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1 ABSTRAKT

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin, terje gisuzovana antioxidani
aktivita. My jsme si k testovani antimutagenniienku vybrali latku epigalokatechin galat
(EGCG) ze skupiny flavand] u které byla jiz v pedchozich experimentech prokazana

schopnost chranit DNA proti poSkozeniigpbenému volnymi radikaly.

Ke zjiovani genotoxicity peroxidu vodiku a ke sledovanfiexidatniho &inku
EGCG jsme pouzivali alkalickou verzi kometovéhauesiodnotili jsme 3 typy poskozeni
DNA: jednadetzcové zlomy, mista oxidovanych pyrimidir{tzv. Endo Il mista) a mista
oxidovanych purid (tzv. FPG mista). PoSkozeni Iknjsme hodnotili jako p&et
jednaetszcovych zloni vztazenych na fMaltoni.

Pokusy jsme provatl na buikach AA8 Kecika cinského. Ovliviovali jsme je
raiznymi koncentracemi peroxidu vodiku. Znvznikda Fentonovou reakci hydroxylovy
radikal, ktery navozuje oxidativni poskozeni DNAed®vali jsme dinnost reparacesthto
zmen zpasobenych volnymi radikaly. Dale nas zajimalo, zdaC& rejakym zpisobem

prispiva ke zlepSenic¢innosti reparace oxidativniho poskozeni.

Predeslé studie hovbo dvoji funkci EGCG: prooxidai a antioxidani aktivite. My
jsme v této otazce potvrdili dosavadni poznatky,vagizkych koncentracich ma EGCG
protektivni &inek, zatimco vy3Si koncentrace mohou indukovataxii poSkozeni DNA.

V naSich experimentech jsme potvrdili genotoxigeroxidu vodiku, ktery vyvolal u
burgk AAS8 tvorbu jedndetézcovych zlond, vznik Endo Il mist a FPG mist. Nejangjsi
reparace bylo dosazeno u jedezcovych zlond, zde jsme nepozorovali Zadny vliv EGCG.
Endo Ill mista se také opravovala rychle, repatada navic podpiena v pitomnosti EGCG.
NejpomalejSi reparaci jsme zaznamenali u FPG mvigttitomnosti EGCG byla reparace
oproti kontrole naopak mi&zpomalena.



ABSTRACT

Flavonoids are a class of plant secondary metasolhich are commonly known for
their antioxidant activity. For our experiments wieoosed epigallocatechin galat (EGCG)
from the group of flavanols. Several studies haveady proven its ability in the defence

against DNA damage caused by free radicals.

We used the method of alkaline comet assay fomtggenotoxicity of hydrogen
peroxide and for the measurement of the antioxidativity of EGCG. We assessed 3 types
of DNA damage: single strand breaks, sites of @edipyrimidines (Endo Il sites) and sites
of oxidised purines (FPG sites). The results weprasented as the number of single strand
breaks in 1®Daltons.

We provided the experiments with the cell line dfif@se hamster AA8. We treated
the cells with various concentrations of hydrogemogid which generates hydroxyl radical
by Fenton reaction. This reaction caused oxidatismage of DNA. We investigated the
reparation ability of the cells after their expastw free radicals. Then we searched if EGCG

improves these reparative processes.

There were experiments which has proven dual fanctif EGCG: prooxidant and
antioxidant activity. We confirmed in this questipresent konwledge that low concentration
of EGCG has protective effect while higher concaidns can induce oxidative damage of
DNA.

In our experiments we confirmed the genotoxicity lgdrogen peroxid which
generated single strand breaks, Endo Il sitesF&@ sites in AA8 cells. The most effective
reparation was achieved in the reparation of sisgiiend breaks, where we couldn’t observe
any effect of EGCG. The reparation of Endo Il sifgoceeded guickly too, in the presence
of EGCG was furthermore accelerated. The lowesiregon ability was observed in the case
of reparation of FPG sites. In the presence of EGI3eparation process was compared to
control cells slightly moderated.



2 UvoD

V lidském ¢€le vznikaji volné radikaly, které maji na jednéastrpozitivni &inky, na
druhé straé se ale mohou vazat na biomolekuly aisgbovat jejich poSkozeni. Zatimco
proteiny a lipidy jsou neustale okitrovany, poSkozeni DNA musi byt opraveno. Pokud je
tato oprava &akym zmsobem naruSena, tthe oxidativni stres ffspivat k mutagenezii
karcinogenezi. Jelikoz patzhoubna onemoeni ke druhé nepsgjsi pricing umrti vCeské

republice, je této problematicénovan velky zajem.

Buriky jsou vybaveny mechanismy, které eliminuji po&mizzmsobena volnymi
radikaly. Vlidském d&le se na antioxidmi aktivitt podili fada enzym a jinych
neenzymatickych systédmMy jsme se v naSi praci z&fili na sledovani antimutagenniho
Gcinku latky ze skupiny flavonoid epigalokatechin galatu (EGCG). Tato latka je dbsa

v zelenéntaji a je ji gisuzovan pozitivni &inek v prevenci nddorovych onemeai

Pro testovani genotoxicity jsme zvolili kometovystte(comet assay). Ten nam
umoziuje sledovat vliv mutagennihctiaku riznych latek na hiky a posoudit fipadné

pozitivni vlivy latek s antimutagenniméinky.

Cilem naSi prace bylo zjistit, jak EGCG owlijye opravu DNA po oxidaim
poSkozeni vyvolanémugobenim peroxidu vodiku. ZjiStovali jsme také, 28@CG jako
polyfenolick&d latka indukuje oxidativni zmy v DNA. D&le jsme se snaZili objasnit
mechanismy, kterymi EGCGipobi (i ochrar¢ proti volnym radikaim.



3 TEORETICKA CAST

3.1 VOLNE RADIKALY

Volné radikaly jsou latky obsahujici neparovy etekt ve svém elektronovém obalu.
Stabilni konfigurace vSak vyZaduje parové seskupkakitroni, proto se snazi volné radikaly
chykgjici elektron doplnit, Zehoz vyplyva jejich vysoka reaktivitéRacek, 2003y lidském
organismu za normalnich podminek vznikaji reaktifoimy kysliku a dusiku (RONS-

reactive oxygen and nitrogen speci€S}ipek, 2000)

ROS (reactive oxygen species)

V organismu se néastji setkavame s reaktivnimi formami kysliku. Nezlyarreakci
pro aerobni zjsob Zivota je redukce atmosférického kysliku nadekuly vody. Probiha
jako ¢tyielektronova redukce:

Prijetim jednoho elektronu se molekula kysliku (bikad) redukuje na superoxid:
O;+€e — Oy

Druhy elektron redukuje superoxid na peroxid vodiku

O+ € + 2H — H0,

DalSi elektron zfisobi rozklad peroxid vodiku na vodu (v rovnici jeedena disociovana
forma OH-) a hydroxylovy radikal (ma o jeden elekimér nez hydroxidovy aniont):

H,O, + e — OH + OH
Posledni elektron redukuje hydroxylovy radikal mésdmolekulu vody:
OH +e —- OH

Reakce probiha vdychacimietzci mitochondrii v aktivnim centru enzymu
cytochromoxidazy. Ani nejaktivjsi forma kysliku, kterym je hydroxylovy radikal QHheni
ve vazlké s enzymem Skodliva. Jako volgastice se vSak ve tkani okanéZglucuje s téndt

jakoukoliv sousedni molekulou.



Superoxid

Superoxid podléha dismutaciyi které je zarove oxidovan i redukovan a vznika

kyslik a peroxid vodiku:
O +0O- + 2H — O + HOs

Ve vodném progedi probiha tato reakce vysokou rychlosti, v orgiani je navic urychlovana

enzymem superoxiddismutazou.

Peroxid vodiku

Peroxid vodiku neni sam o sobadikalem, ale p#&t do skupiny ROS, protoze se
Gcastni vzniku radikdl. S biomolekulami reaguje pammé pomalu, avSak viftomnosti

tranzitnich kow (F€*, Cu") je rychle redukovan:
H,0, + F€" — OH + OH + Fé"

Tato reakce je oziavana jako Haber- Weissova neldastji Fentonova reakce. Je
katalyzovana Zelezem a vznik#& pi hydroxylovy radikdl OH cozZ je velmi silné oxidani
¢inidlo. Trojmocné Zelezo je regenerovano dalSimesmidem zpt na dvojmocné, takze

muze byt znovu pouzito pro katalyzu.

