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Hlavnim ukolem této prace bylo prostudovat indukci a nasledné mechanismus reparace
poskozeni DNA sirnym yperitem u specifickych bunéénych linii v davkové zavislosti a jejich
vliv na cytotoxicitu yperitu. Yperit je zpuchyfujici otravna latka, kterda muze byt zneuzita
Vv lokdlnich valecnych konfliktech, pfi teroristickych utocich nebo muze dojit k ndhodné
expozici pii likvidaci jeho zasob.

Yperit vyvolava v interakci s bunkou zavazné alkyla¢ni poskozeni DNA, které zahrnuje ptimé
zlomy vlaken DNA, monoaddukty s adeninem a guaninem a vznik K¥izovych vazeb interakci
s guaniny v obou komplementarnich vlaknech DNA.V této praci jsme se zaméfili na kiizové
vazby a k jejich detekci pouzili metodu bunééné gelové elektroforézy (Single Cell Gel
Electrophoresis, SCGE).Tato metoda slouzi k detekci zlomi DNA a jeji pomoci 1ze hodnotit
poskozeni DNA jednotlivgych bunék. V ndmi pouzité modifikaci metody jsme u
analyzovanych bunék nejdiive indukovali standardni mnozstvi zlomi DNA styrenoxidem,
nebot' pritomné kiizové vazby brani rozplétani DNA. Ke studiu mechanismu reparace
specifického poskozeni DNA jsme s vyhodou pouzili bunétné linie s jasné definovanymi
deficity v urcitych fazich opravy DNA.

Pro experimenty jsme pouzili linie ovarialnich bun¢k kiec¢ika ¢inského AAS a jejich mutanty
UV-5 deficitni v helikdzové aktivité a mutanty UV-20 deficitni v endonukledzové aktivite.
Reparace muze probihat nékolika mechanismy. Je to napiiklad nukleotidova excizni reparace
jako odezva bun¢k na pisobeni mnoha mutagenti. Dal§imi mechanismy jsou bazova excizni
reparace odstranujici z DNA pouze defektni bazi a komplexnéjsi reparace zahrnujici
rekombinac¢ni opravu. V experimentalni casti této prace jsme pouzili nékolik latek
ovlivijicich rizné faze reparacnich procesu. Byly to inhibitory reparace DNA v polymeracni
fazi NER: cytosinarabinosid (AraC) + hydroxyurea (HU) a specificky inhibitor poly(ADP-
rib6za)polymerazy 3-aminobenzamid. Sledovali jsme jejich vliv na opravu DNA.

Navzdory vsem piedpokladim jsme vsak zjistili, ze pro reparaci bunééného poskozeni
vyvolaného yperitem neni vyznamna helikazova ani endonukleazova reparacni aktivita bunék,
ale ze nezbytnou soucasti repara¢nich procesi je polymerace. Proto jsme usoudili, ze oprava
poskozeni DNA indukovaného yperitem probihd komplexnim mechanismem rekombinace
DNA. Neprokazali jsme inhibi¢ni ptisobeni 3-aminobenzamidu na reparaci kiizovych vazeb v
DNA. Vysledky naznacuji, ze kiizové vazby patrné nehraji klicovou roli v cytotoxicité
yperitu. Zda se, ze hlavni cytotoxickou 1ézi jsou pravdépodobné monoaddukty yperitu s DNA,
oz je nutné ovétit v dalsich studiich.



