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Chronickd obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) je zavazné onemocnéni
charakterizované obstrukci dychacich cest, které je zptisobeno chronickou bronchitidou
nebo plicnim emfyzémem. V dasledku téchto zmén dochazi v organizmu k oxida¢nimu
stresu s naslednym poskozenim rtznych biomolekul, které miZeme méfit pomoci

Sirokého spektra metod.

Hlavnim cilem nas$i prace bylo méfeni poSkozeni DNA u pacientd s CHOPN a
porovnani s poSkozenim u zdravé kontrolni skupiny. Pomoci elektroforetické metody
comet assay jsme v na$i praci analyzovali riiznd poSkozeni DNA - jednofetézcové
zlomy DNA (SSB), oxidované puriny a oxidované pirimidiny. Vyuzivali jsme, jak
klasickou alkalickou variantu comet assay, tak i jeji enzymovou modifikaci, kde jsme
pracovali s endonukledzou III (Endo III) a formamidopyrimidin-DNA-glykosylazou I11
(FPG).

Provedené analyzy nam ukézaly signifikantné vy$$i hodnoty poskozeni DNA u
pacient s CHOPN v porovnani s kontrolni skupinou, zejména pti pouziti modifikované
comet assay. Ovéfili jsme tak moZnost aplikace comet assay pifi analyze oxidacniho

poskozeni DNA u pacientii trpicich CHOPN.

Klicova slova: chronickd obstrukéni plicni nemoc, poskozeni DNA, oxidacni

poskozeni, comet assay
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a serious disease
characterized by airflow obstruction that is caused by chronic bronchitis or pulmonary
emphysema. As a result of these changes occurs in the organism the oxidative stress
with subsequent damage to various biomolecules, which can be measured using a wide

range of methods.

The primary aim of our study was the evaluation of DNA damage in patients
with COPD and comparison to the damage found in the healthy control group. We used
electrophoretic method comet assay and we analyzed various types of DNA damage -
DNA single strand breaks (SSB), oxidized purines and oxidized pirimidines. We used
two forms of this method, i.e. a classical alkaline comet assay and its enzymatic
modification, where we worked with endonuclease III (Endo III) and

formamidopyrimidin-DNA-glycosylase-I1I (FPG).

Our results showed the significantly higher levels of DNA damage in patients
with COPD compared with the control group, especially when using the modified comet
assay. In conclusion, we have examined the possibility of comet assay application in the

analysis of oxidative DNA damage in patients with COPD.

Key words: chronic obstructive pulmonary disease, DNA damage, oxidative

DNA damage, comet assay



1 Uvod

Rostouct spotieba tabakovych vyrobki, narlist automobilové dopravy, primyslu
a dal$ich civilizacnich jevl charakteristickych pro soucasnou dobu jsou piicinou, dnes
uz celosvétového problému, chronického zanétu plic. Prevalence CHOPN v CR je okolo
8 % dospclého obyvatelstva. Ve skutecnosti ovSem mulze byt toto procento az
dvojnasobné, a to zdivodu pozvolného ndstupu dusnosti, na kterou se pacienti
postupné adaptuji, tudiz dochédzi k poddiagnostikovdani CHOPN. Studie WHO
predpoklada, ze se CHOPN v roce 2020 zarfadi na paté misto v zebticku nejcastéjSich

pticin umrti (Pauk, 2009; Internet 1).

Pfi CHOPN je organizmus zna¢n¢ zatizen oxidacnim stresem, ktery je
disledkem oxida¢niho poSkozeni biomolekul. Mezi nejcastéjsi typy poskozeni patii
oxidace polynenasycenych mastnych kyselin, oxidace nukleotidi v DNA, snizena
metabolickd pfeména proteinl, snizend syntéza specifickych enzymil a receptord atd.
(Dostalek, 2007). V duasledku oxidacniho poskozeni DNA dochdzi ke wvzniku
jednotetézcovych zlomil a k chemické modifikaci purinovych a pirimidinovych bazi. K
detekci téchto zmén DNA 1ze pouZit metodu comet assay, kterou jsme vyuzivali i v nasi

praci.

10



2 Teoreticka c¢ast

2.1 Oxidacni stres

V posledni dob€ se studiem oxidantli a antioxidantli intenzivné zabyva tada
védnich oborti — chemie radikalovych reakci, biochemie, biologie a medicina. Jejich
nerovnovaha je oznacovana jako oxidac¢ni stres, ktery mize vést k poskozeni organizmu

(Zima et al., 2007).

Oxidac¢ni stres vznikd ve zdravém aerobnim organizmu naruSenim rovnovahy
mezi tvoficimi se reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS — reactive oxygen species),
reaktivnimi dusikovymi radikaly (RNS — reactive nitrogen species) a obrannym
antioxidaénim systémem. ZvySené mnozstvi reaktivnich ¢astic a nedostate¢nost
antioxidacnich procesti zpiisobuje neschopnost organizmu je zneSkodnovat a
eliminovat. Tento stav mize byt zptisoben tim, ze v organizmu dochazi k poruse tvorby
a distribuce antioxidanti, pfipadné k nadbyte¢nému piijmu ROS z vnéjSiho prostiedi
nebo je organizmus vystaven néjakému typu stresu (zatézovému faktoru). Nadbytek
ROS/RNS — RONS mtize zptsobit poskozeni bunécnych struktur a to lipidd, proteint,
DNA a také mulze negativné ovlivnit spravnou funkci kyseliny mocové. Z charakteru
téchto typti poskozeni vyplyva, Ze oxidacni stres zplisobuje vznik a rozvoj lidskych
onemocnéni a stejn¢ tak ptispiva k procesim starnuti bunék (Halliwell a Gutteridge,

1999).

Pisobeni RONS hraje vyznamnou roli vrozvoji kardiovaskularnich
onemocnéni, jako je aterosklerdza, ischémie a hypertenze. Déle pak u zhoubnych
nadorli, zanétlivych onemocnéni jako je syndrom akutni respiracni tisn€, chronicka
obstrukéni plicni nemoc, astma, zanétlivé stfevni onemocnéni, kozni a o¢ni zénéty,
artritida, u metabolickych onemocnéni jako je diabetes mellitus (DM), u nemoci
centralniho nervového systému jako je amyotrofickd laterdlni skler6za (ALS),

Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba a iktus.
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Na strané¢ druhé se tvorba volnych radikald s Gspéchem vyuzZiva u nékterych
cytostatik, antivirovych a antibakteridlnich pfipravkd. V lidském organizmu se vSak
RONS ucastni také rtiznych fyziologickych regulaci, napt. Gi€ast v procesech pienosu

signalu a v regulaci imunitni odpovédi (Droge, 2002).

2.1.1 Volné radikaly a reaktivni formy kysliku a dusiku

Radikal je jakakoliv molekula, atom nebo vice neparovych elektronti. Radikaly
mohou vznikat bud’ homolytickym Stépenim kovalentni vazby, kdy kazdy fragment si
ponecha jeden elektron (napf. St€penim vazby C-H v methanu CH4 vznikne methylovy
radikal CHse a radikdl vodiku He), nebo ztratou ¢i adici jednoho elektronu. Neparovy
elektron zplisobuje jejich vysokou reaktivitu, a tim i nestabilitu téchto latek. Kyslikové
radikély nejsou jen Skodlivé toxické latky — je stale vice zfejmé, ze v organizmu maji i
fadu fyziologickych funkci. Vznikaji pfi uvolovani energie v mitochondriich, pfi
hydroxylaénich reakcich v mikrozomdlnim oxygendzovém systému a pii fagocytoze

v leukocytech a makrofazich (Zima et al., 2007).