Kyselina chlorna

Jeji syntéza probiha v neutrofilnich granulocyteghitasti enzymu myeloperoxidazy:
H,O, + CI + H" — HCIO + HO

Polymorfonukleary vyuZivaji kyselinu chlornou jakaktericidni prosedek.(Stipek, 2000)

RNS

e

Mezi nejdilezitéjSi reaktivni fromy dusiku p#t oxid dusnaty NO a peroxynitrit
ONOQO. (Racek, 2003)
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3.1.1 Vznik volnych radikal &

Volné radikaly vznikaji z normalriastice bd’ prijetim elektronu- redukci nebo ztratou
elektronu- oxidaci. DalSi moznosti je homolytick&pgni na d¥ castice, z nichz kazda méa
jeden elektron. Tato reakce vSak vyZzaduje mnohageneproto se s ni v biologickych

systémech prakticky nesetkame.

Volné radikaly se dostavaji do organismu aterebo vznikaji v ptbéhu metabolismu.
Exogenni piciny mohou byt nab ionizujici zdeni, UV sétlo, zn&isténé ovzdusi, koteni,
intoxikace nebo potrava. K endogennimi¢mam pati vznik kyseliny mgové, rozpad
fagocyti a makrofad, vznik methemoglobinu, syntéza prostaglafdiautooxidace thidl,

hyperglykémie nebo reperfuze ptegchozi ischemiiRacek, 2003)

Vznik radikalu tSinou iniciuje fettzec dalSich reakci. Vyplyva to z jejich vysoké
reaktivity. Téngi okamzit se slduji s okolnimi molekulami a dochazi k propagacicoli.
Radikélova reakce je ukoéena, kdyZz se spoji dva radikaly a vznikne stahifdlekula.
(Stipek, 2000)

3.1.2 Funkce volnych radikali ve zdravém organismu

Volné radikaly maji v organismu kfznivé &inky. Skodi jen v fipad, Ze se vymknou
kontrolnim mechanisim.

ROS a zejména kyselina chlornd je vyuZivdna jakmnd zbraa fagocyti proti
bakteriim a cizim strukturam. Neutrofilni leukocyymakrofagy jsou vybaveny enzymovym
komplexem NADPH- oxidazou katalyzujicim vznik supadového radikalu, ktery je dale

pieménovan na kyselinu chlornouipobenim myeloperoxidazy.

Volné radikaly mohou také slouzit jako nastroj @dada oxygenaz. Cytochromoxidaza,
enzym dychacih@etzce obsazeny ve viiti mitochondrialni membrén prijima elektrony
pochazejici ze Zivin arpdava je na molekularni kyslik. Redukuje ¢tgimi elektrony za
vzniku dvou molekul vody a uvaini energie ve forth ATP. Toxické meziprodukty, tj.

peroxid vodiku a superoxidjgtavaji navazany na enzym a neposkozuji okolnkisiry
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Monooxygenazy redukuji podobrdioxygen na hydroxylovy radikal, ktery je vyuzivafi
hydroxylaci endogennich a exogennich la{tipek, 2000)

Peroxid vodiku je také nezbytny pro oxidaci joditau elementarni jod, ktery vyuziva

Stitna Zlaza k jodaci tyroninu.

Superoxid a peroxid vodiku jsou dale nezbytiie (SpESném oplodéni. Superoxid
naruSuje membranu véiia. Peroxid vodiku je twen vajtkem po oplodéni a zajiStuje

tvorbu KiZzovych vazeb v membréncoz zamezuje pronikani dalSich spermii.

Oxid dusnaty ma v organismu mnoho funkdis@bi vazodilataci cév, reguluje imunitni

pochody, ma vyznamiperekci a uplatuje se také jako neurotransmiter.

Volné radikadly mohou {sobit také jako signalni molekuly, zasahovat doulace

imunitni odpo¥di nebo ovliwiovat produkci transkrimich faktoti. (Racek, 2003)

3.1.3 Ochrana organismu pred volnymi radikaly

Aerobni metabolismus je energeticky vyh&8nnez anaerobni, ale vznikaji pém jiz

zminéné volné radikaly. Proto se u aerobnich orgafisgvinuly tyto ochranné mechanismy:

. Mechanismy zahiujici tvorks VR:

Vazba iontt prechodnych koir (transportni a zasobni bilkoviny, haptoglobin anbpexin,

ceruloplasmin, chelatai ¢inidla)
Inhibice enzyni, které katalyzuji tvorbu VR

Odstrarni peroxidu vodiku katalazati peroxidazami (zablokovani jeho mozné dalSi reakci

za vzniku hydroxylového radikalu)

. Mechanismy odstrayjici jiz vzniklé VR

Superoxiddismutaza (katalyzéepeny superoxidu na peroxid vodiku)

Redukujici latky, které fedaji radikalu elektron a samy se é&rhna stabilgjSi radikal
(vitamin C, E, ubichinol, GSH)

12



. Reparéni systémy odstraijici molekuly poSkozené volnymi radikaly

U posSkozenych fosfolipitl se uplatuji fosfolipazy, které od8puji oxidované vysSi mastné

kyseliny
Proteiny jsou degradovany a eliminovany z organismu
DNA je reparovana za pomoci endonukl¢@acek, 2003)

Antioxidatni ochranny systém je velmiznorody. Mezi jeho nejvyznany$i slozky
pati antioxid&ni enzymy (superoxiddismutaza, glutathionperoxidagtalaza), glutathion,
vitamin E, vitamin C,B- karoten a jiné karotenoidy, ubichinol (koenzymQOR1kyselina

mocova, melatonin, polyfenolické antioxidanty a latkdzici gfechodné kovy.

3.1.3.1 Antioxidatni enzymy

SuperoxiddismutazéeEC 1.5.1.1,SOD) urychluje dismutaci peroxidu. Je obsazena v kazdé

buiice. Rozeznavame dva druhy SOD liSici se kofaktorem:
. Mn% SOD a F& SOD je obsaZena v prokaryotickychikéch.

. CU¥'/Zn** SOD se nachazi v eukaryotickychiikéch- v cytosolu a v intermembranovém
prostoru mitochondrii. Ma dimerni strukturu. Kazg@adjednotka obsahuje jeden atom

pirechodného kovu- &’ je zodpo¥dna za penos elektrol, zinek plni strukturni tlohu.

U ¢lovéka najdeme 3 typy SOD liSici se kofaktorem a unist. SOD1 je dimer
obsahujici Cu a Zn a vyskytuje se v cytoplazrBOD2 je tetramer s kofaktorem Mn a
najdeme ji v mitochondriich. SOD3 je tetramer vyakgi se extracelulagn obsahuje Cu a
Zn. (Racek, 2003)

Glutathionperoxidaz4dEC 1.11.1.9, GSHPX) katalyzuje redukci peroxidu vodiku na vodu a

souwasnou oxidaci glutathionu obsahujiciho cystein:

H20.+ 2 GSH — 2 H,0O + GSSG

13



Glutathion musi byt regenerovan vredukované ¢&rmTo zajifuje enzym
glutathionreduktaz4EC 1.6.4.2GR), ktery vyuZzivA NADPH jako kofaktor:

GSSG + NADPH + H — 2 GSH + NADP

GSPHx se vyskytuje véech fiznych forméach liSicich se stavbou molekuly. Prwd d
formy se nachéazeji v extracelularni tekatieGSPHx)- v cytoplazth burek a v krevni
plazme. Jsou to bilkoviny obsahujici v aktivhim centrdesecystein. Teti typ je vazan

v burg¢né membrafa nazyva se fosfolipidova glutathionperoxidazapiex).
Kataldza(EC 1.11.1.6CAT) je enzym zajiujici S€peni peroxidu vodiku na vodu a kyslik:
2H0;, - 2H0 + G

Narozdil od peroxidaztgobi katalaza na peroxid vodiku jefi jgho vysSich koncentracich.
(Racek, 2003)

3.1.3.2 Neenzymatické antioxidanty

Glutathion se uplatuje intracelulars, v buikach je obsazen ve vysoké koncentraci (1- 10
mmol/l). Vyskytuje se ve dvou forméach: jako thisedukovana forma- GSH) nebo jako
disulfid (oxidovana forma- GSSG). Pro organismusdidezity staly pomdr GSH/GSSG

s prevahou redukované formgRacek, 2003)
Podili se na odstiiavani ROS.:
GSH + OH, RO, ROO — GS + H,0, ROH, ROOH

K jeho dalSim funkcim p#t ochrana sulfhydrylovych skupin protéinregenerace

tokoferolu a askorbatu, je koenzymem glutathionpieizy.

