Abstrakt

Moznosti pritokové cytometrie v analyze reakce bukk na genotoxicky stres

Pritokova cytometrie je moderni metoda analyzy imunofgpu a funknich charakteristik
burgk. Je to technika kvantitativni analyzy jednéiky ktera k detekci vyuzZiva optickych vlastnosti
burgk undSenych v proudu nosné kapaliny stanovenyctspam laseru. Analyza a rozlieni Blije
zaloZzena na jejich velikosti, granuldrita zdali bitka nese fluoresceéni molekulu ve forms
konjugované protilatky, nebo fluores¢aifho barviva. Bitky mohou byt zn&ny fluorescetnimi
barvivy, inkubovany s fluorogenimi substraty, asray fluorochromy konjugovanymi protilatkami
specifickymi  k molekulam na povrchu nebo uwnitounky. Pritokové cytometry jsou
multiparametrické, zaznamenéavajiaikalik méteni z jedné hitky. Z tohoto dvodu jsme schopni
identifikovat homogenni subpopulaci v heterogemgyaci burk.

Buriky vystaveny fsobeni genotoxickych agens reaguji kvantitgétiva kvalitativré
v zavislosti na absorbované davce adsnem typu. S cilem vygédat se s posSkozenim &iné
DNA dojde k aktivaci déasné zastavy bétiné cyklu a mechanisimodpowdi na poSkozeni DNA, jez
poskytnou nezbytnyas k jeji @inné opra¥. Za situace kdy tyto mechanismy selZou, nebo paeiko
DNA je neopravitelné, dojde k b&né smrti apoptézou, nebo je indukovana stresemkowdna
predtasna senescence. Ze vSechitppSkozeni DNA fedstavuji dvouvldknové zlomy DNA (DSB)
nejvice nebez@mou formu. V molekularni odpeédi na vznik DSB dojde k rychlé fosforylaci serinu
139 v C-termindlni oblasti molekuly H2AX aktivitquroteinkinas z rodiny fosfatidylinositol-3 kinas
(PI3K) zahrnujici ataxia telangiectasia mutated NATATR (ATM a Rad3-related protein) a DNA-
dependentni protein kinasu (DNA-PK). Histon H2AXfmrylovany na serinu 139 je ozfwaan jako
deja v odpowdi na poSkozeni DNA.

Cilem naSi prace bylo kvantifikovat DSBvivo ain vitro, zmeny buré¢ného cyklu, apoptdzu
a senescenci indukovanou genotoxickymi agens gouiybranych metod fptokové cytometrie.
Jako genotoxicka agens jsme pouzili ionizujidiend cisplatinu, mitoxantron a vanadocen dichlorid.
Studie byla provatha s pouzitim rozdilnych protot§p burek: potkani a lidské lymfocyty,
mesenchymalni kmenovéiiky, leukemické bu&iné linie HL-60 a MOLT-4.

Imunofluorescedni analyza yH2AX ptestavuje spolehlivou a citivou metodu pro
kvantitativni stanoveni DSB DNA. NaSe vysledky uljazze kvantifikace vznikgH2AX v potkanich
lymfocytech periferni krve 1 hodinu od deai tvai ¢casny screeningovy biodozimetricky nastroj pro
stanoveni obdrZzené davky celového nebo hrudniho o&ni. Tato metoda @te pomoci l€ékaim
k odhadu organismem obdrZzené davkienéa na zakladvysledki tak poskytnout oz&nym osobam
odpovidajici typ Iékiské intervence s cilem zlepsit vysledekblé kazdého jednotlivce. Vzestup
tvorby yYH2AX v potkanich lymfocytech periferni krve byl Z#bdin od celatlového a hrudniho
oz&eni potkafh doprovazen davkavzavislou leukopenii a lymfopenii.

Mesenchymalni kmenove tiky reaguji na ionizujici Zéni stresem indukovanou senescenci
bez indukce apoptdzy, a to ani po vysokych davigamma zéeni. V krdtkéméase po oz&ni se
v mezenchymalnich kmenovych itkéch tvdi ohniskayH2AX indukovana DSB. ¥tSina DSB je
reparovanad ¢em 24 hodin, kdy zarotievymizi nejvice ohnisekyH2AX. Bylo zjisténo, Ze
fosforylace H2AX je zavisla na ATM kinase. InhibiégdM pomoci KU55933 zcela potida vznik
ohnisek yH2AX. Analyzou bugéného cyklu jsme zjistili, Ze v odpdgi na gama ozéni doslo
k akumulaci busk v G2 fazi budcného cyklu. Pozorovali jsme vzest@malaktosidasy spojené se
senescenci za pouziti fluorogenniho substratuacigmie.

NaSe vysledky ukazaly cytotoxicky efekt vanadoaiohloridu na leukemické liky a
bohuzel také na lidské lymfocyty periferni krve. ndalocen dichlorid indukuje apoptézu u
leukemickych bugk, avSak indukce apoptdzy je nizSi nez msgbeni cisplatiny. Pozorovali jsme
linearni davko¥ zavisly vztah mezi davkou vanadocen dichloridu @sfdrylaci H2AX
v leukemickych biikhch HL-60 1 hodinu od fwlani vanadocen dichloridu. Data nasmg Ze
cytotoxicky efekt vanadocen dichloridu na leukeridiuiky maze byt ¢asteéné zprostedkovan
tvorbou DSB.



