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Abstrakt

Jednobunécna gelova elektroforéza neboli kometovy test je metoda umoziujici detekovat
poskozeni DNA a v kombinaci s enzymy excisni opravy odhaluje i oxida¢ni poSkozeni DNA.
V prvni ¢asti prace byla pomoci této metody analyzovana inefektivni krvetvorba u pacient(
s méné pokrocilymi subtypy MDS. Refrakterni anémie (RA) vykazovaly oproti kontrolam
vyssSi instabilitu DNA v burikdch kostni dfené (k.d.) a rozsah fragmentace DNA koreloval
s periferni cytopénii. U pacient( s RA s véneckovymi sideroblasty (RARS) vsak takovy vztah
prokazan nebyl, i kdyz hladiny zlom( v DNA vyrazné pievySovaly i hodnoty detekované u
RA. Obé skupiny pacientli mély také v k.d. vysoké hladiny oxidaéniho poskozeni DNA, jeho
rozsah vSak nekorespondoval ani s hladinami sérového ferritinu, ani s cytopénii Ci
pfidruzenym zanétlivym onemocnénim. Tyto vysledky naznacily, Zze oxidacni poSkozeni
DNA sice neni hlavni pti¢inou rozsahlé apoptdzy bunék v k.d. pacientl s MDS, nepochybné

vsak prispiva k instabilité genomu a progresi onemocnéni.

V dalsi ¢asti prace byl kometovy test vyuzit pfi analyze vlivu znecisténého ovzdusi a
genetickych polymorfism( na poskozeni DNA, lipidd a proteint fidicd méstskych autobusl
a zaméstnanc( gardazi. Obé skupiny mély zvysené hladiny DNA-SB a oxidacniho poskozeni
proteinU oproti kontroldm, zvySend peroxidace lipidl byla zaznamenana pouze u Fidicu.
Vyskyt oxidovanych bazi v DNA koreloval s expozici benzénu. Pfitomnost alespon jedné
mutantni alely hOGG1 (Cys) v genotypu zvySovala riziko oxidacniho poskozeni DNA,
zatimco homozygoti s XPD23 (GIn/GIn) byli v porovnani s nositeli standardni alely
nachylnéjsi k indukci DNA-SB. Jako hlavni pricina zvysené oxidace protein( a lipidl byly
identifikovany karcinogenni polycyklické aromatické uhlovodiky (k-PAU). Riziko oxidaéniho
poskozeni lipidl nepfiznivé ovliviioval vyssi vék a zvySené hladiny LDL cholesterolu,

zatimco vysoké hladiny vitaminu C mély protektivni efekt.

V posledni casti prace byly studovany biologické ucinky rtGznych supeparamagnetickych
nanocastic oxid( Zeleza na lidské kmenové buriky k.d. ziskané od dvou darcu. VSechny typy
nanocastic bez ohledu na jejich povrchovou Upravu indukovaly v burikdch poskozeni DNA a
dlouhodoby oxidacni stres, a to i v pfipadech, kdy klasické testy na viabilitu a bunécnou
smrt nenaznacCovaly Zadné Skodlivé ucinky. Absence akutnich toxickych ucinkd tak

nezarucuje bezpecnost testovanych nanocastic pro biomedicinské aplikace.



Abstract

Single cell gel electrophoresis or comet assay combined with enzymes of excision repair is
a method for measuring DNA strand breaks and oxidative damage. Using this approach we
analysed ineffective hematopoiesis in patients with low-risk MDS. Refractory anemia (RA)
exhibited a higher DNA instability in bone marrow cells when compared to controls and
the extent of DNA fragmentation correlated with cytopenia. No similar relationship was
observed in RA with ring sideroblasts (RARS), although the levels of DNA breaks markedly
exceeded even the values detected in RA. Both groups of patients also showed high levels
of oxidative damage to DNA. However, there was no clear relationship to the levels of
serum ferritin, cytopenia or associated inflammation. This suggested that the oxidative
DNA damage per se is not responsible for extensive apoptosis in low-risk MDS. In any case,

it undoubtedly contributes to genome instability and disease progression.

The second part of thesis was aimed to the impact of air pollution and genetic
polymorphisms on oxidative damage to DNA, lipids and proteins of city bus drivers and
garagemen. Both groups exhibited a higher level of DNA breaks and oxidative damage to
proteins than the controls, while an increased level of lipid peroxidation was detected only
in bus drivers. The incidence of oxidized DNA lesions correlated with exposure to benzene.
The carriers of at least one variant hOGG1 (Cys) allele tended to higher DNA oxidative
damage than those with the wild genotype, while XPD23 (GIn/GIn) homozygotes were
more susceptible to the induction of DNA strand breaks. Oxidative damage to lipids and
proteins was associated with exposure to carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbons.
Advanced age and high levels of LDL cholesterol increased the risk of lipid peroxidation

while the high levels of vitamin C had protective effect.

In the last part of thesis, the biological effects of several superparamagnetic iron oxide
nanoparticles (SPIONs) were tested using human bone marrow stem cells from two
donors. Regardless of their surface coating, all types of SPIONs induced high levels of DNA
damage and long term oxidative stress in cells from both donors. In contrast, the standard
tests on cell viability and cell death demonstrated harmful effects of nanoparticles only in
cells from one donor. Hence, the absence of acute toxic effects does not warrant the

safety of nanoparticles for biomedical applications.
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1. Uvod

1.1. Kometovy test

Jednobunécnid gelova elektroforéza (SCGE; single cell gel electrophoresis) neboli kometovy
test (comet assay) je metoda, kterd umozniuje detekovat a kvantifikovat zlomy v DNA na
urovni jednotlivych bunék. Tyto zlomy mohou vznikat vdlsledku primé interakce
genotoxickych latek s DNA nebo v prlibéhu opravy vzniklych Iézi, kdy jsou poskozené baze
z DNA odstraniovany. NeuUspésna nebo chybna oprava pak zpravidla vede ke spusténi
apoptotického procesu, jehoz exekucni faze je rovnéz charakterizovana stépenim DNA na
specifické fragmenty.

Uplynulo jiz témér 40 lety od doby, kdy Rydberg a Johanson (1978) poprvé publikovali
vysledky méreni poskozeni DNA v jednotlivych burikdch. Postup zahrnoval naneseni
bunécné suspenze vagardoze na podlozni sklo, lyzi vmirné alkalickém prostredi,
neutralizaci a barveni akridinovou oranzi. Rozsah poSkozeni DNA vyvolany ozarenim bunék
paprsky X jesté pred vlastni pripravou preparatd byl nasledné stanoven na zakladé poméru
zelené (dvouvldknovd DNA) a cervené (jednovldknova DNA) fluorescence. O Sest let
pozdéji byl postup doplnén o lyzi a elektroforézu pfi pH 9,5, ktery umoznil migraci
poskozené DNA k anodé v dusledku uvolnéni nadsroubovice po ovlivnéni bunék y zafenim
(Ostling a Johanson, 1984). V podstaté dne3ni podobu metoda ziskala dal$imi drobnymi
Upravami a zejména navySenim pH (>13) pfi elektroforéze (Singh et al, 1988).
Jednoduchost, nepatrné naroky na mnozstvi analyzovaného materialu (méné nez 10 000
bunék ve vzorku), vysoka citlivost a nizké financni naklady byly hlavni pfi¢inou doslova
expanzivniho ndrlstu obliby kometového testu v druhé poloviné 90. let, zejména v oblasti
genetické toxikologie, coZz vedlo k prvnim snaham o definovani urcitych pravidel pfti
aplikaci metody (Tice et al, 2000). Zhruba ve stejném obdobi byla neutrdlni verze
kometového testu vyuZivana v onkologii ke stanoveni hypoxické frakce determinujici
citlivost nadoru k terapii a ke sledovani ucinnosti terapie (Olive at al, 1993a; Olive 1995;
Olive et al, 1996; 1999).

Princip kometového testu zjednodusené znazorfiuje Obr. 1. Bunécna suspenze rozmichana
v agardze je nanesena na podloZni sklo a podrobena alkalické lyzi v roztoku obsahujicim

Triton X-100 k odstranéni bunécnych a jadernych membran, coz umoznuje vyplaveni vSech
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Obr. 1: Schéma kometového testu
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rozpustnych bunécnych komponent. Dalsi dllezitou slozkou lyzujiciho roztoku je 2,5M
NaCl, jehoz pfitomnost vede k odstranéni histoni z DNA. V gelu pak zlstavaji téliska
velikosti i tvarem pfipominajici jddra, kterd jsou oznacovana jako nukleoidy. Odstranénim
histonli je narusena nukleosomalni struktura DNA. NadsSroubovicové (supercoiling)
usporadani DNA navozené ovijenim DNA kolem histonového jadra vsak zlstava
zachovdno, pokud je DNA intaktni. Model struktury nukleoidd (Cook et al, 1976) totiz
predpoklada, Zze kazda molekula DNA je v intervalech pripojena k jaderné matrix (scaffold,
leseni) tak, Ze vytvari sérii smycek, z nichz kazdad predstavuje nezavislou topologickou
jednotku. Pokud je nadsroubovice v jedné smycce uvolnéna v dasledku pritomnosti zlomu,
v elektrickém poli dochazi kvytazeni této smycky z nukleoidu smérem ke kladné
elektrodé. Cim vice zlom( je v DNA pfitomno, tim vice smyéek DNA se uvolfiuje a migruje
ven z nukleoidu. Vznikajici objekty pfipominaji svym tvarem komety, kdy v hlavé komety
zGstava intaktni, neporusenda DNA a vocase komety DNA poskozena. Po obarveni
vhodnym barvivem pak relativni intenzita fluorescence ocasu komety odrazi mnozstvi
zlomd v DNA dané buriky (Collins et al, 2008; Azqueta a Collins, 2013).

Pomoci kometového testu Ize analyzovat v podstaté jakykoliv typ jadernych

eukaryotickych bunék, pokud jej lze ziskat v podobé jednotlivych bunék nebo prevést do
11



suspenze. Metoda tak byla aplikovana na bunécné kultury, krevni buriky Zivocisné i lidské,
bunky hemolymfy mékkysid a hmyzu, spermie, disagregované Zivocisné tkané ¢i jadra
uvolnéna z rostlinnych tkani. Komety byly dokonce pfipraveny z jednotlivych chromozéma
izolovanych z Hela bunék (Cortés-Gutiérrez et al, 2011) a bakteridlniho genomu (Singh et

al, 1999).

1.1.1. Kometovy test pfi hodnoceni riiznych typl poskozeni DNA

Jiz od 90. let minulého stoleti vétSina autor( pfi interpretaci vysledkd vychazela
z predpokladu, Ze neutralni verze kometového testu umoznuje detekci dvouretézcovych
zlomd v DNA (double strand breaks, DSB), alkalicka verze odhaluje i zlomy jednoretézcové
(single strand breaks, SSB) a po navySeni pH nad 12,6 naméfené hodnoty zahrnuji i
alkalilabilni l1éze (Miyamae et al, 1997). Podle Collinse a kol. (2008) se jedna o mylnou
predstavu, ktera pravdépodobné vznikla na zdkladé porovnani kometového testu s dalSimi
metodami na méreni zlomO v DNA, jako je napr. alkalickd eluce a alkalické rozplétani.
V téchto metodach interval alkalického plsobeni umozriiuje denaturaci DNA, kterd zacina
v mistech zlom(, at uz jde o SSB nebo DSB. U alkalické eluce kusy nerozpletené DNA
projdou filtrem s pravdépodobnosti tim vétsi, ¢im jsou mensi. Pfitom vysoké pH je
aplikovano po relativné kratkou dobu, takZze dochazi jen k ¢asteCnému rozpleteni DNA.
Rozsah separace retézcl, a tim i rychlost eluce, tak zavisi na mnoZstvi DSB i SSB v DNA
pfitomnych. Naproti tomu u neutrdlni verze této metody chybi denaturacni krok a rychlost
eluce zavisi pouze na mnoiZstvi DSB. V pfipadé kometového testu je vSak klicovym
faktorem rozhodujicim o tom, zda se segment DNA objevi spiSe v ocase nez hlavé komety,
uvolnéni nadsroubovice zplsobené pfitomnosti zlomu v konkrétni smycéce a dochazi
k nému bez ohledu na pH (Collins 2004; Collins et al, 2008). Olive a kol. vsak vypracovali
odlisSnou variantu neutralniho kometového testu, ktera zahrnuje prodlouzené plsobeni
vysokych teplot (50°C). Pfitom zifejmé dochdzi ke zborceni jaderné matrix, takze tento
postup s nejvétsi pravdépodobnosti skutec¢né odrazi chovani DSB-DNA (Olive et al, 1993a).
PFfi hodnoceni genotoxicity je treba si uvédomit, Ze poskozeni DNA je tvoreno prevainé
prechodnymi lézemi a mérené hodnoty tak predstavuji dynamicky stav mezi vznikem
téchto lézi a jejich odstranénim/opravou. Nejcastéji pouzivana alkalicka verze kometového
testu detekuje celou fadu rdznych typla poskozeni DNA zahrnujici jedno- a dvoutetézcové
zlomy v DNA, apurinni/apyrimidinova mista (AP sites), pfechodné gapy objevuijici se pfi
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excisni opravé DNA a v proliferujicich bunkach také replikacni gapy (Dusinska a Collins,
2008). Kromé zlom( jsou castym vysledkem plsobeni genotoxickych agens na DNA
modifikace bazi. Pro zvyseni citlivosti a specifity kometového testu jsou proto pouzivany
specifické enzymy opravnych drah, vykazujici aktivitu proti uritym typUm lézi. Tyto
enzymy jsou zpravidla aplikovany na nukleoidy po plsobeni lyzujiciho roztoku a vysledkem
jejich aktivity je vznik zlomu v misté poSkozené baze. Jako prvni byla pouzita endonukledza
Il (Endo Il) z Escherichie coli k prikazu oxidovanych pyrimidin(, zejména thymin glykolu a

uracil glykolu (Collins et al, 1993). Formamidopyrimidin DNA glykosyldza (Fpg) rozpoznava

oxidované puriny, zejména 8-oxo-7,8-dihydroguanin (8-oxoGua), ale také 2,6-diamino-4
hydroxy-5-formamidopyrimidin (FaPyGua) a 4,6-diamino-5-formamidopyrimidin (FaPyAde)
a dalsi puriny s otevienym kruhem (DusSinskd a Collins, 1996; Smith et al, 2006). Dalsi
pokusy vSak odhalily schopnost tohoto enzymu detekovat i alkylované baze (N7
methylGua) (Speit et al, 2004). Kprlikazu jiného typu alkylacniho poskozeni DNA,
konkrétné 3-methyl adeninu, v burnkach ovlivnénych nizkymi ddvkami methyl metan

sulfonatu (MMS) byla pouzita 3-methyl adenin DNA glykosylaza (AlkA). Abdazickd cukerna

slozka zbyvajici po odstranéni poskozené baze je alkalilabilni, takZze v podminkach
kometového testu se poskozeni projevilo jako DNA-SB (Collins et al, 2001). Vétsi

substratovou specifitu nez Fpg vykazuje sav¢i analog tohoto enzymu — 8-oxoGua DNA

glykosyldza (OGG1), nebot rozpozndva pouze 8-oxoGua a methyl-fapy-guanin
(MeFaPyGua) (Smith et al, 2006). Chybné inkorporovany uracil do DNA byl detekovan

pomoci uracil DNA glykosylazy (UDG) (Duthie a McMillan, 1997). Pyrimidinové dimery,

indukované v DNA UV zéafenim, lze prevést na zlomy plsobenim pyrimidin dimer DNA

glykosylazy (T4 endonukledza V) (Azqueta a Collins, 2013). V pfipadé vzniku k¥iZovych
vazeb (cross-links) DNA-DNA nebo DNA-protein dochazi k opaénému efektu nez u DNA-SB,
nebot kfizové vazby brani vytazeni smycek DNA se zlomy do ocasu komety. Efekt latek
vyvolavajicich toto poskozeni je proto studovan na zakladé jejich schopnosti blokovat
normalni migraci DNA v bunkach ovlivnénych ionizujici radiaci nebo jinou latkou
kfizovych vazeb testovana latka v DNA vyvolala (Tice et al, 1992; Jost et al, 2015).

Ke studiu replikacni integrity DNA na udrovni jednotlivych bunék byl kometovy test
kombinovan s pulsnim znacenim replikujici DNA analogem thymidinu 5-bromo-2-

deoxyuridinem (BrdU) a jeho imunologickou lokalizaci v kometach pomoci anti-BrdU
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protilatky (McGlynn et al, 1999). V souladu s ostatnimi biochemickymi metodami vysledky
ukazaly pfitomnost diskontinuit v aktualné replikujicich doménach DNA a chemicky
indukované léze a blokdda DNA polymerazy prodluzuji trvani téchto diskontinuit.

