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Abstrakt

V nasi praci jsme zjist'ovali druh a rozsah poskozeni zptisobeného sirnym yperitem za
pouziti kometového testu. Sirny yperit patii mezi bojové chemické latky a je zafazen do
kategorie zpuchyfujici latek. Reaguje s velkym mnozstvim bunéénych makromolekul (napt.
DNA, RNA a proteiny). Indukuje alkylaci DNA.

Kometovy test je univerzalni a citliva metoda pro méfeni jednoduchych a dvojitych
zlomt, pyrimidinovych dimerti indukovanych UV zafenim, oxidovanych bazi a alkylaénich
poskozeni DNA.

Cilem nasi prace bylo zjistit, jak mohou souviset rozvolnéné fragmenty DNA
s mnozstvim zlomi. Dale jsme se zajimali o mechanismus poskozeni molekuly DNA v bunkach
zpisobené sirnym yperitem.

Byly pouzity bunééné linie HeLa, UV-20, A549 a AAS8. Nejprve jsme studovali vliv
mezi kiizovymi vazbami zplsobenymi sirnym yperitem a zlomy zpUsobenymi styrenoxidem.
Zjistili jsme, Ze sirny yperit je schopen tvotit kiizové vazby uz pfi velmi nizkych koncentracich,
¢imZ zabranuje rozvolnéni fragmenttt DNA zptisobenych zlomy.

Pomoci enzymti jsme zjiStovali druh poskozeni DNA indukovaného sirnym yperitem.
Nejprve jsme pouzili endonukleasu III (Endo III). Endo III je protein z E. coli, ktery pracuje
jako N-glykosylasa i jako AP-lyasa. Zpusobuje zlomy v apurinovych mistech nebo v mistech
oxidativniho poskozeni molekuly DNA. Postupné jsme srovnavali efekty Endo III a
styrenoxidu. Podobn¢ jsme pouzili enzym Alk A, ktery katalyzuje odstranéni 3-methyladeninu
a 7-methylguaninu stejné jako néktera ostatni minoritni mista alkylacniho poSkozeni molekuly
DNA.

Pouzitim bun¢k UV-20 v testech s enzymy jsme mohli zuzit okruh druhi 1ézi DNA
zpusobenych sirnym yperitem, pravé diky neschopnosti téchto bun€k provadét nukleotidovou
excizni reparaci. UV-20 pravdépodobné vyuzivaji jinych druhli oprav, napf. bazovou excizni
reparaci. Tato je zodpovédna za odstranéni poSkozenych bazi DNA (napf. oxidovanych a
alkylovanych).
yperitu, jeho vysoké davky pravdépodobné zplsobuji i jiné druhy poskozeni. Mohly by to byt
oxidativni nebo apurinové 1éze, a nebo jiné druhy poskozeni, které jsou citlivé k Endo IIL
A mohly by to byt alkyla¢ni 1éze citlivé k Alk A. Myslime si, ze by mohlo jit o monoadukty

guaninu.
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Abstract

In our study, we used the comet assay to assess the sort and range of DNA damage
induced by sulfur mustard. Sulfur mustard belongs to chemical warfare agents and is embedded
in the blistering agent category. It reacts with a wide range of macromolecules within cells (e.g.
DNA, RNA and proteins) and induces for example alkylation of DNA.

The comet assay is a versatile and sensitive method for measuring single- and double-
strand breaks in DNA, ultraviolet (UV)-induced pyrimidine dimers, oxidized bases, and
alkylation damage.

The aim of the present study was to find out, how can be relaxed loops related to the
amount of present strand breaks within DNA molecule. We were also interested in the
mechanism of DNA damage caused by sulfur mustard.

The cell lines employed were HeLa, UV-20, A549 and AAS cells. Initially, we assessed
the influence between cross-links caused by sulfur mustard and strand breaks caused by styrene
oxide. We found sulfur mustard to be highly potent to form cross-links even in low doses and to
prevent relaxation of DNA loop caused by strand brakes.

Using selected enzymes, we have identified the sort of DNA damage induced by sulfur
mustard. First we used endonuclease III, a protein from E. coli which acts both as N-glycosylase
and a AP-lyase. It causes strand brakes in apurinic or oxidative damaged sites of DNA
molecule. Step by step we compared the effects of endonuclease III and styrene oxide. We
verified our findings with reparation of cells influenced by sulfur mustard. The enzyme Alk A
was applied in the same type of experiments. It is a DNA glycosylase, which calalyses the
removal of 3-methyladenine and 7-methylguanine, as well as several other minor DNA lesions.
Alk A is responsible for strand brakes in alkylating sites of DNA molecule.

Due to usage of UV-20 cells in tests with enzymes and sulfur mustard we could restrict
the variety of DNA lesions, because of absence nucleotide excision repair in this cells. UV-20
cells probably use another types of DNA repair, e. g. base excision repair which is responsible
for removing DNA-damaged bases, for example oxidized DNA bases or DNA alkylation.
Lesions removed from DNA by the base excision repair include incorporated uracil, fragmented
pyrimidines, N-alkylated purines and many others.

We found that high doses of sulfur mustard are responsible for another kind of DNA
lesions, not only for cross-links. It could be oxidative or apurinic lesions, or another lesions,
which are susceptible to the endonuclease III. And it could be alkylating damages, which are

sensitive to Alk A. We think it could concern monoaducts with guanine.
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Uvod a cil prace

Molekula DNA se musi denn¢ potykat s utoky rtznych faktorti. Vhledem k
velkému mnozstvi funkCnich skupin v ni obsaZzenych dochézi casto k reakcim, které
nejsou zadouci ani pro samotnou molekulu DNA, ani pro buiiku jako celek. Dalsi osud
buiiky je proto zavisly na zachovani stability genomu. Rozhodujici je schopnost opravit
poskozenou molekulu DNA. Opravné systémy jsou nepostradatelné a porucha regulace
opravy genli miize vyustit ve velmi vazné zdravotni disledky pro organismus.

Je znamo vice jak 125 gent, které jsou piimo zahrnuty do opravy DNA Oprava
posSkozené DNA se déje fadou mechanismli zahrnujicich rozpoznani a odstranéni lézi
DNA, toleranci k porusené DNA a ochranu pied vznikem inkorporacnich chyb
vznkajicich béhem replikace nebo opravy DNA.  Mezi nejznaméjsi reparacni
mechanismy patii pfimé opravy posSkozeni, mismatch reparace (MMR), bazové excizni
reparace (BER), nukleotidové excizni reparace (NER).

Sirny yperit patii mezi bojové chemické latky (tzv. zpuchyiujici latky) a podle
mechanismu toxického ulinku je fazen mezi alkylacni Cinidla. Alkylacni Cinidla sice
patfi mezi vyznamné chemoterapeutick¢ latky, na druhou stranu se vSak jednd o
nejrozSifenéjsi chemické mutageny. Tyto latky zabijeji buniky tim, Ze interferuji se
strukturou molekuly DNA. PtenaSeji alkylové skupiny z jedné molekuly na jinou.
Alkylové skupiny napadaji DNA, ¢imz dochéazi k nespravnému ¢teni genetického kodu,
zlomu vldken DNA a tvorbé kiizovych vazeb mezi bazemi. Vysledkem je porucha
replikace a transkripce DNA.

Sirny yperit neboli bis(2-chlorethyl)sulfid je silny elektrofil, ktery se vaze
kovalentné s nukleofilnimi ¢astmi riznych biomakromolekul (DNA, RNA a proteintl).
Yperit md karcinogenni a mutagenni ucCinky. Jeho cytotoxické ucinky zahrnuji
poskozeni DNA, naruseni lyzosomi, inhibici mitézy, spotiebu NAD', poruchy funkce
mitochondrii (tedy oxidativni fosforylace) a bunéénou smrt. Mezi bazemi DNA tvofi
kfizové vazby. VétSina téchto zmén je spojena s alkylaénim poSkozenim DNA. Kromé
alkylace ma yperit také schopnost reagovat s membranami.

Cilem nasi prace bylo zjistit, jaké U¢inky ma sirny yperit na molekulu DNA a
jaka jind posSkozeni vedle kiizovych vazeb je schopen sirny yperit indukovat. Zamétili
jsme se na detekci poskozené DNA pomoci kometového testu, 1 kdyz metod detekce

poskozené DNA je Siroké spektrum a stale jsou vyvijeny dalsi.
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Kometovy test (SCGE - single cell gell electrophoresis) je univerzalni, citliva a
rychla metoda vhodna k detekci jednoduchych a dvojitych zlomi DNA v jednotlivych
buiikach. Burky jsou vystaveny plisobeni mutagenu, ktery indukuje tvorbu zlom.

Zlomy zpusobi fragmentaci molekuly DNA a tvorbu komet pfti elektroforéze.
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TEORETICKA CAST
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1.1 POSKOZENI MOLEKULY DNA

Molekula DNA je v buinice vystavovana mnoha utokiim z vnéjSiho 1 vnitiniho
prostiedi. Neni nikterak inertni, je dokonce povazovdna za pomérn€ reaktivni
slouc¢eninu. Piisobenim vnéjsich vlivli (napt. zafeni nebo chemickych sloucenin) a vlivai
vychazejicich z intraceluldrniho prostiedi bunky (napf. reaktivni formy kysliku) je
schopna riznych reakci.

Drtiva vétSina poskozeni molekuly DNA se odehrava v jeji primarni struktufe, to
znamena na urovni bazi.

Vlivem téchto faktorti mize dojit napi. k modifikaci, ztraté bazi nebo dokonce
az ke zlomeni fetézce. Nckteré reakce jsou velmi Casté. Napiiklad za fyziologickych
podminek dochazi spontann¢ kazdy den vgenomu kazdé bunky k hydrolyze
glykosidickych vazeb u zhruba 10 000 purinovych nukleotidii. Aby zistala geneticka
informace zachovéana, musi byt poskozena molekula DNA neustale opravovana.

Mezi hlavni typy poSkozeni molekuly DNA fadime oxidaci a alkylaci bazi
(nejcastéji jde o methylaci), hydrolyzu bazi (jako je deaminace, depurinace a
depyrimidinace), poskozeni vznikld interakci s reaktivnimi kyslikovymi radikaly,
tvorbu velikych adukt (napf. epoxidové adukty zplisobené benzo(a)pyrenem), chyby
v parovani bazi a dalsi.

Nasledky téchto poskozeni mohou byt mutace, zlomy, kiizové vazby, zmény
v poctu jednotlivych chromozomi nebo celych sad chromozomt atd.

Poskozeni mohou byt indukovana nebo vznikaji spontanné. Faktory zplisobujici
poskozeni DNA v organizmu lze dé¢lit podle n€kolika kriterii. Nejpouzivangjsi je déleni
podle prostiedi, ze kterého Skodlivy faktor pochazi, tzn. bud’ z vnéjSiho (exogenniho)
nebo vnitiniho (endogenniho). Dale mizeme tyto vlivy dé€lit podle jejich charakteru na

chemicke, fyzikalni a biologicke.
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1.1.1 FYZIKALNi FAKTORY
Do této oblasti jsou zatfazeny rizné druhy zafeni. Tyto se rozdé€luji na ionizujici

a neionizujici.

1.1.1.1 Ionizujici zafeni

lonizujici typy zafeni jsou déleny na c¢asticové (korpuskularni) a
elektromagnetické zateni.

Mezi korpuskularnic typ ionizujiciho zafeni jsou fazeny napt. proudy jader hélia
(alfa ¢astice), elektronti (beta Castice), pozitronil (beta+ Castice), neutrond, protoni atd.
Elektromagnetickd zéateni s vlnovou délkou kratsi neZ ultrafialové zafeni zahrnuji RTG
a gama zafeni.

Pti priichodu ionizujiciho zéafeni hmotou vznikaji elektricky nabité ¢astice, ionty.
lonizujici zafeni vyvolava piimou nebo nepiimou ionizaci molekuly. Pfi ionizaci
dochazi ke zméné naboje elektronového obalu atomu nebo molekuly disledkem
pfijmuti nebo odevzdani elektronu/i. Mezi nabité Castice s dostateCnou kinetickou
energii, které jsou schopné ionizovat pfimo patfi: ¢astice a, protony, deuterony, Sté€pné
fragmenty (zafeni iontové), ale také zafeni B (elektrony a pozitrony).

Nepiimo ionizujici zafeni vznika z nenabitych c¢astic. Ty mohou uvoliiovat
Castice piimo ionizujici nebo vyvolat jadernou pfeménu nenabitych Castic provazenou
emisi pfimo ionizujicich €astic. Jsou to neutrony a fotony (y zateni, RTG zafeni).

lonizujici zateni mizZe byt pii prichodu latkou ¢aste€né nebo zcela absorbovéano.
Je sice fazeno mezi fyzikalni mutageny, ale absorbovana energie mtize zpuisobovat 1
chemické, tepelné nebo biologické poskozeni molekul, které navazuje na fyzikalni
ucinky ionizujicitho zafeni. Bylo prokéazéano, ze k usmrceni jedince staci malé¢ mnoZstvi
energie ionizujiciho zafeni (v porovnani s jinymi druhy energie).

Absorbovana energie indukuje ioniza¢ni a excitacni procesy v biologickych
mikrostrukturdch, coz mizZe vést k poSkozeni molekul regulujicich Zivotni procesy
v bunnce (RNA, DNA a enzymy) tvorbu zlomi DNA (jednoduchych a dvojitych),
kitizovych vazeb mezi makromolekulami (DNA-DNA, DNA-protein), poskozeni bazi,
vzniku volnych radikald, novych chemickych vazeb a pod. Rozsahlé poskozeni DNA
mize byt nesluCitelné s dalSim zivotem burnky. Nasledkem takového poskozeni muze

byt zablokovani bunééného cyklu, zamezenim mitdzy s naslednym uUbytkem bunck

vvvvv
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smrt a uplatiiuje se jako rozhodujici kritertum Casnych poskozeni z ozafeni (Fermuth,

1981; Saro et Tolgyessy, 1985; Husak, 1987).