Pojmem RONS se oznaCuji rtizné castice obsahujici atom kysliku ¢i dusiku
vystupujici v redoxnich reakcich pfedevsim v zivych organizmech. Ne vSechny ROS patii
mezi radikaly, napf. peroxid vodiku nebo peroxynitrit definici radikalu nespliuji, proto
forem kysliku a dusiku je shrnut v Tab. 1. Mechanizmus vzniku ROS je zndzornén na

Obr. 1.
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Tab. 1. Volné radikaly a RONS (pfevzato z Drsata et al., 2009)

Volné radikaly Latky, které nejsou volné radikaly

A. Reaktivni formy kysliku

Alkoxylovy radikal RO- Chlornan ClO
Hydroxylovy radikal HO- Kyselina chlorna HOCI
Hydroperoxylovy radikal HO;* Oz6n O3
Peroxylovy radikal ROO- Peroxid vodiku H,0,
Superoxid Oge- Singletovy kyslik '0,

B. Reaktivni formy dusiku

Oxid dusnaty NO- Alkylperoxynitrit ROONO
Oxid dusicity NO,* Kyselina dusita HNO,
Nitrosyl NO’
Peroxynitrit OONO
, Superoxide Peroxide Oxene Oxide
Dioxygen radical ion ion ion ion
0, &~ of €+ oF €. o —&. o

L e e e e

'0, HO, H20; HO  OH' H,0
Singlet Perhydroxyl Hydrogen Water  Hydroxyl Water
oxygen radical peroxide radical

Obr. 1. Mechanizmus vzniku ROS (pfevzato z Apel a Hirt, 2004)
Velikost reaktivity volnych radikali mtze byt odhadnuta z extrémné kratkého

polocasu rozpadu jednotlivych radikalii (Tab. 2). Tato reaktivita stoupd s nestabilni

elektronovou konfiguraci (Lizalova, 2010).
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Tab. 2. Poloc¢asy rozpadu volnych radikalti v biologickych systémech (pfevzato

z Lizalova, 2010)

Polocas rozpadu

Druh Symbol pii 37 °C [s]
Superoxid 02e - 1x10°
Hydroxylovy radikal OH- 1x107
Alkoxylovy radikal RO- 1x10°
Peroxylovy radikal ROO- 1x107
Singletovy radikal '0, 1x10°
Molekularni kyslik 02 >10°

Diilezitou tlohu v radikalovych reakcich maji i pfechodné kovy, které mohou

byt donory i akceptory elektronu, a tim 1 u€innymi iniciatory vzniku volnych radikala.

V lidském organizmu se uplatiiuji piedevsim ionty Zeleza a médi (Zima et al.,, 2007).
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2.2 Oxidacni poskozeni biomolekul

Pisobeni RONS v lidském organizmu miize poSkozovat strukturu lipidd,
pfiCemz dochazi ke zménam ve sloZeni biologickych membran a k ovlivnéni funkce
struktur s nimi spojenych (funkce enzym, iontovych kanald, pfenosu signalu aj.).
RONS poskozuji také strukturu proteinti a DNA. Jsou poskozovéany jak purinové a
pyrimidinové baze, tak i deoxyrib6éza. Oxidace deoxyribdzy zpusobuje destrukci a
pteruseni fetézce DNA. Modifikace DNA vede k chybnému parovani bazi pti replikaci
DNA a ke zméndm genetické informace, Casto s fatdlnimi nasledky pro organizmus

(Valko et al., 2007).

2.2.1 Poskozeni lipida

Hydroxylovy radikal, hydroperoxidovy radikdl a superoxid béZné zahajuji
proces autokatalytické lipoperoxidace. Fosfolipidové membrany, konkrétné dvojné
vazby nenasycenych mastnych kyselin, jsou nejcastéjSim cilem lipoperoxidace.
V disledku téchto zmén dochdzi ke zméné permeability postizenych membran.

(Ledvina et al., 2004).

Polynenasycené mastné¢ kyseliny (PUFA) jsou mnohem méné odolné na
peroxidaci nez mononenasycené¢ nebo nasycené mastné kyseliny. Tudiz podil PUFA
v membrané miZze ovlivnit nachylnost k oxidativnimu poSkozeni. Navic peroxidace
lipid spousti komplexni fetézcovou reakci zahrnujici fadu reaktivnich produkti, které
mohou zplsobit poSkozeni bilkovin a DNA (Monaghan et al., 2009). Mezi tyto
produkty patfi hlavné nenasycené reaktivni aldehydy, jako je malondialdehyd (MDA),
4-hydroxy-2-nonenal (HNE), 2-propenal (akrolein) a izoprostan. Tyto produkty mohou
byt méfeny v plazmé i v moci jako nepiimy index oxida¢niho poSkozeni. Ve srovnani
s volnymi radikaly jsou aldehydy pomérné stabilni a mohou se $ifit jak v ramci bunky,

tak 1 mimo ni a pasobit na cile daleko od mista vzniku (Dalle-Donne et al., 2006).
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2.2.1.1 Malondialdehyd

Zvysené mnozstvi malondialdehydu produkovaného jako disledek tkanového
poskozeni muze reagovat s DNA (s adeninem je oznaovan zkratkou M1A, s cytozinem
MI1C, a s guaninem MI1G), pfipadné s volnymi aminoskupinami proteinl (zejména s
lyzinem) za vzniku malondialdehyd modifikovanych proteinovych sloucenin. Tyto
slouceniny vykazuji antigenni schopnosti a protilatky proti nim jsou pfitomny v

organizmu a mohou podnécovat ateroskler6zu a infarkt myokardu (Uchida, 2003).

Zvysena hladina malondialdehydu, jako produktu oxidativniho poskozeni, miize
byt diagnostikovana u Alzheimerovy choroby, ALS, astmatu, aterosklerézy, DM,
leishmanidzy a preeklampsie (Dostéalek, 2007).

2.2.1.2 4-hydroxy-2-nonenal

HNE je hlavni toxicky aldehyd generovany volnymi radikdly atakujici -6
polynenasycené mastné kyseliny. Za fyziologickych podminek je tvofen v bazalni
koncentraci, jeho mnozstvi vSak vyrazné stoupd za patologickych stavii spojenych
s lipoperoxidaci. HNE mé vysokou biologickou aktivitu, tudiz je silné¢ mutagenni,
cytotoxicky a genotoxicky, inhibuje syntézu proteinii a DNA, inaktivuje fadu enzymd,
stimuluje fosfolipazu C, redukuje mezibunéénou komunikaci prostiednictvim gap-
junctions, stimuluje chemotaxi neutrofili a moduluje agregaci trombocytli (Dalle-

Donne et al., 2006).

Zvysena koncentrace se nachdzi u Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy
choroby, ateroskler6zy, CHOPN a u nemoci kardiovaskuldrniho systému (Dalle-Donne

et al., 2006).
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2.2.1.3 Akrolein

Vznikd pfi riznych environmentalnich procesech, nejcastéjSim zdrojem je vSak
cigaretovy kouf. Akrolein reaguje s lyzinem apolipoproteinu A-1 (Apo A-1), coz velmi
naruSuje jeho fyziologickou funkci odstranovani cholesterolu z arteridlni stény.
Akrolein hraje tedy zasadni roli pfi vzniku aterosklerézy a kardiovaskuldrnich

onemocnéni (Dalle-Donne et al., 2006).

2.2.1.4 1zoprostany

Izoprostany jsou blizké prostaglandinliim (v anglitiné bézné uZivan termin
prostaglandin-like substances). /n vivo jsou produkovany neenzymatickymi reakcemi
nezavislymi na cyklooxygendze, neenzymatickou oxidaci kyseliny arachidonové

volnymi radikaly (Klaunig a Kamendulis, 2004).

Zvysend hladina izoprostanti, jako biomarkeru oxidativniho poskozeni, miiZe byt
stanovena u Alzheimerovy choroby, astmatu, aterosklerdzy, DM, hypercholesterolémie,
chronického selhdni ledvin, CHOPN, jaterni cirhozy, obezity, onemocnéni

kardiovaskularniho systému, osteoporoézy a plicni hypertenze (Dostéalek, 2007).
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2.2.2 Poskozeni proteini

Z divodt velké variability proteini a mechanizmi jejich poskozovani, je
oxidaéni poskozeni proteind v klinické praxi stanovovdno mnohem méné nez
lipoperoxidace (Zima et al, 2007). Nejcastéji jsou bilkoviny poskozovany
hydroxylovym radikdlem, a to tak, Ze na postrannich ftetézcich alifatickych
aminokyselin (AMK) vznikaji hydroxyderivaty. Hydroxylace AMK vyvolava
fyziologické zmény v makrostruktuie proteinil, pficemz tyto zmény lze rozdélit do tii

kategorii:

e fragmentace
e agregace

e senzitivita k proteolytickému Stépeni (Esterbauer et al., 1982).