Dalsi, i kdyz zatim pomérné malo vyuZivanou verzi je kombinace kometového testu
s fluorescencni hybridizaci in situ (comet assay/FISH) umoznujici identifikovat poskozeni
DNA v konkrétnich chromozdémech, urcitych oblastech DNA (centroméry, teloméry) nebo
specifickych genech (Santos et al, 1997; McKelvey-Martin et al, 1998; Rapp et al, 1999).
Jednoduché modifikace kometového testu umozniuji méfit priibéh opravy poskozeni DNA.
Nejjednodussi postup obndsi sledovani reparacni kinetiky DNA-SB indukovanych radiaci
nebo H,0,. ProtozZe v typickych savcich burnkach je velké mnozstvi zlomU opravovano velmi
rychle, jiz v pribéhu pllhodiny, doporucuje se ovliviiovat burky jiz nanesené v gelu na
podloZni sklo a expozici provadét pri 4°C. Jeden preparat je ihned po ovlivnéni prenesen
do lyzujiciho roztoku, ostatni jsou umistény do 37°C a v pravidelnych intervalech
prendseny do lyzujiciho roztoku. Ke studiu excisni opravy oxidovanych bazi (base excision
repair, BER) je tfeba postup doplnit specifickymi enzymy (Collins 2009). Vhodnym agens
indukujicim prevainé 8-oxoGua je napf. viditelné svétlo za pritomnosti ,fotosenzitizéru”
Ro-8023 (Collins a Horvathova, 2001). Excisni oprava nukleotid(i (NER) je proces opravujici
léze narusujici dvousSroubovici. Zatimco opravu dimer( pyrimidinG probihajici timto
mechanismem lze studovat pomoci T4 endonukledzy V, pro sledovani opravy velkych
aduktl zatim neni k dispozici vhodny enzym (Azqueta a Collins, 2013). Podobné pfi studiu
opravy krizovych vazeb v DNA bunék ovlivnénych nejprve latkou vyvolavajici toto
posSkozeni a nasledné ozarenych nebo podrobenych plsobeni H,0, pred vlastnim
provedenim kometového testu, zvysujici se %Tail DNA v ¢ase naznacuje postupnou opravu

kfizovych vazeb (Spanswick et al, 2010; Jost et al, 2015).

1.1.2. Kometovy test a detekce apoptozy

Apoptdza predstavuje specifickou cestu programované bunécné smrti, ostfe ohranicenou
nejen od patologické nekrdzy spojené se zanétem, ale i od jinych forem destrukce buriky.
Z biologického hlediska se jedna o velmi vyznamny proces, nebot se uplatriuje v pribéhu
celé ontogeneze pti odstraniovani nadpocetnych, poskozenych Ci prestarlych bunék a jako
protipdl proliferace pfispiva v organismu k udrzeni tkdniové homeostaze. Termindlni faze

apotodzy jsou charakerizovany fragmentaci DNA, kterd probiha ve dvou fazich. Béhem tzv.
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,doménové” fragmentace je genom Stépen v mistech pfichyceni chromatinovych klicek
k jaderné matrix na fragmenty o velikosti 200-300 kb a posléze 30-50 kb. PUsobenim
nukleaz je nasledné DNA fragmentovana na Useky Citajici kolem 180 parl bazi a jejich
nasobky (Willie et al, 1980; Darzynkiewicz et al, 1992). Vznika tak otazka, do jaké miry
mohou byt vysledky testovani genotoxicity kometovym testem zkresleny apoptotickou
fragmentaci DNA.

Jiz v roce 1993 bylo zjisténo, Ze kometovy test je schopen detekovat apoptotické bunky a
v porovnani s klasickym barvenim bunék Hoechstem 333 42 je dokonce citlivéjsi (Olive et
al, 1993b). Posléze bylo publikovano, Ze alkalicka verze kometového testu zachycuje i
bunky nekrotické, zatimco neutralni verze se zdala byt specifi¢téjsi pro bunky apoptotické
a navic byla schopna tyto buriky odhalit dfive nez pratokova cytometrie nebo klasicka
elektroforéza, pri které oligonukleotidy a jejich ndsobky vytvareji v gelu charakteristicky
Zebticek (ladder) (Fairbairn a O’Neill, 1996). Néktefi autofi se vSsak domnivali, Ze vzhledem
ke své vysoké citlivosti neni kometovy test schopen vysoce fragmentovanou DNA
apoptotickych bunék detekovat (Peddie et al, 1997). Proto byla citlivost kometového testu
porovnavana stradiénimi metodami vyuZivanymi k detekci apoptdzy. Jednalo se
predevsim o metodu TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling) a znaceni bunék FITC-
konjugatem annexinu V, které identifikuje translokovany fosfatidylserin na vnéjsi strané
bunécné membrany jako marker ¢asné apoptdzy. V burikach CHOK 1 odhalil kometovy test
apoptézu vyvolanou stauroporinem pozdéji nez annexin V, ale dfive nez TUNEL. Bunky
v pozdnich stadiich apoptdzy charakerizované simultannim znacenim annexinem V a
propidium jodidem vSak kometovy test, na rozdil od metody TUNEL, nedetekoval
(Goddard et al, 1999). Na zakladé predstavy, Ze malé fragmenty DNA jsou béhem
elektroforézy ,vyredény” v gelu, byla metoda kometového testu modifikovana vyrazenim
elektroforézy. Tato verze, tzv. ,halo assay”, pak vykazovala vysokou citlivost i pti detekci
pozdnich stadii apoptdzy (Singh 2000).

Origindlnim zplUsobem porovnali kometovy a annexinovy test Bacso a kol (2000). Na
preparatu nejprve v Zivych bunkach znacenych annexinem V identifikovali apoptotické
buniky a zaznamenali jejich soufadnice. Nasledné byly preparaty podrobeny alkalické lyzi a
elektroforéze a ve stejnych bunkach byl méren stupen fragmentace DNA. Bunky znacené
pouze annexinem V a nikoliv propidium iodidem mély silné fragmentovanou DNA a po

aplikaci kometového testu vytvarely komety charakteristického tvaru oznacované jako
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,hedgehogs”, tj. komety s minimalnim mnoZstvim DNA v hlavé (<20%). Rada autorG byla
proto presvédcéena, Ze ,hedgehogs” predstavuji apoptotické bunky a néktefi se dokonce
domnivali, Ze takové bunky by mély byt pfi hodnoceni genotoxickych ucinkl vyrazeny
(Hartmann a Speit, 1997).

Arsenit sodny (NaAsO,) mlzZe vyvoldvat jak genotoxické Gcinky, tak apoptdzu. Bunky
mysSiho lymfomu L5178Y byly inkubovany s touto latkou a ve 30 min. intervalech byl
pomoci kometového testu sledovan vyskyt bunék s riznym stupném fragmentace DNA.
V paralelnich kulturdch byla analyzovdna apoptéza pomoci znaceni annexinem V a
pratokovou cytometrii a na prepardtech byly apoptotické bunky vizualizovany barvenim
Hoechstem 333 42. Jiz po prvni pllhodiné byl detekovan zvySeny pocet annexin V-
pozitivnich bunék oproti kontrole, zatimco vkometovém testu se bunky s mirnou
fragmentaci DNA objevily aZ v nasledujicim intervalu. Za dalSich 30 min. pak byly na
preparatech pozorovany vedle stfedné velkych komet i ,,hedgehogs”. Barveni Hoechstem
333 42 prokazovalo pfitomnost apoptotickych bunék az v intervalech > 120 min. Autofi
experimentu proto uzavreli, Ze i stfedné velké komety objevujici se az po znaceni bunék
annexinem V odrazeji apoptotické stépeni DNA a nikoliv genotoxické poskozeni. Samotné
pouziti kometového testu by tak mohlo vést k mylnému povaZovani uc¢inkd za genotoxické
i po vyrazeni ,hedgehogs” (Brink et al, 2006). K podobnym zavérim vedly i experimenty
s burikami linie Jurkat, ve kterych byla indukovana apoptdza protilatkou proti antigenu Fas
(Choucroun et al, 2001). Po provedeni kometového testu byly v kulturdach pozorovany
vedle klasickych , hedgehogs” i stfedné velké komety, kterych bylo daleko vice a vzhledem
se velmi podobaly kometdm vznikajicim po plisobeni genotoxickych latek.

Na druhé strané pokusy s peroxidem vodiku prokazaly, Ze i buriky s extrémné vysokym
stupném fragmentace DNA nemusi byt umirajici (Lorenzo et al, 2013). Hela bunky byly
nejprve naneseny v agaréze na podlozni sklo a pak kratce ovlivnény nizkou davkou H,0,
pfi 4°C. Po promyti v PBS byl jeden preparat pfenesen do lyzujiciho roztoku, zatimco dalsi,
stejné ovlivnéné preparaty byly ponoreny do kultiva¢niho média a po 15, 30 a 45 min.
inkubace pfi 37°C byly postupné prenaseny do lyzujiciho roztoku. Ackoliv po ovlivnéni
bunky vykazovaly v priméru kolem 80% tail DNA, rozsah poskozeni DNA dramaticky klesal
s prodluzujici se inkubaci v médiu a po 45 min. dosahl kontrolni Urovné. Pocet bunék
v gelu se pfritom nezménil, coz potvrdilo, Ze pokles poskozeni DNA bylo vysledkem jeho

opravy a nikoliv ztraty poskozenych apoptotickych bunék.
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Lze tedy shrnout, Ze podle morfologie komet nelze odlisit genotoxicky efekt od
apoptotické fragmentace DNA. Stfedné velké komety i komety typu , hedgehogs” mohou
odrazet jak rlzny stupen poskozeni DNA, tak rGzné faze apoptotického Stépeni DNA.

Terminalni faze apoptdzy jiz neni mozné kometovym testem zachytit.

1.1.3. Oblasti vyuziti kometového testu

V soucasné dobé je kometovy test vyuzivan zejména v genotoxikologii, predevsim pfi
testovani novych 1ékl, kosmetickych pfipravkl a dalSich chemikalii s potencidlné
karcinogennim ucinkem. Tyto testy lze provadét in vivo, kdy jsou analyzovany burky
rdznych tkani experimentalnich zvitat, i in vitro, svyuzitim perifernich leukocytl nebo
vhodnych bunéénych linii. Jako ptiklad testovani 1éku Ize uvést studii genotoxickych ucinku
preparatu Glucantime (derivat antimonu), tradicné pouzivaného k lécbé leishmanidzy.
Analyza makrofagl peritonealniho exudatu a leukocyt(i periferni krve po intraperitonedlni
aplikaci preparatu mysim linie Swiss prokazala signifikantni poskozeni DNA oproti
kontrolam, i kdyz lidské leukocyty ovlivnéné in vitro genotoxicky potencial Glucantimu
nenaznacovaly. Autofi proto Glucantime charakterizovali jako promutagenni latku, kterd
v podminkach in vivo indukuje poSkozeni DNA v dlisledku redukce pétimocného antimonu
na jeho toxictéjsi trojmocnou formu (Lima et al, 2010).

V podstaté stejné, ne-li vétsi oblibé se tési kometovy test v lidském biomonitoringu pfi
hodnoceni rizika poskozeni DNA po profesiondlni nebo environmentdlni expozici
Skodlivym latkam. V tomto pripadé jsou kometovym testem vysSetiovany biologické vzorky
(nejcastéji periferni leukocyty) odebrané jedincim Zijicim ve znecisténych oblastech ci
pracujicim v rizikovych provozech a vysledky jsou porovnavany s hladinami poskozeni DNA
zjisténymi u kontrolnich osob scilem identifikovat a minimalizovat rizikové faktory.
V tovarné na vyrobu polyakrylu virdnu, kde jsou pracovnici dlouhodobé vystaveni
organickym rozpoustédllim (toluén, chloroform), benzénu, akrylonitrilu, ale také arzénu a
chrému (tedy latkdm s prokdazanym genotoxickym potencidlem), byl detekovan zvyseny
vyskyt zlomd v DNA leukocytl u délnikd pracujicich v péti rdznych provozech (vyroba
polyesteru, dvé linky na vyrobu polyakrylu, elektrdrna a udrzba) oproti kontrolni skupiné
Urednikd ze stejné tovarny. Vysoké hladiny poskozeni DNA vykazovali zejména délnici

z vyrobny polyesteru a toto poskozeni bylo jeSté vyssi, pokud se jednalo o kuraky. Nejvice
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vSak byly ohrozZeni jedinci pracujici soubézné v udrzbé a nékteré z vyrobnich linek (Etebari
et al, 2014).

Alternativnim pfistupem muze byt testovani Skodlivych G¢ink( latek znedistujicich urcité
prostifedi na vhodnych bunécénych liniich v podminkdch in vitro. V péti primyslovych
zonach v Indii (cementarna, chemicka,tepelna elektrarna, oceldrna, zelezarna) byly sbirany
polétavé prachové CcCastice (particulate matter, PM) a analyzovany z hlediska jejich
velikosti, obsahu kovl a polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAU). Genotoxicky
potencial vzorkl PM a jejich organické slozky byl ndsledné testovan na linii lidského
plicniho nadoru (A549) a lidského jaterniho karcinomu (HepG2). V podstaté vsechny
vzorky PM ve vysokych davkach poskozovaly DNA. Pfi porovnani vzorkd odebranych
v nizsich a vyssich patrech ovzdusi danych lokalit, nejvyssi hladiny zlom( v DNA (DNA-SB)
indukovaly vzorky z nizSiho patra ovzdusi u Zelezarny a ocelarny, které byly soucasné
charakterizovany vysokym obsahem PAU a tézkych kovid. Pfedchozi ovlivnéni bunék linie
A549 vitaminem C nebo quercetinem vyrazné snizovalo poskozeni DNA vyvolané
testovanymi vzorky PM (Senthilkumar et al, 2014).

Kometovy test je také ¢asto vyuzivan pfi studiu vlivu urcitych onemocnéni na kvalitu DNA,
pfi vyzkumu individualni variability napf. v kapacité opravnych mechanismd DNA nebo pfi
monitorovani zmén vyvolanych dietnimi zasahy, napf. podavanim antioxidant(l. Pomoci
této metody tak byla ovéfovdna schopnost extraktu zjablecného odpadu pfiznivé
ovliviiovat klicové faze kolorektalni karcinogeneze (McCann et al, 2007). Studie na
bunécénych liniich odvozenych z nadorl tlustého stfeva prokazala, Ze fenolové slouceniny
pfitomné v extraktu v podminkdch in vitro snizovaly poskozeni DNA bunék (marker iniciace
nadoru), zlepSovaly funkci stfrevni bariéry (marker propagace nadoru) a inhibovaly
invazivitu (marker metastatického potencidlu nadoru).

Dalsi velkou oblasti vyuziti kometového testu je ekogenotoxikologie, kde je sledovan vliv
faktor(i Zivotniho prostfedi na geneticky material divoce Zijicich organism(, popf. jsou
monitorovany zmény v hladinach poskozeni DNA v souvislosti se zménami ekologickych
podminek (Mgller, 2005). Pti testovani kontaminace vodnich ploch jsou jako indikatorové
organismy vyuzivany perloocky (Daphnia magna), slavka jedla (Mytilus edulis),
sladkovodni hlemyzd' (Lymnaea luteola L), kapr obecny (Cyprinus carpio), apod. (Wilson et

at, 1998; Garcia-Medina et al, 2011; Ali et al, 2012; Pellegri et al, 2014). Ze suchozemskych
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ZivoCichl byly pouZzity napt. tarbikomys (Dipodomys merriami) nebo Zizaly (Rajaguru et al,

2003; Reinecke a Reinecke, 2004; Espinosa-Reyes et al, 2010).

1.1.4. Nanotoxikologie a kometovy test

Obecné jsou nanocastice definovany jako struktury, které alespon v jednom rozméru maji
méné nez 100 pm (Kroll et al, 2009). Uméle konstruované nanocastice (engineered
nanoparticles) se vyznacuji radou potencidlné uziteCnych vlastnosti a proto jsou dnes
nanotechnologie povaZzovany za technologie budoucnosti vcelé fadé oborl, vcetné
farmakologie a mediciny. S postupujici komercializaci nanotechnologickych produkt(
dramaticky narlsta i expozice lidské populace nanocasticim. S tim vyvstava i akutni
potfeba hodnoceni jejich toxického potencidlu (Landsiedel et al, 2010). Pozornost je
vénovana také genotoxickym ucinkdim (Dusinska et al, 2009; Kroll et al, 2009; Soenen et al,
2011).

V nedavné dobé byly identifikovany primdrni a sekundarni mechanismy toxicity
nanocastic, pricemz primdrni ucinky Ize ddle délit na pfimé a nepfimé (Donaldson et al,
2010; Magdolenova et al, 2014). Primarni genotoxicita nanocastic souvisi s indukci
genetického poskozeni pti absenci zanétu (Schins a Knaapen, 2007). Za pfimou primarni
genotoxicitu jsou zodpovédné mechanismy zahrnujici pfimou interakci nanocastic
s genomovou DNA nebo asociovanymi komponentami (enzymy opravnych mechanism
DNA), které zajistuji integritu DNA. Alternativné mUzZe byt poskozeni téchto mechanisma
zprostredkovano atakem oxidantll pfitomnych na povrchu nanodastic (Fubini 1998). Pfima
genotoxicita nanocastic se ale mlZe realizovat i v raznych fazich bunééného déleni na
zakladé chemické nebo fyzikadlni interference s procesy jako je napf. segregace
chromozém v praibéhu mitdzy (Gonzales et al, 2008).

Nepfima primarni genotoxicita muiZe byt vyvolana zvysenou produkci ROS bunéénymi
slozkami (mitochondrie a NADPH oxiddzy vdzané na membrdnach) v dasledku jejich
interakce s nanocasticemi a/nebo vycerpani antioxidantl (napf. glutathionu) v bunce.
ZvySena endogenni produkce reaktivnich radikal(l nebo narusena antioxidacni obrana pak
vede k oxida¢nimu stresu a nasledné indukci oxidacniho poskozeni DNA (Donaldson et al,
2010).

Sekundarni genotoxicita nanocastic je fizena zanétlivymi burikami, predevsim makrofagy a

polymorfonukledrnimi neutrofilnimi leukocyty, které migruji k mistim uloZeni nanocastic
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v ramci pfirozené zanétlivé odpovédi spojené s tvorbou ROS. Dlouhodoby oxidacni stres
spojeny s chronickym zanétem muze vést k akumulaci genetického poskozeni a nasledné
maligni transformaci bunky (Azad et al, 2008).