Piimy ucinek ionizujiciho zafeni (zasahova teorie)

Ptimy Uc¢inek ionizujiciho zafeni je zpisoben lokalni absorpci zafivé energie,
ktera indukuje vznik zmén v bunéfnych strukturach diky fyzikalnim a
fyzikalné-chemickym procesim. Tento ucinek pievldda hlavné u bun€k s nizkym
obsahem vody. Protoze pravdépodobnost takovych "ptimych zasahii" je pomérné nizka,
neni U€inek pfimy ucinek ionizujictho zafeni tak vyznamny. Vyrazng€ji by se piimy
¢inek mohl projevovat v piipadé husté ionizujictho zafeni (napf. u alfa zafeni) (Séaro et

Tolgyessy, 1985; HuSak, 1987; Jandl et Petr, 1988; Vavrova, 2008).

Neprimy uc€inek ionizujiciho zareni (radikalova teorie)

Neptimy ucinek ionizujictho zafeni pfevazuje u bunék s vysokym obsahem
vody. Tento uc¢inek zplsoben zejména volnymi radikaly H a OH  (jako produkta
radiolyzy vody) a produkty schopnymi oxidace (HO,, H,0O,), které vedou ke vzniku
reaktivnich molekul a naslednému poskozeni biologicky vyznamnych bunécnych
struktur. Reaktivita volnych radikalti je dana neparovym elektronem. Zakladem téchto
reakci je chemicky pfenos energie. VEtsi "shluky" radikdli maji schopnost zlomit oba
tetézce DNA. I kdyZ dojde k primarni interakci zafeni ve vodném prostiedi mimo
buiku, nové vzniklé radikdly mohou vniknout do buiky a reagovat s DNA (tzv.
bystander effect) (Husak, 1987; Jandl et Petr, 1988 Vavrova, 2008).

1.1.1.2 Neionizujici zafeni

Mezi neionizujici zareni patii elektromagnetické zareni o vySSich vlnovych
délkach. Rozlisujeme UV-A (320 - 400 nm), UV-B (280 - 320 nm) a UV-C (to se
kolem nas vyskytuje pouze vyjimecné, protoze je s vysokou ucinnosti filtrovano
atmosférou, jeho hodnota je niZ§i nez 280 nm).

Rozdil v ucinku ultrafialového a ionizujictho zafeni spocivd v tom, ze
ultrafialové zéateni pusobi cilené na urcité skupiny makromolekuly DNA, narozdil od
ionizujictho zéteni, které, jak uz bylo popsano dfive, vykazuje velmi malou selektivitu
ucinku. UV se od ionizujiciho zafeni také liSi tim, Ze neionizuje atomy a molekuly,

nybrz ptfedava energii excitaci. Excitace jsou schopny pouze nékteré molekularni
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struktury (napt. konjugované systémy), naopak nenastava u jednoduchych nebo vysoce
nasycenych molekul (napf. tukill). Interakce s biologickym materidlem neni nahodna.
Co se tyce kyslikového efektu, u UV zafeni nijak neovlivituje poSkozeni (Fremuth,
1981).

Spolecnou vlastnosti ionizujictho a neionizujictho zéafeni je pfimé a nepiimé
pusobeni. Nepiimy uCinek vzniklych volnych radikali na nukleové kyseliny se
vyskytuje u obou zminénych zéateni identicky. Charakteristickd pro UV zéfeni je tvorba
dimerta (zvlasté pyrimidinovych). UV zafeni indukuje pouze jednoduché zlomy, v cemz
se také 1i8i od ionizujiciho zateni.

Ptimy uc¢inek na molekulu DNA ma UVB a UVC. UVA se uplatituje spise

nepiimym pusobenim naptiklad pfi prichodu lidskou pokoZkou.

1.1.2 BIOLOGICKE FAKTORY

Nekteré viry se mohou inkorporovat do genetické informace infikované buriky,
¢imZ mohou narusit sekvenci nékterého strukturniho genu, nebo jeho regulacni oblasti,
promotoru a jiné. Mezi takové viry patii napiiklad onkogenni DNA viry (nékteré
adenoviry, herpesviry) a RNA viry napt. virus lidské T-lymfocytarni leukémie (HTLV-

1), Rous sarcoma virus - vyvolava sarkom u kufat, Rauscher murine leukemia virus.

1.1.3 CHEMICKE FAKTORY

Existuje nesCetné mnoZstvi latek reagujicich s molekulou DNA. Zésahy
poskozujici DNA mohou ptisobit piimo a nepfimo. Uroveii zasahu se odviji i od
struktury molekuly DNA. Chemicky mohou reagovat baze, cukry, fosfatové skupiny,
existuji ale 1 reakce mezi bazemi (interkalace). Reakce mutagenli mohou probihat
riznymi mechanismy (alkylace, oxidace, deaminace atd.). Jako mozné nasledky jsou
ztrata baze, pfemena jedné baze na druhou, tvorba dimert a dalsi.

Dnes jsou znamy tisice latek, které mohou vyvolat vznik zhoubnych novotvari,
nebo které se Castecné podileji na jejich vzniku. Jedna se zejména o latky vznikajici
v prumyslovych a farmaceutickych provozech (naptf. vyroba minerdlnich olej,
akrylonitrilu, PCDD, PCDF, vinylchloridu, styrenu, epoxidu, benzenu, ethylenglykolu,
aromatickych amintl), latky obsazené¢ v potravinach (napf. dusitany, ptidatné latky,

pesticidy a dalsi), latky vznikajici pfi Gpravé potravin, to znamend peceni, smazeni a
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grilovani (napf. akrylamid, akrolein), latky v ovzdu$i (napt. PAU, nitrosaminy,
anorganické prvky - As, Cd, Cr®'; atd.), nektera lé&iva (napf. cytostatika), barviva (napf.
akridinova barviva), bojové chemické latky (napt. yperity) atd. Kyslikové radikaly,
kterym je v posledni dobé vénovana zna¢na pozornost, miizeme do této kapitoly také
zahrnout.

Chemické karcinogenni latky vSak nemuseji byt jen produktem primyslu.
Karcinogenita byla prokazéana i u nékterych latek vznikajicich v pfirod€. Velmi vysokou
karcinogenitu vykazuji napt. aflatoxiny, které jsou produkovany plisnémi rodu
Aspergillus.

Chemicke latky pusobi mutagenné, to znamend, Ze maji schopnost ménit
genetickou informaci uloZenou v bunééném jadie v molekule DNA. Latky reagujici
s DNA jsou oznaCovany jako genotoxiny. Nékteré maji charakter tzv. prekarcinogend,
k jejichz pfeméné na karcinogeny dochazi az v organismu po jejich piedchozi
metabolické aktivaci. Vedle téchto mohou nékteré chemické latky pusobit 1 ve smyslu
promotoril (kokarcinogeny), coz jsou takové latky, které nemaji mutagenni vlastnosti a
samy o sob¢ vznik zhoubnych novotvari nevyvolavaji. Maji vSak schopnost urychlovat

a zesilovat ucinek karcinogenii (mezi tyto typy latek patii napt. forbolové estery).

1.1.3.1 Mechanismy u¢inku chemickych mutagent

K poskozeni DNA témito latkami dochéazi diky jejich znacné reaktivité.
Zpisobuji poskozeni DNA na zakladé chemické modifikace bazi, poptipadé jinych
sloZzek polynukleotidového tetézce. Chemické mutageny plisobi mnoha mechanismy a
podle toho mohou byt 1 klasifikovany. Jedna z klasifikaci rozdéluje chemické mutageny
na dvé skupiny podle stavu replikace molekuly DNA:

1. chemické latky, které ovliviuji replikujici se 1 nereplikujici se DNA

2. chemické latky, které plisobi pouze na replikujici se nukleové kyseliny.
Chemicke latky z druhé skupiny se podobaji castem nukleovych kyselin, a proto mohou
byt inkorporovany pouze do replikujici se molekuly DNA. VétSina téchto latek je

zafazena mezi analogy bazi a barviva.

Dalsi moznost déleni chemickych mutagent: je na:
1. analogy bazi
2. latky modifikujici puriny a pyrimidiny
3. latky zplsobujici deformace DNA.
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Chemicke latky ze skupiny 1 a 3 potifebuji ke svému plsobeni replikaci. 2. skupina

ovlivituje 1 nereplikujici se DNA.

Chemickeé faktory mohou plisobit mechanismy, jakymi jsou:

1. substituce analogy bazi (halouracilové a uridinové derivaty)

2. chemickd modifikace molekuly DNA a casti jejich nukleotidi (kyselina dusita,
hydrazin, hydroxylamin a alkyla¢ni ¢inidla)

3. slouc€eniny, které se fyzikaln€ vazi s DNA (interkalacni ¢inidla)

4. depolymerace DNA

5. somatické mutace a karcinogeneze

Mezi chemickymi karcinogeny je velikd strukturalni odliSnost, a presto se jejich
konecné aktivni formy vzdjemné podobaji tim, ze reaguji jako silné elektrofily (latky
s deficitem elektronti) (Miller E.C. et Miller J.A., 1971). Chemické reaktivita, jez je
spolecnou vlastnosti chemickych karcinogenti, wurcuje, jak budou reagovat
s makromolekulami (nulkeovymi kyselinami). Reakce na odlisnych ¢astech nukleovych

kyselin mize vykazovat 1 odliSné biologické efekty (Dipple et al., 1982).

1.1.3.1.1. Alkylacni ¢inidla

Alkyla¢ni ¢inidla zpisobuji pienos alkylové skupiny z jedné molekuly na jinou.
Skupina alkylac¢nich ¢inidel je strukturdlné velmi riznoroda. Nejjednodussi déleni je na
monofunkéni a bifunkéni/polyfunkéni alkylacni ¢inidla. Bifunkéni a polyfunkéni
alkylacni ¢inidla nesou dv€é a vice reaktivnich alkylovych skupin. Ve srovnani
s monofunkénimi alkylaénimi ¢inidly jsou mnohem vice cytotoxické. V nizkych
koncentracich mohou na buiiku piisobit apopticky a nekroticky. Nékdy se mohou
bifunk¢ni/polyfunkéni alkylaéni ¢inidla jevit jako monofunkcni cinidla diky reakci
s pouze jednim vldknem DNA dubletu (Ramanna et Natarajan, 1966; Fishbein et al.,
1970).

Mezi alkylacni ¢inidla patii naptiklad aziridiny, yperity, cis-platina, nitrosaminy,
nitrosamidy a ptibuzné derivaty (Fishbein et al., 1970).

Alkyla¢ni ¢inidla patfi mezi vyznamné chemoterapeutické latky, zaroven se vSak
jednd o nejrozsifenéjSi mutageny. Tyto latky zabijeji bunky tim, Ze interferuji se

strukturou molekuly DNA. Alkylové skupiny napadaji DNA, ¢imz zptsobuji nespravné
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¢teni genetického kodu, zlomy vlaken DNA a tvorbu kfizovych vazeb mezi bazemi.
Vysledkem je porucha replikace a transkripce DNA.

Alkyla¢ni ¢inidla tvoii nestabilni pozitivné nabité ionty (R-CH,-CH,"), které se
vazi kovalentnimi vazbami s nukleofilnimi ¢astmi bazi DNA. Tato interakce se zda byt
hlavnim mechanismem jak pro bunéénou smrt, tak 1 pro mutagenezi (Fishbein et al.,
1970; Shulman, 1993).

Vztah mezi chemickou reaktivitou a mistem ptlisobeni alkyla¢niho ¢inidla na
soucasti nukleovych kyselin je dian druhem alkyla¢niho c¢inidla. Néktera alkylacni
¢inidla napadaji heterocyklicky dusik purinfi a pyrimidind nukleovych kyselin, jina zase
dodate¢nd napadaji exocyklicky kyslik. Alkylace v pozici O° deoxyguaninu miize byt
vysledkem nahodného utoku ¢inidel, ktera reaguji mechanismem Sy1, zatimco alkylace
vyluéné na nukleofilnim heterocyklickém atomu dusiku by mohla byt diagnostickou
znamkou alkylacnich ¢inidel reagujicich Sy2 mechanismem. Velkou roli hraje i rlizny
zpusob aktivace alkyla¢nich ¢inidel (Lawely et Thatcher, 1970).

Devadesat procent vSech interakci se kond na dusikovém heteroatomu v pozici 7
molekuly guaninu (N7). Mén¢ &asto dochazi k této reakci na dusikovém heteroatomu
ostatnich bazi (napf. N°). Vyhledavanym cilem alkyladnich ¢&inidel se stava i
exocyklicky kyslik guaninu (O°). Poloha interakce je daleZitd z hlediska daliiho osudu
buniky. Napiiklad tvorba sloucenin na dusikovém heteroatomu v poloze 7 molekuly
guaninu ma za nasledek vznik vnittnich a vnéjSich kiizovych vazeb. Tyto jsou dilezité
pii vzniku zlomi vldkna DNA a znemoznéni replikace, jejimz kone¢nym diisledkem
mize byt ztrata chromozomu nebo bundéna smrt. Tvorba adukti s O° kyslikem guaninu
pravdépodobné souvisi se zménami podmifujicimi chybné parovani DNA a mutagenezi
(Loveless, 1969; Fishbein et al., 1970; Shulman, 1993; Dipple, 1995; Williams et
Lemke, 2002).
monoaduktli. VSechna alkylacni ¢inidla vyvoldvaji tvorbu monoaduktl, (nejcastéji
v poloze N’-guaninu) (Shulman, 1993). Jakd bude vyslednd zména buiiky, zalezi na
druhu alkyla¢niho Cinidla a misté vzniku spojeni. Miize se stat, ze se bude vznikla
slouc¢enina (monoadukt) rozpadat jesté diive, nez se bunka piichysta k déleni, a tak dojit
k preruSeni replikace. Odstranéni aduktu, pfed délenim buiky, je mozné také diky
bunéénym reparacnim mechanismim. Nékteré zvlasté malé adukty neukoncuji replikaci
nebo transkripci DNA, jednd se o tzv. "neblokujici adukty". Odlisné je to u vétSich

adukt nebo u aduktl nachazejicich se v kritickych mistech prostorového uspotadani,
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kde mohou zabranovat replikaci DNA. Neni vyloucené, Ze by z takovychto mechanismu
nemohly vyustit dalSi zmény, jako jsou zlomy vldken DNA nebo delece ¢asti
chromozomu. Tak je tomu na ptiklad u leukemii indukovanych alkyla¢nimi ¢inidly, kde
je typickym znakem ztrata celého nebo jen ¢asti chromozomu (patého nebo sedmého)
(Shulman, 1993).