Nasledkem téchto d&jt je porucha transportu iontdi, vstup Ca*" do cytosolu a

zména celkové aktivity proteint (Rice-Evans, 1988).

2.2.3 PosSkozeni DNA

Reaktivni formy kysliku vznikajici v pribéhu aerobniho metabolizmu jsou
hlavni pfi¢inou genetického poskozeni a v piipad€, ze neni opraveno, miize dochazet
k riznym mutacim a k potenciondlné vyssimu vyskytu rakoviny a pred€asnému starnuti
(Singh et al., 2011). Béhem oxidativniho poskozeni DNA dochazi k modifikaci bazi a
cukernych slozek, ke vzniku kovalentnich kiizovych vazeb a k jednotetézcovym (SSB)
nebo dvoutetézcovym (DSB) zlomim. Poskozeni DNA ma za nésledek substituci bazi

nebo deleci ¢i fragmentaci vlakna (Valavanidis et al., 2009).

Oxidativni poskozeni DNA miZze byt zpisobeno endogennimi ¢i exogennimi
zdroji. Mezi endogenni vlivy se fadi nestabilita DNA (napi. depurinace), spontanni
chyby v DNA béhem replikace a oprav, RONS a produkty peroxidace lipidi. Exogenni

zdroje pfispivajici k poSkozeni jsou napfi. ionizujici a UV zéfeni, fada genotoxickych
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chemikalii, produkty pyrolyzy v potravée, necistoty v ovzdusi a ve vodé (Valavanidis et

al., 2009).

Rozsah endogenniho poskozeni v disledku ROS muze byt obrovsky, jelikoz
kazda lidska bufika metabolizuje piiblizng 10'> molekul kysliku za den (1 %
z kyslikového metabolizmu), coz pfispiva k tvorbé ROS. Bylo odhadnuto, ze za den je
v lidské¢ buiice poskozeno piiblizné 20 000 nukleotidd v DNA. Vyssi uroven
oxidativniho poSkozeni byla prokdzana v pfipadech deficitu stopovych prvka

v organizmu (Valavanidis et al., 2009).

Radikaly mohou poskozovat DNA bud’ piimo, nebo nepiimo. U¢inkem piimého
pusobeni vznikaji SSB, chemické modifikace purinovych, pyrimidinovych béazi a
cukernych slozek. Piikladem nepfimého uginku je aktivace Ca®" - dependentnich
endonukledz, které vedou k fragmentaci DNA. Aktivace je zabezpefena otevienim
nap&tové Fizenych Ca’" kanalti prostfednictvim poklesu membranového potencialu.
Kromé samotného vlakna nukleové kyseliny miize dojit také k poskozeni jadernych
bilkovin, které maji zejména strukturni funkci. Pfi reakci vznikaji proteinové radikaly,
které mohou nasledné reagovat s bazemi nukleové kyseliny za vzniku zkiizenych vazeb

DNA-protein (Halliwell, 2007 ).

Dusledkem poSkozeni DNA je vznik mutaci (napi. AT«<>GC tranzice, GC—TA
transverze), ndsledné translacni chyby a inhibice proteosyntézy. Kiizové vazby brani

rozvinuti chromatinu, replikaci a transkripci (Halliwell, 2007 ).

v

oxidacni potencidl ze vSech Ctyf bazi. Vysledkem je, ze guanin obsahuje na elektrony
bohatou purinovou strukturu, ktera mu umoziuje s radikaly snadno reagovat (Kim et al.,
2003).

Za nejdilezitgjsi modifikace DNA, majici znany mutagenni efekt
v bakteridlnich a savc¢ich buiikéch, je povazovan 8-hydroxy-2-deoxyguanosin (8-OHdAG)
a jeho tautomerni forma 8-oxo-7,8-dihydro-2-deoxyguanosin (8-oxodG) (Obr. 2).
Nicméné dalsi studie dokazuji, ze 1 jiné oxidaéni poSkozeni miiZze mit stejné dilezity
vliv jako 8-OHdG, napi. 1éze DNA. Tyto byvaji odstrailovany bunéénymi enzymy,
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které naslednymi enzymatickymi procesy obnovuji piivodni nukleotidovou sekvenci.
Nicméné kdyz dojde k replikaci DNA pred opravou, DNA polymeriza véleni 2 -
deoxyribonukleotid 5’-trifosfat (ANTP) naproti 1ézi. Pokud je oprava DNA zcela
zablokovana, 1éze mize byt smrtici. Vysoce mutagenni 1éze ¢astecné blokuji syntézu

DNA a casto dochdzi k nespravnému parovani bazi (Croteau a Bohr, 1997).

! ¢
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Obr. 2. Tautomerni formy 8-OHdG a 8-0xodG (Pfevzato a upraveno z Internet 2)

Dalsi dutlezitou formou poskozeni DNA zplsobenou RONS je 8-
hydroxyadenin, ktery pfedstavuje izomer 2-OH-adeninu. Kromé toho se 8-
hydroxyadenin nachazi rovnéZ u jaterni neopldzie a v lidské rakovinné tkani. Béhem
oxidacniho stresu vznikaji 1 formamidopyrimidinové 1éze, pii kterych dochézi
k otevieni imidazolového kruhu purind. Pisobenim NO vznika deaminovany produkt
guaninu, xantin a deaminovany produkt adeninu, hypoxanthin. Pfi jinych poSkozenich
DNA vznika napf. 2- hydroxyadeninu, 2- aminiimidazol, 5-formyluracil (Kamiya et al.,
2002).

Studie naznacuji, ze v mitochondridlni DNA (mtDNA) se mohou akumulovat
vétsi oxidacni poskozeni DNA, nez v jaderné DNA (nDNA). To je piipisovano
lokalizaci mtDNA v blizkosti vnitini mitochondrialni membréany, stejné¢ jako absenci
histonil a snizené aktivité DNA oprav (Maynard et al., 2009; Gutman a Niyogi, 2009).
Tento poznatek se stal jednim ze zdkladnich kamenti mitochondrialni teorie starnuti

(Croteau a Bohr, 1997).
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2.2.3.1 Mechanizmus oxida¢niho poSkozeni purini

RONS, nejcastéji hydroxylovy radikal, ptispivaji v pozicich C4, C5 a C8 purinl
ke vzniku OH radikdlovych aduktt. V pozicich C4-OH a C5-OH purint dale dochazi
k dehydrataci a k pfeméné na oxidacni purinové radikaly, které mohou byt redukovany
a protonizovany za obnoveni purini. C4-OHe radik4l ma pfedevsim oxidacni vlastnosti,
naproti tomu C5-OHe a C8-OHe maji vlastnosti redukéni. Na druhou stranu 1 jiné
mezomerni struktury téchto radikali mohou byt oxida¢ni nebo redukéni, tento efekt se

nazyva ambivalence (Cooke et al., 2003; Halliwell, 2007 ).

C8-OHe radikdlovy adukt purini muize byt dale oxidovan rliznymi oxidanty
véetné kysliku. Jednoelektronova oxidace vede ke vzniku 8-hydroxypurinu (7,8-
dihyhro-8-oxopurinu) v DNA. Oxidace C8-OHe radikalovych aduktii je v kompetici
s bimolekuldrnim otevienim imidazolového kruhu rozs§tépenim C8-N9 vazby.
Jednoelektronova redukce s otevienim radikalového kruhu vede ke vzniku 2,6 —
diamino-4-hydroxy-5-formamidopirimidinu  z guaninu a 4,6-diamino-5-formamido-
pirimidinu z adeninu. Jednoelektronova redukce bez otevieni kruhu mlze mit za
nasledek vznik 7-hydro-8-hydroxypurinu, ktery mize byt dale pfeveden na
formamidopirimidin. 8-hydroxypurin a formamidopirimidin vznikaji v organizmu jak
v pfitomnosti, tak i v nepfitomnosti kysliku, pfi¢emz 8-hydroxypurin kyslik preferuje

(Cooke et al., 2003; Halliwell, 2007).

