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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na studium oxida¢niho poSkozeni DNA vyvolaného
ucinkem hydrogenperoxidu a na vztah tohoto poskozeni k cytotoxickému ucinku.
Opravu oxidacniho poskozeni DNA a schopnosti pteziti bunék jsme sledovali jednak u
linie normalnich ovarialnich bun¢k kiecika ¢inského AAS, a jednak u mutantni linie
téchto UV-20. Pro stanoveni poSkozeni DNA jsme pouZili metodu modifikované
jednobunécné gelové elektroforézy — kometovy test. Cytotoxicky ucinek jsme

hodnotili pomoci testu inhibice tvorby kolonii.

Normalni buitky AA8 1 mutantni buiikky UV-20 opravuji oxidacni poskozeni
DNA piiblizn¢ stejné¢ rychle a také jsou stejné vnimavé k cytotoxickému ucinku
peroxidu vodiku. Tyto vysledky naznacuji, Ze defekt v mechanizmu nukleotidové
excizni reparace u bunék UV-20 nehraje v odezvé téchto bunék na oxidativni poskozeni
DNA Zadnou podstatnou roli, a Ze se tedy tento mechanizmus na odstranéni oxidacniho
poskozeni DNA nepodili. To svéd¢éi pro to, ze hlavnim mechanizmem opravy

oxida¢niho poSkozeni DNA je mechanizmus bazoveé excizni opravy.

Klic¢ova slova: Oxidativni poSkozeni DNA, hydrogenperoxid, kometovy test,

excizni reparace.



ABSTRACT

This work has been focused on the study of oxidative DNA damage induced
with hydrogen peroxide and on the relationship of this damage to cytotoxic effect . The
repair of the oxidative DNA damage and the cell survival was followed both in normal
Chinese hamster cells and their mutant derivative UV-20. The modified single cell gel
electrophoresis (the comet assay,) was used to estimate the DNA damage. The

cytotoxiciy was measured using the inhibition of colony forming capacity of cells.

Both normal AA8 and mutant UV-20 cells repair the oxidative DNA damage
with approximately the same velocity, and they show also the same sensitivity towards
the hydrogen peroxide. These results indicate, that the defect in the nucleotide excision
DNA repair in UV-20 cells does not play any important role in the response of these
cells to the oxidative DNA damage, and therefore this mechanism is not involved in the
removal of this damage. This may indicate, that the main mechanism of the repair of

oxidative DNA damage is the base excision repair.

Keywords: Oxidative DNA damage, hydrogen peroxide, comet assay, excision
repair.
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1 UVOD

Vyskyt rakoviny ve svété i u nas stale roste. Neni to Z&dna nova Sokujici informace,
jen smutny fakt. Pfi¢in je mnoho, od vlivii dédiénych po vlivy vngjsiho prostiedi. Casto
si za vznik rakoviny miizeme sami. NaStésti spolu s naSi bezohlednosti vii¢i svému
zdravotnimu stavu dochazi k neustalému vyvoji novych diagnostickych metod a

vyzkumu novych 1€ki.

Jedna z mnoha pficin, ktera se mize podilet na vzniku nemoci, je vliv volnych
radikalt. Témito agresivnimi latkami je ndS organismus neustidle napadan a musi se
snimi den co den vypotradavat. Pokud to pfestane zvladat, volné radikaly vyvolaji
oxidacni reakce vedouci k oxida¢nimu poSkozeni bunek, DNA a jinych struktur, coz

muze vést ke vzniku nadorového bujeni a fad¢ jinych onemocnéni.

Jednou z metod, jak méfit miru oxidacniho poskozeni, je kometovy test —
jednobuné&ena gelova elektroforéza. Poprvé byla popsana Ostlingem a Johansonem [1]
v roce 1984, ktefi jako prvni popsali chovani DNA jednobunééné kultury v elektrickém
poli a detekovali zlomy zpusobené ionizaénim zafenim. Za uplynulych dvacet let prosla
tato metoda mnoha zménami a modifikacemi. V soucasné dobé¢ je to hojn¢ vyuzivana,
vSestrannd a citlivd metoda, pomoci které mizeme méfit poskozeni DNA a bunécnou

odpovéd’ k tomuto poskozeni.

V této préci jsem se zabyvala oxidacnim poskozenim DNA vyvolanym ucinkem
hydrogenperoxidu a jeho vlivem na ptezivani bun¢k. Pro sledovani poskozeni DNA
byla pouZita metoda modifikované jednobunééné gelové elektroforézy spolu s vyuZitim
enzymli endonukledzy III a formamidopyridinglykosylazy. Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci analyzy obrazu a statistického zhodnoceni. Pokusy byly provedeny
na ovarialnich bunkach kiec¢ika ¢inského, a to na liniich norméalnich AA8 a liniich
mutantnich UV-20. Cytotoxicky ucinek byl zkouman pomoci testu inhibice tvorby

kolonifi.
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2.1 Vyskyt rakoviny ve svété a v CR

V poslednich letech se védclim podatilo pochopit zékladni pfiiny vzniku
rakoviny. Knovym 1ékim je vSak jest¢ dlouha cesta. Dosud se v 1éEbé pouzivaji
klasicka cytostatika, kterd vSak ni¢i nddorové i1 zdravé buiky. Nové Iéky se od bézné
chemoterapie 1iSi pfedevSim minimalnimi nezadoucimi ucinky a lze je podavat i
Vv tabletach. Nevyhodou je, Ze pro své piisobeni vyzaduji pfitomnost urcité struktury v
nadorové buiice, ktera se obvykle vyskytuje jen u ¢asti nemocnych. Stanoveni takovych
struktur je obvykle laboratorné i1 finan¢né€ ndrocné, a proto je 1éCba témito preparaty
soustiedéna jen do velkych center. Prvni zastupci téchto 1éCiv jsou ovéfovany i na

vybranych pracovistich u nas [2].

Ve vyspélych zemich je rakovina jedna z chorob, na kterou umird nejvice lidi.
V soucasné dob¢ je pravdépodobné, ze se rakovina vyvine u jednoho ze tii lidi, ale

v 70% ptipadl by se zménou zplsobu zivota dalo vzniku rakoviny zabrénit [3].

Ze statistik Svétové zdravotnické organizace (WHO) vyplyva, Ze v Cesku je
druhy nejvyssi vyskyt novych piipadd rakoviny v Evropé. V Cesku je kazdy rok
zaznamenano témeét 700 novych piipadi rakoviny na 100 tisic obyvatel. Pocet nové
objevenych piipadti rakoviny v Cesku se navic zvy$uje. Hori situace je pouze v
Madarsku. V Cesku je také vysoka umrtnost a to piedevdim zdiivodu pozdni

diagnostiky.

Nejvice se v Cesku vyskytuje rakovina kiize, nadory tlustého stieva a rakovina
plic. Nejcastéjsim typem rakoviny vyskytujicim se u Zen je rakovina prsou a u muzi
rakovina stiev a konecniku (Obr.1,2). Pravé vyskyt rakoviny tlustého stieva je u nas
vibec nejvysSi na svété. Je to zejména zplsobeno Spatnym zivotnim stylem a
nekvalitnim stravovanim - jime ve spéchu, nepravidelné a nezdravé. Jednim z duvodi
rostouciho poctu ptipadi rakoviny ve svété je také paradoxné rostouci primeérna délka
zivota. V Cesku je viak i primérna délka Zivota niz$i neZ v jinych evropskych zemich

[4].
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Obr. 1: Pocet nové vzniklych pripadii Obr. 2: Pocet nove vzniklych pripadii
rakoviny u Zen [5] rakoviny u muzii [5]

V Cesku je také vysoka umrtnost. V roce 2005 zemfelo na rakovinu pfiblizné
29 000 Cechti, z toho bylo 14 000 lidi mladsi nez 70 let. Nejéast&jsi pii¢inou smrti na
rakovinu je u Zen rakovina plic a u muzi rakovina plic a dychacich cest (Obr.3,4). Z dat
Svétové zdravotnické organizace vyplyva, Ze rakovinné onemocnéni Castéji pieziji Zzeny
nez muzi. Péti let po diagndze novotvaru se v Cesku doziva 29,3 procenta muzii a 43,4
procenta Zen. Ve vétsin€é zemi Evropské unie je vSak uspéSnost 1é¢by vyrazné vyssi.
Napftiklad v Rakousku nebo ve Francii se dozije péti let od diagnoézy rakoviny vice nez
polovina pacientd. Je to dano tim, jak uz bylo zminéno, Ze nadory se u nds odhaluji

pozdé, pacienti nechodi v¢as na kontroly a o své zdravi se nezajimaji [4].
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2.2 VolIné radikaly a antioxidanty

Dosud neni zcela jasné pro¢ a jakym zplisobem se méni zdravé buniky na
rakovinné. Je vSak znadmo, ze molekuly volnych radikald mohou poskodit geneticky
material v buiikach a tim i déleni bun¢€k a vyvolat zhoubny proces. Volné radikaly se
mohou tvofit samovolné¢ pii normalnim metabolismu a jsou organismem dobie
kontrolovany. Jejich tvorba vzrista pii pusobeni Skodlivin jako je koufeni, nespravna
vyziva, nadmérné piti alkoholu, pfilisné slunéni. Normalni déleni bun€k miize byt také

poruseno urcitymi viry, stresem a dédiénymi faktory [3].

Antioxidanty patii k latkdm, které hraji velkou ochrannou ulohu pii vzniku
nékterych nemoci jako jsou poruchy srdce, cévniho zasobeni, mozkové mrtvice a hlavné
rakoviny. Predpoklada se, Ze mechanizmus vedouci ke vzniku téchto chorob mtize byt
podpotfeny vlivem volnych radikali a antioxidanty mohou vlivu téchto molekul
zabranit. K dobfe znamym u¢inkim antioxidanti jako jsou vitamin C a vitamin E, se
postupné pridavaji i potencialné ptiznivé Gcinky rostlinnych antioxidantt, polyfenola

vyskytujicich se v ovoci, zelening, ofiScich a napojich jako jsou ¢aj a vino [6].

Meéli bychom také zdlraznit, ze volné radikaly a dalsi reaktivni slouceniny takeé
plni v organismu uzite¢né funkce. Napiiklad oxid dusny (NO) je dilezity v regulaci
krevniho tlaku a jako posel v nervové soustavé a kyselina chlorna (HOCI) bojuje proti
mikrobialnim infekcim. Za normalnich okolnosti se volné radikéaly nachazeji v burice.
Ve zdravé buiice je rovnovaha mezi reaktivnimi slouceninami a antioxidanty. Oxidac¢ni
stres mizeme definovat jako nerovnovahu mezi oxidacnimi ¢inidly a antioxidanty ve
prospéch oxidac¢nich Cinidel. Vyssi hladiny antioxidantl mohou mit rovnéz zéporné

ucinky na bunku [7].

2.2.1 Volné radikaly

Mezi volné radikaly patii slouCeniny kysliku, které vznikaji pfimo v naSem téle
jako vedlej$i produkt bunééného metabolismu [8]. Piesnéji fe¢eno, volné radikaly jsou
Castice elektronové nestabilni, a proto velmi reaktivni. Bud’ maji o jeden elektron vice,
nebo méné, a proto reaguji s ostatnimi atomy — odebiraji jim elektrony, nebo jim je
naopak ptredavaji — a tim padem se stabilizuji. Elektrony jsou zaporné nabité Castice, a

pokud jsou v paru, nepredstavuji zadné riziko, protoze vytvareji pevnou vazbu. Pokud
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vSak elektron neni sparovany, je nebezpecny a uto¢i na buiiku jako raketa, nez prorazi
jeji sténu [3]. Tyto agresivni molekuly mohou poskozovat buiiky, enzymy a geneticky
material [8]. Néktefi védei se domnivaji, ze pisobeni tohoto typu volnych radikala
podminuje vznik nékterych chronickych nemoci a nemoci jako jsou rakovina,
Alzheimerova choroba, revmaticka artritida, Sedy zakal, nemoci srdce a mozkova

mrtvice a mohou i pfispivat ke vzniku infek¢nich a degenerativnich onemocnéni [3].