U bifunkénich alkylacnich ¢inidel dochédzi k tvorbé vnitinich kiizovych vazeb.
Tyto jsou Castéji pozorovany u dvou zbytkli guaninti leZicich vedle sebe. Nékteré vnitini
pfi€né vazby ziejm& zabranuji replikaci DNA a transkripci DNA na RNA kvili
velikosti a prostorové konfiguraci alkyla¢nich ¢inidel ptemostujicich dvé nebo vice bazi
(Shulman, 1993).

Predpoklada se, ze nejdilezitéjSim mechanismem pii ztrat€é chromozomu a
rozvoji bunééné smrti v dasledku puasobeni alkylaéniho ¢inidla je tvorba wvnéjSich
kiizovych vazeb. Vnéjsi kiizové vazby, u kterych nedojde k opraveé, zabrani oddéleni
vlaken molekuly DNA, nutné pro jeji uspesSnou replikaci (Shulman, 1993).

Pieper et al. (1989) pii svych pokusech s c-myc plazmidovou DNA,
inkubovanou s rtznymi alkylacnimi Cinidly a jeji ndslednou iniciaci transkripce za
pomoci bakteriofdgové RNA-polymerasy, zjistili, Ze dusikaty yperit, chlorambucil a
melphalan zpisobuji ukonceni transkripce. Terminace vSak neprobéhla v misté, kde se
oby&ejné vyskytuji adukty (N’-guanin), ani v misté, které by mohlo byt cilem pro
vnitini kiizové vazby. Mistem terminace transkripce budou ziejm¢ mista, ktera jsou
mén¢ alkylovana, ale neni vSak znamo, které polohy by to mohly byt. Z toho vyplyva,
7e i kdyz je pozice N’ v molekule guaninu nejfrekventovan&jsi misto alkylace, nemusi
to byt nejdulézitéjsi misto alkylace vedouci ke smrti buiikky nebo k mutagenezi
(Shulman, 1993).

Za normalnich okolnosti se béhem syntézy DNA guanin paruje 10 000 krat
Castéji s cytosinem neZ thyminem. Tento silny vybér umoZiuje spravnou replikaci
molekuly DNA s velmi malym poctem chyb. V piipadé, Ze je guanin alkylovan
v poloze O°, vznika zde "parovaci" vyhoda pro thymin, a to 20 az 50 krat v&tsi oproti
cytosinu, coz se muze projevit mutaci (Toorchen et Topal, 1983).

Mutageneze mize vznikat nékolika mechanismy. Po alkylaci O°-guaninu
v DNA se tento béhem replikace paruje Castéji s thyminem neZ cytosinem, ale béhem
dalsitho kroku syntézy DNA se bude thymin parovat s adeninem. To znamena, ze par

GC je nahrazen AT mutantou. Alkylace se mize vyskytovat i u nukleotidd, které jesté
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nebyly inkorporovany do molekuly DNA. Pii alkylaci exocyklického kysliku (O°)
volného guaninu se tento miize parovat s thyminem vldkna DNA (Shulman, 1993).
Alkyla¢ni ¢midla nejsou ovlivnéna fazemi bunééného cyklu, to znamena, Ze
jejich smrtici G¢inek na buiiky probihd ve vSech jeho fazich, avSak jejich antitumordzni
efekt je mnohem silnéjSi v rychle se délicich bunkach. Pii déletrvajici toxicité
alkyla¢nich c¢inidel dochédzi k wu€inkiim i1 na hematopoetické kmenové buiky, zde je
znam velky mutagenni a kancerogenni ucinek. Mohou také zpilisobit opozdény a
dlouhodoby utlum kostni diené. Tim dochazi k rozvoji sekundarnich malignit, jeko je

napt. akutni myeloidni leukémie (Johnson et Gross, 1998; Hunter et al., 2000).

1.1.3.1.2 Sirny yperit

Sirny yperit, zkratky: SM, H, HT - smés bis(2-chloroethyl)sulfidu a
bis[2-(2-chloroethylthio)-ethyl]etheru, HD - destilovany yperit, nalezi do skupiny
bojovych chemickych latek klasifikovanych ve vojenstvi jako zpuchyiujici latky. Vedle
sirného yperitu existuji dalsi druhy yperith: oxolovy yperit, sesquiyperit (Q-yperit) a
dusikaté yperity (NH1-3 gas).

MW w

MWW

formy, takZe zapachal po hoicici. Také se tvrdilo, ze vydava zapach po zkazené cibuli.
Nézev yperit byl odvozen od belgického jména mésta Ypres, pobliz kterého byl pouzit
némeckou arméadou proti Britdm béhem Prvni svétové valky roku 1917.

Sirny yperit neboli bis(2-chlorethyl)sulfid (Obr.18) patii mezi alkyla¢ni latky. Je
to silny elektrofil, ktery reaguje s riznymi biomakromolekulami (DNA, RNA a
proteiny). S makromolekulami (nukleofilnimi molekulami) se vdze kovalentné. Yperit

ma karcinogenni a mutagenni u¢inky (Somani et Babu, 1989; Vijayaraghavan, 2001).
cl cl
TN TN
Obr.18 Sirny yperit
Mezi mechanismy cytotoxického ucinku sirného yperitu patii: poSkozeni DNA,

naruseni lysosomi, inhibice mitézy, spoticba NAD', poruchy funkce mitochondrii

(tedy oxidativni fosforylace) a bunécnd smrt. VEtSina téchto zmén je  spojena
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s alkyla¢nim poSkozenim DNA. Kromé alkylace ma yperit také schopnost reagovat
s membranami (Somani et Babu, 1989; Lakshmana et al., 1999; Kumar et al., 2001).

Ve vodném roztoku reaguje yperit s nukleofilnimi funkénimi skupinami proteint
a NK, jako jsou napiiklad amino-, sulthydrilové, karboxylové a hydroxylové skupiny.
Alkylace DNA vede ke zlomim vladken, ¢imZ se aktivuje reparacni enzym poly(ADP-
ribosa) polymerasu (neboli PARP). Ten spotiebovava bunéény NAD', jehoz nedostatek
inhibuje glykolyzu. Inhibici glykolyzy se naru$i energetickd bilance v buiice, coz
zpusobi bunécnou smrt. Alkylace DNA (Obr.19) také zpisobuje chyby v kdédovani,
malou pfesnost pii opravach, inhibici replikace a podobné (Papirmeister et al., 1985;
Kumar et al., 2001).

Alkylace molekul RNA muizZe vést k poSkozeni translace a nasledné bunétné
smrti. Cytotoxicky vliv alkylac¢nich ¢inidel je vysvétlovan inukci degradace enzymu.
Vazba yperitu s proteiny, zejména s thiolovymi skupinami cysteinu, zptsobuje jejich
strukturalni zmény. Takové zmény mohou vyvolat poruchu enzymové aktivity a
normalni fyziologie bunky. Sirny yperit je schopen alkylovat 1 proteiny v membrané
nebo indukovat lipidovou peroxidaci, kter¢é mohou opét vést k nevratnym zméndm a
bunécné smrti. Byl popsan i1 ulinek yperitu na stabilitu lysosomdlni membrany a
uvolnéni enzymi jako je naptiklad cystinova proteasa a fosfolipasa v cytoplazmé.
ZvySena aktivita fosfolipasy A2 zpusobuje degradaci fosfolipidové membrany, coz

zpusobuje uvolnéni kyseliny arachidonové z bunééné membrany.
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Obr.19 Tvorba kiizovych vazeb mezi dvéma protilehlymi guaniny molekuly DNA
spojenych yperitem.

Utinky sirného yperitu mohou byt z klinického hlediska lokalni, systematické a
nebo ob¢. Zavisi to na vnéjSim prostiedi, zasazenych orgéanech a také na rozsahu a délce
expozice. Po styku sirného yperitu s kizi a sliznicemi se po jisté dobé& latence (6-24
hodin) objevuji lokdlni zmény - od lehké iritace projevujici se erytémem az po rozsahlé
eroze a puchyfe. Tvorba koznich puchyiti souvisi s pferusenim dermo-epidermalnich
spojeni, pifi kterém by mohl hrat roli aktivator plazminogenu, uvolnény z nekrotizujicich
bunck. Ackoli je sirny yperit fazen mezi zpuchyiujici latky, jeho u¢inek se neprojevuje
pouze na kuzi, ale na vSech epitelech, se kterymi piijde do styku. Bezprostfedné
napadenymi organy po expozici yperitem jsou zejména oci a epitel dychaciho systému.
Objevuyji se edém rohovky, blefarospasmus (stah vicek), fotofobie, konjunktivitida, pti
vysSich davkach pak ulcerace az perforace rohovky a oslepnuti. V disledku poskozeni
epitelu hornich cest dychacich dochazi ke zvySené sekreci nosni sliznice, epistaxi
(krvaceni z nosu), bolestem v krku, chrapotu a kasli. PoSkozeni dolnich cest dychacich
pak vede k rozvoji pseudomembrandzni tracheobronchitidy doprovdzené suchym
kasSlem, tachypnoi a horeckou. Pfi zavaZnéjSich intoxikacich se miZe rozvinout
nekrotickd bronchitida, bronchopneumonie a edém plic. Destrukce epitelu dychacicho

systému také umoznuje rozvoj sekundarnich infekci s neziidka fatalnimi nasledky.
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Sirny yperit je vysoce lipofilni a snadno prochazi kazi i sliznicemi. Ackoli stoji
poskozeni klize, o¢i a dychaciho systému v popiedi klinického obrazu po intoxikaci
v ramci environmentalni expozice, vétsi Cast absorbované davky pronika hloubéji do
organizmu. Systémové UCinky, z nichZ nejzavazn€j$i je Utlum krvetvorby, se vSak
vétSinou objevuji az po absorpci vysSich davek, k niz dochazi zejména pii rozsahlé
lokélni expozici (Papirmeister et al., 1985; Somani et Babu, 1989; Freitag et al., 1991;
Lakshmana et al., 1999).

Jako celkova terapie akutni intoxikace yperity slouzi natrium thiosulfat, jeho
podani musi byt do 20 minut po expozici, coZ je vSak v praktickych podminkach témet
nepouzitelné zejména kvili dlouhé dobé latence. Terapeutické snahy se soustiedi
piredevSim na symptomatickou lécbu a prevenci sekundarnich infekci. K tomu se
pouzivaji Sirokospektrd antibiotika, kortikoidy, antihistaminika, sedativa, neuroplegika.

Zasadni je proto vhodna prevence expozice touto laitkou (Papirmeister et al., 1985).
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1.2 REPARACE DNA

Jak bylo napsano v tvodu, molekula DNA je v buiice vystavovana mnoha
utoklim z vnéjsitho 1 vnitinitho prostifedi. Je to pomérné reaktivni sloucenina, ktera
reaguje na pusobeni vnéjSich vlivli (napf. zéatfeni nebo chemickych sloucenin) a vlivii
vychazejicich z intracelularniho prostfedi. O zachovani stability genomu, a tedy dalSiho
osudu bunky, rozhoduje schopnost opravit poSkozenou molekulu DNA. Opravné
systémy jsou esencialni a pfipadnd porucha regulace opravy genli mize vyustit ve
vyznamné a vazné zdravotni dusledky pro organismus. Tyto mohou zahrnovat napiiklad
zvySovani vyskytu vrozenych defektd, nddorovych novotvarli a zrychlené starnuti.
(Ronen et Glickman, 2001)

Padesat let po objeveni struktury DNA pfichdzi jedno z nejzajimavéjSich témat
v moderni biologii. Diky sekvenovani lidského genomu (Lander et al., 2001; Venter et
al., 2001) se zjistuje existence velkého mnoZzstvi proteinii zapojenych do ochrany
genomu. Je znamo vice jak 125 gentli, které jsou pifimo zahrnuty do opravy DNA
(Ronen et Glickman, 2001). Oprava poskozen¢ DNA se dé&e fadou mechanismu
zahrnujici rozpoznani a odstranéni 1ézi DNA, toleranci k porusen¢ DNA a ochranu pted
vznikem inkorporacnich chyb vznkajicich béhem replikace nebo opravy DNA. (Ronen
et Glickman, 2001)

Geny pro reparaci DNA bychom mohli rozdélit na dvé podskupiny: na geny se
signalizacni a regula¢ni funkci a na geny s rozdilnymi reparaénimi mechanismy. Do
posledné jmenovanych patii napiiklad geny pro pifimé opravy poskozeni, mismatch
reparace (MMR), bazové excizni reparace (BER), nukleotidové excizni reparace (NER)

a geny pro opravy dvojitych zlomtt DNA (DSB) (Christman et al., 2001).

