proliferaci
bunék po dobu 2 dnti. NiZsi, submikromolarni koncentrace, mély stimula¢ni efekt na proliferaci
bunék, vyssi koncentrace HD naopak plsobily jiZ cytotoxicky.

Pokud bylo poskozeni indukovdno v Gl fazi, doskol k poklesu viability bunék
aZ po 48 hodinach za soucasného poklesu % bunék v G1 fazi. Ve fazi S jsme prekvapivé nenasli
zadny signifikantni vliv alkylacniho poskozeni na synchronizované bunky, jak na trovni
viability, tak 1 bunéného cyklu. Nejvyraznéjsi vliv na viabilitu bun€k ovlivnénych HD byl
ve fazi G2/M, prestoze na Grovni bunééného cyklu nebyl zaznamenéan signifikantni rozdil.
Reakce synchronizovanych bunék na alkylaéni poskozeni pak nebyla v naSich experimentech
z pohledu odpovédi na Grovni bunééného cyklu a syntézy DNA detekovana jako statisticky

vyznamna.
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Sulfur mustard (HD) belongs to blistering agents used in chemical warfare.
It is a bifunctional alkylating agent that covalently modifies DNA. The cytostatic effect of HD
is characterized by halting cell division without cell death. The duration for which a cell can
remain in this state depends on the extent of DNA damage, which can subsequently
be converted into a cytotoxic effect leading to cell death.

The aim of the study was to determine the concentration range of HD gas that exhibits
cytostatic effects and to investigate the sensitivity of HaCaT skin keratinocyte cells
synchronized in the G1, S, and G2/M phases of the cell cycle to alkylating damage induction
following release from cell cycle blockage.

The cytostatic effect was observed only at very low concentrations, in the range of units
of pmol.I"!. In our experiments, a concentration of 2 pmol.1"! of HD prevented cell proliferation
for 2 days. Lower, submicromolar concentrations, had a stimulatory effect on cell proliferation,
while higher concentrations of HD acted cytotoxically.

When damage was induced in the G1 phase, there was a decrease in cell viability after
48 hours, accompanied by a decrease in the percentage of cells in the G1 phase. Surprisingly,
we found no significant effect of alkylating damage on synchronized cells in the S phase, neither
in terms of viability nor cell cycle. The most pronounced impact on the viability of HD-affected
cells was observed in the G2/M phase, although there was no significant difference at the level
of the cell cycle. The response of synchronized cells to alkylating damage was not statistically

significant in terms of cell cycle and DNA synthesis in our experiments.
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1 Seznam zkratek

5’-dRP - 5’deoxyribozovy fosfat

53BP1 - p53 - binding protein 1
APE]1 - apurinové/apyrimidinova endonukleasa 1

ATM - ataxia telangiectasia mutated

ATR - ataxia telangiectasia and Rad — related

ATRIP - protein interagujici s ataxia telangiectasia mutated and Rad3 — related
BER - reparace excizi baze

Bis-G - bis(2-(guaninethyl)sulfid)

BrdU - 5-bromo-2'-deoxyuridin

CDK - cyklin dependentni kinasa

CDT - karbohydrat deficientni transferin

Cip/Kip - CDK interagujici protein/protein inhibujici kinasu

CKI - inhibitor cyklin dependentnicj kinas

CIdU - 5-chloro-2-deoxyuridin

DAPI - 4°,6-diamidin-2-fenylindol

DDR - reakce na poskozeni DNA (DNA damage response)
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO - dimethyl sulfoxid

DNA - PKcs - DNA — dependent protein kinase, catalytic subnuit
DSB - dvoutetézcové zlomy (double strand break)

EdU - 5-ethynyl-2’-deoxyuridin

ERCCI - excizni reparacni protein komplementacni skupiny 1 (excision repair cross

complementing group 1)



FACS - fluorescenci aktivované tfidéni bun&k
FasL - Fas ligand

FBS - fetalni bovinni sérum

FENI - endonukleasa 1

FUCCI - fluorescen¢ni indikator bunécného cyklu zaloZzeny na ubikvitinaci (Fluorescent

Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator)
GSH - glutathion

H2AX - histone family member X
HD - sirny yperit

HDAC - histondeacetylasa

HN2 - dusikaty analog yperitu
HR - homologni rekombinace
CHKI1 - checkpoint kinasa 1
CHK2 - checkpoint kinasa 2

IdU - 5-i0do-2-deoxyuridin

IL-13 - interleukin 13

IL-15 - interleukin 15

IL-6 - interleukin 6

IL8 - interleukin 8

IL-B - interleukin-B3

IL-a - interleukin-a

INF-y - interferon gamma

iINOS - syntasa oxidu dusnatého
IP3 - inositoltrifostat

LDsg - stfedni smrtelna davka



MDCI - mediator of DNA damage checkpoint 1

Mdm?2 - Mouse double minute 2 homolog

MRN - komplex MRE11, RAD50 a NBN1

Mytl - Myelin Transcription Factor 1

N3-HETEA - N3(2-((2-hydroxyethyl)thio)-ethyl)adenin
N7-HETEG - N7-(2-((2-hydroxyethyl)thio)-ethyl)guanin
NAD" - nikotinamidadenindinukleotid

NADP" - nikotinamidadenindinukleotid fosfat

NER - reparace excizi nukleotidii

NF-kB - nuklearni faktor kB

NHE]J - nehomologni spojovani koncti

NPAT - jaderny protein mapovany na lokus ATM
O6-HETEG - 06-[2-[(2-hydroxyethyl)thio]ethyl]guanin
p21 - protein 21

p27 - protein 27

p53 - protein 53

p57 - protein 57

PAR - poly(ADP-rib6za)

PARP - poly(ADP-rib6zo)polymerasa

PBS - fyziologicky roztok pufrovany fosfaty
PBS-Tw20 - 0,05 % Tween-20 v PBS

PCNA - proliferacni antigen bunécného jadra

pH3 - fosforylovany histon H3

PI - propidium jodid
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PIKK - fosfatidylinositol — 3 kinasa
PK - proteinkinasa
PLC - fosfolipasa C

Pol 3 - DNA polymerasa 3

Pol 6 - DNA polymerasa 6

Pol € - DNA polymerasa €

Pol k - DNA polymerasa k

pRB - retinoblastomovy protein

R - restrikéni bod

ROS - reaktivni formy kysliku

SDS - dodecylsiran sodny

SEM - stfedni chyba priméru

SLBP - stem-loop binding protein

SSB - jednofetézcoveé zlomy (single strand break)

TFIIH - transkripéni faktor ITH

TNFa - tumor nekrotizujici faktor o

TopBP1 - topoisomerase — binding protein 1

Tw20 - Tween-20

XPA - protein xeroderma pigmentosum komplementacni skupiny A
XPB - protein xeroderma pigmentosum komplementa¢ni skupiny B
XPC - protein xeroderma pigmentosum komplementacni skupiny C
XPD - protein xeroderma pigmentosum komplementacni skupiny D

XPG - protein xeroderma pigmentosum komplementacni skupiny G
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2 Uvod
Sirny yperit (bis(2-chlorethyl)sulfid) je bifunkéni alkylacni €inidlo, které zptisobuje nejen

alkylaci jednotlivych bazi DNA, ale rovnéz i tvorbu kovalentnich mezifetézcovych spojeni
uvnitt  molekuly DNA. Tyto patologické vazby jsou jednou z pfi¢in cytostatického
a cytotoxického ucinku této latky. Na bunécné urovni probiha interakce sirného yperitu nejen
se strukturami DNA, ale rovnéz dochazi i k poSkozeni RNA, proteind, lipoproteinti a dal§ich
molekul, které jsou vyznamné pro normalni funkci buiiky. Toto poSkozeni aktivuje hned n¢kolik
intracelularnich mechanismu, které v zavislosti na mifte alkylace sméiuji svoji ¢innost k oprave

poskozeni a ndslednému umoznéni replikace DNA, anebo k zaniku buniky.
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3 Teoreticka cast

3.1 Sirny yperit

Sirny yperit (HD), chemicky bis(2-chlorethyl)sulfid, patfi do skupiny vysoce toxickych
organickych sloucenin, oznacovanych jako zpuchyftujici bojové chemické latky (Obr. 1). Jeho
prvni pouziti pro bojové ucely bylo zaznamenano v roce 1917, kdy byl pouzit pobliz mésta
Ypres v dnesni Belgii (Humans 2012). Podle mista prvniho nasazeni dostala tato latka i své
Ceské oznaceni yperit. V anglictin€ se pro sirny yperit pouziva nazev ,sulfur mustard®, ktery
reflektuje typicky ,,hof¢icny* zdpach této latky (Ghabili et al. 2011). Pro vojenské oznaceni
sirn¢ho yperitu se pouziva zkratka HD, ktera je zaroven i kddem NATO (Borak a Sidell 1992;
Kehe et al. 2008; Wattana a Bey 2009). Zkratka HD bude proto pouzivana i v této praci.

CI\/\S/\/CI

Obr. 1 Strukturni vzorec sirného yperitu (zdroj: Steinritz a Thiermann 2016).

HD byl poprvé syntetizovan na pocatku 19. stoleti francouzsko-belgickym chemikem
C. Despretzem. V roce 1880 pak nezavisle na sob& provedli zdafilou syntézu HD i védci
F. Guthrie a A. Niemann. Dal§$im némeckym chemikem, ktery se zabyval syntézou
halogenovanych thioetherti, byl V. Meyer, ktery v roce 1886 navrhl postup syntézy ¢istého HD.
Takto ptipraveny HD byl nésledné pouzit némeckou armadou proti vojskiim Trojdohody
(Shakarjian et al. 2010; Sezigen et al. 2019; Steinritz a Thiermann 2016).

Béhem prvni svétové valky (1914 az 1918) bylo pouzito mnoho toxickych chemickych
latek k potencialnimu zniCeni nepfitele, ale HD byl cilen¢ vyvinut za timto tc¢elem. Po jeho
prvnim Usp&$ném pouziti byl odstartovan dalsi intenzivni vyvoj otravnych latek vyuzitelnych
pro bojové ucely. Jednalo se pfedevsim o vysoce toxické organofosforové slouceniny (Ganesan
et al. 2010).

V roce 1997 vesla v platnost mezinarodni tmluva ,,Umluva o zakazu vyvoje, vyroby,
hromadéni zasob a pouziti chemickych zbrani a o jejich zni¢eni“. Tento vyznamny dokument
zavazuje Clenské staty k eliminaci veSkerych chemickych zbrani (Ktizkova a Vitvarova 2017).
PrestoZe je naddle vyvijena intenzivni snaha o celosvétovou eliminaci chemickych zbrani,
nebyla tato ,,Umluva“ ratifikovana viemi staty a tedy stale existuje potencialni riziko zneuziti

téchto latek. Naptiklad HD byl pouzit béhem obc¢anské valky v Syrii v roce 2013 nebo béhem

13



Iracko-iranské valky v letech 1980-1988 a v n¢kolika dalSich konfliktech (Kt#izkova a Vitvarova
2017).

3.1.1 Fyzikilné-chemické vlastnosti sirného yperitu

Chemicky cista latka je stabilni bezbarva viskozni kapalina s velmi slabym zapachem
po hoi¢ici nebo cesneku. Teplota tani HD se pohybuje kolem 13 az 14,5 °C. Teplota varu
je vrozmezi 217,5 az 218 °C (Steinritz a Thiermann 2016; Timperley et al. 2021). HD je Spatné
rozpustny ve vodé (0,92 mg.ml' pii 25 °C), slab&é rozpustny v parafinu nebo vazeling
aneomezen¢ rozpustny v zivo¢iSnych a rostlinnych tucich, olejich, alkoholu, benzenu,
chloroformu, éteru, benzinu nebo petroleji. Fyzikalné-chemické vlastnosti jsou shrnuty

v tabulce €. 1.
Tab. 1 Fyzikalné-chemické vlastnosti sirného yperitu (zdroj: Steinritz a Thiermann 2016).

Skupenstvi (25 °C) olejovita kapalina

Sumarni vzorec C4HsCl1:S

Molekulova hmotnost | 159,08 g.mol’!
0,00427 kPa pti 10 °C
Tlak nasycenych par 0,0016 kPa pti 20 °C
0,0461 kPa pii 40 °C

Teplota varu 217,5-218 °C
Teplota tani 13-14,5°C

Hustota 1,27 g.ml™! pii 20 °C
Tekavost 610 mg.m> pii 25 °C

Rozpustnost ve vodé 0,92 mg.ml™! pii 25 °C

Ve vodném prostiedi HD podléha hydrolytické reakci za vzniku thiodiglykolu (Obr. 2).
Nejprve dochazi k odStépeni chloridového aniontu z jednoho z postrannich alkylovych fetézcti
molekuly HD za vzniku (2-chlorethyl)thiiranium chloridu. U tohoto vysoce nestabilniho
meziproduktu dochazi dale k otevieni heterocyklu a na konci alkylového fetézce vznika
karbokationt. Ten je silnym elektrofilem a rychle reaguje s pfitomnymi OH- skupinami vody
za vzniku 2-hydroxyethyl-2-chlorethylsulfidu. Identicka reakce se pak opakuje i na druhém
chloralkylovém fetézci a vysledkem hydrolyzy je bis(2-hydroxyethyl)sulfid neboli
thiodiglykol. Tato latka jizZ nema toxické vlastnosti ani zpuchytujici G€inky na lidskou kiizi

(Timperley et al. 2021).
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H,O

-cr .
Cl Cl Cl .
\/\5/\/ # \/\8\7 - Ll\/\s/\/OH + HCI

cr 110\/\ H,0
g HO OH
— \7 > \/\S/\/ + HCI

Obr. 2 Hydrolyza sirného yperitu (zdroj: Ashmore a Nathanail 2008).

3.2 Utinky sirného yperitu na lidsky organismus
Vstupni branou HD v plynném nebo kapalném skupenstvi jsou o€i, dychaci cesty a ktize.
M¢éné castd je expozice prostfednictvim gastrointestindlniho traktu, naptiklad pfi poziti

kontaminované potravy nebo vody (Steinritz a Thiermann 2016; Humans 2012).

Toxicky ucinek na zasazenou tkan je okamzity, ovSem jeho klinickd manifestace
se projevuje az se zpozdénim. Toto asymptomatické obdobi je charakteristickym znakem
pro expozici HD. Jeho délka zavisi na absorbované dévce, zptisobu expozice HD a citlivosti
zasazené¢ho organu. Se vzrlstajici koncentraci se zkracuje latentni perioda manifestace

klinickych ptiznaki (Timperley et al. 2021; Humans 2012; Steinritz a Thiermann 2016).

3.2.1 Oci a dychaci cesty

Oc¢i jsou nejvice senzitivnim organem k ucinkim HD a prvni ptfiznaky se objevuji
uz do 60 minut. Expozice je charakteristickd otokem oc¢nich vicek a zarudnutim bélma,
coz muze vyustit v poskozeni rohovky, blefarospazmus a docasnou slepotu. Subjektivné
pak postiZzeny citi podrazdéni oc¢i, ma pocit ciziho télesa v oku a je velmi citlivy na svétlo
(Shakarjian et al. 2010). V mirném podnebi vyvolava inhalace par o koncentraci
70 mg.min"'.m™ HD mirnou nebo Zadnou reakci, 70 az 100 mg.min™'.m™ zptisobuje nebezpecné

1

poskozeni dychacich cest a vice nez 100 mg.min"'.m™ mize vést ke ztratdm na Zivotech

(Timperley et al. 2021).

Pfi inhalacni expozici je primdrné zasazena nasdalni, laryngdlni a tracheobronchidlni
sliznice dychacich cest. Prvni ptiznaky se objevuji po 4 az 6 hodinach. Podrazdéni dychaciho

systému vede k rozvoji laryngitidy, poskozeni dychaciho epitelu, otoku plic a tvorbé pablén,
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které mohou zpusobit obstrukci dolnich cest dychacich (Timperley et al. 2021). Pfi mirném
podrazdéni jsou popsany pocity suchosti v ustech a paleni v krku. Objevuje se také chrapot,
suchy kasel a krvaceni z nosu. K naruSeni dychaci bariéry a poruchy funkce vymény plyni
v dolnich cestach dychacich dochazi pfi expozici vysokym davkdm HD. Rekonvalescence

je dlouhodoba a pacient je ohrozen sekundarni infekci dychacich cest (Shakarjian et al. 2010).

