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Seznam použitých zkratek 
 

A    adenin 

AF    aflatoxin a jeho druhy AFB1, B2, G1, G2 

AP    apurinová nebo apyrimidinová místa 

APE1 N. APEX  AP endonukleasy 

BER    bázová excizní reparace (Base Excision Repair) 

BPDE    benzo(a)pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid 

C    cytosin 

CPD     cyklobutanové pyrimidinové dimery 

CSA, CSB, TFIIH  proteiny sloužící k odstranění RNA polymerasy II 

CYP450   cytochrom P450 a jeho izoenzymy (1A1, 1A2, 3A4, 1B1) 

DDB1-DDB2   protein rozpoznávající poškozenou část molekuly DNA  

DEN    diethylnitrosaminy 

DNA    deoxyribonukleová kyselina  

DMN    dimethylnitrosaminy 

DSB    dvojitý zlom vlákna DNA (Double Strand Brake) 

EB    ethidium bromid 

EDTA   ethylendiamintetraoctová kyselina 

EGCG   epigalokatechingalát 

ELISA  enzymová imunoanalýza (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) 

EMS    ethylmethansulfonát 

Endo III   endonukleasa III 

ENNG   ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin 

ENU    ethylnitrosurea 

FCM     průtoková cytometrie ( Flow Cytometry) 

FISH  fluorescenční hybridizace in situ (fluorescence in situ 

hybridization) 

G     guanin 

GC-MS   plynová chromatografie tandemově spojená s hmotnostní 

spektrometrií (Gas Chromatography -Mass Spectometry) 

GGR     celková oprava genomu (Global Genomic Repair) 
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H, HT, HD, SM   různé zkratky pro sirný yperit (H - Hun stuff, HD - Hun Destilled 

mustard, HT -mustard T- mixture, SM - sulfur mustard) 

HAA     heterocyklické aromatické aminy n. amidy 

HEPES    4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonová kyselina 

HMP     vysokotuhnoucí agaróza  (High Melting Point) 

HPLC-MS   vysokoúčinná kapalinová chromatografie tandemově spojená 

s hmotnostní spektrometrií (High Performance Liquid 

Chromatography - Mass Spectrometry) 

HTLV-1 lidský T-buněčný lymfotropní virus typu 1( Human 

T-lymphotropic Virus Type I) 

LMP     nízkotuhnoucí agaróza (Low Melting Point) 

MMR    mismatch reparace (Mismatch Repair) 

MMS   methylmethansulfonát 

MNU    methylnitrosurea 

MNNG   methyl-N'-nitro-N--nitrosoguanidin 

NAD+    nikotinamid adenin dinukleotid 

NER     nukleotidová excizní reparace (Nucleotide Excision Repair) 

NK     nukleová kyselina 

PAU    polycyklické aromatické uhlovodíky 

PBS     fosfátový pufr (Phosphate Buffered Saline) 

PCDD    polychlorované p-dibenzodioxiny 

PCDF    polychlorované dibenzofurany 

PCR    polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction) 

PI    propidium jodid  

RIA     radioimunoanalýza (Radioimmunoassay) 

RNA    ribonukleová kyselina 

RPA-XPA   protein rozpoznávající poškozenou část molekuly DNA 

RTG    rentgenové záření 

SCGE jednobuněčná gelová elektroforéza (Single Cell Gel 

Electrophoresis assay) 

SN1 a SN2  nukleofilní substituce typu 1 a 2 (Nucleophilic Substitution) 

SSB     jednovláknové zlomy DNA (Single Strand Brake) 

T     thymin 

TCR     oprava spojená s transkripcí (Transcription-coupled Repair) 
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TF     transkripční faktor 

Tris    hydroxymethylaminomethan 

TUNEL   koncové značení trifosfátu deoxyuridinu za účasti terminální 

deoxyribonukleotidové transferasy (terminal 

deoxyribonucleotidyltransferase-mediated deoxyuridine 

triphosphate nick end labeling)  

U     uracil 

UV     ultrafialové záření 

XPC-HR23B  protein rozpoznávající poškozenou část molekuly DNA (XP 

odvozeno      od nemoci xeroderma pigmentosum) 

XPF-ERCC1    exonuklasa 

XPG    exonuklasa 
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 Abstrakt  

 

V naší práci jsme zjišťovali druh a rozsah poškození způsobeného sirným yperitem za 

použití kometového testu. Sirný yperit patří mezi bojové chemické látky a je zařazen do 

kategorie zpuchýřující látek. Reaguje s velkým množstvím buněčných makromolekul (např. 

DNA, RNA a proteiny). Indukuje alkylaci DNA.  

Kometový test je univerzální a citlivá metoda pro měření jednoduchých a dvojitých 

zlomů, pyrimidinových dimerů indukovaných UV zářením, oxidovaných bazí a alkylačních 

poškození DNA. 

   Cílem naší práce bylo zjistit, jak mohou souviset rozvolněné fragmenty DNA 

s množstvím zlomů. Dále jsme se zajímali o mechanismus poškození molekuly DNA v buňkách 

způsobené sirným yperitem.  

Byly použity buněčné linie HeLa, UV-20, A549 a AA8. Nejprve jsme studovali vliv 

mezi křížovými vazbami způsobenými sirným yperitem a zlomy způsobenými styrenoxidem.  

Zjistili jsme, že sirný yperit je schopen tvořit křížové vazby už při velmi nízkých koncentracích, 

čímž zabraňuje rozvolnění fragmentů DNA způsobených zlomy.  

Pomocí enzymů jsme zjišťovali druh poškození DNA indukovaného sirným yperitem. 

Nejprve jsme použili endonukleasu III (Endo III). Endo III je protein z E. coli, který pracuje  

jako N-glykosylasa i jako AP-lyasa. Způsobuje zlomy v apurinových  místech nebo v místech 

oxidativního poškození molekuly DNA. Postupně jsme srovnávali efekty Endo III a 

styrenoxidu. Podobně jsme použili enzym Alk A, který katalyzuje odstranění 3-methyladeninu 

a 7-methylguaninu stejně jako některá ostatní minoritní místa alkylačního poškození molekuly 

DNA.  

Použitím buněk UV-20 v testech s enzymy jsme mohli zúžit okruh druhů lézí DNA 

způsobených sirným yperitem, právě díky neschopnosti těchto buněk provádět nukleotidovou 

excizní reparaci. UV-20 pravděpodobně využívají jiných druhů oprav, např. bázovou excizní 

reparaci. Tato je zodpovědná za odstranění poškozených bazí DNA (např. oxidovaných a 

alkylovaných).  

Zjistili jsme, že zatímco křížové vazby vznikají již při nízkých koncentracích sirného 

yperitu, jeho vysoké dávky pravděpodobně způsobují i jiné druhy poškození. Mohly by to být 

oxidativní nebo apurinové léze, a nebo jiné druhy poškození, které jsou citlivé k Endo III. 

A mohly by to být alkylační léze citlivé k Alk A. Myslíme si, že by mohlo jít 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 AA8 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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Úvod a cíl práce 
 

Molekula DNA se musí denně potýkat s útoky různých faktorů. Vhledem k 

velkému množství funkčních skupin v ní obsažených dochází často k reakcím, které 

nejsou žádoucí ani pro samotnou molekulu DNA, ani pro buňku jako celek. Další osud 

buňky je proto závislý na zachování stability genomu. Rozhodující je schopnost opravit 

poškozenou molekulu DNA. Opravné systémy jsou nepostradatelné a porucha regulace 

opravy genů může vyústit ve velmi vážné zdravotní důsledky pro organismus.  

Je známo více jak 125 genů, které jsou přímo zahrnuty do opravy DNA Oprava 

poškozené DNA se děje řadou mechanismů zahrnujících rozpoznání a odstranění lézí 

DNA, toleranci k porušené DNA a ochranu před vznikem inkorporačních chyb 

vznkajících během replikace nebo opravy DNA.  Mezi nejznámější reparační 

mechanismy patří přímé opravy poškození, mismatch reparace (MMR), bázové excizní 

reparace (BER), nukleotidové excizní reparace (NER). 

Sirný yperit patří mezi bojové chemické látky (tzv. zpuchýřující látky) a podle 

mechanismu toxického účinku je řazen mezi alkylační činidla. Alkylační činidla sice 

patří mezi významné chemoterapeutické látky, na druhou stranu se však jedná o 

nejrozšířenější chemické mutageny. Tyto látky zabíjejí buňky tím, že interferují se 

strukturou molekuly DNA. Přenášejí alkylové skupiny z jedné molekuly na jinou. 

Alkylové skupiny napadají DNA, čímž dochází k nesprávnému čtení genetického kódu, 

zlomu vláken DNA a tvorbě křížových vazeb mezi bazemi. Výsledkem je porucha 

replikace a transkripce DNA. 

Sirný yperit neboli bis(2-chlorethyl)sulfid je silný elektrofil, který se váže 

kovalentně s nukleofilními částmi různých biomakromolekul (DNA, RNA a proteinů). 

Yperit má karcinogenní a mutagenní účinky. Jeho cytotoxické účinky zahrnují 

poškození DNA, narušení lyzosomů,  inhibici mitózy, spotřebu NAD+, poruchy funkce 

mitochondrií (tedy oxidativní fosforylace) a buněčnou smrt. Mezi bazemi DNA tvoří 

křížové vazby. Většina těchto změn je spojena s alkylačním poškozením DNA. Kromě 

alkylace má yperit také schopnost reagovat s membránami.  

Cílem naší práce bylo zjistit, jaké účinky má sirný yperit na molekulu DNA a 

jaká jiná poškození vedle křížových vazeb je schopen sirný yperit indukovat. Zaměřili 

jsme se na detekci poškozené DNA pomocí kometového testu, i když metod detekce 

poškozené DNA je široké spektrum a stále jsou vyvíjeny další.  
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Kometový test (SCGE - single cell gell electrophoresis) je univerzální, citlivá a 

rychlá metoda vhodná k detekci jednoduchých a dvojitých zlomů DNA v jednotlivých 

buňkách. Buňky jsou vystaveny působení mutagenu, který indukuje tvorbu zlomů. 

Zlomy způsobí fragmentaci molekuly DNA a tvorbu komet při elektroforéze.  
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1.1 POŠKOZENÍ MOLEKULY DNA 

 

Molekula DNA je v buňce vystavována mnoha útokům z vnějšího i vnitřního 

prostředí. Není nikterak inertní, je dokonce považována za poměrně reaktivní 

sloučeninu. Působením vnějších vlivů (např. záření nebo chemických sloučenin) a vlivů 

vycházejících z intracelulárního prostředí buňky (např. reaktivní formy kyslíku) je 

schopna různých reakcí. 

Drtivá většina poškození molekuly DNA se odehrává v její primární struktuře, to 

znamená na úrovni bazí.  

Vlivem těchto faktorů může dojít  např. k modifikaci, ztrátě bazí nebo dokonce 

až ke zlomení řetězce. Některé reakce jsou velmi časté. Například za fyziologických 

podmínek dochází spontánně každý den v genomu každé buňky k hydrolýze  

glykosidických vazeb u zhruba 10 000 purinových nukleotidů. Aby zůstala genetická 

informace zachována, musí být poškozená molekula DNA neustále opravována. 

Mezi hlavní typy poškození molekuly DNA řadíme oxidaci a alkylaci bazí 

(nejčastěji jde o methylaci), hydrolýzu bazí (jako je deaminace, depurinace a 

depyrimidinace), poškození vzniklá interakcí s reaktivními kyslíkovými radikály, 

tvorbu velikých aduktů (např. epoxidové adukty způsobené benzo(a)pyrenem), chyby 

v párování bazí a další. 

Následky těchto poškození mohou být mutace, zlomy, křížové vazby, změny 

v počtu jednotlivých chromozomů nebo celých sad chromozomů atd.   

Poškození mohou být indukovaná nebo vznikají spontánně. Faktory způsobující 

poškození DNA v organizmu lze dělit podle několika kriterií. Nejpoužívanější je dělení 

podle prostředí, ze kterého škodlivý faktor pochází, tzn. buď z vnějšího (exogenního) 

nebo vnitřního (endogenního). Dále můžeme tyto vlivy dělit podle jejich charakteru na 

chemické, fyzikální  a biologické. 
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1.1.1 FYZIKÁLNÍ FAKTORY  

Do této oblasti jsou zařazeny různé druhy záření. Tyto se rozdělují na ionizující 

a neionizující.  

 

1.1.1.1 Ionizující záření 

Ionizující typy záření jsou děleny na částicové (korpuskulární) a 

elektromagnetické záření. 

Mezi korpuskulárníc typ ionizujícího záření jsou řazeny např. proudy jader hélia 

(alfa částice), elektronů (beta částice), pozitronů (beta+  částice), neutronů, protonů atd. 

Elektromagnetická záření s vlnovou délkou kratší než ultrafialové záření zahrnují RTG 

a gama záření.  

Při průchodu ionizujícího záření hmotou vznikají elektricky nabité částice, ionty. 

Ionizující záření vyvolává přímou nebo nepřímou ionizaci molekuly.  Při ionizaci 

dochází ke změně náboje elektronového obalu atomu nebo molekuly důsledkem 

přijmutí nebo odevzdání elektronu/ů. Mezi nabité částice s dostatečnou kinetickou 

energií, které jsou schopné ionizovat přímo patří: částice α, protony, deuterony, štěpné 

fragmenty (záření iontové), ale také záření β (elektrony a pozitrony). 