Hlavnim problém pfi testovani Skodlivych ucinkl nanocastic predstavuji jejich specifické
vlastnosti, tj. extrémné maly rozmér diky kterému snadno pronikaji nejen do bunék, ale i
do jadra a mitochondrii, a extrémné velky povrch. Ukdazalo se, Ze diky témto vlastnostem
mohou nanocastice interferovat stesty zalozenymi na spektrofotometrii a
spektrofluorometrii. Nanocastice se totiz mohou vazat na proteiny a barviva, které jsou
soucasti téchto testll a vyvoldvat zmény v aktivité enzymd, fluorescenci a/nebo
absorbancnich charakteristikach indikatorovych molekul (Ong et al, 2014). To by mohlo
negativné ovliviiovat i vysledky detekce oxidacniho poskozeni DNA pomoci specifickych
enzym0. V kometovém testu vsak pritomnost nanocastic v agardze neméla zadny efekt na
schopnost Fpg rozpozndvat oxidované baze (Magdolenova et al, 2012). Nasledujici
podrobna analyza vyloucila riziko vzniku arteficielniho poskozeni DNA pfi testovani
genotoxicity nanocastic touto metodou, pokud je dodrZen standardni protokol (Karlsson et
al, 2015). Studie navic prokazala znacnou shodu ve vysledcich ziskanych kometovym

testem a mikronukleus testem pfi testovani genotoxicity riznych typ( nanocastic.

1.1.5. Klinické aplikace kometového testu

Zvysené hladiny poskozeni DNA a neefektivni opravné mechanismy hraji dilezitou roli
v patogenezi celé rady Zivot ohrozujicich onemocnéni jako jsou nadory a degenerativni
choroby. Zdroje poskozeni DNA mohou byt exogenniho i endogenniho plivodu. Endogenni
pGvodci poskozeni DNA vznikaji intracelularné v pribéhu normalnich metabolickych
procesl, ale také patologicky (napf. pfi zanétu) jako nasledek nerovnovahy mezi oxidanty
a antioxidanty, ktery vede ke zvySené produkci reaktivnich kyslikovych radikal( (reactive
oxygen species, ROS). Nejnovéjsi vysledky naznacuji, Ze nékteré typy nadorovych bunék
mohou mit dokonce zvySenou kapacitu opravnych mechanism(, coZ zpUsobuje jejich
resistenci k terapeutickym preparatiim a selhani Ié¢by (Gunasekarana et al, 2015).

Velkou vyhodou kometového testu pfi klinickych aplikacich jsou nejen nizké naroky na
mnozstvi analyzovaného materialu, ale také moznost vyuzit celou Skalu bunéénych typa.
Zdrojem materidlu pro vysetreni byvaji zpravidla leukocyty periferni krve, bunky z bukalni
a nosni sliznice, epitelidlni bunky slznych kanalk(, spermie, ale také tkanové aspiraty, popr.
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vyplachy, vyskraby a vypotky. Dostatecny pocet bunék lze vesmés ziskat neinvazivnim
zpusobem, napt. stérem sliznic, ,fine needle” biopsii u solidnich tkani, punkci kostni dfené
apod. (Novotna et al, 2001; Gunasekarana et al, 2015).

Jiz v 90. letech minulého stoleti Ize zaznamenat snahy o vyuziti kometového testu pfi
studiu a |écbé nadorovych onemocnéni. V solidnich nadorech jsou okyslicené bunky
citlivéjSi k radiacni terapii nez bunky hypoxické. Kometovy test byl proto vyuzit ke
stanoveni proporce hypoxickych bunék v nadoru ve snaze urcit optimalni terapeutické
davky zareni (Olive et al, 1993a; Olive et al, 1996). Dalsi variantou bylo monitorovani
poskozeni DNA u onkologickych pacientl v prabéhu IéCby k posouzeni efektivity terapie Ci
doporuceni zmén individualniho terapeutického rezimu podle aktualniho stavu pacienta
nebo testovani rdznych terapeutickych preparati na vhodnych lidskych nddorovych liniich
s cilem vybrat ten nejucinnéjsi, popf. nejvhodnéjsi kombinaci Ucinnych latek (Muller et al,
1997; Alapetite et al, 1999; Zoli et al, 2004; Guan et al. 2006; McKenna et al, 2008). Dale
bylo zjisténo, Ze hladina poskozeni DNA v lymfocytech nelécenych pacientd s riznymi typy
nador( je vyssi v porovnani se zdravymi osobami (Vaghef et al, 1997; Smith et al, 2003; Lin
et al, 2007; Lou et al, 2007). Jiné prace prokazaly vyssi poskozeni DNA i v lymfocytech
zatim zdravych ptibuznych pacientek s rakovinou prsu (Rajeswari 1995; Rajeswari et al,
2000). V souvislosti s mozZnosti vyhledavani jedincl s predispozici ke kancerogenezi je u
onkologickych pacientd pomoci kometového testu studovana i ucinnost opravnych
mechanismi DNA (Rajaee-Behbahani et al, 2001; Smith et al, 2003; Lou et al, 2007
Herrero et al, 2015, atd.), popf. jsou tito jedinci identifikovani ve zdravé populaci na
zakladé analyzy asociaci mezi genetickym polymorfismem v genech kddujicich opravné
enzymy a ucinnosti opravy radiacniho a oxidacniho poskozeni DNA (Vodicka et al, 2007).
V neposledni fadé je metoda Casto vyuzivana pfi studiu vlivu rGznych dietnich faktord na
vznik genotoxického poskozeni a karcinogenezi (Wasson et al, 2008).

Chromozomalni instabilita a vysoké riziko maligniho zvratu patfi k charakteristickym
znakim nékterych dédiénych onemocnéni podminénych defektem opravnych
mechanismd DNA (napf. BloomUv syndrom, Fanconiho anémie, Ataxia teleangiectatica,
apod.). Kometovy test byl jiz pouZit pfi studiu defektu opravy DNA u téchto pacientl a
k prenatalni diagnostice postizenych jedinci (Alapetite et al, 1997; Djuzenova et al, 2001).
Kometovy test se také osvéddCil jako vhodna metoda k detekci oxidaéniho poskozeni u

pacientd s nékterymi chronickymi a neurodegenerativnimi onemocnénimi jako jsou
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diabetes mellitus, rheumatoidni artritida, Alzheimerova a Parkinsonova choroba.
Experimenty prokazaly u téchto pacient(i zvySenou citlivost k plsobeni reaktivnich volnych
radikald a nizsi ucinnost opravnych mechanismi (pro prehled viz: Collins et al, 2014).
Detailné byli studovani i pacienti s Fabryho nemoci (FD), coZ je vrozend porucha
metabolismu glykosfingolipid( vazana na chromozém X (Biancini et al, 2015). Absence
nebo sniZzend aktivita a-galaktosidazy A v dUsledku mutace v kédujicim genu vede u
pacientd k progresivni akumulaci substratll tohoto enzymu vlysosémech rlznych
bunéénych typu a télnich tekutinach. Kromé toho pacienti vykazuji vysoké hladiny
oxida¢niho poskozeni proteint a lipidd, provazené snizenou antioxidacni obranou a
vy$Simi hladinami pro-zanétlivych cytokinG (Biancini et al, 2012). Pomoci kometového
testu byly u pacientl detekovany vysoké hladiny DNA-SB a oxidovanych purinl presto, Ze
opravné mechanismy DNA byly aktivovany diky chronické expozici volnym radikalim
(Biancini et al, 2015).

Velky ohlas z hlediska klinickych aplikaci ziskal kometovy test také v oblasti reprodukéni
mediciny pfi hodnoceni integrity DNA ve spermiich. Pomérné znacné procento muzli ma
totiz problémy s fertilitou, i kdyZz standartni vySetfeni jejich spermii podle doporuceni
Svétové zdravotnické organizace (tj. koncentrace, motilita a morfologie) vykazuje
normalni nebo jen lehce abnormalni hodnoty. Tyto pfipady tzv. idiopathickych infertilit
maji v porovnani s fertilnimi muzi zvysené hladiny ROS v ejakuldtu, nizsi antioxidacni
potencial a narusenou integritu chromatinu (Pasqualotto et al, 2001; Bungum et al, 2011).
Navic bylo prokazano, Ze snizena integrita DNA ve spermiich sniZuje uspésnost fertilizace a
normalniho vyvoje zarodku (Benchaib et al, 2007; Collins JA et al, 2008). Vysoka
fragmentace DNA ve spermiich byla popsana i u pacientl s varikokélou (Peluso et al,
2013), leukocytospermii (Alvarez et al, 2002) a nékterymi typy malignit jako jsou
testikularni nadory, Hodgkinova nemoc a non-hodgkinské lymfomy (Kobayashi et al,
2001). Rizikovym faktorem poskozujicim integritu DNA spermii mize byt i vy$si vék (Singh
et al, 2003; Rybar et al, 2011) a sezdnni expozice silné znedisténému ovzdusi (Rubes et al,
2005). Ve snaze zpresnit diagnostiku neplodnosti a zlepsit vysledky technik asistované
reprodukce je proto v soucasné dobé patrna snaha vySetfovat spermie nejen standardnimi
postupy, ale také metodami umoznujicimi detekovat posSkozeni struktury chromatinu
a/nebo DNA (Singh a Agarwal, 2011; Evgeni et al, 2014). Casto je pfitom doporucovan

kometovy test (Gunasekarana et al, 2015) pro svoji vysokou citlivost v porovnani s dalSimi
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metodami jako je TUNEL, HALO assay a pratokova cytometrie (Evenson et al, 2007; Lewis a

Agbaje 2008; Simon et al, 2014).

1.1.6. Standardizace kometového testu — soucasny stav

Podle soucasné bibliometrické studie bylo v obdobi 1990 — 2013 publikovano kolem 7 670
studii vyuZivajicich kometovy test od autor( ze 78 zemi (Neri et al, 2015). Presto tato
metoda dosud neni soucasti oficidlni baterie testll na genotoxicitu a rutinné neni
vyuzivana ani v klinickych oborech. Pfitom jiz v roce 1999 vypracoval tym expert(i v rdmci
mezindrodniho workshopu zaméreného na testy genotoxicity (International Workshop on
Genotoxicity Test Procedures, IWGTP) protokol pro jednobunécénou gelovou elektroforézu
in vitro a in vivo podle doporuceni Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj
(OECD). Jako optimalni metoda pro testovani genotoxicity byla doporucena alkalicka verze
kometového testu podle Singha a spolupracovnikd z roku 1988 (Tice et al, 2000).

S cilem minimalizovat variabilitu v ramci experimentl bylo belgickou skupinou navrzeno
hodnotit v kazdé elektroforéze soucasné stestovanym materidlem i definovany interni
standard a kalibrovat vysledky méreni z jednotlivych elektroforéz proti tomuto internimu
standardu. Jako nejvhodnéjsi parametr k vyjadfeni detekovaného poskozeni DNA bylo
doporuceno procento DNA v ocase (%Tail DNA), nebot variabilita tohoto parametru mezi
jednotlivymi elektroforézami i hodnotiteli byla vyrazné nizsi v porovnani s mérenim délky
ocasu (De Boeck et al, 2000).

V r. 1997 byla v Evropé ustanovena komise pro standardizaci detekce oxidacniho
poskozeni DNA (European Standards Committee on Oxidative DNA Damage, ESCODD),
jejimz cilem bylo validovat metody pro stanoveni tohoto poskozeni a dosahnout konsensu
ohledné skutecnych bazalnich hladin oxida¢niho poskozeni ve zdravych lidskych bunkach.
Jak enzymaticka detekce (kometovy test s Fpg), tak chromatografické metody vykazovaly
obdobnou ucinnost pfi detekci oxidacniho poskozeni DNA (tj. stejny sklon k¥ivky vyjadfujici
zavislost odpovédi na davce), pomoci HPLC vSak byly naméfeny vyrazné vyssi bazalni
hladiny poskozeni, ziejmé v dlsledku arteficielniho poskozeni DNA v pribéhu zpracovani
materialu (ESCODD et al, 2005).

Na identifikaci pficin variability ve vysledcich kometového testu pti detekci SB-DNA a
oxidacniho poskozeni se zamérila evropska skupina pro validaci kometového testu

(European Comet Assay Validation Group, ECVAG) (Mgller et al, 2010). Vétsi rozdily ve
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vysledcich byly zaznamenany mezi jednotlivymi laboratofemi nez v rdmci téchto laboratofi
(Ersson et al, 2013). Jako kritické faktory ovliviujici vysledky kometového testu byly
identifikovany koncentrace agardzy, délka alkalického rozplétani DNA a podminky
elektroforézy (napéti, délka a teplota); pfi analyze oxidacniho poskozeni hraje dilezitou
roli i koncentrace a délka pGsobeni enzymU (Ersson a Mgller 2011; Azqueta et al, 2011). Pri
hodnoceni komet mUzZe k variabilité namérenych hodnot pfispivat volba fluorescen¢niho
barviva, typ a vybava fluorescencniho mikroskopu, starnuti UV lampy a nastaveni
prahovani pti hodnoceni komet obrazovou analyzou (Ersson et al, 2013). Dale se fesila
otazka vhodnych statistickych metod pfi hodnoceni vysledk (Lovel a Omori, 2008) a
pouzivani ,skute¢ného” interniho standardu, nebot vysledky ovliviiuje i poloha gelu
vramci téze elektroforézy (Zainol et al, 2009). Kritické analyze byl podroben i zplsob
vyjadrovani vysledk(l kometového testu (Mgller et al, 2014).

V centru pozornosti je dale snaha zvySit vykonnost kometového testu zejména pro
potifeby biomonitoringu. Je to sice relativné jednoducha a levnd metoda pokud se jedna o
chemikdlie a vybaveni, je vSak ¢asové narocna, nebot je limitovana poctem vzorkd, které
je moiné zpracovat vijednom experimentu. Ve snaze prekonat tento problém je
v soucasné dobé rozpracovano nékolik postupl kombinujicich vice gelll na jedné
platformé (vicejamkové desticky, ,GelBond film“, velkd podlozni skla) se zmensSovanim
objemu gelu pro jeden vzorek (Azqueta et al, 2013; Gutzkow et al, 2013; Ge et al, 2014).
Dalsim limitujicim faktorem je ¢asové naroc¢né hodnoceni velkého mnozstvi vzork. Sice jiz
existuji komeréni plné automatizované systémy pro kometovy test, zatim ale nejsou pfilis
efektivni, protoZe vysledky automatického méreni je nutné manudlné kontrolovat
(Azqueta a Collins, 2013).

Kromé téchto aktivit byl pfi pfilezitosti mezinarodniho workshopu konaného v roce 2011
v Turecku zahdjen projekt ComNet (comet network) s cilem (a) standardizovat kometovy
test pro Ucely lidského biomonitoringu a (b) definovat vyznam poskozeni DNA méreného
kometovym testem pro lidské zdravi a nemoc (Collins et al, 2012).

V ramci tohoto projektu uUcastnici pokracuji videntifikaci proménnych pfrispivajicich
k variabilité mezilaboratornich vysledk(. Pouziti standardizovaného protokolu vyrazné
snizilo tuto variabilitu hlavné pti detekci Fpg-senzitivnich mist (Forchhammer et al, 2012).
Dalsi studie se vénovala rozboru dosud publikovanych praci zaméfenych na biomonitoring

a vztahy mezi poskozenim DNA a chorobami jako zaklad pro vymezeni bazalnich hladin
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poskozeni DNA v lidské populaci a vyznamu kometového testu pfi identifikaci vlivu

environmentdlnich faktor( a chorobnych stavi na integritu DNA (Collins et al, 2014).
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1.2. Myelodysplastické syndromy

Myelodysplasticky syndrom (MDS) nebo presnéji fe¢eno myelodysplastické syndromy je
heterogenni skupina onemocnéni vznikajici na zakladé poskozeni genetického materialu
kmenové hematopoetické buriky. Bunky si sice zachovavaji proliferac¢ni aktivitu, ale
podléhaji predc¢asné apoptdze jesté v kostni dfeni, tj. pred dosazenim terminalniho stadia
diferenciace. PfedCasna apoptdza je pfiCinou paradoxu typického pro tato onemocnéni, tj.
pancytopenie v periferni krvi pfi normo- az hypercelularni kostni dfeni (k.d.).
Charakteristickym nalezem jsou i rizné morfologické a funkéni dyspldzie bunék a pacienti
maji zvySené riziko leukemické transformace. Ve vétSiné pripadl jde o onemocnéni
s heznamou etiologii.

MDS byl poprvé popsan pocatkem 30. let minulého stoleti jako preleukemicky stav a az do
roku 1976 nebylo toto onemocnéni povaZzovano za samostatnou skupinu hematologickych
abnormalit. V pridméru postihuje 3-4 osoby/100 000 obyvatel rocné. Velmi vzacné se
vyskytuje ve véku pod 40 let, ale s pribyvajicim vékem jeho vyskyt dramaticky stoupa.
v Sesté dekadé Zivota je kolem 7 pripad/100 000 obyvatel, zatimco u osob nad 70 let

dosahuje 20 aZ 40 pripad(/100 000 obyvatel (Rollison et al, 2008).