2.2.3.2 Mechanizmus oxida¢niho poSkozeni pirimidinu

Hydroxylovy radikal OHe reaguje s DNA adici dvojnych vazeb bazi a abstrakci
H atoml metylovych skupin thyminu a kazdé C — H vazby 2" — deoxyribozy. Adici
dvojné vazby C5-C6 pirimidinu dochazi ke vzniku C5-OHe a C6-OHe radikali a
abstrakci H atomu thyminu dochazi ke vzniku radikdlu alylu. Radikalové adukty se
velmi 1i81 z hlediska jejich redoxnich vlastnosti, u C5-OHe radikalu jsou redukéni, u C6-

OHe vsak oxidac¢ni (Cooke et al., 2003).

Pyrimidinové radikdly vznikaji mnoha riznymi mechanizmy. Radikaly se

oxiduji ¢i redukuji v zavislosti na jejich redoxnim potencidlu, redoxnim prostiedi a
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reaktantech. VSe déale velmi zéavisi na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti kysliku a dalSich
podminkach. V nepfitomnosti kysliku je oxidace C5-OHe radikalu néasledovana adici
OH' (nebo adici H,O; s naslednou deproteinaci), coz vede ke vzniku glykolu cytosinu a
thyminu. K dalSim produktim ataku hydroxylového radikdlu na thymin patii 5-
hydroxy-5-methylhydantoin, 5-formyluracil a 5-(hydroxymethyl)uracil. Nejcastéjsi
produkty reakci s cytosinem jsou cytosinglykol a 5,6-dihydroxycytosin (Cooke et al.,
2003).

2.3 Opravy DNA

Genom eukaryotickych bun¢k je pod neustdlym utokem rtznych Skodlivych
latek (endogennich a exogennich), coz vede k rozvoji mnoha typii poSkozeni DNA a
k jejim néslednym opravam (Tab. 3). PoSkozeni DNA, které mohou nastat, jsou SSB,
DSB, chybna chemicka modifikace bdzi a cukrl a inter- nebo intrafetézcové kiizové
vazby. Aby se predeslo Skodlivym diisledktim akumulace poskozeni, vyvinuli se rizné
cesty oprav DNA, pfi¢emz se kazda sdruzila s urcitymi druhy 1ézi. Pokud se poSkozeni
neopravi, muze se builka uchylit k indukci apoptézy a nekrdzy, tudiz nedochazi
k pfenosu mutaci na potomstvo buriky a nedochéazi ke vzniku onemocnéni (zejména
rakoviny). Ve skuteCnosti, mnoho agens poskozujicich DNA je uzivané k 1écbe

rakoviny prostfednictvim navozeni apoptdzy nadorovych bunék (Maynard et al., 2009).

Podle charakteru nejcastéjSiho poSkozeni rozliSujeme dva typy reparacnich
mechanizmtl, pfi¢emz uvedené procesy se mohou navzajem kombinovat a dopliovat:
e Opravy chyb v parovani bazi

e Opravy chemicky poskozenych bazi, resp. bazi s odliSnou chemickou strukturou.

Bunéénd odpovéd’ na poskozeni DNA je v délici se bunce koordinovana,
konkrétné€ v kontrolnich bodech bunécného cyklu, kde mlze byt progrese bunééného
cyklu (proliferace) zastavena. Mezi ptevladajici opravné cesty v sav¢ich buiilkdch patii
zejména bdzova excizni reparace (base excision repair, BER), nukleotidovd excizni
reparace (nucleotide excision repair, NER), reparace chybného parovani (mismatch
repair, MMR), ale i opravy DSB. Mnoha poskozeni DNA opravovana pomoci BER jsou
produkty utoku ROS (Maynard et al., 2009; Gutman a Niyogi, 2009).
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Tab. 3. Typy poSkozeni DNA a jejich opravy (Pfevzato a upraveno z Maynard et al.,
2009).

Zdroj poskozeni DNA Typ léze Typ opravy
ROS, infracervené zareni, Zmény bazi, abazické mista,
alkylac¢ni ¢inidla SSB BER
UV svétlo, cisplatina, Intrafetézcové kiizové vazby,
NER

polyaromatické uhlovodiky | poskozené oligonukleotidy

DSB (rekombinacni
Infracervené zatent, Interfetézcové kiizové vazby,
' ' oprava, non-homologni
alkylac¢ni latky, cisplatina DSB
rekombinace koncti)

) Chybné parovani, inzerce a
Chybné replikace ' MMR
delece nukleotidii

2.3.1 Reparacni procesy dle mechanizmu reparace

2.3.1.1 Fotoreaktivace

Pisobenim UV zéfeni dochéazi ke vzniku kovalentnich kifizovych vazeb mezi
sousednimi bazemi v DNA. Necastéji jsou produkovany thyminové dimery (tj.
kovalentné propojené castice thyminu). Enzym DNA-fotolydza, ktera se aktivuje za
pomoci svétla o vlnové délce 340-400 nm, Stépi kovalentni vazby v dimerech a
obnovuje tak pivodni strukturu nukleotidu. Tento proces se vSak ziejmé v lidskych
bunikach neuplatiuje, nebot’” DNA-fotolydza byla zjisténa pouze u prokaryot a nizsich

eukaryot (napt. u kvasinek) (Kocarek et al., 2008).

2.3.1.2 Excizni reparace

Pii excizni reparaci se k eliminaci poskozeného tiseku DNA vyuZziva slozity
komplex enzyml. Ty zabezpecuji vySt€peni chybn€ sparovanych bdzi (base
mismatches) nebo chemicky modifikovanych bazi (vcetné thyminovych dimerd).

Ukolem enzymového aparitu je pfislusnou mutaci nejen vyhledat, ale také vystepit
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poskozenou ¢ast fetézce a nahradit ji nové vytvofenym Usekem s plivodni sekvenci
nukleotidt (Kocarek et al., 2008).

Hlavni cestou pro opravu zakladnich oxidaénich posSkozeni, jako 8-0xoG a
formamidopyrimidin (4,6-diamino-5-formamidopyrimidin, FapyG) je BER (Christmann
et al., 2003).

BER mtize probihat dvéma drahami (Obr. 3):

1. ,,Short-patch* drdha — jednoduchy zpiisob opravy, pti kterém je vymeénén pouze

1 nukleotid, pfevazuje v sav€ich buiikach (Klungland a Lindahl, 1997).

2. ,.Long-patch® drdha — slozit&j$i zplisob opravy, zahrnuje vice aktivit a krokd a

dochéazi k viyméné 2 — 13 nukleotidi (Frosina et al., 1996).

Short Paich BER Long Patch BER
Monofunctional Glycosylase Bifunctional Glycosylase
- | e 5 p— AP*
s Base Excision & AP Lyase : o
i Base Excision, UNG, AAG l Incision QGG1 MTH l AP Bite Incision,
2 AFPE1
A e drp®
— [ D
AP Site Incision, APE1 l 3-UA Excision, APE1 ¢ Strand Displacement
» Synthesis, DMA
dRp 4Re” Polymerase
i g:cﬁsﬁg'ri”%g’l”ﬁ’s"mp l Gap Filling, POLS l 5".dRp-Flap Excision,
' FEMN1

Mick Sealing, DA Ligase
Mick Sealing, DA
Ligase

Obr. 3. Mechanizmus BER (pfevzato z Internet 4)

Zatimco BER odstraiiuje jednu poSkozenou bédzi nebo pouze kratky usek
nukleotidi, NER odstrani del$i tseky nukleotidli (tzv. oligonukleotidy), které obsahuji
poskozené baze. Timto typem reparace jsou velmi slozitym procesem opravovany
v prvni fadé cyklické pyrimidinové dimery a to za pomoci minimaln¢ 25 proteind

(Christmann et al., 2003).
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Za odstranéni chybnych bazi, které vznikaji spontanni a indukovanou deaminaci,
oxidaci, metylaci a chybnou replikaci je zodpovédny MMR systém (Christmann et al.,
2003). MMR opravuje chyby vzniklé pii replikaci DNA a béhem, nebo po rekombinaci
DNA (Meyers et al., 2004).