2.2.2 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které zamezuji vzniku oxida¢nich reakci vyvolanych
volnymi radikdly a tim pusobi preventivné proti poSkozovani bunék. Jejich
mechanismus obsahuje: vyplavovani reakéniho kysliku a dusiku z riznych druha
volnych radikalt, redukovani koncentrace kysliku snizenim oxida¢niho potencidlu
molekularniho kysliku, metabolizuji peroxidovy tuk na neradikaly, vaze do komplext

ionty kovll a tim plisobi preventivné proti tvorbé volnych radikali [6].
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2.3 Oxidacni stres

Mezi zéakladni castice vyvolavajici oxidacni stres zahrnujeme reaktivni
slouceniny kysliku a dusiku. Volné radikdly miZeme povazovat za podskupinu

reaktivnich sloucenin kysliku a dusiku. Souhrnné jsou také nazyvany oxidanty.

Volné radikaly jsou nestabilni molekuly obsahujici neparovy elektron [7].
Stabilizovat se pokouSeji spojovanim se sjinymi molekulami, coz muze vést k
uvolnéni dalsich radikalt, a to mtze byt pocatek fetézové reakce [8]. Volné radikaly
jsou malé molekuly nebo ionty s malou reaktivni aktivaéni energii a kratkym polocasem

rozpadu. Mala velikost jim umoznuje prostoupit bunééné membrany [7].

Volné radikaly vyvolavaji v buinkach oxidacni stres, ktery pusobi na buiky
ttemi faktory: zvySovanim tvorby oxidantl, snizenim Uc¢innosti antioxidacni ochrany a

neschopnosti opravit oxida¢ni poskozeni.

Hlavnim zdrojem reaktivnich sloucenin kysliku je aerobni metabolismus.
Vznikaji téz pii peroxisomové B-oxidaci mastnych kyselin, biotransformaci xenobiotik
v mikrosomech za ucasti oxidoredukcniho systému s cytochromem P450, pfi stimulaci
fagocytozy patogeny nebo liposacharidem, pii metabolismu argininu a v tkanich
ucinkem specifickych enzymi. Za normalnich okolnosti jsou nadbytecné reaktivni
kyslikové slouceniny kontrolovany a odstrafiovany v buiice plisobenim superoxid-

dismutdzy (SOD), katalazy nebo glutathionperoxidazy (GSH).

Nejvice jsou v bunce ucinkem reaktivnich slouéenin kysliku pozménény
makromolekuly jako jsou polynenasycené mastné kyseliny v membranovych lipidech,

esencialni proteiny a nukleové kyseliny [9].

2.3.1 Zakladni typy reakci reaktivnich sloucenin

Kyslik (O2) se v mitochondriich normalné kompletné redukuje na vodu (H,0)
tim, ze pfijima 4 elektrony. Pfi nekompletni redukci mohou vzniknout velmi toxické
derivaty: hydroxylovy ion, superoxidovy radikéal a hydrogenperoxid. Dochazi k tomu
pii fadé¢ enzymovych reakci v riznych bunéénych slozkach (mitochondrie, lyzozomy,

peroxizomy, plazmatickd membréna) [9].
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Superoxidovy radikal -O, vznik& ve vnitini membrané mitochondrie [7] nebo
pfi reakcich katalyzovanych xanthinoxidédzou, cytochromem P-450 popi. jinymi

oxidazami (Rov. 1).
02 ad ‘02- (l)

Vznikly superoxid muize byt inaktivovan spontanné nebo mnohem rychleji

ucinkem superoxiddismutazy za vzniku hydrogenperoxidu H,O, (Rov. 2) [9].
0, + 0, + 2H" — H,0, + O, (2)

Hlavnim zdrojem H,0,, kromé& uvedené reakce, je oxidativni deaminace
biogennich amint, ktera je katalyzovana monoaminoxidazou v mitochondridlni vnitini
membrané. Hydrogenperoxid patfi mezi oxidanty, ackoli to neni radikal. Je to latka s
relativné dlouhym polocasem rozpadu a muize se rozsifit do velkych vzdalenosti

predtim, nez vstoupi do reakce [7].

Hydroxylové radikaly vznikaji pii: Haberové a Weissové reakci (Rov. 3), nebo
hydrolyzou vody pfi ionizacni radiaci (Rov. 4), nebo pfi interakci ptechodnych kovi

(kupt. Fe, Cu) s hydrogenperoxidem pii Fentonov¢ reakci (Rov. 5).

H,O, + -0, — OH +:-OH + O» (3)
Fe?* + H,0, — Fe** + -OH + OH" (5)

Zelezo je zvlast dilezité pii toxickém kyslikovém poskozeni. VétSina volného
Fe je v troyjmocné formé a musi byt redukovana na dvojmocnou, aby mohla byt €inna

ve Fentonové reakci. Redukce mize byt podpoiena superoxidem (Rov. 6).
.0, +Fe** >Fe?*+0, (6)

A tedy zdroje Fe a superoxidu jsou nutné pro maximalni oxidacni poskozeni

bunky [9].

Hydrogenperoxid je zdrojem dalSich reaktivnich kyslikovych sloucenin jako je

kyselina chlornd HOCI, a to enzymatickou oxidaci chloridovych aniontt (Rov. 7).

H,0,+CI—HOCI+HO" )

15



HOCI mtize vést k jinému silnému oxidantu singletovému kysliku O, (Rov. 8),

nebo k hydroxylovému radikalu (Rov. 9).
H,0,+0CIl —'0,+H,0+CI" (8)
HOCI+0; —0,+-OH +CI” (9)

Hydrogenperoxid miize také oxidovat mnozstvi hydrogenuhli¢itanovych iont

na peroxohydrogenuhli¢itanové (Rov. 10) [7].
H,0,+HCO3; —H,0+HCO, (10)

Také reaktivni dusikové slouceniny jako oxid dusnaty (NO) je dulezitym
chemickym mediatorem jako volny radikal (NO-) [9]. Je tvofen v biologickych tkanich,
napft. v Cévnich endotelialnich burnikach nitricoxide syntazou [7]. Jako takovy muze byt
pfeménén na velmi reaktivni oxynitritovy radikal [9] nebo v pfitomnosti protond

podporuje vznik -OH za soucasné tvorby radikalu -NO; [10].

V souvislosti s oxidativnim stresem je nejvice vyznamnou reakci radikdlu NO-

reakce s radikalem superoxidem -O," (Rov. 11). Produktem je peroxynitritovy aniont.

NO- + -0, — ONOO™ (12)

Reakce je velmi rychla s rychlostni konstantou k = 7.10°M™.s™ [7]. Tato reakce
je 3,5x rychlejsi nez odstraiiovani superoxidu ucinkem superoxiddismutazy (SOD).
Peroxynitrit oxiduje thioly, lipidy, pisobi mutaci DNA, nitruje bilkoviny a dalsi
molekuly, ¢imz je poSkozuje, a inaktivuje nékteré enzymy [10].

Peroxynitritovy aniont ONOO™ je v kontrastu s radikaly NO- a -O;" silnym

oxidantem.  Peroxynitrit —muZe reagovat smnozstvim CO, za vzniku

nitrosoperoxycarbonatu (Rov 12).
ONOO +C0O,—0ONOOCO," (12)

Aniont ONOOCO, je radikal s kratkym polo¢asem rozpadu a ma disociacni

schopnost vedouci ke dvéma radikalim (Rov. 13).
ONOOCO; — ‘NO, + :CO3 (13)

Odpovidajici  kyselinou k peroxynitritu je kyselina peroxydusita ONOOH
(pKa=6,8), ktera se samovolné rozklada béhem né¢kolika sekund ve vodném roztoku.
Mechanismus rozkladu kyseliny byl sice pfedmétem jistého rozporu, nicméné nedavné

experimentalni i vypocetni ditkkazy ukazuji, Ze peroxydusitd kyselina podléh4a homolyze
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na hydroxylovy -OH radikdl a radikal oxidu dusi¢it¢tho -NO,, které se nasledné

rekombinuji na kyselinu dusi¢nou (Rov. 14) [7].
ONOOH — -OH + ‘NO, — HNO3 — H" + NO3~ (14)

Vsechny vyse uvedené reakce se vyraznou meérou uplatiiuji na mechanismech
poskozeni bunky, zvlasté¢ pak pfi peroxidaci lipidi v membranach (oxidace dvojnych
vazeb polynenasycenych mastnych kyselin), pfi oxida¢ni modifikaci proteint (oxidace
SH-skupin), ptfi poSkozeni DNA (ataka thyminw> vznik jednoietézcovych preruSeni

dvousroubovice DNA) [9].

2.3.2 Reakce hydrogenperoxidu a dalSich hydroperoxidi

Je znédmo, ze hydroperoxidy (ROOH) hraji dilezitou roli  pfi tvorbé
radikalového poSkozeni. Hydrogenperoxid (R=H) je produkovan endogennimi
metabolickymi a katabolickymi procesy v buiice, zatimco alkylhydroperoxidy (R=lipid,
protein, DNA) jsou produkovany v fetézovych reakcich volnych radikalt za tucasti
molekularniho kysliku (autooxidace). Role kovovych ionti pii vzniku poskozeni DNA
zpusobené hydroperoxidy byla dlouho rozpoznavéna a bylo identifikovano nékolik
zietelnych biologicky relevantnich mechanismii. Identifikace mechanismu reakci je
dalezita, protoze tak muze znacné rozliSit typy vznikajicich volnych radikala, které
muzou znacnou mérou urcit spektrum poSkozeni DNA. N¢ekteré aspekty mechanismu
reakci iontl nizko valen¢nich pfechodnych kovi s ROOH a jejich role v mutagenezi je

posuzovana s ohledem na jejich moZnou roli pii biologickém vzniku poSkozeni DNA.