1.2.1. Klasifikace MDS

Mimoradna heterogenita MDS s sebou pfindsi diagnostické obtize. Na zakladé tzv.
klasifikace FAB (French-American-British Cooperative Group) z roku 1982 byly MDS
¢lenény do 4 hlavnich skupin a jako odlisujici kritérium bylo stanoveno procento blast(
v k.d., pfitomnost tzv. véneckovych sideroblasti a pocet blastl nebo monocytli v periferni

krvi (Tab. 1). Refrakterni anémie (RA) je charakterizovana tézkou anémii, ktera je u

nékterych pacientl provazena i postizenim myeloidni linie, tj. leukopénii a
trombocytopénii. Novéjsi klasifikace WHO proto bere v idvahu i pocet krevnich rad
postizenych dysplazii a tuto skupinu pacientli oznacuje jako RCMD - refrakterni cytopénie

s multilinearni dysplazii. Pro refrakterni anémii s véneckovymi sideroblasty (RARS) je

charakteristicka pfitomnost sideroblastll s depozity Zeleza v mitochondriich. Podobné jako
u RA muZe byt postizena pouze erytroidni fada nebo vice typl krevnich bunék (podle

WHO — RCMD-RS). U refrakternich anémii s excesem blastd (RAEB) je v kostni dreni

pfitomno 5-19% blastl a u refrakternich anémii s excesem blast( v transformaci (RAEB-t)

se tento pocet zvysuje na 20-30% a vice jak 5% blast( se nachazi v periferni krvi. Podle
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Tabulka €. 1: FAB klasifikace MDS (upraveno podle Greenberg et al, 2011).

Subtyp MDS % blasta v krvi | % blastu v k.d.
Refrakterni anémie (RA) <1 <5
Refrakterni anémie s véneckovymi

sideroblasty (RARS) <1 <5
Refrakterni anémie s piebytkem blastu

(RAEB) <8 9220
Refrakterni anémie s pfebytkem blastu v

transformaci (RAEB-t) 295 21-30
CMML (>1000 monocyta/ul krve) <5 5-920

Tabulka €. 2: Klasifikace MDS podle WHO (upraveno podle Greenberg et al, 2011).

Subtyp MDS Periferni krev Kostni dien
R L Cyiopenie dysplzie v=10% bunsk jedn linie
s monolinearni dysplazii (jednoducha Ci < 5% blasti
(RCUD) bicytopenie) °
Refrakterni anémie anémie >15% véneckovych sideroblastl

s véneckovymi
sideroblasty (RARS)

Zadné blasty

pouze erytroidni dysplazie < 5% blastu

Refrakterni cytopenie
s multilinearni dysplazii
(RCMD)

cytopenie

<1 x 1091 monocyt

dysplazie v 210% bunék dvou ¢i vice
myeloidnich linii
+ 15% véneckovych sideroblastu
< 5% blastd

Refrakterni anémie
s excesem blastu-1
(RAEB-1)

cytopenie

<2%-4 % blastl
<1 x 1091 monocytu

monolinearni nebo multilinearni
dysplazie
nejsou Auerovy tyce
5% - 9% blastl

Refrakterni anémie

cytopenie

monolinearni nebo multilinearni

s excesem blastu-2 SYEplir
(RAEB-2) 5%-19% blastu Auerovy tyce
<1 x 1091 monocytl 1 10% - 19% blastu
" . . jednolineérni nebo zadna dysplazie

AlEs rzlt\aﬂliljassﬁ;ovany SEREAE charakteristicka cytogenetika

< 5% blastl
MDS asociovany ol monolinearni erytroidni dysplazie
s izolovanou del(5q) normalni & zvigeny izolovany del(5q)

yseny < 5% blasti

pocet desticek




klasifikace WHO jiz tato skupina patfi do leukemickych forem onemocnéni. Do kategorie

MDS byla plGvodné fazena i chronickd myelomonocytarni leukémie (CMML),

myeloproliferativni onemocnéni s dysplastickymi rysy (Bennett et al, 1982; Vallespi et al,

1998).

V roce 1999 vypracovala skupina odbornikd Svétové zdravotnické organizace (WHO)

klasifikaci novou (Tab. 2), ve které byla zdsadni zménou hranice 20 % blast( v kostni dfeni,

definujici rozliSeni mezi MDS (<20%) a AML (>20%). Rovnéz RA s vyraznymi dysplastickymi

zménami, které postihuji kromé erytroidni fady i granulocyty a megakaryocyty, byly

zarazeny do samostatné kategorie. Problematické pfipady CMML byly reklasifikovany jako

myelodysplasticka/myeloproliferativni onemocnéni (MDS/MPS) a z kategorie MDS

vyclenény. Poprvé se v klasifikaci samostatné objevila jednotka cytogeneticky definovana,

tj. syndrom 5g- (Germing et al, 2000). V roce 2008 doznava puvodni klasifikace jesté

nékolika zmén, a jeji aktuadlni verze je tato:

e Refrakterni cytopenie s dysplazii jedné ftady (refrakterni anemie, refrakterni
neutropenie a refrakterni trombocytopenie) — RCUD

e Refrakterni anemie s véneckovymi sideroblasty — RARS

e Refrakterni cytopenie s dysplazii nékolika frad — RCMD

e Refrakterni anemie s excesem blast(l — RAEB

e Myelodysplasticky syndrom s izolovanou deleci 5q — MDS del(5q)

1.2.2. Etiologie MDS

Skupina MDS je nékdy délena na primarni (de novo) a sekundarni (,therapy-related”, t-
MDS) onemocnéni, ktera tvofi zhruba 10% pfipadl. Sekundarni MDS se zpravidla vyvijeji
jako nasledek predchozi cytotoxické terapie jako je radiacni terapie, chemoterapie nebo
jind chemickd expozice. U mladSich pacientd a déti postizenych MDS jde vesmés o
sekundarni formu onemocnéni a jejich progndza je obecné horsi v porovnani s de novo
pripady, nebot hife odpovidaji na Iécbu a maji vysoké riziko transformace do akutni
myeloidni leukémie (AML) (Foucar et al, 1979; Raza et al, 2014). Cytogenetické
abnormality se vyskytuji u 40% de novo pfipad(, zatimco komplexni pfestavby karyotypu a
specifické zmény jako napf. monosomie chromozdému 5, trisomie chromozému 8 nebo

delece 5g a 7q byly detekovany az u 95% pacientll se sekundarnim MDS (Raza et al, 2014).
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Rozsahlé studie neprokazaly pri¢innou souvislost mezi MDS a profesiondlni expozici
pesticidim nebo faktor(im Zivotniho stylu jako je obezita, kouteni a konzumace alkoholu.
Zato expozice benzénu prokazatelné zvysuje riziko vzniku zejména pokrocilejSich forem
MDS (RAEB) (Schnatter et al, 2012). UvaZuje se, Ze spoustécem vzniku MDS by mohla byt i
chronickd stimulace imunitniho systému, nebot vanamnéze pacientd s MDS se
vyskytovaly autoimunitni choroby (reumatoidni artritida, Sjogrenliv syndrom, apod.) a
infekce (zapal plic, meningitida, herpes zoster, apod.) ¢astéji nez v kontrolnim souboru
(Kristinsson et al, 2011). Spolu s prikazem zvysenych hladin biomarker( oxidaéniho stresu
v krevnich burikach a modi pacientd s MDS (Ghoti et al, 2007; Honda et al, 2000) toto
zjiSténi podporuje predstavu, Ze daleZitou ulohu pfi vzniku MDS mUzZe hrat oxidacni stres

(Farguhar a Bowen, 2003).

1.2.3. Mechanismus vzniku a patogeneze MDS

| kdyzZ etiologie i patofyziologie myelodysplasie zatim nebyla zcela objasnéna, je ziejmé, ze
mechanismus onemocnéni zahrnuje poskozeni pluripotentni kmenové bunky a
abnormality v proliferaci, diferenciaci, vyzravani a apoptdze bunék k.d., které vedou
k neefektivni krvetvorbé. Nadmérna apoptdza jako mozna pficina periferni cytopenie byla
identifikovana jiz po¢atkem 90. let minulého stoleti na zakladé morfologického hodnoceni
biopsii k.d. pacientl s MDS (Clark a Lampert, 1990) a zahy byla potvrzena specifi¢téjsimi
metodami jako je znacdeni externalizovaného fosfatidylserinu annexinem V (Merchant et
al, 2001; Albitar et al, 2002) nebo metoda TUNEL (Raza et al, 1996a). VétsSina studii
prokazovala v k.d. pacient(l inverzni vztah mezi rozsahem apoptdzy a klinickym stadiem
onemocnéni, tj. nejvyssi vyskyt apoptotickych bunék u ranych forem MDS a jeho strmy
pokles pfi progresi do leukemické transformace (Parker et al, 1998; Bouscary et al, 2000;
Mundle, 2003; Span et al, 2005). Zvysenad apoptdza pritom nepostihuje vSechny typy
bunék, zaznamendna sice byla v myeloidni, erytroidni i megakaryotické radé a B-
lymfocytech, nikoliv vSak v T-lymfocytech (Amin et al, 2003). | kdyZ s postupnym vyvojem
onemocnéni mlzZe dochazet ktransformaci do AML, nelze MDS povaZovat za pouhy
predstupen této leukémie. Zatimco leukemické buriky MDS jsou schopny dalsi diferenciace
do zralych myeloidnich bunék a monocytli, u AML se vyvoj zastavuje na urovni blastU.
Pacienti s MDS navic Castéji umiraji pravé na nasledky selhani kostni dfené nez na prechod

do AML (Albitar et al, 2002).
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Predpoklada se, ze MDS se vyvijeji jako vétSina malignit na zdkladé mnohocetnych
genetickych aberaci, které pak ddavaji vznik bunécénym fenotyplm detekovanym
v hematopoetickych liniich. Dulezitou udlohu pfitom zfejmé hraje dysregulace
imunomoduladnich cytokinl jako TNF-a (tumor necrosis factor a), ktery silné inhibuje
krvetvorbu (Nagata a Golstein, 1995). Rada studii skute¢né prokazala zvy$enou expresi
TNF-a v hematopoetickych burikdch a stromatu pacientd s MDS (napf. Shetty et al, 1996;
Deeg et al, 2000), ale i dalsich cytokinl a signalnich molekul pfibuznych s cytokiny. Mezi né
patfi napt. TGF-B (transforming growth factor B), interferon-y, interleukin 1 B, TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand), aj. (Raza et al, 1996b; PlasSilova et al, 2002; Sawanobori
et al, 2003). Navic byla pozorovana korelace mezi zvySenymi hladinami TGF-B a TNF-a

v k.d. pacientd s MDS, souvisejici se zvySenym poctem blastd (Allampallam et al, 2002).

1.2.4. Genetické a epigenetické faktory v etiopatogenezi MDS

V poslednich letech Cetné vysledky naznacuji genetickou predispozici v etiologii a rozvoji
MDS. V souboru pacientli s MDS byli v porovnani s kontrolni skupinou ¢astéji zastoupeni
jedinci s polymorfismy TNF-a a TGF-6, které jsou asociované se zvySenou expresi téchto
cytokinl (Powers et al, 2007). Polymorfismy v genech kdédujicich enzymy metabolické
aktivace a detoxifikace a defektni ,mismatch” oprava DNA zfejmé mohou ovliviiovat riziko
vzniku sekundarnich MDS (Naoe et al, 2000; Olipitz et al, 2002). Polymorfismus v genu
kédujicim receptor pro G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) mlze predisponovat
jedince k rozvoji pokrocilych forem MDS, nebot ovliviiuje signalni drahy pro proliferaci a
diferenciaci myeloidnich progenitorovych bunék (Woélfler et al, 2005).

Na zajistovani genetické stability a integrity genomu se klicovym zptisobem podili tumor-
supresorovy protein p53, jehoz normalni funkce brani maligni transformaci. Gen kdduijici
tento protein je lokalizovan v chromosomalnim pruhu 17p13 a jeho mutacni spektrum se
u pacientt s MDS zasadné nelisi od ostatnich hematologickych malignit a solidnich nadoru.
Pouze 10% pacientd s de novo MDS a AML vykazuje mutace v genu p53 (hlavné substituce
bazi v parech G:C), které jsou Casto spojené se ztratou chromosomalniho Useku 17p13
v parovém  chromozému, mnohocCetnymi  pfestavbami  karyotypu, resistenci
k chemoterapii a kratkodobym prezivanim. Naproti tomu témér 30% vysetfenych pacient(
se sekundarni formou MDS a AML mélo v p53 nejcastéji substituc¢ni mutace v parech A:T a

v dUsledku zvysené genetické nestability po predchozi terapii alkylacnimi agens byla ztrata
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funkce p53 casto spojena s deleci nebo ztrdtou 59 nesouci normalni alelu p53
(Christiansen et al, 2001). Vramci subtypu MDS del(5q) byla identifikovdna skupina
pacientd s vysokou expresi p53 ve vice jak 1% progenitorovych bunék k.d. Tito pacienti se
vyznacovali vy$sim rizikem transformace do AML, sniZzenou cytogenetickou odpovédi na
[é¢bu lenalidomidem a kratSim prezitim. Naslednd sekvencni analyza bunék s vysokou
expresi p53 potvrdila pfitomnost mutantni alely p53 (Saft et al, 2014). Zda se tedy, Ze
mutace p53 predstavuje jednu z nezbytnych podminek leukemické transformace (Raza et
al, 2014).

| kdyZ mutacni a cytogeneticka nestabilita je nepochybné dllezitym mechanismem pfi
inaktivaci tumor-supresorovych gen( (TSG), dominantni Ulohu v procesu leukemizace MDS
pravdépodobné hraji epigenetické modifikace, zejména aberantni metylace DNA. Obecné
nejsou CpG ostrivky v promotorovych oblastech mnoha genl vcéetné TSG metylovany,
zatimco repetitivni sekvence a introny jsou hypermetylovany. Naproti tomu genom
nadorovych bunék je charakterizovan globalni hypometylaci a lokalizovanymi
hypermetylacemi (Galm et al, 2006; Jiang et al, 2009). Pfikladem lokalizovanych
hypermetylaci u hematologickych malignit jsou promotorové oblasti genli CDKN2B (P15) a
CDKN2A (P16), které koduji inhibitory cyklin-dependentnich kindz duleZité pro regulaci
bunécéného cyklu pti prechodu z G1 do S faze (Karlic et al, 2014). Gongalves a kol. (2015)
zjistili, Ze pacienti s MDS s vysokymi hladinami intracelularnich peroxidl a superoxidového
aniontu maji zvySenou metylacni frekvenci v promotorech gen(i P15 a P16, coz podporuje
hypotézu o uloze oxidacniho stresu pti metylaci TSG (Franco et al, 2008).

U pacientld s méné pokrocilymi formami MDS mUzZe byt jednou z pficin oxidac¢niho stresu
nadmérnad akumulace Fe v disledku cetnych transfuzi podavanych ke zmirnéni tézké
anémie (Ghoti et al, 2007). Potvrzuji to klinické studie, kde podavani chelata¢niho agens
deferasiroxu (DFS) skupiné pacientl zavislych na transfuzich vyrazné sniZilo hladiny
marker( oxida¢niho stresu (Kikuchi et al, 2012). Vice nachylIni k oxida¢nimu poskozeni DNA
pak mohou byt pacienti s méné efektivni excisni opravou oxidovanych bazi (base excision
repair, BER) (Jankowska et al, 2008).

U hematologickych malignit se ¢asto vyskytuji chromozomalni prestavby v oblasti genu pro
nucleoporin 98 (NUP98). Tento protein je soucasti proteinového komplexu NPC (Nuclear
Pore Complex) zajistujiciho transport mezi jadrem a cytoplasmou. V disledku balancované

translokace nebo inverse mize dochazet ke spojeni NUP98 s celou radou dalSich gent a
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tyto modifikované geny pak koduji tzv. fuzované proteiny, ve kterych zlstava zachovana
terminalni sekvence aminokyselin proteinu NUP98 s transkripcné aktiva¢nim potencidlem.
ProtoZe pfiblizné polovina genl fuzujicich s NUP98 kdoduje transkripcni faktory a rada
vzniklych fazovanych proteinG inhibuje diferenciaci hematopoetickych prekursorl a
zvysuje reprodukci krvetvornych kmenovych bunék, uvaZuje se, Ze tyto prestavby by
mohly predstavovat klicovy mechanismus maligni transformace (Gough et al, 2011). U
transgennich mysi exprimujicich v hematopoetickém kompartmentu fuzovany gen NHD13
(NUP98-HOXD13) se vyviji MDS charakterizovany periferni pancytopénii, dysplazii k.d. a
transformaci do AML. AZ tfetina mysi v leukemické transformaci vykazovala nadprodukci
ROS, zvySeny vyskyt de novo mutaci a ¢astecnou blokadu G2/M faze bunécéného cyklu.
Kromé toho byla exprese fuzovaného genu spojena se snizenou aktivitou tfi rliznych gen
kddujicich peroxidazy (Chung et al, 2014). Protoze byl fuzovany gen NHD13 identifikovan i
u lidskych sekundarnich a vyvojové pokrocilejSich forem MDS (Gough et al, 2011), Ize
predpokladat, Zze chyby v opravé poskozeni DNA indukovaného nadprodukci ROS mohou
vést k postupnému vzniku mutaci i v genech regulujicich pro- a antioxidacni drahy, coz
dale prohlubuje oxidacni stres a v interakci s expresi proteinu NHD13 vede k progresi MDS
do AML (Chung et al, 2014).

Dulezitou roli v krvetvorbé hraji mitochondrie, nebot se uplatriuji jak pfi syntéze hemu, tak
v apoptdze. Hromadéni mutaci v mitochondrialni DNA (mtDNA) pozorované u pokrocilych
MDS tak musi nutné vést k tézkému energetickému deficitu a ndasledné k poskozeni
apoptotické drahy zprostfedkované mitochondriemi. Bunky k.d. se tak vymykaji
apoptotické kontrole a stavaji se nachylné k leukemické transformaci (Linnartz et al, 2004).
Zdrojem oxidacniho poskozeni mtDNA u pacientd s RARS mizZe byt i Fe akumulované
v mitochondriich sideroblastd. Vzhledem k perinukledrni lokalizaci téchto mitochondrii a
v zavislosti na mnozstvi mutaci vznikajicich v mtDNA mohou vznikajici ROS vyvolavat
oxidacni poskozeni i v onkogenech a TSG sousedniho jaderného genomu. Tyto jaderné
mutace pak fidi klonalni expanzi do leukemie (Linnartz et al, 2004).

