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ANOTACE

Hodnoceni poskozeni DNA pomoci metody comet assay

Metoda comet assay se pouziva pfi hodnoceni poSkozeni molekul DNA v zivych
bunkach a diky tomu muize byt vyuzita i k hodnoceni vlivu 1é¢iv a novych lékovych forem
na poskozeni DNA predevsim u eukaryotnich bun€k. Principem metody je migrace
a separace fetézci DNA v elektrickém poli v zavislosti na jejich délce — tedy mire
poskozeni. Analyza je provadéna na celych butikach po naruseni jejich membrany. Timto
zpusobem je v okoli buriky, ktera tvofi tzv. hlavu komety, tvoten poskozenou DNA tzv.
ohon (ocas) komety. Jednim z kliCovych parametri pro uspé€$ny prabéh analyzy je
schopnost lyzacniho pufru narusit bunéénou membranu. Cilem této bakalarské prace bylo
srovnat vhodnost tfi typt lyzacniho pufru a vliv jeho slozeni na rozmér komet. Analyza
byla provedena na sav€ich bunkach — mysich fibroblastech 3T3. Poskozeni DNA bylo
zpusobeno expozici roztoku peroxidu vodiku. Nasledné byl zkouman rozmér ohonu
komety. Tedy do jaké miry jsou jednotlivé lyzacni pufry schopny narusovat bunéénou

membranu v zavislosti na jejich slozeni.

Klicova slova: comet assay, poSkozeni DNA, lyzacni pufr



Anotation

DNA damage evaluation by comet assay method

The comet assay method is used in evaluation of damage to DNA molecules in
living cells and can therefore also be used to assess the effect of drugs and new dosage
forms on DNA damage, especially in eukaryotic cells. The principle of the method is
migration and separation of DNA chains in an electric field depending on their length -
i.e. the level of damage. The analysis is performed on whole cells after disruption of their
membrane. In this way, the tail of the comet is formed by damaged DNA in the
surroundings of the cell, which forms the so-called head of the comet. One of the key
parameters for a successful analysis is the ability of the lysis buffer to disrupt the cell
membrane. The aim of this bachelor thesis was to compare suitability of three types of
lysis buffer and influence of its composition on the size of the comets. The analysis was
conducted on mammalian cells - mouse fibroblasts 3T3. DNA damage was caused by
exposure to hydrogen peroxide solution. Afterwards, the size of the comet tail was
investigated. Thus, the extent to which the individual lysis buffers are able to disrupt the

cell membrane depending on their composition was explored.

Key-words: comet assay, DNA damage, lysis buffer
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Seznam symboli a zkratek

AP mista — apurinové/apyrimidinové misto, misto bez dusikaté baze
Bp — base pair, par bazi

BUdR — bromodeoxyuridin

CTAB - Cetrimoniumbromid

DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol

DNA - deoxyribonukleova kyseliny

DSB — double-strand breaks, dvouretézové zlomy (DSB)

ECHA - European Chemicals Agency, Evropska agentura pro chemickeé latky
EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

EFSA — European Food Safety Authority, Evropsky Gfad pro bezpecnost potravin
EMA — European Medicines Agency, Evropska agentura pro 1éCivé piipravky
EU — evropska unie

FPG — DNA-Formamidopyrimidin glykosylaza

H>KPO4 — Dihydrogenfosforecnan draselny

H>0:; — Peroxid vodiku

KC1 - Chlorid draselny

LMP(A) — low melting point (agarose), nizkotajici (agaroza)

LP(1, 2, 3) — Lyzacni pufr (1, 2, 3)

mld. — miliarda

mRNA - | messenger” ribonukleova kyselina

Na,HPO4 — Hydrogenfosfore¢nan disodny

NaOH - Hydroxid sodny

PACA - Poly(alkyl cyanoacrylate), Poly(alkyl kyanoakrylat)

PBS - fosfatovy pufr

PDT - photodynamic therapy, fotodynamicka terapie

px — pixely

RNA - ribonukleova kyselina

SCGE - single gell electrophoresis, elektroforéza jednotlivych bunék
SSB - single stranded break, jednofetézovy zlom

TBE — tris-borat-EDTA

tRNA — transferovda RNA

UV — ultraviolet, ultrafialové zareni
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1 Uvod

Deoxyribonukleova kyselina neboli DNA je naprosto klicovou molekulou pro zivot.
Jako nositelka genetické informace organismu, ovliviiuje tato molekula funkci, vzhled
a chovani organismu. OvSem tato molekula je velmi citliva a je pod neustalym stresem
okolnich vlivi. Mezi stresové faktory, které zpusobuji poSkozeni DNA, patfi oxidacni
stres, volné radikaly, nejriaznéjsi chemické slouceniny nebo naptiklad UV zafeni. DNA
disponuje opravnymi mechanismy, které jsou schopné vady genetického kodu vyftesit,
ovSem ani tyto mechanismy nejsou dokonalé a mohou vadu piehlédnout. Pokud je takova
chyba nasledné prenasena do dalSich generaci buné€k, nazyva se mutace a mize se projevit
napfiklad rakovinnym bujenim.

Pro spravné fungovani buriky je esencialni, aby molekula DNA byla neposkozena
a mohla plnit svoji funkci. Jeden ze zptisobi, jak otestovat, zda molekula neni poskozena,
je pravé kometova analyza neboli SCGE tedy ,single cell gel electrophoresis®
neboli jednobunécna gelova elektroforéza (Piperakis, 2009).

Kometova analyza (comet assay) je jednoduchéd elektroforetickd metoda,
ktera slouzi k hodnoceni poSkozeni DNA na zakladé rozdilné rychlosti migrace
poskozenych a neposkozenych fetézci DNA vzhledem k jejich rizné velikosti. Buriky
jsou po vystaveni testované latce imobilizovany v agarovém gelu a jejich membrana je
narusena lyzou. Po vystaveni bunek elektrickému poli dochéazi k migraci molekul a jejich
fragmenti v zavislosti na velikosti. Pokud doslo k poskozeni DNA, jsou
pod mikroskopem po elektroforéze a nasledném baveni viditelné utvary piipominajici
kometu. Bunécna hmota a neposkozené molekuly DNA se drzi v utvaru pifipominajicim
,hlavu“ komety a poskozené molekuly tvoii jeji ,,ohon“. Cim vice doslo k poskozeni

DNA, tim del$i a intenzivnéj$i ,,ohon“ kometa m4, proto kometova analyza.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky vyskytujici se ve vSech burikach
(nejcastéji v jejich jadre). RozliSujeme dva typy nukleovych kyselin - deoxyribonukleova
kyselina a ribonukleova kyselina. Jejich hlavnim ukolem je uchovéavat a predavat
genetickou informaci. Uplatiiuji se v procesu proteosyntézy, kde je na ribozomu
syntetizovan polypeptidicky fetézec. Diky uchovavané genetické informaci ovliviiyji
Ginnost celého organismu. Retézce nukleovych kyselin jsou tvofeny nukleotidy.
Nukleotid se sklada z cukerné Casti, zbytku kyseliny fosfore¢né a dusikaté baze (Murray
et al., eds., 2012).

Cukerna cast je tvorena cyklickou pentézou. Pokud je cukernou slozkou
v kyseliné B-D-ribofuranosa, jedna se o ribonukleovou kyselinu. Pokud je cukernou
slozkou 2 - deoxy-B-D-ribofuranosa jedna se o deoxyribonukleovou kyselinu. Zbytek
kyseliny fosforecné je odvozen od kyseliny fosforecné H3PO4 odstépenim dvou atomu
vodiku. Zbytek kyseliny fosfore¢né se nazyva hydrogenfosforeénanovy anion (HPO4)*,
a pomoci fosfodiesterové vazby spojuje jednotlivé cukerné jednotky. Takto navzajem
spojené cukerné slozky a zbytky kyseliny fosforecné tvoii kostru celé nukleové kyseliny,
na kterou je pfes riboézu navazana dusikata baze. Dusikaté baze jsou tvofeny purinovymi
a pyrimidinovymi cykly. V nukleovych kyselinach rozeznavame pét dusikatych bazi

(Murray et al., eds., 2012).

2.2 DNA

DNA je polymerni molekula, ktera je chemickou nositelkou dédicnosti.
Pro vétSinu organismu jakozto i pro ¢lovéka hraje tato molekula klicovou roli pfi tvorbé,
vyvoji, vzhledu a chovani organismu. Z chemického hlediska se jedna o makromolekulu
— polymer, ktery je tvoren nukleotidy. Nukleotidy jsou slozeny z cukru deoxyribozy,
fosfatového zbytku a jednou ze Ctyf nukleovych bazi. Pravé nukleové baze maji
informacni funkci, ktera spociva v poradi jednotlivych bazi. Molekula DNA je v jeji
nejznamejsi podobé tvorena dvéma vlakny, ktera se spojuji a tvoii levotocivou

dvousroubovici (Murray et al., eds., 2012).
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2.2.1 Nukleové baze

Nukleové baze neboli dusikaté baze délime na purinové a pyrimidinové.
Mezi purinové baze, derivaty purinu, patii adenin (A) a guanin (G) a mezi pyrimidinové
baze,
derivaty pyrimidinu, patfi thymin (T), cytosin (C) a uracil (U). Tyto baze tvoti vzajemné
komplementarni pary, kde kazdy par pfedstavuje jednu purinovou a jednu pyrimidinovou
bazi. V DNA se adenin paruje pouze s thyminem a guanin pouze s cytosinem.
Tyto pary tvoii kod k zéapisu genetické informace, kterého se vyuziva pii procesu

proteosyntézy (Murray et al., eds., 2012).

2.2.2 Nukleotidy

Nukleotidy jsou glykosilaminy, které jsou slozeny z nukleové baze, sacharidu
a fosfatové skupiny. Nukleotidy vznikaji z nukleosidi (ribéza a baze). Fosfat je navazan
na 3. uhlik jedné ribézy a 5. uhlik druhé ribdzy, ¢imz je spojuje do fetézce. Proto ma
kazda DNA 5 a 3 konec — 5 konec konc¢i fosfatem a 3 konec volnou OH skupinou, kam se
vaze piip. dalsi nukleotid s fosfatem. Tato vazba probiha pies 3°- a 5°- hydroxyskupinu
sacharidu. Takto navzajem pospojované fetézce jednotlivych nukleotidii s proménnou

dusikatou bazi tvoti celou molekulu DNA (Murray et al., eds., 2012).

2.3 Typy DNA

V ramci jedné buriky se DNA nachézi jak v jadre, tak mimo néj. Jeden typ DNA,
ktery se nachazi v jadre, se nazyva jaderna DNA. Druhy typ DNA, ktery se nachazi mimo
jadro, se nazyva mimochromosomalni. Tento typ DNA se nachazi v mitochondriich

a oznacuje se jako mitochondrialni DNA.

2.3.1 Jaderna DNA

Jaderna DNA, jak uz z nazvu vyplyva, se nachazi v jadfe bunék. Samotna
molekula DNA se nachéazi v chromozomech. Chromozom je specificky linearni utvar,
slozeny ze dvou chromatid, které jsou slozeny z nahu$téné DNA, proteini histont
a nehistonovych proteinti. DNA se obtaci kolem histonll a tim tvofi chromatidu. Obé
chromatidy jsou spojeny centromerou. Centromera je kulovy utvar uprostied
chromozomu, ktery je tvofen unikatnim typem chromatinu (jaderna hmota), coz je

komplex DNA a proteint, které dohromady tvofi chromozomové vlakno.
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V chromozomech je schovan témér cely genom Clovéka. Genom je veskera geneticka
informace uloZzena v DNA. Z hlediska funkce je jaderna DNA dulezitou molekulou,
protoze v sob& uchovava genetickou informaci. Podle informace jsou syntetizovany
proteiny. Tudiz tato DNA ovliviluje ¢innost celého organismu. Zhruba 60 % jaderné
DNA je tvoreno jedinecnou sekvenci, coz jsou napfiklad jiz zmifiované geny, ale jen cca
3% genomu tvori kodujici sekvence. Kazdy gen je specificky a ma jinou funkci
nebo ovliviiuje jinou ¢innost. Na koncich chromozomu se nachazi telomery (Murray et
al., eds., 2012).

Telomery jsou opakujici se sekvence nukleotidii na koncich chromozom (obr. €.
22). U obratlovcu je to sekvence TTAGGG. Jelikoz v téle dochazi k neustalému déleni
bunék, je tato sekvence zkracovana. Pfi DNA replikaci pomahaji urcit konec genovych
sekvenci, ale samy jsou ztraceny. Tudiz kazda burika ma omezeny limit déleni a nemuze
se délit porad. OvSem je tu enzym, ktery se nazyva telomeraza. Tento enzym je schopny
prodluzovat telomery aresetovat proces starnuti. AvSak tento enzym je v lidskych
bunkach pfisné regulovany a dalo by se fict, Ze je nefunkéni. OvSem u rakovinotvornych
bunék je tento enzym aktivni a nadorové buriky se mohou neomezené mnozit.
Po inaktivaci tohoto enzymu u nadorovych bunék HelLA buiiky po 23-26 dé€leni umiraji.
Na inaktivaci enzymu telomerazy by mohla byt zalozena 1écba rakoviny. Naopak kdyby
doslo k uspésné aktivaci tohoto enzymu v burikach, mohl by byt proces starnuti zvracen

(Murray et al., eds., 2012).