1.2.1 Pfima oprava poskozeni

Fotoreaktivace patii mezi piimé reparace poskozené DNA. Ve viditelné oblasti
zateni se aktivuje fotoreaktivni enzym "fotolyasa", ktery je schopen opravit
pyrimidinové dimery. Ke $tépeni CPD dochazi diky energii ziskané od chromoford,
které absorbovaly svételnou energii. Tyto chromofory jsou soucasti fotolyasy.
(Dosoudilova, 2008)

Pro opravy jednofetézcovych zloml je ptipravena DNA-ligasa. V mistech, kde

doslo k poruseni celistvosti vlakna DNA, katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby.
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Adukty vytvofené alkyla¢nimi ¢inidly na exocyklickém kysliku guaninu jsou
opravovany enzymem O°-alkylguanin-DNA-transferasou. Oprava je zprostfedkovana
kovalentnim pifenosem alkylové skupiny ze substituovaného guaninu na vlastni
cytosinovy zbytek repara¢niho enzymu. Béhem opravy se enzym spotiebovava, tim se
v bunkach snizuje jeho koncentrace 1 jeho schopnost opravit vSechny vytvofené adukty.
Koncentrace O°-alkylguanin-DNA-transferasy uvnitf bundk se li§i podle druhu tkéni a
milZze tak odrdzet ruzné mutagenni efekty alkylacnich ¢inidel v riiznych tkanich (Trey et
Gerson, 1989). Builky kostni difené jsou znadmé nizkou koncentraci
O°-alkylguanin-DNA-transferasy, coz se miZe projevit v&tdi citlivosti k mutagennim
efektim alkyla¢nich ¢inidel (Gerson et al.,, 1987). Diky tomu se ziejm¢ stala akutni
myeloidni leukémie jednou znejcastéjSich pfi¢in vzniku nadorovych novotvaril
zpusobenych alkylacnimi Cinidly. Lécba kostni diené¢ alkylacnimi Cinidly mize navic
vést k tomu, Ze progenitorové builky kostni diené podlehnou syntéze DNA a
bunéénému déleni. Tento podnét k déleni spojeny s nizkou hladinou
O°-alkylguanin-DNA-transferasy miZe zpusobit vicendsobné alkylace exocyklického
kysliku (O°) molekuly guaninu, které nejsou opraveny pred syntézou DNA, &imz
dochdzi k chybnému parovani. O°-alkylguanin se bude péarovat s thyminem misto

cytosinu za vzniku jednoduchych mutaci bazi (Shulman, 1993).

1.2.2 Mishmatch reparace (MMR)

Mishmatch reparacni systém je zodpovédny za odstranéni chybného parovani
bazi, ktery byl zplisoben spontanni a indukovanou deaminaci, oxidaci, methylaci bazi a
replika¢nimi chybami (Umar et Kunkel, 1996).

Hlavnim cilem MMR jsou chybné pary, jako G-T  (vznikajici deaminaci
5-methylcytosinu), G-G, A-C a C-C. MMR se nezaméfuje pouze na chyby v parovani,
ale také na chemicky indukované léze DNA, jako napiiklad alkylaci indukovany
O°-methylguanin parujici se s cytosinem nebo thyminem, nebo 1,2-vnitini k¥iZzové
vazby (GpG) zplsobené cisplatinou, fotoprodukty indukované UV zatfenim, purinové
adukty benzo(a)pyren-7,8-dihydrodil-9,10-epoxidii, 8-oxoguaninu a dal$i (Christmann
et al., 2003).

MMR probihd ve dvou krocich. V prvnim kroku dochazi pomoci komplexu MutS

k rozpoznani chybnych par bazi nebo chemicky modifikovanych bazi. Komplex MutS
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je sloZen ze dvou homolognich proteinit MSH2 a MSH6 (také znamy jako GT-vazajici
protein) a vaze se k poSkozenym castem DNA (Christmann et al., 2003).

Aby se mohl komplex MutS pfipojit k ¢asti DNA s chybnym parovanim, musi se
spojit s dal$im heterodimerem MutL, ktery obsahuje opravné proteiny MLH1 a PMS2.
Vysttizeni ¢asti vldkna DNA s chybou v parovani provadi exonukleasa I a novou

syntézu pak polymerasa & (Obr.20) (Christmann et al., 2003).
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Obr.20 Mechanismus mismatch reparace (MMR). Rozpoznani lézi DNA se deje pomoci

MutS (slozeného z opravnych proteinii MSH2 a MSH6). (prevzato z Christmann et al.,
2003)
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1.2.3 Nukleotidova excizni reparace (NER)

Objemné DNA adukty, jako jsou UV zafenim indukované (6-4)fotoprodukty a
CPD, wvnitini kiizové vazby, obrovské adukty zplisobené metabolity aflatoxinu,
benzo(a)pyrenu a dal§imi genotoxiny, jsou opravovany nukleotitovou excizni raparaci
(NER). Je to komplex asi 30 proteinti. NER sestava ze dvou dulezitych cest: (1) celkové
opravy genomu (GGR) a opravy spojené s transkripci (TCR) (Christmann et al., 2003).
GGR neni pravdépodobné zavisla na transkripci a odstraniuje poSkozeni z domén, které
jesté nebyly prepsany. Mechanismus reakce zahrnuje rozpoznani poskozenych ¢asti
DNA. Toto rozpoznani je uskutecnéno proteiny XPC-HR23B, RPA-XPA onebo
DDB1-DDB2. Rozvoliiovani DNA provadi transkripéni faktor TFII a vystfizeni
poskozené casti pak exonukleasy XPG a XPF-ERCCI1. Resyntéza se d¢je za ucasti
polymerasy & nebo € a piipojeni zprostiedkovava DNA ligasa I (Obr. 21) (Christmann
et al., 2003).
TCR odstranuje poskozeni, kterd blokuji RNA polymerasu, z aktivné piepisovanych
vlaken. Béhem TCR dojde k odstranéni (nebo premisténi) RNA polymerasy II. To je
zpusobeno nahromadénim CSA, CSB a/nebo TFIIH na stranu poSkozené ¢asti vlakna
DNA. Poskozeni se tak stane dostupnym pro exonukleasy XPF-Erccl a XPG, které
odstépi poSkozeni na vlakné DNA. Resyntéza je uskutecnéna polymerasou 6 nebo € a

piipojeni zprostiedkovava DNA ligasa I (Obr.21) (Christmann et al., 2003).
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1.2.4 Bazova excizni reparace (BER)

BER je zodpovédnd za odstranéni poSkozenych bazi molekuly DNA. Poskozené
baze jsou rozpozndny diky specifickym enzymim (DNA-glykosylasam). Hlavnimi
substraty pro BER jsou oxidované baze, jejichz mnozstvi samovoln¢ roste béhem
zanétlivych procesti nebo po expozici exogennimi vlivy, jako je napiiklad UV zateni.
Mezi dal$i poSkozeni vhodnd pro BER patii i alkylovana DNA. BER odstraiuje
z poSkozenych casti inkorporovany uracil, fragmentované¢ pyrimidiny, N-alkylované
puriny (7-methylguanin, 3-methyladenin, 3-methylguanin), 8-oxo0-7,8-dihydroguanin
(8-Ox0(G) a mnoho dalsich. 8-OxoG je vysoce mutagenni, protoze se chybné paruje
s adeninem. N-alkylované puriny podléhaji spontanni hydrolyze N-glykosidické vazby,
¢imz vznikaji apurinova/apyrimidinova (AP) mista. Tato jsou téZ reparovana za ucasti
BER (Christmann et al., 2003).

Jak bylo uvedeno vyse, rozpoznani poskozené DNA je zajiSténo specifickymi
DNA glykosylasami (v sav€ich bunkdch bylo nalezeno 11 rGznych glykosylas).
DNA glykosylasa vSak dokaZze odstranit 1 chybnou bazi hydrolyzou N-glykosidické
vazby. Iptres velky pocet jsou tyto glykosylasy rozdéleny do dvou podskupin -
- glykosylasy typu I a II. Glykosylasy typu I zanechavaji po odstranéni chybné baze AP
mista. Fosfodiesterové vazby zbylych AP mist jsou vystfizeny AP endonukleasou
(APEI neboli APEX) a vznikd 5-deoxyribosa-5-fosfat (5-dRP), jde o tzv. dlouhou
variantu BER. Zatimco glykosylasy typu II (v tzv. kratké variant¢ BER) po odstranéni
chybnych bazi §tépi AP mista 3'-endonukleasouvou aktivitou, ¢imZ vznikaji jednoduché
zlomy (Christmann et al., 2003).

DalSim krokem po odstranéni chybnych bazi je vsunuti nukleotidu, coZ nezavisi na
chemické struktufe AP mista. Pii kratké variant¢ BER je 5-dRP odstranén
DNA-polymerasou B (Pol B) vloZenim jediného nukleotidu. V dlouhé varianté je také
zahrnuta Pol B, ale v tomto pfipad¢ vklada prvni nukleotid na redukované¢ AP misto
(Obr. 22) (Christmann et al., 2003).

Poslednim krokem je ligace za ucasti DNA-ligasy I, ktera se uplatituje v delsi varianté

BER) a III, uplatiiujici se v kratsi varianté (Christmann et al., 2003).

32



5 3
Base gl I TTel 1111
Excision
Hepafr Glycosylase

Formation of
apurinic site

HEEEEEEREEN
or
AP-endonuclease Glycosylase
AP-lyase activity .l . AP-Lyase activity

LI Tl o PITTTT
{E/s*uﬁp

Polymerase @ Sirand displacement,
activity l synthesis of first nucleoticde
HEEERRERREN
5dRF in / @gdnp \ S'dRP in
hemieacetal-form F'a. i non-saturated
aldehyde-form
HERERPREREN HERERREERER

@ g/l"ﬂpﬂsmﬂi‘m? w F'nlﬁfn PCNA Pu;x;rzﬁirtf;se

HNEEENEEERE HEENEER

HEEEEREERER HEEEENEENEE

short patch repair m l

HEEERERREEE

long patch repair

5'dRP-flap
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1.3 METODY DETEKCE POSKOZENE DNA

K detekci a stanoveni poskozené¢ molekuly DNA lze pouzit Siroké spektrum
metod. Patii mezi né PCR (Polymerase Chain Reaction), halo testy, TUNEL (Terminal
deoxyribonucleotidyltransferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end labeling),
HPLC-MS, GC-MS, FISH (fluorescence in situ hybridization), FCM (Flow cytometry),
imunofluorescence, chemiluminiscence, ELISA, RIA (Radio immunoassay),
sedimentace DNA, alkalicka eluce, elektroforéza a jednobunééna gelova elektroforéza

¢1 kometové testy. (Kumari et al., 2008)

1.3.1 Imunoassay

Principem téchto metod je schopnost poSkozené molekuly DNA navazané na bilkoviny
vyvolat imunitni reakci. Pouzivaji se polyklonalni 1 monoklondlni protilatky. Velmi
Casto se tato technika pouZziva k detekci oxidativniho poSkozeni DNA, ale ma urcita
omezeni z divodu mozné zkiiZzené reakce s normalnimi bazemi DNA. Radiochemicky,
fluorescenéné nebo enzymaticky znafené protilaitky se hodi 1 k detekei
UV-fotoproduktii. Mohou se jimi stanovovat 1 produkty metabolickych procest jako je
napt. lipoperoxidace nebo biosyntéza prostaglandinti, pi1 kterych se tvofi endogenni

adukty s DNA. (Kumari et al., 2008)

1.3.1.1 ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay )

NejbéZznéjsi imunologickou metodou pro kvantifikaci poSkozené DNA je
kompetitivni ELISA. Existuje mnoho variaci ELISA metody pouzivajici alkalickou
fosfatasu nebo sekundarniho antiséra konjugovaného s peroxidasou pro detekci
primarnich protildtek. Produkt vazby protilatek na antigeny se mohou hodntit
flouresCencné, fotometricky nebo radioaktivné. Antigenem je modifikovana DNA nebo

monoadukt, které se vazi s protilatkou. (Santella, 1999)

1.3.1.2 Imunohistochemické metody

Burky nebo tkané jsou pfi této technice fixovany a vystaveny piisobeni RNasy a
proteas, aby byly odstranény proteiny a RNA, které by mohly zkiizené reagovat
s protilatkami misto DNA. Déle jsou obarveny propidium jodidem, ten umoziuje
imunofluorescen¢ni vizualizaci jader bun€k neobsahujicich adukty. Metoda je schopna

zachytit adukty 1 ve velmi malém mnozZstvi vzorku. Pouziva se v in vitro a in vivo
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studiich zhoubnych novotvari a onemocnéni zpusobenych oxidativnim stresem.

(Santella, 1999; Kumari et al., 2008)

1.3.1.3 Radioimunoanalyza (RIA)

Patfi mezi imunochemické metody. Pouziva se ke stanoveni (6-4)fotoproduktt a
CPD (Santella, 1999; Kumari et al., 2008). Vedle stanovované latky (karcinogenni
adukty nebo zhoubné pozménénd DNA) slouzici jako antigen se zde pouziva jesté latka
se stejnou strukturou jako antigen, avSak radioaktivné znacend. Daéle se zde uplatiiuje
protilatka, kterd je namifena proti obéma antigeniim. Protilatka se vaZe kompetitivné na
oba antigeny, stanovovany i znac¢eny. Nejprve se musi vytvofit standardni kiivka za
pouziti smési znadmych mnoZzstvi znacené¢ho i1 neznacen¢ho (stanovovaného) antigenu.
Koncentrace protilatky a radioaktivné znaceného antigenu bude neménnd, naopak
koncentrace neznacené¢ho antigenu bude vzrustat. S rostouci koncentraci neznaceného
antigenu se bude zmensSovat vazebnost radioaktivniho izotopu s protilaitkou. Nakonec se
nechd primarni protilatka navazat se sekundarni protilatkou (antisérem) a méfi se

radioaktivita (Santella, 1999).

1.3.2 Blotting

Imuno-slot-blot (ISB) se vyuZziva k detekci a kvantifikaci strukturdlng
modifikované DNA, kterd je stabilni vici teploté a alkdliim. Zakladnim krokem je
imobilizace jednovlaknové strukturdln€ modifikované DNA na nitrocelulozové
membrané. Ukotvena DNA se necha reagovat se specifickou monoklonalni protilatkou,
kterd je namifena pifesné proti modifikovanym ¢astem molekuly DNA. Protilatka
navazana na pozménénou DNA je oznaCena dalSi (sekundarni) znacenou protilatkou.