Tento zdaleka ne uUplny vycet doklada znacnou genetickou a fenotypovou heterogenitu
MDS. Dosavadni poznatky naznacuji, Ze hlavni patogenetické udalosti zodpovédné za vyvoj
a progresi MDS jsou epigenetické zmény a somatické mutace detekované, na rozdil od
cytogenetickych zmén, témér u vSech pacientl. Vyuziti genomiky v klinické praxi
k upfesnéni diagnostiky a uplatnéni cilené individudlni terapie vsak predpoklada (a) hlubsi
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pochopeni sekvence molekularnich udalosti v pribéhu iniciace, klondlni expanze a
progrese onemocnéni, (b) odhaleni postizenych signdlnich drah v souvislosti s klinickym
fenotypem a (c) identifikaci prognostického vyznamu mutaci v dominantnich a minoritnich

bunécénych subklonech (Raza et al, 2014; Bejar 2014).
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1.4. Znecisténi ovzdusi a poskozeni DNA

Znecisténé ovzdusi skodi lidskému zdravi i Zivotnimu prostredi. Znacna cast evropského
obyvatelstva Zije v oblastech a ve méstech, kde jsou prekracovany normy kvality ovzdusi.
Vysoké koncentrace skodlivych latek v ovzdusi mohou byt pri¢inou chronickych
patologickych procesli v organismu, jako jsou nddorovd a neurodegenerativni
onemocnéni, skupina poruch kardiovaskularniho systému, nemoci jater, ledvin, plic, kiiZe,
zrakového aparatu a rady dalSich chorob (Lewtas, 2007; Yang a Omaye, 2009).

Jeden z nejvétsich zdrojU znecisténi ovzdusi dnes predstavuje automobilova doprava, jejiz
hustota se dramaticky zvysila zejména v poslednich desetiletich (Valavanidis et al, 2008).
Z vyfukovych emisi se do ovzdusi dostavaji smési Skodlivych toxickych latek, které na
makromolekularni drovni ovliviuji organismus. PredevSim jsou to castice jemného
polétavého prachu (particulate matter, PM), karcinogenni polycyklické aromatické
uhlovodiky (k-PAU) a latky oznacované zkratkou jako BTEX (tékavé organické latky jako
benzen, toluen, etylbenzen, m,p-xylen a o-xylen) (Réssnerova et al, 2009; Kerchich a
Kerbachi, 2012; Lan a Minh, 2013). Tyto Castice se déli podle velikosti na velké (PM10
s prlmérem <10um), jemné (PM 2,5 sprimérem <2,5um) a ultrajemné (PM100
s primérem <100um) (de Kok et al, 2006; Cavanagh et al, 2009). Ze zdravotniho hlediska
jsou nebezpecnéjsi PM2,5 a PM100, protoZe pronikaji hloubéji do dychacich cest nez
PM10 (Wegesser et al, 2009). Po inhalaci mohou PM vyvolavat pfimo nebo nepfimo
(aktivaci zanétlivych procesti) vznik ROS s naslednym poskozeni biologickych
makromolekul (Risom et al, 2005; Weichenthal et al, 2013). OhroZenou skupinou jsou
zejména malé déti a kojenci, jejichz dychaci cesty nejsou jesté zcela vyvinuty a nadmérna
expozice PM u nich muZe byt pfic¢inou vzniku astmatu, bronchitidy, apod. (Hertz-Picciotto
et al, 2007; Iskandar et al, 2012; Ghosh et al, 2013). Kromé toho jemné prachové ¢astice
vyvoldvaji v plicich produkci volnych radikal( a indukuji oxidac¢ni stres (Risom et.al, 2005;
Weichenthal et al., 2013). Proto jsou dnes v fadé zemi ve zvlasté ohrozenych populacich
(obyvatelé velkych meéstskych aglomeraci, fidi¢i autobust a taxisluzby, policisté ridici
méstskou dopravu apod.) sledovany biomarkery expozice, davky a citlivosti ve vztahu
k aktudlnim expozi¢nim davkam a rGznym typUm biologickych uGcinkd s cilem identifikovat

pric¢iny a drahy vedouci ke zdravotnim nasledkim.
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PM predstavuji heterogenni smés, jejiz sloZzeni se méni v ¢ase a je zavislé na rGznych
zdrojich emisi, chemickych procesech v ovzdusi a klimatickych podminkach (Pitz et al,
2008). Na PM10 jsou cCasto vazany komplexni smési obsahujici karcinogenni polycyklické
aromatické uhlovodiky (k-PAU) a tato vazba mlzZe mit synergicky efekt (Lauer et al, 2009).
Vzhledem ke svym karcinogennim a genotoxickym ucinkim (Lewtas, 2007) a schopnosti
vyvolavat oxidacni posSkozeni prostfednictvim CYP1Al a naslednou produkci reaktivnich
chinon( (Xue a Warshawsky, 2005) prispivaji k-PAU podstatnym zplsobem ke Skodlivym
zdravodnim ucinkim PM souvisejicich s dopravou. Mezi k-PAU nejvice ohroZuje lidské
zdravi benzo[a]pyren (B[a]P) (Pedersen et al, 2005, Sevastyanova et al, 2008).
Epidemiologickd studie prokazala, 7e koncentrace vy nez 1 ng B[a]P/m? ovzdusi
vyznamné zvysuji fragmentaci DNA (Sram et al, 2011).

Vysoké koncentrace tékavych organickych sloucenin (volatile organic compounds, VOC) ve
vzduchu také mohou pUlisobit ¢etné zdravotni problémy — ovliviuji lidské smysly, vyvolavaji
narkotické ucinky a nékteré z nich jsou toxické nebo karcinogenni (Zhou et al, 2009). Mezi
témito slouceninami je pozornost vénovana hlavné benzénu, protoZze jeho bioaktivace
vede ke vzniku Ccetnych reaktivnich metabolitd, které se vaZou na biologické
makromolekuly a indukuji oxida¢ni poskozeni prostfednictvim tvorby ROS (Snyder a Hedli,
1996; Barreto et al, 2009; Tung et al, 2012). Expozice toluenu zase ovliviiuje aktivitu
metabolickych gend kddujicich cytochrom P450, napf. CYP2E1 (Jiménez-Garza et al, 2012).
Odpovéd kazdého jedince na pusobeni Skodlivych latek v ovzdusi muiZe byt vyznamné
modifikovana genotypem, tj. zdédénou kapacitou metabolickych drah a systém
opravujicich poSkozenou DNA, ale také celou fadou dalSich faktor( jako je vék, pohlavi,
Zivotni styl, dieta, antioxidacni status, apod. (Lewtas, 2007; Romieu et al, 2008). VSechny
zminéné faktory musi byt uvaZovany nejen pfi identifikaci jedincl citlivych z hlediska
zdravotnich dopadd, ale také pfi hledani ucinnych strategii ke zmirnéni téchto skodlivych
ucinka.

Pro zimu v Praze jsou zpravidla charakteristické vyssi koncentrace skodlivin v ovzdusi
v porovnani s ostatnimi obdobimi roku (Topinka et al, 2007; Rossnerova et al, 2009),
pravdépodobné diky topeni a ¢astym atmosférickym inverzim. Biomonitoring prazskych
dopravnich policistd v prabéhu zimy 2004 odhalil v jejich leukocytech zvysené oxidacni
poskozeni DNA souvisejici se zvysenou expozici k-PAU a jedinci s alespon jednou mutantni

alelou CYP1A1*2C (lle/Val) byli citlivéjsi k idukci oxidacniho poskozeni v porovnani s kolegy
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s divokym typem alely (Novotna et al, 2007). Nasledny vyzkum naznacil, Ze i tidi¢i méstské
autobusové dopravy mohou byt vystaveni vyssimu riziku oxida¢niho poskozeni, nebot
v porovnani s kontrolami vykazovali vy$si oxidacni poskozeni lipidG a proteind a zvySenou

exkreci 8-oxo-7,8-dihydro-2‘-deoxyguanosinu (8-oxodG) (Rdssner et al, 2008a,b).
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1.4. Magnetické nanocastice v regenerativni mediciné

Regenerativni medicina v plvodnim slova smyslu zahrnuje klasickou chirurgii,
transplantace organi a k.d. a implantace napf. umélych kloubl a sofistikovanych
biomateriadld. Tyto klasické postupy jsou casto spojeny s urcitymi problémy. Napf.
transplantace orgdnu vyZzaduje dlouhodobou imunosupresivni terapii, kovové klouby se
Casem opotrebuji, biomateridly mohou vyvolavat zdnét a pod. Proto je v soucasné dobé
vénovana znacna pozornost kmenovym burikam, které by v organismu mohly stimulovat
pfirozenou regeneraci tkani napf. pfi selhani kardiovaskuldarniho systému, degeneraci
chrupavky pohybového aparatu, poskozeni michy a vyhledové by mohly byt vyuzity i pfi
[éCbé takovych onemocnéni jako je inzulin-dependentni diabetes mellitus nebo
Parkinsonova a Alzheimerova choroba (Mason a Dunnill, 2008).

V soucasné dobé bylo vyvinuto nékolik neinvazivnich technik umoznujicich sledovat osud
transplantovanych bunék v organismu. Jednou ztéchto metod je zobrazovani bunék
pfedem oznacenych kontrastnim agens pomoci magnetické resonance (magnetic
resonance imaging, MRI) (Gupta et al, 2007; Kubinova a Sykova, 2010). Nejcastéji jsou
k magnetickému znaceni vyuZivdny superparamagnetické nanocdstice oxidl Zeleza
(superparamagnetic iron oxide nanoparticles, SPIONs) jako magnetit (Fes04) nebo jeho
stabilnéjsi forma maghemit (y-Fe,03), nebot jejich hlavni slozka — Fe — mlZe byt v burikdch
recyklovana prostrednictvim prirozenych metabolickych drah (Bulte et al, 1999; 2001; Bos
et al, 2004; Sykova a Jendelova, 2007). Avsak samotné SPIONy jsou hydrofobni, maji velky
povrch vzhledem k celkovému objemu a tendenci k agregaci (Lu et al, 2007). Vhodné
potazeni povrchu biokompatibilnimi polymery a specifickymi agens nejenom zlepsSuje
biokompatibilitu SPIONU v suspenzi, ale také zvySuje specifitu, ucinnost a rychlost jejich
internalizace v cilovych burikach (Allen et al, 2004; Zhang a Zhang 2005; Babic et al, 2008;
Shubayev et al, 2009).

K chemické modifikaci povrchu SPIONU jiz bylo pouZito nékolik druhd potahovych
material( jako organické polymery (dextran, chitosan, polyetylénglykol) a surfaktanty
(oledt sodny, dodecylamin), anorganické kovy (zlato) a oxidy (silika, oxid uhliku) a
bioaktivni molekuly a struktury (lipozémy, peptidy a ligandy/receptory) (Gupta a Gusta,
2005; Shubayev et al, 2009). Komercéné dostupné prepardty (napf. Feridex, Endorem nebo

Resovist) schvalené FDA ke klinickym Gcelim jako kontrastni agens pro MRI jsou obvykle
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tvoreny magnetickym jadrem potazenym biodegradabilnimi derivaty dextranu a
uhlohydratl s vysokou afinitou k oxidlim Zeleza. Na druhé strané polymerové potahy
vyrazné zvétSuji velikost SPIONG, coZz mulZe negativné ovliviiovat jejich schopnost
penetrace a rychlost jejich metabolické likvidace v organismu. To by vysvétlovalo sniZzenou
intracelularni absorpci nanocastic potazenych dextranem (Gupta a Gusta, 2005; Wilhelm
et al, 2003). Tato skute¢nost spolu s nizkou konjugaéni kapacitou nanocastic
s dextranovym povrchem stimulovala intenzivni vyvoj alternativnich modifikaci povrchu
s cilem vylepsit vlastnosti SPIONU pro aplikace in vivo.

TrebaZze zpocatku prevaZzoval optimismus ohledné bezpecnosti SPIONG, dnes se ukazuje,
Ze specifické vlastnosti nanocastic, zejména velka reaktivniho plocha povrchu a schopnost
prochazet bunéénymi a tkanovymi bariérami znasobuje jejich cytotoxicky potencial ve
srovnani s vychozimi materialy stejného chemického slozeni (Nel et al, 2006; Shubayev et
al, 2009). Pokusy in vivo prokazaly, Ze toxicita nanomateridlu muze zaviset na jeho slozeni,
velikosti, pritomnosti funkénich skupin na povrchu a zplsobu expozice (Harper et al,
2008). Za hlavni mechanismy zpUsobujici toxicitu nanomateridld jsou dnes obecné
povazovany indukce vzniku reaktivnich radikald kysliku a bunécného oxidacniho stresu,
které nasledné vyvolavaji oxidacni poskozeni biologickych makromolekul, dysfunkci bunék
a bunécnou smrt (Karlsson et al, 2009; Donaldson et al, 2010). Snaha o zlepsSeni
biologickych vlastnosti nanocastic by tak sou¢asné mohla vést k nardstu jejich neZzadoucich
ucinkd (Oberdorster et al, 2005; El-Ansary a Al-Daihan, 2009). To otevielo diskusi o
urgentni potrebé vyvinout vhodné testy na toxicitu, které by byly schopné identifikovat
potencidlni rizika nanocastic pred jejich aplikaci v biomediciné (Dusinska et al, 2009; Kroll
et al, 2009; Landsiedel et al, 2009; 2010). Dale viz Kapitola 1.1.4. Nanotoxikologie a

kometovy test.
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2. Cile studie

Prace je zaloZena na vyuziti kometového testu v hematologii, biomonitoringu a
nanotoxikologii.

(A) Vhematologické problematice byla pozornost vénovana myelodysplastickym
syndromdm, nebot soucasné poznatky naznaduji, Ze oxidacni stres, ziskané |éze DNA a
ucinnost opravy DNA hraji duleZitou ulohu v patogenezi a klinickém prabéhu téchto
onemocnéni. Zaméfili jsme se pfitom na pacienty s RA a RARS, tj. subtypy s vysokou

hladinou apoptdzy v k.d., s nasledujicimi cili:

v' porovnat hladiny nespecifického (DNA-SB) a oxidaéniho poskozeni DNA
v erytroidni (glykoforin A+) a myeloidni (glykoforin A-) frakci k.d. pacientl s RA,

RARS a kontrolnich jedinct
v' detekovat pfipadné rozdily mezi obéma subtypy MDS

v’ ovéfit, zda vysledky kometového testu koreluji s klinickym stavem a

laboratornimi nalezy pacientu

(B) V oblasti biomonitoringu byl kometovy test pouZit pfi hodnoceni poskozeni DNA
v lymfocytech Fidi¢l autobus(l prazské hromadné dopravy, zaméstnancl garazi a kontrolni

skupiny s cilem:

v stanovit rozsah nespecifického (DNA-SB) a oxidaéniho poskozeni DNA

v jednotlivych skupinach ve vztahu k personalni expozici kontaminantam ovzdusi

v' porovnat vysledky kometového testu se stanovenim hladin 8-oxodG v moéi

sledovanych osob a biomarkery oxidacniho poskozeni lipidu a proteint

v identifikovat vliv genetickych a negenetickych faktort na hladiny poskozeni DNA

(C) v oddéleni neurovéd UEM AV CR se dlouhodobé vénuji vyzkumu zaméfenému na
vyvoj terapeutickych postupl usnadnujicich zotaveni centralniho nervového systému po
traumatickém poranéni, ischémii nebo degenerativnich onemocnénich. Pfitom jsou
vyuzivany kmenové bunky k.d. znacené magnetickymi nanocasticemi. Ke zvysSeni ucinnosti

znacCeni je vénovana pozornost také syntéze novych typl SPIONG a analyze jejich
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povrchovych a morfologickych charakteristik. V ramci této problematiky byl kometovy test

pouzit s cilem:

v stanovit hladiny nespecifické fragmentace (DNA-SB) a oxidaéniho poskozeni DNA,
proteinG a lipidi vlidskych mesenchymalnich kmenovych bunkach k.d.
znacenych SPIONy s rGznou povrchovou tpravou a porovnat s vysledky ziskanymi

v neznacenych bunkach

v identifikovat nejperspektivnéjsi typ SPIONUG pro klinické aplikace
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3. Pouzité metody

Odbér vzorka.

Zdrojem bunék pro analyzu poskozeni DNA u pacientld s MDS a pro studium biologickych
ucink magnetickych nanodastic byly aspiraty kostni drfené. Vzorky rozmichané v IMDM
médiu (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Sigma, Némecko) byly udrZovany pfi
teploté 4°C az do dalsiho zpracovani (maximalné 24 hodin).

Pro studii zoblasti humanniho biomonitoringu byly odebirany vzorky modéi a
heparinizované krve od fidica autobusd pracujicich v centru Prahy a zaméstnancl garazi,
vidy po ukoncéeni monitoringu persondlni expozice. Kontrolni skupinu tvofili
administrativni pracovnici Dopravniho podniku Praha. Po odbéru byly vzorky kédovany a

prepraveny pii 4°C k dalSimu zpracovani.

Zpracovani vzorku

Izolace mononukldrnich bunék
Z k.d. i plné krve byly mononuklearni buriky (MNC) separovany centrifugaci na hustotnim
gradientu Histopaque-1077 nebo Ficoll-Paque Plus podle pokynl vyrobce (Sigma,

Némecko).