Vitamin E (a-tokoferol) se uplaiuje gredevSim v membranachiperoxidaci lipidi, kde
prenmenuje alkylperoxidové radikaly LOOna hydroperoxidy LOOH, které jsou dalép&ny
glutathionperoxidazou. Z tokoferolu se stane tokdéey radikal, ktery je zgtné redukovan
pomoci askorbatu. Timto cyklem se zabrani propagadikalovych reakci v lipidech

membran a lipoprotein (Stipek, 2000)
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Vitamin C (kyselina askorbova) se uplaje jako kofaktorfady enzyni nag. pri syntéze
kolagenu a p preméné dopaminu na noradrenalin.i$dbi také jako reduki cinidlo,
redukuje F&" na Fé*, CU** na Cu. Jeho antioxidini (inek je zaloZen na redukci radifé
regeneraci tokoferylového radikal(Btipek, 2000p¥i téchto reakcich se kyselina askorbova
oxiduje do dvou stupi: na semidehydroaskorbat (askorbylovy radikal) a
dehydroaskorbgRacek, 2003¢pétna regenerace dehydroaskorbatu na askorbat je dnozn
pomoci enzymu dehydroaskorbatreduktazy, ktery aljealGSH. Ten je ale umést
intracelular, takZze se mohou fp oxidatnim stresu askorbylové radikaly hromadit
v extracelularni tekutih (Stipek, 2000)

Karotenoidy,f-karoten a vitamin Asou schopny igmeénovat reaktivni singletovy kyslik na

béZny tripletovy kyslik, likvidovat volné radikaly,apt. alkylperoxylové v lipidech.

Ubichinol (koezym Q10) slouzi v mitochondriich jakdepaseé elektrori pii bunécném
dychéni. Najdeme ho i v membranach &yrkde gisobi jako lipofilni antioxidant. iPtéchto

reakcich se ubichinol oxiduje na ubichin@Racek, 2003)

Mriviw s

radikaly za vzniku uratového radikalu, ktery je @agrovan kyselinou askrbovou. Vaze take

ionty Zeleza, které nemohou vstupovat do Fentomeakce (Racek, 2003)

Melatonin vychytava volné radikaly argménuje singletovy kyslik. Po vazbna burcné

jadro zabrauje oxida&nimu poskozeni DNA.

Flavonoidy jsou polyfenolické latky rostlinnéhoapodu. Jejich antioxidai €inek je dan
schopnosti vazat peroxylové, hydroxylové a supeimsé radikaly a peroxid vodiku,
schopnosti regenerace vitari a C, vazbouiechodnych kofr do pevnych chelét inhibici
enzymi katalyzujicich vznik volnych radikél Jsou obsazeny v ovoci, zelefiv zeleném

¢aji a vcerveném vin. (Racek, 2003)

Latky vaZzici pechodné kovy

Prechodné kovy majifedposledni sféru ned@rzaplrenou elektrony, chovaji se proto
jako radikaly. Organismus pgebuje Zelezo a &’ jako biogenni stopové prvky, musi vSak
zabranit jejich vstupu do Fentonovy reakce a td bazbou do pevného chelatu (hapa
transportnii skladovaci protein) nebo oxidadieghodného kovu na vy3si valenci. Zelezo je

vazano v plaziéna transferin, v leukocytech na laktoferin, vi@whi sliznici a v kostnii@ni
15



na ferritin (Racek, 2003)Oxidaci Zeleza v krvi zajiflje ceruloplazmin vazici &’. Na
vzniku volnych radikal se niize podilet i volny hemoglobin. Proto je za antiaxid
povaZzovan haptoglobin vézajici extracelularni hdotig a hemopexin vazajici uvaimy
hem.(Stipek, 2000)

3.1.4 Poskozeni biomolekul volnymi radikaly

Volné radikaly napadaji molekuly organismu s@bi tak jejich oxidéni posSkozeni. K
nejzavazyiSim pati poSkozeni fosfolipidd burgénych membran, které #épobi poruchu
Zivotr¢ dulezitych membranovyché&i, pop. zanik buiky. PoSkozeni nukleovych kyselin
muze veést k mutagenezi, karcinogenezi. Napadeni Wfikeolnymi radikaly pak rze

zpasobit inaktivaci enzyrin (Racek, 2003)

3.2 POSKOZENI DNA

Pri pfenosu informaci dochazi diky nahodnym #iv k informa&nimu Sumu. Tak je
tomu i u genetické informace uloZzené v DNA- mluvimmutacich(Necas, 2000)Mutace je
definovana jako étlicna znéna genotypu zjsobena nukleotidovou substituci, inzerci nebo
deleci. Mize vzniknout spontagnnebo niize byt indukovana {sobenim mutagennich
faktoni. (Rosypal, 2000)

3.2.1 Spontanni mutace

Béhem replikace mohou vznikat pary bazi, které jsdliSné od Watson- Crickovych

A4

 Tautomerni zrtny bazi

Baze se mohou vyskytovat ve dvou tautomernich fomf{amino/imino forma, keto/enol

forma), coz ovliviuje jejich parovaci vlastnosti. Mohou vznikat nedtd (prechodné) pary.
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 Depurinace a depyrimidinace

Muze k ni dochézetipvysokych teplotadch nebo wipomnosti silnych kyselin. Vede ke
vzniku tzv. AP (apurinového/apyrimidinového) mistderé je khem replikace zaptmo

jakymkoliv nukleotidem (n€pstji byva zaazen adenin).

* Oxidativni poSkozeni DNA

H.O, reaguje s DNA, kteréd je v komplexu s Zelezewshydroxylovy radikal:
DNA [Fe(Il)] + H,O, — DNA [Fe(lll)] + OH- + OH

Radikalové reakce vedou k mnoha produkt Pro vznik mutaci je nejvyznarjgi
vznik 8-oxodeoxyguanozinu (8-OxodG), ktery se pandednostd s adeninem. isobenim
hydroxylového radikalu na thymin vznikad thyminglykdtery blokuje replikaci DNA.
Reakce OH s adeninem vede k tvarb4,6-diamino-5-formamidopyrimidinu, s guaninem

vznika 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidifRosypal, 2000)

3.2.2 Indukované mutace

RozliSujeme mutagenni faktory fyzikalni a chemickeé.

3.2.2.1 Chemické mutageny:

* Analogy bazi

Jsou strukturakhpodobné bazim. Mohou bytizaeny do DNA misto normalni baze.

Nejcastji to byva 5- bromuracil (analog thyminu).
* Deamingni ¢inidla

Nap. kyselina dusita Zjsobuje oxidativni deaminaci cytosinu na uracil,race na

hypoxantin a guaninu na xantin a dochazi k sulastitu
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* Alkyla¢ni ¢inidla

Alkylaéni latky maji vysokou afinitu k nukleofilnim cefitn molekul. Pedavaji DNA

alkylové skupiny a tim gmi nebo blokuji parovani bazi.

3.2.2.2 Fyzikalni mutageny:

» lonizujici z&eni (rentgenové paprsky, igai X, protony, neutrony a elektrony o

vysokém obsahu energie)igpbi fimo na DNA nebo rozkladaji vodu za vzniku

\ 7 s

nebo vznikaji zlomy.

* UV zaeni ma specilitéjSi inek nez ionizujici z&ni. DNA absorbuje UV zéni
S maximem v oblasti 260- 280 nm. Absorpci UVera dojde ke kovalentnimu spojeni
dvou sousednich thymin na stejném polynukleotidovénietzci. Vznik4 tzv.
thyminovy dimer, ktery je chemicky stabilni a braeplikaci a transkripci. Dale iie

UV zéreni gispivat ke vzniku nestabilnich tautomernich foredmil{Rosypal, 2000)

3.3 OPRAVA POSKOZENE DNA

DNA muze byt poSkozenaéhem procesu replikace, rekombinace nelicsopenim
vngjSich vlivii. Rozeznavame tyto typy poskozeni DNA:

1. chybné péarovani nukleoftidoii replikaci

2. mezera Vv jednom i&tzci dvousSroubovice DNA- opravna snytéza probiha podle
neposkozenéhietzce za Gasti enzyni DNA- polymerazy a ligazy

3. zlomy- preruSeni fosfodiesterové vazby meziéaa sousednimi polynukleotidy.
Mohou byt jednéettzcové nebo dvaetzcové(Rosypal, 2000)
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Typy oprav DNA:

3.3.1 Uplna oprava

+ Fotoreaktivace

Pisobenim UV z#ni vznikaji v DNA cyklobutanové pyrimidinové rgvazre
thyminové) dimery, které brani replikaci DNA a tsnpci. K jejich odstragni slouZi proces
nazyvany enzymaticka fotoreaktivace. Je to natlevzavisly enzymaticky proces
katalyzovany enzymem fotolyazou, ktera se vazeavalkntrd spojené pyrimidinové dimery
v DNA. Obsahuje FADH| ktery je aktivovan absorpciizhi z oblasti 300- 500 nm d@gobi
jako donor elektroin pfi monomerizaci pyrimidinovych dimér (Friedberg, 1995)