Mutace vyvolané hydroperoxidy (ROOH) jsou piimym nésledkem radikalt
uvolnénych po jejich rozkladu. Pochopeni piivodu endogennich oxidativnich mutaci,
pozaduje znalost potencialnich pochodii zahrnujici vznik reaktivnich volnych radikalt
jako prostfednikli a jejich potencial pro reakci s DNA. Hydroperoxidy uvoliuji volné
radikaly reakci s komplexy iontd pfechodnych kovi. Podstata nizko valenénich ionti
piechodnych kovih muze, spolu s ligandovou strukturou, zna¢né ovlivnit distribuci
volnych radikali vznikajicich pti rozkladu hydroperoxidii. Tyto reakce jsou vSeobecné
klasifikovany jako reakce Fentonova typu. Nejdostupnéjsi kovovy iont jako katalyzator
reakce v organismu je zelezo a méd’, ackoli dalsi ionty kovi, i kdyz obsazenych ve
stopovych mnozstvich nebo jako vysledek toxické expozice, mizou také zvySovat

mnozstvi volnych radikal v bunce [11].
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2.3.2.1 Mechanismus Fentonovy reakce

Kwvuli vSudyptitomné produkei hydrogenperoxidu v bunikach, bylo soustiedéno
mnoho pozornosti na jeho roli jako ¢inidlo poSkozujici DNA. Od doby, co Haber a
Weiss poprvé navrhli zahrnuti hydroxylovych radikali do Fentonovy reakce, bylo
nasmérovano velké mnozZstvi snahy ke zkoumani mechanismu zahrnutych aktivnich
oxidanti. Ac¢koli je zde hojnost diikazii, Ze klasickd Fentonova reakce (H,O,/Fe,")
(Rov. 5) produkuje hydroxylové radikdly (-OH), jsou zde jest¢ né&jaké spory nad
pfesnou povahou oxidujicich sloucenin. N¢které publikace navrhovaly, Ze Fentonova
reakce oxiduje substrat skrz mechanismus zahrnujici Zelezo-kyslikaté slouceniny bez
zahrnuti volnych radikalt. Jestlize reakce probiha skrz hydroxyl radikélového
prostiednika, pak Fentonova reakce mulZze byt povazovana za radiomimetickou
(napodobujici ucinek radioaktivniho zafeni) ve smyslu, ze spektrum poskozeni DNA a
mutace by se mélo podobat poSkozeni DNA pozorovaného pfi plisobeni ionizujiciho

zéteni. Fentonova reakce muze byt zevSeobecnéna (Rov. 19).
ML," + H,0; — ML, + -OH + OH’ (19)

Ionty nizkovalen¢nich piechodnych kovl jsou oznafeny jako M, zatimco L
odpovida ligandiim, které tvofi s kovy komplexy, a n oznacuje naboj iontu. Rozsahly
vyzkum nyni zkouma S$ifi iontii pfechodnych kovil, které by mohli mit dany
mechanismus reakce, a vliv riznych ligandl na redoxni chemii. Uvedena reakce pouze
ukazuje formalné prechod elektront. Pro vétSinu kovovych iontl, snad pouze
s vyjimkou nékterych vice vzacnych iont kovi jako Ru (II) a V (Il), se pifimy
elektronovy transfer na hydrogenperoxid do vnéjsi elektronové vrstvy vétSinou
nevyskytuje. Aktudlni redukce pravdépodobné probihd mezi komplexem tvofenym
hydrogenperoxidem a kovem navdzanym na ligand, obvykle oznafovan : Lp,M -
H,0,"". Tento komplex se miize rozkladat nékolika zpiisoby, pficemz ne vzdy musi
dochazet ke vzniku hydroxylového radikalu. Piikladem mize byt reakce H,0, s Cu (1)
a oxidace jednoduchého fetézce alkohold, zatimco pii analogické reakci s Cr (1) se

objevuje vznik hydroxyloveho radikalu.

Fentonova reakce zahrnujici komplex Fe(I)EDTA je pravdépodobné nejvice
zkoumany piiklad této tfidy reakci. Mnoho studii potvrdilo, ze reakce tohoto komplexu
s hydrogenperoxidem produkuje radikal -OH. VétSina téchto studii pouzila
nekatalytické podminky, napt. zelezo ve velkém piebytku nad substratem. Presnd

povaha ligandu L v ML,," miize ovlivnit distribuci produktu, patrné zménou vynosi
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oxidujicich radikalli vznikajicich ve Fentonové reakci. Takze, kdyz Fe(I)NTA
(nitrilotrioctova  kyselina  (chelaton 1)) je pouZita misto Fe(I)EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina - chelaton 2, disodna siil - chelaton 3), hydroxylovy
radikal -OH jiZ neni hlavnim produkovanym reaktivnim meziproduktem. V pfipadé ze
L je porphyrinovd molekula, hydroxylovy radikal nemusi byt produkovan vibec.
Napiiklad enzymy P-450 monooxygenazove rodiny pouZivaji Zelezo K ptipojeni
OH-ekvivalentli k nasycenym aromatickym substratiim mechanismem, ktery nezahrnuje
produkci volné rozptylujicich se hydroxylovych radikali. Tyto reakce postupuji

pravdépodobné pies vyse valenéni Zelezo-Kyslikaté [Fe(IV)=0] meziprodukty.

Navzdory velkému mnoZstvi dukazd které naznacuji, Ze Fentonova reakce
s Fe(Il) produkuje -OH jako aktivni oxidant, nékteré naopak tvrdi, Ze tato reakce také

probiha pfes zelezo-kyslikaty meziprodukt bez uvolnéni volnych radikali.

Superoxid (O;"), produkt jednoelektronové redukce molekularniho kysliku,
pfispél k produkci hydrogenperoxidu diky dismutacni reakci uskutecnéné enzymy
superoxiddismutazové rodiny (SOD) a stejné¢ jako vedlejsi redukce superoxidu

kovovymi ionty (Rov. 20).
ML," +-05"+2 H,0 > ML, +H,0, +2O0OH (20)
Takze dismutacni reakce pfispivajici k produkci hydrogen peroxidu, timto

zvysuje potencidl pro Fentonovu oxidaci [11].
2.3.2.2 Dalsi volné radikaly vznikajici rozkladnymi reakcemi H,0,

Ackoli redukce hydrogenperoxidu skrze Fentonovu reakci je povaZzovana za
nejbéznéjsi cestu jeho rozkladu, oxidace H,O, komplexy pfechodnych kovi jako je

Mn(I11) a Co(ll) dava protonovany superoxid (HO;-) (Rov. 21).
MLy + Hy0; — { MLROOH" + H'} — MLy + HO,- + H"  (21)

Tahle protonovana forma superoxidu (perhydroxylovy radikal) ma pK 4,8 , a
proto se neocekava, ze by mohl byt pfitomny ve fyziologickém pH ve vét§Sim mnozstvi.
Nicméné perhydroxylovy radikél je silnéjsi oxidant nez jeho plGvodni aniont a je
zapleteny do vzniku zlomi fetézci DNA. Hydrogenperoxid mize podstoupit rozklad
produkujici hydroxylovy radikal plisobenim UV zatreni (Rov. 22).

hv
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Neni jasné zda tento proces pfispivd k uvoliiovani hydroxylového radikalu
z endogenniho hydrogenperoxidu in vivo. Alkylhydroperoxidy podstupuji analogickou

reakci za vzniku alkoxylového radikalu [11].

2.3.3 Reakce hydroxyloveho radikalu

Nejreaktivnéjsi mezi reaktivnimi slouceninami je hydroxylovy radikal. Jeho
polocas v organismu je kolem 107° s, co? ukazuje, e se bude Udastnit reakei v kratké
vzdélenosti od mista vzniku. Ve skutecnosti se odhaduje, Ze vice nez polovinu
poskozeni zpsobenych volnymi radikadly ma na svédomi hydroxylovy radikél -OH. Ten
muze iniciovat lipidovou peroxidaci odtrhnutim vodiku od nenasycené mastné kyseliny

XH (Rov. 15)
XH+:OH —-X+H,0 (15)
Fragment -X se mtize podilet na radikélové fetézové reakci (Rov. 16 a 17).
X+02— -XO; (16)
-X02+XH—-XOOH+ -X (17)

Reakce muize byt ukoncena reakci dvou radikald za vzniku stabilniho produktu (Rov.

18).
X+ -0, —XO0,” (18)

DalSimi typy reakci zahrnujici hydroxylovy radikal jsou hydroxylace, oxidace a
Stépeni proteind a nukleovych kyselin. Reaktivni slouceniny dusiku mohou indukovat
nitraci, nitritaci a deaminaci bazi. Oxidanty — jiné nez hydroxylovy radikal — vétSinou
vykazuji ur€itou selektivitu v typu biomolekuly, se kterou reaguji. Pokud takové reakce
maji moznost pokracovat nekontrolovan¢, pak je vysledkem strukturdlni zména
bilkovin, inhibice enzymatické aktivity a interference v regula¢nich funkcich a mozné

bunécné smrti [7].

2.3.4 Reakce -OH s bazemi DNA

Reakce DNA bazi s volnymi radikaly ze zacatku dava nestabilni radikalové
meziprodukty s centrem na DNA. Tyto radikalové meziprodukty jsou bezprostiednimi

prekurzory poSkozeni DNA. Takze informace vzhledem k jejich formaci a chemickému
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osudu je dulezita pro pochopeni mechanismu vzniku mutaci. VétSina naSich znalosti
reakci DNA s hydroxylovymi radikaly pochazi z biologie zafeni, odkud muze byt

radikal -OH uvoliovan tplné a v dobré davce pro pulzni radiolyzu [11].

Reakéni  produkty reakce hydroxylového radikalu s purinovymi a
pyrimidinovymi béazemi byly zkoumény do velkych podrobnosti pulsni radiolyzou,
ESR, EPR, a metodami chemického zachytu [11]. Metoda EPR (electron paramagnetic
resonance), téZ (ESR - electron spin resonance) je zaloZzena na absorpci mikrovinné
energie volnymi radikaly v silnych magnetickych polich. Na rozdil od nuklearni
magnetické rezonance, kde se sleduji neutrony, u EPR se sleduji elektrony. Piimé
stanoveni zatim provadime pro superoxid, nitroxidovy radikal, hydroxylovy radikal,
singletovy kyslik a six lines spectra (volne radikaly organickych latek) [10].

V reakcich s organickymi slouc¢eninami ptsobi hydroxylovy radikal primarné
jako nukleofil. Adice na dvojnou vazbu je hlavni cestou (produkty A a B), ale mize se
také vyskytnout odtrhnuti atomu vodiku z metylové skupiny (produkt C) (Rov. 23).

H,C
HO . H,C, OH
. >—<
MAAAS VAAA- VAAA- A
H3C OH A B
AN
C (23)

V piipadé reakce s thymidinem 65 % produktu bylo adovano v pozici C5, coz
nam dava odpovidajici 6-yl radikal (A), zatimco 5-yl radikaloveho produktu (B) vznika
25 %. A tvoti se pouze 10 % allylového radikalu (C). V ptipad¢ guaninu -OH adice
probihéd na C8 a vznika 8-hydroxyguanin [11]. Pfi biosyntéze DNA a RNA se misto na
cytosin vaze na adenin. Tim vznikd mutace a ta muze vést tfteba k nadorovému bujeni
[10]. Podobne hydroxylradikalove adukty byly pozorovany u adeninu. A takeé adeninové

a guaninové adukty odpovidajici adici purinové C4 pozice [11].
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2.3.4.1 Uvoliiovani peroxylového radikalu pii aerobni Fentonové reakci
Radikaly A, B, a C z rovnice (23) jsou uhlikové radikaly. V ptitomnosti kysliku

muZou reagovat za vzniku peroxylového radikalu (-OOR) (Rov. 24).

U
o) G 00 HsC OH  "OOH,C
A.B 2 HO
s Dy C — + *00 + >=\
k __IO-HM-IS-I WAAA WAAA VhAA A WAAA A (24)

Z toho vyplyva, Ze pokud jsou hydroxylové radikaly uvoliiovany za acrobnich
podminek, budou vznikat z oxidovanych substrati peroxylové radikaly. Peroxylové
radikdly miizou oxidovat dal§i substraty odstépenim atomu vodiku, produkovanim
alkylhydroperoxida a oxidovanim radikélovych meziproduktii. Tyto alkylhydroperoxidy
(ROOH) prochazeji mnoha stejnymi reakcemi s ionty kovu jako hydrogenperoxidy. Ve
specialnim ptipad€ lipidovych hydroperoxidi dalsi strukturdlni divody upravuji
distribuci  vznikajicich reaktivnich radikdlovych meziprodukt, které maji

pravdépodobné vliv na mutagenezi.