 Nepřímo ionizující záření vzniká z nenabitých částic. Ty mohou uvolňovat 

částice přímo ionizující nebo vyvolat jadernou přeměnu nenabitých částic provázenou 

emisí přímo ionizujících částic. Jsou to neutrony a fotony (γ záření, RTG záření).  

Ionizující záření může být při průchodu látkou částečně nebo zcela absorbováno. 

Je sice řazeno mezi fyzikální mutageny, ale absorbovaná energie může způsobovat i 

chemické, tepelné nebo biologické poškození molekul, které navazuje na fyzikální 

účinky ionizujícího záření. Bylo prokázáno, že k usmrcení jedince stačí malé množství 

energie ionizujícího záření (v porovnání s jinými druhy energie).  

Absorbovaná energie indukuje ionizační a excitační procesy v biologických 

mikrostrukturách, což může vést k poškození molekul regulujících životní procesy 

v buňce (RNA, DNA a enzymy) tvorbu zlomů DNA (jednoduchých a dvojitých), 

křížových vazeb mezi makromolekulami (DNA-DNA, DNA-protein), poškození bazí, 

vzniku volných radikálů, nových chemických vazeb a pod. Rozsáhlé poškození DNA 

může být neslučitelné s dalším životem buňky. Následkem takového poškození může 

být zablokování buněčného cyklu, zamezením mitózy s následným úbytkem buněk 

v příslušné populaci. Neschopnost buněk opravit vzniklá poškození zapřičiňuje jejich 
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smrt a uplatňuje se jako rozhodující kriterium časných poškození z ozáření (Fermuth, 

1981; Šáro et Tölgyessy, 1985; Hušák, 1987). 

 

Přímý účinek ionizujícího záření (zásahová teorie)  

Přímý účinek ionizujícího záření je způsoben lokální absorpcí zářivé energie, 

která indukuje vznik změn v buněčných strukturách díky fyzikálním a 

fyzikálně-chemickým procesům. Tento účinek převládá hlavně u buněk s nízkým 

obsahem vody. Protože pravděpodobnost takových "přímých zásahů" je poměrně nízká, 

není účinek přímý účinek ionizujícího záření tak významný. Výrazněji by se přímý 

účinek mohl projevovat v případě hustě ionizujícího záření (např. u alfa záření) (Šáro et 

Tölgyessy, 1985; Hušák, 1987; Jandl et Petr, 1988; Vávrová, 2008). 

 

Nepřímý účinek ionizujícího záření (radikálová teorie)  

 Nepřímý účinek ionizujícího záření převažuje u buněk s vysokým obsahem 

vody.  Tento účinek způsoben zejména volnými radikály H. a OH. (jako produktů 

radiolýzy vody) a produkty schopnými oxidace (HO2, H2O2), které vedou ke vzniku 

reaktivních molekul a následnému poškození biologicky významných buněčných 

struktur. Reaktivita volných radikálů je dána nepárovým elektronem. Základem těchto 

reakcí je chemický přenos energie. Větší "shluky" radikálů mají schopnost zlomit oba 

řetězce DNA. I když dojde k primární interakci záření ve vodném prostředí mimo 

buňku, nově vzniklé radikály mohou vniknout do buňky a reagovat s DNA (tzv. 

bystander effect) (Hušák, 1987; Jandl et Petr, 1988 Vávrová, 2008).   

 

1.1.1.2 Neionizující záření  

Mezi neionizující záření patří elektromagnetické záření o vyšších vlnových 

délkách. Rozlišujeme UV-A (320 - 400 nm), UV-B (280 - 320 nm) a UV-C (to se 

kolem nás vyskytuje pouze výjimečně, protože je s vysokou účinností filtrováno 

atmosférou, jeho hodnota je nižší než 280 nm).  

Rozdíl v účinku ultrafialového a ionizujícího záření spočívá v tom, že 

ultrafialové záření působí cíleně na určité skupiny makromolekuly DNA, narozdíl od 

ionizujícího záření, které, jak už bylo popsáno dříve, vykazuje velmi malou selektivitu 

účinku. UV se od ionizujícího záření také liší tím, že neionizuje atomy a molekuly, 

nýbrž předává energii excitací. Excitace jsou schopny pouze některé molekulární 
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struktury (např. konjugované systémy), naopak nenastává u jednoduchých nebo vysoce 

nasycených molekul (např. tuků).  Interakce s biologickým materiálem není náhodná. 

Co se týče kyslíkového efektu, u UV záření nijak neovlivňuje poškození (Fremuth, 

1981). 

Společnou vlastností ionizujícího a neionizujícího záření je přímé a nepřímé 

působení. Nepřímý účinek vzniklých volných radikálů na nukleové kyseliny se 

vyskytuje u obou zmíněných záření identicky. Charakteristická pro UV záření je tvorba 

dimerů (zvláště pyrimidinových). UV záření indukuje pouze jednoduché zlomy, v čemž 

se také liší od ionizujícího záření.  

Přímý účinek na molekulu DNA má UVB a UVC. UVA se uplatňuje spíše 

nepřímým působením například při průchodu lidskou pokožkou.  

 

 

1.1.2 BIOLOGICKÉ FAKTORY  

Některé viry se mohou inkorporovat do genetické informace infikované buňky, 

čímž mohou narušit sekvenci některého strukturního genu, nebo jeho regulační oblasti, 

promotoru a jiné. Mezi takové viry patří například onkogenní DNA viry (některé 

adenoviry, herpesviry) a RNA viry např. virus lidské T-lymfocytární leukémie (HTLV-

1), Rous sarcoma virus - vyvolává sarkom u kuřat, Rauscher murine leukemia virus. 

 

 

1.1.3 CHEMICKÉ FAKTORY 

Existuje nesčetné množství látek reagujících s molekulou DNA. Zásahy 

poškozující DNA mohou působit přímo a nepřímo. Úroveň zásahu se odvíjí i od 

struktury molekuly DNA. Chemicky mohou reagovat baze, cukry, fosfátové skupiny, 

existují ale i reakce mezi bazemi (interkalace). Reakce mutagenů mohou probíhat 

různými mechanismy (alkylace, oxidace, deaminace atd.). Jako možné následky jsou 

ztráta baze, přeměna jedné baze na druhou, tvorba dimerů a další. 

Dnes jsou známy tisíce látek, které mohou vyvolat vznik zhoubných novotvarů, 

nebo které se částečně podílejí na jejich vzniku. Jedná se zejména o látky vznikající 

v průmyslových a farmaceutických provozech (např. výroba minerálních olejů, 

akrylonitrilu, PCDD, PCDF, vinylchloridu, styrenu, epoxidu, benzenu, ethylenglykolu, 

aromatických aminů), látky obsažené v potravinách (např. dusitany, přídatné látky, 

pesticidy a další), látky vznikající při úpravě potravin, to znamená pečení, smažení a 
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grilování (např. akrylamid, akrolein), látky v ovzduší (např. PAU, nitrosaminy, 

anorganické prvky - As, Cd, Cr6+; atd.), některá léčiva (např. cytostatika), barviva (např. 

akridinová barviva), bojové chemické látky (např. yperity) atd. Kyslíkové radikály, 

kterým je v poslední době věnována značná pozornost, můžeme do této kapitoly také 

zahrnout.  

Chemické karcinogenní látky však nemusejí být jen produktem průmyslu.  

Karcinogenita byla prokázána i u některých látek vznikajících v přírodě. Velmi vysokou 

karcinogenitu vykazují např. aflatoxiny, které jsou produkovány plísněmi rodu 

Aspergillus.  

Chemické látky působí mutagenně, to znamená, že mají schopnost měnit 

genetickou informaci uloženou v buněčném jádře v molekule DNA. Látky reagující 

s DNA jsou označovány jako genotoxiny. Některé mají charakter tzv. prekarcinogenů, 

k jejichž přeměně na karcinogeny dochází až v organismu po jejich předchozí 

metabolické aktivaci. Vedle těchto mohou některé chemické látky působit i ve smyslu 

promotorů (kokarcinogeny), což jsou takové látky, které nemají mutagenní vlastnosti a 

samy o sobě vznik zhoubných novotvarů nevyvolávají. Mají však schopnost urychlovat 

a zesilovat účinek karcinogenů (mezi tyto typy látek patří např. forbolové estery).  

 

1.1.3.1 Mechanismy účinku chemických mutagenů 

K poškození DNA těmito látkami dochází díky jejich značné reaktivitě. 

Způsobují poškození DNA na základě chemické modifikace bazí, popřípadě jiných 

složek polynukleotidového řetězce. Chemické mutageny působí mnoha mechanismy a 

podle toho mohou být i klasifikovány. Jedna z klasifikací rozděluje chemické mutageny 

na dvě skupiny podle stavu replikace molekuly DNA: 

1. chemické látky, které ovlivňují replikující se i nereplikující se DNA 

2. chemické látky, které působí pouze na replikující se nukleové kyseliny.  

Chemické látky z druhé skupiny se podobají částem nukleových kyselin, a proto mohou 

být inkorporovány pouze do replikující se molekuly DNA. Většina těchto látek je 

zařazena mezi analogy bazí a barviva.  

 

Další možnost dělení chemických mutagenů je na: 

1. analogy bazí 

2. látky modifikující puriny a pyrimidiny 

3. látky způsobující deformace DNA.  
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Chemické látky ze skupiny 1 a 3 potřebují ke svému působení replikaci. 2. skupina 

ovlivňuje i nereplikující se DNA.  

 

Chemické faktory mohou působit mechanismy, jakými jsou: 

1. substituce analogy bazí (halouracilové a uridinové deriváty)   

2. chemická modifikace molekuly DNA a částí jejích nukleotidů  (kyselina dusitá, 

hydrazin, hydroxylamin a alkylační činidla) 

3. sloučeniny, které se fyzikálně váží s DNA (interkalační činidla) 

4. depolymerace DNA 

5. somatické mutace a karcinogeneze 

 

Mezi chemickými karcinogeny je veliká strukturální odlišnost, a přesto se jejich 

konečné aktivní formy vzájemně podobají tím, že reagují jako silné elektrofily (látky 

s deficitem elektronů) (Miller E.C. et Miller J.A., 1971). Chemická reaktivita, jež je 

společnou vlastností chemických karcinogenů, určuje, jak budou reagovat 

s makromolekulami (nulkeovými kyselinami). Reakce na odlišných částech nukleových 

kyselin může vykazovat i odlišné biologické efekty (Dipple et al., 1982). 

 

1.1.3.1.1. Alkylační činidla  

Alkylační činidla způsobují přenos alkylové skupiny z jedné molekuly na jinou. 

Skupina alkylačních činidel je strukturálně velmi různorodá. Nejjednodušší dělení je na 

monofunkční a bifunkční/polyfunkční alkylační činidla. Bifunkční a polyfunkční 

alkylační činidla nesou dvě a více reaktivních alkylových skupin. Ve srovnání 

s monofunkčními alkylačními činidly jsou mnohem více cytotoxické. V nízkých 

koncentracích mohou na buňku působit apopticky a nekroticky. Někdy se mohou 

bifunkční/polyfunkční alkylační činidla jevit jako monofunkční činidla díky reakci 

s pouze jedním vláknem DNA dubletu (Ramanna et Natarajan, 1966; Fishbein et al., 

1970).  

Mezi alkylační činidla patří například aziridiny, yperity, cis-platina, nitrosaminy, 

nitrosamidy a příbuzné deriváty (Fishbein et al., 1970). 

Alkylační činidla patří mezi významné chemoterapeutické látky, zároveň se však 

jedná o nejrozšířenější mutageny. Tyto látky zabíjejí buňky tím, že interferují se 

strukturou molekuly DNA. Alkylové skupiny napadají DNA, čímž způsobují nesprávné 
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čtení genetického kódu, zlomy vláken DNA a tvorbu křížových vazeb mezi bazemi. 

Výsledkem je porucha replikace a transkripce DNA.  

  Alkylační činidla tvoří nestabilní pozitivně nabité ionty (R-CH2-CH2
+), které se 

váží kovalentními vazbami s nukleofilními částmi bazí DNA. Tato interakce se zdá být 

hlavním mechanismem jak pro buněčnou smrt, tak i pro mutagenezi (Fishbein et al., 

1970; Shulman, 1993). 

Vztah mezi chemickou reaktivitou a místem působení alkylačního činidla na 

součásti nukleových kyselin je dán druhem alkylačního činidla. Některá alkylační 

činidla napadají heterocyklický dusík purinů a pyrimidinů nukleových kyselin, jiná zase 

dodatečně napadají exocyklický kyslík.  Alkylace v pozici O6 deoxyguaninu může být 

výsledkem náhodného útoku činidel, která reagují mechanismem SN1, zatímco alkylace 

výlučně na nukleofilním heterocyklickém atomu dusíku by mohla být diagnostickou 

známkou alkylačních činidel reagujících SN2 mechanismem. Velkou roli hraje i různý 

způsob aktivace alkylačních činidel (Lawely et Thatcher, 1970).  