« Oprava alkylovaného Quaninu, Gthyminu a alkylfosfotriestdr

Monofunkéni alkylaéni latky mohou reagovat s DNA za vzniku O nebo N-
alkylovanych produkt, které pak zpsobuji chybné parovani fip replikaci. Enzym
O°methylguaninmethyltransferaza odsuie tyto methylové skupiny z%Quaninu a

O*thyminu vazbou na $y cysteinovy zbytek(Rosypal, 2000)

* Reparace jedretézcovych zlond pasobenim ligazy

DNA miZe byt gimo spojena, pokud jsou &siné blizkosti volné 3° OH a 5 P konce a
nechybi Zadny nukleoti@Friedberg, 1995)

3.3.2 Excizni oprava

» Bazova excizni reparace (BER)

Pti BER dochazi k vygpeni chemicky modifikované baze. Excize je zahajena
specifickym enzymem DNA- glykosylazou, kterd hygtmky rozS€pi N- glykosidickou
vazbu a vznikne tzv. AP (apurinové/ apyrimidinow@ksto. To je specificky rozpoznano AP-

endonukleazou, ktera vyttiov dsDNA zlom s 5 deoxyrib6zafosfatovym zbytkeBINA-
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deoxyribofosfodiesteraza (dRpaza) tento zbyteképys vysledna jednonukleotidova mezera

je zaplrgna opravnou syntézou z&asti DNA- polymerazy a ligazyRosypal, 2000)

* Nukleotidova excizni reparace (NER)

NER odstréauje poskozené baze ve farmpyrimidinovych dimeit a jinych
fotoprodukti jako sowéast oligonukleotid. Excize je zahajena endonukledzou, kteraépyst
oligonukleotid obsahujici thyminovy dimer. Vznikidezera se zaplni opravnou syntézou a
fetézce jsou spojeny pomoci DNA- polymerazy a ligazy.

* Oprava chybného parovani (mismatch repair)

Pri replikaci mize dojit k nespravnému izzeni baze. DNA- polymeraza Ill rozezna

chybny péar a nahradi nukleotid spravnym.

3.3.3 Tolerantni oprava
Pavodni poSkozeni neni odsteaio, ale funkce DNA je obnoven@osypal, 2000)

3.4 COMMET ASSAY

Kometovy test (SCGE- single- cell gel electrophmege metoda pouzivana képeni
poskozeni DNA v eukaryotickych tkéch. K jejim vyhodadm p#trychlost, spolehlivost,
presnost, nenatmost a moznost Sirokého vyuzitCollins et al, 1997)

3.4.1 Princip metody

Bunky jsou imobilizovany v LMP agarézeiip37°C na mikroskopickém skku,
lyzovany a poté je provedena elektroforéza. Nagedeutralizace a oplach v destilované
vod. Buiky jsou vizualizovany pomoci fluorescerich barviv a hodnoceny Bumanualg

nebo za pouziti automatického softwg@ollins, 2004)
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Zmeény DNA behem SCGE:

Pti lyze jsou naruSeny nukleosomy DNA, odstiay histony a DNA #stane ve form
smytek. V mistech, kde se vytiity zlomy, ztradci DNA superhelixovou strukturu aopy po
zapnuti elektroforézy putuje k anod™i mikroskopickém pozorovani vidime komety, kde

mnoZstvi DNA v ohonu odpovida urovni jejiho poskazé&Collins, 2008)

3.4.2 Varianty kometového testu

1. Alkalicka SCGE Po lyze jsou bitky vkladany do alkalického denatdraho roztoku

(pH 12- 13), ktery zbavi DNA struktury superheli@rimaré se pouziva k detekci
jednaetzcovych zlond (SSB- single strand breaks), protoZze v alkalickgnwstedi
doché&zi k odédeni obou viaken dvousroubovice.

2. Neutrdlni SCGE Fi této modifikaci se pouziva pufr o pH 7-8. Vyuzis@ k detekci
dvourettzcovych zloni (DSB- double strand breakgLollins, 2004)

Jednadetézcové zlomy (SSB) nejsou povazovany za mutagemofpPe dochazi k jejich
rychlé opra¥. VétSina latek nefsobi zlomy pimo, ale vytvéi tzv. AP mista, ktera jsou
alkali- labilni a @i pouziti alkalické SCGE jsouigvedeny na zlomy. Zlomy také vznikaji
béhem bazové nebo nukleotidové excizni reparac&etalyskyt zloni miZze znamenat i
G¢innou opravu poSkozené DNACollins et al, 1997)

3.4.3 Modifikace kometového testu

Ke zvySeni specificity se pouZivaji enzymy, kteogeznaji utity typ poskozeni a

vytvori zlomy.

* Endonukleaza Il (Endolll) vyt zlomy v mis¢ oxidovanych pyrimidi.
* Formamidopyrimidin- DNA- glykosylaza (FPG) se pou#ik detekci mist
oxidovanych purifi, kterym je nejastji 8- oxoguanin.

* uvrABC detekuji rozsahlejSi poskozef@ollins et al, 1997)
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3.4.4 Hodnoceni komet

DNA je vizualizovana pomoci fluoresaarich barviv, nejasgji se pouziva ethidium
bromid a DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol). Hodnat# tyto parametry:

» procento DNA v ohonyrelativni intenzita fluorescence hlavy a ohoreippvazovan

za nejlepsi ukazatel, jelikoz je line&rravisly na frekvenci zlotm

» Délka ohonuneni ili§ pouzivany parametr, protoZze se zvySujicim ggkpzenim
DNA se ohon neprodluzuje (vista jen intenzita)(Collins, 2004) Délka ohonu
pravdEpodobré souvisi s velikosti relaxovanych séek DNA. (Collins et al, 1997)

Komety se mohou vyhodnocovat manwalpa‘azenim do 5 skupin (0- Zadny ohon, 4-
témsi vSechna DNA v ohonu). Hodnoceni je ale &wasubjektivni a data jsou obtin

reprodukovatelna. Proto gastji vyuzivaji softwarové programyCollins, 2004)

3.4.5 Kalibrace

Validni vysledky by se #ly vzdy uvadt jako paet zlomi na 16 Da nebo jako
ekvivalent Gy.(Collins, 2008)Standartni metoda kalibrace gp@ v oz&eni vzorku budk
pomociy nebo X- paprsk které vyvola ufity pocet jedndettzcovych zlond. Ty maji
tendenci rychle se opravovat, proto provadime &éedu. Komety vykazuji linearni rigst

procenta DNA v ohonu v rozmezi 0-8 Gy, coz odpawb zloni na 1§ Da. (Collins, 2004)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materidl

4.1.1 Bunééné kultury

Pouzivali jsme bitky AA8 z ovarii Kecika ¢inského (CHO- Chinese Hamster ovary,
wild type). Buiky byly uchovavany v mediu MEM alpha obohaceném % fetalniho
bovinniho séra a st antibiotik @i 37°C v atmosfée 5% CQ.

4.1.2 Pomicky a pristroje
o Zkumavky

* Mikrozkumavky (Eppendorf)

* Petriho misky

*  Kyvety

» Kadinky

» Pasteurovy pipety

» Automatické pipety, Spky na pipety

o Kultivaéni lahvicky (50 ml, 250 ml)

* Laminérni box (AURA 2000)

» Swtelny mikroskop (Telaval)

» Burkerova konirka

* Podlozni a kryci sktka

* Predvazky EMB 220-1 (Kern)

* Analytické vahy (Boeco)

* Lednice 175 R (Calex)

» Elektroforeticky tank

* Centrifuga Z 400 K (Hermle)

* Magnetickd mich&a s olievem MSH basic (Yellow line)

* CO;inkubator (Shellab)

* Vodni lazea 609/a (Kutesz)

» Vyrobnik ledovéitistt (Angelantoni Industrie)
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4.1.3

Paita¢ (Hewlet Packard)

Fluorescetini mikroskop Eclipse E 400, &&eni 20x/0,5 (Nikon)

Kamera COHU

UV lampa (Phillips UV-C), zévka typu TUV 15W/G15T8

Softwarové vybaveni: opeafiai systém Windowe XP, program Lucia commet assay

(Laboratory Imaging), statisticky program Sigmaat sMicrosoft Office Excell

Chemikalie

» Agaroézy (Sigma- Aldrich)

* Bovinni sérovy albumin- BSA (Sigma- Aldrich)

* Dimethylsulfoxid- DMSO (Sigma- Aldrich)

» EDTA (Lachema)

« Endonukleéza lll (Ustav experimentélni botaniky &R)

« Formamidopyrimidin- DNA- glykosylaza- FPG (Ustavpeximentalni botaniky
AV CR)

* Epigalokatechingalat- EGCG (Sigma- Aldrich)

* H.0, (Peroxides s.r.0.)