(Nehls et al., 1984; Santella, 1999; Kumari et al., 2008)
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1.3.3 PCR
Je to jedna z nejspolehlivéjsSich technik pouzivanych k detekci poSkozené DNA.

Principem je zastaveni syntézy komplementarniho vldkna v misté poSkozeni.

HRIRIRRRRRRRRARARATN

"‘1 (a)‘/trand break

[T T

l(b)
IHIIIIML [‘HIIIIII‘H‘

I FTERETTIRRReRRRNNNET
(c)

11 [1 LT

Electrophoresis l (d)

1

Obr. Schematické znazornéni aplikace PCR v detekci poskozené DNA UV zdarenim. (a)
Jjednoretézcovy zlom DNA zpiisobeny piisobenim UV zdreni, (b) denaturace a annealing, (c)
amplifikace, (d) gelova elektroforéza ukazujici rozdilné prouzky: 1. pruh - marker, 2. pruh -
kontrola, 3. pruh - po 1 hodiné piisobeni UV, 4. pruh - po 2 hodindach piisobeni UV a 5. pruh -
po 3 hodindch piisobeni UV. (PouZito z Kumari et al., 2008).

1.3.4 Halo assay

V této metod¢ se interkaluje barvivo propidium jodid (PI - fluorescencni
interkalaéni  barvivo) do dvojitého helixu DNA a zplsobuje tak zmény
v nadSroubovicovém vinuti. U DNA je pak moZzno sledovat floures¢en¢ni halo, které se
diametralné méni podle koncentrace PI. Pfi nizkych koncentracich PI jsou
nadSroubovicova vinuti rozvolnéna, zatimco pii vySSich koncentracich PI dochazi ke

zpétnému previnuti to€ivého vldkna, ale na opacnou stranu. Pomoci halo testu lze
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stanovovat jednoduché zlomy DNA v jednotlivych buiikach. VylepSend varianta halo
testu je tzv. alkalicky halo test (AHA - alkaline-halo assay). AHA se provadi v n¢kolika
na sebe navazujicich krocich. Buiiky jsou rozmichany v rozpusténé agardze a naneseny
na podlozni skli¢ko. Dale jsou inkubovany v alkalickém roztoku s vysokym obsahem
soli, pak nasleduje dalSi inkubace tentokrat v hypotonickém alkalickém roztoku.
Nakonec jsou sklicka s bunkami obarvena ethidium bromidem. Za téchto podminek
difunduji fragmenty jednoitézcové DNA radidlné z jadra a vytvareji tak fluoreskujici
obraz. Existuje jesté tzv. fast halo assay (FHA). (Kumari et al., 2008)

1.3.5 TUNEL assay (terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated
deoxyuridine triphosphate nick end labeling)

Z nazvu vyplyva, ze jde o detekci fragmenti DNA, jejichZz volné konce jsou
oznacen¢ fluoresceinem, pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Tato metoda se pouziva
ke zjiStovani jednoduchych a dvojitych zloml a k detekci apoptozy. Diky fragmentaci
DNA a zlomu vldkna se obnazi 3-OH konec, tim mize dojit pomoci
deoxynukleotidyltransferasy k enzymatickému znaceni modifikovanym nukleotidem
dUTP a digoxigeninem. K signalni detekci se pouzije protildtka antidigoxigenin.

(Kumari et al., 2008)

1.3.6 Chromatografie

Analytickd metoda s mnoha a mnoha modifikacemi, které se stile vylepSuji.
K detekci molekuly DNA je vSak vhodna zejména gelova chromatografie. Tato slouZzi
k odd€lovani DNA podle jeji velikosti. V ptipadé modifikace bazi DNA, napiiklad
oxidaci, je mozné je detekovat pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC).

1.3.6.1 HPLC-ESI-MS

Vysokoucinna kapalinova chromatografie tandemové spojend s hmotnostnim
spektrometrem za pouziti ionizace elektrosprejem je senzitivni a specifickd metoda, i
kdyz se nehodi napf. pro detekci oxidativnich poSkozeni bazi, zejména guaninu,

zdivodu casné eluce kapalné chromatografie. Mekka ionizace elektrosprejem
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umoziiuje hodnotit poSkozeni DNA zptsobena fadou chemikalii, fotoprodukty vyvolané

UV-zatfenim atd. (Kumari et al., 2008)

1.3.6.2 GC-MS
Plynové chromatografie tandemové spojend s hmotnostni spektrometrii je bézné
pouzivana pro stanoveni oxidativnich poSkozeni DNA, pravé pro svou schopnost

detekovat velké mnozZstvi produktii bazi DNA.

1.3.7 FISH (flourescencni in situ hybridizace)

Jde o neizotopovou znacici metodou, kterd stanovuje vzajemnou polohu
poskozenych useki DNA v jadie nebo chromozomu. Pouziva hybridizacni sondy
znacené fluorochromy. Kazdy flourochrom pak ve fluorescencnim mikroskopu emituje
svétlo o jiné vinové délce (barvé). Pomoci FISH jsou odhalovany napiiklad
chromozomalni aberace. Vyhodnoceni se provedi ve flourescen¢nim mikroskopu.

Modifikaci FISH je DD-FISH (dual-color a dual-fusion FISH), ktera se pouziva
ke stanoveni minimalniho rezidualniho onemocnéni (MRD) s chronickou myelocytarni
leukémii (CML) po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék.

(Kumari et al., 2008)

1.3.8 Priitokova cytometrie (FCM - Flow cytometry)

Fragmentace DNA se projevuje pii nekroze a autolyze jinak, neZ pii apoptoze.
Pravé pro detekci apoptozy byla vyvinuta prutokova cytometrie. Tato metoda se dale
pouzivd k vyhleddvani chromozomalnich aberaci, k detekci zamény sesterskych

chromatid, chemickych aduktti a zloma vlaken DNA. (Kumari et al., 2008)

1.3.9 Znaceni annexinem V
Annexin V neni schopen vazby na zivé buiiky, a to kviili nemoznosti prostoupit
lipidovou dvojvrstvou bunééné membrany. Béhem Casné apoptdzy jsou fosfatidylseriny

(PS) translokovany na vnéjsi stranu membrany. Proto se pro detekci translokace PS
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pouziva fluorescenénd znaeny protein Annexin V. Tento se vaZe s PS za ucasti Ca’".
Zivé bunky jsou negativni jak pro propidium jodid, tak pro annexin V, zatimco mrtvé

buriky jsou pozitivni v pfitomnosti propidium jodidu 1 annexinu V. (Kumari et al., 2008)

1.3.10 Elektrochemické metody

Elektrochemické metody nabizeji citlivy, selektivni a miniaturizovany zptsob k
detekci poSkozené DNA. Molekula DNA je schopna vydavat elektrochemické signaly
diky schopnosti redukce nebo oxidace jejich bazi. Adenin, guanin a cytosin podléhaji
redoxnim procesim na rtutové elektrod€, zatimco na uhlikové a nékterych dalSich
pevnych elektroddch se guanin a adenin oxiduji. Né&které z téchto signalii reaguji na
zmény v molekule DNA. Tak se mohou stanovovat napt. oxidativni zmény, thyminové
dimery (ty vSak nemohou byt stanovovany, dokud jsou spojeny se zakroucenym

helixem DNA. Je mozZné zjiStovat 1 pfima a nepiima poskozeni zatrenim.

1.3.11 Sedimentace DNA

Nazev napovida, zZe principem této metody bude oddé€lovani fragmenti DNA na
zéklad€ jejich velikosti, hmotnosti ¢i hustoty. Dulezitym krokem pted separaci je lyza
bunécné stény.

Centrifugaci se muze cely proces sedimentace urychlit a navic mohou byt od
sebe oddéleny 1 slozky, které by se za normalnich okolnosti od sebe neodd¢lily. To
znamena slozky, které by nesedimentovaly viibec a nebo velmi pomalu. Centrifugace se
déje v roztoku a je rozdélena do néckolika typtd. Nam staci obecné rozdéleni na
centrifugaci izopyknickou (dé€leni castic na zdklad€ jejich hustoty) a izokinetickou

(déleni ¢astic na zakladé jejich rychlosti pohybu).

1.3.12 Alkalicka eluce

Tato metoda vyuziva k separaci molekuly DNA jeji velikost. Soucasti alkalické
eluce je filtr (polykarbonatovy, polyvinylchloridovy), na ktery se umisti DNA. Struktura
filtru slouzi jako mechanickd piekdzka v pohybu dlouhych vldken DNA. Pohybu
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napomahd pomaly pratok alkalického roztoku. Plati, Ze ¢im mensi (kratsi) vlakna, tim
snadnéjsi pruchod filtrem. Frekvence zlomt tak urcuje stupen eluce DNA.

Alkalicka eluce byla jako jedna z hlavnich metod (jesté pfed kometovym testem)
urcena k detekci jednotetézcovych zlomi DNA, alkalilabilnich mist, kiizovych vazeb
DNA-DNA a kiizovych vazeb DNA-protein, a detekci opravy DNA. (Kohn et Grimek-
Ewig, 1973; Kaeck et al., 1993)

Podobna metoda vyuzivajici neutralniho prostiedi, které nezplisobuje denaturaci
DNA, je zaméfena na eluci dvouvlaknovych zlomua. Stupen eluce tak zavisi pouze na

frekvenci dvouvlkéknovych zlomt, bez vlivu zlomt jednovlaknovych.

1.3.13 Elektroforéza

Elektroforéza je zalozena na separaci makromolekul podle jejich velikosti. Aby
molekula v elektrickém poli migrovala, potiebuje mit naboj. DNA ma zdporny naboj
diky fosfatovym skupinam, tudiz se bude pohybovat smérem ke kladné elektrodé, tedy

anodé. Vzdalenost, kterou fragment urazi je nepfimo imérna jeho velikosti.

1.3.13.1 Jednobunééna gelova elektroforéza (kometovy test neboli SCGE)

Kometovy test (SCGE - single cell gell electrophoresis) je univerzalni, citliva a
rychla metoda vhodna k detekci jednoduchych a dvojitych zlomi DNA v jednotlivych
bunkach.

Historie kometového testu saha do roku 1984, kdy jej poprvé publikovali Ostling
a Johanson. Tuto metodu pouzili k detekci DNA zafenim poskozenych bunék. Savci
buniky ovlivnéné zafenim smichali s tekutou agardzou a nanesli je na podlozni skli¢ko.
Po ztuhnuti pfi 4 °C sklicka ponofili do neutrdlniho detergentového roztoku, ktery
buiiky zlyzoval, tzn. odstranil bunécnou sténu. Po lyze nechali gelem prochazet slaby
proud (5V/cm) po dobu péti minut. Elektricky proud vytédhl nabitou molekulu DNA
z jadra a to tak, ze relaxované a zlomené fragmenty DNA migrovaly mimo oblast jadra.
DNA v gelu byla posléze obarvena fluorescen¢nim barvivem (akridinovou oranzi) a
pomoci fluorescenéniho mikroskopu hodnocena. Vysledné obrazce svitily zelené a
podobali se kometam (Obr.23). Ostling a Johanson zjistili, Ze mnozstvi DNA uvolnéné
z hlavitky komety béhem elektroforézy bylo zavisld na davce zafeni.(Ostling et

Johanson, 1984; )
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Touto metodou se daji stanovovat jednoduché a dvojité zlomy, oxidativni
poskozeni, jednoduché zlomy souvisejici s inkompletni excizni reparaci zpusobené UV
zafenim atd..

Pti kometovém testu lze pouzit alkalického 1 neutralniho prostiedi. Obé metody
jsou schopny detekovat nizky stupen poskozeni DNA. Collins et al. (1997) zjistili, ze se
alkalickd a neutrdlni elektroforéza liSi svymi obrazy. Za alkalickych podminek je
mnozstvi uvolnéné DNA do ocasu asi 90 %, zatimco pfi neutrdlnich je to pouhych 25
%. Pti alkalické elektroforéze se tedy zvySuje citlivost stanoveni. (Collins et al., 1997)

V soucCasné¢ dob¢ se nejvice vyuziva alkalickd jednobunécnd gelova
elektroforéza. Ve srovnani s ostatnimi metodami je kometovy test pro stanovovani
genotoxicity velmi vyhodny. Je schopen detekovat nizky stupenn poskozeni DNA,
k Cemuz neni potieba velkého mnozstvi buncék. Pro zvySeni specifity, tzn. pro
rozpoznani konkrétnéjSich typl poskozeni DNA, lze pouzit v SCGE kombinaci riznych
enzymil (Dvotak et Matejovi€ova, 2008).

Principem metody je méfeni mnozstvi fragmenti DNA (v ohonu komety)
putyjicich v elektrickém poli. DNA ma ptfirozené zéporny ndboj v neutrdlnim a
alkalickém prosttedi, ktery ji umoziuje pohyb smérem k anodé¢ (+). Rychlost migrace
DNA zavisi na velikosti molekuly a poc¢tu zlomti. (Collins et al., 1997)

Buniky se jsou vystaveny plsobeni mutagenu, diky némuz dochazi k naruSeni
molekuly DNA a tvorbé zlomi. Zlomy zptsobi fragmentaci molekuly DNA a tvorbu
komet pfti elektroforéze.

V nasich pokusech jsme pouzili yperit. Ten vSak tvofi v molekule DNA kiizové
vazby, které jeji vlakna svazuji a nedovoluji migraci. V nekterych pokusech s yperitem
jsme bunky inkubovali také styrenoxidem (SO), ktery zplsobuje zmény na DNA
v podob¢ adukti a nasledné¢ bodovych mutaci, chromosomalnich aberaci a vymén
sesterskych chromatid. Jeho pouZitim po inkubaci bun€k sirnym yperitem jsme docilili
tzv. obracen¢ho kometovéhu testu. Bunky inkubované se styrenoxidem, bez pouziti
yperitu, vykazuji pfi zvySujici se koncentraci SO vétsi podil rozvolnéné DNA v ohonu.
Pouzitim yperitu dochdzi k opac¢nému efektu. To znamend, Ze se zvySujici se
koncentraci yperitu, 1 kdyZ byly buiiky inkubovény i se styrenoxidem, ¢i jinou latkou
tvofici komety, se podil rozvolnéné DNA v ohonu sniZzoval, pravé z divodu tvorby
kiizovych vazeb v molekule DNA.