Separace erytroidni a myeloidni frakce k.d.

K separaci erytroidnich a myeloidnich bunék k.d. bylo pouZito znaceni magnetickymi
kulickami s navdzanou protilatkou proti glykoforinu A. Oddéleni znacené (erytroidni) a
neznacené (myeloidni) frakce bylo provedeno pomoci separacni kolony na separatoru
MACS podle pokyn( vyrobce.

MNC ziskané z plné krve byly pro ucely kometového testu naredény v zamraZzovacim

médiu a skladovany pfi -80°C (Novotna et al, 2007).

Kometovy test
Pouzita byla alkalicka verze kometového testu s enzymy Endolll a Fpg (Sigma, Némecko)
pro detekci oxidacniho poskozeni DNA (Singh et al, 1988; Collins 2004, Novotna et al,

2007).
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Dalsi metodiky

Kultivace a znaceni bunék lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék k.d magnetickymi

nanocasticemi (Turnovcova et al, 2009)

U¢innost znaéeni bunék magnetickymi nanoéasticemi — stanoveni procenta bunék s modie

obarvenou cytoplasmou (Pruska modfr) jako prikaz pfitomnosti Fe

Viabilita bunék — WST-1 colorimetric assay zaloZeny na schopnosti mitochondridlnich
dehydrogendz Zivych bunék Stépit tetrazoliovou sl 4-[3-(4-iodophenyl)-
2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat na ve vodé

rozpustné formazanové barvivo

Bunécéna smrt — znaceni bunék Annexin V/propidium jodidem podle pokynl vyrobce

Stanoveni individudlnich expozic k-PAU — personalni samplery vybavené filtry k zachyceni
PM 2,5 (Binkova et al, 2007), expozice méfena 48 hod, kvantitativni
chemickd analyza k-PAU provedena podle metody EPA (EPA Report
1999) v certifikované laboratoti ALS, Praha, CR

Stanoveni individudlnich  expozic volatilnim latkdm — personalni samplery
Radiello®(Supelco, PA, USA), expozice mérena 24 hod, analyza
provedena kapilarni plynovou chromatografii v certifikované laboratofi

ALS, Praha, CR
Stanoveni 8-oxodG v moc¢i — kompetitivni ELISA (Yin et al, 1995;. RGssner et al, 2007)
Stanoveni peroxidace lipidd — Fy-IsoP immunoassay kit, podle pokyn( vyrobce

Stanoveni oxidace proteinli — protein carbonyl assay, nekompetitivni ELISA (Buss et al,

1997; Marangon et al, 1999; Rossner et al, 2007)

Genotypizace polymorfism — PCR (polymerazova retézova reakce) a RFLP (polymorfismus

délky restrikénich fragment() (Binkova et al, 2007;. Sram et al, 2006).

Stanoveni dalSich analyzovanych proménnych — hladiny vitamind A, C, a E v plasmé
analyzovany HPLC s UV detekci (Driskell et al, 1982; Tanishima a Kita,

1993), hladiny LDL a HDL cholesterolu a triglycerid(i v plasmé stanoveny
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s pouzitim diagnostickych kita Sigma, hladiny kotininu v moci (marker
expozice tabakovému koufi) analyzovany radioimunoassai podle
Langone a Van (1982) a hladiny kreatininu méreny v moci reakci

s kyselinou pikrovou (Jaffeho metoda)

Statistické analyzy — programy GraphPad Prism 2.01, Statistica 7.0 a SAS 9.1
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4. Vysledky (viz. Kapitola 8, ptilohy 1-4)

4.1. Hematologie

Priloha 1:

Novotna B, Neuwirtova R, Siskova M, Bagryantseva Y: DNA instability in low-risk

myelodysplastic syndromes: refractory anemia with or without ring sideroblasts. Hum Mol

Genet 2008, 17:2144-2149.

Priloha 2:

Novotna B, Bagryantseva Y, Siskova M, Neuwirtova R: Oxidative DNA damage in bone

marrow cells of patients with low-risk myelodysplastic syndrome. Leukemia Research

2009, 33: 340-343.

4.2. Biomonitoring

Priloha 3:

Bagryantseva Y, Novotna B, Réssner P Jr, Chvatalova I, Milcova A, Svecova V, Lnhenickova Z,

Solansky I, Sram RJ: Oxidative damage to biological macromolecules in Prague bus drivers
and garagemen: Impact of air pollution and genetic polymorphisms. Toxicol Lett 2010,

199: 60-68.

4.3. Nanotoxikologie

Priloha 4:

Novotna B, Jendelova P, Kapcalova M, Rdssner P Jr, Turnovcova K, Bagryantseva Y, Babic

M, Horak D, Sykova E: Oxidative damage to biological macromolecules in human bone
marrow mesenchymal stromal cells labeled with various types of iron oxide nanoparticles.

Toxicol Lett, 2012, 210: 53-63.
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5. Diskuse souboru praci

5.1. Hematologie

5.1.1. Instabilita DNA u pacientt s RA a RARS

Pomoci kometového testu byla v burikdch kostni difené pacienti s RA a RARS prokazana
vyznamné zvysSena fragmentace DNA oproti kontroldm stejného véku. Postizena byla
zejména erytroidni frakce k.d., coZz korespondovalo s publikovanymi udaji o zvysené
apoptdéze u téchto subtypl MDS. Lze proto predpokladat, Ze nase vysledky odrazeji
predevsim apoptotické stépeni DNA a zddlo se, Ze tento zdvér podporuje i korelaéni
analyza mezi vysledky kometového testu a cytopenii. Pacienti s RA totiz vykazovali inverzni
vztah mezi rozsahem fragmentace DNA v erytroidnich burikach k.d. a po¢tem erytrocytl
v periferni krvi.

PFi studiu méné pokrocilych forem MDS byla nékterymi autory zvysena bunécnd smrt
detekovana v progenitorovych burikdch k.d. CD34+ (Rajapaksa et al, 1996; Parker et al,
1998; Parker et al, 2000). V naSich pokusech byly tyto burnky obsaZeny v glykoforin A-
frakci a nebyly tak analyzovany oddélené. Nicméné, nase vysledky v glykoforin A+ populaci
podporuji zjisténi ostatnich autord, tj. Ze predcasna apoptdza postihuje i zralejsi bunécna
stadia (Shetty et al, 2000; van de Loosdrecht et al, 2001; Albitar et al, 2002)

Prekvapivé jsme nepozorovali Zzadny vztah mezi vysledky kometového testu a cytopenii u
pacientl s RARS, tfebaze jejich hladiny fragmentace DNA signifikantné prevySovaly nejen
kontrolni hodnoty, ale i hodnoty zjisténé u pacientl s RA. Je zfejmé, Ze poskozeni DNA u
pacientl s RARS zahrnuje i zlomy neapoptotického puvodu. Zakladnim morfologickym
rysem odlisujicim RARS od RA je pfitomnost véneckovych sideroblastl s deposity Zeleza
v mitochondriich. Vysoky obsah Fe by mohl pfispivat k oxida¢nimu stresu a tim k nasledné
indukci oxidaéniho poskozeni v burikdch k.d. Nelze tedy vyloucit, Ze za nardstem migrace
DNA v kometové testu stoji u tohoto subtypu MDS i extensivni oprava oxidovanych bazi.
Oxidace pyrimidinovych nukleotidl jiz byla detekovana v progenitorovych CD 34+ bunkach
k.d. pacientd s MDS (Peddie et al, 1997). Kapacita opravnych mechanismid DNA
nepochybné ovliviiuje schopnost poskozenych bunék prezit, protoZze pouze neopravené
nebo chybné opravené léze nasméruji bunku na drahu smrti.Pokud oxidacni poskozeni
hraje duleZitou ulohu v patogenezi RARS, potom jeho ucinnd oprava by mohla pfispivat

k obecné lepsi progndze tohoto subtypu MDS oproti pacientdm s RA.
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Zavérem lze shrnout, Ze nasSe vysledky podpotily uzitecnost kometového testu ve vyzkumu
MDS. Jedna se o pomérné jednoduchou metodu, vyZadujici minimalni mnoZstvi
analyzovaného materidlu, coZ je zejména u hematologickych pacientll dost podstatné.
Dalsi modifikace této metody umoznuji i identifikaci dalSich specifickych lézi v DNA a
analyzu ucinnosti opravy DNA, coZ by mohlo pfispét k odhaleni primarnich rozdilii mezi RA

a RARS a poskytnout nové nahledy na patogenezi téchto subtypt MDS.

5.1.2. Oxidacni poskozeni DNA v burikdch k.d. pacient( s RA a RARS

Kometovy test kombinovany s enzymy Endo Ill a Fpg neodhalil mezi pacienty s RA a RARS
vyznamné rozdily v hladindch oxida¢niho poskozeni, a to jak v erytroidni, tak neerytroidni
frakci k.d. Proto byli tito pacienti pfi porovnavani s kontrolnim jedinci slouceni do jedné
skupiny. Vysledky statistické analyzy jednoznacné prokazaly u pacientd s MDS wvyssi
oxidacni poskozeni DNA v obou frakcich k.d. oproti kontrolni skupiné, tj.Tail DNA 6,81% vs
2,40% v erytroidni a 9,22% vs 1,65% v neerytroidni populaci. Naproti tomu v ramci
sledovanych skupin se glykoforin A positivni a glykoforin A negativni bunécna frakce mezi
sebou nelisily.

V dUsledku inefektivni krvetvorby je mnoho pacient(i s RA a RARS zavislych na transfuzich,
coz muZe vést knadbytku Fe a nasledné ktvorbé ROS a poskozeni biologickych
makromolekul. V souladu stimto predpokladem Ghoti a kol. (2007) zjistili u méné
pokrodilych subtyptl MDS korelaci mezi sérovymi hladinami ferritinu a ROS v perifernich
leukocytech a trombocytech. V nasi studii dva pacienti s RA s vysokymi hladinami ferritinu
v séru rovnéz vykazovali vysoké hladiny oxidac¢niho poskozeni DNA, zejména v glykoforin A
negativni bunécné populaci k.d. Ale néktefi z dalSich pacientl s MDS méli dokonce jesté
vyssi oxidaéni poskozeni DNA i pfi mnohonasobné nizsich hladindch sérového ferritinu.
Dalsim zdrojem ROS v organismu muzZe byt zanét. Skutecné, v nasi kontrolni skupiné mél
nejvyssi oxidacni poskozeni jedinec trpici vdobé odbéru k.d. aspergilézou. U dalSiho
kontrolniho jedince byla v dobé odbéru diagnostikovana rheumatoidni artritida a také
tento jedinec vykazoval v ramci kontrolni skupiny relativné vysoké hladiny oxidovanych
bazi. Avsak pacient s RA se stejnou komplikaci, stejné jako jiny pacient s ulcerdzni kolitidou
méli hodnoty oxida¢niho poskozeni DNA vice jak dvojnasobné. Zanét tedy nepochybné
muZe pfrispivat k oxida¢nimu poskozeni u pacientli s MDS, klicovou roli ale hraje jiny faktor

nebo faktory. Peddie a kol. (1997) formulovali hypotézu, Ze oxidacni stres by mohl u
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pacientd s MDS souviset s nadmérnou expresi proapoptotického cytokinu TNF-a, ktery
podporuje bunécnou smrt, alespon ¢aste¢né, prostfednictvim indukce intraceluldrnich
ROS. Bez ohledu na plvod oxidovanych nukleotid( v DNA pacientl s MDS, jejich konecné
mnozstvi zavisi na vnitfnich antioxidantech a reparacni kapacité DNA daného subjektu. To
by vysvétlovalo, pro¢ jsme neprokazali Zadny vztah mezi stupném oxidacniho poskozeni
DNA a hladinou ferritinu nebo periferni cytopenii.

Nase predchozi studie prokazala korelaci mezi nespecifickou fragmentaci DNA v erytroidni
frakci k.d. pacientl s RA a poctem erytrocytd v krvi, coZ naznacilo, Ze u tohoto subtypu
MDS vysledky standardniho kometového testu odrazeji predevsim apoptotickou
fragmentaci DNA. Pouziti kometového testu se specifickymi enzymy prokazalo, Ze hladina
oxidacniho poskozeni sama o sobé neni zodpovédna za rozsah apoptdzy a ndslednou
cytopenii. Ve skutecnosti vede od oxidacniho poskozeni ke smrti bunky dlouha cesta a ne
kazda bunka sposkozenou DNA umird. Vysoky pocet oxidovanych bazi v DNA
pravdépodobné muzZe v bunce pfimo spustit kaskadu apoptotickych procestd. Mnoho lézi
ale mGze byt v prlbéhu ¢asu opraveno nebo prevedeno na jednoretézcové zlomy v DNA
nebo fixovano jako mutace. Kromé vlastni reparacni kapacity (tj. genotypu), mlze buriku
nasmérovat k preziti bez nasledkd, na drahu bunécné smrti nebo k maligni transformaci i
misto |éze v DNA (heterochromatin nebo euchromatin, exon nebo intron, apod.).
V kazdém pripadé nase vysledky dokladaji, Ze v porovnani s kontrolami maji pacienti s RA a
RARS zvySené hladiny oxida¢niho poskozeni DNA i v diferencovanéjsi bunécné populaci
k.d. CD34-. To se tyka obou analyzovanych frakci k.d., nebot nizky pocet progenitorovych
bunék CD34+ pfitomny v neerytroidni frakci by stéZi mohl ovlivnit vysledky. Z(stava
otazkou, zda nase zjisténi odrazi spiSe pretizeni BER v dlsledku zvyseného oxidacniho
stresu nebo dysfunkci v samotném mechanismu BER.

Zavérem lze shrnout, Ze u méné pokrocilych subtypll MDS oxidacni poskozeni DNA
nepochybné prispiva ke zvySené nestabilité genomu a progresi onemocnéni. Kometovy
test pfitom poskytuje vhodny nastroj k detailni analyze ulohy oxidacniho poskozeni DNA u

MDS.
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5.2. Biomonitoring

5.2.1. Vliv znecisténého ovzdusi a genetickych polymorfismi na oxidacni poskozeni
biologickych makromolekul

Vysledky persondlniho monitoringu ukazaly, Ze fidi¢i autobust i zaméstnanci garazi byli
vystaveni vyrazné vyssim koncentracim k-PAU a benzénu nez kontrolni jedinci. To bylo
ziejmé hlavni pficinou zvySeného vyskytu DNA-SB v perifernich lymfocytech obou
exponovanych skupin, i kdyz nem(ze byt zcela vyloucen vliv dalSich neidentifikovanych
expozi¢nich faktord. Na druhé strané, hladiny Fpg- a Endolll-senzitivnich mist v DNA se
mezi skupinami nelisily, i kdyZ hladiny 8-oxodG v moci exponovanych jedincl signifikantné
prevySovaly kontrolni hodnoty. PFfiinou této diskrepance by mohly byt rozdily v obou
metodach pouzitych k prlikazu oxidacniho poskozeni. Zatimco mnoiZstvi 8-oxodG v moci
zahrnuje produkty opravy oxidovaného guaninu v DNA a bunécném poolu z celého
organismu (Haghdoost et al, 2006; Cooke et al, 2009), vysledky kometového testu
kombinovaného s enzymy excisni opravy odrazeji Siroké spektrum oxidovanych purin(i a
pyrimidind, ale pouze v DNA lymfocytl (Mgller et al, 2000). V nasi studii se vsak v kohorté
vSech analyzovanych subjektl hladiny Fpg- a Endolll-senzitivnich mist zvySovaly v zavislosti
na stoupajici expozici benzénu. Podobnou korelaci mezi hladinami oxidacniho poskozeni a
expozici benzénu publikoval Avogbe s kol. (2005). Experimenty na mysich naznacily, Ze
oxidacni poskozeni DNA v perifernich lymfocytech muze byt po expozici dlouhodobému
oxidacnimu stresu maskovano zvysSenou aktivitou reparacnich mechanism@ (Risom et al,
2003; 2005). V nasi studii benzén zjevné indukoval oxidacni poskozeni DNA v lymfocytech,
ale kapacita opravnych mechanismd DNA pravdépodobné nebyla prfetizena, takze rozdily
v hladinach Fpg- a Endolll-senzitivnich mist mezi exponovanou a kontrolni skupinou byly
maskovany rychlym odstrafiovanim oxidovanych |ézi z DNA. ZvySeny vyskyt DNA-SB
detekovany u fidi¢l autobusl a zaméstnancl garazi by potom mohl odrazet jak zvyseny
vyskyt prechodnych gap( DNA v pribéhu excisni opravy, tak jedno- a dvouretézcové SB
vznikajici z neopravenych nebo chybné opravenych lézi DNA.

Podobné jako oxidacni poSkozeni DNA v lymfocytech, ani exkrece 8-oxodG v moci
nekorelovala s persondlni expozici benzénu. Napi. Lagorio a kol. (1994) zaznamenali
signifikantni korelaci mezi expozici benzénu a 8-OHdG (alternativni tautomericka forma 8-

oxodG) vmodi u obsluhy benzinové stanice v Rimé. Ale vtomto pfipadé koncentrace
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benzénu (stanovené ze sedmi opakovanych personalnich méreni v pribéhu roku) byly vice
jak 50x vyssi (kolem 0.45 mg/ms) v porovnani s nasimi Udaji. Toxicita benzénu u ¢lovéka je
primarné charakterizovand skalou hematologickych ucinkd, které jsou pficitany
sekunddarnim metabolitm vznikajicim v k.d. po predchozi biotransformaci puvodni latky
vjatrech (Snyder a Hedli, 1996). Vysoky oxidacni potenciadl téchto sekundarnich
metabolitd prednostné postihujicich krevni buriky a relativné nizké expozi¢ni davky
benzénu by mohly byt hlavni ptic¢inou, pro€ se v nasi studii oxidacni poSkozeni asociované
s benzénem nemanifestovalo zvySenou exkreci 8-oxod-G, zvlasté kdyz tato léze
predstavuje pouze jeden typ (tfebaZze nejcastéjsi) z celého spektra modifikovanych
nukleotidd.