3.2.2 Kuze

Pti perkutanni expozici je stiedni smrtelnd davka (LDso) HD pro ¢lovéka odhadovéana
na 100 mg.kg™! hmotnosti téla (Timperley et al. 2021). Prvni kontakt s kizi neni obvykle spojen
s nepiijemnymi pocity. HD nejsndze poskozuje kozni regiony téla, které jsou bohaté zasobeny
potnimi zlazami (podpazi a tiisla) a kde je tenci vrstva kize (krk, obli¢ej). V téchto mistech HD
snadno penetruje skrz kizi, vaze se zde na pritomné makromolekuly, ¢ast se rozpousti
a deponuje v podkoznim tuku a Cast se dostava do systémového obéhu, kde dale poSkozuje

organismus (Nair et al. 2021).

Prvnim ptiznakem expozice je erytém, ktery se objevuje po 2 az 24 hodinéach od kontaktu
HD skazi. Casto byva spojen svelmi intenzivnim svédénim. O nékolik hodin pozdgji
se objevuji malé puchytky, které jsou naplnéné svétle Zlutou tekutinou. Tyto malé puchyiky
se mohou spojit a vytvotit az 6 cm velké puchyte. To je ddno v souvislosti s rozvojem toxické
dermo-epidermalni nekrolyzy a nasledné separace dermis od epidermis vlivem hromadéni
transudatu. Mechanicky namahané puchyie mohou prasknout, na povrchu postizené¢ kize
se vytvori vrstva nekrotické tkané a strup. Léze se obvykle zaceli v pribéhu 10 az 50 dnti
veformé jizvy. Zasazend mista jsou charakteristickd dlouhodobou zménou v pigmentaci. Miize
se jednat o hyperpigmentaci, ale také i o jeji vymizeni, neboli hypopigmentaci (Shakarjian et

al. 2010).

3.2.3 Systémové ucinky sirného yperitu a hematopoéza

Systémové ucinky pii otravé HD jsou velmi podobné tém, které zplsobuje
radio — nebo chemoterapie. Po expozici nizkym davkdm HD mohou nastat bolesti hlavy,
nevolnost, zvraceni a ztrata chuti k jidlu. Expozice vysokym davkam HD miiZze vazné poSkodit
gastrointestinalni trakt a buniky kostni dfen¢. Toxické t¢inky HD na hematopoézu jsou zavislé

na davce a zpusobuji aplastickou anémii. Treti az Ctvrty den po expozici dochazi k vyrazné
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po expozici. Tato leukopenie je ndsledovana poklesem poctu  megakaryocytl
a erytropoetickych bunék. To ma za nasledek imunosupresi a zvySenou nachylnost k infekcim,

které mohou byt smrtelné (Balali-Mood a Hefazi 2006; Steinritz a Thiermann 2016).

3.3 Mechanismus tucinku sirného yperitu

HD je bifunk¢ni alkylaéni ¢inidlo, které zptisobuje kovalentni modifikace biomolekul.
Ve vodném prostiedi podléhd postranni chlorethylovy fetézec intramolekuldrni cyklizaci,
pfi niz se odstépuje chloridovy aniont a vznika kladné nabity, ale velmi nestabilni meziprodukt
(2-chlorethyl)thiiranium chlorid. Nasleduje otevieni cyklu a na misté piivodniho atomu chléru
vznikd mimofadné reaktivni karbokationt (Obr. 3). Karbokationt, jakozto silny elektrofil,

atakuje nukleofilnimi molekuly v okoli.
Cl
Cl\/\s/\/Cl . \/\S+\7 + 0l — Cl\/\s/\/CHz'

Obr. 3 Mechanismus uc¢inku sirného yperitu, vznik karbokationtu (zdroj: Yang et al. 2002).

Tento mechanismus je shodny s jiz popsanym procesem hydrolyzy, ovSem nedochézi zde
k substitu¢ni reakci s -OH skupinou na obou alkylchloridovych fetézcich, ale s nukleofilem,
ktery je soucasti biologicky vyznamnych molekul. V Zivych systémech jsou to predevSim
proteiny, nukleové kyseliny, fosfolipidy a lipoproteiny. Molekula DNA lokalizovana
v bunéném jadie poskytuje prostiednictvim svych bazi velké mnozstvi volnych elektronovych

pard, které jsou atakovany vzniklym karbokationtem (Beigi Harchegani et al. 2018).

Druhy chlorethylovy postranni fetézec je rovnéz schopen intramolekuldrni cyklizace
a vzniku karbokationtu. Ten pak mize obdobné reagovat s jakymkoliv nukleofilem v okoli,
vcetné molekuly vody. Vysledkem této alkylacni rekce jsou nejen monofunkéni adukty, ale také
1 bifunkéni adukty, které maji charakter kovalentnich vazeb mezi bazemi DNA, proteiny
anebo jejich vzdjemnou kombinaci. Alkylaéni poSkozeni bunéénych struktur méa pak
za nasledek rozvoj procest, které se snazi pritomné poskozeni odstranit anebo, v ptipadé DNA,

opravit (Beigi Harchegani et al. 2018; Shakarjian et al. 2010).

3.3.1 Interakce sirného yperitu s DNA a jeho cytostaticky efekt

Alkyla¢ni modifikace DNA je povazovana za nejkritictéj$i poSkozeni buiiky zptisobené

HD. Pfitomné zmény ve struktufe DNA jsou pak primarnim inicidtorem komplexu né&kolika
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kaskadovych reakci, které maji za nasledek typické klinické ptiznaky. Genotoxicky stres
indukovany strukturdlnimi modifikacemi DNA umoziuje vznik fetézcovych zlomi DNA,
apurinovych mist nebo mutacim v DNA. Tyto 1éze mohou vést k chybam béhem procesu
replikace a transkripce. Protoze kontrolni mechanismy buiniky nedovoli replikaci DNA
s chybami, dochazi k zastavé bunécného cyklu. To je také podstatou cytostatického u¢inku HD
na proliferujici buiiky. Pokud je poSkozeni nadmérné a buiika by ho nezvladla v¢as opravit,
je iniciovana buné¢na smrt cestou apoptdzy (Beigi Harchegani et al. 2018; Borak a Sidell 1992;

Panahi et al. 2018).

Kovalentni alkylace nukleovych kyselin jsou velmi dobfe zdokumentované, zejména
instrumentalnimi analytickymi metodami zaloZzenych na hmotnostni spektrometrii. Jednoduché
adukty jsou obecné reprezentovany bazi DNA s pfipojenym 2-hydroxyethyl(thio)ethylovym
zbytkem. Dvojné adukty jsou tvofeny dvéma bazemi vzajemné spojenymi ethylthioetherovym
mustkem. Tyto adukty se tvofi nejcastéji v poloze N7 baze guaninu (Obr. 4, A), coz vede
ke vzniku  N7-(2-((2-hydroxyethyl)thio)-ethyl)guaninu (N7-HETEG). Tato modifikace
se vyskytuje nejcastéji a tvoii 64 aZ 81 % vSech alkyla¢nich adukti HD. Dalsi adukty vznikaji
v poloze N3 molekuly adeninu (Obr. 4, B), jejichz vysledkem je N3(2-((2-hydroxyethyl)thio)-
ethyl)adenin (N3-HETEA) a to v zastoupeni 1,3 az 4,6 %. Nejmén¢ zastoupeny, ale biologicky
vysoce  vyznamny  je adukt  guaninu v poloze 06 (Obr. 4, O).
06-[2-[(2-hydroxyethyl)thio]ethyl]guanin (O6-HETEG), tvoti pouze 0,04 az 0,62 % vSech
aduktt, ale je povaZzovan za mutagenni z diivodu jeho tolerance a nerozpoznani repara¢nimi
mechanismy, na kterych se podileji 1 enzymy ze skupiny DNA alkyltransferaz (Ghabili et al.
2011; Steinritz a Thiermann 2016).

Bifunkéni adukty jsou vpoméru 18 az 42 % vSech alkylaci zastoupeny
bis(2-(guaninethyl)sulfidem) (Bis-G) (Obr. 4, D). Pfi tomto typu poSkozeni DNA vznikaji
inter- €1 intrafetézcové kovalentni vazby. Bifunkéni adukty ptedstavuji v ramci struktury
dvouSroubovice DNA nejen funkcni, ale 1 sterickou piekazku. Konformacni zmény
dvousSroubovice DNA, které vyvolava vnitini pnuti fetézce, mohou vést béhem reparacnich
procesi ke vzniku dvoufetézcovych zlomi DNA (DSB). V dusledku poSkozeni
komplementarnosti bazi a ztrat¢ vhodného templatu pro opravu DNA, je toto poSkozeni
pro dalsi osud bunky fatdlni. Tolerovano je jen velmi malé mnoZstvi DSB, které je burika
schopna opravit (Beigi Harchegani et al. 2018; Ghabili et al. 2011; Panabhi et al. 2018; Steinritz
a Thiermann 2016).
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Obr. 4 Baze DNA modifikované alkylaci sirnym yperitem; A) N7-HETEG, B) N3-HETEA, C)
O6-HETEG, D) Bis-G (zdroj: Yue et al. 2014).

3.3.2 Rozpoznani alkyla¢niho poskozeni DNA

Adukty HD nezptisobuji fetézcové zlomy piimo. Za chyby, které jsou vnaseny do DNA,
jsou zodpovédné endonukleasy, které se podileji na replikaci a reparaci poSkozené DNA. Tyto
chyby mohou zptisobit zlomy jednoho fetézce (SSB) nebo DSB DNA. SSB i DSB byly zjistény
v izolovanych bunkéch i tkanich, které byly vystaveny uc¢inkiim HD. Nepiesna oprava zlomi
DNA, zejména DSB, je spojena se zastavou bunécného cyklu, genomovou nestabilitou

a poskozenim chromozom (Jan et al. 2020).

Signalizace poskozeni DNA je nutna pro zachovani jeji integrity a spravného fungovani.
Ptesné mechanismy, kterymi jsou signaliza¢ni kaskady poskozeni DNA indukovany v cilovych

bunikach po expozici HD, nejsou detailn€ objasnény.

V reakci na poSkozeni DNA, spoustéji bunky komplexni signdlni odpovéd’, ktera
se nazyva ,,DNA damage response’ (DDR). Tento proces je dulezity pro opravu DNA
a prevenci genotoxicity. Proces zahrnuje signalizaci poSkozeni DNA, aktivaci kontrolnich boda
bunééného cyklu, opravu DNA, remodelaci chromatinu a modulaci genové exprese. VSechny
tyto prvky jsou dilezité pro udrzeni stability genomu. Protein interagujici s ataxia
telangiectasia mutated and Rad3 — related (ATRIP), komplex MRE11, RAD50 a NBN1 (MRN)
a komplex Ku70/Ku80 patii mezi senzorické proteiny, které detekuji poSkozeni DNA.
Tyto senzory rychle aktivuji fadu kindz v misté poskozeni DNA a zahajuji DDR.
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Klicovou roli v iniciaci signaliza¢nich kaskad vreakci na poskozeni DNA maji
fosfatidylinositol — 3 kinasy (PIKK), zejména ataxia telangiectasia mutated (ATM), ataxia
telangiectasia and Rad — related (ATR) a DNA — dependent protein kinase, catalytic subnuit
(DNA — PKcs). Tyto PIKK se vazou na DSB a na fadu dalSich 1ézi ptitomnych v DNA. Dale se
podili na transdukci signali prostfednictvim fosforylace Siroké skaly adaptorovych nebo
mediatorovych proteint, jako jsou p53 — binding protein 1 (53BP1), mediator of DNA damage
checkpoint 1 (MDC1) pro ATM, topoisomerase — binding protein 1 (TopBP1) a Claspin pro
ATR. Nasledn¢ jsou aktivovany efektory apikalnich kindz, jako jsou checkpoint kinasa 1
(CHK1), checkpoint kinasa 2 (CHK2), p53 a H2A histone family member X (H2AX), které
se snazi udrzet bunky v kontrolnich bodech bunééného cyklu a indukovat opravu poskozeni
DNA (Obr. 5). Aktivaci kontrolnich bodi p53, CHK1 a CHK2 uclinkem HD, dochazi
ke zpomaleni nebo zastaveni progrese bunécného cyklu, coz miiZe iniciovat smrt buiiky cestou

apoptdzy (Jan et al. 2019; 2020).

Pozkozeni Alkylacni poSkozeni DNA
DNA zpusobene HD

» TTTTTT >==<;7TT

& =E.

Senzory @ Ku70/80
lSSB DSBl

Piimé P / DNA-
Transduktory @ substraty ATM PKc
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1 . —
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Obr. 5 Schéma rozpoznavani poskozeni DNA zplsobené sirnym yperitem (Jan et al. 2020).
Vyznam pouzitych zkratek je uveden v textu, popiipade v seznamu zkratek.
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3.3.3 Cytotoxické ucinky sirného yperitu

Toxicita HD je zprostiedkovana hned nékolika mechanismy. Mezi ty hlavni patii
alkyla¢ni poSkozeni biologicky vyznamnych makromolekul, vyCerpani bunécné zasoby
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD"), zvySeni hladiny intracelularniho véapniku, zvySeni
hladiny proapoptickych mediatort, oxidativni stres, rozvoj zanétu a vyCerpani zasoby

intracelularnich antioxidantti (Beigi Harchegani et al. 2018; Ramos et al. 2023).

Vycerpani intracelularnich zasob NAD' je povazovano za jeden ze zasadnich
mechanismu, ktery vede k bunéné smrti. Po poskozeni DNA vyvolaném HD se aktivuji
opravné mechanismy, vcetné reparacniho enzymu poly(ADP-rib6za)polymerasa (PARP),
opravy excizi bazi a opravy excizi nukleotidi (Obr. 6). Bylo prokazano, ze zlomy DNA
vyvolavaji aktivaci PARP, ktera vede kvyCerpani NAD', ATP a ke stimulaci
nikotinamidadenindinukleotid fosfit (NADP*) z4vislého hexosa-monofosfatového zkratu. Tyto
mechanismy maji za nasledek zvySenou syntézu a uvolilovani protedz, coz je spojeno se smrti
bunék a poskozenim tkani. Cinnosti PARP je také produkovéana poly(ADP-riboza) (PAR), ktera
indukuje signaly pro apoptézu (Ramos et al. 2023; Beigi Harchegani et al. 2018).

HD
Alkylace DNA, Aktivace l, 1ROS Deplece
proteind, lipidi PPAR tFasL € antioxidanti

Jool

INAD:| ATP  1Fas tOxidaéni

stres
J/ Vapenaté kanaly
1Proteaz 1Kaspaz \I/
/J TUvolhovani vapniku

TDegradace
proteint THladiny vapniku

Inhibice enzymi m
Dysfunkee membrin H‘ tEndonukltaz Fosfolipiz

Apoptc’aza :_' Poskozeni cytoskeletu
Zménéna transdukee signald

Defekty v |'upli}uaa:i DNA g Fragmentace DNA Hydrolyza fosfolipidi
Selhdni transkripee DNA - -
Zastava bunééného cyklu €

Obr. 6 Bunécné a molekularni mechanismy ptisobeni sirného yperitu (zdroj: Beigi Harchegani
et al. 2018).

Po expozici HD také dochazi ke zvySovani hladiny intraceluldrniho véapniku

a kalmodulinu. Ob¢ latky maji dilezitou roli v apoptdze a bunécné smrti. ZvysSend aktivita
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proteinkinaz (PK) aktivuje fosfolipasu C (PLC) a tvorbu inositoltrifosfatu (IP3), ktery ptisobi
na vapnikové iontové kanaly a uvoliiuje vapnik z intracelularnich zasob v endoplazmatickém

retikulu (Beigi Harchegani et al. 2018).