* KCI p.a.(Lachema)

* KOH p.a. (Lachema)

* NaOH p.a. (Lachema)

 HCl p.a. (Lachema)

* NaCl (Lachema)

* N - (2 — hydroxyethyl) — piperazin — N’ — 2 — ethalionova kyselina- HEPES
p.a. (Sigma- Aldrich)

» Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok- PBS (Sigmddrich)

* Trypsin (PAA)

* Triton X-100 (Sigma- Aldrich)

» Tris (hydroxymethyl)- aminomethan p.a. (Penta)

» Kultiva¢ni médium MEM alpha (PAA)

* Ethidium bromid 95% (Sigma- Aldrich)

* Tridestilovana voda
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4.2 Pracovni postup

4.2.1 Pr¥iprava roztokia

Roztoky jsme vzdyifpravovali¢erstvé a uchovavali je v lednici.

4.2.1.1 Agaréza
Na potahovani skiek: 1 g agarézy na 100 ml destilované vody (1%oitgz

High melting point agar6za (HMP): 100 mg agar6zyi8anl PBS (1% roztok)
Low melting point agaréza (LMP): 100 mg agarozyl@oml PBS (1% roztok)

4.2.1.2 Lyzadni roztok
2,5 M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris; pH 10,0

Priprava: 146 g NaCl + 29,2 g EDTA + 1,2 g Tris d®Q0nl destilované vody

Presnou hodnotu pH jsme upravifiiganim NaOH (cca 12 g do 1000mli¥eB pouZzitim
jsme gidali 1% Triton X-100 (1ml do 100 ml roztoku), sm dikladné zamichali,

zchladili a uchovavali v lednici.

4.2.1.3 Neutraliz&ni roztok
0,4M Tris; pH 7,5

Priprava: 48,456 g do 1000 ml destilované vody

Hodnotu pH jsme upravilifdanim koncentrované HCI (cca 25 ml do 1000 ml).

4.2.1.4 Roztok pro elektroforézu
300 mM NaOH, 1 mM EDTA

Priprava: 18 g NaOH + 3 ml 0,5 M EDTA do 1500 mltilesané vody

4.2.1.5 0,5M EDTA
Priprava: 14,612 g do 100 ml destilované vody

4.2.1.6 Endonukleaza lll
Priprava: zasobni roztok enzymu jsntedili v poréru 1:100 Endo pufrem

25



4.2.1.7 Endo pufr
40 mM HEPES, 0,1 M KClI, 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/ml BSpH 8,0

Priprava: 9,53 g HEPES + 7,45 g KCI + 1,46 g EDTA 2 @ BSA do 1000 ml

destilované vody
Hodnotu pH jsme upravilifjpdanim KOH (cca 1 g na 1000 ml).

4.2.1.8 Roztok PBS
Priprava: 1 tableta do 200 ml tridestilované vody.

4.2.1.9 Roztok HO,
Priprava: 50 pul koncentrovanéhg@d (10 M) jsme pidali k 5 ml PBS (100 mM). VSe
probihalo v ledu. Dale jsme rozto&dili vychlazenym PBS na koncentrace pouZzivamné p

pokusu. PoZadované koncentrace jsii@@avovali vzdy bezprostdre pired pokusem.

4.2.1.10Roztok EGCG
Priprava: EGCG jsme rozpustili v DMSO podle poZad@va&woncentrace pouZitéfip

pokusu.

4.2.1.11Ethidium bromid
Priprava: 20 pg do 1 ml vody

4.2.2 Priprava bunék

Na misky jsme vyseli asi 150- 200 tisic BknV pokusech, ve kterych byl sledovéan
vliv EGCG na indukci poskozeni DNA peroxidem vodibyl za 4 h po vyseti k médiu
burgk v miskach pdan EGCG rozpushy v DMSO, vysledna koncentrace DMSO
v médiu byla 0,5%. Druhy den po vyseti jsmalbuovliviovali fiznymi koncentracemi
H,O, redném v PBS. Ovlivéni bylo provadno po dobu 5 min. na ledu. Poté jsme vzdy
odsali médium, oplachli biky PBS a pidali na 2 minuty trypsin. Napipetovali jsme
urcitry presny objem PBS (liSil se podle hustoty &kima miskach). Biky jsme pomoci

pipety resuspendovali a 35 pl jsmempesli do ependorfky chlazené v ledu.
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Pti sledovani vlivu EGCG na opravu indukovaného o&milao poSkozeni byly biky
druhy den po vyseti na misky ovl&émy H,O,, na misky vraceno gvodni médiu, ke
kterému byl pidan EGCG. Dale byly hiky inkubovany 30 min. i 37°C, poté

trypsinizovany, jak je popsano vyse.

4.2.3 Pracovni postup

4.2.3.1 Priprava skitek
Nejdiive byla podlozni skika potaZzena 1% roztokem standartni agar6zy. Nem |

napipetovali 85 pl HMP agarézyfikryli krycim sklickem a dali zchladit na plotnu. Po
ztuhnuti agardzy jsme kryci sétia plynulym pohybem stahli.

4.2.3.2 Priprava vrchni vrstvy agarozy sikami

LMP agarézu jsmeipd pouzitim rozvidli a postavili do laza s 37°C. K bitkam
v ependorfce jsmerglali 85 ul této 37°C LMP, Spkou promichali a ihned napipetovali
na podlozni skéko s vrstvou HMP agar6zy fiRlopili jsme suspenzi krycim skikem a
dali zchladit na plotnu. Po ztuhnuti agardzy jsmpé& &ryci sklicko plynule stahli.

4.2.3.3 Lyza
PodloZni skilka s buikami jsme narovnali do kyvety s lya@m roztokem a vloZili na

1 hodinu do lednice (dobatide byt i delSi).

4.2.3.4 Ovlivnéni Endo lll/ FPG
Tento krok jsme provati jen u pokus, kde jsme cldi zjistit pritomnost Endo 1lI/

FPG mist. Skiika jsme v kyveat promyli tfikrat po @ti minutach Endo pufrem. Potom

jsme napipetovali na skko roztok enzymu a nechali inkubovat 45 miniit3y°C.

4.2.3.5 Alkalickeé rozlétani DNA
Do elektroforetického tanku umésiem vlednici jsme nalili vychlazeny

elektroforeticky pufr. Sktika jsme narovnakislem vpravo a ®iili ¢as 40 minut (ten je

nutny dodrzet).
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4.2.3.6 Elektroforéza
K elektroforetickému tanku jsmeftipojili kabely a po ukoteni rozplétani jsme

zapnuli elektricky zdroj, ktery je nastaveny na ¥5a 300 mA. Proud lze doladit

odebranim nebofganim pufru. Elektroforézu jsme nechali probihaidebu 30 minut.

4.2.3.7 Neutralizace
Sklicka jsme pendali z tanku do kyvety a proplachli je celkeikrét po @ti minutach

v neutraliz&nim roztoku. Nakonec jsme skt promyli 5 minut destilovanou vodou.

4.2.3.8 Barveni
Na skltko jsme napipetovali 20 pl roztoku ethidium bromidugikryli krycim
sklickem.

4.2.3.9 Hodnoceni poSkozeni DNA
Bunky jsme pozorovali fluorescénim mikroskopem. Obraz bykgnasen kamerou na

obrazovku poitace, kde jsme s vyuZzitim programu Lucia komety hotlingopi. upravovali.

Udaje jsme zaznamenavali v programu Microsoft Hxcel

Na kazdém sktku jsme hodnotili 25 buik. PoSkozeni DNA jsme zaznamenavali
jako pongr DNA, ktera #Zistala v jade komety a ktera se nachazela v ohonu. Neposkozené
buiky se proto v mikroskopu jevily jako kruhové bodeposkozena DNA®stala v jade),
zatimco buiky poSkozené vytvdly komety (poSkozena DNA vycestovalaéhem

elektroforézy a vytvila tzv. ,ohon®).
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv EGCG na indukci oxidativnhiho poSkozeni DNA whék AA8

Timto testem jsme sledovali vliv EGCG na indukcdBrll mist zgisobenych KO, (viz
graf¢. 1)

Buiiky AA8 jsme nechali inkubovat 24 hodin v médiu digécim EGCG o viistajicich
koncentracich (3,125; 6,25; 12,5; 25 a 50 pg/mfntkoini buky byly vystaveny roztoku
DMSO (O pg/ml EGCG). Poté jsmeiiky ovlivnili na pst minut @i O°C roztokem HO, o
koncentracich 0,25; 0,5 a 1 mM. Na kontrolnfilbubyl pouzit¢isty PBS (O mM HO,). Po
lyze burgk jsme pouzili enzym endonukleazu Ill, ktery aspbil zlomy v mistech
oxidovanych pyrimidif. Velikost poSkozeni DNA jsme &fili pomoci kometového testu a

vysledek vyjadili jako potet jedndetszcovych (SSB) zlorvztaZzenych na £MDaltoni.