2.3.2 Mitochondrialni DNA

Tato DNA se nachazi v mitochondriich. Jelikoz se mitochondrie nenachéazeji
v buné¢ném jadre, tvoii mimo jadernou genetickou informaci. Do této skupiny mizeme
dale zaradit naptiklad plastogeny, geny pro plastidy, které jsou typické pro buriky rostlin.
Mitochondrie jsou organely, které nalezneme ve vétSin€ eukaryotickych bunék.
Mitochondrialni DNA je zpravidla kruhova a je dédéna maternalné, tudiz po matce.
Spermie totiz svoje mitochondrie odhazuje s ocaskem a do vajicka tedy nese jen jadernou
genetickou informaci (Murray et al., eds., 2012).

Mitochondrie jsou membranové obalené organely. Hraji klicovou roli v pfeméné
sacharidq, lipida a proteinti na energeticky bohaté ATP. Tento proces se nazyva bunécné
dychani a zahrnuje procesy jako je napiiklad Krebstv cyklus nebo dychaci fetézec.
Mitochondrie se spolecné s plastidy fadi mezi semiautonomni organely. Semiautonomni

organely jsou organely, které obsahuji vlastni genetickou informaci, ve formé

15



prokaryotniho uspotadani. V mitochondriich a plastidech je molekula DNA kruhové a je
schopna replikace. U téchto organel se predpoklada, ze vznikly na zaklad€ symbidzy mezi
predkem eukaryotickych organismii a organismy prokaryotickymi. Jde tedy
o prokaryotické bunky, které ztratily schopnost samostatné zit a staly se nepostradatelnou
soucasti eukaryotickych bunék. Samotny lidsky mitochondrialni genom ma 16 569 part
bazi. Celkem obsahuje 37 genti. Celkem 24 gent jsou geny pro riznou nekodujici RNA
(rRNA a tRNA). Zbyvajicich 13 gent koduje vlastni mitochondrialni polypeptidy
podilejici se na enzymatické vybavé mitochondrii. Tyto proteiny jsou vyuzivany béhem
oxidativni fosforylace. Béhem evoluce doslo k horizontalnimu pfenosu mnoha genu
z mtDNA do bunécného jadra. Tim je mozné vysvétlit, Ze mnohé geny v jadie kodujici
razné mitochondrialni proteiny silné pfipominaji bakterialni proteiny (Murray et al., eds.,

2012).

2.4 Lidska DNA

Lidsk4 deoxyribonukleova kyselina (DNA) je z pohledu medicinského velmi
zajimavou molekulou. Diky jednoduchému mechanismu je schopna uchovat obrovské
mnozstvi informaci, které ovliviiyji jak fungovani celého organismu, tak vzhled,
ale i fadu genetickych poruch, nemoci a odliSnosti. DNA je uchovana v chromozomech.
Ten je tvofen dvéma chromatidami, které jsou spojeny centromerou. Pravé
v chromatidach se DNA ukryva. Chromatida je ve své podstate¢ nahusténa
dvousroubovice, ktera se obtaci kolem histont. Soubor vSech chromozomu se nazyva
karyotyp. Clovék mé4 22 paru chromozom a jeden par pohlavnich chromozomd X a Y.
Vsechen tento geneticky material spolecné s mitochondrialni DNA tvoii genom. Genom
je soubor veskerého genetického materiadlu ulozeného v DNA. Lidsky genom je tvofen
asi 2024 tisici geny, coz odpovida asi 3,1 - 3,2 mld. part bazi. Problémem je, ze kazdy
Clovek je specificky a ma odliSny genom, tudiz neexistuje univerzalni lidsky genom,
ktery by odpovidal kazdému ¢lovéku (Murray et al., eds., 2012).

Geneticka informace uloZena v chromozomech je nesmirné dulezita pfi procesu
proteosyntézy. Proteosyntéza je déj, pii kterém dochazi ke vzniku peptidu, ¢i bilkoviny.
Proces je slozen ze dvou krokt. Prvni krok se nazyva transkripce a spociva v prepisu
genetického kodu DNA do ,,messenger ribonukleové kyseliny (mRNA). Tento proces
probiha v jadru bunék a principem je vytvoreni kopie DNA. Pro tento proces je dilezity
enzym RNA polymerdza, ktery je schopny vytvaret pravé takovou kopii v podobé
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mRNA. Kdyz je DNA prepsana do mRNA, tak mRNA vycestuje z jadra skrz jaderné
pory do cytoplazmy, kde nasedne na ribozom a zacina druha ¢ast proteosyntézy, ktera se
nazyva translace. Pfed vycestovanim z jadra dochézi k sestfihu mRNA, ktera obsahuje
i tzv. introny. Intron je oblast mRNA, ktera se nepieklada do proteinu, ale vystiihne se
a zustane vjadie. Zjadra odchazi RNA sloZena jen z exonu, které nasledné koduji
sekvenci aminokyselin. Translace je prepis genetické informace z mRNA do postupné
zveétsujiciho se polypeptidického fetézce. Cely proces zacina tehdy, kdyz ribozom piecte
kodon AUG. AUG je start kodon, ktery odpovida aminokyseliné methionin. Po pfecteni
tohoto kodonu zacina samotny proces translace. Proces spociva v interakci kodonu na
mRNA a antikodonu na tRNA. Kdyz dojde k navazani antikodonu na kodon, je
aminokyselina z antikodonu uvolnéna a pfes peptidovou vazbu je navazana na rostouci
polypeptidicky fetézec. Peptidova vazba je vazba mezi aminoskupinou a karboxylovou
skupinou aminokyselin, kdy dojde k vazbé dvou aminokyselin pres dusik za vzniku vody.
K ukonceni translace dochazi pfi precteni stop kodonu. Stop kodony jsou tfi. Jsou to
kodony UAA, UAG a UGA. Témto kodontim nepfislusi zadna tRNA s aminokyselinou.
Po preCteni jednoho =z téchto tfi kodoni je =zastaven proces proteosyntézy
a polypeptidicky fetézec je nasyntetizovany. AvSak neni zcela pfipraven k pouziti. Je
upraven posttranlaénimi modifikacemi a po téchto modifikacich je pfipraven k pouziti
(Murray et al., eds., 2012).

Jelikoz je DNA kazdého jedince na nasi planeté odli$na, je kazdy z nas do jisté
miry odli$ny. Napfiklad barva pleti, barva o¢i, funkce nejriznéjsich organd ¢i enzymu je
ovlivnéna sekvenci nukleotidi v DNA. Pravé této specifiCnosti, ze kazda
deoxyribonukleova kyselina je odli§na, se vyuziva napfiklad pfi urCeni pachatele pomoci
analyzy biologického materidlu zanechaného na mist€ ¢inu nebo pfi urceni biologického

otce ditéte pomoci otcovského testu.

2.5 Metody hodnoceni poSkozeni DNA

Obor, ktery se zabyva hodnocenim poskozeni DNA, se nazyva geneticka
toxikologie. Pro testovani vlivu vnéjSiho prostfedi na geneticky material se pouziva
mnozstvi metod zobori mikrobiologie, molekularni biologie a cytogenetiky
(Vychodilova et al., 2019).

Nezadouci vlivy okolniho prostfedi mohou DNA poskodit jednim nebo hned nékolika

zpusoby. Testy genotoxicity jsou navrzeny tak, aby detekovaly pouze jedno konkrétni
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poskozeni. Pro rozhodnuti o genotoxicité daného vnéjsiho faktoru se tedy provadi mnoho
testl za ucelem rozsitreni portfolia rozdilnych zptisobt piisobeni genotoxinti na poskozeni
DNA. Pro testy genotoxicity jsou zavedena pravidla. Tato pravidla jsou v ramci EU
ur¢ovana agenturami ECHA (European Chemicals Agency) pro chemické latky, EFSA
(European Food Safety Authority) pro potraviny a krmiva a EMA (European Medicines
Agency) pro 1éciva. Testovani podle pravidel vySe zminénych agentur probiha v nékolika
fazich. Poradi téchto fazi zavisi na charakteristice testované latky nebo na tzv. panelu,
coz je urcity postup, jak vybrané testy provadét. Tyto testy pfipravuje zminéna agentura

EFSA adaji se pouzit jen pro vybrané latky (Vychodilova et al., 2019).

2.5.1 Invitro testy genotoxicity

In vitro testovani genotoxicity je prvni fazi tohoto testovani. Vyuzivany a také
doporuCovany jsou Amesuv test a set testi na savCich bunkach, kam patii test
na chromozomalni aberace a test na pfitomnost mikrojader (Vychodilova et al., 2019).

Nejznamgjs§im testem na mutagenitu je Amesav test (OECD TG 471)
(Vychodilova et al., 2019). Tento test slouzi k urCeni karcinogenniho a mutagenniho
potencialu latek. Obvykle se test provadi na bakterialnich kmenech Salmonella
typhimurim. Princip tohoto testu spociva ve vyuziti bunék s bodovou mutaci v genu, ktery
zodpovida za syntézu aminokyseliny histidinu. Jako dusledek takové mutace nejsou
kmeny téchto bun€k schopné rist na médiich bez obsahu histidinu, ¢ehoz se vyuziva
pii hodnoceni testované latky. Hodnoti se, zda je testovana latka schopna zpusobit
reverzni mutaci a obnovit rist bunék v médiu bez ptidani histidinu. Bakterialni kmeny
jsou upravené tak, aby obsahovaly jak bodové mutace, tak mutace posunujici Cteci ramec.
Diky tomu je mozné detekovat mutageny, které ptsobi riznymi mechanismy. Pro nékteré
specifické slouCeniny plati, Ze zpuisobuji reverzni mutaci pouze u jednoho ¢i dvou kmend.
Jelikoz jsou testované kmeny mutovany v genech, které zodpovidaji za syntézu
lipopolysacharidd, je pro mutagen snazsi prostoupit jak bunéénou sténou, tak prostoupit
do repara¢niho systému buiky, coz zvySuje senzitivitu testu. Experiment se da provadét
s metabolickou aktivitou, coz ma simulovat prostiedi téla vysSich zivocichu
s enzymatickymi mechanismy, které mohou s testovanou latkou reagovat a puvodné
bezpecnou latku premeénit v mutagen. Jako stimulant pro metabolismus se pridava extrakt
z krysich jater, ktery sam o sob& neni mutagenni, ale jeho metabolity ano. Kultivace

bakterii se provadi na agaru s pfidanim malé davky histidinu, ktera umoziuje nastartovat
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bunky, které jsou reverzné mutované a jsou schopny samostatné tvorby histidinu.
Pozorovanim kolonii po 48 hodinach se ur¢i mutagenni potencial latky podle poctu
pozorovanych kolonii (Vychodilova et al., 2019).

U testu na chromozomalni aberace (mutace na urovni chromozomil) spociva
princip testu v in vitro kultivaci bunék v pfitomnosti testované latky. Po uplynuti
predepsané doby je pomoci kolchicinu, coz je mitoticky jed, zastaven bunéény cyklus
v metafazi, kdy jsou maximalné kondenzované chromozomy sefazeny v ekvatorialni
rovin€. Poté se chromozomy vhodné obarvi a jednotlivé jsou pozorovany
pod mikroskopem. Pfi pozorovani jsou zkoumany a vyhledavany jak numerické
(odchylka v po¢tu chromozomu), tak strukturni (pfestavby chromozomil) aberace.
Pomoci metody FISH (fluorescencni in—situ hybridizace) miize byt zvyraznéna konkrétni
oblast chromozomu, pro lep§i pozorovani zmén. Testy na chromozomalni aberace
vykazuji vysokou citlivost pro trizomii 21 — Downiv syndrom, trizomii 18 — Edwardstv
syndrom, trizomii 13 — Patautv syndrom (Vychodilova et al., 2019).

Test na pritomnost mikrojader stejné jako pfedchozi testy vyuziva mikroskopii.
Narozdil od ostatnich metod u tohoto testu nejsou pod mikroskopem pozorovany
jednotlivé chromozomy. Princip testu spociva v zastaveni déleni bunécné membrany diky
pusobeni cytochalasinu B. Tato latka ma schopnost zastavit déleni bunécné membrany,
ale nezastavuje déleni jader. Po puasobeni této latky nasledné pod mikroskopem
pozorujeme velké dvoujaderné bunky. Pokud se pii pozorovani objevi vyskyt mikrojader,
je to pifimy dasledek pusobeni testované latky. Takto mutagenni latka ma za nasledek
tvorbu chromozomalnich zloma a aneuploidii, zménu v poétu chromozomu, coz se
projevuje pravé pritomnosti mikrojader. Pfitomnost mikrojader je pfimym dasledkem

poskozeni chromozomu (Vychodilova et al., 2019).