Rozsah oxidacniho poskozeni DNA v lymfocytech nasich sledovanych subjektd by mohl byt
determinovan kromé benzénu i hladinami triglyceridd v plasmé, nebot triglyceridy
prispivaji k oxidacnimu stresu (Katsuki et al, 2004). Na druhé strané jsme nezaznamenali
zadny vliv vitamind nebo véku na hladiny Fpg a Endolll senzitivnich mist v DNA.

Ve skupiné prazskych dopravnich policistl exponovanych znecisténému ovzdusi v prabéhu
zimy 2004 jsme prokazali vyrazny narlst oxidacniho poskozeni DNA nad kontrolni hladiny
a rozsah toho poskozeni koreloval s personalni expozici k-PAU asociovanych s PM 2,5
(Novotna et al, 2007). Predchozi studie praiskych Fidicl autobus( identifikovala
koncentrace PM 2,5 a PM 10 namérené stacionarnimi monitory béhem tfi dnl pred
odbérem vzork( moci jako jediné faktory signifikantné ovliviujici hladiny 8-oxodG v moci,
zatimco koncentrace k-PAU zadny vliv nemély (Rossner et al, 2008a). Rovnéz nase studie
vyuZivajici vzorky sbirané béhem zimy 2006 neprokdazala efekt k-PAU ani na hladiny 8-
oxodG v moci, ani na vyskyt oxidovanych lézi v DNA lymfocyt(. Ale personalni expozice
fidi¢d autobus( a pracovnikd v gardzich k-PAU byly v prabéhu zimy 2006 zhruba polovi¢ni
v porovnani s hladinami detekovanymi u policistd o dva roky dfive. Dokonce kontrolni
jedinci ve studii zamérené na policisty byli vystaveni vy$sim davkam k-PAU neZ exponovani
jedinci v této studii. Karcinogenni PAU evidentné nemohly podstatnym zplsobem pfispét
ke zvySenym hladindm 8-oxodG v modi fidi¢h autobusl a zaméstnanct garazi, nebot jejich
koncentrace vovzdusi vprabéhu zimy 2006 nebyly dostatecné vysoké. Spise je
pravdépodobné, Ze za zvySenou exkreci 8-oxodG stoji u téchto jedincl produkce ROS
souvisejici se zanétlivou reakci na respirabilni PM nebo s pfitomnosti kovl navdzanych na

PM (Singh et al, 2007). V pripadé fidi¢l autobusl lze rovnéz uvazovat o Uloze psychického
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stresu vzhledem k husté méstské dopravé a jejich zodpovédnosti za bezpecnost pasazérl
nebot nékterd publikovand data potvrzuji vztah mezi psychickym a oxidaénim stresem
(Mgller et al, 1996; Sivonova et al, 2004).

Dlouhodoba expozice znecisténému ovzdusi muiZe poskozovat i dalsi biologické
makromolekuly. V nasi studii jak fidi¢i autobusl, tak pracovnici v garazich méli vyssi
hladiny oxidovanych protein( v plasmé neZ kontroly. Pouze fidi¢i autobust vSak soucasné
vykazovali i znamky zvysené peroxidace lipid(, nebot v jejich mocéi byly detekovany
zvySené hladiny 15-2F,-IsoP. V tomto pfipadé byly jako hlavni pfi€ina zvySené oxidace
proteiny a lipidl identifikovany k-PAU. Na rozdil od DNA postradaji tyto makromolekuly
rychlé opravné mechanismy. Vysledkem je akumulace indukovanych |ézi, takie se mlze
projevit i efekt relativné nizkych koncentraci k-PAU.

Udaje o ucincich k-PAU na oxidaéni pogkozeni lipidC zatim nejsou jednoznaéné. Zatimco
jedna studie na zdkladé méreni malondialdehydu (MDA) u déti prokazala korelaci mezi
peroxidaci lipidd a expozici PAU (Singh et al, 2008), jina studie sledujici hladiny 15-2F-
IsoP v moci asfaltérll podobny vztah nenasla (Toraason et al, 2001). V kazdém pripadé
nase vysledky potvrzuji predchozi zjisténi u prazskych fidi¢d autobusd sledovanych
v pribéhu rGznych roénich obdobi (Réssner et al, 2008b).

RovnéZz vyssi vék a zvysené hladiny LDL cholesterolu patfily v nasi studii k faktordm
prispivajicim k vyssimu riziku oxidac¢niho poskozeni lipidd, zatimco vysoké hladiny vitaminu
C mély opacny efekt. Neddvné experimentalni dikazy naznacuji, Ze starnuti je provazeno
zménami v metabolismu lipidd a akumulaci reaktivnich volnych radikald v disledku
klesajici aktivity enzym( podilejicich se na jejich odstrafiovani jako je kataldza, glutathion
peroxidaza a superoxid dismutdza (Hsu et al, 2008; Yan et al, 2009). Rovnéz LDL
cholesterol ve své oxidované formé muZe zvySovat hladiny oxidaéniho stresu (Chen et al,
2006). Naproti tomu publikované udaje o ucincich vitaminu E se ponékud rdzni (Dragsted,
2008; Catania et al, 2009). Napf. suplementace diabetickych potkan( vitaminem C vedla
k poklesu zvysenych hladin peroxidace lipidd (Jain et al, 2009). Nékteri autofi popsali u
zdravych lidskych dobrovolnikd negativni korelaci mezi MDA a uZivanim vitaminu C
(Bloomer a Fisher-Wellman, 2008), zatimco jini nepozorovali zadny efekt podavani
askorbatu na hladiny isoprostan(i v plasmé a moci (Kelly et al, 2008). Nase vysledky

potvrzuji predpoklad o protektivnich Gcincich vitaminu C na oxidacni poskozeni lipidd.
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Vyssi prijem vitaminu C a nizsi vék byly zfejmé hlavnimi faktory zodpovédné za nizké
hladiny 15-2¢-IsoP u zaméstnancl gardzi, i kdyz byli vystaveni vy$§im koncentracim k-PAU.
RovnéZ genetickd konstituce muizZe vyrazné modifikovat odpovéd jedince na Skodlivé
ucinky environmentalnich kontaminant. Lidsky gen OGG1 kéduje 8-oxo-guanin-DNA
glykosylazu/AP lyazu, kterd odstranuje 8-oxo-7,8-dihydroguanin v prabéhu excisni opravy
(Boiteux a Radicella, 2000). SniZzena schopnost odstranovat tuto Iézi m{ze vést k akumulaci
oxidaéniho poskozeni DNA (Goode et al, 2002). Casto detekované polymorfismy vedouci
k zaméné serinu za cystein v pozici 326 proteinu hOOG1 jsou skutecné spojené se
zvySenou genetickou nestabilitou a snizenou rychlosti opravy 8-oxodG in vivo, coz
naznacuje, Ze jedinci homozygotni pro variantu hOOG1 (Cys/Cys) by mohli v podminkach
alespon jedné mutantni alely hOGG1 (Ser/Cys nebo Cys/Cys) vykazovali vyssi hladiny
oxida¢niho poskozeni nez jedinci s divokym genotypem (Ser/Ser). Obdobné vysledky byly
ziskany i ve studii sledujici vyskyt mikrojader v populaci pracovnikli exponovanych prachu
z tézkych kovl (Mateuca et al, 2005). | vtomto pripadé byly genotypy hOGG1 (Ser/Cys) a
(Cys/Cys) spojeny s vys$sim genotoxickym poskozenim.

Gen XPD kéduje DNA helikdzu, slozku transkripéniho faktoru IIH, ktery je zapojen do
iniciace transkripce a excisni opravy nukleotidd (NER) rtznych velkych lézi DNA a
thymidinovych dimerd (Lehmann, 2001; Manuguerra et al, 2006). V nasi studii jedinci
s variantnim genotypem XPD 23 (GIn/GIn) se jevili nachylnéjsi k indukci DNA-SB neZ
heterozygoti (Lys/GIn) a homozygoti s divokou alelou (Lys/Lys). Podobné byla v populaci
zdravych nekufdkd zaznamendana souvislost mezi variantni alelou XPD 23 a vysSim
vyskytem DNA aduktl (Matullo et al, 2001). Jinak jsou ale vysledky studii zamérené na
genotypy XPD 23 a ucinnost opravy DNA ponékud nejednoznacné (viz. Priloha 3), coz
naznacuje, ze polymorfismy XPD 23 by mohly mit rozdilné ucinky v rznych opravnych
drahach a Ze efekt dané alely by mohl zaviset na expozici a interakci s dalSimi geny, které
se Ucastni na rozpoznani poskozeni DNA, jeho opravé a regulaci bunécného cyklu (Lunn et
al, 2000). Protoze jsou DNA-SB nezbytnym predpokladem poskozeni na chromozomalni
urovni (Obe et al, 2002), nase zjisténi naznacuje, Ze nosic¢i XPD 23 (GIn/GIn) exponovani
respirabilnim PM by mohli byt vice ohroZeni vznikem nador( nez jedinci s divokou alelou.

Nékteré alelické varianty XPD jiz skutecné byly dany do souvislosti se zvySenym rizikem
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plicnich nadorG (napf. Chen et al, 2002; Zienolddiny et al, 2006). Udaje u ostatnich typ(
malignit zatim nejsou presvédcujici (viz Priloha 3).
GSTM je metabolicky enzym Il. faze, ktery se Ucastni detoxifikace ROS, nebot katalyzuje
jejich konjugaci s glutathionem (Hayes a Strange, 2000). Pfitomnost tzv. null alely GSTM je
obecné spojovana s kompletnim chybénim enzymu a redukovanou nebo nulovou
konjugacni aktivitou (Rebbeck, 1997). Na zakladé korelace mezi hladinou DNA-adukt(
v lidské plicni tkani a genotypem GSTM null se predpoklada, ze GSTM by mohla hrat
zasadni roli v ochrané proti oxida¢nimu stresu indukovanému PAU (Autrup, 2000). Analyza
kodanskych Fidi¢li autobusl odhalila signifikantni vztah mezi absenci GSTM1 a zvySenym
vyskytem chromozomadlnich aberaci (Knudsen et al, 1999), zatimco predchozi studie
stejnych subjektl neprokazala vliv tohoto genotypu na hladiny DNA adukt( v perifernich
leukocytech (Nielsen et al, 1996). Naproti tomu, dopravni policisté s variantou GSTM null
vykazovali v lymfocytech dokonce nizsi vyskyt mikrojader nez jejich kolegové s aktivnim
enzymem (Leopardi et al, 2003). | nase predchozi studie naznacila vztah mezi deficienci
GSTM a mirnym protektivnim ucinkem na hladiny DNA-SB v lymfocytech méstskych
policistl (Novotna et al, 2007). V souboru subjektl vySetfovanych v této studii jsme
pozorovali stejny vztah. Polétavé prachové castice predstavuji komplexni smés latek
s variabilnim sloZzenim, které zavisi na rocnim obdobi, aktudlnich povétrnostnich
podminkdach a lokalité. | kdyz je aktivita GSTM zpravidla spojovana s detoxifikaci
xenobiotik, urcité slou¢eniny mohou byt timto enzymem konvertovany na vysoce reaktivni
metabolity. Biomonitoringové studie vSak zatim nemaiji k dispozici vhodné experimentalni
modely, které by pomohly objasnit pripadné interakce v Ucincich toxickych slozek
komplexnich smési pritomnych v ovzdusi na konkrétni metabolické drahy. Na druhé strané
nelze vyloucit, Ze tato ponékud neocekavana zjisténi mohou souviset s pomérné malym
souborem vysetfovanych jedinca.
Methionin syntdza (MS) je enzym participujici v metabolismu folatl, ktery hraje klicovou
roli v udrZeni integrity genomu ovliviiovanim poolu nukleotid( a metylace DNA. Genetické
polymorfismy v genu kdédujicim MS snizuji aktivitu tohoto enzymu (Zijno et al, 2003).
Protoze pritomnost variantnich alel byla spojena s poklesem chybné inkorporace uracilu
do DNA, predpokladalo se, Ze tyto alely budou mit protektivni ucinky na hladiny DNA-SB
(Zijno et al, 2003). Nase vysledky vSak naznacuji pravy opak. Jedinci s variantou MS 2656
(Gly/Gly) se zdali byt citlivéjsi k indukci DNA-SB neZ jedinci s (Asp/Gly) nebo (Asp/Asp).
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V nasi predchozi studii tento polymorfismus zase koreloval s narlistem oxidacniho
poskozeni DNA (Novotna et al, 2007). Nicméné, vzhledem k extrémné nizkému vyskytu
homozygotl MS 2656 (Gly/Gly) v nasem souboru mlzZe byt tento nalez ndhodny a je
zapottebi dalsi vyzkum, ktery by identifikoval udlohu polymorfismid folatového

metabolismu v drahach zodpovédnych za integritu genomu.

5.3. Nanotoxikologie

5.3.1. Oxidacni poskozeni v burikdch znacenych riznymi typy magnetickych nanocdstic
Mezi vSemi testovanymi typy nanocastic vykazovaly nejnizsi uc¢innost ve znaceni bunék
komercni kontrastni nanocdstice Endorem (kolem 40-60% znacenych bunék), zatimco
nanocastice potazené poly-L-lysinem (PLL-y-Fe,03) a D mandzou (mannose-y-Fe,0s)
pronikaly do bunék nejucinnéji (80-100% znacenych bunék). U&innost bunééné
internalizace nanocastic je primarné determinovana jejich velikosti a chemickym slozenim
povrchu. Nanocastice potazené mandézou se dostdvaji do bunék mechanismem
mandzového transportu, ktery funguje ve vétsiné savcich bunék. Nanocastice potazené
PLL vstupuji do bunék prostrednictvim rozdilnych ndbojl polylysinu a bunééného povrchu.
Nanocastice potazené poly(N,N-dimetylakrylamidem) (PDMAAm-y-Fe,03) jsou, podobné
jako Endorem, pohlcovany endocytdézou. Lepsi ucinnost bunécéného znaceni PDMAAmM-y-
Fe,03 oproti komerénim nanocdsticim m(iZze souviset s jejich (1) kladnym povrchovym
nabojem vzhledem k negativné nabité bunécné membrané a (2) mensim rozmérem (Horak
et al, 2009). Velikost pravdépodobné hraje roli i v relativné nizké Gcinnosti bunécného
znaceni nanocasticemi Endorem potazenych polylysinem (PLL-Endorem) oproti komplexu
Endorem s transfekénim agens (Endorem+PLL). Zatimco samotné cCastice Endorem
dosahuji v priméru 130 nm, potaZeni polylysinem jejich velikost témér zdvojnasobi (145-
260 nm).

Ale nejen rlizné typy SPIONU vykazovaly rlznou efektivitu bunééného znaceni, dokonce i
tentyZ typ nanocastic znacil s rozdilnou Ucinnosti stromalni bunky k.d. (hBMSCs, human
bone marrow stem cells) pochdzejici od dvou riznych darcd (hBMSCs-1 a hBMSCs-2). Je
dobfe zndmo, Ze schopnost pohlcovat SPIONy se mize znacné lisit u rlznych bunécénych
typl (Soenen et al, 2010). Urcité rozdily byly pozorovany i u lidskych a potkanich

mesenchymalnich kmenovych bunék pochazejicich z rliznych pasazi (Horak et al, 2009).
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V nasi studii jsme ale pouzili vyhradné bunky ze 3. pasaze. Vysledky tak naznacuji, Ze i
genotyp konkrétniho darce by mohl ovliviiovat ucinnost transportu nanocastic do bunék.
Zrejmé i odpovéd bunék na plsobeni SPIONU muZe zaviset na darci. Montzka a kol. (2010)
pozorovali odlisSnou reakci hBMSCs od rliznych darcG na stimulaci lipopolysacharidem a
tkanovymi homogenaty z normalnich a patologickych tkani. V nasi studii jsme ziskali
podobné vysledky. Buniky h-BMSCs-1 vykazovaly signifikantni, i kdyz jen kratkodoby pokles
viability pouze pfi kultivaci s nanocasticemi s nejvyssi ucinnosti znaceni. V souladu s tim,
v zadné z kultur hBMSCs-1 ovliviiovanych nanocdasticemi nebyl pozorovan narlst poctu
mrtvych bunék nad kontrolni hodnoty. Donedavna byla absence akutnich toxickych Gcinku
povaZovana za dikaz biokompatibility testovanych nanocastic. Podle téchto kritérii by
vysledky ziskané na bunkach hBMSCs-1 znamenaly, Ze v podstaté Zadny z testovanych
typl nanocastic nepredstavuje zavainé biologické riziko. Analyza hBMSCs-2 vsak ukazala
ponékud odlisny obrazek. S vyjimkou PLL-Endorem a PDMAAm-y-Fe,03, vSechny SPIONy
snizovaly viabilitu bunék a tento efekt byl jesté markantnéjsi po nasledné kultivaci
znaCenych bunék v médiu bez nanoddstic. Vtomto intervalu vSechny testované
nanocastice indukovaly vyrazny pokles bunécné viability, ktery se pohyboval v rozmezi
36% pro nepotazené maghemitové nanocastice az po 82% pro mannose-y-Fe;0s;.