Dal8i mechanismus, ktery vede ke zvySeni véapniku v cytosolu vyplyva z masivni
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) zplsobené HD. ROS mohou reagovat
s vapnikovymi kanaly uvniti endoplazmatického retikula, mitochondrii a buné¢né membrany.
Tyto interakce poskozuji transportni iontové kanaly, coz vede ke zvySené mobilizaci vapniku
do cytosolu bunky. Zvyseny obsah cytosolického vapniku vyvolava proteazovou aktivitu (napf.
kaspaz), ale také aktivitu fosfolipdz a endonukleéaz, které nasledn¢ degraduji bunécné proteiny,

lipidy i DNA (Ramos et al. 2023; Beigi Harchegani et al. 2018).

HD indukuje nadmérnou expresi Fas ligandu (FasL) a jeho receptoru Fas na povrchu
bunécné membrany. Vazba FasL na Fas indukuje aktivaci kaspaz, coz ma za nasledek degradaci
proteinll a spusténi procesu apoptozy vnéjsi cestou. Dalsi signalni molekuly jako naptiklad
nuklearni faktor kB (NF-xB) nebo proteiny p38 a p53, rovnéz reaguji na alkylacni poskozeni
buiky HD. V cytopatologickych reakcich maji funkci mediatorti, které spousti cetné reakce
v buiice. Miize se jednat o zanét, apoptozu, proliferaci nebo diferenciaci (Beigi Harchegani et

al. 2018).

Oxidacni stres je vysledkem nerovnovahy mezi ROS a antioxida¢nimi systémy. ROS
jsou vysoce reaktivni volné radikaly, které vznikaji pfirozené v Zivych organismech.
Ve vysokych koncentracich mohou interagovat s lipidy, proteiny nebo DNA a tim nepfiznivé
ovlivilovat metabolické bunécné procesy. Ty pak maji vliv na modifikaci fyziologickych reakci

v bunce (Beigi Harchegani et al. 2018).

HD zvySuje mnoZstvi ROS na tkanové urovni prostfednictvim nékolika mechanism.
Patfi sem akumulace leukocytil a rozvoj zanétu, snizeni antioxidac¢ni aktivity, zvySeni exprese
enzymi, které souviseji s produkci ROS, mitochondridlni dysfunkce, deplece glutathionu
(GSH), deplece syntézy GSH dependentnich antioxidac¢nich enzymi a zmény v aktivité

indukovatelné syntasy oxidu dusnatého (iNOS) (Beigi Harchegani et al. 2018).

HD muze také v poSkozenych tkanich indukovat sekreci prozanétlivych cytokinti a ristovych
faktorii, jako jsou tumor nekrotizujici faktor a (TNFa), interleukin-a (IL-a), interleukin-f3
(IL-B), interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8), interleukin 13 (IL-13), interleukin 15 (IL-15)
a interferon gamma (INF-y). HD muZe aktivovat buiiky imunitniho systému, které signalizuji

zanét. Jsou to makrofagy a neutrofilni granulocyty. Ty produkuji zanétlivé medidtory,
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Aktivované leukocyty udrzuji béhem zanétlivé odpovédi hladiny ROS na tak vysoké urovni,
ze pfirozena antioxida¢ni ochrana zafne byt nedostatecnd. Nadprodukce ROS leukocyty
aktivovanymi HD zptsobuje oxidacni poskozeni DNA 1 proteini (Beigi Harchegani et al.

2018).

HD snizuje koncentraci antioxidantd a to tak, ze zvysuje tvorbu ROS. GSH je jednim
z primarnich cili HD. Adukty HD-GSH snizuji hladinu buné¢ného GSH ve prospéch pievahy
intracelularnich ROS, stejn¢ jako dal$i markery oxidac¢niho stresu, véetné oxidacniho poskozeni
DNA, lipidt a proteind. Je prokézano, ze podanim exogenniho GSH nebo N-acetylcysteinu, 1ze
snizit oxidacni stres a toxicky uc¢inek HD. HD muze také snizovat aktivitu dal§ich antioxidantd
jako je thioredoxinreduktasa, katalasa, superoxiddismutasa, glutathionreduktasa,
glutathionperoxidasa a glutathion-S-transferasa, které jsou vyznamné pii kontrole rovnovahy
bunécnych antioxidantli a obnoveni funkce GSH (Beigi Harchegani et al. 2018; Ramos et al.

2023).

vvvvvv

bunééné glykolyzy. V ptipadé HD je inhibice glykolyzy nepiimym disledkem poskozeni
a opravy nukleovych kyselin. Poté, co HD alkyluje purinové baze DNA, dochézi k aktivaci
endonukledz, které vedou k depurinaci alkylovanych bazi, coz mé& za nasledek vyskyt
apurinovych mist, kde snadno dochéazi ke zlomiim DNA. Potfeba DNA opravit aktivuje PARP,
ktery zase rychle vycerpava bunéény NAD" (Borak a Sidell 1992).

3.3.4 Reparace DNA poskozené sirnym yperitem

Mezi hlavni reparacni mechanismy DNA patii reparace excizi bazi (BER), reparace
excizi nukleotidd (NER), homologni rekombinace (HR) a nehomologni spojovani konct
(NHEJ). Alkylové adukty vzniklé piisobenim HD, vyuzivaji pii reparaci predevsim drahy BER
a NER (Panahi et al. 2018; Krokan a Bjerés 2013).

Draha BER je iniciovana nejméné jednou z 11 riznych DNA glykosylaz, z nichZ kazda
preferuje specificky typ léze. DNA glykosylasa rozpoznd a odstrani poskozenou bazi.
Tak vznika abazické misto. Toto misto je na svém 5  konci rozStépeno apurinovou/
apyrimidinovou endonukledzou 1 (APE1) a vznikd jednovldknovy zlom. DNA polymerasa 3
(Pol B) vyplni zlom komplementarnim nukleotidem a odstrani 5’°deoxyribozovy fosfat

(5'-dRP). K uzavteni zlomu dochazi pomoci DNA ligasy [Ila-XRCC1. Takto vznika tzv. kratka
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zéplata. Dlouhd zaplata je v lidskych buinikdch povazovéna za minoritni cestu opravy DNA.
Probiha, pokud je 5" cukr modifikovan nebo pokud je lyazova aktivita Pol  defektni. V tomto
ptipadé DNA polymerasa 6 (Pol §) a DNA polymerasa € (Pol €) ptidavaji 2 az 12 nukleotidt
na abazické misto, coz vede k vytvoreni presahu 5" konce DNA. Tento pfesah je odstranén
endonukledzou 1 (FEN1) a DNA ligasa 1 nebo XRCC1/Ligllla uzavie zlom (Krokan a Bjeras
2013; Panahi et al. 2018; Marsden et al. 2017).

Primérni funkci reparacni drahy NER je odstraiiovani objemnych 1ézi DNA, které
ji destabilizuji. Objemné 1éze DNA, jsou nasledky plisobeni fady fyzikdlnich a chemickych
raznych proteini a enzymu. Silné¢ deformujici 1éze jsou rozpoznavany komplexem protein
xeroderma pigmentosum komplementacni skupiny C (XPC) RAD23B, ktery se vaze
na neposkozené vldkno DNA naproti 1ézi (Obr. 7). Transkripéni faktor ITH (TFIIH) interaguje
s XPC-RAD23B a pomoci své podjednotky proteinu xeroderma pigmentosum komplementacéni
skupiny B (XPB) rozvolni DNA, coz umozni protein xeroderma pigmentosum komplementacéni
skupiny D (XPD) kontrolu DNA. XPD provétuje spravnost DNA a zastavi se az v mist¢ jejiho
poskozeni, kde ovétuje chemickou modifikaci 1éze. Po ovéfeni poskozeni dané 1éze dochézi
k vytvotfeni komplexu za pomoci protein xeroderma pigmentosum komplementacni skupiny A
(XPA), RPA a protein xeroderma pigmentosum komplementaéni skupiny G (XPG). Poté
ptichazi na fadu (excision repair cross complementing group 1) (ERCC1)-XPF, ktery interaguje
s vytvoifenym komplexem za pomoci XPA a vede k incizi 5" konce ve sméru od 1éze. Dal§im
krokem je zahdjeni opravné syntézy pomoci Pol 8, DNA polymerasa k (Pol k) nebo Pol ¢
a pridruzenych faktord, po kterém nésleduje incize 3" konce pomoci XPG. Dokonceni opravné
syntézy a uzavieni vzniklého fezu dokoncuje DNA ligasa [IIa/XRCC1 nebo DNA ligasal
(Schérer 2013; Krasikova et al. 2021).
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Obr. 7 Reparace DNA mechanismem excize nukleotida (zdroj: Schérer 2013).

3.4 Bunécny cyklus

Bunéény cyklus je usporadany proces intracelularnich pochodt, ktery vede k bunéénému
déleni. Buiika postupné prochazi sekvenénimi molekularnimi udalostmi, aby dokoncila proces
rozdéleni buniky. Bunécné slozky veetné genetické informace se musi duplikovat, duplikované
sady se musi separovat a poté musi byt rozdéleny do dvou dcefinych bunék. Dcefiné bunky
maji identické vlastnosti. Bunéény cyklus (Obr. 8) se u eukaryotickych bunék déli na interfazi

a mitézu (Lew 2013; Yang a Sheridan 2014).
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Obr. 8 Bunéény cyklus (zdroj: Fowler et al. 2013)

Interfazi déle délime na G1 (gap 1), S (synthesis) a G2 (gap 2) fazi. Prvni faze interfaze
se nazyva ftaze G1. V G1 fazi je bunka aktivni na biochemické trovni. Syntetizuji se stavebni
slozky chromozomalni DNA a piidruzené proteiny. Zaroven se vytvaii dostatek energetickych
zasob k dokonceni replikace chromozomu v jadfe. Nejintenzivnéji zkoumanym procesem
probihajici v interfazi je replikace DNA. Replikace DNA probihd béhem S faze interfaze. S faze
obvykle trva 8 hodin, ale miZze byt dokoncena i béhem deseti minut. Vysledkem S faze jsou
dvé identické kopie kazdého chromozomu, sesterské chromatidy, které jsou pevné spojené
v oblasti centromery. VéEtSina bun€k obsahuje jeden centrozom, ktery musi byt béhem
bunééného cyklu presné duplikovan. Centrozom iniciuje polymeraci mikrotubuli a jejich
prostorové rozloZeni v bunice. Duplikace ostatnich slozek buiiky nemusi byt tak pfesnd, jako
je tomu u DNA ¢i centrozomi. Duplikace ostatnich sloZzek probiha do jisté miry automaticky
anevyzaduje pfiliSnou koordinaci. V G2 fazi builkka dopliluje své energetické zéasoby,
syntetizuje proteiny a miize dochéazet k dal§imu rastu buniky. U nékterych bunécnych struktur
dochazi ke zdvojeni a vytvafi se misto pro mitotické vieténko. Probihaji zavére¢né ptipravy,

které jsou nezbytné pro vstoup do prvni faze mitdzy (Lew 2013; Fowler et al. 2013).

Aby mohly vzniknout dvé dcefiné buiiky, musi se rozdé€lit obsah jadra a cytoplazmy.
Béhem mitotické faze se zdvojené chromozomy vyrovnaji do ekvatoridlni roviny, oddéli
a pfesunou se na opacné poly builky. Buiika se poté rozdéli na dv€ nové identické dcefiné

bunky. Prvni ¢ast mitotické faze, mitoza, se sklada z péti fazi, ve kterych dochazi k jadernému
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déleni. Druha cast mitotické faze, cytokineze, je fyzické oddéleni cytoplazmatickych slozek

na dvé dcefiné bunky (Fowler et al. 2013).

Mitéza je rozdélena do série nckolika po sobé jdoucich fazi. Jedna se o profazi,
prometafazi, metafazi, anafazi a telofazi. Vysledkem tohoto procesu je rozdéleni bunééného
jadra. Béhem profaze (Obr. 9, A) se rozpada jaderny obal, ptilehlé endoplazmatické retikulum
a Golgiho aparat na malé fragmenty a rozptyli se na periferii bunky. Dochézi k zaniku jadra.
Centrozomy se zacnou piesouvat k opacnym poltiim bunky. Mikrotubuly, zdklad mitotického
vieténka, se rozprostiraji mezi centrozomy, které se od sebe vzdaluji a zaroven se prodluzuji

do délky. Sesterské chromatidy kondenzuji v kompaktni chromozomy.

F
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Obr. 9 Faze mitézy a cytokineze. A) profiaze, B) prometafaze, C) metafaze, D) anafize,
E) telofaze, F) cytokinese (zdroj Fowler et al. 2013).

Béhem prometafaze (Obr. 9, B) pokracuje mnoho procest, které byly zahajeny
v pfedchozi fazi. Dochazi k vytvofeni spojeni mezi chromozomy a cytoskeletem. Zbytky
jaderného obalu mizi, mitotické vieténko se stale vyviji a chromozomy dale kondenzuji. Kazda
sesterska chromatida se pfipojuje k mikrotubulim vieténka, které vychazi z centromery.
K tomu dochézi prostfednictvim bilkovinného komplexu zvaného kinetochor. Metafaze
(Obr. 9, C) je typicka tim, Ze vSechny chromozomy, které jsou v tuto chvili maximalné
kondenzované, se zarovnavaji uprostied builky v ekvatoridlni roviné. Sesterské chromatidy
jsou spojeny pouze Vv misté centromery. V anafazi se sesterské chromatidy sefazené
v ekvatoridlni rovin€ rozdéli (Obr. 9, D). Kazda chromatida, nyni jiz nazyvana chromozom,
je rovnomeérné tazena k p6lu bunky. Kromé oddalovani chromozomi se od sebe vzdaluji také
poly buiiky a buiika se prodluzuje. Béhem telofaze se chromozomy dostanou na opa¢né poly
a za¢nou dekondenzovat (Obr 9, E). Rozpadaji se mitotickd vieténka, ze kterych se sestavuji

slozky cytoskeletu. Kolem chromozomi se vytvari jaderné obaly (Fowler et al. 2013).

Cytokineze je druhou ¢asti mitotické faze, béhem niz je d€leni bunék ukonceno fyzickym
rozdélenim buniky na dvé buiiky dcefiné (Obr. 9, F). Piiprava cytoskeletu na cytokinezi za¢ina
soucasné jiz na zacatku anafidze. Po obvodu bunky se zafne vytvaret prstenec z aktinovych

a myozinovych mikrofilament, ktery se postupné kontrahuje a vznika délici ryha. D¢lici ryha

27



se stale prohlubuje, az dojde k pferuseni spojeni a vzniku dvou samostatnych dcefinych bunék

(Lew 2013; Yang a Sheridan 2014; Fowler et al. 2013).

Ne vsechny buiiky dodrzuji klasické schéma bunécéného cyklu, kdy nove vznikla dcefina
buiitka okamzité vstupuje do interfaze a nasledné do faze mitotické. U buiiky mize nastat i faze
GO, kdy se buiika nepfipravuje na déleni, ale nachazi se pouze v klidové fazi. Nékteré bunky
vstupuji do GO faze docasn€, dokud vné&jsi signal nevyvold nastup faze G1. Buiky, které
se nikdy nedéli nebo se déli jen ziidka, jako jsou buiky srde¢niho svalu ¢i nervové buiiky,

zustavaji v GO fazi trvale (Fowler et al. 2013).

3.4.1 Regulace bunééného cyklu a cyklin dependentni kinasy

Ptesna regulace bunééného cyklu je nezbytnd k zachovani integrity DNA v pribéhu
n¢kolika generaci bunék. Regulace bunécného cyklu také zajistuje, ze k proliferaci bunck
dochazi pouze za definovanych podminek (Yang a Sheridan 2014). Bunéény cyklus je priméarné
katalyzovan komplexy obsahujici cyklin dependentni kinasy (CDK) a cykliny. CDK jsou
serinové/threoninové proteinové kinasy, které jsou aktivovany ve specifickych bodech
bunécného cyklu. CDK jsou nezbytné pro prubé¢h bunééného cyklu, protoze jejich inaktivace
brani bunice vstoupit do mitotické faze. Velka ¢ast regulace bunécného cyklu je zavisla na stavu
fosforylace. CDK jsou regulovany nékolika metodami. Jednou znich je fosforylace

na threoninovym a tyrosinovych zbytcich (Yang a Sheridan 2014; Lew 2013; Murray 1994).