2.5.2 In vivo testy genotoxicity

In vivo testovani genotoxicity je druha faze tohoto testovani. Nejvice pouzivané
jsou testy na transgennich hlodavcich (OECD TG 488), in vivo variace testd na piitomnost
chromozomalnich aberaci (OECD TG 475) a pfitomnost mikrojader (OECD TG 474)
a kometovy test (OECD TG 489) (Vychodilova et al., 2019).

U testu na transgennich hlodavcich jsou pouzivany specialné vyslechténé kolonie
laboratornich hlodavct, v jejichz genomu jsou zaclenény kopie cizorodé DNA, ktera nese

jeden nebo vice reportérovych genu. Tyto reportérové geny, maji neutralni charakter
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a zadnym zpusobem neovliviiuji svého hostitele. Transgenni neboli cizoroda DNA
pochazi nejCastéji z bakterii. Vzorky tkani z transgenniho hlodavce, ze kterych je
izolovana DNA, jsou odebrany po ptsobeni testované latky. Izolovana DNA je zabalena
do virového vektoru a prenesena do bakterialniho hostitele. Tento hostitel musi byt
schopny pfenesenou DNA exprimovat. K expresi v bakteridlnim systému nedochézi,
pokud jsou prenesené reportérové geny poskozeny. VySe popsana zména se u bakterii
projevi na vhodng zvoleném selekénim médiu. Casto vyuZivané reportérové geny, jsou
bakterialni geny, které maji schopnost rezistence vuci antibiotikim. Pokud dojde
k poskozeni téchto gent, nemuze bakterie, jejiz soucCasti jsou poskozené geny,
v pfitomnosti daného antibiotika rist na médiu. Jelikoz jsou genotoxické latky, které
pusobi selektivné jen v urCitych tkanich (tkané, kde dochazi k ¢astému déleni bunék), je
velkou vyhodou tohoto testu moznost analyzovat jakoukoliv somatickou
nebo gametickou tkan pozorovaného jedince. Test je schopny zejména detekovat bodové
mutace a kratsi pfestavby v ramci jednoho nebo nékolika malo lokusti (mist v genomu)
(Vychodilova et al., 2019).

In vivo varianta testu na chromozomalni aberace a testu na pfitomnosti mikrojader
ma stejny prubéh jako jiz bylo popsano vyse s rozdilem, ze analyzovany material pochazi
ptimo z tkané zkoumaného zvitete, a ne z bunééné kultury (Vychodilova et al., 2019).

Kometovy test je zalozeny na izolaci jednotlivych bunék nebo bunéénych jader
zkoumaného jedince. Burika je nasledné fixovana v agarovém gelu. Poté dochazi
k rozpusténi membran pomoci lyzacniho pufru a DNA je vystavena elektrickému poli,
¢imz dochazi kjejimu putovani agarovym gelem. Pokud ma DNA po pusobeni
elektrického pole v gelu kompaktni tvar, je tato DNA neposkozena. Pokud mé ale DNA
tvar pfipominajici kometu, je to znamka fragmentace DNA, a tudiz doSlo k jejimu
poskozeni. Tento tvar ziska DNA diky tomu, ze se fragmenty DNA pohybuji v gelu
smérem k anodé€ rychleji nez delSi intaktni (nepoSkozend) vlakna. Vyhodnoceni testu
probiha pod mikroskopem nebo pomoci softwaru na pocitaci, predtim jsou vzorky bunék
vhodné obarveny (Vychodilova et al., 2019).

Vsechny zminéné testy se provadeji u latek, které jsou nové syntetizovany,
a diskutuje se o jejich vyuziti napfiklad ve farmacii. Tento postup se nazyva prospektivni.
Naopak postup retrospektivni je takovy, pfi kterém se zkouma vliv a koncentrace
genotoxickych latek, které byly do prostiedi uvolnény v minulosti. To muze spocCivat

v odbéru vzorkl, pady, vody, ¢i biologického materidlu a testovanim genotoxicity
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muzeme hodnotit dopad a vliv riznych chemickych latek izolovanych z té€chto materiali.

(Vychodilova et al., 2019).

2.6 Kometova analyza

Kometova analyza je citliva elektroforetickd metoda, ktera slouzi ke stanoveni
poskozeni DNA v jednotlivych burikach. Je to pomérné jednoduché a levna metoda, ktera
je hojné vyuzivana. Zakladnim principem fungovani této metody je separace fetézcu
DNA plisobenim stejnosmeérného elektrického proudu v zavislosti na jejich poskozeni.
Pokud je DNA poskozena, dochazi ke zlomtum jejiho dlouhého fetézce, coz umoziuje jeji
snaz§i migraci agar6zovym gelem. Kratsi fragmenty fetézct putuji gelem rychleji a tim
i dale. Pii kombinace s naruSenim (lyzou) bunééné membrany vede tento proces
k formovani tvaru komety. Tato kometa se sklada ze dvou casti: , hlavy®“, ktera obsahuje
neposkozené ¢i dlouhé fetézce DNA a ,,ohonu*, ktery obsahuje poskozenou DNA v rizné

délce, v zavislosti na mife posSkozeni DNA (viz obr. 1) (Piperakis. 2009).

Hlava Ohon

Obrazek 1: Buiika inkubovand s alkaloidem chelerytrinem a obarvena stfibfenim. Na obrdzku je vyznacena

pozice a polarita elektrod pfi elektroforéze (Dvoidk, 2013).

V zavislosti na délce a intenzité ,,ohonu“ komety mizeme hodnotit miru poskozeni
dané bunky. Jinak feCeno ¢im delsi je délka ocasu, tim vice byla buiika poskozena
(Dvorak, 2013).

Metoda ma velké mnozstvi vyhod. Jedna se nenaro¢nou metodu, pro kterou neni tieba
specialni vybaveni, kromé elektroforetické nadoby, kam se pfipravené vzorky vkladaji.

Metoda je pomérné rychla, ucinna a vykazuje velkou citlivost vi¢i zkoumanym vzorkam.
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Pro provedeni staci malé mnozstvi vzorki. Metoda se vyuziva jak pro kvantitativni,
tak pro kvalitativni analyzu (Dvotak, 2013).

Tato metoda ma ovSem 1 nékteré nevyhody. Jednou ztéchto nevyhod je
skuteCnost, ze neni schopna detekovat malé fragmenty DNA, protoze jsou vétSinou
vymyty pii lyze buné€k a pii nasledné elektroforéze. Dalsi nevyhodou tohoto testu je
absence standardizovanych protokolli, coz ma za nasledek horsi porovnavani vysledkt

testl mezi riznymi vzorky a zpusobuje to obtiznou interpretaci vysledkt (Dvorak, 2013).

2.7 Historie metody

V roce 1976 byla publikovana prace od Cooka a kolektivu, kterd zkouma jadernou
strukturu na zaklad¢ lyzy bunék neiontovycm detergentem a vysokomolarnim chloridem
sodnym (Cook, Brazel a Jost, 1976). Pti tomto postupu dochazi k naruseni a odstranéni
cytoplasmatické membrany, cytoplazmy a nukleoplazmy. Déle se narusi nukleosomy,
pfiCemz téméf vSechny histony jsou solubilizovany vysokou koncentraci soli. Jsou
rozpustény v roztoku s vysokou koncentraci soli. Ziustane nukleoid, ktery se sklada
z DNA matrice nebo ,,leSeni“ slozené z RNA a proteint spolu s DNA, ktera je zavinuta
v disledku zavith dvousroubovice, ktera se otaci kolem histonti v nukleosomu. Diky
zachovani takovych zaviti neni mozna volna rotace DNA. Cook a kolektiv navrhli model
s DNA pfipojenou v urcitych intervalech k matrici, tak ze je ve skutecnosti usporadana
spise jako fada smycek nez jako linearni molekula. Poté, co bylo negativni navijeni
rozvinuto pfidanim interkalaéniho c¢inidla (ethidium bromid), smycky se uvolnili
z nukleoidového jadra a vytvorili ,,svatozar“. K podobnému efektu dochazi pti pouziti
zateni pro uvolnéni smycek. Jednovlaknovy zlom je dostate¢ny pro uvolnéni zavitu v této
smycce (Cook, Brazel a Jost, 1976).

Prvni pokus o pifimé kvantifikovani zloma vlaken DNA provedli Rydberg
a Johanson v roce 1978 s burtkami zalitymi v agaréze na sklickach, které byly lyzovany
za mirn¢ alkalickych podminek (Rydberg a Johanson, 1978).

V roce 1984 Ostling a Johanson vyvinuli na vySe popsaném piistupu kometovy
test, znamy také jako jednobunécna gelové elektroforéza (Ostling a Johanson, 1984).
Slo o test, ve kterém byla elektroforéza a lyza bunék provadéna pii neutralnich
podminkach. Pro barveni DNA byla pouzita akridinové oranz. Ziskany obraz pfipominal
tvar komety. Kde byla zfeteln€ vidét , hlava“ komety, ktera je tvorena neporusenou DNA

a ocas komety, ktery obsahuje preruSené ¢asti nebo poni¢enou DNA. Diky této formaci
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se vzil nazev ,kometova analyza“. Mnozstvi DNA, které je uvolnéné z hlavy komety
zavisi na pouzité davce mutagenu, a tedy mitfe poskozeni DNA. AvS§ak pii tomto postupu
jsou detekovany a analyzovany pouze doufetézcové zlomy.

Pozdéji byl tento test upraveny dvéma skupinami a to Singh et al. v roce 1988
a Olive et al. v roce 1990 (Singh et al., 1988; Olive et al., 1990).

Elektroforéza, kterou provadéla prvni skupina, byla provedena za vysoce
alkalickych podminek (pH > 13). To mélo za nasledek, ze se oddélily komplementarni
fetézce DNA, DNA se tzv. denaturovala, diky ¢emu je mozné detekovat alkalicky labilni
mista a jednofetézcové zlomy v DNA beéhem elektroforézy. Tato metoda je schopna
detekovat nizkou miru zloma vlaken s vysokou citlivosti (Singh et al., 1988).

Skupina druha provadéla elektroforézu za neutralnich nebo lehce alkalickych
podminek za tcelem detekce jednovlaknovych zloma. Tato metoda byla optimalizovana
pro detekci subpopulace buné¢k s riznou citlivosti na 1éky a zafeni (Olive et al., 1990).

Po analyze a vyhodnoceni bylo zjisténo, ze metoda vyvinuta Singhem a spol, je
az o dva rady citlivéjsi. Alkalickd modifikace kometového testu je dnes pravdépodobné
jeden z nejvice pouzivanych testd pro hodnoceni poskozeni DNA (Piperakis, 2009).

Dvouftetézové zlomy (DSB) je nejjednodus$im typem poskozeni DNA,
které miizeme pomoci kometového testu detekovat. Protoze DSB poskozeni vytvari
fragmenty DNA, jsme za pomoci elektroforetického testovani schopni detekovat
poskozeni, diky meéfeni pohyblivosti téchto zlomu pii neutralnim pH. Pro detekci
jednotetézovych zloma (SSB) je tieba, aby obé vlakna DNA byla denaturovana. Toho
muize byt dosazeno realizaci experimentu v alkalickém prostiedi, konkrétné pii pH kolem
12. (Piperakis, 2009).

Dalsim typem poskozeni, které 1ze pomoci kometového testu detekovat, jsou tzv.
alkalicky labilni mista. Toto poSkozeni se projevi, pokud se test provadi pfi pH vySsim

nez 13 (Piperakis, 2009).

2.8 Varianty kometové analyzy

2.8.1 Alkalicka verze

Alkalickd varianta SCGE je oproti neutralni SCGE varianté provadéna
pii vysokém pH. Konkrétné¢ se uvadi pti pH > 13. To znamend, ze vzorky jsou
po inkubaci a lyze bun¢k vlozeny do alkalického denaturacniho roztoku. Samotna

denaturace trva 20 minut a je provadéna pii pokojové teploté a ve tmé. Po denaturaci
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pfijde molekula DNA o strukturu superhelixu, coz ma za nasledek zvySenou citlivost
k poskozeni a je proto nutné pracovat se vzorky se zvySenou opatrnosti. Dalsi kroky se
proto provadi pod zlutym svétlem. Denni svétlo a bilé zafivkové svétlo, by mohly mit
za nasledek poskozeni DNA. Konkrétné by mohlo dojit ke zlomim v DNA a tim by
vzniklo poSkozeni celého vzorku, a tudiz i ke znehodnoceni celého testu. Tato varianta
kometové analyzy je schopna detekovat jednovlaknové zlomy (SSB, single - strand
breaks), dvouvlaknové zlomy (DSB, double - strand breaks) a alkalicky labilni mista
v DNA. Alkalicka verze je optimalni metodou pro méfeni oxidativniho poskozeni butiky
a je hojn€ vyuzivana pro hodnoceni Gc¢inkl latek s genotoxickou aktivitou (Pu, Wang

a Klaunig, 2015).