Se vzfistajici koncentraci roztoku,B, jsme pozorovali i zvySeni ptu Endo 11l mist. U
kontrolnich bugk vyvolala nejmensi koncentrace®} (0,25 mM) 0,244 SSB; 0,5 mM.B,
0,772 SSB a 1 mM ¥D, pak 1,443 SSB/fDa.

Pri pouziti 0,25 mM HO, jsme u kontrolnich butk zaznamenali hodnotu 0,244
SSB/16Da. Po fisobeni EGCG bylo patrné zvySeni¢po SSB a to na hodnoty 0,550 u
3,125 pug/ml EGCG; 0,446 u 6,25 pg/ml EGCG; 0,64215 pg/ml EGCG; 0,294 u 25 pg/ml
EGCG a 0,371 u 50 pg/ml EGCG.

Piisobeni 0,5 mM bD. na kontrolni biiky vyvolalo poskozeni 0,772 SSBPDa. EGCG
tyto hodnoty ve ¥tSin¢ pripadi zvySoval. Zaznamenali jsme dat @i pouziti koncentraci
EGCG 3,125 pg/ml na hodnotu 1,530; 6,25 pg/ml EG@GL,566; 12,5 ug/ml EGCG na
1,121 a 25 pg/ml EGCG na 0,820. Pouze u nejvySBtdmirace EGCG (50 pug/ml) se

hodnota oproti kontrole nepatrsnizila na 0,602.

Statisticky vyznamné snizeni ¢io zlomi jsme zaznamenali u békovlivnénych 1 mM
H,0,. U kontrolnich butk vyvolal 1 mM HO, 1,443 SSB/1YDa. EGCG o koncentraci
3,125 pg/ml snizil tuto hodnotu na 0,809 SSBMA, 6,25 ug/ml EGCG hodnotu nepatrn
zvySil na 1,518; 12,5 pg/ml EGCG vyvolal mirny pekina hodnotu 1,362; 25 pug/ml EGCG
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zpasobil zn&né sniZeni na 0,416 a 50 pg/ml EGCG na 0,426 SSBA0EGCG sniZuje
indukce Endo Il mist zisobenych vysokymi koncentracemi®i (1 mM).

Vliv EGCG na indukci endo lll mist p  Gsobenim H202 u bun ék AA8
2
1,8
1,6 I l Il
z 1,4 T
% 1,2 o T mo
s ] ’* m0,25
% 0,8 L T i 22’5
B 0.6 - r * *
0.4 j B H202 (mM)
0 - ‘ ‘
0 3,125 6,25 12,5 25 50
EGCG (ug(ml)

Graf ¢. 1. Vliv EGCG na indukci oxidativniho poSkozeni DM u bunék AA8. Buiky
byly inkubovany po dobu 24 h wipmnosti uvedenych koncentraci EGCG a potom
ovlivnény H,O, v koncentracich uvedenych na grafu po dobu 5 nfinOp Behem
zpracovani byly btky po vyjmuti z lyz&niho roztoku (viz metody) ovlivmy
endonuklazou lll, ktera specifickyégii oxidované pyrimidiny.

* statisticky vyznamné snizZeni oprotittkém ovlivrenym pouze HO, (p<0.05)

5.2 Vliv EGCG na opravu Endo Ill mist indukovanych D, u bunék AA8

Bunky jsme ovlivnili roztokem HO, o koncentracich 0,25; 0,5 a 1 mM. (viz gta). Na
kontrolni buiky jsme pouzili roztok PBS (O mM 48,). Nekteré buiky jsme zpracovavali
ihned, na jiné jsme nechaliigobit tizné koncentrace EGCG (6,25; 12,5; 25 a 50 pg/ml) po
dobu 30 minut a poté sledovali reparainnost EGCG. Jako kontrolu (O pg/ml EGCG)
jsme pouZili roztok DMSO. Po lyze jsme ity ovlivnili enzymem Endonukledzou .

Rozsah poskozeni DNA jsme zaznamenali jakeepolomi na 16 Daltoni.
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Se vzistajici koncentraci #D, naristalo poskozeni DNA jak u kontrolnich kkntak i u
burgk po 30- ti minutové reparaci. Reparace byla pairb&z viivu EGCG. Koncentrace
H,0O, 0,25 mM vyvolala u kontrolnich bgk poSkozeni o rozsahu 1,689, po reparaci 0,833;
0,5 mM poskozeni 1,669, po reparaci snizeno na30a76 mM poskozeni 2,388, po reparaci
0,982 SSB/1bDa.

VyrazngjSi snizeni zlom jsme pozorovali u reparace s EGC@E.gduziti 0,25 mM HO;
jsme zaznamenali sniZzeni g zlomi z pivodni hodnoty kontrolnich bgk 1,689 na
hodnoty 0,576 u 6,25 pg/ml EGCG; 0,098 u 12,5 h@H®BCG; 0,190 u 25 pg/ml EGCG a
0,159 u 50 pg/ml EGCG.

Po ovlivreni burgk H,O, o koncentraci 0,5 mM jsme Ziyodni hodnoty kontrolnich
burgk 1,669 zaznamenali pokles pouziti 6,25 pg/ml EGCG na hodnotu 0,647; 123aml
EGCG vyvolal vyraz§Si pokles na hodnotu 0,224; u 25 pg/ml EGCG mialdodnota na
0,316 a u 50 pg/ml EGCG na 0,268 SSEMA

Pii pouziti 1 mM HO, jsme zaznamenali u kontroly hodnotu 2,388 SSHJ&0 EGCG
tuto hodnotu vzdy snizil a to na hodnoty 0,697 %6 &/ml EGCG); 0,844 (12,5 ug/ml
EGCG); 1,030 (50 pg/ml EGCG) a 0,725 (50 pg/ml EGCG

EGCG vyraza zlepSoval reparaci btk AA8 po ovlivreni 0,25mM a 0,5 mM LD,

zejména fi koncentracich 12,5 pg/ml a vysSich.

Vliv EGCG na opravu endo lll mistindukovanych H2 ~ O2 u bun ék
AA8
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Graf ¢. 2. Vliv EGCG na reparaci oxidativhiho poSkozeni DIA indukovaného H,O, u
bunék AA8. Bunky byly ovlivnény H,O, a kthem reparace po dobu 30 min byidan do
média EGCG v uvedenych koncentracich. Udkunyl kometovym testem stanoven gasré
pocet SSB (horni graf) a get mist citlivych k endonuklaze 11l (endo Il miyta

* statisticky vyznamné snizZeni oprotittk&ém ovlivrenym pouze HO, (p<0.05)

5.3 Oprava SSB, Endo Il mist a FPG mist indukovanych&,

Za pouziti kometového testu jsme sledovaindost reparace jedietézcovych zlond,
mist oxidovanych pyrimidiin (Endo Il mist) a oxidovanych pufinFPG mist). (viz grat.
3)

Na buiky jsme misobili roztokem HO, o stoupajicich koncentracich (0,125; 0,25; 0,&; 1
2 mM HO,). Na kontrolni biiky jsme pouZzili roztok PBS (odpovida koncentragObl O
mM). Céast buk jsme zpracovali ihned, druhotést jsme nechali 30 minut reparovat a
sledovali rychlost opravy jednotlivych poSkozenidetekce Endo Il mist a FPG mist jsme

po lyze buiky vystavili pisobeni pisluSnych enzyiin

Se vziistajici koncentraci D, se zvysuji pé&ty SSB, Endo Il mist i FPG mist. Peroxid
vodiku tedy zjsobuje jedntettzcové zlomy, v DNA vznikaji mista oxidovanych pyidima
a purini, ktera gisluSné enzymy figvadi na jedn@tzcové zlomy. V bitkach dochazi k
indukci reparanich mechanisi které tato poskozeni odsitai.

Nej&inngjSi reparaci jsme zaznamenali u SSB, kde po 3Owitiutdch byly térs
vSechny zlomy opravené. NejlepSi regaiaschopnosti bylo dosazendi gpouziti 1 mM
H,0,, kde klesl poet SSB/16 Da z hodnoty 2,184 po 30- ti minutové reparacihndnotu
0,139.