Devadesát procent všech interakcí se koná na dusíkovém heteroatomu v pozici 7 

molekuly guaninu (N7). Méně často dochází k této reakci na dusíkovém heteroatomu 

ostatních bazí (např. N3). Vyhledávaným cílem alkylačních činidel se stává i 

exocyklický kyslík guaninu (O6). Poloha interakce je důležitá z hlediska dalšího osudu 

buňky. Například  tvorba sloučenin na dusíkovém heteroatomu v poloze 7 molekuly 

guaninu má za následek vznik vnitřních a vnějších křížových vazeb. Tyto jsou důležité 

při vzniku zlomů vlákna DNA a znemožnění replikace, jejímž konečným důsledkem 

může být ztráta chromozomu nebo buněčná smrt. Tvorba aduktů s O6 kyslíkem guaninu 

pravděpodobně souvisí se změnami podmiňujícími chybné párování DNA a mutagenezi 

(Loveless, 1969; Fishbein et al., 1970; Shulman, 1993; Dipple, 1995; Williams et 

Lemke, 2002).  

Jednou z nejčastějších iniciačních interakcí alkylačních činidel je tvorba 

monoaduktů. Všechna alkylační činidla vyvolávají tvorbu monoaduktů, (nejčastěji 

v poloze N7-guaninu) (Shulman, 1993). Jaká bude výsledná změna buňky, záleží na 

druhu alkylačního činidla a místě vzniku spojení. Může se stát, že se bude vzniklá 

sloučenina (monoadukt) rozpadat ještě dřívě, než se buňka přichystá k dělení, a tak dojít 

k přerušení replikace. Odstranění aduktu, před dělením buňky, je možné také díky 

buněčným reparačním mechanismům. Některé zvláště malé adukty neukončují replikaci 

nebo transkripci DNA, jedná se o tzv. "neblokující adukty". Odlišné je to u větších 

aduktů nebo u aduktů nacházejících se v kritických místech prostorového uspořádání, 
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kde mohou zabraňovat replikaci DNA. Není vyloučené, že by z takovýchto mechanismů 

nemohly vyústit další změny, jako jsou zlomy vláken DNA nebo delece části 

chromozomu. Tak je tomu na příklad u leukemií indukovaných alkylačními činidly, kde 

je typickým znakem ztráta celého nebo jen části chromozomu (pátého nebo sedmého) 

(Shulman, 1993). 

 U bifunkčních alkylačních činidel dochází k tvorbě vnitřních křížových vazeb. 

Tyto jsou častěji pozorovány u dvou zbytků guaninů ležících vedle sebe. Některé vnitřní 

příčné vazby zřejmě zabraňují replikaci DNA a transkripci DNA na RNA kvůli 

velikosti a prostorové konfiguraci alkylačních činidel přemosťujících dvě nebo více bazí 

(Shulman, 1993). 

 Předpokládá se, že nejdůležitějším mechanismem při ztrátě chromozomu a 

rozvoji buněčné smrti v důsledku působení alkylačního činidla je tvorba vnějších 

křížových vazeb. Vnější křížové vazby, u kterých nedojde k opravě, zabrání oddělení 

vláken molekuly DNA, nutné pro její úspěšnou replikaci (Shulman, 1993). 

 Pieper et al. (1989) při svých pokusech s c-myc plazmidovou DNA, 

inkubovanou s různými alkylačními činidly a její následnou iniciací transkripce za 

pomoci bakteriofágové RNA-polymerasy, zjistili, že dusíkatý yperit, chlorambucil a 

melphalan způsobují ukončení transkripce. Terminace však neproběhla v místě, kde se 

obyčejně vyskytují adukty (N7-guanin), ani v místě, které by mohlo být cílem pro 

vnitřní křížové vazby. Místem terminace transkripce budou zřejmě místa, která jsou 

méně alkylována, ale není však známo, které polohy by to mohly být. Z toho vyplývá, 

že i když je pozice N7 v molekule guaninu nejfrekventovanější místo alkylace, nemusí 

to být nejdůlěžitější místo alkylace vedoucí ke smrti buňky nebo k mutagenezi 

(Shulman, 1993). 

Za normálních okolností se během syntézy DNA guanin páruje 10 000 krát 

častěji s cytosinem než thyminem. Tento silný výběr umožňuje správnou replikaci 

molekuly DNA s velmi malým počtem chyb. V případě, že je guanin alkylován 

v poloze O6, vzniká zde "párovací" výhoda pro thymin, a to 20 až 50 krát větší oproti 

cytosinu, což se může projevit mutací (Toorchen et Topal, 1983).  

Mutageneze může vznikat několika mechanismy.  Po alkylaci O6-guaninu 

v DNA se tento během replikace páruje častěji s thyminem než cytosinem, ale během 

dalšího kroku syntézy DNA se bude thymin párovat s adeninem. To znamená, že pár 

GC je nahrazen AT mutantou. Alkylace se může vyskytovat i u nukleotidů, které ještě 
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nebyly inkorporovány do molekuly DNA. Při alkylaci exocyklického kyslíku (O6) 

volného guaninu se tento může párovat s thyminem vlákna DNA (Shulman, 1993).  

Alkylační činidla nejsou ovlivněna fázemi buněčného cyklu, to znamená, že 

jejich smrtící účinek na buňky probíhá ve všech jeho fázích, avšak jejich antitumorózní 

efekt je mnohem silnější v rychle se dělících buňkách. Při déletrvající toxicitě 

alkylačních činidel dochází k účinkům i na hematopoetické kmenové buňky, zde je 

znám velký mutagenní a kancerogenní účinek. Mohou také způsobit opožděný a 

dlouhodobý útlum kostní dřeně.  Tím dochází k rozvoji sekundárních malignit, jeko je 

např. akutní myeloidní leukémie (Johnson et Gross, 1998; Hunter et al., 2000). 

 

1.1.3.1.2 Sirný yperit 

Sirný yperit, zkratky: SM, H, HT - směs bis(2-chloroethyl)sulfidu a 

bis[2-(2-chloroethylthio)-ethyl]etheru, HD - destilovaný yperit, náleží do skupiny 

bojových chemických látek klasifikovaných ve vojenství jako zpuchýřující látky. Vedle 

sirného yperitu existují další druhy yperitů: oxolový yperit, sesquiyperit (Q-yperit) a 

dusíkaté yperity (NH1-3 gas).  

V čisté podobě je yperit (hořčičný plyn) bezbarvý a prakticky bez zápachu. 

Jméno "hořčičný" bylo odvozeno od jeho prvotní výroby, kdy nebylo dosaženo čisté 

formy, takže zapáchal po hořčici. Také se tvrdilo, že vydává zápach po zkažené cibuli. 

Název yperit byl odvozen od belgického jména města Ypres, poblíž kterého byl použit 

německou armádou proti Britům během První světové války roku 1917. 

 Sirný yperit neboli bis(2-chlorethyl)sulfid (Obr.18) patří mezi alkylační látky. Je 

to silný elektrofil, který reaguje s různými biomakromolekulami (DNA, RNA a 

proteiny). S makromolekulami (nukleofilními molekulami) se váže kovalentně. Yperit 

má karcinogenní a mutagenní účinky (Somani et Babu, 1989; Vijayaraghavan, 2001). 

  

 

 

Obr.18  Sirný yperit 

 

Mezi mechanismy cytotoxického účinku sirného yperitu patří: poškození DNA, 

narušení lysosomů,  inhibice mitózy, spotřeba NAD+, poruchy funkce mitochondrií 

(tedy oxidativní fosforylace) a buněčná smrt. Většina těchto změn je spojena 
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s alkylačním poškozením DNA. Kromě alkylace má yperit také schopnost reagovat 

s membránami (Somani et Babu, 1989; Lakshmana et al., 1999; Kumar et al., 2001). 

Ve vodném roztoku reaguje yperit s nukleofilními funkčními skupinami proteinů 

a NK, jako jsou například amino-, sulfhydrilové, karboxylové a hydroxylové skupiny. 

Alkylace DNA vede ke zlomům vláken, čímž se aktivuje reparační enzym poly(ADP-

ribosa) polymerasu (neboli PARP). Ten spotřebovává buněčný NAD+, jehož nedostatek 

inhibuje glykolýzu. Inhibicí glykolýzy se naruší energetická bilance v buňce, což 

způsobí buněčnou smrt. Alkylace DNA (Obr.19) také způsobuje chyby v kódování, 

malou přesnost při opravách, inhibici replikace a podobně (Papirmeister et al., 1985; 

Kumar et al., 2001). 

Alkylace molekul RNA může vést k poškození translace a následné buněčné 

smrti. Cytotoxický vliv alkylačních činidel je vysvětlován inukcí degradace enzymů. 

Vazba yperitu s proteiny, zejména s thiolovými skupinami cysteinu, způsobuje jejich 

strukturální změny. Takové změny mohou vyvolat poruchu enzymové aktivity a 

normální fyziologie buňky. Sirný yperit je schopen alkylovat i proteiny v membráně 

nebo indukovat lipidovou peroxidaci, které mohou opět vést k nevratným změnám a 

buněčné smrti. Byl popsán i účinek yperitu na stabilitu lysosomální membrány a 

uvolnění enzymů jako je například cystinová proteasa a fosfolipasa v cytoplazmě. 

Zvýšená aktivita fosfolipasy A2 způsobuje degradaci fosfolipidové membrány, což 

způsobuje uvolnění kyseliny arachidonové z buněčné membrány.  
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Obr.19 Tvorba křížových vazeb mezi dvěma protilehlými guaniny molekuly DNA 

spojených yperitem. 

 

Účinky sirného yperitu mohou být z klinického hlediska lokální, systematické a 

nebo obé. Závisí to na vnějším prostředí, zasažených orgánech a také na rozsahu a délce 

expozice. Po styku sirného yperitu s kůží a sliznicemi se po jisté době latence (6-24 

hodin) objevují lokální změny - od lehké iritace projevující se erytémem až po rozsáhlé 

eroze a puchýře. Tvorba kožních puchýřů souvisí s přerušením dermo-epidermálních 

spojení, při kterém by mohl hrát roli aktivátor plazminogenu, uvolněný z nekrotizujících 

buněk. Ačkoli je sirný yperit řazen mezi zpuchýřující látky, jeho účinek se neprojevuje 

pouze na kůži, ale na všech epitelech, se kterými přijde do styku. Bezprostředně 

napadenými orgány po expozici yperitem jsou zejména oči a epitel dýchacího systému. 

Objevují se edém rohovky, blefarospasmus (stah víček), fotofobie, konjunktivitida, při 

vyšších dávkách pak ulcerace až perforace rohovky a oslepnutí.  V důsledku poškození 

epitelu horních cest dýchacích dochází ke zvýšené sekreci nosní sliznice, epistaxi 

(krvácení z nosu), bolestem v krku, chrapotu a kašli. Poškození dolních cest dýchacích 

pak vede k rozvoji pseudomembranózní tracheobronchitidy doprovázené suchým 

kašlem, tachypnoí a horečkou. Při závažnějších intoxikacích se může rozvinout 

nekrotická bronchitida, bronchopneumonie a edém plic. Destrukce epitelu dýchacícho 

systému také umožňuje rozvoj sekundárních infekcí s nezřídka fatálními následky.  
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Sirný yperit je vysoce lipofilní a snadno prochází kůží i sliznicemi. Ačkoli stojí 

poškození kůže, očí a dýchacího systému v popředí klinického obrazu po intoxikaci 

v rámci environmentální expozice, větší část absorbované dávky proniká hlouběji do 

organizmu. Systémové účinky, z nichž nejzávažnější je útlum krvetvorby, se však 

většinou objevují až po absorpci vyšších dávek, k níž dochází zejména při rozsáhlé 

lokální expozici (Papirmeister et al., 1985; Somani et Babu, 1989; Freitag et al., 1991; 

Lakshmana et al., 1999).  

Jako celková terapie akutní intoxikace yperity slouží natrium thiosulfát, jeho 

podání musí být do 20 minut po expozici, což je však v praktických podmínkách téměř 

nepoužitelné zejména kvůli dlouhé době latence. Terapeutické snahy se soustředí 

především na symptomatickou léčbu a prevenci sekundárních infekcí. K tomu se 

používají širokospektrá antibiotika, kortikoidy, antihistaminika, sedativa, neuroplegika. 

Zásadní je proto vhodná prevence expozice touto látkou  (Papirmeister et al., 1985).  
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1.2 REPARACE DNA  

  

Jak bylo napsáno v úvodu, molekula DNA je v buňce vystavována mnoha 

útokům z vnějšího i vnitřního prostředí. Je to poměrně reaktivní sloučenina, která 

reaguje na působení vnějších vlivů (např. záření nebo chemických sloučenin) a vlivů 

vycházejících z intracelulárního prostředí. O zachování stability genomu, a tedy dalšího 

osudu buňky, rozhoduje schopnost opravit poškozenou molekulu DNA. Opravné 

systémy jsou esenciální a případná porucha regulace opravy genů může vyústit ve 

významné a vážné zdravotní důsledky pro organismus. Tyto mohou zahrnovat například 

zvyšování výskytu vrozených defektů, nádorových novotvarů a zrychlené stárnutí. 