2.8.2 Neutralni verze
Neutralni modifikace kometového testu probiha stejné jako jiz popsana alkalicka
modifikace s tim rozdilem, ze zde se test provadi pii neutralni pH. (Hartley, Spanwick

a Hartley, 2011).

2.8.3 Enzymy asistovana metoda

Pokud dojde k poSkozeni DNA, objevi se v fetézcich DNA AP mista, apurinové
¢i apyrimidinové misto, kde chybi dusikaté béaze. Tato mista jsou alkalilabilni
a pusobenim vysokého pH dochazi pravé na téchto mistech ke zlomim v fetézcich. Proto
se pro testovani specifického poskozeni DNA do postupu piidava krok, kdy je DNA
inkubovana s enzymem. Pokud enzym rozpozna AP misto, rozpozna tim konkrétni druh
poskozeni a vytvori zlom. Mezi enzymy, které jsou schopné detekovat takova mista, patfi
Endonukleaza III (Endo III). Tento enzym je schopny detekovat oxidaci pyrimidin.
Formamidopyrimidin DNA glykosylaza (FPG) je enzym, ktery detekuje hlavni produkt
oxidace purini. Nebo T4 endonuklaza, ktera je schopna rozpoznat UV svétlem
indukované cyklobutanové pyrimidinové dimery. Po pfidani téchto enzymui se vzniklé

zlomy projevi zvySenou intenzitou ohonu komety (Collins, 2004; Dvotak, 2013).

2.9 Méné obvyklé varianty kometové analyzy

Mezi méné€ obvyklé modifikace kometové analyzy patii detekce replikacni DNA
pomoci znaCeni bromodeoxyuridinem. Tato metoda slouzi pro vizualizaci zlomu,

které nejsou vidét. Protoze neni mozné rozlisit butiky S — faze a butiky mimo S — fazi,
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coz je faze, kdy dochazi k replikaci DNA, jelikoz mnozstvi DNA, které se ucastni
replikace, je prfiliS malé, jsou buinky behem replikace oznaCeny pomoci
bromodeoxyuridinu (BUdR). Takto oznacené buriky, jsou pomoci anti-BUdR protilatek
viditelné v ocasu komety (Collins, 2004).

Detekce mezi-produkti pii opravé DNA je dalsi modifikaci kometového testu.
Tato modifikace slouzi k detekci produktl, které maji velmi kratkou zivotnost.
Pti inkubaci bunek poskozenych zatfenim s DNA syntézou blokujicimi inhibitory jako je
hydroxyureaou, cytarabinem nebo aphidicolinem jsou blokovany receptory pro reparaci
DNA. To ma za nasledek akumulaci zlomd, coz poskytuje citlivou metodu, pro detekci

ucinkt poskozujici 1é¢by (Cordelli, Bignami a Pacchierotti, 2021).

2.10 Priprava vzorku

Ptiprava vzorkl spociva v tom, ze vybrané vzorky jsou po urcitou dobu vystaveny
pusobeni zkoumané potencialné genotoxicke latky. Takovou latkou muze byt naptiklad
peroxid vodiku, kyslikové radikaly, t€zké kovy nebo, nova Iékova forma. Po uplynuti
predepsané doby se roztok sto¢i v centrifuze a odeberou se buiky, které jsou diky
pusobeni mutagenu poskozeny. Smichaji se s LMP (low melting point) agarézou a jsou
naneseny na piipravené podlozni sklicko, které je potazeno béznym typem agardzy. Diky
smichani bunék s LMP agar6zou jsou buiky po zaschnuti imobilizovany v polymerni siti
agarozy (viz obr. 2), coz umoziuje separaci ruzné dlouhych fragmetnt DNA pfi pusobeni

stejnosmérného elektrického pole (Dvorak, 2013).

Obrazek 2: Struktura agarového gelu pod mikroskopem (Mao, Divoux a Snabre, 2016)

2.11 Lyza bunék

Pti lyze bunék dochazi k naruseni nebo rozpusténi bunééné membrany. U metody

comet assay se pro lyzu bunek pouziva nejCastéji detergent s vysokym obsahem soli
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(Cook, Brazell a Jost, 1976). Detergent se zabudovava do plazmatické membrany bunék,
¢imz rozru$i jeji strukturu, membrana se nasledné rozpada a obsah burnky je uvolnén
do prostfedi. Mechanismus naruseni bunécné membrany spociva v tom, ze bunécné
membrany jsou tvoreny fosfolipidy, které jsou stejné jako detergenty tvofeny dvéma
Gastmi. Cast hydrofilni a &ast hydrofobni. Takto tvofené latky mizeme nazvat jako
amfipatické. V bunéné membrané jsou dva hydrofobni fetézce navazany na nabitou
hydrofilni hlavicku. Dvouvrstvu tvoti interakce mezi hlavickami a fetézci (viz obr. 3)

(Brown a Audet, 2008).

Fosfolipid Lipidicka dvojvrstva

PO SS
..........‘

AR
,» '3 ,\*‘ 's3 l () 'a l
e .v £EEE

AR % A A 0 Hydrofilni hlaviéky

Hydrofilni hlavicka Hydrofilni hlavicky

“ Hydrofobni retézce

Hydrofobni retézce

Obrazek 3: Popis fosfolipidu a lozeni fosfolipidové dvojvrstvy (LabGuide.cz, 2023)

Po ptidani detergentu do roztoku s burikami dochazi k integraci mezi membranou
bunék a molekulami detergentu. Molekuly detergentu se stavaji soucasti bunécné
membrany. Pokud je koncentrace detergentu dostatecné vysoka, je membrana nasycena
detergenty a dochazi k jejimu rozpadu. Po rozpadu membrany muaze obsah buiky volné

vycestovat do roztoku (Brown a Audet, 2008).

2.12 Denaturace

Jedna se o proces, kdy se zlyzované vzorky vlozi do denaturacniho roztoku, ktery
ma za nasledek ,,rozpleteni DNA, tj. DNA je zbavena podoby superhelixu. Pfi denaturaci
pfijde molekula DNA o strukturu superhelixu, coz ma za nasledek zvySenou citlivost
k poskozeni a je proto nutné pracovat se vzorky se zvySenou opatrnosti. Dalsi kroky se
proto provadi pod zlutym svétlem. Denni svétlo a bilé zativkové svétlo, by mohly mit
za nasledek poskozeni DNA. Konkrétné¢ by mohlo dojit ke zlomim v DNA a tim by
vzniklo poskozeni celého vzorku, a tudiz 1 ke znehodnoceni celého testu. Také to ma

za nasledek to, ze dojde k ,,rozpleteni“ prostorové slozité struktury DNA a fragmenty
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a poskozené cCasti DNA mohou v elektrickém poli cestovat, podle jejich polarity

(Piperakis, 2009; Dvotak 2013).

2.13 Elektroforéza

Elektroforéza je skupina separacnich a analytickych metod, které jsou zalozeny
na pohybu biomakromolekul (DNA, RNA, proteiny) a jejich fragmentd
ve stejnosmeérném elektrickém poli v zavislosti na jejich velikosti ¢i naboji. Jsou to bézné
pouzivané metody, které se pouzivaji v klinické chemii, biochemii a molekularni biologie
pro oddé€leni a analyzu zkoumanych molekul. RozliSujeme né€kolik druht elektroforéz
podle média, ve kterém dochazi k separaci molekul (Ostling a Johanson, 1984).

Volna elektroforéza je druh elektroforézy, kde k separaci molekul dochazi
ve vodé. Molekuly se separuji v zavislosti na naboji, kdy CcCastice putuji
k elektrodé opacné polarity (Patel a Beveridge, 2003).

Zonova elektroforéza funguje na stejném principu jako volna elektroforéza,
ale vyuzivaji se zde nosi¢e. Nosi¢e jsou hydrofilni porézni latky sco nejmensimi
absorp¢nimi schopnostmi. Dnes se jako nosice pouzivaji pfedevsim gely. A to agar6zovy
gel a polyakrylamidovy gel. Gely se pfi testu pfipravuji Cerstvé a stupen jejich zesitovani
je mozné ovlivnit koncentraci rozpusténého nosice (Bradburne, 2014).

Gelova elektroforéza, jak jiz z nazvu vypovida, pouziva pro separaci molekul gel,
a to bud’ v podobé agardzy nebo polyakrylamidu. Fragmenty molekul se oddéluji
pisobenim stejnosmérného elektrického pole. Molekuly jsou ,,uvéznény“ v agarovém
gelu, ktery tvoti porovitou matrici (sit’). Po vystaveni molekul elektrickému poli dochézi
k migraci molekul smérem k elektrodé opacného naboje. Diky poram, které se nachazi
v agaroze prochazi malé molekuly a fragmenty snadnéji a rychleji nez ty velké. Agaroza
se pouziva predevsim pro separaci a analyzu proteint velikosti vétsi nez 200 kDa a DNA
o velikosti od 50 bp (paru bazi) do neékolika Mbp. Polyakrylamidovy gel se vyuziva
predevsim pro separaci a analyzu proteint o velikosti od 5 do 2 000 kDa (Kunkel, 2006;
Bradburne, 2014).

2.14 Neutralizace

Neutralizace je chemicka reakce, pfi niz dochazi k reakci kyseliny a zasady.
Pti tomto dé&ji dojde k dosazeni neutralizaéniho bodu, coz odpovida pH 7. K vyjadreni

charakteru latky se pouziva pH, téz vodikovy exponent. Pravé toto oznaceni vyjadiuje
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v chemii, jestli latka bude reagovat kysele nebo zasadité. Jedna se o logaritmickou
stupnici s hodnotami od 0 az 14, kdy latky, jejichz pH je < 7 se oznacuji jako kyselé.
Latky s pH 7 se oznacuji jako neutralni a latky s pH > 7 se oznacuji jako zasadité.

U kometového testu se neutralizace provadi z diivodu odstranéni prebytecného
alkalického pufru, ktery byl pouzity pii elektroforéze, aby bylo dosazeno vhodnych
podminek pro barveni (Zumdahl, 2009).

2.15 Vizualizace a barveni DNA

Aby bylo mozné vzorky na mikroskopu vyhodnotit, je potfeba je vhodné obarvit.
V puvodnim postupu od Ostlinga a Johansona byla pouzita akridinova oranz (Ostling
a Johanson, 1984). Princip detekce na mikroskopu spoc¢iva v ozateni gelu ultrafialovym
svétlem, pod kterym barvici latka navazana na DNA emituje svétlo.

Pavodni postup vyuzil barveni pomoci ethidium bromidu (Singh et al. 1988).
Ethidium bromid se do DNA véze pomoci vmezefeni mezi jednotlivé baze DNA. Tento
déj se také nazyva interkalace. Vzhledem k popisu vazby barviva na DNA se jedna o silny
mutagen.

Dal§im barvivem, které se pouziva pro barveni, jsou Hoechstova barviva.
Napriklad barvivo Hoechst 33342 (Liu, Trimachi a Keefe, 1999). Tato barviva se vazou
do zlabku DNA, do mist bohatych na adenin a thymim. O bezpecnosti barviva se vedou
debaty. Jedna se o potencialni mutagenni a karcinogenni latku.

Méné pouzivanym barvivem je DAPI barvivo (Gedik, Ewen a Collins, 1992).
Toto barvivo se pouziva v mikroskopii pro barveni jader, pro jeho schopnost silné
fluorescence a schopnosti prochéazet pres bunécné membrany. Nejsilnéji se barvivo DAPI
vaze na mista bohatd na adenin a thymin. V bezpecnostnim listu je DAPI oznaceno

jako netoxické.

2.16 Hodnoceni poskozeni DNA v ramci comet assay

Hodnoceni poskozeni DNA se u nasnimanych vzorkd, které jsou pofizeny
kamerou mikroskopu, da provadét nékolika zpisoby. Jednim ze zpusobu, jak vyhodnotit
nasnimané buiky je pomoci lidského zraku. Takové hodnoceni se oznacuje jako ,,visual
sensing“. Nasnimané komety jsou rozfazeny do kategorii podle délky a intenzity ohonu
komety. Nejvétsi vyhodou tohoto zptisobu hodnoceni je Casovy faktor. Komety se daji

pomeérné rychle vyhodnotit oproti pouziti pocitacového softwaru, avsak je zde faktor
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subjektivniho nazoru, kdy dva jedinci mohou u stejného vzorku zaradit kometu do jiné
kategorie (Kumaravel et al., 2009).