Ovlivnéné buiiky jsou promichdny s 1% nizkotuhnouci agar6zou (LMP) a

naneseny na podlozni sklicko, které bylo pfedem potazeno z jedné strany normalni
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agar6zou. LMP agar6za ma oproti normalni agardze sniZzenou teplotu tuhnuti, takze je
za fyziologickych teplot (37°C) jesté tekutd. To umoziuje ptidani ovlivnénych bunck
bez rizika jeich posSkozeni vysokou teplotou. Podlozni sklicko 1 s bunkami se po
ztuhnuti LMP agar6zy vlozi do lyza¢niho roztoku, kde dochézi k rozpadu bunécnych
membran. Po lyze je mozno jesté¢ pied vloZzenim do elektroforetického tanku pouzit
rtizné enzymy (napt. endonukleasu III, Alk A). Enzymy jsou schopny Stépit urcité useky
molekuly DNA a jejich kombinaci je moZno sledovat riizné druhy poSkozeni DNA.
Pomoci endonuklasy III se zjistuji oxidac¢ni poskozeni pyrimidint. V elektroforetickém
tanku dochazi plsobenim alkalického roztoku k denaturaci DNA, rozplétani
alkalilabilnich mist a vzniku zlomd. Po rozplétani se provede elektroforéza.
Fragmentovand molekula DNA putuje ven z jadra smérem k anodé. Po elektroforéze
nasleduje promyvani v neutralizatnim roztoku a deionizované vodé, kvuli odsoleni
agar6zy s bunkami na skliccich, ionty minerdli totiz zhaSi fluorescenci ethidium
bromidu. Obarvenim se zviditelni ohon i hlava komety (Obr. 23). Cim vétsi bude pocet
zlomt, tim vétsi mnozstvi poSkozené DNA bude v ohonu. MnoZstvi DNA v ohonu tedy
odrazi rozsah jejiho poSkozeni. To je dano koncentraci zkoumané latky a délkou

expozice poskozujici latky (napt. yperitu) (Dvotak et Matejovicova, 2008).

Hlava komety _ Ohon komety

Obr.23 Kometa. Prevzato z Dvordk et Matejovicova, 2008.
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Kalibrace kometového testu se provadi méfenim poskozeni buné¢k po ovlivnéni
vzrastajicimi  ddvkami ionizacniho zafeni (Obr. 24). Z davodu rychlé reparace
jednofetézovych zloml je nutné provadét ozafovani na ledu a neprodluzovat dobu pied

alkalickou lyzou, kterd zastavuje reparacni déje (Collins et al., 2008).

Kalibrace kometového testu pomoci rentgenového zareni
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Obr. 24 Kalibracni kifivka kometového testu pouZitim rentgenového zareni. (Pouzito z Collins et

al., 2008)
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2 PRAKTICKA CAST
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2.1 Material

2.1.1 Bunééné linie
= HelLa burky - ovarialni bunky
=  UV-20 - bunky kfecka (nema NER)
= A 549 - bunky plicniho karcinomu
= AAS - bunky ovaria ¢inského kiecika

2.1.2 Pomicky
= Petriho misky, sterilni, s primérem 4 cm
»  Kadinky
* Erlenmayerovy banky
= PodloZni a kryci mikroskopicka sklicka
= Ependortky
=  Savicky
= Automatické pipety a Spicky
= Stojan na ependorfky
= Laboratorni podlozky
= Elektroforeticky tank

= a dal$i bézné vybaveni laboratote

2.1.3 Pristroje a softweare
=  Vodni lazen (37°C MTA, Kutesz 609/a (Madarsko)
= Magnetickd michacka s ohfevem MSH basic (yellow line, Némecko)
=  Vyrobnik ledové tiisté (Angelantoni Industrie, Italie)
= Jce Maker CB 184 (Brema)
= Analytické vahy (Boeco, Nemecko)
= Pfedvazky EMB 220-1 (Kern, Néemecko)
= Lednice (Calex, Iberna, Bosch)
=  Fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse E400, zvétSeni 20x / 0,5 (Japonsko)
* Digitalni kamera

=  Windows XP
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Lucia commet assay: Laboratory imaging, Praha
Statisticky program: Sigma-stat

Excel

2.1.4 Chemikalie

Agardza HMP - high melting point (Sigma, St. Luis, USA)

Agardza LMP - low melting point (Sigma, St. Luis, USA)

Agardza standard (Serva-Boehringer Bioproducts Partnership, Némecko)
Alk A (ziskano darem od RNDr. Karel J. Angelis, CSc., Ustav experimentalni
botaniky AVCR)

EDTA (Lachema CR)

Endo III (ziskdno darem od RNDr. Karel J. Angelis, CSc., Ustav experimentalni
botaniky AVCR)

Endopufr

Ethidium bromid 95% (Sigma Aldrich, Némecko)

HCl p.a. (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

HEPES p.a. (Sigma Aldrich, Steinheim, Néemecko)

Chelaton II p.a. (Penta, chrudin, CR)

KCl p.a (Lachema, Brno, CR)

KOH p.a (Lachema, Brno, CR)

NaCl p.a. (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

NaOH p.a. (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

PBS (Phosphate-suffered saline) (Sigma, St. Luis, USA)

Styrenoxid

Tris (Penta, Chrudim, CR)

Triton X-100 (Laboratories, Anglie)

2.2 Priprava roztokii a pracovni postup

2.2.1 Priprava roztoku

2.2.1.1 Agaréoza 1%

Agar6za na potazeni sklicek 1 g do 100 ml destilované vody

HMP agar6za 100 mg do 10 ml PBS
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LMP agardza 100 mg do 10 ml PBS

2.2.1.2 Lyza¢ni roztok (1000ml)
2,5 M NaCl
100 mM EDTA
10 mM Tris
do 1000 ml destilované vody
Smés se nechala vychladit na 4 °C .
Pted pouzitim k experimentu se ptidal 1% Triton X-100 (1 ml do 100 ml lyza¢niho

roztoku). Nova smés se nechala diikladn€ promichat a vychladit a 4 °C.

2.2.1.3 Roztok pro alkalickou denatiraci a elektroforézu (1500 ml)
300 mM NaOH
0,5 mM EDTA

2.2.1.4 Neutraliza¢ni roztok (1000 ml)
0,4 M Tris do 1000 ml destilované vody
pozadované pH 7,5 upraveno HCl

2.2.1.5 Endo pufr
40 mM HEPES
0,1 M KC1
0,5 EDTA
do 100 ml destilované vody

pozadované pH 8 upraveno piidanim KOH

2.2.1.6 Endonuklasa IIT (Endo III) (1000 ml)

zasobni roztok se 100x ziedil.

2.2.1.7 PBS
NaCl 8¢g
KCI 02¢g
Na,HPO4 1.15¢g
KH,POq4 02¢g
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2.2.1.8 Roztok ethidium bromidu
20 nug do 1 ml destilované vody

2.2.2 Pracovni postup

Mezi prvni kroky patfi ovlivnéni bun€k rlznymi koncentracemi alkyla¢niho
¢inidla (yperitu) 1 hodinuy) nebo jiné latky, kterd poSkozuje molekulu DNA.
Po inkubaci bunék s ¢inidlem nasleduje bud’ promyvani v PBS a zpracovani na sklicka,
nebo dalsi ovlivnéni jinym ¢inidlem (napf. styrenoxidem), ¢i 2 hodiny reparace. Pied
zpracovanim bun¢k na sklicka se nejdiive odsaje medium, buniky v petriho miskach se
proplachnou roztokem PBS a nechd se na n¢ plisobit trypsin (2 min). Po odsati trypsinu
se opét piida PBS (cca 800 pl, podle hustoty bun€k v misti¢kach), pipetou se buiky
dukladné, ale jemné promichaji s PBS. Nasaje se 35 ul suspenze bunck a vypusti se do
piipravenych ependorfek. Kazda misticka byla pouzita pro jednu ependortku, avSak
v nékterych pokusech se pouzila jedna misticka pro dvé ependorfky. Ependorky byly
zasazeny do stojanku v ledu.

Na sklicka, kterd byla pfedem pokryta tenkou vrstvou 1% agarozy (vytvarejici
jakysi film, aby na sklicku 1épe drzely dalSi nanesené vrstvy agar6zy), se nanesla druha
vrstva 1% HMP agar6zy (85 pl ) a thned se prekryla krycim sklickem. Podlozni s klicko
se pak polozilo na chladici plotnu (3 °C), kde se nechala agar6za ztuhnout. Po ztuhnuti
se kryci sklicko opatrné stahlo.

85 ul 1% roztoku nizkotuhnouci agarozy LMP (37 °C) se promicha s buitkami
v ptipravené ependorfce a nanese se jako tfeti vrtva na ztuhlou podlozni vrstvu agardzy
HMP. Opét se prikryje krycim sklickem a neché se zchladit.

Po ztuhnuti se sejmula kryci sklicka. Podlozni sklicka s bunikami zalitymi
v agaroze, se vlozila do kyvety s lyzacnim roztokem. V lednici (4°C) se ponechala
kyveta se sklicky 1 hodinu stat. Opét velmi zalezelo na typu pokusu, zda se po 1 hoding
vzala pouze jedna polovina sklicek nebo cela sada. V prvnim piipadé€ se prvni polovina
skli¢ek vyndala z lyza¢niho roztoku a vystavila se ptisobeni enzymu/t. Druh4 polovina
setrvala v lednici ponofend v lyzacnim roztoku, dokud nepfiSel ¢as ponofit vSechna
skli¢ka do elektroforetického pufru. Nutno dodat, ze ¢as v lyza¢nim roztoku neni nutné
striktné dodrZovat. Podle zkuSenosti je mozné sklicka ponechat v lyza¢nim roztoku az
6 hodin, aniz by doSlo k ovlivnéni vysledku. Lyza¢ni roztok zbavi buniky bunécné a

jaderné membrany.
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Podlozni sklicka (po lyze) se umisti do elektroforetického tanku naplnéného
alkalickym pufrem a zbyld mista se doplni prazdnymi podloZznimi sklicky (kvili
pozdé&jsi elektroforéze). V temnu pii 4 °C se sklicka s DNA nechaji rozplétat 40 minut.
Cas rozplétani je nutno dodrzet presné. Pfi alkalickém rozplétani dochazi k denaturaci a
tvorbé¢ alkalilabilnich mist.

Po 40 minutach rozplétani spustime elektroforézu. Velikost proudu je stanoven
na 300 mA. Tuto hodnotu docilime tim, Ze upravime objem elektroforetického pufru.
Sklicka musi byt stale ponofena. Elektroforéza trvad 30 minut. Fragmenty DNA putuji ke
kladné elektrodé.

Po ukonceni elektroforézy jsou sklicka prenddna do kyvety s neutralizacnim
roztokem na pét minut, a to celkem 3 krat, pficemz se po kazdych péti minutidch
neutraliza¢ni roztok vyméni za novy. Nakonec se sklicka ponofi na pét minut do kyvety
s deionizovanou vodou a po vyndani se nechaji zaschnout.

Aby se dala sklicka hodnotit, musi byt obarvena interkala¢nim barvivem
ethidium bromidem. Na kazdé¢ sklicko bylo davkovano 20 ethidium bromidu.

Hodnoceni se pak provadi ve flourescenénim mikroskopu pomoci pocitacové
obrazové¢ analyzy LUCIA. Na kazdém sklicku je hodnoceno 25 bunék.

Pti nékterych pokusech byly pouZity enzymy, endonuklasa III a Akl A. Endo III
se pouziva pro detekci oxidativniho poSkozeni pyrimidini. Alk A slouzi k odstranéni
N°-methyladeninu a N’-methylguaninu.

K ptidavani enzymt dochazelo po lyze, kdy se sklicka ptfemistila do jiné kyvety
umisténé v lazni (37°C) a zalila se endopufrem (3x 5 minut). Po té se na sklicka naneslo
30 ul enzymu, piikryla se krycim sklickem a umistila do vlhké komtrky, kterda se
ulozila do inkubatoru (37°C) na 45 minut.
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2.3 Vysledky a diskuse

2.3.1 Piisobeni yperitu a styrenoxidu na rizné typy bunék

Zjistovali jsme pusobeni styrenoxidu (SO, 400 pM) na bunky inkubované
yperitem (HD). Buiky A549 jsme inkubovali po dobu jedné hodiny se vzristajicimi
koncentracemi HD (v rozsahu 0 - 10 umol/l). Po promyti byly jeSté vSechny buniky po
dobu jedné hodiny inkubovany se SO o stejné koncentraci.

SO jsme pouzili ke zjisténi kiizovych vazeb.

Z grafu je patrné, ze jde o tzv. obraceny kometovy test. U bun€k inkubovanych
pouze se SO dochazi k rozpleteni DNA piiblizn€ na 80%. S rostouci koncentraci HD se
snizuje podil rozvolnéné DNA v ohonu ovlivnéné buiikky az na 8 -9 % (Graf ¢. 1).

KtiZzové vazby zde brani alkalickému rozplétani DNA.

Graf €. 1 Pisobeni HD a SO na buiiky A549
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Dalsi pokus byl proveden s buitkkami UV-20. Byla pouzita rizna koncentrace
HD 1 SO. Nechali jsme inkubovat buitkky UV-20 po dobu jedné hodiny s rGznymi
koncentracemi HD (v rozmezi O - 16 pumol/l). Po promyti byly buiiky po dobu 30 minut
vystaveny pusobeni vzristajicim koncentracim SO (v rozmezi 0 - 1600 umol/l). Z grafu
Ize vycist, Ze bunky ovlivnéné SO a nulovou koncentraci HD obsahuji s narlstajici
koncentraci SO vétsi podil rozvolnéné DNA v ohonu. Postupnym piidavani HD se vSak

podil rozvolnéné DNA v ohonu snizuje (Graf €. 2).