Piechod zjedné do dalsi fdze bunééného cyklu probihad uspofadané a je regulovan
riznymi bunécnymi proteiny. Klicovymi regula¢nimi proteiny jsou CDK, rodina serinovych/
threoninovych proteinovych kinaz, které se aktivuji v urcitych bodech bunétného cyklu

(Obr. 10).
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Obr. 10 Regulace bunécného cyklu komplexy CDK-cyklin (zdroj: Pluta et al. 2024)

Doposud bylo identifikovano devét CDK a pét z nich je aktivnich béhem bunécného
cyklu (Tab. 2). Po aktivaci CDK indukuji navazujici procesy prostfednictvim fosforylace
vybranych proteini. Hladiny proteinit CDK zistavaji béhem bunééného cyklu stabilni, na rozdil
od jejich aktivacnich proteinti, kterymi jsou cykliny. Hladiny cyklinovych proteinii béhem

bunécného cyklu stoupaji a klesaji a tim pravidelné aktivuji ptislusné CDK. V rtiznych fazich

bunécného cyklu jsou zapotiebi rizné cykliny (Vermeulen et al. 2003).

Tab. 2 Regulace buné¢ného cyklu pomoci cyklinti a cyklin dependentnich kinas (zdroj: Vermeulen et

al. 2003).

Aktivita v bunééném cyklu | Cykliny CDK

G1 faze Cyklin D1, D2, D3 | CDK4
G1 faze Cyklin D1, D2, D3 | CDK6
Ptechod faze G1/S Cyklin E CDK2
S faze Cyklin A CDK2
Ptechod faze G2/M Cyklin A CDK1
Mitoza Cyklin B CDK1
Vsechny faze bunécného cyku | Cyklin H CDK7
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Tt cykliny typu D (cyklin D1, D2 a D3) se vazi na CDK4 a CDK6. Komplexy
CDK cyklin D jsou nezbytné pro vstup do G1 faze. Na rozdil od ostatnich cyklinti neni cyklin D
exprimovan periodicky, ale je syntetizovan tak dlouho, dokud trva stimulace ristovymi faktory.
Dalsim cyklinem regulujici G1 fazi cyklu je cyklin E, ktery se spojuje s CDK2 a reguluje
piechod z G1 do S faze. Cyklin A se vaze s CDK2 a tento vznikly komplex je nezbytny béhem
S faze. V pozdni G2 a ¢asné M fazi se cyklin A spojuje s CDKI a zajistuje vstup do M faze.
Na regulaci mitdzy se dale podili cyklin B v komplexu s CDK1 (Lew 2013; Vermeulen et al.
2003).

Kromé vazby cyklinu je aktivita CDK regulovana také fosforylaci na threoninovych
a tyrozinovych zbytcich aminokyselin. PInd aktivace CDK1 vyzaduje fosforylaci threoninu
161, threoninu 172 u CDK4 a threoninu 160 u CDK2, kterou ptinasi komplex CDK7-cyklin H,
nazyvany také CAK. Tyto fosforylace vyvolavaji konformacni zmény a zaroven posiluji vazbu
cyklinti. Rovnéz existuji kinasy, které mohou zplsobit inaktivaci bunécného cyklu. Jsou
to naptiklad kinasy Weel a Myelin Transcription Factor 1 (Mytl), které fosforyluji CDK1
na tyrozinu 15 nebo treoninu 14. Defosforylace na téchto mistech pomoci enzymu Cdc25

je nezbytna pro aktivaci CDK1 a dalsi postup buiiky bunéénym cyklem (Vermeulen et al. 2003).

Aktivita CDK miiZe byt naruSena inhibi¢nimi proteiny buné¢ného cyklu, tzv. inhibitory
cyklin-dependentnich kindz (CKI). Tyto inhibitory se vadZou na samostatnou CDK
nebo na komplex CDK-cyklin a reguluji aktivitu CDK. Byly objeveny dvé odlisné rodiny
inhibitord CDK, rodina INK4 a rodina CDK interagujici protein/protein inhibujici kinasu
(Cip/Kip). Tyto CKI vytvareji stabilni komplexy s CDK pied vazbou cyklinu. Druha rodina
inhibitort zahrnuje protein 21 (p21), protein 27 (p27) a protein (p57). Tyto inhibitory inaktivuji
komplex CDK-cyklin. Inhibuji G1 CDK-cyklin komplexy. Protein p21 také inhibuje syntézu
DNA. CKI jsou regulovany jak wvnitfnimi, tak vn&jSimi signdly. Ke spravnému prabéhu
bunécného cyklu ptispiva takeé intracelularni lokalizace riznych proteinti regulujicich bunécny
cyklus. Cyklin B obsahuje jaderny vylucovaci signdl a je aktivné exportovan z jadra,
az do zacatku profize. Kinasy Weel a Mytl se nachézeji v jadfe a v Golgiho komplexu,
kde chrani bunku pted predcasnou mitéozou (Murray 1994; Vermeulen et al. 2003; Yang a

Sheridan 2014; Barnum a O’Connell 2014).

KdyzZ je CDK aktivni, cilové proteiny jsou fosforylovany na konsenzudlnich mistech
CDK, coz vede k fyziologicky vyznamnym zménam priibéhu bunééného cyklu. Mezi nejcastéji
studovany cil patti substrat CDK4/6-cyklin D, ktery je produktem retinoblastomového tumor
supresorového genu (pRb). Béhem casné G1 faze dochézi k fosforylaci pRb, coz vede
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k naruSeni komplexu s proteinem histondeacetylasou (HDAC) auvolnéni transkripcnich
faktord E2F-1 a DP-1. Tyto faktory pozitivné reguluji transkripci gend, jejichz produkty jsou
nezbytné pro progresi S faze, vcéetné¢ cyklinu A, cyklinu E a Cdc25. pRb zlstava
hyperfosforylovany po zbytek bunééného cyklu a CDK2-cyklin E se podili na udrzovani toho
hyperfosforylovaného stavu. Béhem G1/S faze komplex CDK2-cyklin E také fosforyluje sviij
inhibitor p27, ¢imz indukuje jeho degradaci. Jaderny protein mapovany na lokus ATM (NPAT)
se spojuje s CKD2-cyklinem E a je jim také fosforylovan. Hladina proteinu NPAT dosahuje
vrcholu na hranici G1/S faze a predpoklada se, Ze hraje roli pii vstupu do S faze. CDK2-cyklin
E fosforyluje histon H1 a tato aktivita mtize byt dilezita pro kondenzaci chromozomii, ktera
je potiebna pii replikaci DNA. Histon H1 je také substratem pro CDK1-cyklin B. Cyklin A
dependentni kinasy reguluji iniciaci replikace DNA tim, Ze fosforyluji DNA polymerasu alfa
primasu. Mezi dalsi substraty CDK patii vlastni regulatory CDK Weel, Cdc25 a cytoskeletalni
proteiny, jako jsou jaderné laminaty, mikrotubuly a vimentin. Tyto proteiny jsou

nepostradatelné pro spravny prub¢h mitézy (Murray 1994; Vermeulen et al. 2003).

Restrikéni bod (R) je bod v G1 fézi, po jehoz piekondni je buiika zavazana ke vstupu
do bunécného cyklu. Dalsi kontroly nebo kontrolni body nachdzejici se v bunécném cyklu,
zajist'uji usporadany sled jednotlivych fazi. V reakci na poskozeni DNA zastavuji kontrolni
body bunécny cyklus, aby poskytly ¢as na opravu DNA. Kontrolni body poskozeni DNA
se nachazi pted vstupem builkky do faze S (kontrolni bod G1/S) nebo po replikaci DNA
(kontrolni bod G2/M) a zda se, Ze kontrolni body existuji i béhem S a M faze. V kontrolnim
bod¢ G1/S je zastava bunécného cyklu vyvolana poskozenim DNA zavisla na p53. Obvykle
je hladina p53 nizka, ale pii poskozeni DNA muze dojit ke zvysSené aktivité p53. p53 stimuluje
transkripci riznych geni, jako jsou naptiklad p21, Mouse double minute 2 homolog (Mdm?2)
a Bax. Indukce p21, CKI, m4 za nasledek inhibice CDK a zastaveni bunécného cyklu, coz
funguje jako prevence replikace posSkozené DNA (Vermeulen et al. 2003; Barnum a O’Connell

2014).

V piipadé nadmérmné poSkozenych bun¢k p53 vyvolava bunéénou smrt aktivaci gend,
které se podileji na proapoptické signalni draze. Mezi tyto geny patii napiiklad Bax, Fas a geny
zapojené v draze oxida¢niho stresu. Dalsi blokace v kontrolnim bodé G1/S je zplsobovana
kinasami ATM ¢i ATR. Tyto kinasy pii poSkozeni DNA fosforyluji p53, coZ vede k zablokovani
bunééného cyklu. Mechanismy kontroly v kontrolnim bodu ve fazi S pii poskozeni DNA jsou

dosud malo objasnény (Vermeulen et al. 2003; Barnum a O’Connell 2014).
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Pokud dojde k poskozeni DNA béhem faze G2, buinky jsou schopné zahgjit zastavu
bunécného cyklu nezavisle na aktivaci p53. Vstupu do mitdzy je zabranéno udrzovanim CDK1
v inhibované formé. Této inhibici brani inhibitory fosforylace ¢i sekvestrace komponent
komplexu CDK 1-cyklin B mimo jadro. Této situace je dosazeno pomoci CHK1 a CHK2, které
se aktivuji pi1 poskozeni DNA. Protein p53 miize hrat také roli v regulaci kontrolniho bodu
G2/M. Poskozeni DNA, které¢ vede ke zvySeni hladiny p53, stejné jako je tomu v kontrolnim
bodu G1/S, vede i ke zvySené transkripci p21 (Vermeulen et al. 2003; Yang a Sheridan 2014;
Lew 2013).

3.4.2 Metody méreni bunécného cyklu

Mezi nejcastéjsi metody pouzivané k analyze bunécného cyklu patii fluorescencni sondy
nebo znacky. Danou fazi cyklu lze urcit pomoci barviv, které interaguji s DNA na zakladné
ploidie. Fluorescenéni analyza populace bunék, které byly fluorescencné obarveny, vytvari
histogram DNA diploidni buiiky (2N) v GO/G1 fazi. V této fazi maji buiiky polovi¢ni mnoZzstvi
DNA nez buiky v G2 fazi. B€hem S faze bunky zdvojnasobuji sviij genomicky obsah, ktera
svou velikosti lezi mezi G1 a G2. Fluorescencni barviva 4’,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI)
a propidium jodid (PI) se bézné¢ pouzivaji k barveni fixovanych bun€k, zatimco jina barviva
uréend pro DNA jako jsou Hoechst 33258 a DRAQ mohou byt pouzita i pro analyzu Zivych
bunék (Eastman a Guo 2020).

Bunky aktivné zapojené do replikace DNA Ize identifikovat pomoci analogti thymidinu,
které jsou v prib&hu znaceni zaclenéné do vznikajici DNA. Halogenované thymidinové
nukleosidy, mezi které patii 5-bromo-2'-deoxyuridin (BrdU), 5-chloro-2-deoxyuridin (CldU)
a 5-10do-2-deoxyuridin  (IdU), se detekuji znaCenim protilatkami po fixaci buiky,
permeabilizaci membran a denaturaci DNA. Alkylovany nukleosid thymidinu,
5-ethynyl-2’-deoxyuridin (EdU), muze byt detekovan pomoci médi katalyzované ,.click
chemistry*. Vyhodnou je vys$si citlivost znaceni a vynechani kroku denaturace DNA.
Fosforylovany histon H3 (pH3), ktery se vyskytuje od pozdni G2 faze az po telofazi, lze
rozpoznat pomoci specifickych protilatek a byva pouzit jako marker M faze cyklu. Pfesna
analyza bunécného cyklu vyZzaduje vylouc¢eni mrtvych a ¢asné apoptickych bunck z analyzy,
protoze ty neodpovidaji rozdilim v metabolismu nukleotidi a konfiguraci chromozomu
v ramci bunééného cyklu. Tohoto 1ze dosahnout pomoci barviv, které prochazeji poSkozenymi

membranami téchto bunck a nespecificky vazi proteiny (Eastman a Guo 2020).
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Vitalni fluorescen¢ni proteinové znaceni se vyhyba nutnosti fixace bunék a umoziuje
sledovat klicové okamziky bunécného cyklu na zakladé¢ morfologie, subcelularni lokalizace
Ciintenzity fluorescence. Mezi piiklady morfologické sondy patii histony znacené
fluorescencnim proteinem GFP, které informuji o mitotickém vyvoji zalozeném na progresi
charakteristické kondenzace a zarovnani chromatinu. Fluorescenéné znaceny proliferacni
antigen bunécného jadra (PCNA) se spojuje do replikac¢nich ohnisek béhem S faze. Znaceni
proteint, které podléhaji jaderné translokaci regulované bunéénym cyklem, jako je lidska DNA
helikasa B a cyklin B1, vede k jaderné lokalizaci fluorescence ve specifickych bunéénych

oblastech.

Rodina reportért FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator)
vyuzivéa proteolytickou povahu mechanismt bunééného cyklu. Exprese fluorescencni sondy
jetak omezena pouze na specifickou fazi bunééného cyklu. Jednoznaénym benefitem
pti rozliSovani fazi bunééného cyklu podle typu a intenzity fluorescence je umoznéni separace
bunék pomoci pritokové cytometrie ve spojeni s fluorescenci aktivované tiidéni bunek (FACS).
Pivodné je FUCCI dvoubarevny systém s odliSnymi fluorescenénimi proteiny, ktery jsou
fazované s karbohydrat-deficientnim transferinem (CDT) a MINININ, které oznacuji GO/G1
a S/G2 fazi cyklu. Nové¢jsi verze je rozSitena jesté o stem-loop binding protein (SLBP)
pro rozliSeni S faze od G2 faze a o Ctvrty reportér fuzovany s histonem H1.0 pro identifikaci
bun¢k v casné M fazi cyklu. Vzhledem k tomu, Ze plivodni CDT1 pfetrvavd i po vstupu
do S faze, byl vyvinut alternativni reportér PIP-FUCCI, aby zvysil ¢asovou piesnost cyklu.
Tento systém vyuziva s replikaci spfazeny degron (sekvence aminokyselin, kterd reguluje
rychlost degradace proteintl), ktery je citlivy na ptitomnost PCNA navazané na DNA k omezeni
exprese fluorescencniho proteinu b&hem S faze. Nékteré reportéry bunééného cyklu, CDT1
a PCNA, vykazuji akumulaci signalu v prib&éhu €asu v ramci hlaSené faze. To usnadiluje
rozdéleni faze bunétného cyklu na ¢asnou a pozdni na zakladé¢ intenzity signalu. Kontrolovan
je bud’ pocet kopii transgenu nebo genomicka integrace. Dokud je k dispozici dostatek vizualné
identifikovatelnych znak, které ohranicuji vyvoj fazi bunééného cyklu, lze reportéry pouzit
jednotlivé nebo kombinované v ¢asosbérné mikroskopii, abychom kvantifikovali trvani urcité

faze bunécného cyklu na trovni jedné bunky (Eastman a Guo 2020).

Abychom snizili pocet fluorescencnich sond a mohli studovat buniky v jejich pfirozené
podobé, bez znaceni, byly vyvinuty techniky, které odvozuji faze bunécného cyklu
z asynchronnich populaci. Pokroky ve vysokorychlostnim optickém snimani a digitalizacni

technologii v kombinaci s postakvizi¢ni rekonstrukci snimkid umoziuji vysoce vykonné méteni
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mnoha bunécnych funkeci, v€etné téch, které souviseji s bunéénym cyklem jako je mikroskopie

a zobrazovaci prutokova cytometrie (Eastman a Guo 2020).

3.5 Metody synchronizace bunécéného cyklu
U vétsiny sav¢ich bunék dochézi k déleni bunék asynchronné. Pii studiu bunék v urcité
fazi cyklu je vyhodné provést jejich synchronizaci. Obecné Ize metody rozdélit na chemické

zéasahy do progrese bunécného cyklu a na mechanickou separaci bun¢k (Eastman a Guo 2020).