Hodnoceni dle Collinse (Collins, Ai-guo a Duthie, 1995) se provadi pomoci
rozfazeni jednotlivych komet do 5 kategorii. Kategorie jsou oznaceny Cisly od 0 do 4,
kdy kategorie O je pro vzorky, které netvoii zadné komety, tudiz nedoslo k poskozeni
DNA. Kategorie 4 je pro vzorky, kde vétSina DNA je obsazena v ohonu komety,
tudiz doslo k velkému poskozeni DNA (viz obr. 4).

Obrazek 4: Kategorie poskozeni podle Collinse (Collins 2004)

Podobné roziazeni je pouzito pro hodnoceni posSkozeni dle Kobayashiho
(Kobayashi et al., 1995). Zde jsou nasnimané komety rozfazeny do kategorii 1-5 (viz obr.

5), které odpovidaji stejnym kritériim jako hodnoceni dle Collinse.
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Obrazek 5: Kategorie poskozeni podle Kobayashiho (Kobayashi et al., 1995)

Druhym zptasobem hodnoceni poskozeni je pomoci specialniho pocitacového
softwaru. Existuje cela rada jak freeware, tak komercnich programi, které umi poskozeni

vyhodnotit. Nejvétsi vyhodou hodnoceni s pouzitim sotwaru je, moznost mefeni hned
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nékolika markert (parametri). Parametry jako je délka ohonu (tail lenght), procentualni
zastoupeni DNA v ohonu (% tail DNA) a ,,tail movement™ jsou nejbéznéji pouzivanymi
markery pro hodnoceni poskozeni. U markeru ,,tail movement” je nutné rozliSovat , tail
moment a ,, olive tail moment™. “7ail moment je definovan jako % tail DNA x tail length,
tedy procenta DNA v ohonu nasobena délkou ohonu. Olive tail moment je definovan
jako % tail DNA x (tail mean X — head mean X), tedy procenta DNA v ohonu nasobend
parametrem pro hodnoceni poskozeni DNA je délka ocasu (tail lenght). Uvadi se, Ze tento
parametr je dostateCny a natolik robustni, ze je schopny sam o sob& hodnotit poskozeni.
(Collins 2004; Olive 2002) Je to z divodu, ze tento parametr je ze vSech ostatnich
nejméné ovlivnitelny vnéj§imi faktory a ma nejSir§i mozny rozsah a to 0-100 % DNA
v ohonu. Nevyhodou tohoto hodnoceni muze byt prekryv komet, které jsou
pro pocitacovy software nerozpoznatelné.

Obé metody hodnoceni poSkozeni jsou pii pfimém porovnani vzajemné korelujici,
avSak pocitacova analyza pomoci softwaru je citlivejsi, pravé diky méteni nékolika
markert (Ladeira et al. 2005). Vybér metody hodnoceni poskozeni je tedy na preferenci

testovatele a na povaze testu.

2.17 Vyuziti metody comet assay pri hodnoceni 1é¢iv a novych

lékovych forem

Kometovy test je bézné pouzivana metoda, ktera slouzi k hodnoceni genotoxicity
latek. Pomoci této metody Ize také hodnotit oxidacni poSkozeni bunék, které vznika
jako nasledek  nejrizn€jSich  onemocnéni. Mezi takova onemocnéni  patii
neurodegenerativni onemocnéni, napiiklad Alzheimerova choroba, Huntingtonova
choroba ¢i Parkinsonova choroba. Dale kardiovaskularni onemocnéni, kam patfi
ischemicka choroba srdec¢ni, cerebrovaskularni onemocnéni a onemocnéni perifernich
cév. Oxidacni poskozeni bunék se hodnoti také pfi onemocnéni diabetes melliteus
(Migliore et al., 2005; Fearon a Faux 2009; Sardas et al., 2001).

Vroce 2019 byla publikovana prace, ktera se zabyva studiem uCinkd
fotodynamické terapie s podanim fotosenzitivnich latek na nadorové bunécné linie.
Fotodynamicka terapie (PDT) je druh terapie, ktera spociva v reakci fotosenzitivni latky
se zarenim urcité vinové délky. Tyto fotosenzitivni latky maji tendenci se vice zadrzovat

v nadorové tkani nez ve zdravé tkani. Po podani se latka pro imunitni systém
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,neviditelna“ a tedy nezptisobuje zadnou imunitni odpovéd’. Fotosenzitivni latka vlivem
zafeni o urCité vinové délce méni sviyj charakter, ktery uz je pro organismus cizi. Tato
zmeéna vyvolad imunitni reakci, coz ma za nasledek likvidaci takovych latek. V této
publikaci byly pouzity dva derivaty ftalocaninu, konkrétné se jednalo o nekovovy (2HPc)
a zineCnaty (ZnPc) derivat, za zamérem analyzy poklesu zivotnosti 2 nadorovych a 2
nenadorovych bunécnych linii. Jednalo se o karcinogenni linie bunék typu (MCF7 —
adenokarcinom prsu, HelLa — karcinom dé€lozniho ¢ipku a nenddorové linie bunék typu
BJ - lidské fibroblasty, HaCat — keratinocyty). Byla stanovena koncentrace, pfi niz doslo
ke snizeni zivotnosti o 50 %, pro kazdou bunécnou linii a fotosenzitivni latku. Bylo
zjisténo, Ze ob€ fotosenzitivni latky zptsobovaly uhyn bunék pfi pouziti plosné hustoty
svételné energie 5 Jem™. Z vysledki analyzy bylo zji§téno, ze zine¢naty derivat je oproti
nekovovému derivatu Ucinng€jsi na v§ech bunécnych liniich. Nejvétsi ucinnost mél tento
zineCnaty derivat u nadorové linie délozniho ¢ipku, proto byl vybran na dalsi testovani.
Pfi nasledném testovani byl tedy pouzit zineCnaty derivat, jehoz koncentrace byla 30nM
a plo§na hustota svételné energie 5 Jcm™, jelikoz se tato kombinace jevila jako velmi
nad€jna. Byla provedena analyza ucinku této kombinace na cytoskeletalni strukturu,
na mitochondridlni membranovy potencial, na miru fragmentace DNA a na produkci
kyslikovych radikal(, které vznikaji 1. a II. typem fotodynamické reakce. Pro detekci
fragmenti DNA byl pouzit kometovy test. Po vyhodnoceni téchto testd bylo zjiSténo,
ze tato kombinace energie a fotosenzitivni latky se jevi jako velmi perspektivni
pro analyzu in vivo uCinkd na karcinom délozniho Cipku na zvifecich modelech,
popfipadé pro zatfazeni této kombinace do klinickych studii (Hosikova, 2019).

V roce 2022 byla publikovana studie, ktera se zabyva potencialni genotoxicitou
nanobiomateriali vyuzivajici alkalického kometového testu pro ureni genotoxicity.
Nanobiomaterialy jsou materialy, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi od 1 — 100 nm.
Tyto materialy jsou intenzivné studovany pro aplikace v mediciné a pro podavani 1éciv,
kdy se uplatiyji jako nosice 1éciv. Vzhledem k velikostem téchto latek, jsou tyto latky
nachylné k toxicit€. Zatimco imunotoxicita a cytotoxixota nanomaterialti jsou podrobné
prostudovany, udaje o genotoxicité jsou stale podrobné studovany. Do prace bylo vybrano
a hodnoceno 5 riznych nanobiomaterialt, z nichz kazdy ma jiné pouziti. Konkrétné se
jednalo o biologicky odolnou zlatou nanocastici (AulNP), liposom s barvivem IR-780,
ktery se pouziva pti zobrazovani hlubokych tkani (LipImage™815), nenabitou polymerni

nanocastici PACA (polyalkyl kyanoakrylat) pouzivanou jako systém pro dorucovani
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1éCiv (PACA) a dva NBM s nabitou PACA, tj. PACA nabity 1éCivem kabazitaxelem
(CBZ-PACA) a PACA nabity barvivem NR668 (NR668 PACA) (Tutty et al., 2022).

Riizné dosud publikované studie uvadeji genotoxicitu kovovych nanocastic s tim,
ze ruzné velikosti AuNPs vykazuji genotoxicitu v zavislosti na velikosti, pficemz aktivni
jsou pouze AuNPs s mensimi stranami. Xia a kol. prokézali ze, zlomy vlaken DNA silné
zavisely na velikosti AuNPs, pfiCemz vétsi ¢astice (20 nm a 50 nm) nevykazovaly zadné
markantni poSkozeni DNA, zatimco mensi AuNPs, (5 nm,) vyvolavaly poskozeni DNA
v zavislosti na davce. To je v souladu s dalSimi studiemi prokazujicimi genotoxicitu
AuNPs. Jak bylo prokazano v této studii, buitkky HepG2 inkubované s 20 nm AuNP
nezpusobily zadné znatelné poskozeni DNA ve vSech koncentracich pro kazdy Casovy
bod. VSechny hodnoty % ocasu zustavaji pod 5 %, coz je v souladu s kritérii piijatelnosti
(tj. <10 % DNA v ocasu) (Tutty et al., 2022).

Liposomy jsou obecné povazovany za netoxické, biokompatibilni a bylo
prokazano, ze ve skuteCnosti maskuji Cast genotoxického potencidlu 1éCiva
nebo materiali, které zapouzdiuji. Pfi inkubaci s liposomem IR-780 Liplmage™815
nevykazuji buriky HepG2 zadné vyznamné poSkozeni DNA (tj. < 10 % ocasu) pii v§ech
testovanych koncentracich od 10 do 500 pg/ml. Nicméné¢ vSechny koncentrace nad 10
ug/ml vykazovaly mirn€ vyssi hodnoty % ocasu DNA neZz neoSetiena negativni kontrola
(1,73-2,45 % ocasu), ackoli zistaly pod 10 % poskozenim DNA, coZ je v souladu s kritérii
pfijatelnosti pro negenotoxicky material. LipImage™815 vSak vykazoval vyssi hodnoty
% ohonti komet nez AuNP a také nezatizeny PACA uvedeny nize (Tutty et al., 2022).

Zatimco PACA, polymerni nanocastice, se ukazala jako velmi slibny nosi¢ léciva
jak pro solidni nadory, tak pro 1écivo, které prochazi hematoencefalickou bariérou,
zpusob jeji potencialni toxicity neni dostateCné konzistentni a musi byt jesté plné
objasnén. Jesté méné informaci je k dispozici o schopnosti této latky vyvolat poSkozeni
DNA. Podobné¢ jako ostatni testované piipravky nevyvolal PACA vyznamné poskozeni
DNA, pfi¢emz vSechny pozorované hodnoty % ocasu pro vSechny koncentrace zastaly
nizsi nez 10 % poskozeni DNA, coz je v souladu s kritérii ptijatelnosti. Krat$i inkubacni
doby (30 min a 3 h) vykazovaly vyssi hodnoty % ocasu nez 24hodinovéa inkubace (Tutty
et al., 2022).

Posledni dva experimenty byly rozsitfeny o dalsi dva ptipravky PACA, ato PACA
s CBZ a PACA s NR668. Ze vsech predlozenych vysledkd vykazoval CBZ-PACA
nejvetsi toxicitu (samotny CBZ byl agenturou EMA povazovan za genotoxicky).

Po 30minutové inkubaci nebylo pozorovano zadné vyznamné poskozeni DNA,
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avSak po oSetfeni 20 a 50 pg/ml bylo pozorovano % poskozeni DNA nad kritérium
pfijatelnosti a po osetfeni 5, 10, 20 a 30 pg/ml po 24 hodinach bylo nad kritérium
ptijatelnosti (vSechny ostatni koncentrace byly blizko prahové hodnoty). Je mozné, ze se
jedna o dusledek uniku CBZ z PACA. Nilska Cerveri (NR668) je netoxické a dobfe
tolerované barvivo. Po 30 minutach ani po 3 hodinach po inkubaci s PACA zatizenym
NR668 nebylo pozorovano zadné poskozeni DNA, pii¢emz hodnoty % DNA v ocasu
byly po 24 hodinach pouze nad kritériem pfijatelnosti pro nejvetsi koncentraci, 50 pg/ml
(Tutty et al., 2022).

Vroce 2004 byla publikovana prace, ktera pojednavd o genotoxicité
chemoterapeutika paklitaxel. Paklitaxel je protinadorovy 1€k, patfici do skupiny taxanu,
coz je skupina latek, které jsou ziskavany z tisu. Jejich protinddorovy ucinek spociva
vtom, ze pusobi na délici vieténko beéhem bunécného deéleni. Latka pisobi
na mikrotubuly, ¢imz zabrani jejich depolymeraci, stabilizuje mikrotubuly, b&hem
bunécného déleni a tim také zabrani transportu chromozomu k polim délici se buriky.
Timto mechanismem zablokuje bunécné déleni. Cilem této studie bylo posoudit, zda
chemoterapeutikum paklitaxel muze vyvolat poskozeni DNA v lymfocytech periferni
krve zdravych lidskych darcti a zda lze toto poskozeni opravit. Venozni krev byla
odebrana béznou venepunkci, lymfocyty byly izolovany a kultivovany a poté byly
po dobu 4 h oSetfeny 100 nM, 500 nM, 10 uM a 30 uM taxolu. Ke kvantifikaci trovné
poskozeni DNA a reparace DNA v lymfocytech byla pouzita technika alkalického
kometového testu. Vyrazného zvyseni poSkozeni DNA bylo dosazeno pfi inkubaci bunék
s paklitaxelem o koncentraci 10 uM nebo vyS$si. Pro testovani schopnosti opravy DNA
byly lymfocyty ponechany k zotaveni po dobu 2, 4, 6 a 24 h. PoSkozeni DNA bylo témét
uplné opraveno po 24 h inkubace, coz prokazuje schopnost opravy v zavislosti na Case.
Zavérem jsme prokazali, ze paklitaxel vyvolava poskozeni DNA v lymfocytech periferni
krve a ze toto poskozeni 1ze opravit (Branham et al., 2004).