2.3.1.3 Rekombina¢ni oprava

Patii prozatim mezi nejmén¢ prozkoumané repara¢ni mechanizmy. Podstatou je
cilena rekombinacni vyména poskozenych a nepoSkozenych Usekli mezi dvéma
molekulami DNA. Oprava pfipomina ,,crossing-over®, jejimz vysledkem je jedna zcela
opravena molekula DNA, zatimco ve druhé nefunkéni molekule jsou kumulovany

vSechny mutované oblasti (Kocarek et al., 2008).
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2.4 Chronicka obstrukéni plicni nemoc

Globalni iniciace pro CHOPN (GOLD - Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease) definuje toto onemocnéni nasledovné: CHOPN je
prevenrabilni a lécitelné onemocnéni charakterizované obstrukci dychacich cest, kdy
nedochazi k uplné reverzi vzduchu. Obstrukce je obvykle progredujici a je spojend
s otokem a abnormalni zanétlivou odpovedi plic na Skodlivé partikule ¢i plyny,
vznikajici predevsim béhem koureni cigaret. Exacerbace a doprovodné onemocnéni

prispivaji k celkové zavaznosti onemocnéni u konkrétniho pacienta (Internet 3).

2.4.1 Patogeneze a etiologie

Stale vice dikazii poukazuje na to, zZ2 CHOPN je komplexni onemocnéni, které
nesouvisi pouze se zminiovanou obstrukci, ale v systémovém disledku ma téz dopad na
srde¢ni funkce a vyménu plynt (Barnes a Celli, 2009; Celli et al., 2004). Zanét
zplisobuje pfimou destrukci plicni tkané a zaroven poruSuje mechanizmy pouZivané
k reparaci poskozené tkdn€. Nasledkem neni jen zniceni plicni tkdn€ (emfyzém), ale
také hypersekrece hlenu, zuZeni dychacich cest a fibroza. Na patogenezi CHOPN se
podili Sirokd S$kala zanétlivych bunék a mediatori, a to predev§im neutrofily,
makrofagy, CD-8 T-lymfocyty, leukotrien B4, interleukin 8, tumor nekrotizujici faktor
(Scanlon et al., 2004). Systémovy zanét rovné¢Z muize zahdjit nebo zhorSit pribch
pridruzené choroby, jako je ischemickd choroba srde¢ni, srde¢ni selhani, osteopordza,
normocytarni anémie, karcinom plic, deprese a DM, a soucasné piitomnost choroby

muze mit vliv na rozvinuti CHOPN (Barnes a Celli, 2009; Celli et al., 2004).

Na vzniku CHOPN se podili kombinace genetickych faktorti, pti¢emz nejcastéjsi
pfiCinou je hereditarni deficience alfa 1-antitrypsinu, a expozice rizikovym faktortim,

v

pfiCemz nejhlavnéjsi je cigaretovy kout (Scanlon et al., 2004; Dité et al., 2007).
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2.4.2 Epidemiologie

Celosvétova prevalence se pohybuje kolem 600 milionti osob a je velmi
pravdépodobné, Ze stile poroste, predev§im vlivem tabdkové epidemiologie.
V soucasnosti je CHOPN hlavni pfi¢inou chronické morbidity a mortality na svéte,

kterou trpi asi 4 - 10% svétové populace (Dité et al., 2007).

2.4.3 Symptomy a diagnostika

Onemocnéni nejcastéji vznikd mezi 40. — 60. rokem. Hlavnim ptiznakem je
kasel s vykaslavanim sputa, ktery pretrvavd mnoho let. Sputum je vétSinou hlenovité
konzistence, pfi exacerbaci je hnisavé. Exacerbace jsou vétSinou vyvolany infekci a to
pfedevSim v zimnim a jarnim obdobi. Mezi dal$i ptiznaky patii duSnost, kterd je bud’
namahova nebo ndhla, provdzena piskotem na hrudi. Postupné se dusnost prohlubuje a
kasel 1 expektorace se zhorSuji. Pfidruzuji se pfiznaky cor pulmonale. Pfi¢inou smrti

byva kardiorespiracni selhdni (Bures et al., 2003).

Diagnéza CHOPN je obvykle stanovena aZz v pozd¢jsich stadiich nemoci, jelikoz
ptiznaky se objevuji pozvolna a pacient se na né postupné adaptuje. Diagnézu CHOPN

lze usuzovat pii splnéni nejméné ti z nasledujicich bodu:

e V¢k star$i 40 let

e Koufeni (vice jak 10 krabicek za rok)

e Pfiznaky a abnormalni plicni funkce kompatibilni s CHOPN

e Chronické srdecni selhani

e Metabolicky syndrom

e ZvysSena hladina C-reaktivniho proteinu (CRP) (Fabbri et al., 2007).

Diagnéza musi byt konfirmovéana spirometrickym vySetfenim, které je velmi

dilezité z hlediska klasifikace faze nemoci. Hodnoti se FVC (Forced Vital Capacity) —

usilovnd vitalni kapacita, FEV1 (Forced Expiratory Volume in 1 second) — usilovné
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vydechnuty objem za prvni sekundu, a dilezity parametr — pomér FEVI/FVC (u
CHOPN pod 70 % nalezitych hodnot) (Perna a El Sammanova, 2011).

Na zakladé provedenych vysetfeni se CHOPN rozdéluje do Ctyt stadii dle stupné

obstrukce dychacich cest (Tab. 4).

Tab. 4. Stadia CHOPN (ptevzato z Internet 5)

Stadium Charakteristika
Normalni spirometrie
0 - rizikové
Chronické pfiznaky
FEV1/FVC <70 %
I - lehkeé FEV1 > 80 % nalezitych hodnot

Jsou nebo nejsou chronické ptiznaky (kaSel, sputum)

II - stfedni

FEV1/FVC <70 %
50 % NH < FEV1 < 80 % nalezitych hodnot

Jsou nebo nejsou chronické priznaky (kasel, sputum, dusnost)

III - t&zkeé

FEV1 /FVC <70 %
30 % nalezitych hodnot < FEV1 < 50 % nalezitych hodnot

Jsou nebo nejsou chronické piiznaky (kasel, sputum, dusnost)

IV — velmi

tézké

FEV1 /FVC <70 %
FEV1 < 30 % nalezitych hodnot nebo FEV1 < 50 %
nalezitych hodnot

Respira¢ni selhani nebo klinické zndmky cor pulmonale
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2.5 Comet assay

2.5.1 Charakteristika metody

Comet assay (kometova analyza, CA) je pomémn¢ jednoduchd, senzitivni
(hranice citlivosti je pfiblizné¢ 50 zloml na diploidni sav¢i buniku) a dobfe ovétena
metoda pro méfeni zlomi DNA v jednotlivych buiikdch. Tento test je nyni Siroce
pfijiman jako standardni metoda posuzujici poSkozeni DNA, vyuZivana v Sirokém
spektru aplikaci, vcetn¢ lidského biomonitoringu, genotoxikologie, ekologického
monitorovani a jako nastroj zkoumani posSkozeni a oprav DNA v reakci na rizné

poskozujici latky (Fikrova et al., 2011).

Nézev testu vychazi z podobnosti obrazu ziskaného touto metodou s obrazem
astronomického objektu komety (Liao et al., 2009). Comet assay, nebo-li gelova
elektroforéza jednotlivych bun¢k (SCGE - single cell gel electrophoresis) je
mikroelektroforetickd metoda analyzujici poskozeni DNA piimo v jednotlivych
buiikdch (Dvordk a Matejovi¢ova, 2008). Pfitomnost zlom v DNA zptsobuje mistni
relaxaci v superhelixu. Kdyz projde gelem maly elektricky naboj, relaxované struktury
DNA smycek putuji smérem k anodé a vytvareji tzv. ocas komety. Hlavu komety
pfedstavuje neposSkozena DNA, kterd pro svoji velikost gelem putovat nemize (Wong

et al., 2005; Liao et al., 2009).
Hlavni vyhody tohoto testu by se tedy daly shrnout do nésledujicich ¢tyt bodu:

1. Udaje na trovni jednotlivych bundk, které umoziiuji robustni statistickou
analyzu.

2. Potieba malého mnozstvi bun¢k na vzorek (< 10 000).

3. Senzitivita detekce poskozené DNA.

4. Pouziti jakychkoliv eukaryotickych bungk, jak in vivo, tak in vitro (Kumaravel et

al., 2007).
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Omezenim metody je pozadavek na Zivotaschopnost bunék. Pokud vzorek
obsahuje prevdzné nekrotické nebo apoptické bunky, neni mozné ziskat piesné
informace o pfitomnosti 1ézi a zlomd. Je tedy nezbytné minimalizovat jakékoliv

poskozeni bun€k vzniklé béhem zpracovani testu (Olive a Banath, 2006).