(Ronen et Glickman, 2001) 

Padesát let po objevení struktury DNA přichází jedno z nejzajímavějších témat 

v moderní biologii. Díky sekvenování lidského genomu (Lander et al., 2001; Venter et 

al., 2001) se zjišťuje existence velkého množství proteinů zapojených do ochrany 

genomu. Je známo více jak 125 genů, které jsou přímo zahrnuty do opravy DNA 

(Ronen et Glickman, 2001). Oprava poškozené DNA se děje řadou mechanismů 

zahrnující rozpoznání a odstranění lézí DNA, toleranci k porušené DNA a ochranu před 

vznikem inkorporačních chyb vznkajících během replikace nebo opravy DNA.  (Ronen 

et Glickman, 2001) 

 Geny pro reparaci DNA bychom mohli rozdělit na dvě podskupiny: na geny se 

signalizační a regulační funkcí a na geny s rozdílnými reparačními mechanismy. Do 

posledně jmenovaných patří například geny pro přímé opravy poškození, mismatch 

reparace (MMR), bázové excizní reparace (BER), nukleotidové excizní reparace (NER)  

a geny pro opravy dvojitých zlomů DNA (DSB) (Christman et al., 2001).  

 

 

1.2.1 Přímá oprava poškození 

 Fotoreaktivace patří mezi přímé reparace poškozené DNA. Ve viditelné oblasti 

záření se aktivuje fotoreaktivní enzym "fotolyasa", který je schopen opravit 

pyrimidinové dimery. Ke štěpení CPD dochází díky energii získané od chromoforů, 

které absorbovaly světelnou energii. Tyto chromofory jsou součástí fotolyasy. 

(Dosoudilová, 2008) 

 Pro opravy jednořetězcových zlomů je připravena DNA-ligasa. V místech, kde 

došlo k porušení celistvosti vlákna DNA, katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby. 
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 Adukty vytvořené alkylačními činidly na exocyklickém kyslíku guaninu jsou 

opravovány enzymem O6-alkylguanin-DNA-transferasou. Oprava je zprostředkována 

kovalentním přenosem alkylové skupiny ze substituovaného guaninu na vlastní 

cytosinový zbytek reparačního enzymu. Během opravy se enzym spotřebovává, tím se 

v buňkách snižuje jeho koncentrace i jeho schopnost opravit všechny vytvořené adukty. 

Koncentrace O6-alkylguanin-DNA-transferasy uvnitř buněk se liší podle druhu tkání a 

může tak odrážet ruzné mutagenní efekty alkylačních činidel v různých tkáních (Trey et 

Gerson, 1989). Buňky kostní dřeně jsou známé nízkou koncentrací 

O6-alkylguanin-DNA-transferasy, což se může projevit větší citlivostí k mutagenním 

efektům alkylačních činidel (Gerson et al., 1987). Díky tomu se zřejmě stala akutní 

myeloidní leukémie jednou z nejčastějších příčin vzniku nádorových novotvarů 

způsobených alkylačními činidly. Léčba kostní dřeně alkylačními činidly může navíc 

vést k tomu, že progenitorové buňky kostní dřeně podlehnou syntéze DNA a 

buněčnému dělení. Tento podnět k dělení spojený s nízkou hladinou 

O6-alkylguanin-DNA-transferasy může způsobit vícenásobné alkylace exocyklického 

kyslíku (O6) molekuly guaninu, které nejsou opraveny před syntézou DNA, čímž 

dochází k chybnému párování. O6-alkylguanin se bude párovat s thyminem místo 

cytosinu za vzniku jednoduchých mutací bazí (Shulman, 1993). 

 

 

1.2.2 Mishmatch reparace (MMR) 

 Mishmatch reparační systém je zodpovědný za odstranění chybného párování 

bazí, který byl způsoben spontánní a indukovanou deaminací, oxidací, methylací bazí a 

replikačními chybami (Umar et Kunkel, 1996). 

 Hlavním cílem MMR jsou chybné páry, jako G-T  (vznikající deaminací 

5-methylcytosinu), G-G, A-C a C-C. MMR se nezaměřuje pouze na chyby v párování, 

ale také na chemicky indukované léze DNA, jako například alkylací indukovaný 

O6-methylguanin párující se s cytosinem nebo thyminem, nebo 1,2-vnitřní křížové 

vazby (GpG) způsobené cisplatinou, fotoprodukty indukované UV zářením, purinové 

adukty benzo(a)pyren-7,8-dihydrodil-9,10-epoxidů, 8-oxoguaninu a další (Christmann 

et al., 2003). 

MMR probíhá ve dvou krocích. V prvním kroku dochází pomocí komplexu MutS 

k rozpoznání chybných párů bazí nebo chemicky modifikovaných bazí. Komplex MutS 
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je složen ze dvou homologních proteinů MSH2 a MSH6 (také známý jako GT-vázající 

protein) a váže se k poškozeným částem DNA (Christmann et al., 2003). 

 Aby se mohl komplex MutS připojit k části DNA s chybným párováním, musí se 

spojit s dalším heterodimerem MutL, který obsahuje opravné proteiny MLH1 a PMS2. 

Vystřižení části vlákna DNA s chybou v párování provádí exonukleasa I a novou 

syntézu pak polymerasa δ (Obr.20) (Christmann et al., 2003). 

 

 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.20 Mechanismus mismatch reparace (MMR). Rozpoznání lézí DNA se děje pomocí 

MutS (složeného z opravných proteinů MSH2 a MSH6). (převzato z Christmann et al., 

2003) 
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1.2.3 Nukleotidová excizní reparace (NER) 

 Objemné DNA adukty, jako jsou UV zářením indukované (6-4)fotoprodukty a 

CPD, vnitřní křížové vazby, obrovské adukty způsobené metabolity aflatoxinu, 

benzo(a)pyrenu a dalšími genotoxiny, jsou opravovány nukleotitovou excizní raparací 

(NER). Je to komplex asi 30 proteinů. NER sestává ze dvou důležitých cest: (1) celkové 

opravy genomu (GGR) a opravy spojené s transkripcí (TCR) (Christmann et al., 2003). 

GGR není pravděpodobně závislá na transkripci a odstraňuje poškození z domén, které 

ještě nebyly přepsány. Mechanismus reakce zahrnuje rozpoznání poškozených částí 

DNA. Toto rozpoznání je uskutečněno proteiny XPC–HR23B, RPA–XPA onebo  

DDB1–DDB2. Rozvolňování DNA provádí transkripční faktor TFII a vystřižení 

poškozené části pak exonukleasy XPG a XPF–ERCC1. Resyntéza se děje za účasti 

polymerasy δ nebo ε a připojení zprostředkovává DNA ligasa I (Obr. 21) (Christmann 

et al., 2003). 

TCR odstraňuje poškození, která blokují RNA polymerasu, z aktivně přepisovaných 

vláken. Během TCR dojde k odstranění (nebo přemístění) RNA polymerasy II. To je 

způsobeno nahromaděním CSA, CSB a/nebo TFIIH na stranu poškozené části vlákna 

DNA. Poškození se tak stane dostupným pro exonukleasy XPF–Ercc1 a XPG, které 

odštěpí poškození na vlákně DNA. Resyntéza je uskutečněna polymerasou δ nebo ε a 

připojení zprostředkovává DNA ligasa I (Obr.21) (Christmann et al., 2003). 
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Obr.21 Mechanismus obou drah nukleotidové excizní reparace. (převzato z Christmann 

et al., 2003) 
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1.2.4 Bázová excizní reparace (BER) 

 BER je zodpovědná za odstranění poškozených bazí molekuly DNA. Poškozené 

baze jsou rozpoznány díky specifickým enzymům (DNA-glykosylasam). Hlavními 

substráty pro BER jsou oxidované baze, jejichž množství samovolně roste během 

zánětlivých procesů nebo po expozici exogenními vlivy, jako je například UV záření. 

Mezi další poškození vhodná pro BER patří i alkylovaná DNA. BER odstraňuje 

z poškozených částí inkorporovaný uracil, fragmentované pyrimidiny, N-alkylované 

puriny (7-methylguanin, 3-methyladenin, 3-methylguanin), 8-oxo-7,8-dihydroguanin 

(8-OxoG) a mnoho dalších. 8-OxoG je vysoce mutagenní, protože se chybně páruje 

s adeninem. N-alkylované puriny podléhají spontánní hydrolýze N-glykosidické vazby, 

čímž vznikají apurinová/apyrimidinová (AP) místa. Tato jsou též reparována za účasti 

BER (Christmann et al., 2003). 

 Jak bylo uvedeno výše, rozpoznání poškozené DNA je zajištěno specifickými 

DNA glykosylasami (v savčích buňkách bylo nalezeno 11 různých glykosylas). 

DNA glykosylasa však dokáže odstranit i chybnou bazi hydrolýzou N-glykosidické 

vazby. I přes velký počet jsou tyto glykosylasy rozděleny do dvou podskupin - 

- glykosylasy typu I a II. Glykosylasy typu I zanechávají po odstranění chybné baze AP 

místa. Fosfodiesterové vazby zbylých AP míst jsou vystřiženy AP endonukleasou 

(APE1 neboli APEX) a vzniká 5-deoxyribosa-5-fosfát (5-dRP), jde o tzv. dlouhou 

variantu BER. Zatímco glykosylasy typu II (v tzv. krátké variantě BER) po odstranění 

chybných bazí štěpí AP místa 3'-endonukleasouvou aktivitou, čímž vznikají jednoduché 

zlomy (Christmann et al., 2003). 

Dalším krokem po odstranění chybných bazí je vsunutí nukleotidu, což nezávisí na 

chemické struktuře AP místa. Při krátké variantě BER je 5-dRP odstraněn 

DNA-polymerasou β (Pol β) vložením jediného nukleotidu. V dlouhé variantě je také 

zahrnuta Pol β, ale v tomto případě vkládá první nukleotid na redukované AP místo 

(Obr. 22) (Christmann et al., 2003). 

Posledním krokem je ligace za účasti DNA-ligasy I, která se uplatňuje v delší variantě 

BER) a III , uplatňující se v  kratší variantě (Christmann et al., 2003). 
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Obr.22 Mechanismus bázové excizní reparace. Rozdělení BER na dlouhou a krátkou 

variantu. (převzato z Christmann et al., 2003) 
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1.3 METODY DETEKCE POŠKOZENÉ DNA 

  

K detekci a stanovení poškozené molekuly DNA lze použít široké spektrum 

metod. Patří mezi ně 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, alkalická eluce, elektroforéza a jednobuněčná gelová elektroforéza 

či kometové testy. (Kumari et al., 2008) 

  

1.3.1 Imunoassay 

Principem těchto metod je schopnost poškozené molekuly DNA navázané na bílkoviny 

vyvolat imunitní reakci. Používají se polyklonální i monoklonální protilátky. Velmi 

často se tato technika používá k detekci oxidativního poškození DNA, ale má určitá 

omezení z důvodu možné zkřížené reakce s normálními bazemi DNA. Radiochemicky, 

fluorescenčně nebo enzymaticky značené protilátky se hodí i k detekci 

UV-fotoproduktů. Mohou se jimi stanovovat i produkty metabolických procesů jako je 

např. lipoperoxidace nebo biosyntéza prostaglandinů, při kterých se tvoří endogenní 

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

 

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

 Nejběžnější imunologickou metodou pro kvantifikaci poškozené DNA je 

kompetitivní ELISA. Existuje mnoho variací ELISA metody používající alkalickou 

fosfatasu nebo sekundárního antiséra konjugovaného s peroxidasou pro detekci 

primárních protilátek. Produkt vazby protilátek na antigeny se mohou hodntit 

flouresčenčně, fotometricky nebo radioaktivně. Antigenem je modifikovaná DNA nebo 

monoadukt, které se váží s protilátkou. (Santella, 1999) 

 

1.3.1.2 Imunohistochemické metody 

 Buňky nebo tkáně jsou při této technice fixovány a vystaveny působení RNasy a 

proteas, aby byly odstraněny proteiny a RNA, které by mohly zkříženě reagovat 

s protilátkami místo DNA. Dále jsou obarveny propidium jodidem, ten umožňuje 

imunofluorescenční vizualizaci jader buněk neobsahujících adukty. Metoda je schopna 

zachytit adukty i ve velmi malém množství vzorku. Používá se v in vitro a in vivo 



 35

studiích zhoubných novotvarů a onemocnění způsobených oxidativním stresem. 

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

 

1.3.1.3 Radioimunoanalýza (RIA) 

Patří mezi imunochemické metody. Používá se ke stanovení (6-4)fotoproduktů a 

CPD (Santella, 1999; Kumari et al., 2008). Vedle stanovované látky (karcinogenní 

adukty nebo zhoubně pozměněná DNA) sloužící jako antigen  se zde používá ještě látka 

se stejnou strukturou jako antigen, avšak radioaktivně značená.  Dále se zde uplatňuje 

protilátka, která je namířena proti oběma antigenům. Protilátka se váže kompetitivně na 

oba antigeny, stanovovaný i značený.  Nejprve se musí vytvořit standardní křivka za 

použití směsi známých množství značeného i neznačeného (stanovovaného) antigenu. 

Koncentrace protilátky a radioaktivně značeného antigenu bude neměnná, naopak 

koncentrace neznačeného antigenu bude vzrůstat. S rostoucí koncentrací neznačeného 

antigenu se bude zmenšovat vazebnost radioaktivního izotopu s protilátkou. Nakonec se 

nechá primární protilátka navázat se sekundární protilátkou (antisérem) a měří se 

radioaktivita (Santella, 1999). 

