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ABSTRAKT
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Nazov diplomovej prace: Detekcia oxidacného poskodenia DNA pomocou metody
Comet Assay

Opravné mechanizmy maju v organizme doleziti ulohu. Pri poruche tychto
mechanizmov vznika nerovnovaha, ¢o moze viest' k indukcii mnohych ochoreni. Tato
praca je zamerand na ochranu DNA pred oxidacnym poSkodenim. Schopnost’ l'udskych
buniek A549 poradit’ si s oxida¢nym stresom bola sledovana v podmienkach in vitro.
Oxida¢né poskodenie bolo indukované peroxidom vodika (H,O;), ktory v DNA
inicioval vznik jednoretazcovych zlomov (SSBs) a sucasne oxidaciu pyrimidinovych
a purinovych bdz. Mechanizmus posSkodenia a reparacie sa sledoval dvoma sposobmi.
V prvom pripade sa bunky najskor oSetrili antioxidantom, anasledne sa vystavili
posobeniu H,O, V druhom pripade sa bunky najskor poskodili H;O, anésledne sa
nechali reparovat s pridanim antioxidacnej latky. Testovanymi antioxidantmi boli
epigalokatechin galat (EGCG), glutathion (GSH) ajeho chemické modifikacie — S-
allyldithioglutathion (GSH-A) a S-allyltrithioglutathion (GSH-B). Rozsah poskodenia
DNA sa odhadoval pomocou metody Comet Assay v alkalickej verzii, ktora umoznila
rozpad alkalilabilnych miest vytvorenych v dosledku oxidaéného poskodenia.
Specifické enzymy, endonukledza III (Endo Ill) a formamidopyrimidin-DNA
glykozylaza (Fpg), sa pouzili k detekcii oxidovanych baz. Vysledky jednotlivych
experimentov poukazuji na vyznamny terapeuticky efekt EGCG spocivajici v inhibicii
indukcie oxida¢ného poskodenia DNA a zaroven na jeho pozitivny vplyv pri oprave
poskodenej DNA. Inhibi¢ny vplyv na indukciu poskodenia bol u laitok GSH, GSH-A
a GSH-B zaznamenany hlavne pri pouziti nizSich koncentracii. Vysledky tejto prace by
mohli byt’ vychodiskom pre d’al§i vyskum zaoberajlici sa vznikom zavaznych ochoreni

u ¢loveka v spojitosti oxidaéného poskodenia DNA.
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Title of diploma thesis: Detection of the oxidative damage of DNA by the Comet
Assay

The reparative mechanisms have a very important role in organisms. Imbalance
develops due to disruption of these mechanisms, which can lead to induction of many
disorders. The aim of this diploma thesis was to study protection of DNA against
oxidative damage. The ability of A549 cell line to cope with this damage was studied in
vitro. Oxidative damage was induced by hydrogen peroxide (H,O,), which initiated
induction of single strand breaks (SSBs) and at the same time oxidation of pyrimidine
and purine bases. Mechanism of damage and reparation was detected by two methods.
In the first case, cells were treated with antioxidant and then influenced by H,0,. In the
second case, cells were influenced by H,O, and then let to repair in the presence of
antioxidants. Tested antioxidants were epigallocatechin gallate (EGCG), glutathione
(GSH) and chemical modifications of GSH — S-allyldithioglutathione (GSH-A) and
S-allyltrithioglutahione (GSH-B). The extent of damage was assessed using by alkaline
version of Comet Assay, which allowed the disintegration of alkali labile sites induced
by oxidative damage. Specific enzymes, the endonuclease Il (Endolll) and
formamidopyrimidine-DNA-glykosylase (Fpg) were used for detection of oxidized
bases. The results suggest a significant therapeutic effect of EGCG which inhibits the
induction of oxidative damage of DNA and has a positive effect to reparation of the
damaged DNA. GSH, GSH-A and GSH-B at low concentrations inhibit the induction of
DNA damage as well. The results of this research would be base for next research,

dealing with the serious disorders connected with oxidative damage of DNA in humans.
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1.  UVOD