Graf €. 2 Plisobeni HD a SO na bunky UV-20
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Poslednimi buiikami, které jsme podrobili jedné hodin€ plisobeni vzriistajicim
koncentracim HD (v rozmezi od 0 - 250 pumol/l) a po promyti dalS$im 30 minutam
vzristajicim koncentracim SO (0 - 400 upmol/l), byly Hela buiiky. Ptfi nulové
koncentraci HD a zvySujici se koncentraci SO miizeme vidét zvySené mnozstvi
fragmentl DNA v ohonu bunék (vyjadieno v procentech). U zvySujicich se koncetraci
HD pak lze vidét naopak ubytek fragmentd DNA v ohonu. Nelépe viditelné to je

u prostiednich Etyt sloupct s koncentraci SO 100 pmol/l.

Graf ¢. 3 Plsobeni HD a SO na HeLa bunky
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2.3.2 Pisobeni endonukleasy III na % rozvolnéné DNA v ohonu buiiky inkubované
s yperitem

V téchto pokusech jsme se zabyvali plisobenim endonukleasy Il na riizné¢ bunky
inkubované po dobu jedné hodiny se vzristajicimi koncentracemi HD (v rozmezi 0 az
250 umol/l). Pt1 téchto pokusech se endonukleasa III (30 pl) ptidavala az po hodinové
inkubaci bun¢k v lyzaénim roztoku. Délka ptsobeni Endo III byla stanovena na 45
minut, buiiky na skli¢cich s aplikovanou Endo III byly uloZeny v inkuba¢ni komtrce do
termoboxu.

Endo III se pouziva ke zjistovani oxidativnich poskozeni (zejména oxidovanych
pyrimidintl), ale je schopna také Stepit apurinovd mista, kterd mohou vznikat bud’
spontannim upadnutim po depurinaci DNA puasobenim HD, ¢i po uU¢inku glykosylas
(opravnych enzymi).

NasSim cilem bylo zjistit, vedle tvorby ktizovych vazeb, oxidativni poSkozeni,
poptipadé piitomnost apurinovych mist, u buné¢k inkubovanych s HD.

Pti pokusech provaddénych na bunkdch AAS8 lze sledovat, ze pii vysokych
koncentracich HD dochazi k urcitému rozvolnéni DNA v pfitomnosti enzymu Endo 111
(Graf ¢. 4). To by mohlo poukazovat na to, Ze vySS$i koncentrace HD by mohly
zpusobovat 1 maly podil 1ézi, které jsou napadnutelné Endo III, tedy oxidativni

poskozeni nebo apurinova mista.

Graf €. 4 Aplikace Endo III na buiiky AA8 inkubované s HD

Aplikace Endo Ill na bunky (AA8) po inkubaci s HD
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V dalSich nésledujicich dvou pokusech jsme opét pouzili bunky AAS8 (viz graf €.
5 a6). Opét mizeme sledovat zvySené mnozstvi fragmentl DNA v ohonu pfi vysSich

koncentracich HD a nasledné aplikaci Endo III.

Graf €. 5 Aplikace Endo III na buiiky AA8 inkubované s HD

Aplikace Endo Il na buriky (AA8) inkubované s HD
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Graf ¢. 6 Aplikace Endo III na buiiky AA8 inkubované s HD
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U bun¢k UV-20 je situace ponckud odlisnd, 1 kdyZ jde o stejny typ pokusu, jako
v predeslych tfech pokusech. Za povSimnuti stoji, ze se podil rozvolnéné¢ DNA v ohonu
bun¢k inkubovanych s HD pohybuje pfi mnohem nizs§ich hodnotdch,maximaln¢ do 7 %,
v porovnani s jinymi buiitkami, které mély 1 50 % rozvolnén¢ DNA v ohonu.

Uz pti pokusu s HD a SO bylo vidét, ze HD plisobi na buiiky UV-20 velmi
masivné. Nutno podotknout, Ze tyto buiiky jsou zbavené schopnosti NER, coz by mohlo
mit vliv na vysledky pokusi.

V grafu ¢. 7 mizeme postichnout vétsSi mnozstvi fragmenti DNA v ohonu u
bunék inkubovanych s nizkou koncentraci HD a pfi aplikaci Endo III, zejména u
koncentraci HD 0,5, 1, 2 a 4 pmol/l. K vyrazngj$im tvorbam komet vSak dochazelo i pfi
vysSich koncentracich HD s aplikaci Endo 111, a to u koncentraci HD 62,5 umol/l a 250
pumol/1.

Graf ¢. 7 Aplikace Endo III na buiikky UV-20 inkubované s HD

Aplikace Endo Ill na buiiky UV-20 inkubované s HD
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Poslednimi zkoumanymi buiikami, u tohoto typu pokusu, byly buiky A549. 1
zde se setkdvame sur€itymi odliSnostmi. U bunék inkubovanych s HD bez dalsi
aplikace Endo III mizeme sledovat pii nizkych zvySujicich se koncentraci HD 1
zvySujici se podil fragmenti DNA v ohonu inkubovanych bunék, ale pouze do urcité
koncentrace (16 umol/l). Pak nastava se zvySujici se koncentraci snizovani mnozstvi
fragmentd DNA v ohonu inkubovanych bun¢k (Viz graf ¢. 8). Zajimavé je, ze po

aplikaci Endo III se tyto koncentrace sniZily.

Graf ¢. 8 Aplikace Endo III na buiiky A549 inkubované s HD
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2.3.3 Aplikace epigalokatechinugalitu (EGCG) pred inkubaci HeLa bunék se
sirnym yperitem a porovnani s buiikkami, které byly po aplikaci EGCG a nasledné
inkubaci s yperitem navic jesté podrobeny enzymu Endo III.

Na HeLa buiiky jsme nechali plisobit po dobu 24 hodin vzriistajici koncentrace
EGCG (0 az 12,5 pumol/l). Poté jsme nechali buiiky inkubovat po dobu jedné hodiny se
vzrastajicimi koncentracemi HD (0 - 125 umol/l). Druhou polovinu bunék jsme po lyze
navic podrobili pisobeni 30 pl Endo III po dobu 45 minut.

EGCG patii mezi flavonoidy. Je to antioxidant pfitomny v rGznych rostlinach.
V nejvétsim mnoZstvi se nachdzi v zeleném a ¢erném caji. Nasim cilem bylo zjistit, zda
bude EGCG schopen snizit mnozstvi oxidativniho poskozeni, které by mohl zisobovat
HD. Plsobeni EGCG by se mélo projevit nizkymi koncentracemi fragmenti DNA
v ohonu u bun¢k inkubovanych s HD a Endo III, protoZe jak vime, Endo III poukazuje
na oxidativni poSkozeni tim, ze je v téchto mistech §t€pi molekulu DNA.

Podivame-li se na graf ¢. 9, zjistime, Ze aZ na posledni sloupecek znazornujici
nejvyssi koncentraci HD a nejvyssi koncentraci EGCG nedoSlo k vyraznému rozpleteni
komet. Je to pravdépodobvné tim, Ze bez pouziti enzymu Stépictho DNA svazanou
kiizovymi vazbami. V mistech oxidovanych bazi nedoSlo k rozpleteni DNA svazané
kfizovymi vazbami. V této ¢asti pokusu jsme totiz nepouzili Endo III. Je piekvapivé, ze
nejvyssi pouzitd komcentrace EGCG (12,5 uM) spolu s HD o koncentraci 125 uM vedla
k degradaci DNA.

Graf ¢. 9 Plsobeni EGCG na HeLa buiky pfed inkubaci s HD

Plisobeni EGCG na HelLa bunky pfed inkubacis HD
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U druhého grafu stejného pokusu (Graf €. 10) stoji za povSimnuti sloupecky pti
koncentraci HD 5 a 25 pumol/l. V tomto pokusu bylo pomoci endo III u bunck
ovlivnényach HD detekovano oxidativni poskozeni (vzniklé piisobenim HD). EGCG

vSak davkove zavisle toto poskozeni snizil.

Graf ¢. 10 Aplikace Endo III na HeLa buiky inkubované nejdiivé s EGCG a nésledné
HD
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2.3.4 Porovnani pisobeni HD a SO na HeLa buiiky bez aplikace Endo III a po
aplikaci Endo 111

V téchto pokusech byly HelLa buiikky inkubovany po dobu jedné hodiny se
vzrastajicimi koncentracmi HD (v rozmezi 0 - 250 pmol/l), poté byly proplachnuty
mediem a znovu se nechaly inkubovat po dobu 30 minut, tentokrat se vzrustajicimi
koncentracemi SO (0 pumol/l, 100 pmol/l a 400 pmol/l). Endo III (30 pl) se aplikoval az
po lyze bun€k na dobu 45 minut.

Z predchozich pokust vime, Ze pokusy s HD a SO maji charakter tzv.
obracenych komet. SO zplsobuje fragmentaci DNA alkalilabilnich mist a tedy rlst
mnozstvi fragmentdl DNA v ohonu, zatimco HD molekulu DNA svazuje kiizovymi
vazbami (viz graf €. 1).

Pfi nulové koncentract HD a vzrastajicich koncentraci SO lze spatiit 1
vzrarstajici zastoupeni fragmenti DNA v ohonu bunék inkubovanych s SO. U
zvySujicich se koncentraci HD je vidét, ze kiizové vazby (zpisobené HD) jsou

dominantni nad zlomy alkalilabilnich mist (zptisobenymi SO) (graf €. 11).

Graf €. 11 Psobeni HD a SO na HeLa buriky.
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V druhém grafu téhoz pokusu (Graf ¢. 12) si mizeme povSimnout narustu
procenta fragmentii DNA v ohonu bunék u nejvyssi koncentrace HD. Narust mnoZstvi
fragmenti DNA milzeme zaznamenat i1 u nulové koncentract HD, porovnani
s pfedeslym grafem bez Endo III. Ke zlomim alkalilabilnich mist (zptisobenych SO) se
pfiCetly 1 zlomy iniciované Endo III v mistech lézi DNA, které vznikaji plisobenim HD
a jsou nachylné k tomuto enzymu. Z toho bychom mohli odvodit, Ze Endo III ma vétsi
vliv na rozvolnéni DNA pravé diky podilu oxidativniho poSkozeni, popiipadné
pfitomnosti apurinovych mist, zptisobenych HD. Dokonce, jak je vidét u nejvyssi
koncentrace HD, mé sam Endo III vétsi tendenci rozplétat molekulu DNA, nez spolecné

s SO.

Graf €. 12 Aplikace Endo III na bunky ovlivnéné HD a SO
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2.3.5 Porovnani ptusobeni HD na buiiky UV-20 s naslednou aplikaci SO nebo Alk A
a nebo kombinaci SO a Alk A.

V téchto pokusech byly buitkky UV-20 inkubovany po dobu jedné hodiny se
vzrastajicimi koncentracmi HD (v rozmezi 0 - 250 pmol/l), poté byly proplachnuty
mediem a znovu se nechaly inkubovat po dobu 30minut se vzriistajicimi koncentracemi
SO (0 pmol/1, 100 umol/l a 400 umol/l). Alk A (30 ul) se aplikoval stejn€ jako Endo III,
to znamena po lyze bunék v lyzaénim roztoku, 45 minut v inkubatoru ve vlhké
komirce. Alk A je DNA glykosylasa a §tépi molekulu DNA v mistech alkylované baze.
Piedev§im v mistech N*-methyladeninu a N’-methylguaninu.

Pozn. Misto koncentrace 16 umol/l je 125 pumol/l, to vSak plati jen pro druhé dva
sloupecky, pro prvni sloupecek plati 16 umol/l.

HD zplisobuje kromé kiizovych vazeb 1 alkylace DNA. V téchto pokusech jsme
za pouziti enzymu Alk A zjiStovali podil tohoto druhu poskozeni ve srovnani s SO.
Pasobeni Alk A je mozno sledovat vzdy v prvnim sloupecku a jak je vidét, se
vzrustajici koncentraci vzrista 1 podil rozvolnéné DNA v ohonu testovanych bunék
UV-20 (viz Graf ¢. 13). Alk A ma dokonce vétsi vliv §tépit DNA, nez SO. To by mohlo
poukazovat na to, ze HD také zplisobuje poskozeni alkylaci.

VSimnéme si, Ze samotny SO nemd prakticky Zadny vliv na rozvolnéni
fragmentl DNA do ohonu. Naopak bez vlivu HD (nulovd koncentrace HD) maji oba
dva sloupce (tzn. se SO a SO+Alk A) zna¢ny podil rozvolnéné DNA v ohonu
testovanych bunék. Pii spole¢né aplikaci SO a Alk A se jejich u€inek zvySuje.

Graf €. 13 Aplikace Alk A na bunky UV-20 inkubované s HD a SO
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2.3.6 Srovnani aplikace Endo III a Alk A na buiiky UV-20 inkubované s HD bez
reparace a po dvouhodinové reparaci

V téchto pokusech byly buitkky UV-20 inkubovany po dobu jedné hodiny se
vzrastajicimi koncentracmi HD (v rozmezi 0 - 500 umol/l). Po inkubaci s HD jsme
nechali polovinu bun¢k dvé hodiny reparovat a druhou polovinu jsme zpracovavali na
skli¢ka. Na polovinu bunék (z poloviny bunék bez reparace a poté poloviny bun¢k po
reparaci) se aplikovalo na dobu 45 minut 30 pl Endo III po lyze testovanych bunck
v lyza¢nim roztoku. A na druhou polovinu bun¢k (z druhé poloviny bun€k bez reparace
a druh¢ poloviny bun¢k po reparaci) se aplikovalo 30 ul Alk A také na 45 minut.

Cilem bylo porovnat oxidativni a alkylaéni poSkozeni zplsoben¢ HD a
schopnost reparace téchto poskozeni testovanymi buitkami.