V roce 2015 byla publikovana studie, ktera se zabyva potencidlni genotoxicitou
antineoplastickych 1ékd. Antineoplastické 1éky jsou nebezpecné chemické latky, které se
vétSinou pouzivaji pii 1éCbe pacientt s rakovinou, avSak zdravotnici, ktefi s t€émito 1éky
manipuluji a podavaji je, mohou byt vystaveni jejich pisobeni a mize u nich dojit
k poskozeni DNA. Pro testovani genotoxicity byl pouzit kometovy v kombinaci
s enzymem formamidopyrimidinovou DNA glykosylazou (FPG), ktery specificky
detekuje oxidacni poskozeni DNA. Cilem této studie bylo zkoumat genotoxické ucinky

u pracovnik profesné exponovanych cytostatikim ve srovnani s kontrolni skupinou

33



bez expozice ve dvou portugalskych nemocnicich pomoci alkalického kometového testu.
Expozice byla hodnocena zkoumanim kontaminace povrcht a genotoxické hodnoceni
bylo provedeno pomoci testu alkalické komety v lymfocytech periferni krve. Co se tyce
hodnoceni expozice, z celkového poctu 327 analyzovanych vzorkt z obou nemocnic bylo
121 (37 %) vzorkl pozitivnich. Mezi subjekty s expozici a bez expozice nebyly zjistény
zadné statisticky vyznamné rozdily, pokud jde o poskozeni DNA a oxidacni poskozeni
DNA, nicmén¢ exponovana skupina vykazovala vyssi hodnoty. Studie nebyla statisticky
vyznamna, pokud jde o profesni expozici antineoplastickym léCivim a genetické
poskozeni hodnocené pomoci kometového testu. Zdravotnicti pracovnici by vsak méli
byt sledovani z hlediska rizikového chovani, aby bylo zajisténo uplatiovani
bezpecnostnich opatieni a spravné pouzivani ochrannych prostfedki (Ladeira et al.,

2015).
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3 Prakticka cast

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady/otazky

Cilem praktické Casti této bakalarské prace je empirické ovéfeni vlivu slozeni
lyza¢niho pufru na vysledky comet assay. Na zakladé literarniho prizkumu byly zvoleny
tfi lyzaCni pufry. Nasledné bylo ovéfeno, jaky lyzacni pufr je optimalni pro realizaci
analyzy poskozeni DNA u sav¢ich bunék — tedy jak slozeni lyzacniho purfu ovliviiuje

délku ,,ocasu komety*.

3.2 Pristrojové vybaveni a laboratorni spotirebni material

Analytické vahy — ABJ — NM/ABS — N (Kern)

Elektroforeticka aparatura — Sub — Cell GT (Bio-RAD)

Fluorescen¢ni mikroskop DMi 8 (Leica)

Inkubator FrioCell

Magnetické michacka s ohfevem — MR Hei — Standard (Heidolph)
Laboratorni pH metr — Orion STAR A111 (Thermo Scientific)

Pipety fady research plus (Eppendorf)

Software pro analyzu snimkt — CommetScore 2.0, CasP

Software pro mikroskop — LAX (Leica)

Zdroj destilované vody — Smart 2 pure s vodivosti 0,055uS/cm (Thermo Scientific)
Zdroj pro elektroforézu — PowerPac Basic 300 V/400 mA/75 W (Bio-RAD)
Zdroj lampy k mikroskopu — Ebg — 100 — 04 (Jena)

3.3 Seznam chemikalii a biologického materialu
B-merkaptoethanol - HOCH2CH2SH (SIGMA, CAS: 60-24-2)
Agaroza (SIGMA, CAS: 9012-36-6)

Cetrimoniumbromid — CTAB (Ci9H42BrN) (SIGMA, CAS: 57-09-0)
Chlorid draselny — KC1 (PENTA, CAS: 7447-40-7)

Chlorid sodny — NaCl (PENTA, CAS: 7647-14-5)

DAPI (barvivo) — C16H15Ns (SIGMA, CAS: 28718-90-3)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny — H2KPO4 (VWR, CAS: 7778-77-0)

Fetalni bovinni sérum — FBS (Gibco)
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Hoechstovo barvivo, Hoechst 33342 — bisbenzimid (C27H31Ci3NeO) (SIGMA, CAS:
875756-97-1)

Hydrogenfosforecnan didodny — Na2HPO4 (PENTA, CAS: 7558-79-4)
Hydroxid sodny — NaOH (SIGMA, CAS: 1310-73-2)

Kolonie mysich 3T3 fibroblastt

Kultiva¢ni bunééné médium — DMEM (Sigma)

Kyselina borita — H3BO3; (PENTA, CAS: 10043-35-3)

Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (SIGMA, CAS: 60-00-4)
LMPA (nizkotajici) agaroza (SERVA, CAS: 9012-36-6)

Peroxid vodiku — H>O2 (PENTA, CAS: 7722-84-1)

Roztoky pro kalibraci pH metru

Tris(hydroxymethyl)aminomethan — TRIS (VWR, CAS: 77-86-1)
Triton X-100 — C14H220(C2H40), (FOSS, CAS: 9036-19-5)

3.4 Priprava roztoku

Zasobni lyzacni pufr 1: 146 g NaCl
12,114 g Tris
200 ml 0,5M EDTA
Doplnit ddH2Ona 1 L
Pred pouzitim se k 49,5 ml tohoto lyza¢niho pufru ptida 0,5 ml

tritonu.

Lyzaéni pufr 2: 30 mL CTAB (10% v ddH20)
8,766 g NaCl
1,5756 g Tris
4 ml 0,5M EDTA
0,2 ml B-merkaptoethanol
Doplnit ddH>O na 100 ml

Lyzaéni pufr 3: 25 ml 10xTBE

12,5 g SDS
doplnit ddH20 na 500 ml
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10xPBS: 80 g NaCl
2 gKCl
2,1 g H2KPO4
3,9 g NaaHPO4
doplnit ddH2Ona 1 L
pro ziskani 1xPBS se smicha 100 ml 10xPBS s 900 ml ddH20

10xTBE: 108 g Tris
55 g H3BO3
40 ml 0,5M EDTA
doplnit ddH2Ona 1 L
pro ziskani I1xTBE se smicha 100 ml 10xTBE s 900 ml ddH>0
pro elektroforézu se 1xXTBE upravi pomoci HCI na pH 8,3

Denaturacni roztok: 12 g NaOH
2 ml 0,5M EDTA
doplnit ddH2Ona 1 L

Neutralizacni roztok: 24,228 g Tris
upravit pH pomoci HCl na 7,5
doplnit ddH20 na 500 ml

Zasobni roztok 0,5M EDTA: 146,12 g EDTA
upravit pH na 8 pomoci NaOH
doplnit ddH2Ona 1 L

Barvivo DAPI: 28 pl ze zasobniho roztoku (koncentrace 2,5 mg/ml)
doplnit ddH20 na 70 ml

3.5 Postup experimentu

Schéma postupu experimentu je uvedeno na obrazku nize. Dle tohoto schématu

byly provedeny vSechny experimenty realizované v této praci. Vyjimku tvorily
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Y

Lyza bunék
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pufru, do 4 *C

5

vodiku a pfi volbé vhodného postupu barveni DNA.

experimenty provedené za ucelem optimalizace metody z hlediska koncentrace peroxidu

=

Barveni DNA
Barwveniwv 37 °C, 20
minut
Poté oplach 1xPBS

*

Denaturace
Oplach v ddH,0, 1x
PBS
Vlofit vzorky do tmy na
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denaturacniho roztoku
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Elektroforéza
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Inkubace 5 minut v
1x TBE
Elektroforéza 30
min

Neutralizace
Ma 3x5 minut
urmnistit vzorky do
neutralizatniho
pufru

Obrazek 6: Schéma postupu kometového testu (vlastni fotografic)

Prvnim krokem pracovniho postupu je priprava podloznich skli¢ek. Na ta je
nanesena tenka vrstva 1% agardzy rozpusténé ve vodé. Na tuto vrstvu jsou nasledné
naneseny buiky v tenké vrstvé agardzy se snizenou teplotou tani (LMPA). Pred timto
krokem jsou buiiky inkubovany s 50 uM H202 po dobu 1 hodiny. Poté jsou stoceny
pii 900 g po dobu 5 min. Supernatant je odstranén a peleta bunék je resuspendovana
v 1xPBS (10 ml 10xPBS + 2 ml 0,5 mol/l EDTA doplnit do 88 ml ddH->O). Pted
samotnym nanesenim bunék na sklicko je 50 pL resuspendovanych bunék smichano
$ 200 uL 0,8% LMPA rozpusténé v 1xPBS. Na ptipravené podlozni sklicko s agardzou
je pak naneseno 70 uL této suspenze, ktera se ithned zafixuje krycim sklickem a necha
ztuhnout. Po ztuhnuti jsou sklicka s agar6zou vlozena na jednu hodinu do piislusného
lyza¢niho pufru a do chladu. Po inkubaci v lyzacnim pufru se sklicka oplachnou ddH>O
a poté 1xPBS. Nasledné se vlozi na 20 minut do denatura¢niho roztoku a do tmy. Poté
jsou vzorky oplachnuty v ddH20 a nechaji se inkubovat 5 minut v 1XTBE. Po uplynuté
dobé¢ se vzorky vlozi do elektroforetické vany s vychlazenym 1xTBE pufrem s pH 8,3,
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nastavi se parametry elektroforézy v zavislosti na vzdalenosti elektrod (1 V/cm) a spusti
se na 30 minut. Po elektroforéze se vzorky vlozi na 3x5 minut do neutralizaniho pufru,
ktery se po 5 minutach vyméni za novy. Nasledné€ se vzorky ponechaji 5 minut v ddH>O.
Po vyjmuti se k vzorkim pfida knim 10 ml barviva DAPI. Roztok barviva ma
koncentraci 1 pg/ml. Po pfidani barviva se vzorky inkubuji ve 37 °C po dobu 25 minut.
Nasledné se promyji v 1xPBS, nechaji oschnout. Takto pfipravené vzorky jsou umistény
do fluorescencniho mikroskopu a je provedeno snimani na naslednou analyzu (viz obr.

6).

3.5.1 Analyza komet

Analyza nasnimanych dat probéhla v pfipadé této bakalarské prace
prostfednictvim pocitaCového programu CometScore 2.0. (viz obr. €. 7, 8, 9, 10, 13, 14,
15, 16). Pomoci tohoto softwaru bylo zméfeno a analyzovano 60 bunek pro kazdy lyzacni
pufr. Byla méfena délka ohonu komety. Nasledné byla data staticky zpracovéana
v programu excel a porovnana. Ukazka analyzy snimkd v programu CometScore je

uvedena na obrazcich nize.

@ TiTek CometScore 2.0.0.38 - (=] <

File Edit Analyze \View Help

Jz, Cl\Users\UsenDesktophCOMET As{ | & [

@ LP3_komety bmp Cutornr BB
100%

showing 2 (100.0%) of 2 data points (6 total points acquired)

122 000 (minimum) = 145 500. o = 33.234 (masimum) 169 000
Display between |-4 | and |4 —| standard deviation(s) of | Comet Length | as |decreasing -~ tmmdr| unalte Delete ~

168,000

Obrazek 7: Ukazka prostiedi aplikace CometScore 2.0 (vlastni fotografic)
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Obrazek 8: Moznosti nastaveni preferenci v aplikaci CometScore 2.0 (vlastni fotografie)

3.6 Dosazené vysledky

U vsSech testovanych lyzacnich pufra (LP1 — LP3) byla kultivace bun€k 3T3
a jejich expozice roztoku peroxidu provedena za shodnych podminek. Naruseni fetézca
DNA u adherovanych bunék bylo zajisténo expozici 50 uM H>O> po dobu 1 hodiny.
Na sklicko bylo nanaSeno vzdy 50 000 bunék. Vizualizace bun€k byla provedena
barvenim DAPI. Koncentrace peroxidu vodiku a barvivo byly zvoleny na zakladé
optimaliza¢nich kroka. Ty jsou popsany v kapitole 3.8. Rozmér ohonu komety
v pixelech, stejné jako jeho podil (%) z celkové délky komety byly generovany pifimo

meéfenim v programu CometScore 2.0.