Do prvni skupiny patii metody zaloZené na zastaveni bun€k v urcitém bodé bunééného
cyklu. V G1 fazi se vyuziva deprivace fetalniho bovinniho séra nebo aminokyselinami.
Mezi metody zalozené na zastav€ cyklu v S fazi patii blokdda pomoci thymidinu
nebo hydroxyurey. Pro synchronizaci bun€k v M fazi 1ze pouZit nocodazolu. Na hranci G2/M

pak napftiklad reverzibilni inhibitor RO-3306 (Eastman a Guo 2020).

Druhd skupina zahrnuje izolaci mitotickych bunék mechanickou cestou
napft. periodickym setfdsanim, metodou elutriace (odplavenim) nebo izolace bunék pomoci
pratokové cytometrie (Eastman a Guo 2020; Jackman a O’Connor 1998). Ptehled uvedenych
metod shrnuje Obr. 11.
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Obr. 11 Metody a slouceniny vyuzivané pii synchronizaci bunécného cyklu (zdroj: Ligasova a
Koberna 2021).
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Deprivace sérem zpusobuje zastaveni bun¢k v GO/G1 fazi, protoze vstup do bunééného
cyklu vyzaduje dostatek dostupnych zivin a prostoru pro riist buiiky. Stejné€ jako zastava cyklu
vyvolana chemickymi agens neni tato synchronizace stoprocentné uc¢innd a mize vyvolavat
bunécny stres. Navic mize byt net¢inna u mnoha nadorovych bunécnych linii, které jsou méné
citlivé na metabolickou a kontaktni inhibici rustu (Ligasova a Koberna 2021; Eastman a Guo

2020).

Velky pocet synchronnich buné¢k v GO fazi lze ziskat kultivaci ve specidlnim médiu
bez obsahu nékterych aminokyselin, dilezitych pro rust bunky. Jedna se naptiklad o methionin
nebo isoleucin, které patfi mezi esencidlni aminokyseliny. Tato metoda vyuZzivd vnitinich
regulacnich mechanismt bunééného cyklu, které souviseji s bodem restrikce. OvSem nékteré
bunécné linie mohou byt rezistentni a pokraCovat v bunééném cyklu nepravidelné. U jinych
bunécénych typil deprivace Zivin vede ke smrti buniky nebo castecné diferenciaci (Eastman a

Guo 2020; Ligasova a Koberna 2021).

Chemicka synchronizace bun€k dvojitym thymidinovym blokem byla prvni spolehlivou
metodou synchronizace, kterd byla Siroce pouzivana. Metoda zahrnuje dvé po sobé jdouci
expozice thymidinu o koncentraci pfiblizné 4 az 8 mmol.I"'. Kazda expozice je oddélena
casovym intervalem, ktery je urceny na zaklad¢ znalosti normalniho rozloZeni bunééného cyklu
exponencialné rostoucich bunék a dobé zotaveni z blokddy thymidinem. Metoda je cilena

na synchronizaci bun¢k v G1/S (Ligasova a Koberna 2021; Eastman a Guo 2020).

Nocodazol je inhibitor bun&tného cyklu, ktery chemicky naruSuje organizaci
mikrotubuld v buiikdch. Ta je klicova pro vstup mitdzy a proto nocodazol plisobi zastavu cyklu
v G2/M ftazi. Nekteré linie jsou vSak defektni v detekci naruseni mikrotubuldrni sité, pokracuji
v cyklu a nasledné€ prochazi abnormalni mitézou (Jackman a O’Connor 1998; Eastman a Guo

2020).

Utinnost chemické synchronizace zaleZi na typu a mechanismu G&inku molekuly,
koncentraci ¢i dobé trvani chemické inhibice. Z tohoto diivodu je nezbytna optimalizace
experimentalnich podminek pro kazdy typ bun€k. ZvySenim koncentrace inhibitoru nebo doby
trvani blokace cyklu se miize zlepSit vytéZznost metody. Snizeni poc¢tu bunck, které uniknou
z bloku, je vSak doprovazeno poklesem jejich zivotaschopnosti. DoCasné zastaveni bunécného
cyklu mize vést ke zméné¢ bunécného chovani nebo projevu cytotoxicity inhibitoru
doprovazené zvysenim populace apoptickych bun€k (Jackman a O’Connor 1998; Ligasova a

Koberna 2021; Eastman a Guo 2020).
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Mitotické setidsani je jednou z nejstarSich metod ziskdvani mitoticky obohacené
populace buné€k pfi soucasném zachovani jejich zivotaschopnosti. Tento postup je pouzitelny
pro vétsinu adherentnich bun€k rostoucich v jedné vrstvé. Adherentni buiikky béhem mitozy
a cytokineze doCasn¢ ztraci kontakt se substratem a 1ze je mechanickym michanim kultivacniho
média uvolnit a separovat v podob¢ suspenze. Pro zvysSeni efektivity procesu se tato metoda
muize kombinovat s inhibitory mitézy (Eastman a Guo 2020; Jackman a O’Connor 1998;

Ligasova a Koberna 2021).

Modernim piistupem k synchronizaci bunék je metoda in silico. Synchronizaci in silico
lze pouzit u multiparametrickych testti, mezi které patii napiiklad pratokova cytometrie
a mikroskopie. Faze bunécného cyklu je urCena a sefazena postupné na zékladé typickych
znakl charakteristickych pro jeho jednotlivé faze. Dalsi experimentalné métené vlastnosti jsou
analyzovany jako funkce dané faze bunécného cyklu (Eastman a Guo 2020; Jackman a

O’Connor 1998; Ligasova a Koberna 2021).
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4 Cile prace

1. Nalézt koncentra¢ni rozmezi HD, kde se projevuji cytostatické ucinky a zjistit, jak

HD zasahuje do pribéhu bunééného cyklu.

2. Optimalizovat protokol synchronizace bunék ve fazi G1, Sa G2/M za pouziti

specifickych inhibitori bunécného cyklu.

3. Zjistit senzitivitu synchronizovanych bun¢k koznich keratinocyti HaCaT,

k indukci alkyla¢niho poskozeni, provedeném po odstranéni inhibitoru.
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S Experimentalni ¢ast

Poznamka k praktickeé casti diplomove prace.

Pri experimentalni  praci byl pouzit zasobni  roztok  sirného  yperitu
v dimethyl sulfoxidu (DMSO) o koncentraci 20 mmol.I"'. Tento roztok byl uchovavany pri
teplote -20 °C. Pred pouzitim byl roztok temperovany na laboratorni teplotu. Jedna se o latku
uvedenou v Seznamu 1 prilohy ,,Umluvy o zdkazu vyvoji, vyrobé, hromadéni a pouZiti

chemickych zbrani a o jejich zniceni “.

Prakticka cast byla provadéna na Katedre toxikologie a vojenské farmacie Vojenské
lékarske fakulty Univerzity obrany. Zminéné pracoviste je drzitelem platné licence k zachazeni

s latkami uvedenymi v Seznamu 1, kterou vydal Stdtni ustav pro jadernou bezpecnost.

Autorka diplomové prace byla po celou dobu, kdy pracovala na experimentalni casti
diplomové prace, zarazena do 11l. kategorie prace v riziku (vysoce toxické latky) a pravidelné
podstupovala periodické zdravotni prohlidky na Oddéleni nemoci z povoldni v Ustiedni
vojenské nemocnici v Praze. Prdce se sirnym yperitem probihala vidy pod dohledem
konzultanta této diplomové prace, za pouziti predepsanych ochrannych pomiicek a stanovenych

postuptii pro dekontaminaci pouzitého materialu.

5.1 Pouzité chemikalie a roztoky

2-[3-(2,3-dichlorofenoxy)propylamino]etanol (2,3-DCPE) (Merck, Némecko)
4’ ,6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) (Merck, Némecko)
5-(6-chinolinylmethylen)-2-[(2-thienylmethyl)amino]-4(5H)-thiazolon (RO-3306)

(Merck, Némecko)

Abemaciclib (LY2835219) (Merck, Némecko)

bis(2-chlorethyl)sulfid, HD, (VOP 072 Zemianske Kostol'any, Slovensko; ¢istota >

98 %, analyzovano GC-MS)

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) kit (Roche Diagnistic GmbH, Némecko)

Dimethyl sulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)
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Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, (DMEM) (Biosera, Francie)

Fetalni bovinni sérum (Biosera, Francie)

Formaldehyd 4 %, pH 7 (Carl-Roth, Némecko)

Fyziologicky roztok pufrovany fostaty (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-
Aldrich, USA)

Glutamin (Biosera, Francie)

Penicillin-Streptomycin (Biosera, Francie)

Trypsin EDTA (Biosera, Francie)

Tween-20 (Sigma-Aldrich, USA)

5.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Analyzator zivotaschopnosti bun€k v redlném case xcelligence (Roche, Némecko)
Centrifuga (Hettich, Némecko)

CO; inkubétor (Binder, Némecko)

Laminarni box (EuroClone, Italie)

Mikropipety (Eppendorf, Némecko)

Multidetekeni reader Cytation 5 (BioTek, USA)

Sterilni plastové pomucky pro kultivaci bun€k (Corning, USA; Costar, USA; TPP
Svycarsko)

Vodni lazen (Polyscience, USA)

5.3 Bunécna linie HaCaT a podminky jeji kultivace
Imortalizované lidské kozni keratinocyty HaCaT byly kultivovany v médiu DMEM
suplementovaném 10 % fetdlnim bovinnim sérem (FBS), 4 mmol.I"! glutaminu a 1 % roztoku

penicilin /streptomycin. Kultivace probihala v CO2 inkubatoru pii 37 °C, 5 % COz v atmosféte
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a 95 — 98 % vzdusné vlhkosti. Buniky byly pravidelné pasaZzovany za pouziti trypsinu/EDTA.
Vznikld suspenze bunék pak byla pouzita pro experimentdlni prace. Po nafedéni
na pozadovanou koncentraci bunéfné suspenze byl pipetovan pfislusny objem
do 96 jamkovych mikrotitracnich desticek urCenych pro meéfeni absorbance fluorescence,

anebo impedance.

5.4 Meéreni bunécné proliferace elektroimpedanéni metodou

Buiikky byly nasazeny do specidlni 96 jamkové desticky (e-plate) v koncentraci
4 tis. bunék na jamku, v objemu 190 pl kompletniho média DMEM. Desticka byla poté
pfipojena k jednotce pfiistroje XxCELLigence umisténé v CO: inkubatoru, kterd zajiStuje

snimani hodnot elektrické impedance v 60minutovych intervalech.

Druhy den byly buiiky ovlivnény koncentraéni fadou HD v rozmezi 0,5 az 6 pmol.1"!,
pfi¢emz koncentrace DMSO nepiesahla 0,25 %. Cas ovlivnéni bunék je ve vysledném grafu
oznacen jako cas 0. Dale probihalo automatické monitorovani bun¢k po dobu 5 dni v intervalu
60 minut. Méfeni bylo provedeno v replikdtu n = 4 a vyslednd hodnota je uvedena jako

pramérnd hodnota bunééného indexu =+ sttedni chyba praméru (SEM).

5.5 Méreni fazi bunééného cyklu

Suspenze o koncentraci 6 000 bunék/jamku/200 pl byla pipetovana do ¢erné 96 jamkové
desticky s plochym transparentnim dnem, vhodné pro méfeni fluorescence. Druhy den bylo
provedeno ovlivnéni bunck podle protokolu (synchronizace/HD). Ve stanovené casové
intervaly bylo kultivaéni médium odsato, buiiky oplachnuty fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfaty (PBS) a do jamky bylo pipetovano 100 pl 4 % roztoku formaldehydu
(pH 7). Po 10 minutach byl obsah jamky odsat, fixované buniky byly uchovavany v PBS

az do konecné fixace bunck ve vSech sledovanych intervalech.

Nasledné¢ byla provedena permeabilizace bunck piidanim 100 pl PBS-Tw20
(0,05 % Tween-20 v PBS) po dobu 10 minut. Po oplachu 100 ul PBS bylo do jamek pipetovano
70 ul roztoku DAPI v PBS o koncentraci 10 pg.ml™!. Analyza fluorescence byla provedena
po 30 minutach inkubace bunék s DAPI pii laboratorni teploté bez piistupu svétla.

Bunéény cyklus byl analyzovan pfistrojem Biotek Cytation C5 pifi pouziti

fluorescen¢niho kanalu pro DAPI (ex. 377 nm/em. 447 nm). Z kazdé jamky bylo vyfoceno
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36 zornych poli a nésledné sloZzeno do jednoho obrazu. Analyticky software pak sestavil
histogram zavislosti % poctu bunék z celku na integralni intenzité fluorescence bunécného
jadra. V tomto histogramu byly vymezeny populace bun¢k nachézejici se ve fazi G1, S a G2/M.
Vysledky udavaji % bunék v dané fazi cyklu. Méfeni bylo provedeno v replikatu n=2 az 4
v zavislosti na typu experimentu. Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako primér = SEM

z nejméné tii nezavislych experimentd.

5.6 Meéreni syntézy DNA inkorporaci BrdU
Me¢fteni bylo provedeno dle navodu pfilozené¢ho k sadé testovacich chemikalii (Cell
Proliferation ELISA), BrdU (colorimetric) kit a proto nelze jednoznacné urcit nékteré

komponenty ani jejich pfipadnou koncentraci.

K bunikdm HaCaT nasazenych v 96 jamkové desti¢ce o koncentraci 6 000 bunck/jamku
a ovlivnéné dle pozadovaného protokolu bylo ptidano 20 pl roztoku BrdU v kultivaénim mediu,
fedéného 1:100, 120 minut pfed uplynutim testovaného cCasového intervalu. Vysledna
koncentrace BrdU v jamce byla 100 umol.I"!. Po inkubaci bylo veskeré médium odsato a butiky
fixovany 200 ul FixDenat pufru po dobu 30 minut za laboratorni teploty. Fixa¢ni ¢inidlo bylo
odstranéno a do jamek bylo pipetovano 100 pl roztoku mysi monoklonalni protilatky
anti-BrdU konjugované s peroxiddzou, natedéné 1:100 fedicim pufrem. Nasledovala inkubace
90 minut pii laboratorni teploté. Piebyte¢nd protilatka byla odstranéna pfidanim 3x 200 pl
promyvaciho pufru. Do jamek bylo poté pipetovano 100 ul roztoku substratu a po 30 minutach
byla zméfena absorbance modrého produktu pii vinové délce 370 nm. Méfeni bylo provedeno

v duplikatu a tfech nezavislych experimentech.

5.7 Synchronizace bunééného cyklu

Synchronizace buné¢ného cyklu v G1 fazi byla provedena inkubaci bun¢k s LY2835219.
Rozpusténim 10 mg LY2835219 v 830 ul DMSO byl piipraven roztok o koncentraci
20 mmol.I"". Pro zji$téni optimalni koncentrace LY2835219 a ¢asu potiebného k synchronizaci
bun¢k v G1 fazi, byla pfipravena koncentra¢ni fada v médiu DMEM o vysledné koncentraci
0,63 az 20 umol.I!. Do jamky s buiikami inkubovanych ve 100 ul média DMEM, bylo
pipetovano 100 pl pfipravené koncentracni fady LY2835219 o dvojnasobné koncentraci. Takto

ovlivnéné bunky byly inkubovany 24 a 48 hodin. Nasledovala fixace bun¢k a méteni bunééného
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cyklu na pfistroji Biotek Cytation 5. ZjiSténa optimalni koncentrace LY2835219 a ¢as ptisobeni

byla pouzita pro dalsi experimenty.

Synchronizace bunécéného cyklu v S fazi byla provedena inkubaci bun¢k s 2,3-DCPE.
Rozpusténim 10 mg 2,3-DCPE v 1,664 ml DMSO byl pfipraven roztok o koncentraci
20 mmol.I". 1 vtomto pfipadé byla provedena optimalizace experimentalnich podminek
pro zjiSténi Casu a koncentrace 2,3-DCPE, kdy dojde k efektivni kumulaci bunék v S fazi cyklu.
Testovany koncentraéni rozsah byl 5 az 160 pmol.I"! a asové intervaly 18, 24 a 48 hodin.
Zjisténa koncentrace a ¢as pusobeni 2,3-DCPE na synchronizaci bunééného cyklu ve S fazi

byly pouzity v dal§ich experimentech.