Reparacné mechanizmy zabezpeCuji spravne fungovanie celého organizmu.
Vyznamné uplatnenie maju pri pdsobeni oxidacného stresu, ktory je hlavnym
iniciatorom vzniku volnych radikdlov. Oxidacnd zataz moéze byt spOsobena
exogénnymi ako aj endogénnymi faktormi. Dlhd expozicia organizmu tymto
podmienkam vedie k jeho pretazeniu, ¢o ma za nasledok naruSenie rovnovahy.
Reparacné mechanizmy ,,nestihaju® davat’ do poriadku $kody spdsobené produktmi
oxidacného stresu, ¢im dochadza k poruche jednotlivych komponent bunky. Hlavnymi
cielovymi Struktarami pre volné radikdly byvaju predovsetkym bielkoviny,

lipoproteiny a DNA.

Do tohto ,,ni¢ivého* procesu vstupuji zlGceniny s protektivnymi ucinkami.
Jedna sa hlavne o latky s antioxidaCnymi vlastnostami. Svojou aktivitou zabrafiuji
oxidacii dolezitych bunkovych Struktir, zabezpecuju spravne fungovanie bunkovych
mechanizmov, reaguju s vol'nymi radikalmi za vzniku menej agresivnych radikalovych
zlucenin a pod. . Spomenuté ucinky, a eSte mnoho d’alSich, chrdnia organizmus pred
oxidacnym poskodenim a zéroven sa podiel'aji na oprave uz vzniknutého poskodenia.
Svojimi u¢inkami sa antioxidacné zluceniny stavaju naproti oxida¢nému stresu, ¢im

dostavaju organizmus opat’ do rovnovazneho stavu.

Z teoretickych poznatkov o t¢inkoch antioxidantov sa mnoho vedeckych prac
zaobera skaimanim ich vplyvov, ako in vitro tak aj in vivo, predovsetkym v spojitosti so
vznikom zavaznych ochoreni ako st kardiovaskuldrne ochorenia, neurodegenerativne

poruchy alebo diabetes mellitus.

Jednym  z najvyznamnejSich endogénnych antioxidantov, ktorému je
V sucasnosti venovand velka pozornost, je glutathion (GSH). GSH je dodlezitou
zluceninou, ktord nachddza uplatnenie v rade oblasti zaoberajucich sa jej ochrannymi
ucinkami proti oxida¢nému stresu, vplyvom na U€inky a mechanizmus niektorych
lie¢iv, a zasahom do eliminacie xenobiotik, pripadne toxickych kovov. Dalej sa hl'adaju

stivislosti s koncentra¢nymi hladinami GSH pri jednotlivych ochoreniach a podobne.

Takisto sa sleduje vplyv antioxidacnych latok, ktoré sa nachadzaju v l'ahko
dostupnych prirodnych zdrojoch. Jednym z prikladov je epigalokatechin galat (EGCG),
flavonoidna zli€enina s protektivnymi u¢inkami proti oxida¢nému stresu. Je predmetom

pomerne obsiahleho vyskumu tykajiceho sa jeho vplyvu na oxidacné poSkodenie
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I'udského organizmu vyvolané negativnymi faktormi ako st UV ziarenie, znecistenie

ovzdusia, reaktivne formy kyslika (ROS), farmakoterapia a d’alSie.

Tato praca pokracuje v skumani vplyvu vyssie spomenutych antioxidantov na
indukciu a opravu oxidaéného poskodenia DNA u buniek A549 in vitro. Navyse,
rozSiruje uz zname poznatky o GSH tym, ze sa zameriava na sledovanie u¢inkov jeho
chemickych modifikacii, ato S-allyldithioglutathionu (GSH-A) asS-
allyltrithioglutathionu (GSH-B).