Chemizmus peroxylového radikalu byl vétsinou zkouman bez kontextu k oxidaci
polynenasycenych lipidd. Vzhledem k vysokému piijmu polynenasycenych tuki
V potravé a prevdépodobném vlivu na zvySeni rozvoje nckterych typt rakoviny je
autooxidace polynenysycenych lipida velkym zajmem vyzkumu. Tohle je spojeno
s dvéma genotoxickymi procesy lipidové peroxidace. Prvnim je tvorba mutagennich
slou¢enin odvozenych od reakce s elektrofilnimi aldehydovymi produkty a druhym je
oxidace bazi DNA a indukce zlomu fetézcl peroxyl/alkoxylovymi volnymi radikaly,
Které jsou uvolnovany jako meziprodukty béhem peroxidace. Aldehydové slouceniny
jsou tvoreny jako vysledek fetézovych reakci volnych radikali béhem lipidové
peroxidace. Mnozstvi malondialdehydu (MDA), nejhojnéjSiho ztéchto vedlejsich
produkti, se bézné pouZiva jako marker lipidové peroxidace. Schopnost MDA a dalSich
mutagennich aldehydt k modifikaci DNA a indukovani mutaci byla dobfe studovana,
ale potencionalnimu oxidativnimu poskozeni DNA peroxylovymi a alkoxylovymi
radikaly, které vznikaly béhem lipidové oxidace, bylo vénovano méné pozornosti. Ve
skutecnosti dilezitost téchto reaktivnich meziprodukti muze zasahovat i mimo

lipidovou peroxidaci. Bylo také popsano poSkozeni proteinti volnymi radikaly
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(peroxyl). Uvolnéni peroxylového radikalu je hlavni znak aerobniho poSkozeni volnymi
radikaly [11].

Unikatni znak peroxylového radikdlu je jeho neobycejny polocas rozpadu
(Tab.1). Narozdil od ostatnich radikalt, jejichz polocas je velmi maly, peroxyloy radikal

muze reagovat se substraty daleko od mista jeho vzniku.

Radikal Polocas rozpadu
-OH 107s
-OR 10°s
‘OOR 0,5-0,7's
R 10°s
‘0, 10°s

Tab.1: Polocas rozpadu nékterych reaktivnich meziproduktii

Tato neobycejna stabilita naznacuje zvySenou chemickou selektivitu
peroxylového radikalu vzhledem Kk jinym kyslikatym radikalim. Tato domnénka
prameni ze studie oxidace thymidinu peroxylovymi radikaly. Byly nalezeny vyhradné
produkty vzniklé odtrzenim atomu vodiku z 5-Me skupiny (produkt C, Rov. 23).
Nebyly zjistény zadné produkty peroxylové adice na 5,6 dvojnou vazbu (produkty A,B),
narozdil od pokusi reakci thymidinu s hydroxylovym radikalem. Tato selektivita
v reakcich s odtrzenim atomu vodiku peroxylovymi radikaly je dobfe znama

z chemizmu lipidové autooxidace [11]

2.3.5 Dusledek oxidac¢niho stresu

Existuje zna¢né mnozstvi ditkazi, ze oxidacni stres je spojeny s mnoha vaznymi
nemocemi. Oxidativni poskozeni DNA, indukované exogenné zafenim nebo
chemickymi ¢inidly, nebo endogenné volnymi radikaly uvolnénymi béhem normalni
respirace, je vSeobecn¢ povazovano za jednu z vyznamnych pti¢in rakoviny. Dikaz pro

tohle vyjadfeni vyvstava z nékolika usekt vyzkumu.
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Prvni z Useku epidemiologie. Je mnoho zprav o souvislostech mezi vysokou
spotfebou ovoce a zeleniny, nebo specifickych antioxidant (vitamin C, karotenoidy,
vitamin E) a relativné nizkym vyskytem nékterych typt rakoviny. Antioxidanty ve
stravé muizou chréanit proti rakoviné odstranovanim reaktivnich kyslikatych sloucenin

predtim, nez maji Sanci zplsobit poskozeni biologickych molekul.

A druhy na molekuldrni Grovni. Spektrum oxida¢nich produkti tvofenych
vDNA  zahrnuje zlomy fetézci, cukry bez baze nebo AP mista
(apurinové/apyrimidinova) a oxidované baze. V posledni skupiné jsme zaméfili
pozornost na 7,8-dihydro-8-oxo-guanine (8-OHgua) jako na hlavni produkt s jasnym
mutagennim potencialem. Parova specifita 8-OHgua neni ptesné stejna jako u guaninu.
Pii in vitro replikaci s bakteridlni a eukaryotickou DNA polymerazou dochazelo

k inkorporaci adeninu naproti guaninu do dcefiného fetézce.

Vzhledem k jeho potencialni dulezitosti a relativni snadnosti s jakou mize byt
meéten, je 8-OHgua nebo nukleosid 7,8-dihydro-8-oxo-deoxyguanosine (8-OHdG)

vSeobecné povazovan za dobry marker oxidativniho poskozeni [12].

Zvlasté citliva k oxida¢nimu stresu je také centralni nervova soustava. Je zde
pro to nékolik divodi: mozek ma vysokou spotiebu kysliku a ma nizkou hladinu
endogennich antioxidantl; ma relativné vysokou koncentraci polynenasycenych
mastnych kyselin a v n€kterych oblastech je relativné bohaty na volné ionty Fe®*, které
muzou vést k fetézové reakci (Fentonova reakce). Oxidacni poSkozeni je horsi kvili

skutecnosti , Ze neurony se normaln¢ neobnovuji.

Také proces starnuti je spojen s oxidaénim stresem. Teorie, pii niZ je starnuti
spojeno s volnymi radikaly, je zaloZena na hypotéze, Ze dokud endogenni antioxidanty
nepotlacuji oxidacni ¢inidla (volné radikaly) kompletné, pak souhrnnym piisobenim
oxidacniho poskozeni dochazi ke snizeni Zivotnosti. To vede k mutaci mitochondrialni
DNA a ma za nasledek redukovanou funkénost buriky a jeji moznou smrt. Hypotéza je
podporovdna pozorovanim zvySeného mnozstvi markerti oxida¢niho poskozeni ve
starnoucich bunkach. Nynéjsi ndzor, zda se, vyjadiuje, ze starnuti je multifaktoridlni

proces, kde oxidacni stres je dulezitym ale ne jedinym mechanismem [7].
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2.4 Antioxidanty — obranny systém organismu

Nastésti, zde jsou obranné systémy, endogenni antioxidanty, které potlacuji
Skodlivé reakce. Antioxidanty mliZzou byt enzymatické, jako superoxiddismutaza (SOD)
nebo neenzymatické. Chemicky princip ochrany efektivnimi antioxidanty je, Ze
antioxidanty reaguji s oxidanty dfive nez oxidanty mohou reagovat s dulezitymi
biomolekulami. Reakce SOD s radikadlem O,  produkujici H,O, (Rov.2) je rychla a
jedinou reakci, ktera s ni mize soutézit v rychlosti, je reakce radikalu NO s radikalem
O, za vzniku anionu peroxynitritu (Rov.11). Neenzymatické antioxidanty jednaji
hlavné jako pohlcovaci radikalt v oxidacnich fetézovych reakcich. Muzeme je rozdélit
na antioxidanty porusujici fetézec v lipidové fazi jako tokoferol nebo ve vodni fazi jako
askorbat. A také dalSi funkce neenzymatickych antioxidantli je blokovami tranzitnich

kovi, a tim snizovani vyskytu reakci Fentonova typu [7].

V organismu je produkce 1 uc¢inek reaktivnich forem kysliku a dusiku udrzovéana
v takovych mezich, kdy neni naru$ena ¢innost normalnich (zdravych) bunék. Tento

mechanismus se nazyva integrovany antioxidacni systém. Zahrnuje:
Preventivni antioxidanty, které brani vzniku novych reaktivnich forem.

ceruloplasmin (vaZze Cu), metalothionein (vaze Cu), alboumin (vaze Cu), transferin (vaze

Fe), ferritin (vaZe Fe), myoglobin (vaze Fe)

Odstraiiujici antioxidanty, které zneskodnuji uz vytvorené¢ ROS a tim blokuji

fetézovou reakci navozenou volnymi radikaly.

(@) antioxidacni enzymy superoxiddismutaza (SOD), glutathionperoxidaza (GPx),

glutathionreduktaza (GR), kataldza a metaloenzymy:,

(b) redukujici slouceniny jako je vitamin C a E, karotenoidy, glutathion, mocova

kyselina, bilirubin, flavonoidy.

Opravujici enzymy, které opravuji kupf. poskozeni DNA nebo enzym

methioninsulfoxid-reduktaza [9].

2.4.1 Polyfenoly — flavonoidy jako antioxidanty

Jednou z velkych skupin antioxidantd, ktera je v soucasné dob&é hodné

zkoumana, jsou polyfenoly. Chemicky to jsou latky, které obsahuji ve své struktuie
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benzenové jadro a nékolik hydroxylovych skupin. Tyto fenolické slou¢eniny mizeme
nalézt v fad¢ rostlin. Patii k nim sdja, citrusové plody, cibule a pfedevsim zeleny ¢aj

[13].

Antioxidacni slouceniny nachazejici se v zeleném c¢aji mizeme také nazyvat
katechiny. O zeleném caji se domnivame, ze mize zvySovat antioxida¢ni obranny
systém téla proti radikdlovému poskozeni. Oxidativni zmény muzou poruSit pribch
transkripce, translace a replikace DNA a tak vést ke vzniku mutaci, stdrnuti bun¢k nebo

K bunééné smrti [14].

Mezi polyfenoly mizeme zahrnout skupinu zvanou flavonoidy. Je to velmi
rozsahla skupina latek, kterd obsahuje n¢kolik podskupin s riznym stupném oxidace
zékladniho flavonového skeletu (Obr.5). Mezi podskupiny mizeme zatradit flavony,

flavonoly, flavany, flavan-3-oly, isoflafony, katechiny, anthokyanidiny a dalsi [13].

Obr.5: Flavon [13]

2.4.2 Hlavni latky patrici mezi flavonoidy

Katechin — patti do skupiny flavan-3-old. Katechin (Obr.6) byl poprvé izolovan
z rostliny Catechu a odtud pochazi jeho nazev. Katechin a epikatechin jsou nejbézné;si

optické izomery nachézejici se v piirodé.

OH

OH

Obr.6: Katechin [13]
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Epikatechin - ma ptiznivé ucinky na srdce, zlepSuje tok krve. Velké mnozstvi
epikatechinu (Obr.7) je obsazeno v kakau. Ma dobré antioxida¢ni éinky, ale bylo

zjisténo, Ze je rychle eliminovan z téla ven.

OH
HO ] ‘.\\g
: OH

“OH
OH

Obr.7: Epikatechin [13]

Epigallokatechin a galokatechin - obsahuji, ve srovnani s epikatechinem a
katechinem, jednu fenolickou hydroxylovou skupinu navic (Obr.8, 9).

OH
OH
HO O o
2 OH
0
OH
Obr.8: Epigallokatechin [13]
OH
OH
OH

Obr.9: Gallokatechin [13]
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Katechin-3-gallat — je to ester kyseliny gallové a katechinu (Obr.10) [13].

OH
3
/

oH
A ~_OH
=g OH
HO

Obr.10:Katechin-3-gallat [13]

Epigallokatechin-3-gallat — je zé&kladni fenolicky antioxidant a nachazi se
v riznych rostlindch, je to katechin vyskytujici se v c¢aji v nejvétSim mnozstvi.
Epigallokatechin-3-gallat (EGCG) (Obr.11) inhibuje bunéénou oxidaci LDL
cholesterolu (low density lipoproteins). EGCG inhibuje peroxynitritem indukovanou
tvorbu markert oxidativniho poskozeni — 8-hydroxy-2-deoxyguanosin a 3-nitrotyrosin

[15].