3.6.1 Lyzaéni pufr 1

U lyzacéniho pufru 1 byla stfedni délka ohonu komety rovna 65,500 px a 13,153 %.
Smérodatna odchylka byla rovna 78,043 px a 14,423 %. Po nasnimani na fluorescen¢nim
mikroskopu bylo zji§téno, ze ne vSechny buriky byly dostate¢né lyzovany. Konkrétné
u 30 nasnimanych bunék bylo zméteno, ze délka ohonu komety byla mensi nez 10 %,
coz je v souladu s kritérii pfijatelnosti (tj. <10 % DNA v ocasu). To znamena, Ze polovina
bunék z celého souboru 60 analyzovanych bunék mélo délku ohonu komety pod 10 %.
U Sesti analyzovanych bunék byla délka ohonu komenty nad 40 %. Konkrétné se jednalo
o hodnoty 40,523 % , 40,644 %, 41,330 %, 41,330 %, 43,273 %, 48,523 %. Posledni
jmenované ¢islo je také zarovén vzorek s nejdelsi kometou, ktera byla inkubaci lyza¢nim

pufru 1 dosazena (viz obr. 11, 12).
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Buriky negativni kontroly, tedy bunky nevystavené pusobeni H>O», netvofily

zadné komety (viz obr. 9).

@ TriTek CometScore 2.0.0.38

File Edit Analyze View Help
Jz C:WUsers\Usen\Desktop\komet assat | & [} [z | > -~ .- . .o <f‘(? e8¢ Cp )=
@ LP1_bunecna_kontrola bmp Cutoff spmpmT r =~
100%

showing 2 (100.0%) of 2 data points (7 total points acquired)

(maximum) 0.002
Cursor Mode: Delete <

0.000 (minimum) u=0001. c=0001

Display between |4 ~ and |4 1 ~|as increasing | and |unaltered ~

~ | standard deviation(s) of Tail %DNA

Loading image data from C:\Users\User\Desktop\komet assay\LP1_bunecna_kontrola.bmp

Obrazek 9: Ukazka snimku analyzy pozitivni kontroly bun€k lyzovanych v lyzatnim pufru 1 (vlastni

fotografie)

@ TriTek CometScore 2.0.0.38 — (=] ><
File Edit Analyze View Help

J= C\Users\UserDesktop\komet assal | L \
@ LP1_bunky bmp Cutoff
100%

>

showing 2 (100.0%) of 2 data points (4 total points acquired)

(maximum) 39 272

n—-29520.c0=-13.791

19 769 (minimum)
Display between 4

~ and 4 ~  standard deviation(s) of Tail %DNA ~  as increasing ~ | and unaltered - Delete

Defining comet head...

Obrazek 10: Ukazka snimku analyzy bun¢k lyzovanych v lyza¢nim pufru 1 (vlastni fotografie)
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Obrazek 11: Graf znazorfjici délky ohonti komet v procentech v lyzacnim pufru 1 (vlastni fotografie)
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Obrazek 12: Graf znazorfwjici délky ohonti komet v pixelech v lyza¢nim pufru 1 (vlastni fotografie)

3.6.2 Lyzacni pufr 2

U lyzaéniho pufru cislo 2 bylo zjisténo, ze je pro metodu kometové analyzy
na sav¢ich burikach nevhodny. Divodem je neschopnost tohoto pufru narusit bunécnou
membranu, tudiz vlakna ¢i fragmenty DNA nejsou schopny z buiky pod vlivem
elektrického pole migrovat (viz obr. 14). Duvodem je fakt, ze CTAB
(cetrimoniumbromid) se vaze na molekuly polysacharida. JelikoZ je bunécna membrana
u zivocisSnych bunék tvorena fosfolipidy (viz obr. 3), neni molekula CTAB schopna

integrace do bunécné membrany, nedojde k jejimu rozruseni. Z tohoto divodu u bunek
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lyzovanych LP2 nevznikaly zadné ohony komet (stfedni hodnota jejich délky = 0).
Zaroven bylo pozorovano srazeni bunék po expozici tomuto lyzaénimu pufru. Stiedni
hodnota priméru bunék po lyze v pufru LP2 byla rovna 34,717 px se smeérodatnou
odchylkou 10,223 px. Ve srovnani s tim, u pufru LP1 byla stfedni hodnota priméru buriky
(prameéru hlavy komety) rovna 255,617 px se smérodatnou odchylkou 80,379 px. U pufru
LP3 to byla tato hodnota rovna 135,367 px se smérodatnou odchylkou 45,053 px.

Buriky negativni kontroly netvofily zadné komety (viz obr. 13).

File Edit Analyze View Help

showing 2 (100 0%) of 2 data points (4 total points acquired)

1.148 (minimum) n= 1620
Display between -4 ~— and 4

(maximum) 2 092

~  standard deviation(s) of ) i~ as increasing ~ - Delete ~

Obrazek 13: Ukazka snimku analyzy positivni kontroly bun¢k lyzovanych v lyzacnim pufru 2 (vlastni
fotografie)
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Obrazek 14: Ukazka snimku analyzy bun¢k lyzovanych v lyza¢nim pufru 2 (vlastni fotografie)

3.6.3 Lyzacni pufr 3

U lyzaéniho pufru 3 byla zjisténa stfedni délka ohonu komety 72,433 px a 26,254 %.
Smérodatna odchylka byla rovna 53,689 px a 18,268 %. Diky analyze bylo zjisténo,
ze u vétSiny burniek doslo k naruseni bunééné membrany a k formovani ohonu komety.
Pouze u 11 nasnimanych bune¢k byla zjiSténa délka ohonu komety nizsi mensi nez 10 %,
coz je v souladu s kritérii prijatelnosti (tj. < 10 % DNA v ocasu). To znamena, ze 18,3 %
bunék z celého souboru 60 analyzovanych bunék nebylo lyzovano dostatecné. Celkem 5
analyzovanych vzorkt mélo délky ohonu komety nad 60 % a dva vzorky nad 70 %,
konkrétné se jednalo o hodnoty 60,347 %, 67,237 %, 69,828 %, 72,831 %, 77,462 %.
Posledni jmenované Cislo je také zaroven vrozek s nejdelsi kometou v lyza¢nim pufru 3
a také nejdelsi meéfenou kometou ve vSech lyzacnich pufrech (viz obr. 16).

Buriky negativni kontroly netvotily zadné komety (viz obr. 15).
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Obrazek 15: Ukazka snimku analyzy positivni kontroly bun¢k lyzovanych v lyza¢nim pufru 3 (vlastni
fotografie)
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Obrazek 16: Ukazka snimku analyzy bun¢k lyzovanych v lyza¢nim pufru 3 (vlastni fotografie)
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Obrazek 17: Graf znazorfujici délky ohonti komet v procentech v lyzacnim pufru 3 (vlastni fotografie)
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Obrazek 18: Graf znazorfjici délky ohonti komet v pixelech v lyza¢nim pufru 3 (vlastni fotografic)
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3.7 Vyhodnoceni cilii a vyzkumnych otazek

Vyzkumnou otazkou této prace bylo zjistit, jak slozeni daného lyza¢niho pufru
ovliviiuje délku ocasu komety a jaky lyzacni pufr je pro metodu comet assay na sav¢ich
burikach nejvhodnéjsi.

Po vyhodnoceni obrazové analyzy bylo zjisténo, ze nejvhodnéjSim lyzacnim
pufrem pro hodnoceni poskozeni DNA u savCich bun¢k pomoci kometové analyzy je
lyza¢ni pufr 3. Bunky, které byly lyzovany v tomto pufru vykazovaly po vyhodnoceni
obrazové analyzy nejdelS§i ohony komet (viz obr. 19, 20). Zaroven u negativni kontroly
neovlivnéné peroxidem vodiku nedoslo ke vzniku komet. Konkrétné byly stfedni hodnoty
naméiené ze Sedesati méfeni bunek 72,433 px a 26,254 %. Zaroven mél soubor mensi
smérodatné odchylky (53,689 px a 18,267 %) ve srovnani s LP1. U lyzacniho pufru 1
byla stfedni hodnota délky ohonu komety rovna 65,500 px a 13,152 %. Smérodatna
odchylka byla rovna 78,043 px a 14,423 %. Zaroveni byl pocet bunék lyzovanych
v lyza¢nim pufru 3, jejichz délka ocasni ¢asti byla vétsi nez 10 %, byla mensi nez u bunek
lyzovanych v lyza¢nim pufru 1. Konkrétné se jednalo o 11 buné€k (z celkovych 60)
u lyzac¢niho pufru 3, coz odpovida 18,3 %. U lyza¢niho pufru 1 to bylo celkem 30 bunék,
coz odpovida 50 % z celkového poctu. U lyzacniho pufru 3 bylo zlyzovano vice bun¢k
a bunky dosahovaly vétSich délek ohoni komet. U lyzac¢niho pufru 1 hodnoty ohont
komet nedosahovaly vétsi velikosti nez 49 % z celkové délky komety. U lyzacniho pufru
3 bylo takovych bunék celkem 8. Zaroven v rozmezi od 10 % do 40 % bylo u tohoto pufru
zlyzovano celkem 39 bunék. U lyzacniho pufru 1 bylo takovych bunék celkem 24 v tomto
rozmezi.

Lyzacni pufr ¢islo 2 se po vyhodnoceni obrazové analyzy ukazal zcela nevhodny
lyzaéni pufr pro metodu comet assay u zivocisnych bunék. Slozeni tohoto pufru nebylo
schopné narusit bunécnou membranu a poskozeni bunék, které byly inkubovany v tomto
pufru, nebylo mozné hodnotit.

Srovnani vysledkd dosazenych u vsSech tii testovanych pufrd je uvedeno

na obrazcich 19 a 20.
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Obrazek 19: Graf znazoriujici porovnani stfednich hodnot a smérodatnych odchylek u délek ohonti komet

naméfenych u jednotlivych pufri. Porovnani v procentech. (vlastni fotografie)
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Obrazek 20: Graf znazorfjici porovnani stfednich hodnot a smérodatnych odchylek u délek ohonii komet

naméfenych u jednotlivych pufri. Porovnani v pixelech. (vlastni fotografie)
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3.8 Optimalizace metody

V ramci praktické ¢asti této prace bylo optimalizovano nekolik kroki kometového
testu pred realizaci hlavniho experimentu Konktrétné byla optimalizovana koncentrace
H20>. Ten byl pouzit k pockozeni DNA u bunék 3T3. Dale byl optimalizovany prub&h
elektroforézy, kdy nékolikrat doslo k uvolnéni gelu z podlozniho sklicka a znehodnoceni
celého testu. Poslednim optimalizovanym krokem bylo barveni DNA. Déle byly

testovany 2 softwary, které slouzi pro analyzu bunek.

3.8.1 Koncentrace H20:2 a pocet bunék

Jako modelova chemikalie naruSujici bunécnou DNA bylo zvoleno puasobeni
peroxidu vodiku. Na zaklade reSerSe (Benhusein et al., 2010) byly testovany 3 rtzné
koncentrace peroxidu vodiku a to 25 uM, 50 uM a 100 uM. Testovani ukéazalo,
ze nejvhodnéjsi koncentraci peroxidu vodiku pro dostateCnou vizualizaci poskozeni
DNA v tomto experimentu je 50 uM. Pii pouziti koncentrace 25 puM peroxidu vodiku
bylo narusSeni fet€ézci DNA nedostateCné a nebyly viditelné téméf zadné komety.
Pfi pouziti 100 uM peroxidu vodiku bylo naopak poskozeni pfili§ veliké a komety byly
tak dlouhé, ze zasahovaly do dal§ich buné¢k a nedaly se dobfe analyzovat.

S timto problémem souvisi 1 celkova koncentrace bunék, které byly nanaseny
na sklicko. Pfi naneseni piiblizné 100 000 bunek na sklicko, byla koncentrace bunék
prili§ vysoka a buiniky nebyly dobfe analyzovatelné. Pfi naneseni poctu 50 000 bunek
na sklicko, byla koncentrace bunék dostatecna a jejich naslednd analyza velmi dobfe

proveditelna (viz obr. 21, 22).

Obrazek 21: Mikroskopicky snimek pii poctu 100 000 bun¢k na preparat (vlastni fotografic)
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Obrazek 22: Mikroskopicky snimek pti poctu 100 000 bun¢k na preparat (vlastni fotografic)

3.8.2 Prubeh elektroforézy

Béhem prubehu elektroforézy dochazelo k uvolnéni gelu z podlozniho sklicka
atim 1 znehodnoceni testu. Problém spocival v tom, elektrické pole mezi katodou
a anodou meélo tendenci unaset gel uvolnény ze sklicka. Nékolik gela tak spadlo az
do koncové casti elektroforetické vany, coz mélo za nasledek znehodnoceni vzorku.
Aby k tomuto problému nedochazelo, bylo pred zapnutim elektroforézy na vzorky
umisténo nékolik podloznich skli¢ek, aby zatizily gel a ten nemél Sanci se béhem

elektroforézy premistit.