Nasim cielom bolo zistit, do akej miery dokazu testované latky zasiahnut’ do
indukcie oxidacného poskodenia DNA vyvolaného H,0,. Sledoval sa ich vplyv na
inhibiciu vzniku jednoretazcovych zlomov (SSBs) v DNA priamo indukovanych H,0;
ako aj vplyv na tvorbu oxidovanych bdz, ktoré byvaju castym produktom oxidaéného
stresu. Ztohto dovodu su povazované za ,kvalitné“ biomarkery oxidacného

poskodenia. Uvedend schéma znazoriuje podstatu a ciel tejto prace.

Oxidaény stres
indukovany peroxidom

vodika

Pret’aZenie organizmu Rovnoviha organizmu

GSH, GSH A,
GSH-B a EGCG »,
Fd

Poskodenie sposobené predovietkym Vplyv na indukciu a opravu oxidaéného poikodenia
indukciou S5Bs a oxidovanych biz DNA u buniek A549 in vifro
v DNA




2. TEORIA

2.1  Oxidacny stres

Superoxidovy anidn, peroxid vodika a hydroxylovy radikél, oznacované ako
reaktivne formy kyslika (ROS), maju vysoky podiel na oxidaénom poskodeni bunky.
Nesu zodpovednost” za poskodenie dolezitych komponent bunky, medzi ktoré patria
proteiny, nukleové kyseliny a bunkové membrany. Organizmus spociatku reaguje
tvorbou enzymov, ktorych hlavnou tlohou je zbavit bunku ROS. Postupne tak
dochadza kreparacii vzniknutej Skody. Pri kumulacii ROS mozu reparacné

mechanizmy zlyhat', ¢o ¢asto vedie k vzniku mnohych ochoreni (Storz, Imlay,1999).

Atomy alebo molekuly s nesparovanym elektronom su vol'né radikaly, ktorych
charakteristickymi prejavmi su nestabilita a vysoka reaktivita (Walsh, 2009, [online]).
V organizme ¢loveka vznika velké mnozstvo ROS a reaktivnych foriem dusika (RNS)
(Stipek et al., 2000). Len samotné ROS spdsobuju priblizne jednu polovicu celkového
poskodenia baz v DNA (Nelson et al., 2014). Tieto jednotlivé formy sa podiel’ajii na
mnohych fyziologickych, ale aj patologickych procesoch, ktoré¢ vedii k mnohym
zavaznym ochoreniam ako nasledku oxida¢ného poskodenia. Na jednej strane pomahaji
S prenosom energiec v bunke, podielaji sa na imunitnej ochrane, a maju
neopomenutelni ulohu signalnych molekal v bunkovej regulacii. Na druhej strane
mozZu pdsobit’ ako toxické a dezinformacné molekuly, nasledkom ¢&oho vznika

v organizme chaos (Stipek et al., 2000).

Volné radikdly nachddzaju svoje uplatnenie predovSetkym pri vzniku
ateroskler6zy, zhubnych nadorov, neurodegenerativnych ochoreni, diabetes mellitus
a dalSich ochoreni (Jirdk, 2011). Oxidacny stres je povazovany za hlavni pri¢inu
vzniku zapalového ochorenia dychacich ciest, konkrétne chronického obStrukéného
ochorenia plic (Luppi et al., 2005). V zavislosti od zavaznosti poskodenia mdze takyto

stav viest’ az k usmrteniu postihnutého organizmu (Stipek et al., 2000).

Jednotlivé RNS a ROS st popisané v Tab. 1, ktora zaroven poukazuje na to, Ze
vSetky formy nie su vol'nymi radikélmi. Vyplyva to z toho, Ze v molekule sa nachadzaja
orbitaly, ktoré maju schopnost’ vytvorit’ chemickl vizbu medzi danymi atémami (Stipek

et al., 2000).
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Tab. 1 Kyslik, dusik a ich reaktivne formy (upravené podla Stipek et al., 2000).