 

 

1.3.2 Blotting 

Imuno-slot-blot (ISB) se využívá k detekci a kvantifikaci strukturálně 

modifikované DNA, která je stabilní vůči teplotě a alkáliím. Základním krokem je 

imobilizace jednovláknové strukturálně modifikované DNA na nitrocelulózové 

membráně. Ukotvená DNA se nechá reagovat se specifickou monoklonální protilátkou, 

která je namířena přesně proti modifikovaným částem molekuly DNA. Protilátka 

navázaná na pozměněnou DNA je označena další (sekundární) značenou protilátkou. 

(Nehls et al., 1984; Santella, 1999; Kumari et al., 2008) 
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1.3.3 PCR 

 Je to jedna z nejspolehlivějších technik používaných k detekci poškozené DNA. 

Principem je zastavení syntézy komplementárního vlákna v místě poškození. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. Schematické znázornění aplikace PCR v detekci poškozené DNA UV zářením. (a) 

jednořetězcový zlom DNA způsobený působením UV záření, (b) denaturace a annealing, (c) 

amplifikace, (d) gelová elektroforéza ukazující rozdílné proužky: 1. pruh - marker, 2. pruh - 

kontrola, 3. pruh - po 1 hodině působení UV, 4. pruh - po 2 hodinách působení UV a 5. pruh - 

po 3 hodinách působení UV. (Použito z Kumari et al., 2008). 

 

1.3.4 Halo assay 

 V této metodě se interkaluje barvivo propidium jodid (PI - fluorescenční 

interkalační barvivo) do dvojitého helixu DNA a způsobuje tak změny 

v nadšroubovicovém vinutí. U DNA je pak možno sledovat flouresčenční halo, které se 

diametrálně mění podle koncentrace PI. Při nízkých koncentracích PI jsou 

nadšroubovicová vinutí rozvolněna, zatímco při vyšších koncentracích PI dochází ke 

zpětnému převinutí točivého vlákna, ale na opačnou stranu. Pomocí halo testu lze 
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stanovovat  jednoduché zlomy DNA v jednotlivých buňkách. Vylepšená varianta halo 

testu je tzv. alkalický halo test (AHA - alkaline-halo assay). AHA se provádí v několika 

na sebe navazujících krocích. Buňky jsou rozmíchány v rozpuštěné agaróze a naneseny 

na podložní sklíčko. Dále jsou inkubovány v alkalickém roztoku s vysokým obsahem 

solí, pak následuje další inkubace tentokrát v hypotonickém alkalickém roztoku. 

Nakonec jsou sklíčka s buňkami obarvena ethidium bromidem. Za těchto podmínek 

difundují fragmenty jednořtězcové DNA radiálně z jádra a vytvářejí tak fluoreskující 

obraz. Existuje ještě tzv. fast halo assay (FHA). (Kumari et al., 2008) 

 

 

1.3.5 TUNEL assay (terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated 

deoxyuridine triphosphate nick end labeling) 

 Z názvu vyplývá, že jde o detekci fragmentů DNA, jejichž volné konce jsou 

označené fluoresceinem, pomocí fluorescenčního mikroskopu. Tato metoda se používá 

ke zjišťování jednoduchých a dvojitých zlomů a k detekci apoptózy. Díky fragmentaci 

DNA a zlomu vlákna se obnaží 3'-OH konec, tím může dojít pomocí 

deoxynukleotidyltransferasy k enzymatickému značení modifikovaným nukleotidem 

dUTP a digoxigeninem. K signální detekci se použije protilátka antidigoxigenin. 

(Kumari et al., 2008) 

 

 

1.3.6 Chromatografie 

 Analytická metoda s mnoha a mnoha modifikacemi, které se stále vylepšují. 

K detekci molekuly DNA je však vhodná zejména gelová chromatografie. Tato slouží 

k oddělování DNA podle její velikosti. V případě modifikace bazí DNA, například 

oxidací, je možné je detekovat pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

(HPLC). 

 

 

1.3.6.1 HPLC-ESI-MS 

 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie tandemově spojená s hmotnostním 

spektrometrem za použití ionizace elektrosprejem je senzitivní a specifická metoda, i 

když se nehodí např. pro detekci oxidativních poškození bazí, zejména guaninu, 

z důvodu časné eluce kapalné chromatografie. Měkká ionizace elektrosprejem 
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umožňuje hodnotit poškození DNA způsobená řadou chemikálií, fotoprodukty vyvolané 

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

 

 

 

1.3.6.2 GC-MS 

 Plynová chromatografie tandemově spojená s hmotnostní spektrometrií je běžně 

používána pro stanovení oxidativních poškození DNA, právě pro svou schopnost 

detekovat velké množství produktů bazí DNA.  

 

 

1.3.7 FISH (flourescenční in situ hybridizace) 

 Jde o neizotopovou značící metodou, která stanovuje vzájemnou polohu 

poškozených úseků DNA v jádře nebo chromozomu. Používá hybridizační sondy 

značené fluorochromy. Každý flourochrom pak ve fluorescenčním mikroskopu emituje 

světlo o jiné vlnové délce (barvě). Pomocí FISH jsou odhalovány například 

chromozomální aberace. Vyhodnocení se provedí ve flourescenčním mikroskopu. 

 Modifikací FISH je DD-FISH (dual-color a dual-fusion FISH), která se používá 

ke stanovení minimálního reziduálního onemocnění (MRD) s chronickou myelocytární 

leukémií (CML) po alogenní transplantaci hematopoetických kmenových buněk. 

(Kumari et al., 2008) 

 

 

1.3.8 Průtoková cytometrie (FCM - Flow cytometry) 

 Fragmentace DNA se projevuje při nekróze a autolýze jinak, než při apoptóze. 

Právě pro detekci apoptózy byla vyvinuta průtoková cytometrie. Tato metoda se dále 

používá k vyhledávání chromozomálních aberací, k detekci záměny sesterských 

chromatid, chemických aduktů a zlomů vláken DNA. (Kumari et al., 2008) 

  

 

1.3.9 Značení annexinem V 

 Annexin V není schopen vazby na živé buňky, a to kvůli nemožnosti prostoupit 

lipidovou dvojvrstvou buněčné membrány. Během časné apoptózy jsou fosfatidylseriny 

(PS) translokovány na vnější stranu membrány. Proto se pro detekci translokace PS 
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používá fluorescenčně značený protein Annexin V. Tento se váže s PS za účasti Ca2+. 

Živé buňky jsou negativní jak pro propidium jodid, tak pro annexin V, zatímco mrtvé 

buňky jsou pozitivní v přítomnosti propidium jodidu i annexinu V. (Kumari et al., 2008) 

  
 

 

1.3.10 Elektrochemické metody 

 Elektrochemické metody nabízejí citlivý, selektivní a miniaturizovaný způsob k 

detekci poškozené DNA. Molekula DNA je schopna vydávat elektrochemické signály 

díky schopnosti redukce nebo oxidace jejích bazí. Adenin, guanin a cytosin podléhají 

redoxním procesům na rtuťové elektrodě, zatímco na uhlíkové a některých dalších 

pevných elektrodách se guanin a adenin oxidují. Některé z těchto signálů reagují na 

změny v molekule DNA. Tak se mohou stanovovat např. oxidativní změny, thyminové 

dimery  (ty však nemohou být stanovovány, dokud jsou spojeny se zakrouceným 

helixem DNA. Je možné zjišťovat i přímá a nepřímá poškození zářením. 

 

 

1.3.11 Sedimentace DNA  

Název napovídá, že principem této metody bude oddělování fragmentů DNA na 

základě jejich velikosti, hmotnosti či hustoty. Důležitým krokem před separací je lýza 

buněčné stěny. 

Centrifugací se může celý proces sedimentace urychlit a navíc mohou být od 

sebe odděleny i složky, které by se za normálních okolností od sebe neoddělily. To 

znamená složky, které by nesedimentovaly vůbec a nebo velmi pomalu. Centrifugace se 

děje v roztoku a je rozdělena do několika typů. Nám stačí obecné rozdělení na 

centrifugaci izopyknickou (dělení částic na základě jejich hustoty) a izokinetickou 

(dělení částic na základě jejich rychlosti pohybu). 

 

 

1.3.12 Alkalická eluce  

 Tato metoda využívá k separaci molekuly DNA její velikost. Součástí alkalické 

eluce je filtr (polykarbonátový, polyvinylchloridový), na který se umístí DNA. Struktura 

filtru slouží jako mechanická překážka v pohybu dlouhých vláken DNA. Pohybu 
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napomáhá pomalý průtok alkalického roztoku. Platí, že čím menší (kratší) vlákna, tím 

snadnější průchod filtrem. Frekvence zlomů tak určuje stupeň eluce DNA. 

 Alkalická eluce byla jako jedna z hlavních metod (ještě před kometovým testem) 

určena k detekci jednořetězcových zlomů DNA,  alkalilabilních míst, křížových vazeb 

DNA-DNA a křížových vazeb DNA-protein, a detekci opravy DNA. (Kohn et Grimek-

Ewig, 1973; Kaeck et al., 1993) 

Podobná metoda využívající neutrálního prostředí, které nezpůsobuje denaturaci 

DNA, je zaměřena na eluci dvouvláknových zlomů. Stupeň eluce tak závisí pouze na 

frekvenci dvouvlkáknových zlomů, bez vlivu zlomů jednovláknových.  

  

 

1.3.13 Elektroforéza 

 Elektroforéza je založena na separaci makromolekul podle jejich velikosti. Aby 

molekula v elektrickém poli migrovala, potřebuje mít náboj. DNA má záporný náboj 

díky fosfátovým skupinám, tudíž se bude pohybovat směrem ke kladné elektrodě, tedy 

anodě. Vzdálenost, kterou fragment urazí je nepřímo úměrná jeho velikosti. 

 

1.3.13.1 Jednobuněčná gelová elektroforéza (kometový test neboli SCGE) 

 Kometový test (SCGE - single cell gell electrophoresis) je univerzální, citlivá a 

rychlá metoda vhodná k detekci jednoduchých a dvojitých zlomů DNA v jednotlivých 

buňkách.  

 Historie kometového testu sahá do roku 1984, kdy jej poprvé publikovali Östling 

a Johanson. Tuto metodu použili k detekci DNA zářením poškozených buněk. Savčí 

buňky ovlivněné zářením smíchali s tekutou agarózou a nanesli je na podložní sklíčko. 

Po ztuhnutí při 4 °C sklíčka ponořili do neutrálního detergentového roztoku, který 

buňky zlyzoval, tzn. odstranil buněčnou stěnu. Po lýze nechali gelem procházet slabý 

proud (5V/cm) po dobu pěti minut. Elektrický proud vytáhl nabitou molekulu DNA 

z jádra a to tak, že relaxované a zlomené fragmenty DNA migrovaly mimo oblast jádra. 

DNA v gelu byla posléze obarvena fluorescenčním barvivem (akridinovou oranží) a 

pomocí fluorescenčního mikroskopu hodnocena. Výsledné obrazce svítily zeleně a 

podobali se kometám (Obr.23). Östling a Johanson zjistili, že množství DNA uvolněné 

z hlavičky komety během elektroforézy bylo závislá na  dávce záření.(Östling et 

Johanson, 1984; ) 
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Touto metodou se dají stanovovat jednoduché a dvojité zlomy, oxidativní 

poškození, jednoduché zlomy související s inkompletní excizní reparací způsobené UV 

zářením atd..  

Při kometovém testu lze použít alkalického i neutrálního prostředí. Obě metody 

jsou schopny detekovat nízký stupeň poškození DNA. Collins et al. (1997) zjistili, že se 

alkalická a neutrální elektroforéza liší svými obrazy. Za alkalických podmínek je 

množství uvolněné DNA do ocasu asi 90 %, zatímco při neutrálních je to pouhých 25 

%. Při alkalické elektroforéze se tedy zvyšuje citlivost stanovení. (Collins et al., 1997) 

V současné době se nejvíce využívá alkalická jednobuněčná gelová 

elektroforéza. Ve srovnání s ostatními metodami je kometový test pro stanovování 

genotoxicity velmi výhodný. Je schopen detekovat nízký stupeň poškození DNA, 

k čemuž není potřeba velkého množství buněk. Pro zvýšení specifity, tzn. pro 

rozpoznání konkrétnějších typů poškození DNA, lze použít v SCGE kombinaci různých 

enzymů (Dvořák et Matejovičová, 2008).  

Principem metody je měření množství fragmentů DNA (v ohonu komety) 

putujících v elektrickém poli. DNA má přirozeně záporný náboj v neutrálním a 

alkalickém prostředí, který jí umožňuje pohyb směrem k anodě (+). Rychlost migrace 

DNA závisí na velikosti molekuly a počtu zlomů. (Collins et al., 1997) 

Buňky se jsou vystaveny působení mutagenu, díky němuž dochází k narušení 

molekuly DNA a tvorbě zlomů. Zlomy způsobí fragmentaci molekuly DNA a tvorbu 

komet při elektroforéze.  