Synchronizace bunééného cyklu v G2/M fazi byla provedena inkubaci bun¢k s RO-3306.
Rozpusténim 10 mg RO-3306 v 1,424 ml DMSO byl ptipraven roztok o koncentraci 20 mmol.™.
V rdmci optimalizaénich experimenti byly testovany koncentrace 1,25 az 40 pmol.l!
a intervaly inkubace 24 a 48 hodin. Zvolena doba inkubace a koncentrace RO-3306,

ktera signifikantné blokuje buniky v G2/M fézi cyklu byla pouZita pro dalsi experimenty.

5.8 Statisticka analyza dat

Data byla ziskdna znejméné tii nezavislych experimenti provedenych v replikatu
n =2 az4, v zavislosti na usporaddani experimentu. Kazdy experimentalni bod pak vyjadiuje
primér + SEM. Signifikantni rozdily mezi kontrolou a dal§imi hodnotami byly analyzovany
na zaklad€¢ dvoucestné analyzy rozptylu (2way ANOVA) a Dunettovym post hoc testem.
Statistickd vyznamnost rozdilu byla hodnocena na hladindch vyznamnosti *, p<0,05; **,
p<0,01; *** a p<0,001. Analyza dat byla provedena v programu GraphPadPrism, verze 10.2.2
(GraphPad Software, MA, USA).
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6 Vysledky

6.1 Cytostaticky acinek sirného yperitu

Elektroimpedancni metodou bylo provedeno dlouhodobé kontinudlni monitorovani
proliferace bun¢k HaCaT po dobu 168 hodin. Buiiky byly ovlivnény vzristajici koncentracni
fadou HD od 0,5 do 6 pmol.I"" (Obr. 12). Neovlivnéné buiiky jsou v obrazku znazornény
modrou kiivkou. Je patrné, ze po dobu 48 hodin od zvoleného ¢asu 0 (¢as kdy bylo provedeno
ovlivnéni bun¢k HD), jsou neovlivnéné bunky v exponencialni fazi rastu. Mezi intervaly
48 az 96 hodin dochézi ke zpomaleni ristu a po 96. hodin€ se jiz buiiky dale nemnozi. Pro dalsi
experimentalni prace byly vybrany 2 koncentrace: 2 a 4 pmol.I"' HD, které vyrazné méni trend
kiivek v porovnani s kontrolou. Koncentrace 2 pmol.I"' HD omezuje rtist bunék po 34 hodinach
od ovlivnéni. U koncentrace 4 pmol.I"" HD se za¢ina projevovat odchylka od exponencialni
faze rGstu uz po 20 hodinach od ovlivnéni HD. Nasleduje zhruba 10hodinovy interval,
kdy nedochazi ke zméné bunééného indexu. Nésledujici ¢ast kiivky pak uz ukazuje pozvolny
pokles hodnot bunécného indexu limitn€ bliziciho se k nulové hodnoté bunécného indexu

blanku, kde jsou buiiky lyzovany uc¢inkem dodecylsiranu sodného (SDS).
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Obr. 12 Proliferacni kiivka bun¢k HaCaT ovlivnénych sirnym yperitem. Buniky byly ovlivnény
koncentra¢ni fadou sirného yperitu a buné¢na proliferace byla automaticky monitorovana kazdych 60
minut na zdkladé méfeni hodnoty elektrické impedance vyjadfenych v bezrozmémé jednotce ,,cell
index‘‘. Hodnoty jsou znazornény jako pramér replikatu n = 4 + SEM.
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6.2 Vliv sirného yperitu na bunéény cyklus
U zvolenych koncentraci (2 a 4 pmol.1"") HD, byl studovan jejich vliv na bunéény cyklus
bun¢k HaCaT v Casovych intervalech 6, 24, 30, 48 a 54 hodin po ovlivnéni HD.

Koncentrace 2 umol.I! HD vedla k pfechodnému statisticky vyznamnému zvyseni
populace bunék v Gl fazi po 24 hodinach inkubace, kde doslo k zvySeni o 15,5 %
oproti kontrole (Obr. 13, A). Toto navySeni se projevilo souvisejicim signifikantnim poklesem
bun¢k ve fazi G2/M a to o 17,7 %. Dalsi signifikantni zmény byly zaznamendny ve fazi
S, kde doslo k zvétSeni populace bun€k v intervalu 6 hodin po ovlivnéni HD o 3,9 %, po 30

hodinach o 4,4 %, po 48 hodinach o 4,7 % a po 54 hodinach o 5,7 %.

Koncentrace 4 umol.I"" HD vedla ke statisticky vyznamnému zvétieni populace bun&k
ve fazi G1 v intervalu 24 hodin (Obr. 13, B). Rozdil ¢inil 16 % v porovnani s kontrolou.
V tomto intervalu doslo zaroven i k poklesu populace bunék o 18,1 % ve tazi G2/M. V S fazi
bunécného cyklu doslo k signifikantnimu zvétSeni populace bunék o 2,2 % v intervalu 6 hodin,

0 5,6 % v intervalu 30 hodin a 0 3,1 % v intervalu 54 hodin.
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Obr. 13 Casovy pribéh bunééného cyklu bunék HaCaT po ovlivnéni sirnym yperitem
v koncentraci A) 2 umol.I'! a B) 4 pmol.I"'. Bun&ny cyklus byl méfen metodou obrazové analyzy
fluorescence jader fixovanych bunék obarvenych DAPI v uvedenych ¢asovych intervalech. Vysledky
vyjadiuji primér £ SEM vypocitany ze 4 nezavislych experimentii provedenych v duplikatu. Statisticky
signifikantni rozdil na hladin€ vyznamnosti p<0,05 je oznacen *, p<0,01, ** a p<0,001, ***,

Dalsi experimentalni prace byly provedeny s koncentraci 2 umol.I"! HD.

6.3 Optimalizace podminek pro synchronizaci bunék v G1 fazi

Buriky byly ovlivnény koncentraéni fadou latky LY2835219 v rozsahu 0,6 az 20 umol.1™\.
Nasledné byly buiiky fixovany v ¢ase 24 a 48 hodin po ovlivnéni a byla provedena analyza
bunééného cyklu. Cilem synchronizace je nalézt koncentraci LY2835219 a cas inkubace,

kdy dojde k maximalni kumulaci bun¢k ve fazi Gl. Po 24 hodindch inkubace bunck
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s LY2835219 bylo zjisténo nejvyssi a zaroven statisticky vyznamné zvétSeni populace bunck
v G1 fazi u koncentrace 0,63 umol.I"' LY2835219 (Obr. 14, A). Narst hodnot byl 0 24,3 %
(p<0,0001) vyssi oproti kontrole. Se zvySujici se koncentraci dochazelo ke koncentraéné

zéavislému poklesu hodnot.

V intervalu 48 hodin bylo rovnéz zjisténo, e pti koncentraci 0,63 umol.I"' LY2835219
doslo k signifikantnimu ndrtstu % bunék v G1 fazi a to o 20,2 % (p<0,0001) v porovnani
s kontrolou (Obr. 14, B). Se zvySujici se koncentraci LY2835219 se i1 zde projevil trend

koncentracné zavislého poklesu mnozstvi bunék v G1 fazi.

Koncentrace LY2835219 0,63 pmoll! a doba inkubace 24 hodin byly zvoleny

jako optimdlni parametry pro synchronizaci bun¢k HaCaT v G1 fazi buné¢ného cyklu.
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Obr. 14 Optimalizace podminek synchronizace bunééného cyklu v G1 fazi. Buitkky HaCaT byly
ovlivnény koncentraéni fadou LY2835219 v rozsahu 0,63 az 20 pmol.l"! a fixovany v Case 24 (A)
a 48 hodin (B) po ovlivnéni. Po obarveni buné¢nych jader DAPI byla provedena analyza bunééného
cyklu. Vysledky vyjadfuji primér = SEM vypocitany ze 4 nezavislych experimentti provedenych
v duplikatu. Statisticky signifikantni rozdil oproti kontrole je na hladin€ vyznamnosti p<0,05 oznacen
* p<0,01, ** a p<0,001, ***,

6.3.1 Vliv sirného yperitu na buiiky synchronizované v G1 fazi
Buriky HaCaT byly ovlivnény LY2835219 v koncentraci 0,63 pmol.I"' po dobu

24 hodin, coz vedlo k jejich synchronizaci v G1 fazi. U takto synchronizovanych bunck byla
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v ramci tii paralelnich experimentt studovana Zivotaschopnost bun¢k (I.), zmény ve fazi G1

bunééného cyklu (I1.) a aktivita syntézy DNA de novo metodou inkorporace BrdU (II1.).

1. Zivotaschopnost bunék HaCaT

Buiiky HaCaT byly synchronizovany plisobenim LY2835219 o koncentraci 0,63 pumol.]"!
po dobu 24 hodin (Obr. 15, zelena Cervena kiivka). Po uplynuti 24 hodin byla provedena
kompletni vyména média a synchronizované (Obr. 15, zelena kiivka) i nesynchronizované
buriky (Obr. 15, fialova kiivka) byly ovlivnény 2 pmol.I'" HD. Poté byly buiiky kontinualng
monitorovany 4 dny. Trend kiivek ukazuje, Ze nedochazi k prudkému poklesu viability
ani v prubehu synchronizace bunék, ani pfi nasledném ovlivnéni HD po dobu piiblizné
72 hodin od zapoceti synchronizace bunék. K vyraznému poklesu Zivotaschopnosti bunék

doslo az po 72 hodinéach od zapoceti experimentu u bunék, které byly ovlivnény pouze HD.
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Obr. 15 Stanoveni viability buné¢k HaCaT elektroimpedancni metodou v realném case. Buiky
HaCaT byly nasazeny do mikrotitra¢ni desticky e-plate a v ¢ase 0 byl pfidan inhibitor LY2835219
o koncentraci 0,63 pmol.I"! po dobu 24 hodin. Po inkubaci nasledovala vyména média a buiiky byly
ovlivnény sirnym yperitem o koncentraci 2 pmol.I"! (¢as 24 hodin). Nasledovalo monitorovani bunééné
viability po dobu 4 dni. Vysledky vyjadiuji primér £ SEM vypocitany ze 4 replikatt.

1l.  Zmeny v GI fazi cyklu u synchronizovanych bunék
Bunky synchronizované v G1 fazi G¢inkem LY2835219 byly ovlivnény HD o vysledné

koncentraci 2 pmol.l'. Cilem statistické analyzy bylo porovnat buiiky synchronizované

v G1 fazi (Obr. 16, zelena kiivka) a synchronizované buiky, které byly nasledné ovlivnény
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HD (Obr. 16, Cervena kiivka). Analyza ovSem neukdzala zadné signifikantni rozdily hodnot

v zadném ze sledovanych ¢asovych intervall v rdmci téchto dvou experimenti.

80~
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20+
104

0 | | ) ] L] I I

Obr. 16 Interakce bun¢k HaCaT synchronizovanych v G1 fazi cyklu se sirnym yperitem. Buiiky
HaCaT byly synchronizovany po dobu 24 hodin inkubaci s LY2835219 o koncentraci 0,63 umol.l"".
Nasledovala vyména média a ovlivnéni bunék sirnym yperitem o koncentraci 2 umol.lI!. Pro analyzu
bunécného cyklu byly buiiky postupné fixovany v uvedenych casech. Nasledovalo barveni bunécnych
jader DAPI a analyza fluorescence. Vysledky vyjadiuji primér + SEM vypocitany ze 3 nezavislych
experimentd provedenych v duplikatu.

IlI.  Inkorporace BrdU

Méteni syntézy DNA de novo u proliferujicich bun€k bylo méfeno inkorporaci BrdU
donové replikované DNA. U bunck synchronizovanych LY2835219 o koncentraci
0,63 umol.I" byl po uvolnéni zbloku zji§tén signifikantni pokles inkorporace BrdU
v intervalech 24 az 54 h, v porovnani s kontrolou (Obr. 17, ¢erné sloupce). Po 24 hodinach

doslo k poklesu 0 27,7 %, po 30 h 0 29,7 %, po 48 h 0 30,6 % a po 54 h 0 25,2 %.

Bunky ovlivnéné HD vykazovaly podobné chovani. I zde doslo ke statisticky vyznamnému
poklesu inkorporace BrdU v intervalech 24 az 54 hodin oproti neovlivnéné kontrole
(Obr. 17, svétle Sedé sloupce). Po 24 hodinach byl zjistén pokles o 22,6 %, po 30 h 0 25,6 %,
po 48 h 028,0 % apo 54 ho 28,3 %.
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V poslednim experimentu kde byly synchronizované bunky HaCaT nasledné ovlivnény
2 umol.I'! HD klesla inkorporace BrdU po 24 hodinach o 29,9 %, po 30 h o 31,9 %,
po 48 h033,2 % apo 54 h o 28,3 %, oproti kontrole (Obr. 17, tmavé Sedé sloupce).
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Obr. 17 Inkorporace BrdU u bunek HaCaT. Builky byly synchronizované v G1 fazi cyklu
inkubaci s LY2835219 o koncentraci 0,63 pmol.I"" (Serné sloupce). Paralelné byly nesynchronizované
buiiky ovlivnény sirnym yperitem o koncentraci 2 umol.l"! (svétle Sedé sloupce). Ve tietim paralelnim
experimentu pak byly synchronizované buiky ovlivnény sirnym yperitem (tmave Sedé sloupce). Dve
hodiny pted uplynutim sledovaného intervalu byl k buitkkdm ptidén roztok BrdU v médiu. V uvedenych
Casech byly buinky fixovany a poté nasledovala imunochemicka detekce inkorporovaného BrdU.
Vysledky vyjadiuji primér = SEM vypocitany ze 3 nezavislych experimentti provedenych v duplikatu.
Statisticky signifikantni rozdil oproti kontrole je na hladiné vyznamnosti p<0,01, ** a p<0,001, ***,

6.4 Optimalizace podminek pro synchronizaci bunék v S fazi

Pro ziskani populace bun€k HaCaT ve fazi S byl pouzit inhibitor 2,3-DCPE
v koncentraénim rozsahu 5 az 160 umol.I"!. Synchronizace bunék byla testovana v inkuba¢nich
intervalech 18, 24 a 48 hodin. U bun¢k analyzovanych po 18 hodinové inkubaci s 2,3-DCPE
byla nalezena nejvyssi a zaroven statisticky vyznamna populace bun¢k v S fazi v koncentraci
80 umol.I"! (Obr. 18, A). Rozdil oproti kontrole ¢inil 36,2 %. Ostatni zmény v S fazi nebyly

v tomto intervalu statisticky vyznamné.

Niz$i vytéznosti synchronizace (pii stavajici koncentraci 2,3-DCPE 80 pmol.l")

pak bylo dosazeno v delSich inkubacnich intervalech, kdy po 24 hodinach byla populace bun¢k
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v S fazi o0 16,7 % vétsi oproti kontrole (Obr. 18, B). Po 48 hodinach tvofil rozdil populace bun¢k
v S fazi 16,4 % v porovnani s kontrolou (Obr. 18, C).

Pro dalsi experimentdlni prace byly zvoleny podminky 80 upmol.l! 2,3-DCPE

a Cas inkubace 18 hodin.

=

) .
* *kok

|||||||
\\\\\\\\

G AR 3 <& SRS -;'*aou.,u
FELSFFS FPLFFFF S FSSSS & S

% distribuce fazi bunééného cyklu
s 8 38
[
:F
T
-
-
%
9:
v
K3
%
.