OH
OH

HO O e
. OH

CH OH

OH
CH

Obr.11: Epigalokatechin-3-galat [13]
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Qercetin — patti do skupiny flavonold (Obr.12) Kromé antioxida¢nich ucinka

Obr.12: Quercetin [13]

Genistein - je isoflavonoidni fytoestrogenni sloucenina (Obr.13), ktera se

nachazi v sojovych bobech, v hrachu a ostatnich lusténinach

Obr.13: Genistein [13]

Kurkumin — patii mezi polyfenoly, ale neni to flavonoid (Obr.14). Je obsazeny

VvV koteni zvané¢ Kurkuma, a odpovidd za jeji zluté zbarveni. Kurkumin je ptirodni

rrrrr

O O

HO OH
QCH3 HaCO

Obr.14: Kurkumin [13]
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2.5 Méreni oxida¢niho poSkozeni DNA

Oxida¢ni poskozeni DNA se muize méfit nékolika zplsoby. Jako biomarker
oxida¢niho poskozeni se miize pouzit jeden nejcastéji se vyskytujici oxidacni produkt
7,8-dihydro-8-oxo-guanine (8-OHgua). Dtive se méfily oxidované baze v DNA piimo
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatogratie (HPLC). V soucCasné dobé je

nejpouzivanéjsi metodou kometovy test — jednobunécna gelova elektroforéza.

Tento kometovy test nam dava hodnotu endogenniho oxidativniho poSkozeni
bazi tak, Ze je vice nez 10-ti nasobn¢ niZsi nez nejvyssi odhady z HPLC. Je mozné, Ze
odhady zalozené na HPLC jsou uméle zvyseny, protoze oxidace guaninu se vyskytuje
béhem izolace, skladovani nebo hydrolyzy DNA. PouZivani kontrolované metody
izolace DNA pfispiva ke snizeni in vitro oxidace. Byly ziskdny hodnoty koncentrace 8-
OHgua v lidskych lymfocytech, které jsou blizké vysledkiim ziskanym pi#i kometovém
testu [12].

Kometovy test (jednobunécna gelova elektroforéza) je rychld, jednoducha,
citlivd, spolehliva a financné nenarocnd metoda méfeni poSkozeni DNA. Také je
pouzitelna ve velké Sifi aplikaci. PouZiva se jako test pro genotoxicitu, je to
neocenitelny nastroj pro zkoumani zakladnich aspekti poSkozeni DNA a bunécné

odpovédi k tomuto pokozeni.

Pii klasické elektroforéze migruji fragmenty latek a vzdalenost, kterou urazi, je
nepiimo umérna velikosti fragmentu. Pro migrujici fragmenty DNA toto neplati.
Alkalicky kometovy test Stépi DNA na zlomy ve frekvencich az do nékolika tisic na
buiiku, takZe vzdalenost mezi zlomy jsou fadové kolem 10° Da. Je to rozhodn& za
rozsahem velikosti fragmentt, pro které je Kklasicka elektroforéza vhodna. Délka
takového fragmentu je asi 1 mm a velikost ocasu komety je nékolik setin. Je to dano
tim, Ze DNA je usporfadand do smycek, které si ponecha superSroubovice, kterd byla
piedtim obsazena v nukleozomech. Ocas komety je tedy tvofen uvolnénymi smyckami
superSroubovice a pocet smycek v ocasu odpovida poctu zlomi DNA. S rostoucim
mnozstvim poSkozeni se vice zvySuje intenzita ocasu neZ jeho délka. Délka ocasu je

pravdépodobné dana délkou smycek.

Alkalicky kometovy test detekuje jednofetézcové zlomy DNA. Jednofetézcové
zlomy (single-strand breaks — SSBs) jsou rychle opravovany a nenahlizi se na n¢ jako

na vyznamné letalni nebo mutagenni zmény. Mnoho genotoxickych ¢inidel neindukuje
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zlomy fetézcl piimo. Vytvareji AP (apurinova/apyrimidinova) mista, ktera jsou alkali-
labilni a pfeménuji se pravdépodobné na zlomy béhem elektroforézy pii vysokém pH.
Navic zlomy budou docasné ptitomné, kdyz buinky opravi poskozeni bazovou nebo
nukleotidovou excizi. A tak velké mnozstvi zlomt v kometovém testu mize indikovat
bud’ velké poskozeni nebo ucinnou opravu. Ve skute¢nosti mizeme ziskat mnoho
uzite¢nych informaci vyuzitim bunééné reparace k produkci zlomti DNA, a tak odhalit

nebo znasobit efekty genotoxinti [16].

Alternativni pfistup k méfeni oxidovanych bazi vyuziva opravnych endonukleaz
s patfiénou specifitou — endonukledza Il (endo Ill), pro oxidované pyrimidiny, a
formamidopyridinglykosylazu (FPG), pro 8-OHgua a jiné oxidované puriny. Tyto
enzymy vytvareji zlomy na mistech poskozené DNA [12]. V podstaté kazdé poskozeni,
pro které existuje specifickd endonukledza, mize byt takto detekovano. Schopnost
detekovat specifickd poSkozeni otevird novou oblast zkouméni — bunéénou opravu
DNA [16].
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2.6 Reparace DNA

Lidsky genom je neustdle napaddn endogennimi reaktivnimi metabolity,
terapeutickymi latkami a mutageny z vnéjsiho prostiedi tak, Ze je naruSena jeho
integrita. Proto je pro zachovani stability genomu nutnd neustald kontrola. Ta je
dosazena mechanismy opravy DNA, které odstranuji nebo toleruji pre-cytotoxicke, pre-
mutagenni a pre-klastogenni poSkozeni. Defekty v opravé DNA zvysuji hypersenzitivitu
Kk ¢inidlim poskozujicim DNA, dochazi k akumulaci mutaci a nakonec k rozvoji

rakoviny, riznych dédi¢nych onemocnéni a jinych metabolickych poruch.

Bylo rozpoznano asi 130 opravnych gent, ale ne u vSech byla
charakterizovéna jejich funkce. Opravné geny mohou byt rozdéleny na dvé podskupiny
na geny se signaliza¢ni a regula¢ni funkci a na geny s rozdilnymi mechanismy opravy
(Obr.15) Muzeme je dé€lit na geny bazoveé excizni reparace (BER), nukleotidové excizni
reparace (NER), mismatch reparace (MMR-mismatch repair), ptima oprava poSkozeni,
oprava jednofetézcovych zlomi (SSB — single strand breaks) a oprava dvouietézcovych

zlomt (DSB- double strand breaks) [17].

5
A T o : :
C Mo Prima obnova poskozeni
| T A o
T C— Oprava baze wstrizenim
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— G U—
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| T Gt
1 I:Tf Oprava nukleotidu wstiizenim
— A L
C G )
G C Oprava . mis-match® chyby
T & (chvboného paravani bazil
e T
— c - - - -
- &0 Oprava preruseni jednoho viakna
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3

Obr.15: Ruzné mechanismy oprav chyb pri replikaci DNA [9]
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2.6.1 Bazova excizni reparace

Bazova excizni reparace (BER) je hlavni mechanismus opravy poskozenych
bazi, které vznikaji jako produkty endogenni deaminace, oxidace a alkylace [18]. BER
je zodpovédnd za odstraniovani poSkozenych DNA bazi, které jsou rozpoznavany
specifickymi enzymy — DNA glykosylazami. Hlavnimi zménami ur¢enymi k BER jsou
oxidované DNA béaze, vznikajici spontanné¢ v bunce béhem zanétlivé reakce nebo pii
expozici exogennim ¢inidlim, véetné ionizujiciho zafeni a dlouhovinného UV zafeni.
DalSi hlavni zdroj poSkozeni opravovany BER je DNA alkylace indukovana
endogennimi alkylacnimi sloufeninami a exogennimi karcinogeny. Poskozeni
odstranéna z DNA zahrnuji inkorporovany uracil, fragmentovany pyrimidin, N-
alkylované puriny (7-methylguanin, 3-metyladenin, 3-metylguanin), 7,8-dihydro-8-oxo-
guanin (8-OHgua) a dalsi.

Hlavni oxidovany purin, 8-OHgua, je vysoce mutagenni kvili Spatnému
parovani sadeninem. N-alkylpuriny jsou nachylné ke spontanni hydrolyze N-
glykosylovanych vazeb. Vznikaji pfi tom apurinova/apyrimidinova (AP) mista, kterad

Jjsou jednou z nejcastéjsich letalnich zmeén [17].

BER je vicekrokovy proces sloZzeny ze sekvenci reakci, které probihaji

velice koordinované. BER zahrnuje nasledujici kroky (Obr.16):

1. rozpozmani a odstranéni baze - prvni krok je uskutecnén specifickymi DNA
glykosylazami, které rozpoznavaji a odstraniuji poskozené nebo nespravné baze
(uracil), hydrolyzou N-glykosidické vazby. Tyto glykosylazy rozd¢lujeme do
dvou skupin na typ I a II. Glykosylazy typu I odstraiuji modifikované baze a
zanechavaji AP mista, zatimco glykosylazy typu II odstranuji modifikované
baze a zaroven S$tépi AP mista wvnitini lyazovou aktivitou za vzniku
jednovlaknovych zlomu. Vzniklé AP misto je substrdtem pro endonukleazu,
ktera hydrolyzuje fosfodiesterovou vazbu a tvoii 5°-deoxyribosofosfat (5°-dRP).

2. vlozeni nukleotidu — vloZeni prvniho nukleotidu nezavisi na chemické struktute
AP mista. BER mutze dale pokracovat kratkou cestou, béhem které je 5°-dRP
odstranén DNA polymerazoy (Polp), a ktér vklada jednoduchy nukleotid,
nebo dlouhou cestou, ktera taky zahrnuje P@ a vkida prvni nukleotid na AP
misto. Kritickym krokem pii rozhodovani mezi kratkou a dlouhou cestou je

odstranéni 5°-dRP po vloZeni prvniho nukleotidu. Na rozdil od opravy kratkou
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cestou ve které je po vlozeni nukleotidu kostra DNA piimo uzaviena, ptfi opravé
dlouhou cestou se objevuje nékolik kroku navic. Po disociaci Bphahrazeni
fetézce a dalsi DNA syntéza je dokoncen® RoPole spo lu v komplexu
s PNCA (proliferating cell nuclear antigen) za ucinku ,,flap* endonukleasy -1
(FEN-1). Pii oprave dalsi cestou je nahrazeno az 10 nukleotidu.

ligace- tento krok je predstavovan DNA ligazou I a III. DNA ligaza 1 se
uplatnuje predevSim pii opravé dlouhou cestou, zatimco DNA ligaza III se

ucastni kratké opravy [17,18,19].
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Obr.16: BER - bazova excizni reparace, abnormalni baze v DNA je rozpoznana DNA-
glykosylasou, kterd katalyzuje hydrolytické stépeni N-glykosylové vazby spojujici cukr
s bazi. Excize poSkozené baze da vzniknout mistu v sekvenci bez purinu anebo
pyrimidinu (AP misto). V tomto misté zacne ndsledné piisobit endonukleasa (APE),
ktera rozstepi fosfodiesterovy skelet. Oprava baze (vytvoreni a vloZeni spravné baze) je
pak realizovana komplexem sloZzenym z XRCC1, polb a DNA-ligasy Ill (short patch
repair) nebo piisobenim Pola Pole spolu v komplexu s PNCA (proliferating cell
nuclear antigen) za ucinku ,,flap *“ endonukleasy -1 (FEN-1)(long patch repair) [17].
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2.6.2 Nukleotidova excizni reparace

NER je typ reparace, ktery se nachdzi u vSech organismi, které eliminuji
poskozeni DNA vystiizenim celych poskozenych tsekli (oligonukleotidi) a naslednym
nahrazenim novou DNA. Tento systém je zpravidla aktivovan v misté, kde dochézi k
poruseni struktury helixu v dusledku pfitomnosti nespravnych ¢i modifikovanych
nukleotidi (bazi). Tento systém rozpoznava predevsim useky s thyminovymi dimery
zpusobujicimi distorze ve struktufe dvousroubovice a jednofetézcové zlomy

(opravované UvrABC endonukleazami).