CA se muze v podstaté¢ aplikovat na vSechny eukaryotické builky, nicméné
v klinické praxi jsou nejCastéji pouzivanymi bunikami bilé krvinky a to hlavné
lymfocyty, ackoliv 1ze pouzit i neutrofily. Dale jiz byly pouzity, i kdyz ne vzdy uspesné,
spermatocyty, fibroblasty, epitelové buniky z oralni sliznice, Zaludku, slznych kanalkd,

nosu, mocovodl (Wong et al., 2005).

2.5.2 Historie

Své koteny ma jiz v 70-tych letech 19. stoleti, kdy Cook a kol. zkoumali jaderné
struktury po lyze bunck v ptitomnosti 2 M NaCl a neionogennich detergentl. Zjistili, ze
dochazi k tvorb¢ nukleotidii (fosforylovanych nukleosidll), sloZzenych ze smycek o
velikosti 50-100 Kb, napojenych na proteinovou sit. Po pfidani ethidium bromidu
dochazelo k vizualizaci relaxované struktury DNA expandujici z jadra za vzniku tzv.
,halo“. Tento efekt byl zplsoben interkalaci ethidium bromidu mezi pary bazi
relaxované DNA a jeho naslednou fluorescenci. Stejny vysledek byl pozorovan pti
pusobeni ionizujicitho zafeni na buiiky za vzniku jednofetézcovych zloml (Cook et al.,

1976).

Vlastni comet assay byla poprvé piedstavena dvéma Svédskymi védci,
Ostlingem a Johansonem, v roce 1984. Jednalo se o neutralni verzi CA, ktera pouZzivala
velmi sofistikovanou metodu, kdy byly builky lyzovany v neutrdlnim roztoku a
nasledné byla provedena elektroforéza. DNA byla obarvena fluorescencnim barvivem
(akridovou oranzi), které vyzatovalo zelenou emisi méfitelnou fotometrem. Tato
neutralni verze vSak umoznovala pouze detekci dvouretézcovych zlomi DNA (Ostling

a Johanson, 1984).

V roce 1988 Singh a kol. vyvinuli alkalickou formu CA, ve které se vyuZzivalo

délky ocasu ke kvantifikaci miry poskozeni DNA. Pomoci této verze CA bylo mozno
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sledovat jak DSB, tak i SSB a to za pomoci poméru zelené fluorescence (DSB) a

cervené fluorescence (SSB) (Singh et al., 1988).

2.5.3 Hodnoceni

Komety jsou vizualizované fluorescencnim mikroskopem a mnozstvi DNA
v ocasu vzhledem k hlavé je umérmné k mnozstvi zlomt. Je tfeba se vyhnout hodnoceni
komet na okraji ploch vzduchovych bublin, protoZe tyto oblasti Casto zahrnuji

abnormalné vysokou miru poskozeni (Wong et al., 2005; Liao et al., 2009).

Collins a kol. vroce 1995 publikoval vizudlné¢ hodnotici metodu (Obr. 4), ktera
klasifikuje komety do 5 stupnii (0-4). Je-li napiiklad skérovano 100 komet, je kazdé
kometé pfifazena hodnota 0-4 dle stupné posSkozeni, ¢imz se vysledné skore pohybuje
v rozmezi 0-400 (libovolné jednotky) na gel (Collins et al, 1995). Toto vizudlni
hodnoceni velmi dobte koreluje s obrazovym meéfenim pomoci pocitacového softwaru,

tudiz je stale velmi popularni (Kumaravel et al., 2007).

Obr. 4. Vizualni klasifikace CA dle Collinse (pfevzato z Kumaravel et al., 2007)
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Dalsi popularni metoda pro vyhodnoceni komet byla pfedstavena Olivem a kol.
a oznacuje se jako ,tail moment“. Pojem ,tail moment* (vypocet: mira délky ocasu x
mnozstvi DNA v ocasu) je definovan jako mira migrace DNA (Olivem et al., 2006).
,»lail moment se ale pro hodnoceni pfili§ nedoporucuje, protoze nemd standardni
jednotky a neposkytuje informace o druhu a urovni poskozeni v buiice (Liao et al.,

2009; Wong et al., 2005).

V hodnoceni komet se pouzivd tedy mnoha parametri. Mezi nejpouzivangjsi
patii vSak dva: délka ocasu (tail length) a procentualni zastoupeni DNA v ocasu (tail
DNA %), ptipadné v hlaveé (head DNA %). Doporuc¢enym parametrem k hodnoceni je
procentudlni zastoupeni DNA v ocasu, jenz lze pokladat za dostatecné robustni a
nejvhodnéj§i parametr pii inter-laboratornim srovndvani vysledkli (Dvordk a

Matejovicova, 2008).

V soucasné dobé se pouziva riznych druht komer¢nich softwarti, které slouzi
k méfeni parametrit komet na zaklad€ analyzy obrazu. Ackoliv se rizné druhy mohou
navzajem mirné lisit, zplsob jejich vypoctu poSkozeni je v principu stejny (Kumaravel

et al., 2007).

2.5.3.1 Mraky (CLODES)

,»Mraky* neboli ,,jezky* je mozné pozorovat v mnohych CA experimentech.
Jsou to bunky s rozsdhlou migraci DNA, které jsou mimo métici schopnost obrazové
analyzy nebo mohou poskytovat nevhodné vysledky prostfednictvim obrazové analyzy.
Clodes jsou proto skdrovany pouze vizuadln€. Vyznacuji se malou nebo chybéjici hlavou
s vysoce difiznim ocasem, ktery je fyzicky odd€len od hlavy (kdyz je pfitomna). Pfesny
puvod mraki neni znam, ale ptedpokladanou pficinou je apoptdza, pritomnost vysokého
stupné poskozeni DNA, a stejné tak nekréza. Obvyklou praxi je ur€eni procenta mraka

na kazdy obraz (Kumaravel et al, 2007).
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2.5.3.2 Modifikace testu

Zakladni verze CA byla modifikovana k detekci urCitych typt 1ézi, které
vznikaji U¢inkem specifickych enzyml na poSkozend mista DNA. Mezi nejcastéji
pouzivané enzymy patii endonukleaza III, kterd rozpoznavéd oxidované pirimidiny a
formamidopyrimidin-DNA-glykosylaza III identifikujici oxidované puriny. Dale
rozliSujeme T4 endonukledzu V k detekci pyrimidinovych dimerd, vznikajicich
pusobenim UV zafeni, 3-methyladenin DNA glykosylazu k rozeznani alkylovanych
bazi nebo uracil DNA glykosylazu, kterd odstraiiuje nespravné inkorporovany uracil

z DNA (Collins a Dusinska, 2009).
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3 Zadani diplomové prace - cil prace

Cilem této prace bylo monitorovani poskozeni DNA u pacienti s CHOPN a

zdravych pacientii pouzitim:
a) klasické alkalické verze CA pro detekci SSB
b) enzymatické modifikace CA s vyuzitim endonukledzy III pro detekci

oxidovanych pyrimidind a formamidopyrimidin-DNA-glykosylazy III pro

detekci oxidovanych purint.
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4 Material a metody

4.1 Laboratorné pripravované roztoky, pufry

Agaroza

Potahovani sklicek:

e 1 gagardzy do 100 ml destilované vody (1 % roztok)
High melting point agarose (HMPA):

e 100 mg HMP agarézy do 10 ml PBS(1 % roztok)
Low melting point agarose (LMPA):

e 100 mg LMP agar6zy do 10 ml PBS (1 % roztok)

Lyzaé¢ni roztok
e 146 g NaCl (2,5 M), 29,2 g EDTA (100 mM) a 1,2 g Tris (10 mM) do 1000 ml
destilované vody

e pH roztoku je 10, tprava pH byla provedena pouZzitim NaOH (cca 12 g do 1000
ml). Pfed pouzitim byl ptidan 1 % Triton X-100 (1 ml do 100 ml roztoku), smés

byla dikladné¢ zamichéana a zchlazena.