Jak lze postfehnout, opét se pohybujeme ve velmi nizkych koncentracich
fragmenti DNA v ohonu testovanych bunék UV-20. Tato masivni tvorba kiizovych
vazeb je u bun¢k UV-20 typicka. Je to pravdépodobné zpisobeno ztratou nukleové
excizni reparace (NER) u téchto bunék. Pravé NER je zodpovédnd za opravu vnitinich
kiizovych vazeb.

Mizeme si vSimnout, Ze Endo III samotné neni schopno v tomto pokusu
rozvolnit DNA svazanou kiizovymi vazbami, az na koncentraci HD 62,5 pmol/l, kde je
podil fragmentti v ohonu o néco malo vyssi (Graf €. 14). Vzhledem k tomu, ze buiky
UV-20 nejsou schopny NER, doslo v n¢kterych koncentracich HD (125 a 250 umol/l)

po dvouhodinové reparaci k malému zvyseni podilu fragmenti DNA v honu.

Graf €. 14 Aplikace Endo III na bunky UV-20 inkubované s HD bez reparace a po

dvouhodinové reparaci
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V tom samém pokusu jsme zkoumali 1 pisobeni Alk A bez reparace a po
dvouhodinové reparaci na rozplétani DNA u bun¢k UV-20.

I zde je vidét, ze nedochazi k opravé kiizovych vazeb. Kdyby dochazelo
k opravam kiizovych vazeb, muselo by dojit 1 k uvolnéni fragmentlt DNA do ohonu.

Zajimavé je srovnani podilu fragmenti DNA zpisoben¢ho Alk A v tomto
pokusu (Graf ¢. 15) a pokusu v kapitole 2.3.5 (Graf ¢. 13). V garfu ¢. 15 lze
posttehnout, Ze nedoslo vlivem Alk A k rozvolnéni DNA, jako tomu bylo v grafu ¢. 13,
az na koncentraci HD 125 pmol/l. Po opravé doslo ke snizeni podilu fragmentii v ohonu
DNA, coz by mohlo poukazovat na jiné typy oprav naptiklad BER. Hlavnimi substraty
pro BER jsou oxidované¢ a alkylovan¢ baze. BER odstrafuje z poskozenych ¢asti
inkorporovany  uracil, fragmentované pyrimidiny, N-alkylované  puriny
(N’-methylguanin, ~N°-methyladenin, ~N°-methylguanin), 8-oxo-7,8-dihydroguanin
(8-Ox0G) a mnoho dalSich. Jak je znamo, tak Alk A napada alkylované baze a po
dvouhodinové opravé (zprostfedkované predevsim BER) by uz vlastné neméla co Stépit.
Otazka nastava u nejvétsi koncentrace HD (500 umol/l), pro¢ se zvysil podil fragmentii
v ohonu testovanych bunck po reparaci, 1 kdyz u ostatnich koncentraci HD jsme

zaznamenali ubytek.

Graf ¢. 15 Aplikace Alk A na buikky UV-20 inkubovan¢ s HD bez reparace a

s dvouhodinovou reparaci
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Udélali jsme navic jesté dva pokusy. V jednom jsme pouzili na bunky UV-20
inkubované s HD, po dobu jedné¢ hodiny a Endo III. A v druhém jsme misto Endo III
pouzili Alk A. Pfed zpracovanim poloviny bun¢k na sklicka, jsme nechali tuto polovinu
dvé¢ hodiny reparovat.

Ze vseho nejdiiv si povSimnéme piisobeni Endo III na buiiky inkubované¢ s HD
bez reparace (Graf ¢. 16). Se vzristajici koncentraci HD dochézi 1 k ristu mnoZzstvi
fragmenti v ohonu testovanych bunck, ziejm¢é diky Stépeni Endo III v mistech
oxidativniho poskozeni nebo v mistech apurinovych zplsobenych HD. Po
dvouhodinové reparaci dochazi k ibytku rozvolnéné DNA v ohonu. Pravdépodobné zde
dochazi k BER, vzhledem k tomu, ze buiiky UV-20 nejsou schopny NER. Pti nejvyssi
koncentraci HD vSak nedochazi k tak vyraznému snizeni mnoZstvi fragmentii DNA

v ohonu bunék, které prodé€laly dvouhodinovou reparaci oproti buitkam bez reparace.

Graf €. 16 Aplikace Endo III na bunky UV-20 ovlivnéné HD bez reparace a

s dvouhodinovou reparaci.
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V druhém pokusu s buitkami UV-20 inkubovanymi s HD jsme misto Endo III
pouzili Alk A. Opét mizeme sledovat zvySujici se rozplétani DNA po aplikaci Alk A.
Ke Stépeni zde probihd v mistech alkylace indukované HD (Graf ¢ 17). Po
dvouhodinové reparaci dochazi ke snizeni podilu fragmenti v ohonu bunék, které byly

podrobeny reparaci. I v tomto pokusu mizeme tedy sledovat BER.

Graf ¢. 17 Aplikace Alk A na buiky UV-20 inkubované s HD bez reparace a po

dvouhodinové reparaci.
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2.4 ZAVER

Cilem na$i prace bylo zjistit, jaké U€inky ma sirny yperit na molekulu DNA a
jaka jind poskozeni vedle ktizovych vazeb je schopen indukovat. Konkrétné jsme se
zajimali o to, jak by mohlo souviset rozplétani DNA s kvantem pfitomnych zlomt
v molekule DNA.

Prvni pokusy jsme zaméfili na detekci pfitomnosti kiiZovych vazeb u bunék
inkubovanych se sirnym yperitem (HD) a nésledné¢ se styrenoxidem (SO). Sirny yperit
indukuje u bunék tvorbu kfizovych vazeb a tim "svazuje" DNA, v kometovém testu se
to projevuje tim, ze se se vzristajici koncentraci snizuje 1 mnozstvi rozvolnéné DNA.
Aby se mohl sledovat Ubytek rozplétani DNA, pouziva se navic jesté¢ chemickd latka,
kterd u bunc€k vyvolava tvorbu zloml. K tomu nam poslouzil SO. SO je schopen §tépit
molekulu DNA diky indukci alkalilabilnich mist. Aplikaci SO na bunky, které byly pied
tim hodinu inkubovany s HD, jsme dosahli tzv. "obracené¢ho" kometového testu, kde se
% rozpletené DNA v ohonu testovanych bun€k sniZzuje se vristajicim poctem kiizovych
vazeb v. DNA. U bun¢k inkubovanych pouze se SO dochazi dle jeho koncentrace
k rozpleteni DNA pfiblizné na 80 %. S rostouci koncentraci HD se snizuje podil
rozvolnéné DNA v ohonu ovlivnéné bunky az na 8 -9 %. Kiizové vazby zde bréni
alkalickému rozplétdni DNA. Postupné jsme koncentraci SO zvySovali. I ptes vysoké
koncentrace styrenoxidu (az 1600 umol/l) jsme u bunék inkubovanych se sirnym
yperitem zvySenou tvorbu zlomil nezaznamenali.

V dalSich pokusech jsme se zaméfili na detekci oxidativniho posSkozeni DNA
pouzitim endonukleasy III (Endo III). Endonukleasa byla aplikovdna na rizné bunky
inkubované po dobu jedné hodiny se vzriistajicimi koncentracemi HD. Endonukleasa I11
je vlastnd N-glykosylasa a AP-lyasa tvoiena v E. coli. Stépi molekulu DNA v mistech
oxidativniho poSkozeni nebo v apurinovych mistech. Nasim cilem bylo zjistit, zda u
bun¢k inkubovanych se sirnym yperitem, vedle tvorby kiizovych vazeb, vznikaji 1 jiné
druhy poskozeni tzn. oxidativni poskozeni, poptipadé pfitomnost apurinovych mist. Pti
pokusech provadénych na bunkach AA8 jsme pozorovali, ze pii vysokych
koncentracich sirného yperitu dochéazi v ptitomnosti Endo III k urcitému rozvolnéni
DNA. To by mohlo poukazovat na to, ze vyss$i koncentrace HD by mohly zptsobovat
urCity podil 1ézi, které jsou napadnutelné Endo III, tedy oxidativni poSkozeni nebo
apurinova mista. U buné¢k UV-20 byla situace pon¢kud odlisna. 1 kdyz Slo o stejny typ

pokusu, to znamena pouZziti Endo III na bunky inkubované se vzristajicimi
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koncentracemi sirného yperitu, u téchto bunék se podil rozvolnéné DNA v ohonu
pohyboval pfi mnohem nizSich hodnotich. Nutno podotknout, Ze tyto buiiky jsou
zbavené schopnosti nukleotidové excizni reparace (NER), ktera je zodpovédnad za
opravy objemnych DNA adukti, jako jsou UV zéfenim indukované (6-4) fotoprodukty
a cyklobutanové pyrimidinové dimery (CPD), vnitini kiizové vazby a obrovské adukty
zpusobené¢ metabolity aflatoxinu, benzo(a)pyrenu a dalSimi genotoxiny. Pravé
nepfitomnost NER by mohla mit vliv na vysledky pokust u téchto bunék. U bunck
UV-20 dochazelo k vysSimu rozvolnéni DNA pfi nizkych a potom az pii vysokych
koncentracich sirného yperitu.

Chtéli jsme se presvedCit o tom, zda sirny yperit indukuje oxidativni poskozeni.
Za timto ucelem byl pouzit antioxidant epigalokatechingaldt (EGCG). Tento patii mezi
flavonoidy. K pokusim jsme pouzili HeLa buiiky. Vysledky ndm naznacily, ze by zde
mohlo dochazet k jistému oxidativnimu poskozeni (vzniklému puasobenim sirného
yperitu), které by mohlo byt aplikaci EGCG zmirnéno.

Pokusy, pfi kterych jsme pouzili zaroven se sirnym yperitem 1 styrenoxid a Endo
III, jsme chtéli zjistit, jaky spolecny t¢inek by mohly mit pravé styrenoxid a Endo III na
buiiky inkubované sirnym yperitem. Styrenoxid se projevil pouze u nulové koncentrace
HD a potom pfi jeho vysokych koncentracich ve spolupraci s Endo III. U zvysujicich se
koncentraci HD bylo vidét, ze kitizové vazby (zplsobené sirnym yperitem) jsou
dominantni nad zlomy alkalilabilnich mist (zpisobenymi styrenoxidem). Endo III
samotna méla vétsi vliv nez SO na rozpleteni DNA, pravdépodobné diky malému
podilu oxidativniho poSkozeni, popiipadné piitomnosti apurinovych mist. U nejvyssi
koncentrace HD jsme dokonce zaznamenali vyS§i mnoZstvi fragmenti DNA
indukovanych samotnou Endo III, nez jeji kombinaci se SO.

Zajimali jsme se 1 o jiné druhy poskozeni DNA sirnym yperitem. K tomu jsme
pouzili misto enzymu Endo III enzym Alk A. Jednd se o DNA glykosylasu, kterad
katalyzuje odstranéni 3-methyladeninu, 7-methylguaninu a nékolik dalSich minoritnich
lIézi DNA. Za pouziti tohoto enzymu jsme zjistovali druh alkylacniho poskozeni, které
by k Alk A bylo senzitivni. Ke srovnani jsme pouzili SO. Po aplikaci Alk A jsme
pozorovali, ze se vzrustajici koncentraci HD vzristalo 1 mnoZstvi rozvolnéné DNA
v ohonu testovanych bunék UV-20. Samotnd Alk A méa dokonce vétsi vliv §tépit DNA,
nez v kombinaci SO. To by mohlo poukazovat na to, Ze sirny yperit také zplusobuje

urcité druhy alkylace DNA.
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V poslednich pokusech jsme ovéfovali druhy poSkozeni, kterda by HD mohl
indukovat, pomoci dvouhodinové reparace poloviny pouzitych bun¢k a aplikace
enzymil (Endo III a Alk A). Abychom se mohli sndze pohybovat na poli vysledki,
pouzili jsme k témto pokusim buiky UV-20. Tyto jsou zbaveny schopnosti NER, ale
ostatni druhy reparace maji zachovany. Po opravach poloviny testovanych bunck jsme
zaznamenali sniZzeni podilu fragmentl v ohonu DNA, coZz by mohlo poukazovat
napiiklad na bazovou excizni reparaci (BER). Hlavnimi substrdty pro BER jsou
oxidované¢ a alkylované baze. BER odstraituje z poSkozenych ¢asti inkorporovany
uracil, fragmentované pyrimidiny, N-alkylované¢ puriny a mnoho dalSich. V obou
piipadech pouzitych enzymii dochazelo po reparaci testovanych bunék k ubytku téch

1ézi, které jsou jimi napadany.

Zjistili jsme davkovou zavislost vzniku kfiZzovych vazeb. Tyto vznikaji uz pfi
velmi nizkych koncentracich sirného yperitu. HD v koncentracich vySSich nez 5 umol/l
vytvafel takové svazani DNA kiizovymi vazbami, Zze uz nemélo vliv alkalické
rozplétani indukované styrenoxidem. Ani pii vysokych koncentracich SO nedochdzelo
k zadnému rozplétani. Naopak po aplikaci enzyml (Endo III a Alk A), dochazelo pfi
vysokych koncentracich HD k rozplétani DNA. Z toho jsme usoudili, Ze rozplétani
DNA neni zavislé na kvantit¢ zloml,, ale na jejich kvalité. Navic diky specifité
pouzitych enzymu jsme se mohli piesvédcit o tom, ze HD indukuje 1 jind poSkozeni, nez
pouze tvorbu kiizovych vazeb. V disledku pouziti Endo III se mizeme domnivat, Ze
sirny yperit indukuje kromé kiizovych vazeb i1 1éze DNA, které by mohly mit charakter
bud’ oxidativnich poskozeni nebo tvorby apurinovych mist. Pouziti Alk A ndm
potvrdilo, Ze sirny yperit zpusobuje 1 alkyla¢ni poskozeni, pravdépodobné by mohlo jit

o monoadukty guaninu.
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