Geneticky kodovana porucha NER repara¢niho systému u ¢lovéka zpusobuje
velmi zdvazné onemocnéni, nazyvané xeroderma pigmentosum, charakterizované
extrémni citlivosti na svételné zafeni a brzkym vyvoje rozsahlé rakoviny pokozky.
Obdobné onemocnéni, které vSak nezpusobuje rakovinové bujeni je tzv. Cockayneuv

syndrom [17].

Klasicky typ NER oznacovan jako GGR (global genomic repair) je nezavisly na
transkripci. Existuje specialni druh NER znamy jako TCR oprava (transcription-coupled
repair), ktery zodpovida za opravu poskozeni v genech aktivné piepisovanych. Prib¢h

opravy GGR je nésledujici (Obr.17):

1. Rozpoznani mista poSkozeni jednim nebo vice proteiny (XPC-HR23B, RPA-
XPA or DDB1-DDB?2)

2. Uvolnéni DNA za soucasné tvorby ,,bubliny pomoci transkrip¢nich faktora TF

I1H (ten také funguje v procesu normalni transkripce)

3. Vystépeni poSkozené cCasti tak, ze ke $tépeni dochazi na 3’- a 5°- koncich
poskozeného useku (XPG a XPF-ERCC1)

4. DNA syntéza probihajici podle predlohy opa¢ného (neposkozeného) fetézce
vV misté¢ odstranéného poskozeného tseku DNA. Tim jsou doplnény spravné
nukleotidy a enzymy zodpovédné za tuto ¢innost se nazyvaji DNA polymeraza
delta a epsilon (Pold a Polg).

5. Nové syntetizovany usek je pak ligazou kovalentné spojen s patefi DNA

Porucha TCR je ptfimo spjata s Cockaynovym syndromem. TCR odstrafiuje poruchy

spojené s blokovanim RNA polymerazy z transkribovanych fetézcu aktivnich genu.
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Mezi nezbytné proteiny podilejici se na TCR patii CSA a CSB, XPB, XPD (jako ¢ast
TFIIH) a XPG. Dojde k navazani proteini na DNA, odstranéni RNA poly II komplexu,
vystfizeni Casti fetézce (25-30 bdazi) spoSkozenym mistem. Odstranéna cast je
dosyntetizovana polymerdzou a spojena ligazou. Nasleduje pokracovani transkripce
[17,20].
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Obr.17: NER - nukleotidova excizni reparace, GGR (global genomic repair) je
nezavisla na transkripci, k rozpoznani a vystépeni poskozeného useku se ucastni rada
proteinii, Fetézec DNA je dosyntetizovan polymerdzoud a e. TCR (transcription-coupled
repair) probihda u prdavé transkribovanych genii, dojde k odstraneni RNA poly 1I,
vystrizeni poskozeného retézce, polymerace a ligace nového retéezce a pokracovani

transkripce [17].
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2.6.3 Mismatch reparace

Jakékoliv chyba parovani, kterd neni opravena v prub¢hu replikace mize byt
opravena pomoci mechanismu tzv. mismatch reparace (MMR - mismatch repair).
Navic, MMR systém umi opravit Useky, které mohou vznikat tzv. sklouznutim DNA
polymerazy (slippage mechanismus), tj. nesparovane useky az 4 nukleotidu. Aby MMR
systém mohl rozlisit, které z vlaken DNA je spravné, musi existovat systém, ktery urci
spravné, tedy templatové vlakno. Napi. u E.coli je tento systém tvoien tzv. DAM
methylazou, kterd methyluje sekvenci GATC u nové vzniklych vldken avSak s urcitou
casovou prodlevou. Vldkno, které je dcefiné zUstavd tedy po urCitou dobu
nemethylovano. Tato doba je dostatecna k tomu, aby byly odhaleny nesparované tuseky
a opraveny MMR systémem. Jiny zpisob rozpoznani dcetfiného vlakna je, Ze na

dcefiném vlakné se objevuji zlomy (SSB) a ty jsou specificky rozpoznény.

MMR probih& v nésledujicich krocich (Obr.18):

1. rozpoznéni chyb parovani — je uskute¢néno proteinem MutS, ktery se vaze ve
form¢ homodimeru na nesparovanou bazi. MutS komplex se sklada ze dvou
homolognich proteint MSH2 a MSH6.

2. vystiihnuti a opravna syntéza - MutS-DNA komplex vaZze homodimer MutL,
ktery je tvofen proteiny MLHI1 a PMS2. MutS-MutL komplex vytvaii na DNA
smycku za spotfeby ATP. Za pomoci MutH je rozpoznano nemetylované vldkno
DNA a rozstfizeno endonukleazou na 5°-konci nemetylované sekvence GATC,
popf. misto SSB. Tato sekvence muze byt az 1000 bazi vzdalena od mista
nesparovanych bazi. Po vzniku nicku (nastfiZzeni) odstrani exonukledza ve
spojeni s proteinem UvrD (helikdza) nastfizené vlakno az po 3’-konec
nesparované sekvence. Odstranéné vlakno je znovu syntetizovano dle

templatové metylované DNA Pol5 a spojeno pomoci DNA ligazy [17,20].
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Obr.18: MMR - mismatch reparace, oprava nespravneho parovani bazi, pomoci
komplexu proteinii dojde k rozpoznani a odstranéni nespravného retezce, polymerdzou

0 se odstranéna c¢ast nahradi [17].
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3 PRAKTICKA CAST
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3.1 Material

3.1.1 Bunécné linie

Pokus jsme provadé¢li za pouziti bunéénych linii AA8 a UV-20. Jsou to linie
ovarialnich bunék kiecika c¢inského, které byly popsény a izolovany Thompsonem
(1980). Bunky jsme ziskali od prof. Collinse ( Univ. Oslo, Norsko). Kultivovany byly
v médiu MEM alfa doplnéném o smés antibiotik a o 10% bovinniho sérového albuminu.
Bunky jsme pasazovali trypsinizaci 2 x tydné v poméru 1:5. Linie UV-20 se vyznacuje
zvysenou citlivosti k UV zareni v dusledku specifickych defektti v excisni reparaci
DNA.

3.1.2 Pomiicky a pristroje

Fluorescen¢ni mikroskop Eclipse E400, zvétseni 20x / 0.50 (NIKON, Japonsko);
Svételny mikroskop (Telaval); UV-lampa (Philips); UV-light metter (Thaiwan);
Centrifuga Z400 K (Hermle, Nemecko); CO, inkubator (Shellab, USA); Parni
sterilizator (Tuttauer); Laminarni box AURA 2000 (Italie); Lazen 37°C MTA, Kutesz
609/a  (Madarsko); Magneticka michacka s ohfevem MSH basic (Yelow line,
Neémecko); Mikrovinna trouba (Goldstar , Korea); Automatické pipety (HTL, Polsko);
Dewarovy nddoby 34XT (Taylor-Wharton , USA); Vyrobnik ledové tisté (Angelantoni
Industrie, Italie); Ice Maker CB 184 (Brema); Lednice (Calex, Iberna, Bosch); Mrazak
(Bosch); Analytické vahy (Boeco, Némecko), Piedvazky EMB 220-1 (Kern, Némecko);
Pocita¢ HP — Windows XP, Programy Lucia commet assay: Laboratory imaging,
Praha, Statisticky program: Sigma-stat; Laboratorni sklo a dal$i bézné vybaveni

laboratore.

3.1.3 Chemikalie

Agardéza normalni (na potahovani sklicek) — Serva-Boehringer Bioproducts
Partnership, Nemecko; agaréza HMP (high melting point) a nizkotuhnouci LMP (low
melting point) — Sigma St. Luis, USA; bovine serum albumin (BSA) — Sigma St. Luis,
USA; ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Lachema CR; epigalokatechingallat
(EGCG) - Sigma Aldrich, Némecko; enzymy endonukleaza Il (endo III) a
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formamidopyridinglykosylaza (FPG) — Ustav experimentalni botaniky AVCR;
ethidiumbromid (EB) — Sigma Aldrich, Némecko; Giemsa Romanovski — Sigma-
Aldrich, Némecko; hydrogenperoxid (H,0,) — Peroxides s.r.o0, CR.; 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES) — Sigma Aldrich, Némecko; KCI -
Lachema, CR; kyselina octovd — Lachema, CR; medium MEM — Alfa Modofication
with L-Glutamine, with Nucleosides — Biotech, CR; Methanol — Kulich HK, CR; NaCl —
Lachema, CR; NaOH — Lachema, CR; phosphate-suffered saline (PBS) — Sigma St.
Luis, USA; hydroxymethylaminomethan (Tris) — Penta, CR; Triton X-100 — Sigma Aldrich,

Némecko; trypsin — Biotech, CR;

Béhem pokusu jsme pouzivali Cerstvé ptipravené roztoky z tridestilované vody

(pokud neni uvedeno jinak):

Roztok agarézy 1% Na potazeni skli¢ek 19 do 100ml vody
Standardni (HMP) 100mg do 10ml PBS
Nizkotuhnouci (LMP) 100mg do 10ml PBS

Lyzacni roztok (1000ml)  2,5M NacCl
100mM EDTA
10mM Tris
Upraveno na pH 10 koncentrovany NaOH
Pted pouzitim ptidan 1% triton X - 100

Roztok pro elektroforézu  300mM NaOH
(1500ml) 0,5mM EDTA

Neutralizacni roztok 0,4M Tris
(1000ml)

Upraveno na pH 7,5 koncentrovana HCI
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146,19

29,229

1,2114g

(asi 12g do 1000ml)
1ml do 100ml roztoku

18g
3ml

48,456

(asi 25ml do 1000ml)



Pufr endo 111 (2000ml)

Upraveno na pH 8

Roztok

ethidiumbromidu

KCI

HEPES
EDTA

BSA

pfidani KOH

EB
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1,469

0,29

(asi 1g do 1000ml)
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3.2 Metody

3.2.1 Test inhibice tvorby kolonii

Na kazdou petriho misku ( prumér 40 mm) bylo vyseto 200 bunék v 1,5 ml
média. Druhy den byl na buinky dan H,0O,, v koncentraci OmM, 0,06mM, 0,12mM,
0,25mM a 1mM, na dobu 5min, potom byly misky oplachnuty PBS a piidano erstvé
médium. Vyrostlé kolonie byly 7 dni po vyseti bunék fixovany smési metanol-
kys.octova (3:1), obarveny Giemsou a spocitdny. Cytotoxicky efekt je vyjadien

snizenim poctu vyrostlych kolonii vzhledem ke kontroldm bez hydrogenperoxidu.

3.2.2 Kometovy test
Popis metody:

Pii kometovém testu, presnéji metodé jednobunécné gelové elektroforézy, je
sledovano chovani jaderné DNA buriky béhem elektroforézy. Pisobenim mutagent
dochéazi k narudeni struktury DNA a kuvoliiovani jejich fragmentt. Cim veétsi
poskozeni DNA (pocet zlomt), tim vétsi migrace béhem elektroforézy. Bunky jsou
zality do 1% agar6zy na podloznim sklicku a ponotfeny do lyza¢niho roztoku, kde
dochazi k rozpadu bunéénych membran. Pak jsou skli¢ka vlozena do elektroforetického
tanku do alkalického roztoku. Puasobenim alkalického prostiedi dochazi k rozpadu
alkalilabilnich mist a vzniku zlomd DNA. Je provedena elektroforéza. Pokud je DNA
porusena, putuje ven z jadra smérem k anodé. Bunky jsou obarveny fluorescencni
barvou (ethidiumbromidem) a pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu. Pokud DNA
neni poskozena, béhem elektroforézy nemigrovala a my mizeme vidét jasné svitici
kulata jadra. U poskozenych jader pozorujeme struktury pfipominajici kometu, kde ¢ast
DNA uvolnéna z jadra tvofi ohon komety a zbyla jadernd DNA je jadrem komety
(Obr.:19). Fluorescence ohonu komety je hodnocena vzhledem k fluorescenci v jadie
komety. Cim vétsi je fluorescence ohonu komety, tim doslo k vétsimu poétu zlomt a
poskozeni DNA. Fluorescence je vyhodnocovana pomoci obrazové pocitatové analyzy
Lucia. Procento DNA v ohonu komety je pfimo umérné poctu indukovanych zlomu
[12]. Pro piepocet parametru % tail DNA na zlomy DNA (SSB) jsme pouZili kalibrace
této metody rentgenovym zafenim (Obr.:20). Pocet SSB muzeme vypocitat podle

vzorce SSB = faktor 0,042 x % Tail DNA [21].
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Obr.19: Zobrazeni jader v kometovém testu. A — kontrolni jadro;

B, C, D —jadra s riiznym stupném poskozeni [22].