Neutralizaéni roztok

o 48,456 g Tris (0,4 M) do 1000 ml destilované vody

e Hodnota pH = 7,5 byla upravena pfiddnim koncentrované HCI (cca 25 ml do
1000 ml).
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0,SMEDTA

e 14,612 g do 100 ml destilované vody

Roztok pro elektroforézu

e 18 g NaOH (300 mM), 3 ml EDTA (0,5 M) do 1500 ml destilované vody

Roztok PBS

e 1 z4sobni tableta do 200 ml tridestilované vody

Ethidium bromid

e 20 pg do 1 ml destilované vody

4.2 Bunécné vzorky

K pokustim byly pouzity lymfocyty periferni krve od zdravych lidi (kontrolni
skupina, n=10) a pacientii s CHOPN (n=32). Odbéry krve byly provadény na Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové. Pouziti vzorkd krve a veSkera

manipulace s nimi byly schvaleny Etickou komisi FN Hradec Kralové.

4.3 Izolace lymfocytii

Na 4 ml LSM Lymphocyte (PAA Laboratories) byly navrstveny 4 ml plné krve,
odebrané do heparinizované zkumavky. Nasledné¢ byla provedena 30-ti minutova
centrifugace (1400 rpm, 20°C). Krev byla rozdé&lena a vznikly prstenec lymfocytii byl
pfenesen do Cisté zkumavky, kterd byla doplnéna PBS. Opét byla provedena
centrifugace (10 min, 8°C, 1400 rpm). Supernatant byl rozfedén v 10 ml PBS. Poté byly
lymfocyty spocitany v Biirkerové komiirce, kde z primérného poctu bun€k bylo uréeno

mnozstvi PBS, ve kterém byly lymfocyty resuspendovany pro dalsi centrifugaci (10
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min, 8°C, 1400 rpm). Cilem bylo ziskat lymfocyty o koncentraci 1 milion bungk/l ml
PBS. Suspenze lymfocyti byla rozpipetovana po 35 ul do tfi mikrozkumavek typu

eppendorf. Pfed dal$im zpracovanim byly mikrozkumavky chlazeny na led¢.

4.4 Comet assay

Pro kazdy vzorek izolovanych lymfocytti od jednotlivych pacientti byla primarné
potazena 3 podlozna sklicka 1% roztokem b&zné agardézy. Na né byla navrstvena
HMPA agaréza o objemu 85 pl a piikryta krycim sklickem. Podlozni sklicka byla
umisténa na dobu 1-5 min na plotnu s ledem. Po ztuhnuti byla kryci skli¢ka opatrné
plynulym pohybem staZena. V lazni vytemperované na 37°C byla rozvaiena LMPA
agardza, ktera byla smichéana s pfipravenymi lymfocyty. Do mikrozkumavky eppendorf
s izolovanymi lymfocyty bylo pfidano 85 pl LMPA. Po promichéani byl obsah nanesen
na podlozni sklicka s vrstvou HMPA agardzy a ptikryt krycim sklickem. Preparaty byly
chlazeny na plotn¢ s ledem a po ztuhnuti byla opét kryci sklicka plynulym pohybem
odstranéna. Preparaty byly inkubovany 1 hodinu s lyzaénim roztokem v lednici pii 4°C.
Po lyze bun¢k bylo na prvni preparat ptidano 30 pl Endo III, na druhy 30 pul FPG a tfeti
se enzymem nijak neovliviioval (detekce SSB — alkalickd verze CA dle Tica
a Vasqueze, 1999). Po 45 minutové inkubaci v termostatu pii 37°C, byly preparaty
pfeneseny do elektroforetického pufru, ve kterém probihalo rozplétini DNA.
Nésledovala 30 minutova elektroforéza. Elektricky zdroj byl nastaven na hodnoty
konstantniho napéti 33V a proudu 300mA (velikost proudu bylo mozZno upravit
v zavislosti na mnozstvi pufru v tanku). V dal$im kroku byly preparaty promyté 3 krat
5 minut neutraliza¢nim roztokem. Po konecném oplachu destilovanou vodou byly

preparaty nabarveny navrstvenim 20ul roztoku ethidium bromidu.

4.4.1 Mikroskopické hodnoceni a obrazova analyza

Obraz bun¢k byl naskenovan do pocitate pomoci kamery piipevnéné
k fluorescencnimu mikroskopu a analyzovan v programu LUCIA Comet Assay
(Laboratory Imaging). Celkové bylo hodnoceno 50 buné€k na preparat. Poskozend DNA
(komety) byla vyhodnocena jako pomér DNA, ktera zlstala v jadie a DNA, ktera se
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nachdzela v ocasu komety (tail DNA 9%). Neposkozené buiiky piedstavovaly kruhové

utvary (DNA zustala v jadre).

4.4.2 Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni bylo provedeno pouzitim softwaru GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, USA). Vysledky jsou uvedeny jako primér + smérodatna
odchylka praméru (SEM, standard error of mean). Pro urceni statistickych vyznamnosti
byla stanovena hladina p<0,05. Neparovy #-test byl proveden pii hodnoceni vysledkt

mezi kontrolni skupinou a skupinou s CHOPN.
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5 Vysledky

5.1 Detekce poSkozeni DNA

V souvislosti s velkou mirou variability (kontrolni skupina: VC = 22 -40 %;
pacienti s CHOPN: VC = 51 -70 % ) byl u jednotlivych pacientii prokazéan riizny stupeii
individudlniho oxidativniho poskozeni DNA. Vzhledem k tomu, ze standardni hodnoty
poskozeni DNA pro populaci nejsou zatim dobfe znamé, byla u obou skupin
k hodnoceni miry poSkozeni DNA pouzita konfrontace vzhledem k intervalu primeér +
SEM. Referen¢ni interval hodnot u kontrolni skupiny se pohyboval v rozmezi 6,34 —
10,57 % u SSB; 8,22 - 11,42 % u Endo IIT a 8,55 — 11,38 % u FPG. U pacientl trpicich
CHOPN byl stanoven referen¢ni interval nasledovné: SSB 12,22 — 17,60 %, Endo III
15,67 — 23,21 % a FPG 16,87 — 28,84 %. Vysledky jednotlivych métfeni pomoci
klasické metody CA 1 jeji modifikované enzymatické verze jsou shrnuty v tabulce Tab.

S5a6avGraful az 8.

Tab. 5. Vysledky detekce poSkozeni DNA (tail DNA %) u jednotlivych pacientl

v kontrolni skuping.

Cislo tail DNA % tail DNA % tail DNA %
pacienta SSB SEM Endo II1 SEM FPG SEM
1 6,00 2,633 9,57 3,954 10,69 3,544
2 6,30 2,954 5,68 4,062 6,50 4,762
3 11,04 2,807 9,58 2,830 9,81 3,967
4 13,76 2,092 8,98 4,738 13,39 3,066
5 12,31 2,161 6,50 3,754 9,34 4,266
6 4,76 1,872 11,97 2,770 12,18 2,488
7 3,47 1,446 10,19 3,402 7,16 3,352
8 8,78 2,255 9,31 3,180 7,97 2,276
9 8,27 1,888 12,57 2,036 11,31 2,312
10 9,84 2,776 13,83 4,563 11,29 3,900
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Tab. 6. Vysledky detekce poSkozeni DNA (tail DNA %) u pacienti s CHOPN.