V našich pokusech jsme použili yperit.  Ten však tvoří v molekule DNA křížové 

vazby, které její vlákna svazují a nedovolují migraci. V některých pokusech s yperitem 

jsme buňky inkubovali také styrenoxidem (SO), který způsobuje změny na DNA 

v podobě aduktů a nasledně bodových mutací, chromosomalních aberací a výměn 

sesterskych chromatid. Jeho použitím po inkubaci buněk sirným yperitem jsme docílili 

tzv. obráceného kometovéhu testu. Buňky inkubované se styrenoxidem, bez použití 

yperitu, vykazují při zvyšující se koncentraci SO větší podíl rozvolněné DNA v ohonu. 

Použitím yperitu dochází k opačnému efektu. To znamená, že se zvyšující se 

koncentrací yperitu, i když byly buňky inkubovány i se styrenoxidem, či jinou látkou 

tvořící komety, se podíl rozvolněné DNA v ohonu snižoval, právě z důvodu tvorby 

křížových vazeb v molekule DNA. 

Ovlivněné buňky jsou promíchány s 1% nízkotuhnoucí agarózou (LMP) a 

naneseny na podložní sklíčko, které bylo předem potaženo z jedné strany normální 
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agarózou. LMP agaróza má oproti normální agaróze sníženou teplotu tuhnutí, takže je 

za fyziologických teplot (37°C) ještě tekutá. To umožňuje přidání ovlivněných buněk 

bez rizika jeich poškození vysokou teplotou. Podložní sklíčko i  s buňkami se po 

ztuhnutí LMP agarózy vloží do lyzačního roztoku, kde dochází k rozpadu buněčných 

membrán. Po lýze je možno ještě před vložením do elektroforetického tanku použít 

různé enzymy (např. endonukleasu III, Alk A). Enzymy jsou schopny štěpit určité úseky  

molekuly DNA a jejich kombinací je možno sledovat různé druhy poškození DNA. 

Pomocí endonuklasy III se zjišťují oxidační poškození pyrimidinů. V elektroforetickém 

tanku dochází působením alkalického roztoku k denaturaci DNA, rozplétání 

alkalilabilních míst a vzniku zlomů. Po rozplétání se provede elektroforéza. 

Fragmentovaná molekula DNA putuje ven z jádra směrem k anodě. Po elektroforéze 

následuje promývání v neutralizačním roztoku a deionizované vodě, kvůli odsolení 

agarózy s buňkami na sklíčcích, ionty minerálů totiž zháší fluorescenci ethidium 

bromidu. Obarvením se zviditelní ohon i hlava komety (Obr. 23). Čím větší bude počet 

zlomů, tím větší množství poškozené DNA bude v ohonu. Množství DNA v ohonu tedy 

odráží rozsah jejího poškození. To je dáno koncentrací zkoumané látky a délkou 

expozice poškozující látky (např. yperitu) (Dvořák et Matejovičová, 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.23  Kometa. Převzato z Dvořák et Matejovičová, 2008. 
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Kalibrace kometového testu pomocí rentgenového záření
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Kalibrace kometového testu se provádí měřením poškození buněk po ovlivnění 

vzrůstajícími dávkami ionizačního záření (Obr. 24). Z důvodu rychlé reparace 

jednořetězových zlomů je nutné provádět ozařování na ledu a neprodlužovat dobu před 

alkalickou lýzou, která zastavuje reparační děje (Collins et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Obr. 24 Kalibrační křivka kometového testu použitím rentgenového záření. (Použito z Collins et 

al., 2008)
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2 PRAKTICKÁ ČÁST 
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2.1 Materiál 

 

2.1.1 Buněčné linie 

HeLa buňky - ovariální buňky 

UV-20 - buňky křečka (nemá NER) 

A 549 - buňky plicního karcinomu 

AA8 - buňky ovaria čínského křečíka 

 

 

2.1.2 Pomůcky  

Petriho misky, sterilní, s průměrem 4 cm 

Kádinky 

Erlenmayerovy baňky 

Podložní a krycí mikroskopická sklíčka 

Ependorfky 

Savičky 

Automatické pipety a špičky 

Stojan na ependorfky 

Laboratorní podložky 

Elektroforetický tank 

a další běžné vybavení laboratoře 

 

 

2.1.3 Přístroje a softweare 

Vodní lázeň (37°C MTA, Kutesz 609/a (Maďarsko) 

Magnetická míchačka s ohřevem MSH basic (yellow line, Německo) 

Výrobník ledové tříště (Angelantoni Industrie, Itálie) 

Ice Maker CB 184 (Brema) 

Analytické váhy (Boeco, Německo) 

Předvážky EMB 220-1 (Kern, Německo) 

Lednice (Calex, Iberna, Bosch) 

Fluorescenční mikroskop Nikon Eclipse E400, zvětšení 20x / 0,5 (Japonsko) 

Digitální kamera 

Windows XP 
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Lucia commet assay: Laboratory imaging, Praha 

Statistický program: Sigma-stat  

Excel 

 

2.1.4 Chemikálie 

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

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

Agaróza standard (Serva-Boehringer Bioproducts Partnership, Německo) 

Alk A (získáno darem od RNDr. Karel J. Angelis, CSc., Ústav experimentální 

botaniky AVČR) 

EDTA (Lachema ČR) 

Endo III (získáno darem od RNDr. Karel J. Angelis, CSc., Ústav experimentální 

botaniky AVČR) 

Endopufr 

Ethidium bromid 95% (Sigma Aldrich, Německo) 

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

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

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

KCl p.a (Lachema, Brno, ČR) 

KOH p.a (Lachema, Brno, ČR) 

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

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

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

Styrenoxid 

Tris (Penta, Chrudim, ČR) 

Triton X-100 (Laboratories, Anglie) 

 

2.2 Příprava roztoků a pracovní postup 

 

2.2.1 Příprava roztoků 

 

2.2.1.1 Agaróza 1% 

Agaróza na potažení sklíček   1 g   do 100 ml destilované vody 

HMP agaróza     100 mg  do 10 ml PBS 
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LMP agaróza    100 mg  do 10 ml PBS 

 

2.2.1.2 Lyzační roztok (1000ml)  

 2,5 M NaCl    

 100 mM EDTA   

 10 mM Tris   

 do 1000 ml destilované vody 

Směs se nechala vychladit na 4 °C . 

Před použitím k experimentu se přidal 1% Triton X-100 (1 ml do 100 ml lyzačního 

roztoku). Nová směs se nechala důkladně promíchat 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 Neutralizační roztok (1000 ml) 

 0,4 M Tris   do 1000 ml destilované vody 

 požadované pH 7,5  upraveno HCl 

 

2.2.1.5 Endo pufr 

 40 mM HEPES   

 0,1 M KCl    

 0,5 EDTA    

 do 100 ml destilované vody 

 požadované pH 8  upraveno přidáním KOH 

 

2.2.1.6 Endonuklasa III (Endo III) (1000 ml) 

 zásobní roztok se 100x zředil. 

 

2.2.1.7 PBS 

 NaCl    8 g 

 KCl    0,2 g 

 Na2HPO4   1.15 g 

 KH2PO4   0,2 g 
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2.2.1.8 Roztok ethidium bromidu 

 20 μg     do 1 ml destilované vody 

 

2.2.2 Pracovní postup 

 Mezi první kroky patří ovlivnění buněk různými koncentracemi alkylačního 

činidla (yperitu) 1 hodinuy) nebo jiné látky, která poškozuje molekulu DNA. 

Po inkubaci buněk s činidlem následuje buď promývání v PBS a zpracování na sklíčka, 

nebo další ovlivnění jiným činidlem (např. styrenoxidem), či 2 hodiny reparace. Před 

zpracováním buněk na sklíčka se nejdříve odsaje medium, buňky v petriho miskách se 

propláchnou roztokem PBS a nechá se na ně působit trypsin (2 min). Po odsátí trypsinu 

se opět přidá PBS (cca 800 μl, podle hustoty buněk v mističkách), pipetou se buňky 

důkladně, ale jemně promíchají s PBS. Nasaje se 35 μl suspenze buněk a vypustí se do 

připravených ependorfek. Každá mistička byla použita pro jednu ependorfku, avšak 

v některých pokusech se použila jedna mistička pro dvě ependorfky. Ependorky byly 

zasazeny do stojánku v ledu.  

 Na sklíčka, která byla předem pokryta tenkou vrstvou 1% agarózy (vytvářející 

jakýsi film, aby na sklíčku lépe držely další nanesené vrstvy agarózy), se nanesla druhá 

vrstva 1% HMP agarózy (85 μl ) a ihned se překryla krycím sklíčkem. Podložní s klíčko 

se pak položilo na chladicí plotnu (3 °C), kde se nechala agaróza ztuhnout. Po ztuhnutí 

se krycí sklíčko opatrně stáhlo.  

 85 μl 1% roztoku nízkotuhnoucí agarózy LMP (37 °C) se promíchá s buňkami 

v připravené ependorfce a nanese se jako třetí vrtva na ztuhlou  podložní vrstvu agarózy 

HMP. Opět se přikryje krycím sklíčkem a nechá se zchladit.  

 Po ztuhnutí se sejmula krycí sklíčka. Podložní sklíčka s buňkami zalitými 

v agaróze, se vložila do kyvety s lyzačním roztokem. V lednici (4°C) se ponechala 

kyveta se sklíčky 1 hodinu stát. Opět velmi záleželo na typu pokusu, zda se po 1 hodině 

vzala pouze jedna polovina sklíček nebo celá sada. V prvním případě se první polovina 

sklíček vyndala z lyzačního roztoku a vystavila se působení enzymu/ů. Druhá polovina 

setrvala v lednici ponořená v lyzačním roztoku, dokud nepřišel čas ponořit všechna 

sklíčka do elektroforetického pufru. Nutno dodat, že čas v lyzačním roztoku není nutné 

striktně dodržovat. Podle zkušeností je možné sklíčka ponechat v lyzačním roztoku až 

6 hodin, aniž by došlo k ovlivnění výsledku. Lyzační roztok zbaví buňky buněčné a 

jaderné membrány. 
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 Podložní sklíčka (po lýze) se umístí do elektroforetického tanku naplněného 

alkalickým pufrem a zbylá místa se doplní prázdnými podložními sklíčky (kvůli 

pozdější elektroforéze). V temnu při 4 °C se sklíčka s DNA nechají rozplétat 40 minut. 

Čas rozplétání je nutno dodržet přesně. Při alkalickém rozplétání dochází k denaturaci a 

tvorbě alkalilabilních míst. 

 Po 40 minutách rozplétání spustíme elektroforézu. Velikost proudu je stanoven 

na 300 mA. Tuto hodnotu docílíme tím, že upravíme objem elektroforetického pufru. 

Sklíčka musí být stále ponořena. Elektroforéza trvá 30 minut. Fragmenty DNA putují ke 

kladné elektrodě. 

 Po ukončení elektroforézy jsou sklíčka přendána do kyvety s neutralizačním 

roztokem na pět minut, a to celkem 3 krát, přičemž se po každých pěti minutách 

neutralizační roztok vymění za nový. Nakonec se sklíčka ponoří na pět minut do kyvety 

s deionizovanou vodou a po vyndání se nechají zaschnout. 

 Aby se dala sklíčka hodnotit, musí být obarvena interkalačním barvivem 

ethidium bromidem. Na každé sklíčko bylo dávkováno 20   ethidium bromidu. 

 Hodnocení se pak provádí ve flourescenčním mikroskopu pomocí počítačové 

obrazové analýzy LUCIA. Na každém sklíčku je hodnoceno 25 buněk. 

 Při některých pokusech byly použity enzymy, endonuklasa III a Akl A. Endo III 

se používá pro detekci oxidativního poškození pyrimidinů. Alk A slouží k odstranění 

N3-methyladeninu a N7-methylguaninu. 

 K přídávání enzymů docházelo po lýze, kdy se sklíčka přemístila do jiné kyvety 

umístěné v lázni (37°C) a zalila se endopufrem (3x 5 minut). Po té se na sklíčka naneslo 

30 μl enzymu, přikryla se krycím sklíčkem a umístila do vlhké komůrky, která se 

uložila do inkubátoru (37°C) na 45 minut. 
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2.3 Výsledky a diskuse 

 

2.3.1 Působení yperitu a styrenoxidu na různé typy buněk 

Zjišťovali jsme působení styrenoxidu (SO, 400 μM) na buňky inkubované 

yperitem (HD). Buňky A549 jsme inkubovali po dobu jedné hodiny se vzrůstajícími 

koncentracemi HD (v rozsahu 0 - 10 μmol/l). Po promytí byly ještě všechny buňky po 

dobu jedné hodiny inkubovány se SO o stejné koncentraci.  

SO jsme použili ke zjištění křížových vazeb.  

Z grafu je patrné, že jde o tzv. obrácený kometový test. U buněk inkubovaných 

pouze se SO dochází k rozpletení DNA přibližně na 80%. S rostoucí koncentrací HD se 

snižuje podíl rozvolněné DNA v ohonu ovlivněné buňky až na 8 - 9 % (Graf  č. 1). 

Křížové vazby zde brání alkalickému rozplétání DNA. 