U detekce mist citlivych k endonukleaze 11l se také30- ti minutach &sina poskozeni
opravila, zejménaip pouziti HO, do koncentrace 0,5 mM.fiPpouziti 1 mM HO, klesl
pocet SSB z hodnoty 2,176 na hodnotu 0,661 po repana2imM HO, jsme zaznamenali
pokles z fivodni hodnoty 2,380 na 1,077 SSBInA.
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NejmenSi reparace byla dosazenaii pdetekci mist citlivych k enzymu
nastala tér¥ Uplna reparace, z hodnoty 1,471 na 0,13i7p®&uziti vysSich koncentraci.B,
jsme zaznamenali menSi repariaschopnost. i ovlivnéni burek 0,25 mM HO, doslo po
30- ti minutach ke snizeni z 1,713 na hodnotu Q,d4®5 mM HO; byla sniZzena hodnota z
1,658 na 0,770 a u 1 mM .8, doslo ke sniZzeni z 2,089 na 0,837. U nejvyssi péuZi
koncentrace kD, (2 mM) se hodnota 2,443 SSBID& nepatri zvysila na hodnotu 2,503,

zde k opra¥ mist oxidovanych purinnedoslo.

Oprava SSB a oxidovanych pyrimidin G (endo Ill mista) a purin G (FPG mista)
indukovanych H202

2,5 T
g 2 o
S m0,125
g 15 T | | 00,25
039' ] D 0’5
e} '_|'_ ml
) i n
n 1 @2
mM H202
0,5 -

SSB endo Il FPG endo Il FPG

0 min. repair 30 min. repair

Graf ¢. 3. Reparace oxidativniho poskozeni DNA indukovam® H,O, u bunék AAS.
Bunky byly ovlivnény H,O, po 30 min. byl u bugk kometovym testem stanoven gasré
pocet SSB, poet mist citlivych k endonukledze Il (Endo Ill) aféemamidopyrimidin
glykosylaze (FPG mista).

5.4 Vliv EGCG na reparaci oxidativniho poskozeni DNAdukovaného HO, u bunék
AA8

Timto testem jsme prokazovali, zda ma EGCG vlivrearaci oxidativnino poskozeni

zpasobené kKDs,. (viz graf¢. 4)
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Bunky jsme ovlivnili H0; o koncentracich 0,5; 1 a 2 mM. Na kontrolniinky jsme
pouZili roztok PBS.Cast buik jsme zpracovavali ihnediast jsme ponechali 30 minut
reparovat v médiu obsahujicinizné koncentrace EGCG (6,25; 12,5 a 25 pg/ml). Na
kontrolni buiky jsme nechali fsobit roztok DMSO (0 pg/ml EGCG). Sledovali jsme
ucinnost reparace SSB, Endo Il mist a FPG mist pe tBGninutach. Vysledky jsme

zaznamenavali jako pet SSB/18Da.

Jedndetezcove zlomy se opravuji velmi rychle, figouziti 2 mM HO, se po 30- ti
minutach opravily tér vSechny jednietézcové zlomy. Hodnoty po reparaci tiepahuji 0,3
SSB/10 Da. Vliv EGCG zde tedy neiieme pozorovat.

Endo lll mista se také reparuji rychle, po 30- thutéch byly ziskané hodnoty do 0,5
SSB/10Da. Mista oxidovanych pyrimidinbyla opravena i ip pouZiti nulové koncentrace
EGCG. EGCG opravu urychluje, ale tento efekt doklgpise graf. 2.

Oprava FPG mist probiha nejpomaleji. Zé&gnnosti EGCG je reparace mist citlivych
k FPG mirg zpomalena. #sto jsme zaznamenali statisticky vyznamné sniZ&B8 proti
buitkam ovlivrenym pouze HO, pii pouziti 1 mM roztoku KD, z hodnoty 2,651 na hodnotu
0,873 u 6,25 pg/ml EGCG, resp. na hodnotu 1,05Z,%5 ig/ml EGCG. Po ovliwimi burek 2
mM H.0, klesla hodnota 2,950 SSBfIDa na hodnoty 0,877 u 6,25 pg/ml EGCG a 0,921 u
25 pg/ml EGCG.

A Vliv EGCG na opravu SSB indukovanych u bun ék AA8 p usobenim H202
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B Vliv EGCG na opravu endo Il mist indukovanych u bu nék AA8 p tisobenim H202
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Graf ¢. 4. Vliv EGCG na reparaci oxidativniho poskozeni DA indukovaného H,O, u
bunék AA8. Buiky byly ovlivnény H,O, a kthem reparace po dobu 30 min byldan do
meédia EGCG v uvedenych koncentracich. Udauoyl kometovym testem stanoven gasreé
pocet SSB (horni graf A), pet mist citlivych k endonukleaze 111 (Endo Il mastprostedni
graf B) a k formamidopyrimidin glykosylaze (FPG stai, dolni graf C).

* statisticky vyznamné sniZeni oprotiitkédm ovlivienym pouze HO,
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6 DISKUZE

Jak jiz bylo uvedeno v teoretick#asti, samotny peroxid vodiku neni pronku
toxicky. V piitomnosti F& vS8ak probihd Fentonova reakce, kterd dava vzntknou

nebezpeénému hydroxylovému radikalu.

Evans et al. (2004popisuje mechanismus poskozeni DNA hydroxylovyadikaly
jako adici na dvojné vazby pyrimidira puriri. Hydroxylové radikaly seipdnostg vazi na
mista s vy3Si elektronovou hustotou, vznikaji tedné adukty.

Volné radikdly zfisobuji vice modifikaci DNA. Dochazi k oxidaci bazikernych
zbytkd, vznikaji zlomy a tvéi se vazby mezi DNA a proteiny (tzv. cross link€)detekci

oxidativniho poskozeni je mozno pouzikalik metod.

My jsme zvolili kometovy test, ktery je velmi vhookn metodou ke zji®vani
genotoxicity a k testovanicinka antioxidanti, v naSem fipact EGCG. K vyhodam této
metody pati jednoduchost provedeni, rychlost, citlivost i pouZziti specifickych enzytn

také selektivita.

Jinou moZnosti detekce je vyuZiti vysokminé kapalinové chromatografie (HPLC).
Tuto detekci vyuZil ve svych experimenteblasai (2002) Sledoval oxidované produkty

DNA pomoci HPLC s UV detekci vyuZivajici diodovéeo

Dizdaroglu et al. (2002)popisuje vyuZziti chromatografickych metod spojdnyc
s hmotnostni spektrometrii (MS). &&ni €mito metodami umaiuje identifikaci vzniklych

adukfi a jejich kvantifikaci.

My jsme v této praci sledovali, zda ma EGCG vlivindukci oxidativniho poskozeni
DNA. Nechali jsme na hiky pisobit 24 hodin EGCG a poté je vystaviliinku peroxidu
vodiku. Pouzili jsme enzym endonukledzu Ill k deteknist oxidovanych pyrimidin
Specifické enzymy nam umidji odliSit oxidativni poSkozeni od ostatnich &mv molekule
DNA. Béhem pokusu dochazi k naruSeni integrity DNA, kteeaprojevi vznikem malého
mnozstvi zlom i u burgk, které nebyly vystavenyé¢inkim peroxidu vodiku. # pouZiti
specifickych enzymn pak dojde knavySeni pm zlomi pouze v mistech vyskytu
oxidovanych bazi, a protottheme s nejgtSi prav@podobnosti usuzovat na oxidativni &mg
vyvolané peroxidem vodiku.
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Vliv EGCG zkoumal iKanadzu (2006) Ve svém pokusu sledoval prooxida a
antioxidani &inek EGCG, ktery byl jiz znfiovan v gedchozich studiich. Pracoval
s lidskymi lymfocyty, poSkozeni detekoval pomocimeiového testu. Dospk zawru, Ze
EGCG v nizSich koncentracich pdilge tvorbu zloni v DNA, zatimco vySSi koncentrace

indukuji zlomy v lymfocytech. Potvrdil tak jeho dvéunkci- prooxid&ni a antioxidani.

Vlivem flavonoidi na oxidativni zminy DNA se zabyvali takdohnson et al. (2000).
Ve svych pokusech zkoumali vliv EGCG, quercetindaéSich polyfendl. EGCG vykazoval
nejwtsi &innost v ochraé pied volnymi radikély. PoSkozeni sledovali na T- lpetech
Jurkat, pouzivali také kometovy test. Potvrdili §iive zmirgnou tezi, Ze nizké koncentrace
EGCG (a quercetinu) snizuji rozsah oxidativnihokpagni, zatimco vysoké koncentrace

téchto latek se podili na poSkozeni DNA.