Reaktivne formy

Reaktivne formy

kyslika dusika
superoxid Oy
hydroxylovy radikal HO’ ) .
i . .| oxid dusnaty NO
VoP'né radikaly peroxyl ROO . - .
. oxid dusicity NO,
alkoxyl RO
hydroperoxyl HO,
nitrosyl NO*
) nitroxid NO
peroxid vodika H,0, ) )
kyselina dusita HNO,
o, ; kyselina chlorna HOCI
Neradikalové oxid dusity N,O4
0zo6n O3 4 dusi N.O
Géeni oxid dusicity
zluceniny singletovy kyslik '0, o Y ? i
nitronium NO,
chlornan ClO o
peroxynitrit ONOO
alkylperoxynitrit | ROONO

Existuja tri spdsoby vzniku
K vzniku moze dojst homolytickym
elektrony. Vzniknu dva fragmenty. Kazdy z fragmentov obsahuje po jednom elektrone.
Na to, aby tento typ Stiepenia prebehol, je potrebné dodat’ velké mnozstvo energie.
Energia je bud’ vo forme tepla alebo ultrafialového &i ionizaéného Ziarenia. Dalsim
sposobom tvorby volného radikdlu je redukcia molekuly. Pre dani molekulu to
znamena prijatie jedného elektronu. Poslednou cestou vzniku je oxidéacia, ktora je
opakom redukcie. Molekula pri tejto chemickej reakcii prichadza o jeden elektron.
Posledné dva spomenuté sposoby vzniku vol'nych radikalov v biologickych systémoch

prevladaji, a to z jednoduchého dovodu - st energeticky menej naroéné (Stipek et al.,

2000).
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2.1.1 Radikaly odvodené od kyslika

V mitochondriach je lokalizovany dychaci retazec, ktory je nezastupitelnym
miestom pre priebeh redukcie molekuly atmosférického kyslika. Tato redukcia prebieha
Vv Styroch stupiioch za pritomnosti enzymu cytochromoxidazy. Vysledkom tejto reakcie
su dve molekuly vody, ktoré su neoddelitelnou sucastou aerdbneho sposobu zivota.
V prvom kroku reaguje molekula kyslika s elektronom. Dochadza k redukcii na
monoradikal superoxid. Vzniknuty monoradikal sa redukuje na peroxid vodika, ktory sa
prostrednictvom reakcie s d’alSim elektronom Stiepi na vodu a hydroxylovy radikal.
Molekula vody je v disociovanej forme, to znamena, v podobe hydroxidového iénu.
V poslednom kroku procesu redukcie kyslika sa hydroxylovy i6n redukuje na molekulu
vody, ktora sa nachadza opat v disociovanej forme. Cely tento sled reakcii je

znazorneny v Tab. 2 (Stipek et al., 2000).

Tab. 2 Stvorelektrénovad redukcia molekuly kyslika (upravené podla Stipek et al., 2000).

Stvorelektrénova redukcia ) _ Vzniknuta
Rovnica reakcie
kyslika forma kyslika
I. stupen 0, +e—0; superoxid
I1. stupen 0O, +e+2H" - H,0, peroxid vodika
. - . hydroxidovy i6n,
III. stupen H,0, +e — OH +HO .
hydroxylovy radikal
IV. stupen HO +e — OH™ hydroxidovy i6n

2.1.1.1 Superoxid

Superoxid je typom radikalu kyslika, ktory mé schopnost’ zaroven sa redukovat’
1 oxidovat’. Pri tomto deji dochadza k vzniku kyslika a peroxidu vodika. Je zname, Ze
tento typ reakcie prebieha velmi rychlo, o je spdsobené aktivitou enzymu

superoxiddizmutazy pritomného v organizmoch (Stipek et al., 2000).
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2.1.1.2 Peroxid vodika

Ako bolo uvedené v Tab.1, vsetky zluceniny nevytvaraji volné radikaly. Medzi
tieto zlGCeniny patri i H,O,. Rychlost, akou prebieha jeho reakcia s biomolekulami je
pomerne nizka (Stipek et al., 2000) .