  

    Graf č. 1 Působení HD a SO na buňky A549 
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Působení HD a SO na buňky UV-20
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Další pokus byl proveden s buňkami UV-20. Byla použita různá koncentrace 

HD i SO. Nechali jsme inkubovat buňky UV-20 po dobu jedné hodiny s různými 

koncentracemi HD (v rozmezí 0 - 16 μmol/l). Po promytí byly buňky po dobu 30 minut 

vystaveny působení vzrůstajícím koncentracím SO (v rozmezí 0 - 1600 μmol/l). Z grafu 

lze vyčíst, že buňky ovlivněné SO a  nulovou koncentrací  HD obsahují s narůstající 

koncentrací SO větší podíl rozvolněné DNA v ohonu. Postupným přidávání HD se však 

podíl rozvolněné DNA v ohonu snižuje (Graf č. 2). 

 

Graf č. 2 Působení HD a SO na buňky UV-20 
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Posledními buňkami, které jsme podrobili jedné hodině působení vzrůstajícím 

koncentracím HD (v rozmezí od 0 - 250 μmol/l) a po promytí dalším 30 minutám 

vzrůstajícím koncentracím SO (0 - 400 μmol/l), byly Hela buňky. Při nulové 

koncentraci HD a zvyšující se koncentraci SO můžeme vidět zvýšené množství 

fragmentů DNA v ohonu buněk (vyjádřeno v procentech). U zvyšujících se koncetrací 

HD pak lze vidět naopak úbytek fragmentů DNA v ohonu. Nelépe viditelné to je 

u prostředních čtyř sloupců s koncentrací SO 100 μmol/l. 

 

Graf č. 3 Působení HD a SO na HeLa buňky 
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2.3.2 Působení endonukleasy III na % rozvolněné DNA v ohonu buňky inkubované 

s yperitem 

V těchto pokusech jsme se zabývali působením endonukleasy III na různé buňky 

inkubované po dobu jedné hodiny se vzrůstajícími koncentracemi HD (v rozmezí 0 až 

250 μmol/l). Při těchto pokusech se endonukleasa III (30 μl) přidávala až po hodinové 

inkubaci buněk v lyzačním roztoku. Délka působení Endo III byla stanovena na 45 

minut, buňky na sklíčcích s aplikovanou Endo III byly uloženy v inkubační komůrce do 

termoboxu.  

Endo III se používá ke zjišťování oxidativních poškození (zejména oxidovaných 

pyrimidinů), ale je schopna také štepit apurinová místa, která mohou vznikat buď 

spontánním upadnutím po depurinaci DNA působením HD, či po účinku glykosylas 

(opravných enzymů). 

Naším cílem bylo zjistit, vedle tvorby křížových vazeb, oxidativní poškození, 

popřípadě přítomnost apurinových míst, u buněk inkubovaných s HD. 

Při pokusech prováděných na buňkách AA8 lze sledovat, že při vysokých 

koncentracích HD dochází k určitému rozvolnění DNA v přítomnosti enzymu Endo III 

(Graf č. 4). To by mohlo poukazovat na to, že vyšší koncentrace HD by mohly 

způsobovat i malý podíl lézí, které jsou napadnutelné Endo III, tedy oxidativní 

poškození nebo apurinová místa.   

 

Graf č. 4 Aplikace Endo III na buňky AA8 inkubované s HD 
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Aplikace Endo III na buňky (AA8) inkubované s HD
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V dalších následujících dvou pokusech jsme opět použili buňky AA8 (viz graf č. 

5 a 6). Opět můžeme sledovat zvýšené množství fragmentů DNA v ohonu při vyšších 

koncentracích HD a následné aplikaci Endo III. 

 

Graf č. 5 Aplikace Endo III na buňky AA8 inkubované s HD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf č. 6 Aplikace Endo III na buňky AA8 inkubované s HD 
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Aplikace Endo III na buňky UV-20 inkubované s HD

0

1
2

3

4
5

6

7
8

0 0,25 0,5 1 2 4 8 16 31,3 62,5 125 250

Koncentrace HD v umol/l

%
 ro

zv
ol

ně
né

 D
N

A
 v

 o
ho

nu

 - ENDO III
 + ENDO III

U buněk UV-20 je situace poněkud odlišná, i když jde o stejný typ pokusu, jako 

v předešlých třech pokusech. Za povšimnutí stojí, že se podíl rozvolněné DNA v ohonu 

buněk inkubovaných s HD pohybuje při mnohem nižších hodnotách,maximálně do 7 %, 

v porovnání s jinými buňkami, které měly i 50 % rozvolněné DNA v ohonu.  

Už při pokusu s HD a SO bylo vidět, že HD působí na buňky UV-20 velmi 

masivně. Nutno podotknout, že tyto buňky jsou zbavené schopnosti NER, což by mohlo 

mít vliv na výsledky pokusů. 

V grafu č. 7 můžeme postřehnout větší množství fragmentů DNA v ohonu u 

buněk inkubovaných s nízkou koncentrací HD a při aplikaci Endo III, zejména u 

koncentrací HD 0,5, 1, 2 a 4 μmol/l. K výraznějším tvorbám komet však docházelo i při 

vyšších koncentracích HD s aplikací Endo III, a to u koncentrací HD 62,5 μmol/l a 250 

μmol/l. 

 

Graf č. 7 Aplikace Endo III na buňky UV-20 inkubované s HD 
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Posledními zkoumanými buňkami, u tohoto typu pokusu, byly buňky A549. I 

zde se setkáváme s určitými odlišnostmi. U buněk inkubovaných s HD bez další 

aplikace Endo III můžeme sledovat při nízkých zvyšujících se koncentrací HD i 

zvyšující se podíl fragmentů DNA v ohonu inkubovaných buněk, ale pouze do určité 

koncentrace (16 μmol/l). Pak nastává se zvyšující se koncentrací snižování množství 

fragmentů DNA v ohonu inkubovaných buněk (Viz graf č. 8). Zajímavé je, že po 

aplikaci Endo III se tyto koncentrace snížily.  

 

Graf č. 8 Aplikace Endo III na buňky A549 inkubované s HD 
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2.3.3 Aplikace epigalokatechinugalátu (EGCG) před inkubací HeLa buněk se 

sirným yperitem a porovnání s buňkami, které byly po  aplikaci EGCG a následné 

inkubaci s yperitem navíc ještě podrobeny enzymu Endo III.  

Na HeLa buňky jsme nechali působit po dobu 24 hodin vzrůstající koncentrace 

EGCG (0 až 12,5 μmol/l). Poté jsme nechali buňky inkubovat po dobu jedné hodiny se 

vzrůstajícími koncentracemi HD (0 - 125 μmol/l). Druhou polovinu buněk jsme po lýze 

navíc podrobili působení 30 μl Endo III po dobu 45 minut. 

EGCG patří mezi flavonoidy. Je to antioxidant přítomný v různých rostlinách. 

V největším množství se nachází v zeleném a černém čaji. Naším cílem bylo zjistit, zda 

bude EGCG schopen snížit množství oxidativního poškození, které by mohl zůsobovat 

HD. Působení EGCG by se mělo projevit nízkými koncentracemi fragmentů DNA 

v ohonu u buněk inkubovaných s HD a Endo III, protože jak víme, Endo III poukazuje 

na oxidativní poškození tím, že je v těchto místech štěpí molekulu DNA. 

Podíváme-li se na graf č. 9, zjistíme, že až na poslední sloupeček znázorňující 

nejvyšší koncentraci HD a nejvyšší koncentraci EGCG nedošlo k výraznému rozpletení 

komet. Je to pravděpodobvně tím, že bez použití enzymu štěpícího DNA svázanou 

křížovými vazbami. V místech oxidovaných bazí nedošlo k rozpletení DNA svázané 

křížovými vazbami. V této části pokusu jsme totiž nepoužili Endo III. Je překvapivé, že 

nejvyšší použitá komcentrace EGCG (12,5 uM) spolu s HD o koncentraci 125 uM vedla 

k degradaci DNA. 

 

Graf č. 9 Působení EGCG na HeLa buňky před inkubací s HD  
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U druhého grafu stejného pokusu (Graf č. 10) stojí za povšimnutí sloupečky při 

koncentraci HD 5 a 25 μmol/l. V tomto pokusu bylo pomocí endo III u buněk 

ovlivněnýách HD detekováno oxidativní poškození (vzniklé působením HD). EGCG  

však dávkově závisle toto poškození snížil.  

 

Graf č. 10 Aplikace Endo III na HeLa buňky inkubované nejdřívě s EGCG a následně 

HD 
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2.3.4 Porovnání  působení HD a SO na HeLa buňky bez aplikace Endo III a po 

aplikaci Endo III 

V těchto pokusech byly HeLa buňky inkubovány po dobu jedné hodiny se 

vzrůstajícími koncentracmi HD (v rozmezí 0 - 250 μmol/l), poté byly propláchnuty 

mediem a znovu se nechaly inkubovat po dobu 30 minut, tentokrát se vzrůstajícími 

koncentracemi SO (0 μmol/l, 100 μmol/l a 400 μmol/l). Endo III (30 μl) se aplikoval až 

po lýze buněk na dobu 45 minut.  

Z předchozích pokusů víme, že pokusy s HD a SO mají charakter tzv. 

obrácených komet. SO způsobuje fragmentaci DNA alkalilabilních míst a tedy růst 

množství fragmentů DNA v ohonu, zatímco HD molekulu DNA svazuje křížovými 

vazbami (viz graf č. 1).  

 Při nulové koncentraci HD a vzrůstajících koncentrací SO lze spatřit i 

vzrůrstající zastoupení fragmentů DNA v ohonu buněk inkubovaných s SO. U 

zvyšujících se koncentrací HD je vidět, že křížové vazby (způsobené HD) jsou 

dominantní nad zlomy alkalilabilních míst (způsobenými SO) (graf č. 11). 

 

Graf č. 11 Působení HD a SO na HeLa buňky. 
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V druhém grafu téhož pokusu (Graf č. 12) si můžeme povšimnout nárustu 

procenta fragmentů DNA v ohonu buněk u nejvyšší koncentrace HD. Nárust množství 

fragmentů DNA můžeme zaznamenat i u nulové koncentraci HD, porovnání 

s předešlým grafem bez Endo III. Ke zlomům alkalilabilních míst (způsobených SO) se 

přičetly i zlomy iniciované Endo III v místech lézí DNA, které vznikají působením HD 

a jsou náchylné k tomuto enzymu. Z toho bychom mohli odvodit, že Endo III má větší 

vliv na rozvolnění DNA právě díky podílu oxidativního poškození, popřípadně 

přítomností apurinových míst, způsobených HD. Dokonce, jak je vidět u nejvyšší 

koncentrace HD, má sám Endo III větší tendenci rozplétat molekulu DNA, než společně 

s SO. 

 

Graf č. 12 Aplikace Endo III na buňky ovlivněné HD a SO
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2.3.5 Porovnání působení HD na buňky UV-20 s následnou aplikací SO nebo Alk A 

a nebo kombinací SO a Alk A. 

V těchto pokusech byly buňky UV-20 inkubovány po dobu jedné hodiny se 

vzrůstajícími koncentracmi HD (v rozmezí 0 - 250 μmol/l), poté byly propláchnuty 

mediem a znovu se nechaly inkubovat po dobu 30minut se vzrůstajícími koncentracemi 

SO (0 μmol/l, 100 μmol/l a 400 μmol/l). Alk A (30 μl) se aplikoval stejně jako Endo III, 

to znamená po lýze buněk v lyzačním roztoku, 45 minut v inkubátoru ve vlhké 

komůrce. Alk A je DNA glykosylasa a štěpí molekulu DNA v místech alkylované baze. 

Především v místech N3-methyladeninu a N7-methylguaninu. 

Pozn. Místo koncentrace 16 μmol/l  je 125 μmol/l, to však platí jen pro druhé dva 

sloupečky, pro první sloupeček platí 16 μmol/l.  

HD způsobuje kromě křížových vazeb i alkylace DNA. V těchto pokusech jsme 

za použití enzymu Alk A zjišťovali podíl tohoto druhu poškození ve srovnání s SO. 

Působení Alk A je možno sledovat vždy v prvním sloupečku  a jak je vidět, se 

vzrůstající koncentrací vzrůstá i podíl rozvolněné DNA v ohonu testovaných buněk 

UV-20 (viz Graf č. 13). Alk A má dokonce větší vliv štěpit DNA, než SO. To by mohlo 

poukazovat na to, že HD také způsobuje poškození alkylací.  

Všimněme si, že samotný SO nemá prakticky žádný vliv na rozvolnění 

fragmentů DNA do ohonu. Naopak bez vlivu HD (nulová koncentrace HD) mají oba 

dva sloupce (tzn. se SO a SO+Alk A) značný podíl rozvolněné DNA v ohonu 

testovaných buněk. Při společné aplikaci SO a Alk A se jejich účinek zvyšuje. 

 

Graf č. 13 Aplikace Alk A na buňky UV-20 inkubované s HD a SO 
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2.3.6 Srovnání aplikace Endo III a Alk A na buňky UV-20 inkubované s HD bez 

reparace a po dvouhodinové reparaci 

V těchto pokusech byly buňky UV-20 inkubovány po dobu jedné hodiny se 

vzrůstajícími koncentracmi HD (v rozmezí 0 - 500 μmol/l). Po inkubaci s HD jsme 

nechali polovinu buněk dvě hodiny reparovat a druhou polovinu jsme zpracovávali na 

sklíčka. Na polovinu buněk (z poloviny buněk bez reparace a poté poloviny buněk po 

reparaci) se aplikovalo na dobu 45 minut 30 μl Endo III po lýze testovaných buněk 

v lyzačním roztoku. A na druhou polovinu buněk (z druhé poloviny buněk bez reparace 

a druhé poloviny buněk po reparaci) se aplikovalo 30 μl Alk A také na 45 minut. 