3.8.3 Barveni DNA

Pro barveni vzorkt byla vybrana dvé barviva, a to Hoechstovo barvivo (Hoechst
33342) a barvivo DAPI. Bé€hem testovani bylo zjisténo, ze vzorky po obarveni barvivem
DAPI jsou jasngjsi a barvivo vydrzi svitit déle. Naopak Hoechstovo barvivo barvilo
vzorky s men$i intenzitou (viz obr. 23) a vzorky se rychle vysvécovaly, coz meélo
za nasledek to, ze vzorky se nestihly nasnimat pod mikroskopem pro dalsi analyzu.

Z téchto divodi bylo pro barveni vzorkl pouzito barvivo DAPL
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Obrazek 23: Snimek bun¢k obarvenych barvivem Hoechst 33342 (vlastni fotografie)

3.8.4 Software

Pro vyhodnoceni se osvédCila aplikace CometScore 2.0, pro jeji jednoduché
pouziti a predevSim funkCnost. Pro hodnoceni byla pouzita také aplikace CasP,
ale po spusténi programu pro analyzu a pfi nasledné praci je aplikace nestabilni, pada
aveSkera data jsou ztracena. Kvuli témto diavodim je aplikace CometScore 2.0

v porovnani s aplikaci CasP vhodnéjsi pro analyzu.
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4 Diskuse

Nameétena data ukazuji, ze pro zvoleny pracovni postup a typ bunék je lyzacni
pufr 3 nejoptimaln€jsi variantou. Z dostupnych zdroji vyplyva, Zze ruzné laboratoie
a pracovisté pouzivaji odliSné slozeni lyza¢niho pufru. Naptiklad Dvordk ve své
disertacni praci srovnaval vliv slozeni lyzacnich pufra (Dvorak, 2013). Lyzacni pufr 1
pouzity v této praci byl svym slozenim obdobny jednomu z pufrii testovanych Dvorakem
s tim rozdilem, ze ja jsem misto 1% lauroyl sarkosinatu pouzil triton podle navodu
od spolecnosti USB  Corporation (USB CORPORATION, 2018). Stejn¢ jako
ve Dvorakoveé praci byl i v mé praci lyzaéni pufr 1 vyhodnocen jako nevhodny
pro zvolenou metodu kometové analyzy. Buriky vystavené pusobeni lyzac¢niho pufru 1
byly nedostatené lyzované a ohon komety se formoval jen u €asti bunék. Ve Dvoiakove
praci vedlo pouziti lyza¢niho pufru 1 dokonce k zavéru, ze buiky po comet assay
nevykazovaly komety zadné. V mé praci burky lyzované v tomto pufru komety tvorily,
1 kdyz jen ¢astecné. Rozdilné vysledky mych méfeni mohou plynout z mirnych odlisnosti
nastaveni experimentu. Divodem téchto odlisnosti mize byt i jiny typ pouzivanych
bunék, pfipadné jiny rozmér elektroforetické aparatury. Dvorak ve své praci pouzil
bunécné linie HL-60 a A375. Bunécna linie HL-60 je bunécna linie lidské leukémie
a bunécna linie A375 je linie maligniho melanomu. Pro tuto bakalafskou praci byla
pouzita linie mysich koznich fibroblastli 3T3. Dal§im a nejpravdépodobnéjsim divodem
zminénych odlisnosti je pouziti jiného detergentu ve slozeni lyza¢niho pufru. Dvorak
ve své praci pouzil 1% lauroyl sarkosinat, zatim co ja jsem pro svij experiment pouzil
jako detergent triton. Je tudiz mozné, ze triton X, ktery byl pouzit v této bakalarské praci,
ma vys$§i ucinnost pii naruSeni bunééné membrany. Lyzacni pufr se obdobnym slozenim
jako LP3 (pouzity v této praci) byl i ve Dvorakoveé praci vyhodnocen jako vhodny pufr
pro metodu comet assay. Stejného vysledku jsem dosahl i ja. Rozdil ve slozeni spocival
v koncentraci TBE. Zatimco Dvorak ve své praci pouzil 0,5xTBE, LP3 pouzity v této
praci obsahoval 10xTBE. Builky lyzované v tomto lyzaénim pufru mély dostatecné
naruSenou membranu, diky Cemuz formovaly vétsi pocet ohoni komet s vétSim
rozmérem. Z celkového poctu 60 bunek, bylo dostatecné zlyzovano 49 bunek. Lyzacni
pufr 2 je, jak jiz bylo zminéno, pro hodnoceni poskozeni DNA u zivo€iSnych bunek
kometovou metodou nevhodny. Toto byl jeden ze vstupnich predpokladd, ktery se

podarilo experimentalné potvrdit.
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Optimalizace potiebnych krokti pracovniho postupu byla provedena nejméné
Sestkrat pfed samotnym findlnim testem. B&hem meéfeni jsem se Casto potykal
s nejruzngjSimi problémy. Jednalo se napfiklad o kontaminace zpusobené nesterilni
pfipravou gelii. Ke kontaminaci mohlo dojit napfiklad nadychanim kapének na podlozni
sklicko s buinkami. Kontaminace byla odhalena pfi snimani jiz obarvené DNA.
Ke kontaminaci mohlo dojit také pti skladovani podloznich skli¢ek s podlozni agarovou
vrstvou. Ta byla ze zacatku skladovana v lednici déle nez tyden. Bakterie a plisné rostou
na agarozovém médiu velmi ochotné. Pro snizeni moznych zdroji kontaminace bylo
ve findlnich experimentech dbano na zvysenou opatrnost pii manipulaci se sklicky

i buiikami a sklicka s agar6zou byla pfipravovana maximalné jeden den pred pouzitim.

4.1.1 Limitace metody

Pfi optimalizaci metody bylo zji§téno, ze vyznamnou roli hraji také rozméry
elektroforetické vany. Pfi pouziti vétsi elektroforetické vany bylo po analyze
mikroskopickych snimku zjisténo, ze proud prochazi jen stiedni Casti vany. U vzorkd,
které byly béhem elektroforézy umistény u okraje vany, byly vidét jen komety s velmi
kratkou ocasni Casti nebo nebyly k vidéni zadné komety. Pii optimalizovani byly
porovnavany preparaty, které byly oSetfeny stejnym zpusobem s tim rozdilem, Ze jedna
sada vzorkt byla umisténa do velké vany a druha sada byla umisténa do malé vany.
Snimky ze vzorku, které byly umistény do malé vany, vykazovaly na mikroskopickych
snimcich jasné komety. Jasné komety také byly pozorovany u vzorkd, které byly
umistény ve stiedu elektroforetické vany. Avsak na snimcich vzorkt, které byly umistény
na krajich vany, byly k vidéni komety jen velmi kratkou neintenzivni ocasni Casti
nebo komety nebyly k vidéni zadné. Pro vyuziti velké vany by byla pravdépodobné nutna
optimalizace parametrii nastaveni zdroje, coz nebylo soucasti této prace. Tento problém
pomérné velkym zpisobem ovlivnil asovou narocnost experiment vzhledem k mensi
kapacité malé vany. Do velké elektroforetické vany da najednou vlozit az 6 preparatq,
zatimco do malé vany lze najednou vlozit pouze 2 preparaty. Pii velkém poctu vzorku je
diky tomuto problému Casové narocnéjsi krok elektroforézy, protoze za stejny Cas jsme
schopni do elektroforetické vany vlozit vice vzorku.

Velky vliv na celkovy vysledek prace ma kontaminace. Pfi méfeni jsem se Casto
potykal s rizikem kontaminace vzhledem k realizaci €asti experimentu v mimo sterilni

laminarni box. Mnoho preparati nebylo z divodu kontaminace mozné pouzit.
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S Navrh doporuceni pro praxi

Metoda comet assay je bézné€ pouzivanou metodou pro hodnoceni genotoxicity
latek. Z vysledkt praktické Casti je vhodné do praxe implementovat pouziti lyza¢niho
pufru 3, protoze se ukazalo, ze v porovnani se zbylymi dvéma lyza¢nimi pufry ma
schopnost nejlépe lyzovat buiky.

Dale by bylo vhodné pro tuto metodu pouzivat pro barveni bunék barvivo DAPI,
pro jeho lepsi vlastnosti — delsi svitivost a vetsi intenzitu barveni.

Co se tyCe poctu nanaSenych bun€k, je vhodné nanaset mensi pocet bunék (50 000),
protoze pii naneseni vetsiho poctu buné€k hrozi prekryv bunék a nasledna obtizna analyza
pomoci softwaru.

Pro hladky prubéh elektroforézy je vhodné podlozni sklicka s gelem zatizit
dal§imi podloznimi sklicky, aby nedochazelo k uvolnéni a nasledné migraci gelu
po elektroforetické vané a naslednému znehodnoceni vzorku.

Podlozni sklicka je tieba pfipravit maximaln€ jeden den pred pouzitim, aby bylo
minimalizovano riziko kontaminace gelu pfi skladovani. Zaroven musi byt zajiSténa
ochrana pred vyschnutim.

Pro vyhodnoceni se osvédCila aplikace CometScore 2.0, pro jeji jednoduché
pouziti a funkénost. Pfi hodnoceni byla pouzita také aplikace CasP, ale po spusténi
programu pro analyzu a pfi nasledné praci aplikace pada, neni funkéni a veskera data jsou

ztracena. Kvuli témto diivodiim je aplikace CometScore 2.0 vhodnéjsi pro analyzu.
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6 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo optimalizovat lyzacni krok metody comet assay
neboli kometové analyzy. Optimalizace spoCivala v testovani 3 lyza¢nich pufra
a nasledné analyze vysledktu. Hlavnim cilem bylo zjistit, jak slozeni lyza¢niho pufru
ovliviiuje délku komety a jaky lyzacni pufr je pro zvoleny postup experimentu
nejvhodnéjsi.

Byly vybrany 3 lyza¢ni pufry, které byly podrobeny testovani a nasledné analyze,
ktera ukazala vyhody a nevyhody jejich pouziti. Po vyhodnoceni jednotlivych lyzacnich
pufri bylo zjisténo, Ze lyzacni pufr 3 je nejvic vhodny pro hodnoceni poskozeni DNA
u savCich bun€k — konkrétné mysich 3T3 fibroblastd. Buriky, které byly inkubovany
v tomto pufru, byly 1épe zlyzovany. Pocet bunék, které byly lyzovany v lyza¢nim pufru 3
a jejichz délka ocasni Casti byla vétsi nez 10 % celkové délky komety, byl mensi nez
u bunék lyzovanych v lyza¢nim pufru 1. Konkrétn€ v lyzaénim pufru 3 bylo pod 10 %
zlyzovano pouze 11 buné€k z celého poctu 60 bunék, coz odpovida 18,3 %. U lyzacniho
pufru 1 bylo takovych bunék celkem 30, coz odpovidda 50 %, tedy poloving
analyzovanych bunék. Délky ohoni komet byly delsi u lyzacniho pufru 3. Konkrétné
stfedni hodnota délky ohonu bunék lyzovanych v lyza¢nim pufru 3 je rovna 72,433 px
a26,253 % v porovnani shodnotami 65,500 px a 13,153 % pro lyzacni pufr 1.
Smérodatna odchylka byla u lyza¢niho pufru 3 mensi nez u lyzacniho pufru 1, 78,043 px
a 14,429 % pro lyzacni pufr 1 a 53,689 px a 18,268 % pro lyzacni pufr 3. Coz znamena,
ze hodnoty délek komet se u lyza¢niho pufru 1 lisily vice od prumérnych hodnot.

Lyzacni pufr 2 se po zhodnoceni ukazal jako nevhodny pro provadéni komet assay
u mysSich fibroblastd 3T3. Slozeni tohoto lyzac¢niho pufru totiz neni vhodné pro savci
bunky, protoze neni schopné rozpustit bunéénou membranu a uvolnit poskozeny
geneticky material z buniky ven.

V ramci optimalizace metody byly testovany také rizné moznosti barveni DNA.
Ze dvou vybranych barviv se jako vhodnéjsi varianta ukéazalo barvivo DAPI. Dale byl
optimalizovan objem bunék nanaseny na podlozni sklicko. Po testovani a vyhodnocovani
se ukazalo, ze pii naneseni poctu priblizne€ 50 000 bunék na skli¢ko, je koncentrace bunek
dostacujici a nedochazi k takovému prekryvu bunék jako pii naneseni 100 000 bunek. Co
se tyCe softwaru, bylo zji§téno, ze software CometScore je pro analyzu bunék vhodnéjsi,

predevsim kvuli stabilité a funkcnosti aplikace.
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