Sugisawa et al. (2002)e své studii také prokazuji jak prooxtdd tak antioxidani
acinky EGCG. Zkoumali vliv EGCG na chromozomalni pod&ni u busk WIL2-NS.
Dospgili k zawru, Zze EGCG o koncentraci 100 pmol/l vyvolava pagko chromozoiin
Naproti tomu nizSi koncentrace EGCG (<10 pmol/)nkw pred chromozomalnim
poSkozenim ochitamje. Vysledkem jeho studie bylo, Ze EGCG ve fyzjntaych
koncentracich (<1 pmol/l) neni toxické, naopak,cheani buiky pifed chromozomalnimi

zménami vyvolanymi reaktivnimi slaieninami kysliku.

My jsme v testu zkoumaliizné koncentrace EGCG. Datigsme k za¥ru, ze EGCG
potlaiuje indukci zloni DNA zpasobenych peroxidem vodiku a to zejména v nejvysSich
pouzitych koncentracich- 25 a 50 pg/ml. Vyznamn&hideni zlom vSak bylo dosazeno iip
pouziti 3,125 pg/ml EGCG. Tento vysledek potvrzajetioxidani vliiv EGCG. Po 24
hodinové inkubaci s EGCG seiiity dokézaly |épe chranitied oxidativnim poskozenim

vyvolaném peroxidem vodiku.

Zarover vSak inkubace se samotnym EGCG bez p@#do ovlivreni peroxidem
vodiku vedla p pouziti nej¥tSi koncentrace EGCG 50 pg/ml kistu p@tu zlomi oproti
kontrole. Také nizka koncentrace peroxidu vodik@g§mM) vyvolala u kontrol nizsi get
zlomi neZ u budk s preinkubaci v médiu obsahujicim EGCG. Tyto egkl by mohly
dokladat jeho prooxidai ginky.

Dale jsme sledovalidinek EGCG, ktery byl k bhikdm gidan az po jejich ovlivéni

peroxidem vodiku. Oft jsme detekovali pouze poskozeni v mistech vzmkigovanych
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pyrimidina a purini za pouziti specifického enzymu endonukleazy Uil jsou vybaveny
raznymi mechanismy, které slouzi k odstfiainpoSkozeni DNA. Zajimalo nas, zda jsou tyto
mechanismy urychleny fomnosti EGCG.

Po 30- ti minutové reparaci doSlccasténé opra¥¢ Endo Il mist i v nefitomnosti
EGCG. Po psobeni EGCG jsme vSak mohli pozorovatgae&innéjSi reparaci a to zejména
pii koncentraci 12,5 umol/ml a vysSich. EGCG vykaziepSoval reparaci po ovligni burek
peroxidem vodiku o koncentraci 0,25 a 0,5 mM.d@uziti vysSi koncentrace (1 mM) nebyla

oprava natolik dinna.

Nejvice se fi odstraiovani oxidativniho poskozeni upiaje mechanismus bazové

excizni reparace.

Abychom owili vliiv EGCG na opravuiznych typi oxidovanych bazi, pokusili jsme
se nejdive zjistit rozdily vrychlosti opravy jedmezcovych zlond, oxidovanych
pyrimidind a purini za vyuziti endonukleazy Ill a mist oxidovanychiptirza vyuziti enzymu

formamidopyrimidin glykosylazy.

Vysledky ukazaly, Ze nejrychleji se opravuji jetltézcové zlomy. Po 30- ti minutové
reparaci jsme nenalezli téinzadné poskozeni. Reparace Endo Il mist byla takie
ucinna. Do koncentrace 0,5 mM,8, doslo za 30 minut té#n k Uplné oprav. Reparace
rozsahlejSiho poskozenitgobena vysSimi koncentracemi®4 vykazovala mensidinnost,

piesto doslo ke zaému snizeni pou zloma.

Nejpomaleji se opravuji mista oxidovanych puriZlomy se opravily pouzeip
doSlo jen kiast&né opra¥, u nejvysSi pouzité koncentrace®d (2 mM) doslo dokonce

k nepatrnému navysSeni ¢a zlomi.

Nasim hlavnim cilem bylo zjistit, jestli je repagaoxidativnhino poskozeni DNA

urychlena v pitomnosti EGCG, fip. jakymi mechanismy EGCG k reparatispiva.

Stejnou otazkou se zabyvalAnderson et al. (2001xkoumali, jakymi mechanismy
katechiny pracuji o odstraiovani volnych radikdl. Snazili se prokazat vyznam katedhin
mimo jejich roli v gfimém vychytdvani hydroxylového radikélu. Jejich ki podpdil
teorii, Ze katechiny {sobi @ reparaci jako penaSéi elektroni, resp. vodiku. Tento

mechanismus takéfippiva k redukci poskozeni DNA. Prokazali pozitiwliv EGCG na
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reparaci jedntettzcovych zlond i mist oxidovanych bazi a to zejménai wySSich
koncentracich EGCG.

Jiz zmiovany Johnson et al. (20003e zabyvali P svych pokusech mechanismem
Gcinku flavonoidh. Prokazovali jejich roli v imém vychytavani volnych radikaka vyuZiti
spektrofotometrie. f@dpokladali, Zze tyto reakce jsou umeéiy diky chemické strukte
polyfenolickych latek. NejgtSi (tinnost ve vychytavani volnych radikabyla prokazana u
EGCG, ktery obsahuje ve své molekule osm hydrokupi. Také pipousti mechanismus

chelatace kovovych iotit¢imz se zabrani vzniku hydroxylového radikalu z getho vodiku.

V naSi praci jsme zjistili, Ze EGCGigimé¢ nema podstatny vliv na opravy
jednaetézdovych zloni DNA. Oprava jednietzcovych zloni DNA probiha velmi rychle a
v naSich podminkéach jsme nebyli schopni zjistia gl réjak ovlivnéna pisobenim EGCG. |
pri ovlivnéni burek nejvyssi koncentraci 2, (2 mM) doslo k tér¥ Uplné oprag zlomi,
vliv EGCG zde tedy nefizeme hodnotit.

Oprava Endo Ill mist je také velmiciana. Efekt EGCG na opravu Endo Il
mist demonstruje vysledek pokusu uvedeny na gtaf@. Oprava Endo Il mist, které
prestavuji oxidované pyrimidiny, by tak mohla hratdp@tnou roli v cytotoxickém i

genotoxickém fisobeni oxidovanych bazi DNA.

Nejpomaleji se opravuji mista oxidovanych purifFPG mista). Zde je patrny vliv
EGCG, ktery zpomaloval opravagaevsim u busk, které byly vystaveny peroxidu vodiku o
koncentracich 1 a 2 mM. Po 30 min reparace po$kdzaBA indukovaného kD, byl paet
zloma byl oproti kontrolam zvySenipvSech pouzitych koncentracich EGCG.

Vysledky naSi prace potvrzuji, Ze EGCG kroamtioxid&niho &inku je také schopen
urychlovat reparaci poskozené DNA. Jeho vliv naarapi DNA vSak neni stejny. Prakticky
neni ovliviena oprava fimych zlomi DNA, urychlena je pouze oprava oxidovanych
pyrimidina. Naproti tomu oprava oxidovanych purimize byt gisobenim EGCGaste&ne

zpomalena.
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7 ZAVER

Vysledky naSich pokusdokazuji, Zze EGCGTsobil na buiky vystavené poziSimu
pusobeni peroxidu vodiku protekti&na snizoval indukci oxidativnhiho poSkozeni DNA.
Samotny EGCG ve vysSich koncentracich (nadu@@nl) vSak indukoval zlomy DNA, coz

muze s\¥dcit o jeho pro-oxidanich vlastnostech.

Dale jsme zkoumali rychlost opravy jednotlivych baZeni DNA a jejich ovlivani
EGCG. Opravy jednetézcovych zloni probihaly nejrychleji, zde jsme vliv EGCG nemohli
posoudit. Mista vyskytu oxidovanych pyrimidigEndo 11l mista) se také opravovala velice
rychle. V gitomnosti EGCG byla oprava jédicinngjsi. Jako nejpomalejSi se ukazala oprava
mist oxidovanych purin (FPG mist). Bsobenim EGCG byla oprava tohoto typu posSkozeni
mirné zpomalena. EGCG tedyagobi rozdilg@ na fizna poskozeni vyvolanaigobenim
peroxidu vodiku. Na vznik jedietzcovych zlondi nema Zzadny vliv, opravu Endo Il mist

urychluje, reparaci FPG mi&hst&né zpomaluje.

DalSi vyzkum by nil smefovat k vys¥étleni mechanisiiy jakymi EGCG ovliviuje
reparaci poskozené DNA. Jiz nyni je znamo, Ze EQ@fisobi pouze jako scavenger
volnych radikah. Zatim nezndmym Zigobem ovliviuje excizni reparaci. Tyto mechanismy

vSak je& nebyly dostaténé objasriny.
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