Cílem bylo porovnat oxidativní a alkylační poškození způsobené HD a 

schopnost reparace těchto poškození testovanými buňkami. 

Jak lze postřehnout, opět se pohybujeme ve velmi nízkých koncentracích 

fragmentů DNA v ohonu testovaných buněk UV-20. Tato masivní tvorba křížových 

vazeb je u buněk UV-20 typická. Je to pravděpodobně způsobeno ztrátou nukleové 

excizní reparace (NER) u těchto buněk. Právě NER je zodpovědná za opravu vnitřních 

křížových vazeb.   

Můžeme si všimnout, že Endo III samotné není schopno v tomto pokusu 

rozvolnit DNA svázanou křížovými vazbami, až na koncentraci HD 62,5 μmol/l, kde je 

podíl fragmentů v ohonu  o něco málo vyšší (Graf č. 14). Vzhledem k tomu, že buňky 

UV-20 nejsou schopny NER, došlo v některých koncentracích HD (125 a 250 μmol/l) 

po dvouhodinové reparaci k malému zvýšení podílu fragmentů DNA v honu.  

 

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

dvouhodinové reparaci 
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V tom samém pokusu jsme zkoumali i působení Alk A bez reparace a po 

dvouhodinové reparaci na rozplétání DNA u buněk UV-20. 

 I zde je vidět, že nedochází k opravě křížových vazeb. Kdyby docházelo 

k opravám křížových vazeb, muselo by dojít i k uvolnění fragmentů DNA do ohonu.  

Zajímavé je srovnání podílu fragmentů DNA způsobeného Alk A v tomto 

pokusu (Graf č. 15) a pokusu v kapitole 2.3.5 (Graf č. 13). V garfu č. 15 lze 

postřehnout, že nedošlo vlivem Alk A k rozvolnění DNA, jako tomu bylo v grafu č. 13, 

až na koncentraci HD 125 μmol/l. Po opravě došlo ke snížení podílu fragmentů v ohonu 

DNA, což by mohlo poukazovat na jiné typy oprav například BER. Hlavními substráty 

pro BER jsou oxidované a alkylované baze. BER odstraňuje z poškozených částí 

inkorporovaný uracil, fragmentované pyrimidiny, N-alkylované puriny 

(N7-methylguanin, N3-methyladenin, N3-methylguanin), 8-oxo-7,8-dihydroguanin 

(8-OxoG) a mnoho dalších. Jak je známo, tak Alk A napadá alkylované baze a po 

dvouhodinové opravě (zprostředkované především BER) by už vlastně neměla co štěpit. 

Otázka nastává u největší koncentrace HD (500 μmol/l), proč se zvýšil podíl fragmentů 

v ohonu testovaných buněk po reparaci, i když u ostatních koncentrací HD jsme 

zaznamenali úbytek.  

 

Graf č. 15 Aplikace Alk A na buňky UV-20 inkubované s HD bez reparace a 

s dvouhodinovou reparací 
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Udělali jsme navíc ještě dva pokusy. V jednom jsme použili na buňky UV-20 

inkubované s HD, po dobu jedné hodiny a Endo III. A v druhém jsme místo Endo III 

použili Alk A. Před zpracováním poloviny buněk na sklíčka, jsme nechali tuto polovinu 

dvě hodiny reparovat. 

 Ze všeho nejdřív si povšimněme působení Endo III na buňky inkubované s HD 

bez reparace (Graf č. 16). Se vzrůstající koncentrací HD dochází i k růstu množství 

fragmentů v ohonu testovaných buněk, zřejmě díky štěpení Endo III v místech 

oxidativního poškození nebo v místech apurinových způsobených HD. Po 

dvouhodinové reparaci dochází k úbytku rozvolněné DNA v ohonu. Pravděpodobně zde 

dochází k BER, vzhledem k tomu, že buňky UV-20 nejsou schopny NER. Při nejvyšší 

koncentraci HD však nedochází k tak výraznému snížení množství fragmentů DNA 

v ohonu buněk, které prodělaly dvouhodinovou reparaci oproti buňkám bez reparace. 

 

Graf č. 16 Aplikace Endo III na buňky UV-20 ovlivněné HD bez reparace a 

s dvouhodinovou reparací. 
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V druhém pokusu s buňkami UV-20 inkubovanými s HD jsme místo Endo III 

použili Alk A. Opět můžeme sledovat zvyšující se rozplétání DNA po aplikaci Alk A. 

Ke štěpení zde probíhá v místech alkylace indukované HD (Graf č 17). Po 

dvouhodinové reparaci dochází ke snížení podílu fragmentů v ohonu buněk, které byly 

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

 

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

dvouhodinové reparaci. 
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2.4 ZÁVĚR  

 

Cílem naší práce bylo zjistit, jaké účinky má sirný yperit na molekulu DNA a 

jaká jiná poškození vedle křížových vazeb je schopen indukovat. Konkrétně jsme se 

zajímali o to, jak by mohlo souviset rozplétání DNA s kvantem přítomných zlomů 

v molekule DNA.  

První pokusy jsme zaměřili na detekci přítomnosti křížových vazeb u buněk 

inkubovaných se sirným yperitem (HD) a následně se styrenoxidem (SO). Sirný yperit 

indukuje u buněk tvorbu křížových vazeb a tím "svazuje" DNA, v kometovém testu se 

to projevuje tím, že se se vzrůstající koncentrací snižuje i množství rozvolněné DNA. 

Aby se mohl sledovat úbytek rozplétání DNA, používá se navíc ještě chemická látka, 

která u buněk vyvolává tvorbu zlomů. K tomu nám posloužil SO. SO je schopen štěpit 

molekulu DNA díky indukci alkalilabilních míst. Aplikací SO na buňky, které byly před 

tím hodinu inkubovány s HD, jsme dosáhli tzv. "obráceného" kometového testu, kde se 

% rozpletené DNA v ohonu testovaných buněk snižuje se vrůstajícím počtem křížových 

vazeb v  DNA. U buněk inkubovaných pouze se SO dochází dle jeho koncentrace 

k rozpletení DNA přibližně na 80 %. S rostoucí koncentrací HD se snižuje podíl 

rozvolněné DNA v ohonu ovlivněné buňky až na 8 - 9 %. Křížové vazby zde brání 

alkalickému rozplétání DNA. Postupně jsme koncentraci SO zvyšovali. I přes vysoké 

koncentrace styrenoxidu (až 1600 μmol/l) jsme u buněk inkubovaných se sirným 

yperitem zvýšenou tvorbu zlomů nezaznamenali. 

V dalších pokusech jsme se zaměřili na detekci oxidativního poškození DNA 

použitím endonukleasy III (Endo III). Endonukleasa byla aplikována na různé buňky 

inkubované po dobu jedné hodiny se vzrůstajícími koncentracemi HD. Endonukleasa III 

je vlastně N-glykosylasa a AP-lyasa tvořená v E. coli. Štěpí molekulu DNA v místech 

oxidativního poškození nebo v apurinových místech. Naším cílem bylo zjistit, zda u 

buněk inkubovaných se sirným yperitem, vedle tvorby křížových vazeb, vznikají i jiné 

druhy poškození tzn. oxidativní poškození, popřípadě přítomnost apurinových míst. Při 

pokusech prováděných na buňkách AA8 jsme pozorovali, že při vysokých 

koncentracích sirného yperitu dochází v přítomnosti Endo III k určitému rozvolnění 

DNA. To by mohlo poukazovat na to, že vyšší koncentrace HD by mohly způsobovat 

určitý podíl lézí, které jsou napadnutelné Endo III, tedy oxidativní poškození nebo 

apurinová místa.  U buněk UV-20 byla situace poněkud odlišná. I když šlo o stejný typ 

pokusu, to znamená použití Endo III na buňky inkubované se vzrůstajícími 
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koncentracemi sirného yperitu, u těchto buněk se podíl rozvolněné DNA v ohonu 

pohyboval při mnohem nižších hodnotách. Nutno podotknout, že tyto buňky jsou 

zbavené schopnosti nukleotidové excizní reparace (NER), která je zodpovědná za 

opravy objemných DNA aduktů, jako jsou UV zářením indukované (6-4) fotoprodukty 

a cyklobutanové pyrimidinové dimery (CPD), vnitřní křížové vazby a obrovské adukty 

způsobené metabolity aflatoxinu, benzo(a)pyrenu a dalšími genotoxiny. Právě 

nepřítomnost NER by mohla mít vliv na výsledky pokusů u těchto buněk. U buněk 

UV-20 docházelo k vyššímu rozvolnění DNA  při nízkých a potom až při vysokých 

koncentracích sirného yperitu. 

Chtěli jsme se přesvědčit o tom, zda sirný yperit indukuje oxidativní poškození. 

Za tímto účelem byl použit antioxidant epigalokatechingalát (EGCG). Tento patří mezi 

flavonoidy. K pokusům jsme použili HeLa buňky. Výsledky nám naznačily, že by zde 

mohlo docházet k jistému oxidativnímu poškození (vzniklému působením sirného 

yperitu), které by mohlo být aplikací EGCG zmírněno.  

Pokusy, při kterých jsme použili zároveň se sirným yperitem i styrenoxid a Endo 

III, jsme chtěli zjistit, jaký společný účinek by mohly mít právě styrenoxid a Endo III na 

buňky inkubované sirným yperitem.  Styrenoxid se projevil pouze u nulové koncentrace 

HD a potom při jeho vysokých koncentracích ve spolupráci s Endo III. U zvyšujících se 

koncentrací HD bylo vidět, že křížové vazby (způsobené sirným yperitem) jsou 

dominantní nad zlomy alkalilabilních míst (způsobenými styrenoxidem). Endo III 

samotná měla větší vliv než SO na rozpletení DNA, právděpodobně díky malému 

podílu oxidativního poškození, popřípadně přítomností apurinových míst. U nejvyšší 

koncentrace HD jsme dokonce zaznamenali vyšší množství fragmentů DNA 

indukovaných samotnou Endo III, než její kombinací se SO. 

Zajímali jsme se i o jiné druhy poškození DNA sirným yperitem. K tomu jsme 

použili místo enzymu Endo III enzym Alk A. Jedná se o DNA glykosylasu, která 

katalyzuje odstranění 3-methyladeninu, 7-methylguaninu a několik dalších minoritních 

lézí DNA. Za použití tohoto enzymu jsme zjišťovali druh alkylačního poškození, které 

by k Alk A bylo senzitivní. Ke srovnání jsme použili SO. Po aplikaci Alk A jsme 

pozorovali, že se vzrůstající koncentrací HD vzrůstalo i množství rozvolněné DNA 

v ohonu testovaných buněk UV-20. Samotná Alk A má dokonce větší vliv štěpit DNA, 

než v kombinaci SO. To by mohlo poukazovat na to, že sirný yperit také způsobuje 

určité druhy alkylace DNA.  
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V posledních pokusech jsme ověřovali druhy poškození, která by HD mohl 

indukovat, pomocí dvouhodinové reparace poloviny použitých buněk a aplikace 

enzymů (Endo III a Alk A). Abychom se mohli snáze pohybovat na poli výsledků, 

použili jsme k těmto pokusům buňky UV-20. Tyto jsou zbaveny schopnosti NER, ale 

ostatní druhy reparace mají zachovány. Po opravách poloviny testovaných buněk jsme 

zaznamenali snížení podílu fragmentů v ohonu DNA, což by mohlo poukazovat 

například na bázovou excizní reparaci (BER). Hlavními substráty pro BER jsou 

oxidované a alkylované baze. BER odstraňuje z poškozených částí inkorporovaný 

uracil, fragmentované pyrimidiny, N-alkylované puriny a mnoho dalších. V obou 

případech použitých enzymů docházelo po reparaci testovaných buněk k úbytku těch 

lézí, které jsou jimi napadány.  

 

Zjistili jsme dávkovou závislost vzniku křížových vazeb. Tyto vznikají už při 

velmi nízkých koncentracích sirného yperitu. HD v koncentracích vyšších než 5 μmol/l 

vytvářel takové svázání DNA křížovými vazbami, že už nemělo vliv alkalické 

rozplétání indukované styrenoxidem. Ani při vysokých koncentracích SO nedocházelo 

k žádnému rozplétání. Naopak po aplikaci enzymů (Endo III a Alk A), docházelo při 

vysokých koncentracích HD k rozplétání DNA. Z toho jsme usoudili, že rozplétání 

DNA není závislé na kvantitě zlomů, ale na jejich kvalitě. Navíc díky specifitě 

použitých enzymů jsme se mohli přesvědčit o tom, že HD indukuje i jiná poškození, než 

pouze tvorbu křížových vazeb. V důsledku použití Endo III se můžeme domnívat, že 

sirný yperit indukuje kromě křížových vazeb i léze DNA, které by mohly mít charakter 

buď oxidativních poškození nebo tvorby apurinových míst. Použití Alk A nám 

potvrdilo, že sirný yperit způsobuje i alkylační poškození, pravděpodobně by mohlo jít 

o monoadukty guaninu.  
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