"Qeqséef&’ \«,Q«\,s*«“@’«“sp
‘i-

& & FEEES Qﬁ
&S ;9"6\ o @‘” RS @%&“@" & Tl T
&
- Gt s = Gom - s = ez

=
S

@
S

N
S

% distribuce fazi bunééného cyklu
° &

AR A A
v‘?’:}‘-o\‘\"c}*a\“\* ,g,o.o\\o\s\so\s\\ #\‘D\x\s\\o\\o\s

FFFESE &

@ & &
oo QPQ &\? @6 SN %ué o & Ry @: 'EQ 5 Qgsz o

- Gl = s [ v

Obr. 18 Optimalizace podminek synchronizace bunééného cyklu v S fazi. Buiiky HaCaT byly
ovlivnény koncentra¢ni fadou 2,3-DCPE a fixovany v ¢ase 18 hodin (A), 24 hodin (B) a 48 hodin (C)
po ovlivnéni. Nasledn¢ byla jadra bun€k obarvena DAPI a provedena analyza bunééného cyklu.
Vysledky vyjadiuji primér = SEM vypocitany ze 4 nezavislych experimentti provedenych v duplikatu.
Statisticky vyznamné rozdily hodnot v porovnani s kontrolou jsou hladin¢ vyznamnosti p<0,05
oznaceny *, p<0,01, ** a p<0,001, ***,

6.4.1 Vliv sirného yperitu na buiiky synchronizované v S fazi

Na zéklad¢ predchozich vysledki byly buiky HaCaT synchronizovany ucinkem
2,3-DCPE v koncentraci 0,63 pmol.I"" po dobu 18 hodin. Ve tiech paralelnich experimentech
byla zkouména Zivotaschopnost buné€k (I.), zmény ve fazi S bunécného cyklu (II.) a aktivita

syntézy DNA de novo metodou inkorporace BrdU (II1.).

1. Zivotaschopnost bunék HaCaT
Buiiky HaCaT byly ovlivnény 2,3-DCPE o koncentraci 80 umol.I"! po dobu 18 hodin. Doslo
tak k synchronizaci bunék ve fazi S. Zelena kiivka na obrazku ¢. 19 pak ukazuje vliv 2,3-DCPE
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na bunécnou viabilitu béhem pfitomnosti této latky. Po odstranéni inhibice bunécného cyklu
a ustaleni podminek nasledovala asi 24 hodin trvajici faze zastavy proliferace. Po této periodé

je patrny postupny vzestup kiivky naznacujici obnovu mnozeni bunék.

Pokud byly takto synchronizované buiiky ovlivnény HD o koncentraci 2 umol.l" byl
pozorovan téméf identicky trend jako u bunék uvolnénych z bloku v S fazi (Obr. 19, Cervena

kiivka).
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Obr. 19 Stanoveni viability bunck HaCaT elektroimpedancni metodou v realném case. Builky
HaCaT byly nasazeny do mikrotitracni desti¢ky e-plate a v ¢ase 0 byl pfidan inhibitor 2,3-DCPE
o koncentraci 80 umol.I"" po dobu 18 hodin. Po inkubaci nasledovala vyména média a buiiky byly
ovlivnény sirnym yperitem o koncentraci 2 pmol.I"" (¢as 18 hodin). Nésledovalo monitorovani bun&¢né
viability po dobu 4 dnd. Vysledky vyjadiuji primér = SEM vypocitany ze 4 replikatu.

II.  Zmeny v S fazi cyklu u synchronizovanych bunék

Populace buné€k HaCaT synchronizovanych v S fazi cyklu byla uvolnéna z bloku vyménou
média (Obr. 20, zelena kiivka). V intervalech 6, 24, 30 a 48 hodin pak nasledoval pokles
avcase 54 hodin mimé zvySeni hodnot oproti synchronizované kontrole
v ¢ase 0 (Obr. 20, bod zelené kiivky ,,2,3-DCPE (18 h)“). Predmétem statistické analyzy
vSak bylo zjistit signifikantni rozdil mezi bunkami HaCaT, které byly po synchronizaci

uvolnény z bloku v S fazi cyklu (Obr. 20, zelena kiivka) a buiikkami, které byly navic jesté
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ovlivnény HD (Obr. 20, cervena kiivka). Statisticky vyznamné rozdily vsSak nebyly

zaznamenany v zadném ze sledovanych casovych intervalil.
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Obr. 20 Interakce bunék HaCaT synchronizovanych v S fazi cyklu se sirnym yperitem. Buiiky
HaCaT byly synchronizovany po dobu 18 hodin inkubaci s 2,3-DCPE o koncentraci 80 umol.l"".
Nasledovala vyména média a ovlivnéni bunék sirnym yperitem o koncentraci 2 umol.l"!. Pro analyzu
bunécného cyklu byly bunky postupné fixovany v uvedenych Casech. Nasledovalo barveni bunécnych
jader DAPI a analyza fluorescence. Vysledky vyjadfuji primér £ SEM vypocitany ze 3 nezavislych
experimentd provedenych v duplikatu.

Ill.  Inkorporace BrdU

U bunék uvolnénych z bloku v S fazi (Obr. 21, ¢erné sloupce) byl nalezen statisticky
vyznamny pokles miry inkorporace BrdU v porovnani s kontrolou. Po 6 hodinach doslo
k signifikantnimu snizeni hodnot o 11 %, po 24 h 0 53,2 %, po 30 h 0 54,5 %, po 48 h 0 53,9 %
apo54ho51,3%.

Buiikky HaCaT ovlivnéné pouze HD zpomalily inkorporaci BrdU, coz vedlo
k signifikantnimu poklesu hodnot v porovnani s kontrolou (Obr. 21, svétle Sedé slupce).
Po 24 hodinach byl zjistén pokles o 53,4 %, po 30 h o 53,8 %, po 48h 0 55,7 % a po 54 h
0 52,8 %.
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U synchronizovanych bunék, které byly nésledné ovlivnény HD, doslo ke statisticky
vyznamnému poklesu v ¢ase 6 h 0 9,9 %, po 24 h 0 56,9 %, po 30 h 0 58 %, po 48 h o0 58,1 %
a po 54 h 0 52,8 % vzhledem ke kontrole.
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Obr. 21 Inkorporace BrdU u bun¢k HaCaT. Burky byly synchronizované v S fazi cyklu inkubaci
$ 2,3-DCPE o koncentraci 80 pmol.I"" (Serné sloupce). Paralelné byly nesynchronizované bufiky
ovlivnény sirny yperitem o koncentraci 2 umol.l"! (svétle $edé sloupce). Ve tfetim paralelnim
experimentu byly synchronizované buiiky ovlivnény sirnym yperitem (tmave Sedé sloupce). Dvé hodiny
pted uplynutim sledovaného intervalu byl k buitkdm pfidan roztok BrdU v médiu. V uvedenych ¢asech
byly buriky fixovany a poté nasledovala imunochemicka detekce inkorporovaného BrdU. Vysledky
vyjadiuji praimér £ SEM vypocitany ze 3 nezavislych experimentd provedenych v duplikatu. Statisticky
signifikantni rozdil oproti kontrole je na hladin¢ vyznamnosti p<0,01, ** a p<0,001, ***,

6.5 Optimalizace podminek pro synchronizaci bunék ve fazi G2/M

Buiikky HaCaT byly ovlivnény koncentra¢ni fadou inhibitoru RO-3306 v rozmezi
1,25 a7 40 pmol.I"!. Fixace buné&k a analyza bunééného cyklu byla provedena v intervalech
24 hodin a 48 hodin po ovlivnéni. Cilem synchronizace bylo ziskat co nejvétsi populaci bunék,
kterd se vdany Cas a pod vlivem dané koncentrace RO-3306 nachazi ve fazi G2/M.
Po 24 hodinach bylo zjisténo nejvétsi mnozstvi bunék ve fizi G2/M u koncentrace 5 pmol.I™!
(Obr. 22, A). V porovnani s kontrolou se jedna o 44% navySeni. Ostatni statisticky vyznamné

rozdily byly vZdy niz$i neZ tato hodnota.
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Prodlouzeni inkubace na celkem 48 hodin nepiineslo uz dalsi zvétSeni populace bunck
v G2/M fazi a nejvyssi signifikantni rozdil oproti kontrole ¢inil pfi koncentraci 5 wmol.I"!

30,2 % (Obr. 22, B).
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Obr. 22 Optimalizace synchronizace bunék HaCaT ve fazi G2/M. Bunky byly ovlivnény
koncentra¢ni fadou inhibitoru RO-3306 vrozmezi 1,25 az 40 pumol.l'. Buiiky byly fixovany
po 24 hodinach (A) a po 48 hodinach (B) od ovlivnéni RO-3306. Po obarveni bunéénych jader DAPI
byl analyzovan bunéény cyklus. Vysledky vyjadiuji primér £ SEM vypocitany ze 4 nezavislych
experimentd provedenych v duplikatu. Statisticky vyznamné rozdily hodnot v porovnani s kontrolou
jsou na hladin€ vyznamnosti p<0,05 oznaceny *, p<0,01, ** a p<0,001, ***,

6.5.1 Vliv sirného yperitu na buniky synchronizované ve fazi G2/M
1. Zivotaschopnost bunék HaCaT

Viabilita bun€k HaCaT synchronizovanych ve fazi G2/M pisobenim RO-3306
o koncentraci 5 pmol.I"" a dobé¢ inkubace 24 hodin byla méfena elektroimpedanéni metodou
(Obr. 23, zelend kiivka). Béhem 24hodinové inkubace je patrny rychly vzestup kiivky,
ktery po dosazeni maxima setrvavd v konstantni fazi az do uvolnéni bloku vyménou
kultiva¢niho média. Po odstranéni RO-3306 a ustdleni signalu je patrny pokles po dobu
96 hodin od uvolnéni bloku, kdy byl experiment ukoncen. Pokud byly takto synchronizované
buitky nasledné¢ ovlivnény HD, doSlo k vyraznému poklesu zivotaschopnosti buné¢k

po 24 hodinach od ovlivnéni (Obr. 23, Cervena kiivka).
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Obr. 23 Stanoveni viability bun¢k HaCaT elektroimpedancni metodou v realném case. Bunky
HaCaT byly nasazeny do mikrotitracni desticky e-plate a v ¢ase 0 byl pfidan inhibitor RO-3306
o koncentraci 5 pmol.I"" po dobu 24 hodin. Po inkubaci nasledovala vymé&na média a buiiky byly
ovlivnény sirnym yperitem o koncentraci 2 pmol.I"! (¢as 24 hodin). Nasledovalo monitorovani bunééné
viability po dobu 4 dni. Vysledky vyjadiuji primér = SEM vypocitany ze 4 replikatu.

II.  Zmeny v G2/M fazi cyklu u synchronizovanych bunék
Populace bunék HaCaT synchronizovanych ve fazi G2/M (Obr. 24, zelena kiivka)

nevykazovala po odstranéni inhibitoru vyrazné zmény. Podobné tomu bylo
i u synchronizovanych bunék, které¢ byly nasledn¢ ovlivnény HD (Obr. 24, Cervena kiivka).
Ani v tomto pifipad¢ neodhalila statisticka analyza signifikantni rozdil mezi populaci bunck
uvolnénych z bloku v G2/M fazi cyklu a buné¢k, které byly za téchto podminek nésledné

ovlivnény HD.
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Obr. 24 Interakce bunék HaCaT synchronizovanych v G2/M fézi cyklu s HD. Bunky HaCaT byly
synchronizovany po dobu 24 hodin inkubaci s RO-3306 o koncentraci 5 pumol.I"!. Néasledovala vyména
média a ovlivnéni bunék sirnym yperitem o koncentraci 2 umol.I"". Pro analyzu buné&¢ného cyklu byly
buiiky postupné fixovany v uvedenych ¢asech. Nasledovalo barveni bunécnych jader DAPI a analyza
fluorescence. Vysledky vyjadiuji primér = SEM vypocitany ze 3 nezavislych experimentt provedenych
v duplikatu.

IlI.  Inkorporace BrdU
Uvolnéni bunék HaCaT z bloku v G2/M fazi (Obr. 25, cerné sloupce) vedlo ke statisticky

vyznamnému poklesu inkorporace BrdU v porovnani s kontrolou. V case 6 h byl pokles hodnot

0 15,5 %, po 24 ho32,7%,po30ho33,7%,po48 ho33,2% apo54ho3l,9%.

Ovlivnéni bun€k HD vedlo k poklesu inkorporace BrdU po 24 h 0 25,2 %, po 30 h 0 28,5 %,
po48h o029, % apo 54 ho 30,4 % v porovnani s kontrolou (Obr. 25, svétle Sedé sloupce).

Buniky uvolnéné z bloku v G2/M féazi a nasledné ovlivnéné HD také zpomalily miru
inkorporace BrdU. Vzhledem ke kontrole doSlo v intervalu 6 hodin k poklesu o 10,9 %, po 24 h
036 %,po30ho37%,po48ho37,4% apo54ho36,8% (Obr. 25, tmave Sedé sloupce).
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Obr. 25 Inkorporace BrdU u bun¢k HaCaT. Bunky byly synchronizované v G2/M fazi cyklu
inkubaci s RO-3306 o koncentraci 5 umol.I"! (Cerné sloupce). Paralelné byly nesynchronizované buiky
ovlivnény sirnym yperitem o koncentraci 2 pmol.l! (svétle Sedé sloupce). Ve tietim paralelnim
experimentu pak byly synchronizované bunky ovlivnény sirnym yperitem (tmavé Sedé sloupce). Dve
hodiny pfed uplynutim sledovaného intervalu byl k bunikdm pfidan roztok BrdU v médiu. V uvedenych
Casech byly bunky fixovany a poté nasledovala imunochemicka detekce inkorporovaného BrdU.
Vysledky vyjadiuji primér = SEM vypocitany ze 3 nezavislych experimentt provedenych v duplikatu.
Statisticky signifikantni rozdil oproti kontrole je na hladiné vyznamnosti p<0,5, * a p<0,001, ***,
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7 Diskuse

Kompletni prabéh bunécného cyklu, kterym konci a zaroven zacind bunécné déleni,
je zavisly na bezchybném templatu DNA, ktery ma byt replikovan a predan do dcefinych bunék.
Zaroven musi byt funkéni veskeré regulacni a kontrolnich mechanismy, které umoziuji hladky

prachod cyklu pfes jednotlivé faze.

Toxicky ucinek HD plisobi na buiiku hned nékolika mechanismy. Zasah do metabolizmu
nukleovych a ribonukleovych kyselin ma ale na dalsi osud buiiky rozhodujici dopad. Alkylace
DNA narusuje jeji pfirozenou vlastnost denaturace a renaturace, kterou umoziluje
komplementarita bazi. MiZze se jednat o DNA adukty nebo pficné mezifetézcové
¢1 vnitrofetézcové kovalentni vazby. To vSe brani plynulému pribéhu replikace DNA béhem
interfaze a naslednému rozdéleni genetického materidlu do vznikajicich dcefinych bunék
pii mitéze. HD tak zdsadnim zplsobem zasahuje do bunééného cyklu a tim i do rychlosti

proliferace bunék.

Experimentalni cile této prace jsou proto zaméteny na sledovani cytostatického ¢inku HD,
jeho dopadu na bunécny cyklus a zivotaschopnost bun¢k. Déle byla studovana senzitivita bun¢k
synchronizovanych ve fazi bun&ného cyklu Gl, Sa G2/M ve vztahu k soucasné

indukovanému alkyla¢nimu poskozeni DNA HD.

KuzZe tvoii souvisly, pevny a zaroven pruzny pokryv lidského téla a je sloZena z n¢kolika
vrstev. Keratinocyty jsou majoritnimi buiikami epidermis, tedy nejsvrchnéjsi vrstvy kize, ktera
pfichazi do kontaktu se zevnim prostfedim. V pfipadé expozice HD jsou tak tyto buiky
poSkozeny jako prvni. Bunky HaCaT jsou lidské keratinocyty, které byly spontdnné
imortalizovany a nejedna se tedy o bunky nadorového piivodu (Boukamp et al. 1988). Lze je
tedy neomezené kultivovat in vitro a jsou Casto pouzivanym modelem pro studie spojené
toxickym uc¢inkem latek na kZi (Macario et al. 2019; Choudhary et al. 2021; McLean et al.
2024).