Rovnéz pocet mrtvych bunék byl vyssi u hBMSCs-2 oproti hBMSCs-1. Podobné jako u
bunécné viability, nasledna kultivace znacenych hBMSCs-2 v médiu bez nanocastic nevedla
ke zmirnéni cytotoxickych ucink(. V nékterych pfipadech (Endorem) byl dokonce
zaznamenan vyssi pocet mrtvych bunék oproti pfedchozimu intervalu. Z tohoto hlediska se
zdaly byt bezpecné pouze ¢astice Endorem potazené polylysinem. Absence cytotoxickych
ucinkd téchto castic by mohla byt vysvétlena opoZdénym uvolfiovanim volného Fe do
intracelularniho prostfedi v dlsledku pomalejsi degradace dvojitého obalu.

Hladiny bunécné smrti indukované nanocasticemi v hBMSC-2 zcela nekorespondovaly
s poklesem bunécné viability. Napfiklad nejtoxictéjsi maghemitové Castice bez potahu (y-
Fe,03) indukovaly 50% pokles bunécné viability, ale zabijely jen kolem 17% bunék. Je tedy
zfejmé, Ze bunécna smrt sama o sobé neni hlavni pficinou Gcinku SPIONG na bunécnou
viabilitu. Lidské hBMSCs jsou charakterizovany relativné pomalym rlistem (,doubling time“
priblizné 35 hod.), jehoz rychlost zavisi i na darci. Navic je jejich proliferujici frakce velmi

mala — kolem 10% bunécné populace pfi kultivaci v a-MEM s 10% BFS (Turnovcova et al,
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2009). Dlouhodobou supresi bunécné viability v kulture hBMSCs-2 tak Ize pricitat spise
silné inhibici proliferacni aktivity nez excesivnimu vymirani bunék.

Bylo publikovano, Ze profil genové exprese hBMSCs se s vékem vyrazné méni. Zejména
geny podilejici se na udrzovani integrity genomu a regulaci transkripce jsou v zavislosti na
véku reprimovany, coz mlzZe zhorsovat funkce a regeneracni potencial bunék (Wagner et
al, 2009). Odlisna odpovéd nasich kultur by tak mohla souviset s rdznych vékem darc(
(témér 40 let rozdil), i kdyz urcitd variabilita v délce bunécného cyklu v zavislosti na darci
(Turnovcova et al, 2009) by také mohla hrat urcitou roli. Na druhé strané je dnes obecné
akceptovdno, Ze interakce nanocastic s bunéénym apardtem je zprostfedkovana spise
dynamickou vrstvou proteinli a dalSich biomolekul, které se vaZzou na povrch nanocastic
(tzv. ,corona“) bezprostfedné po kontaktu sZivym systémem neZ nanomateridlem
samotnym (Lynch et al, 2007). Pti vysvétlovani rozdilnych odpovédi nasich hBMSC kultur
tak je moiné uvaZzovat i o rozdilech ve sloZeni vnitrobunécného prostredi v dlsledku
odlisnych genotypu.

Bylo konstatovdno, Ze indukce vysokych hladin ROS, i kdyz pro buriku netoxickych, mGze
mit dlouhodobé nasledky (Soenen et al, 2011). V naSich experimentech skutecné nejen
hBMSCs-2, ale také hBMSCs-1 (resistentni k toxickym ucinkim SPIONU) vykazovaly vysoké
hladiny oxidacniho poskozeni lipidQ, proteini a DNA jako nasledek expozice nanocasticim
a k podstatnému zlepseni nedoslo ani po nasledné kultivaci znacenych bunék v médiu bez
nanocastic. Efekt byl nejvyraznéjsi u lipidd ovlivnénych bunék, kde hladiny 15-F,-IsoP
(marker peroxidace lipid() nékolikandasobné prevysily kontrolni hodnoty a dale se
zvySovaly i béhem nasledné kultivace v médiu bez nanocastic. To by mohlo souviset
s akumulaci indukovanych |ézi, protoze lipidy postradaji rychlé opravné mechanismy.
Rovnéz Radu a kol. (2010) pozorovali v burikdch plicnich fibroblastd MRC-5 exponovanych
nanocasticim a-Fe,0; narlst peroxidace lipid(, provazeny poklesem koncentraci
redukovaného glutathionu a zvysSenou aktivitou enzyma fungujicich pfi odstrafiovani ROS.
Peroxidace lipidd muZe narusit usporadani bunécéné membrany, coZz nasledné muze
vyvolat zmény v propustnosti membrany, transportu iontl a inhibici metabolickych
procesu (Nigam a Schewe, 2000). Rozpad lipidovych hydroperoxidl vede v biologickych
systémech ktvorbé vysoce reaktivnich aldehyd(, které mohou dale Sifit a zvySovat

pGvodni produkci volnych radikald (Catala, 2009). Rovnéz poskozeni mitochondrii vyvolané
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peroxidaci lipidl mGze vést k dalsi tvorbé a Sifeni ROS (Catala, 2009). VSechny tyto udalosti
amplifikuji nejen poskozeni lipid(, alei i proteint a DNA.

Akumulace oxidovanych proteinl jako vysledek nerovnovahy mezi rychlosti vzniku ROS,
hladinami antioxidantll a kapacitou eliminovat oxidované proteiny proteolyzou muze
poskozovat morfologii i funkce bunék (Catala, 2009). Vysoké hladiny proteinovych
karbonylovych skupin byly napf. popsany u fady neurodegenerativnich onemocnéni
(Stadtman, 2001).

Hromadéni genetickych chyb jako nasledek opakovaného poskozeni DNA a/nebo poruchy
funkci metabolickych a opravnych enzymO mize také vést kcelé fadé chronickych
onemocnéni, véetné nadorl (Azad et al, 2008). Produkty oxidace DNA zahrnuji oxidované
baze, abdzickd mista, intraretézcové adukty DNA-DNA, DNA-SB a kfizové vazby DNA-
protein (Ferguson, 2010). VétsSina téchto lézi je detekovatelna kometovym testem ( Mgller
et al, 2000; Mgller 2005). S pouzitim této metody jsme prokazali genotoxicky potencial
analyzovanych nanocastic bez ohledu na jejich povrchovou Upravu, i kdyz rozsah odpovédi
na jednotlivé typy SPIONG se liSil. Ztohoto hlediska se jevil nejslibnéji komplex
(Endorem+PLL). Ale vzhledem k vysokym hladinam oxidacniho poskozeni lipid( a proteint
muZe byt absence genotoxickych ucinkd v burikdch exponovanych tomuto komplexu
pouze docasny. Castice PLL-y-Fe,03 v obou bunéénych kulturdch zase zvy$ovaly pouze
DNA-SB, nikoliv oxida¢ni poskozeni DNA. Nelze vyloucit, Ze oxidované léze vznikajici
v bunikach ovlivnénych témito casticemi byly opravnymi mechanismy tak ucinné z DNA
odstranovany, Zze nebyly kometovym testem zachyceny (Risom et al, 2003; 2005). Zvysené
hladiny DNA-SB by pak mohly odrazet kromé jedno- a dvouretézcovych zlom( v DNA i
zvySenou aktivitu excisni opravy oxidovanych bazi.

Nezadouci uc€inky nanocastic na okolni tkané byvaji casto pricitany, mezi jinym, tvorbé ROS
zanétlivymi bunkami (Donaldson et al, 2010). Potkani po i.v. aplikaci y-Fe,Os skutecné
vykazovali za dva tydny po expozici znamky zanétu v plicich, jatrech a ledvinach (Hanini et
al, 2011). Naproti tomu dlouhodobé sledovani (az 18 tydnl) neodhalilo mezi zvifaty
s transplantovanymi burikami znacenymi a neznacenymi SPIONy zadny rozdil v zanétlivé
reakci (Guzman et al, 2007). Pokud jde o zanét, aplikace SPIONU ve formé intraceluldrni
znacky se tak zda byt méné rizikova. Nicméné nase vysledky jednoznacné prokazaly
schopnost SPIONU indukovat uvnitf bunék dlouhodoby oxidacni stres. Oxidacni poskozeni

lipid, proteini a DNA bylo detekovano i pfi absenci bunécné toxicity, coZz by mohlo
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ovlivnit terapeutické funkce hBMSCs v hostiteli. Dosud publikované vysledky
z experiment(l in vivo se zatim zdaji byt slibné, protoze burnky znacené SPIONy migrovaly
v hostiteli k mistu 1éze, vhodnym zpUsobem se zde diferencovaly a vylepSovaly funkéni
zdatnost zranénych zvifat (Jendelova et al, 2003; Zhang et al, 2003; Urdzikova et al, 2006).
Rovnéz sekrec¢ni profil hBMSCs znacenych ferumoxidem, vcetné produkce rdstovych
faktor(i a cytokinG zprostiedkujicich zotaveni, se zdal byt neposkozen (van Buul et al,
2011). Na druhé strané, znaceni Feridexem blokovalo v mesenchymalnich kmenovych
bunikach in vitro chondrogenni aktivitu, zatimco adipogeneze a osteogeneze probihala
normalné (Kostura et al, 2004). Spolu s nasimi vysledky to naznacuje, Ze intracelularni
koncentrace SPIONG jsou stale priliS vysoké. V nasich experimentech dosahovaly
koncentrace Fe 14,6 - 51,7 pg/buriku v zdvislosti na povrchovém obalu nanocastic, coz je
srovnatelné s pokusy Kostury (13 - 16 pg Fe/bunku). Pfitom koncentrace aZ o jeden rad
s bunécnou linii mysich fibroblastl L-929 dospéli Hong a kol. (2011) k zavéru, Ze davky
SPIONG nizsi nez 200 ppm mohou byt povazovdny za bezpecné. Z tohoto hlediska by
koncentrace komercnich SPIONU (Resovist nebo Endorem) pouZivané v experimentech in
vivo pro znaceni transplantovanych bunék spadaly do rozmezi biologicky bezpecnych
davek, nebot se pohybovaly v rozmezi od 5,6 pg Fe/ml (Guo et al, 2011) po 140 pg Fe/ml
(Park et al, 2011). Ale nase vysledky ziskané na bunkach s terapeutickym potencialem
naznaluji, ze dokonce davky kolem 15 pg Fe/ml mohou znamenat zvySené riziko
oxida¢niho poskozeni biologickych makromolekul, zejména lipida.

K zajisténi bezpecnosti nanocastic pro biomedicinské aplikace je proto nezbytné snizit
koncentrace intracelularniho znaceni na minimum nezbytné pro MRI. Soucasné by méla
byt vénovana pozornost i moznym nasledkim oxidacniho stresu vyvolaného SPIONy za
podminek in vivo. To by obnaselo paralelni monitorovani oxidacniho poskozeni DNA,
proteind a lipidd jak v poSkozené tkani regenerujici po transplantaci znacenych nebo
neznacenych bunék, tak ve zdravé tkani |éCenych zvirat. Tyto experimenty by rovnéz mély

potvrdit nebo vyloucit zanétlivou odpovéd' jako zdroj oxidacniho poskozeni bunék.
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6. Zavéry

6.1. Hematologie

1) V souladu s koncepci zvysené apoptdzy u subtypl MDS s nizkym rizikem leukemické
transformace byla pomoci kometového testu prokazana v bunkach kostni dfené
pacientl stimto onemocnénim vyrazné zvySena instabilita DNA v porovnani se

skupinou kontrolnich jedinca.

2) U pacientd s RA byla postizena pouze erytroidni (glykoforin A+) frakce kostni dfené a
rozsah poskozeni DNA koreloval se stupném anémie v periferni krvi. Podobny trend, i
kdyZ méné vyrazny, byl zaznamenan také v bunkach myeloidnich (glykoforin A-).

Znamena to, Ze u RA kometovy test zachycuje zejména apoptotické stépeni DNA.

3) Pacienti s RARS vykazovali zvySenou fragmentaci DNA oproti kontroldm jak v erytroidni,
tak myeloidni frakci kostni dfené a poskozeni v glykoforin A+ burikdch dokonce vyrazné
pfevySovalo i hodnoty detekované u pacient(i s RA. Na rozdil od pacientli s RA nebyl
prokdazan zadny vztah mezi vysledky kometového testu a hematologickymi nalezy.
V pfipadé RARS tak detekované poskozeni DNA nepochybné zahrnuje i zlomy

neapoptotického plvodu.

4) Pacienti s MDS méli v erytroidni i myeloidni frakci kostni dfené vyrazné vyssi hladiny
oxidacniho poskozeni DNA nezZ kontrolni skupina. Subtypy RA a RARS se v tomto ohledu
mezi sebou nelisily. Oxidacni poSkozeni u pacientd s MDS tak evidentné nepostihuje
pouze progenitorové buriky CD34+, ale i vyvojové pokrocilejsi stadia bunék kostni
diené.

5) Zvyseny vyskyt oxidovanych lézi v DNA u pacientd s MDS nekoreloval ani s hladinami
sérového ferritinu, ani s periferni cytopénii ¢i pfidruzenym zanétlivym onemocnénim.
Oxidacni poskozeni DNA tedy neni hlavni pfi¢inou extensivni apoptdzy bunék v kostni
dieni téchto pacientli, nepochybné vsak pfispiva ke zvySené nestabilité genomu a

progresi onemocnéni.

6.2. Biomonitoring

1) Jak fidi¢i méstské autobusové dopravy, tak zaméstnanci gardzi byli vystaveni vyssim
koncentracim B[a]P, k-PAU a benzénu v ovzdusi nez kontrolni skupina.
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2)

3)

4)

5)

6)

V porovnani s kontrolami vykazovaly obé exponované skupiny zvySeny vyskyt DNA-SB
v lymfocytech. Vyskyt Fpg- a Endolll-senzitivnich mist v DNA lymfocytd se mezi
skupinami nelisil, ale hladiny 8-oxodG v moci exponovanych jedincl signifikantné

prevySovaly kontrolni hodnoty.

Jak u fidica autobusl, tak u pracovnikd v garazich bylo detekovano zvysené oxidacni
poskozeni proteint oproti kontrolam, pouze fidi¢i autobusl vsak soucasné vykazovali i

znamky zvysené peroxidace lipidd.

Vyskyt oxidovanych |ézi v DNA perifernich lymfocytld narlstal se stoupajici expozici

benzénu a zvySené hladiny triglycerid(i v plazmé zvySovaly riziko toho poskozeni.

Jako hlavni pfic¢ina zvySené oxidace proteind a lipid0 byly identifikovany k-PAU. Vyssi
vék a zvysené hladiny LDL cholesterolu patfily k faktordm pfispivajicim k vy$simu riziku
oxida¢niho poskozeni lipidd, zatimco vysoké hladiny vitaminu C mély protektivni efekt.
Vyssi pfijem vitaminu C a nizsi vék byly zfejmé hlavni faktory zodpovédné za nizké
hladiny 15-2¢-IsoP u zaméstnanc( garazi, i kdyz byli vystaveni vyssim koncentracim k-

PAU.

Pokud jde o polymorfismus v genech kddujicich enzymy opravnych mechanism( DNA,
pfitomnost alespont jedné mutantni alely hOGG1 (Cys) v genotypu zvySovala riziko
oxidacniho poskozeni DNA, zatimco homozygoti s XPD23 (GIn/GIn) byli v porovnani
s nositeli standardni alely nachylngjsi k indukci DNA-SB. Varianta GSTM1 null spojena
s deficienci metabolického enzymu |Il. faze glutathion-S-transferazy vykazovala,

ponékud prekvapive, protektivni icinky na integritu DNA.

6.3. Nanotoxikologie

1)

2)

Mezi vSemi testovanymi typy magnetickych nanocastic vykazovaly nejnizsi ucinnost ve
znaCeni mesenchymalnich kmenovych bunék lidské kostni dfené komercni kontrastni
nanocastice Endorem. Naopak nejefektivnéji pronikaly do bunék SPIONy potaZzené poly-

L-lysinem a D mandzou.

U¢innosti znaceni zdvisela nejen na typu nanocastic, ale i na pGvodu bunék, co?
naznacuje, Ze genotyp konkrétniho darce by mohl ovliviiovat Gcinnost transportu

nanocastic do bunék.
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3)

4)

5)

6)

V bunikach od darce ¢. 1 neprokazalo hodnoceni viability a bunééné smrti akutni toxické
ucinky u zadného typu testovanych nanocastic. Naproti tomu v burikdch od darce €. 2
vSechny typy nanocastic svyjimkou PLL-Endorem a PDMAAm-y-Fe,0s; vyrazné
inhibovaly bunécnou proliferaci a zvySovaly pocet mrtvych bunék a tento efekt byl jesté
markantnéjsi po nasledné kultivaci znacenych bunék v médiu bez nanocastic.
Nejvyraznéjsi cytotoxické ucinky byly zaznamenany pfi pouZiti nepotazenych

maghemitovych nanodcastic.

Bunky od obou ddarct vykazovaly vysoké hladiny oxidaéniho poskozeni lipidd, protein a
DNA jako nasledek expozice nanodasticim. Efekt byl nejvyraznéjsi u lipid(, nebot
hladiny 15-F-IsoP v ovlivnénych bunkach nékolikanasobné prevysovaly kontrolni

hodnoty a v pribéhu ¢asu se ddle zvySovaly bez ohledu na typ nanocastic.

Nase vysledky jednoznacné prokazaly schopnost SPIONU indukovat v bunkach
dlouhodoby oxidacni stres i v pfipadech, kdy klasické testy na viabilitu a bunéénou smrt
nenaznacuji Zzadné skodlivé ucinky. Absence akutnich toxickych ucinkd tak nemuize byt

povazovana za dukaz biokompatibility testovanych nanodastic.

K zajisténi bezpecnosti SPIONU pro biomedicinské aplikace je proto treba ovérit
oxidacni poskozeni biologickych makromolekul po snizeni koncentraci intracelularniho

znaceni na minimum nezbytné pro MRI.
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