% tail DNA

Calibration of the comet assay by X - ray
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Obr.20: Kalibrace kometového testu rentgenovym zdarenim [21].
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U casti pokust byla pro kometovy test pouzita modifikace. Po provedeni lyzy
bunék jsme na sklicka s buiikami pisobili specifickymi enzymy endo III a FPG. Enzym
endo III plsobi Stépeni DNA v misté¢ oxidovanych pyrimidinG a FPG v misté

oxidovanych purint (8-OHgua). Dale jsme postupovali stejné.

Popis pracovniho postupu:

Pfed zapocetim pokusu jsme si pfipravili podlozni sklicka. Mizeme je mit
piipravené i delsi dobu do zasoby. Podlozni sklicka jsme ponofili do 1 % roztoku
agarOzy pro potazeni sklicek. Za horni okraj jsme sklicko drzeli pinzetou (slouzi pozd&ji
pro umisténi popisku). Po vytaZzeni z agardézy jsme spodni stranu otieli, polozili na
plechovy podnos a nechali ztuhnout. Postupovat musime rychle, aby se na sklickach
vytvofila rovhomérna vrstva. Po vychladnuti jsme sklicka dali do suSarny a susili pfi

60° C. Ulozili jsme je tak, abychom védéli, na které strané je agardza.

Pripravili jsme si spodni vrstvu agarézy na sklicku. Na sklicko potazené
agardzou jsme dali 85 ul HMP agarozy a ihned piikry li krycim sklickem. Sklicka jsme
dali na plechovy tac umistény na ledé. Agaroza je tuha asi za 15 minut. Kryci skli¢ka
jsme stahli plynulym pohybem az té€sné piedtim, nez jsme dali druhou vrstvu s buiikami.

Hlavni a nejdilezitéjsi Casti pokusu je ovlivnéni bunék. Ovlivnéni jsme
provadéli roztoky H,O, danych koncentraci - 0 mM, 0,25mM, 0,5 mM a 1 mM, po
dobu 5 min. VSechny roztoky jsme méli pfipravené Cerstvé, uchovavané v ledu. H,O,
jsme odsali a ihned pokracovali v pokusu (reparace Omin) nebo jsme na bunky dali

medium a vlozili do termostatu na 30min nebo 60min (Cas reparace 30min, 60min).

U bungk, které jsme ovlivnili na miskach, jsme odsali medium, jednou oplachli
PBS a dali na n¢ na jednu minutu asi 1 az 2 ml trypsinu. Trypsin jsme odsali, a misky
dali na 1 aZz 2 minuty do termostatu. Potom jsme na misky napipetovali medium a to
0,1ml az 0,3ml na 30mm misku, 0,3ml az 0,6 ml na 60mm misku. MnozZstvi media jsme
odhadli podle mnozstvi bun¢k, které na miskach narostly. Buiiky jsme v mediu $pi¢kou

resuspendovali.

Pro horni vrstvu agardzy s bunikami jsme pouZili 1% LMP agar6zu. Rozvafili
jsme ji ptedtim nez jsme ptipravili buiiky. Po rozvateni jsme ji umistili do ka&dinky
s vodou a postavili do 1azn¢ 37° C. Nez jsme smichali LMP agardzu s buitkami, musela

mit 37°C. Do eppendorfky jsme pipetovali 20 pl bugtk resuspendovanych v mediu.
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K butikam jsme pfidali 8 5 ul LMP agazy, promich ali $pickou a 83l agadzy
s buitkami pipetovali na podlozni skli¢ko s vrstvou HMP agar6zy. Ihned jsme piikryli

krycim skli¢kem a dali ztuhnout na tac s ledem.

Lyza — z podloznich skli¢ek s agarézou s buiikami jsme stahli kryci skli¢ka a

dali do kyvety a zalili lyza¢nim roztokem. Kyvetu jsme dali na jednu hodinu do lednice.

Dale muze nasledovat ovlivnéni enzymy — endo Ill, FPG - podle toho jaky
pokus provadime. Po lyze jsme skli¢ka promyli v kyveté 3x5 minut pufrem endo IlI
(pro FPG jsme pouzili stejny pufr) pii 40°C. Potom sklicka zakapali 50 ul roztoku
enzymu (100x se ziedi zasobni roztok enzymu). Pfikryli se krycim sklickem a

inkubovali se pii 37°C 45 minut (v krabi¢ce s vlhkym filtraénim papirem).

Alkalické rozplétani DNA - do tanku v lednici jsme nalili 1,5 | vychlazeného
roztoku pro elektroforézu. Roztok jsme méli pripraveny Cerstvy a vychlazeny alesponi
na -8°C. Sklicka jsme vkladali do tanku ¢islem vpravo tak, aby byla Uplné ponoiena,
prazdna mista jsme doplnili volnymi sklicky. Zkontrolovali jsme pfipojeni dratu a

nechali v lednici 40 min.

Elektroforéza — po uplynuti 40 minut jsme zapli elektricky zdroj, nastaveny na
25 Va asi 300 mA. Proud jsme upfesnili pfidanim nebo odebranim roztoku.

Elektroforéza probihala 30 minut.

Sklicka jsme vytahli z elektroforetického tanku, vloZili do kyvety a proplachli

neutralizacnim roztokem 3 x 5 minut.

Barveni — probihalo az kdyZ jsme chtéli sklicka hodnotit. Mohly byt obarvena
ihned po provedeni pokusu nebo i pozdé&ji ( vtom piipadé jsme je pred barvenim
zvlhCili - vkyveteé ponofené do destilované vody). Barvili jsme roztokem

ethidiumbromidu. Na skli¢ka jsme napipetovali 20 ul a ptikryli krycim sklickem.

Hodnoceni poSkozeni DNA jsme provadéli ve fluorescenénim mikroskopu
pocitatovou obrazovou analyzou LUCIA. Pomoci Mann-Whitneyova testu jsem

sledovali statistickou vyznamnost rozdilu poc¢tu zlomti mezi dvéma skupinami.
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3.3 Vysledky

A) Byla sledovana mira oxidativnino poskozeni u bunék AA8 za pouziti

kometového testu. Zjistovali jsme pocet jednoduchych zlomt (SSB) — bez
pisobeni enzyml — vV porovnani s pocty zlomu za pusobeni enzymi endo III a
FPG na bunkéch ovlivnénych 0 mM, 0,25mM, 0,5mM a 1mM H,0; pii rizné

dob¢ reparace.

1) Buiky AAS jsme ovlivnili H,O, v koncentraci 0 mM, 0,25mM, 0,5mM a
ImM. U jedné casti kultur jsme ihned stanovili pocet SSB kometovym testem, paralelni
kultury byly dale inkubovany 30 min. v termostatu pti 37°C pro umoznéni reparace
DNA. Vysledky stanoveni poétu zlomu (SSB) v zavislosti koncentraci

hydrogenperoxidu a reparaci ukazuje Graf 1.

Pocet SSB roste se zvySujici se koncentraci. Pti koncentraci 0mM je pocet SSB
asi 0,4/10%daltonu, pfi 0,25mM asi 1,4/10°daltonu, pfi 0,5mM 1,8/10°daltonu a pfi 1mM
je pocet SSB 2,2/10%altonu. Zjistili jsme, Ze po 30min reparace doslo k viditelnému

snizeni po&tu SSB. Pocet SSB se snizil u viech koncentraci pod 0,5/10%daltonu.

Pocet SSB indukovanych H,0,u bunék AA8
2,5
T
- 2
O= T
£
g 15 T B0 min
°’g . B 30 min
m
(7))
wn
0,5
e R e [N
0 0.25 0.5 1
H,0, (mM)

Graf 1.: Pocet SSB indukovanych H,O, u bunék AAS v case 0 a po 30min reparace
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2.) V dalSim pokusu jsme postupovali obdobné. Buiky byly ovlivnény
hydregenperoxidem v rtiznych koncentracich. Po ovlivnéni a nebo po nasledné 30 min.
reparaci byly buiiky béhem kometového testu ( po vynéti z lyzaniho roztoku )
ovlivnény endo III. Byl sledovan rozdil po¢tu mist st€peni DNA v misté¢ oxidovanych
pyrimidinti (misto, kde ptisobi endo III) v zavislosti na case reparace (Omin a 30min) a

koncentraci H,O, (Graf 2.).

Zjistili jsme, Ze u vysSich koncentraci doslo ke snizeni poc¢tu $tépenych endo III
mist. Jen pfi koncentraci 0,25mM doslo k mirnému nartistu asi o 0,2/109da1tonu. Pii

koncentracich 0,5mM a ImM se pocet endo III mist snizil asi o jednu tietinu.

Pocet endo III mist indukovanych H,0, u bunék AA8
2,5
o= —_—
s
= 2
=
K=
i 15 @0 min.
% M 30 min.
c 1
<05
S
c
s, L i
0
0 0.25 0.5 1
H20; (mM)

Graf 2.: Pocet endo Il mist indukovanych H,O, u bunék AA8 v case 0 a po 30min
reparace
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3) V piipad¢ dalsiho pokusu jsme na bunky pusobili FPG. Sledovali jsme
pocet Stépeni v misté oxidovanych purint (8-OHgua) (na mistech pusobeni tohoto

enzymu) po dobu Omin, 30min a 60min reparace a ruzné koncentraci H,O, (Graf 3.).

Opét doslo ke snizeni poctu FPG mist vzhledem k nulovému casu reparace. Jen
pii vyssi koncentraci H,O, ke snizeni poctu FPG mist doslo az po 60min reparace. Pti
koncentraci 0,25mM a 0,5mM se pocet FPG mist snizil po 30min asi o polovinu. Pfi
koncentraci 1mM se po 30min reparace pocet mirn¢ zvysil, ale po 60 min doslo ke

sniZeni asi o tfetinu.

Pocet FPG mist indukovanych H,0, u bunék AA8
2,5
og 2 T
S
5 T
°’ol’5
% 00 min
B 1 | |H30 min.
E 0160 min
&
00,5 —
0
0 0,25 0,5 1
H,0, (mM)

Graf 3.: Pocet FPG mist indukovanych HyO; u bunék AA8 v case 0, po 30min a 60min

reparace
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B) Byl sledovan rozdil schopnosti bunék AA8 a UV-20 opravit poSkozeni vyvolané

riznymi koncentracemi Hy;O; a u€inkem FPG za pouziti kometového testu.

1) Na buniky AA8 jsme pusobili H,O, (v koncentraci 0 mM, 0,25mM,
0,5mM a 1mM) a FPG. Sledovali jsme pocet vzniklych FPG mist po 30min a 60min

reparace (Graf 4.).

U bun¢k AAS doslo v koncentracich 0,25 a 0,5 mM H;0; k poklesu po¢tu FPG
mist po 30min reparace asi 0 polovinu a po 60min dosSlo uz jen k mirné zméné. Pfi
pouZziti koncentrace 1mM po 30min reparace doSlo k mirnému nartstu. Pocet se snizil

az po 60min reparace a to asi o jednu tietinu.