Vysledky monitorovani viability bunék HaCaT ovlivnénych HD  ukazuji,
7e mezi cytotoxickym a cytostatickym uc¢inkem existuje velmi tzkéd hranice. Abychom nasli
koncentraci HD, kterd pusobi cytostaticky, byly testovany koncentrace v fadu jednotek
umol.I"" HD (Obr. 12). Zcela odlisné elektroimpedanéni kfivky viability bunék, kterd byla
monitorovana na principu méfeni miry bunééné adheze k méficim elektrodam, poskytuji

koncentrace HD 0,5;2 a4 umol.I"!. Dle tvaru kfivky lze u koncentrace 0,5 pmol.l"! HD
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usuzovat, ze pritomnost minoritniho poskozeni bunky ma spiSe stimulacni efekt na bunécny
rast. Podle zvySujici se hodnoty bunééného indexu miize byt tento efekt spojeny jednak
s intenzivngj$i proliferaci, ale zaroven i s vyssi adhezi bun¢k k podkladu. Dal§i moznosti
je 1 zména tvaru bunky, coz mé za nasledek vétsi zakryti detek¢ni plochy elektrod a zvyseni
impedance pii prichodu méficiho proudu. Podobny ucinek byl naptiklad zaznamenan
pfi ptsobeni tézkych kovl na bunécné linie. Ionty olova v koncentracich nizSich nez 100

pumol.I'"  stimuluji proliferaci bungk HepG2 a LS-174T (Kopp et al. 2018).

Koncentrace 2 umol.I"! HD zpisobila takovou miru poskozeni DNA, ktera jiz nebyla
sluCitelna s dal§i moznosti proliferace bunck. Z tvaru kiivky je zfejmé, ze pfiblizné
po 34 hodinach muselo dojit ke kumulaci poskozeni, které¢ mélo za nasledek zastavu cyklu.
Tuto ptfechodnou f4zi kumulace dokladd i1 zvétSeni populace bunck v G1 fazi v intervalu
24 hodin od ovlivnéni HD (Obr. 13, A). To miize byt zplisobeno reakci senzorického proteinu
ATM na poskozeni DNA, naslednou fosforylaci proteinu p53, ktery prostfednictvim
p21Cipl/Wafl inhibuje vznik komplexu cyklin-CDK2 a tim je indukovédna zastava cyklu
v kontrolnim bodu G1/S (Laiho a Latonen 2003). V dalSich ¢asovych intervalech naSe vysledky
ukazuji konstantni stav, kdy u ovlivnénych bunc¢k nedoSlo k zZadné signifikantni zméné
v distribuci jednotlivych fazi bunécného cyklu. Podobny priitbéh bunééného cyklu je popsan
iubunék A549 ovlivnénym dusikatym analogem yperitu (HN2) (Jan et al. 2019).
Pii koncentraci 2 pmol.I'' HN2 doslo k navyseni populace bungk v G1 fazi v ¢ase 24 hodin,

ale po 30 hodinach nasledoval pokles hodnot.

Cytotoxické ucinky HD se pak projevily sdalSim zvySenim jeho koncentrace.
Uz pii pouhém zvyseni koncentrace o 1 umol.I"! HD, tedy na 3 umol.I'! HD, se zcela zménil
charakter kiivky viability a po 34. hodiné nasledoval pokles hodnot buné¢ného indexu, ktery
reflektuje ztratu Zivotaschopnosti bunck. Dle pozvolného poklesu Ize soudit, Ze byly aktivovany
apoptotické mechanismy bunééné smrti, které nezplsobi okamzitou destrukci bunky.
Ta by se na kfivce projevila okamzZitym poklesem hodnoty bunécného indexu, jako je tomu
vidét na ptikladu pouZitého blanku, kde byly buniky lyzovany tc¢inkem detergentu SDS (Obr.
12, Seda kiivka).

Koncentrace 4 pmol.l! HD pak uZ opisuje podobny trend poklesu jako predchozi
koncentrace, ale s prohloubeni toxického uc¢inku. Na druhou stranu vysledky bunécného cyklu
ukazuji velmi podobny profil jako u koncentrace 2 pmol.I"! HD, coZ opé&t miize naznacovat jeho

kompletni inhibici vlivem nadmérného poSkozeni DNA, které iniciuje zanik bunky. Pro dalsi
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experimentalni praci byla tedy zvolena koncentrace 2 umol.I"! jako koncentrace s pfevazujicim

cytostatickym u¢inkem na buitky HaCaT nad ucinkem cytotoxickym.

HD ve vodném prostfedi podléha hydrolytickému rozkladu a s tim i souvisejici ztraté
cytotoxického i¢inku. Napiiklad koncentrace HD 40 umol.I"' je schopna indukovat poskozeni
DNA po dobu ptiblizné 20 minut (Jost et al. 2015). HD tedy neni ptitomen v kultivacnim médiu

......

koncentraci HD, ktery s postupem casu podléha hydrolytickému rozkladu.

Pro jednotlivé faze bunééného cyklu jsou charakteristické procesy, kterymi se bunika
ptipravuje na dal$i déleni. V nasledujici ¢asti experimentalni prace bylo cilem synchronizovat
bunéény cyklus tak, abychom ziskali co nejvice bunc¢k v konkrétni f4zi bunécného cyklu

a otestovat senzitivitu synchronizovanych bunék vici cytostatické koncentraci HD.

K synchronizaci bunék HaCaT ve fazi G1 byla pouzita latka s oznacenim LY2835219.
Jedna se o inhibitor kindzz CDK4 a CDKG6, které pak nemohou vytvofit aktivni komplex
s cyklinem D1, ktery umoznuje naslednou fosforylaci pRb proteinu. Tim je indukovéna zastava
cyklu v Gl fazi (Gelbert et al. 2014). Pfi optimalizaci experimentalnich podminek
synchronizace bylo zjiSténo, Ze v obou testovanych intervalech 24 a 48 hodin, doslo
ke zmenSovani populace bun¢k ve fazi G1 v zavislosti na zvySujici se koncentraci LY2835219.
Pii nejvy3si koncentraci 20 pmol.l! LY2835219 pak bylo zaznamenano sniZeni poctu
hodnocenych bun¢k v disledku cytotoxické koncentrace inhibitoru. Proto byla zvolena
koncentrace 0,63 umol.I"! a inkuba¢ni doba 24 hodin. Za t&chto podminek se nachazelo
v G1 fazi cyklu 85,4 % bunck. Podobného vysledku synchronizace cyklu bylo dosazeno
i na bunkdch MV4-11 (akutni myeloidni leukemie), kde submikromolarni koncentrace
LY2835219 vedly po 24 hodinach ke kumulaci bun€k v G1 fazi s u€innosti az 94 % (Gelbert et
al. 2014). Pomalejsi proliferace bunék HaCaT a s tim 1 souvisejici delsi priibéh bunééného cyklu
mohou byt pfi¢inou niz8i vytéznosti synchronizace nez je tomu u MV4-11. Na druhou stranu

bylo tfeba zohlednit udrZeni dostate¢né Zivotaschopnosti bunck pro navazujici experiment.

Buniky synchronizované ve fazi G1 byly z tohoto bloku uvolnény odstranénim inhibitoru
(vyménou kultivaéniho média) a nasledné ovlivnény 2 umol.l! HD. Experiment byl
pak sledovan v 5 ¢asovych intervalech po dobu 56 hodin. Viabilita bun¢k HaCaT uvolnénych
z bloku v G1 fazi kopirovala trend negativni kontroly (Obr. 15). OvSem u bun¢k, které¢ byly
nasledné ovlivnény HD, byl pozorovan konstantni a téméf rovnobézny prubéh kiivky

bunééného indexu s osou x v intervalu 48 az 120 hodin. Zadatek tohoto ¢asového useku
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odpovida intervalu 24 hodin od uvolnéni bloku Gl/ovlivnéni HD. Na grafu (Obr. 16)
je pak zfejmé, ze zastaveni cyklu je provazeno poklesem velikosti populace bun¢k v G1 fazi.
Tento stav pak reflektuje i pokles syntézy DNA od 24. hodiny dale (Obr. 17). Porovnanim
experimentl s bunkami uvolnénych z G1 bloku, ovlivnénych HD a po kombinaci obou zasahti
neni mozné urCit, zda ma na pokles syntézy DNA jednoznacny vliv ovlivnéni bunck
LY2835219 a nebo HD, protoze nedochazi k sumaci ani potenciaci efektu HD

na synchronizovanych bunkéch.

Inhibitorem 2,3-DCPE bylo u bunék HaCaT dosazeno synchronizace bunécného cyklu
v S fazi. Tato molekula pasobi aktivaci drahy ATM/ATR-CHK1-Cdc25A, ktera je odpovédi
na poskozeni bunééné DNA a vede tedy k zastave bunécného cyklu v S fazi. To poskytuje
buiice jisté ¢asové obdobi pro zajiSténi reparace poskozeni (Bai et al. 2020; Serensen et al.

2003).

Pfi optimalizaci synchronizace bun¢k HaCaT bylo zjisténo, ze latka 2,3-DCPE piisobi
zvétSeni populace bunék v S fazi se zvySujici se koncentraci 2,3-DCPE. Vyrazny efekt vSak
méla 1 doba inkubace, kterd musela byt zkracena, zplivodné studovanych intervali
24 a 48 hodin, na 18 hodin. V tomto ¢ase pak byla ziskana synchronizovana populace, ktera
tvorila 51,6 % analyzovanych bunék. Tyto buiiky byly ovlivnény koncentraci 80 pmol.I"!
2,3-DCPE. Pro porovnani, na nddorovych buikach stteva DLD-1 bylo dosazeno kumulace
bun¢k v S fazi 76,6 % pii stejném Casovém intervalu, tedy 18 hodin, ale pfi koncentraci
20 pmol.I'" (Bai et al. 2020). Rozdilnost vysledku miize opét souviset s rozdilnym typem bunék
nejen dle tkanového plivodu, ale dle charakteru - nddorové buiiky DLD-1 a imortalizované

bunky HaCaT.

Synchronizace bunc¢k ukazuje pii elektroimpedancni analyze pifechodnou zménu,
kdy béhem 18 hodin od pfidani 2,3-DCPE doslo k rychlému nardstu hodnot s maximem,
po 9 hodinach inkubace, a nadslednému poklesu na po¢atecni hodnotu bunééného indexu. Oproti
kontrole je zde patrné znacné potlaceni rastu bunck. Po 18 hodinach nésledovalo ovlivnéni
synchronizovanych bunék HD. Statisticky vyznamné rozdily mezi synchronizovanymi
buitkami a buiikami dodate¢né ovlivnénymi HD nebyly zjiStény. Stejny trend vykazuji
i vysledky bunééného cyklu, kde nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi obéma populacemi
bunék v S fazi. Na druhou stranu byl ale pozorovan vzestup hodnot bunécného indexu, ktery
poukazuje na obnovu bunécné proliferace. Déje se tak zhruba po 48 hodinach po piidani HD,
coz dokumentuje 1 pokles populace bunck v S fazi v tomto Case, coz znaci navrat k hodnotam
srovnatelnych se stavem pied synchronizaci. ZvySeni bunétné proliferace v pozdéjSich
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casovych intervalech je spojeno s intenzivngjsi syntézou DNA. V naSich méfenich se nam vSak

nepodafilo tento jev zachytit.

Synchronizace bunék ve fazi G2/M byla provedena inkubaci bunc¢k HaCaT s latkou
RO-3306. RO-3306 je inhibitor komplexu CDKl/cyklin Bl svice nez desetindsobnou
selektivitou k CDK1 oproti CDK2. Aktivita CDK1 je esencidlni pro vstup bun¢k do mitodzy
a tak tento inhibitor zastavuje bunécny cyklus na rozhrani G2 a M faze. Vyhodou je reverzibilni
zpusob inhibice, ktery po odstranéni inhibitoru umoziuje vstup bunék do faze midzy béhem
30 az 60 minut (Vassilev 2006; Sunada et al. 2021). Jako optimalni byla nalezena koncentrace
5 umol.I"" RO-3306 a inkubaéni doba 24 hodin. Za téchto podminek byla ziskdna populace
o velikosti 62,9 % bunck ve fazi G2/M. Velmi podobného vysledky bylo za identickych
podminek jako v naSem experimentu, dosaZeno i na jaternich nadorovych bunkach HepG2

(Aleem et al. 2015).

RO-3306 inhibuje repara¢ni mechanismy, které jsou za béZnych podminek aktivni
v G2 fazi, aby se predeSlo chybné distribuci replikovanych sad chromozoml do dcefinych
bunck (Sunada et al. 2021). Kdyz byly takto synchronizované buiiky vystaveny alkyla¢nimu
poskozeni HD, doslo pfiblizn€ po 24 hodinach k poklesu viability, oproti bunikam, které byly
uvolnény z G2/M bloku. ProtoZe po odstranéni inhibice CDKI1 pokracuji buiiky do midzy
je tato faze nachylna k poskozeni DNA, zejména typu DSB a SSB (Sunada et al. 2021; Liao et
al. 2017). Tyto zmény se ovSem statisticky vyznamné neprojevily v distribuci bun¢k ve fazi
G2/M, které byly uvolnény z bloku a bun¢k které byly nasledné ovlivnény HD. Rovnéz nebyla
pozorovana zména v syntéze DNA, kterd je ale ovSem vice specifickym déjem pro S fazi cyklu

(Buck et al. 2008).

Reakce synchronizovanych bunék na alkylacni poSkozeni byla v naSich experimentech
z pohledu distribuce fazi bunécného cyklu a syntézy DNA statisticky nevyznamna. Moznou
pfi¢inou muze byt pfili§ nizka koncentrace HD, ktera sice piisobila cytostaticky, ale k vyvolani
signifikantni odpovédi na poSkozeni nemusela byt dostate€na. Nizké koncentrace alkylacnich
latek, jako je naptiklad i dusikaty analog HD HN2 vyvolavaji v nizkych koncentracich zmény
na urovni bunécné signalizace, ale nepiisobi dostate¢nou modifikaci DNA (Jan et al. 2019).
RovnéZz zde mlze mit i vliv plsobeni inhibitorti pouZitych pfi synchronizaci, které svym
mechanismem ucinku zasahuji do bunééného cyklu (Villedieu et al. 2007). V naSich
experimentech bylo alkyla¢ni poskozeni indukovédno ihned po odstranéni inhibitoru. Pokud

bychom po odstranéni inhibitoru zatadily do protokolu naptiklad hodinovy interval, slouZzici
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k regeneraci a obnove vSech signdlnich drah potfebnych k prichodu buniky do dalsi faze cyklu,

mohlo by to ovlivnit nase vysledky.

Poznani cytostatickych ucinkt HD v zavislosti na poskozeni bun¢k v urcité fazi bunécného
cyklu je zasadni pro porozuméni vyvoje dynamiky poskozeni DNA a jeho dopadii na dalsi
preziti bunky. Tyto poznatky pak mohou pfispét ke zlepSeni strategie 1écebnych postupti pfi

expozici zpuchytujicim bojovym chemickym latkam.
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8 Zavér

HD je vysoce toxickou latkou a jeho cytostaticky ucinek se projevuje pouze ve velmi
nizkych koncentracich, v fadu jednotek umol.I"!. V nasich experimentech jsme cytostaticky
ti¢inek HD nasli pti koncentraci 2 pmol.I!, ktery pietrvava az 3 dny po ovlivnéni bunék. Nizsi,
submikromolarni koncentrace mély stimula¢ni efekt na proliferaci bunek, vyssi koncentrace

HD naopak piisobily jiz cytotoxicky.

Dale jsme se vpraci zaméfili na indukci alkylaéniho poskozeni u bunck
synchronizovanych ve fazi bunécného cyklu G1, S a nebo G2/M. Pokud bylo poskozeni
indukovano v G1 fazi, doslo k poklesu viability bun¢k az po 48 hodinach za soucasného
poklesu % bun¢k v Gl fazi. Ve fazi S jsme piekvapiv€ nenaSli zadny signifikantni vliv
alkyla¢niho poskozeni na synchronizované burky, jak na trovni viability, tak i buné¢ného
cyklu. Nejvyraznéjsi vliv na viabilitu bun¢k ovlivnénych HD byl ve fazi G2/M, ptestoze

na urovni bunééného cyklu nebyl zaznamenén signifikantni rozdil.

Senzitivita synchronizovanych bun€k k alkylaénimu poskozeni byla na zdkladé¢ zmény
viability nalezena ve fazi G2/M. Reakce synchronizovanych bunék na alkylacni poskozeni
nebyla v naSich experimentech z pohledu reakce bunééného cyklu a syntézy DNA statisticky
vyznamna. Moznou pfi¢inou miize byt piili§ nizkd koncentrace HD, ktera sice pusobila
cytostaticky, ale k vyvolani signifikantni odpovédi na poskozeni DNA, kterd by se projevila

v naSich testech, nemusela byt dostatecna.
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