¢islo tail DNA % tail DNA % tail DNA %
pacienta SSB SEM Endo III SEM FPG SEM

1 27,36 2,567 17,82 2,199 20,12 2,502

2 6,95 1,366 13,95 2,507 14,31 2,411

3 13,68 1,847 25,23 1,701 61,85 2,778

4 9,00 2,192 9,15 2,186 10,22 1,489

5 11,56 0,979 31,60 1,646 30,83 3,281

6 10,86 1,216 17,16 2,191 9,06 1,102

7 9,35 1,461 34,62 3,048 30,50 3,563

8 6,37 0,781 11,58 1,310 14,64 1,256

9 29,55 2,280 36,92 2,964 35,21 3,369
10 18,68 3,297 24,32 3,381 23,78 3,726
11 4,88 1,025 11,57 1,543 11,97 2,053
12 3,36 0,619 9,28 1,765 11,23 1,062
13 9,09 0,466 7,70 0,478 15,61 0,527
14 14,26 2,748 13,46 2,625 9,07 1,872
15 7,13 1,936 13,31 1,147 5,60 1,106
16 3,27 0,522 6,94 0,724 2,91 0,380
17 13,62 0,656 8,62 1,406 8,87 1,409
18 7,90 0,618 4,07 0,710 4,44 0,461
19 13,00 1,253 11,11 1,339 13,02 1,930
20 13,73 0,747 9,20 1,113 9,21 1,004
21 21,15 3,906 14,73 2,866 27,14 4,962
22 20,58 1,264 28,15 2,189 22,44 1,908
23 18,24 2,964 17,20 0,361 16,18 2,813
24 18,29 1,877 17,17 1,615 18,27 2,141
25 16,83 1,527 19,93 2,997 18,09 3,041
26 15,14 2,150 9,30 1,983 13,75 2,830
27 25,98 3,320 35,42 3,992 48,77 3,031
28 22,38 1,904 31,84 2,452 54,95 3,813
29 16,75 3,505 30,28 8,365 33,74 6,514
30 23,44 2,669 36,02 3,043 51,22 3,232
31 32,35 1,734 41,82 3,140 44,56 2,837
32 12,52 1,964 22,59 2,759 25,37 2,986
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Graf 1. Poskozeni DNA (tail DNA %) v kontrolni skupiné — detekce SSB.
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Graf 2. Poskozeni DNA (tail DNA %) v kontrolni skupin¢ — detekce Endo III.
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Graf 3. Poskozeni DNA (tail DNA %) v kontrolni skupiné — detekce FPG.
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Graf 4. Porovnani citlivosti jednotlivych verzi CA — kontrolni skupina.
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Graf 5. Poskozeni DNA (tail DNA %) ve skupiné pacienti s CHOPN — detekce SSB.
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Graf 6. Poskozeni DNA (tail DNA %) ve skupiné pacientti s CHOPN — detekce Endo III.
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Graf 7. Poskozeni DNA (tail DNA %) ve skupiné pacientti s CHOPN — detekce FPG.
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Graf 8. Porovnani citlivosti jednotlivych verzi CA — skupina pacientid s CHOPN.
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5.2 Alkalicka verze comet assay

Pouzitim alkalické verze CA jsme zjistili, Ze CHOPN indukuje signifikantni
nartist mnozstvi SSB zlomii v DNA v porovnani s kontrolni skupinou (Graf 9).
Poskozeni DNA bylo ve skupiné pacienti s CHOPN vyssi az o 75% oproti zdravym

pacientim.
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Graf 9. Detekce SSB. Poskozeni DNA (tail DNA %) ve skupiné pacienti s CHOPN.
Statistickd vyznamnost (neparovy t-test, *»p<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou.
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5.3 Enzymaticka modifikace comet assay

Vysledky detekce oxida¢niho poskozeni DNA naméfené pomoci enzymatické
modifikace CA s vyuzitim Endo III ndm ukdzaly signifikantni nartst oxidacniho
poskozeni pyrimidint u pacienti s CHOPN v porovnani s kontrolni skupinou (Graf 10),

poskozeni bylo u CHOPN vyssi 0 98%.
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Graf 10. Detekce Endo III. Poskozeni DNA (tail DNA %) ve skupin¢€ pacientl s
CHOPN. Statistickd vyznamnost (neparovy t-test, **p<0,01) v porovnani s kontrolni
skupinou.

Detekce oxidovanych purini pomoci FPG modifikace CA ukazuje signifikantni

zvySeni oxidacniho poskozeni purind u pacienti s CHOPN v porovnani s kontrolni

skupinou (Graf 11). Mira poskozeni byla u pacientti s CHOPN vyssi o 124%.
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Graf 11. Detekce FPG. Poskozeni DNA (tail DNA %) ve skupiné pacienti s CHOPN.
Statistickd vyznamnost (neparovy t-test, *»p<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou.
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6 Zavér

Nasimi pokusy jsme ovéfili moznost aplikace comet assay pro analyzu
poskozeni DNA u pacientil trpicich CHOPN, a to jak jeji klasické alkalické verze, tak i
enzymatickych modifikaci Endo III a FPG, a prokéazali jsme signifikantni zvySeni
poskozeni DNA, vcetné oxidace DNA u pacienti s CHOPN. Rovnéz jsme u pacientl s
CHOPN 1 kontrolni skupiny zaznamenali rtiznou individudlni miru oxida¢niho
poskozeni, byla u nich nalezena velkd mira variability poskozeni (VC se pohybuje
vrozmezi 51 -70 %). Tato rlznorodost je zplsobena rozlicnou vnimavosti
k oxida¢nimu stresu, genetickym polymorfizmem enzymu Ucastnicich se antioxida¢ni

ochrany a riznym fyziologickym stavem pacienta.
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7 Diskuze

Oxidaéni stres je povazovan za jeden z hlavnich faktorli patogeneze zanétu
dychacich cest, ktery je charakteristicky i pro CHOPN. RONS zplsobuji oxidacni
poskozeni velkého poctu riznych molekul v bunéénych komponentech jako jsou
membranové lipidy, proteiny a DNA (napt. Ceylan et al., 2006). Ze spektra analyz pro
meéfeni poSkozeni DNA je CA citlivou a vykonnou metodou pro zjistovani zlomu
v fetézci DNA. Enzymatickd modifikace klasické verze CA navic umoZiiuje detekovat

specifictéjsi poSkozeni DNA, a to oxidaci dusikatych bazi DNA.

V nasi praci jsme vyuzili klasickou alkalickou verzi CA metody spolecné s jeji
enzymatickou modifikaci a zjistili jsme, Ze u pacientt s CHOPN dochazi k
signifikantnimu néartstu oxida¢niho poSkozeni DNA v porovnani s kontrolni skupinou
zdravych pacientli, zaznamenali jsme jak vysSi pocet SSB, tak i oxidaci purinil a

pyrimidint.

Vys§i miru oxidacniho poskozeni DNA u CHOPN potvrdili ve své praci Xie JG
a kol. (2005), kteti skupiny pacientll zdravych i s CHOPN rozdélili na skupiny kufaku a
nekuidkli a navic zjistili, Ze poskozeni DNA bylo u pacienti s CHOPN vys$si nez u
podskupiny kutédkli z kontrolni skupiny. Maluf a kol. (2009) potvrdili pomoci klasické

alkalické CA vyssi miru poskozeni DNA v korelaci se stupném zavaznosti onemocnéni.

Nase vysledky ndm potvrdili, Zze vSechny pouzité verze CA jsou schopny
detekovat poskozeni DNA, avSak hodnoty naméfené enzymatickou modifikaci
dosahovaly vyssi procento poskozené DNA. Dalo by se tedy predpokladat, Ze Endo I1I a
FPG verze ptedstavuji senzitivnéj$i metodiku, coZ potvrzuje prace Kushwahy a kol.
(2011), ktefi porovnavali moznosti vyuziti alkalické a modifikované CA u
experimentalné navozené¢ho DM u potkant. Existuje vSak jen velmi maly pocet praci
zabyvajicich se detekci poskozeni a oxidace DNA u CHOPN metodou comet assay,
proto pro potvrzeni naseho ptredpokladu bude potieba dalSich podrobnéjsSich studii, ve
kterych budeme piihlizet 1 k dal§Sim parametrim, jako je v€k pacientd, stadium

onemocnéni, pohlavi a neposledni fad¢ i koufeni, které predstavuje komplexni smés
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vice nez 4700 chemickych produktii a pravé volné radikaly a dalsi oxidanty jsou zde
zastoupeny ve vysokych koncentracich a rozlicnymi metodami bylo navic prokazéano, ze

oxidacni poSkozeni je u kufdkl vyssi (napf. Ceylan et al., 2006).
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