Oprava FPG mist indukovanych H,0, u bunék AAS8
2,5
2 2 i
2
= ]
o 1,5 ——0
S —%-0,25
\g 1 ——0,5
E 1
%? H,0, (mM)
m
o 05 - 3 2Y2
./ﬁ
0
0 min 30 min. 60 min.

Graf 4.: Oprava FPG mist indukovanych H,O, u bunék AAS
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2.) Stejné jako v predchozim ptipad€ jsme pisobili na bunky UV-20 H,0, a
pii zpracovani kometovym testem také FPG. Sledovali jsme pocet opravenych FPG

mist po 30min a 60min reparace (Graf 5.).

U bun¢k UV-20 doSlo k poklesu po¢tu FPG mist u vSech koncentraci jiz po
30min reparace. Pfi koncentraci 0,25mM se pocet FPG mist snizil po 30min reparace
asi o polovinu a po 60min na ¢tvrtinu pivodniho poctu. U koncentrace 0,5mM po 30
min se pocet snizil témef na Ctvrtinu pivodnich hodnot a po 60min reparace se mirné
zvysil. Pii koncentraci ImM se pocet FPG mist snizil téméf o polovinu po 30min

reparace a po 60 min k vyrazné zmén¢ nedoslo.

Oprava FPG mist indukovanych H,0, u bunék UV-20

2,5

2 —+0
\ —=0,25
15 LN ——0,5
V H,0, (mM)
0,5 I

0 30 min. 60 min.

FPG mista /10° daltoni
[N
H

Graf 5.: Oprava FPG mist indukovanych H,O; u bunék UV-20
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C) Dale byl zjistovan cytotoxicky efekt H,O,, v koncentraci OmM, 0,06mM,

0,12mM, 0,25mM a 1mM, a to metodou testu inhibice tvorby kolonii. Sledovali

jsme rozdil ve schopnostech bunék AA8 a UV-20 piezit oxidativni poskozeni
(Graf 6.).

U obou linii bun¢k jsme zjistili, Ze pocet narostlych kolonii po pfedchozim
piisobeni H,0; je ptiblizné stejny. Pokles poctu kolonii pii koncentraci do 0,25mM je
minimalni. K vétsimu snizeni dochazi pti koncentraci ImM, a to asi na 40% pivodniho

poctu. Pti pouziti koncentrace 100mM nepiezily témét zadné kolonie obou typti bunék.

Inhibice tvorby kolonii u bunék AA8 a UV-20 pisobenim H,0,

120,0
g™ 4%@
=
S 800
R \
S 600 —o— AA8
[«b] -
S 400 —= UV-20
(@]
©
X 20,0

00 \
0 0,06 0,12 0,25 1 100
H,0, (mM)

Graf 6.: Inhibice tvorby kolonii u buneék AA8 a UV-20 piisobenim H,0-
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D) Dale jsme sledovali vliv EGCG v koncentraci OmM, 12,5mM a 25mM na

cytotoxicky efekt H,O, u bunék AAS, pii koncentraci ImM, 2mM a 4mM (Graf
7).

Pti piisobeni na buniky bez EGCG pfi koncentraci 1mM H,O; pteziva jen 20%
kolonii, s rostouci koncentraci H,O, se pocet kolonii snizuje az na nulu. P#i koncentraci
12,5mM a 25mM EGCG je pocet prezivajicich kolonii vys$$i. Pii koncentraci 1mM
H,0, to je asi 75%, pii koncentraci 2mM asi 60%. Pti pouziti koncentrace 4mM H,0,
je jiz vidét znaény rozdil v poctu ptezivSich kolonii. U 25mM EGCG je procento
nejvyssi a to asi 55%, u 12,5mM preziva 30% kolonii a bez pouziti EGCG nepriezila

74dna burika.

Vliv EGCG na inhibici tvorby kolonii piisobenim H,0O,

140,0
= 120,0
s 80,0 ! —— 0 pg/ml
Q\i \ —— 12,5 pg/ml
o 600 \ A —A—25 pg/ml
S 400
@)
X

20,0 EGCG
0,0
0 1 2 4
H,0, (mM)

Graf'7.: Vliv EGCG na inhibici tvorby kolonii pusobenim H;0;
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3.4 Zhodnoceni a diskuse

V této praci jsme se pokusili ovéfit mechanizmus cytotoxického ucinku
oxidativniho poskozeni DNA. Toto poskozeni jsme indukovali peroxidem vodiku.
NaSim cilem bylo ov¢fit, zda se bude 1isit u¢inek peroxidu vodiku u bun¢k deficientnich
v nukleotidové excizni reparaci a buné¢k normalnich. Ackoli oxidativni poSkozeni DNA
je z DNA odstranovano predev$im mechanizmem bazové excizni reparace, urcity podil
nukleotidové excizni reparace néktefi autofi nevylucuji [17]. Proto jsme v naSich
pokusech sledovali, jak se 1i8i rychlost opravy poskozeni DNA u normalnich bun¢k
Cinského kieCka AA8 a jejich mutanty UV-20 deficientni v nukleotidové excizni
reparaci. Tyto buiiky byly pivodné izolovdny Thompsonem [23], a vzhledem k svoji
neschopnosti iniciovat incisi DNA poskozené UV zafenim jsou k tomuto zafeni vysoce
citlive.

V naSich pokusech jsme nejdiive ovétfovali, zda mutantni buinky UV-20
opravuji poSkozeni vyvolané peroxidem vodiku stejné¢ uc¢inné jako normalni repara¢né
kompetentni buniky AAS8. Nejdiive jsme sledovali opravu piimych zlomt DNA, t;j.
alkalilabilnich mist stanovenych kometovym testem. Zjistili jsme, Ze SSB jsou u
normalnich bun¢k AAS8 opravovany velmi rychle. Béhem 30 minut byly prakticky
vSechny zlomy DNA odstranény. Alkalilabilni mista indukovanéd ptisobenim enzymu
Endo III ( $té€pi oxidované puriny ) vSak byla z DNA odstrafiovana pomaleji, takze za
30 minut zustavala pfiblizné tfetina téchto mist neopravena. Podobné tomu bylo
VvV pfipadé mist Stépenych enzymem FPG (Stépi 8-oxoguaniny). Zde zistavalo
neopraveno piiblizné polovina (po davkach H,O; 0,25 a 0,5mM) nebo tfetina (po davce

1 mM) indukovanych FPG-mist i po Sedesati minutach

Zlomy vyvolané pusobenim enzymu endo Ill a FPG se opravuji pomaleji a
mén¢ uspesSné nez SSB. Z toho miizeme vyvodit, Ze oxida¢ni poskozeni vyvolané H,0,

za pusobeni enzymd tj. vznik oxidovanych bazi bude mit vétsi vliv na prezivani bunék.

V dalsi ¢asti pokust jsme zjiStovali rozdil mezi buitkami AA8 a UV-20 ve
schopnosti opravit poSkozeni vyvolané riznymi koncentracemi H,O; a u€inkem FPG a

schopnost prezit oxidac¢ni poSkozeni.
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Linie bunék UV-20 se vyznacuje specifickymi defekty v excizni reparaci. Tyto
buniky nejsou schopny opravovat poSkozeni DNA pomoci mechanismi nukleotidové
excizni reparace (NER) a neni jisté, zda umi opravit poskozeni pomoci bazové excizni
reparace (BER). Predpoklada se, ze pravé BER je rozhodujici Casti GiCastnici se opravy

oxidaéniho poskozeni zpisobené H,O, [24].

V dalSich pokusech jsme porovnavali opravu oxidativniho poSkozeni DNA u
bun¢k AA8 a UV-20. U obojiho typu bunék doslo k opravé oxidacniho poskozeni
piiblizné stejnou mérou. Pocet zlomt na FPG mistech se jak u bunék AAS, tak i u

bunék UV-20 sniZil po 30min (resp. po 60min) reparace v priméru asi o 50%.

Tyto vysledky ukazaly, Ze neni vyrazny rozdil v opravé oxida¢niho poskozeni
vyvolané H,0, a u¢inkem FPG mezi buitkami AA8 a UV-20. Mtzeme tak usoudit, Ze i
kdyz bunky UV-20 nejsou schopny opravy pomoci mechanismu NER, opravuji
oxidacni poskozeni mechanismy BER, které jsou rozhodujici soucéasti opravy

oxida¢niho poskozeni.

Na cytotoxicky uc¢inek ma ptredevsim vliv vznik oxidovanych bazi, pyrimidinu a
purinu, které vznikaji u¢inkem H,O,, a spolu s ptisobenim enzymut endo III a FPG

dochéazi na téchto mistech ke vzniku zlomu.

Provedli jsme test inhibice tvorby kolonii bunék AA8 a UV-20, abychom zjistili
jestli existuje rozdil ve schopnosti pfezit oxida¢ni poskozeni u téchto dvou linii bunék.
Zjistili jsme, Ze zde neni rozdil v piezivani téchto dvou typi bunék. Jesté pfi
koncentraci 0,25mM H,0; preziva témét vétsSina bunek, pii koncentraci 1mM je to jiz

asi jen 40% bunck a pfi koncentraci 100mM nepftezila jiz Zadna.

Toto zjisténi odpovida 1 predchozimu pokusu, kdy jsme sledovali pocet zlomii a
schopnost reparace bunék AA8 a UV-20. Oba typy bunck vykazuji stejnou schopnost
reparovat oxidacni poskozeni i schopnost piezit oxidacni puasobeni. Cytotoxicky ucinek
H,0; je u obou typt bunék stejny.

Dale jsme chtéli ovétit, zda se zméni cytotoxicita v piipade, kdy snizime indukci
oxidativniho poskozeni ptasobenim antioxida¢ni latky. K témto pokusiim jsme vybrali
EGCG. U EGCG se ptedpoklada, ze ma ochranny vliv na buiikku, ma antimutagenni
ucinek na nékolik karcinogenti. EGCG téz G¢inn¢ inhiboval indukci SSB [25].

V naSich pokusech jsme zjistili, Ze pokud na bunky ptisobime EGCG, pfeziva

po jejich ovlivnéni peroxidem vodiku vétsi mnozstvi kolonii nez bez pouziti EGCG.
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V piedchozich pokusech jsme zjistili, Ze vliv na cytotoxicitu maji zlomy vznikajici
v mistech oxidovanych bazi. Také oprava endo III a FPG mist je urychlena puisobenim
EGCG, jak vyplyva z diplomové prace kolegyné¢ Havlinové [26], a to odpovida snizeni
cytotoxicity.
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3.5 Zavér

Ukolem této prace bylo zjistit jakou miru poskozeni vyvolava H,O,, spolu
s vyuzitim enzymt endonukleazy III (endo III) a formamidopyridinglykosylazy (FPG),
a jaky vliv mé oxidativni poskozeni vyvolané H,O; na cytotoxicitu u bunék AA8 a
UV-20.

Zjistili jsme, ze pusobenim HyO, na buiky AA8 dochazi ke vzniku
jednoduchych zlomt DNA (SSB). Pokud na buiiky spoluptisobime enzymy endo III a
FPG dochazi ke $tépeni na mistech oxidovanych bazi. SSB se po 30min reparace
opravuji rychleji a s vétsi ucinnosti nez oxidované baze detekovatelné plisobenim
enzymi endo III a FPG. Tyto oxidované¢ baze patrné hraji podstatnou roli

Vv cytotoxickém ucinku peroxidu vodiku

Bunky UV-20 vykazuji stejnou schopnost opravit oxidaéni poSkozeni jako
buikky AA8 a oba typy bunck také vykazuji stejnou schopnost pirezit plisobeni
oxida¢niho ¢inidla H,O,. Cytotoxicky ucinek H,O, na kolonie obou linii bungk je
stejny.

Pisobenim EGCG na bunky dochazi ke snizeni cytotoxického t¢inku H,05.
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