Samotna molekula H,O5 je ve'mi malo reaktivna. Vyznacuje sa ve'mi miernymi
redukénymi a oxidacnymi vlastnostami. Vel'ké riziko H,O; nastava az pri jeho premene
na hydroxylovy radikal, ku ktorej dochadza pri vystaveni UV Ziareniu alebo pri reakcii
H20, s niektorymi kovmi (Halliwell et al., 2000).

Pritomnost’ dvojmocného Zeleza (Fe®*) alebo jednomocnej medi (Cu®")
sposobuju redukciu HO, na hydroxylovy radikal a hydroxidovy anion. Dvojmocné
zelezo (Fe?*) sa tak siGasne oxiduje na trojmocné (Fe*"). Prave hydroxylovy radikal,
znamy ako velmi silné oxida¢né Cinidlo, odoberd nenasytenym mastnym kyselindm
jeden elektron. Potrebné je uvedomit' si jeho tucast’ v hydroxylacii aminokyselin
a jednotlivych baz nukleovych kyselin. Tato reakcia sa nazyva Fentonova reakcia.
Délezitym poznatkom pri tejto reakcii je spitnd redukcia Fe** na Fe** zabezpecena
d’alsim superoxidom. K tomu, aby sa superoxid eliminoval z organizmu, treba
zabezpelit' neSkodnost’ zeleza a medi. V organizme sa nachadzaji zasobné systémy,
ktoré maju schopnost’ vyviazat spomenuté prvky. Ceruloplazmin je zasobnym
systétmom pre med a transferin pre Zelezo. Tieto systémy inaktivuju tranzitné kovy
a superoxid sa tak moZe odstranit’ pomocou superoxiddizmutdzy, zatial ¢o enzym
katalaza odstranuje H,O,. Tym je zabezpefena ochrana organizmu pred oxidaénym

poskodenim (Stipek et al., 2000).

Na zaver treba spomenut’, Ze 1 d’alSie kovy maji podiel na tvorbe ROS. Medzi ne

patria mangén, kobalt, kadmium, chrém, nikel a zinok (Caprnda, 2005).

2.1.1.3 Kyselina chlérna
Neutrofilné granulocyty v spolupraci s enzymom myeloperoxidazou vytvaraju

kyselinu chlérnu, zli¢eninu so silnymi oxidaénymi uéinkami (Stipek et al., 2000).
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2.1.2 Radikaly odvodené od dusika

Cievna stena nepretrzite syntetizuje oxid dusnaty (NO°), oznaCovany tiez ako
endotelidlny relaxacny faktor, ktory méa vo velkej miere schopnost’ reagovat
s kyslikovymi radikalmi. Pri tomto procese sa znizuje fyziologicka koncentracia NO'
a sucasne vznika peroxynitrit, ktory sa vyznacuje svojou toxicitou a ti¢ast’ou na spustani

radikalovych reakcii (Caprnda, 2005).

2.1.2.1 Oxid dusnaty

K syntéze NO' v tele ¢loveka dochadza zlozitym mechanizmom. Samotny NO°
a jeho metabolity RNS si velmi toxické a zodpovedné za tazké poskodenie. NO
reaguje s vacésinou biomolekul in vivo velmi pomaly, a to nasledkom jeho rychlej
difuzie do krvi a zaroven rychlou inaktivaciou spdsobenou hemoglobinom. Vynimku
tvoria tranzitné kovy a radikaly, pri ktorych dochadza k rychlej reakcii s molekulou
NO'. Biologicky polcas tejto molekuly in vivo je len niekolko sekiind. Podiel’aju sa na
tom erytrocyty, ktoré NO° vychytavaji. Dochadza kreakcii so Zelezom
oxyhemoglobinu  ak vytvoreniu  methemoglobinu s nitraitom. Ide o jeden

z najefektivnejsich sposobov organizmu, ako si elegantne poradit s NO® (Stipek et al.,
2000)

NO" ma schopnost’ vidzbyna hemové Zelezo, ktoré je sGéastou enzymu
guanylatcyklazy. To vedie k stimulacii tvorby cGMP, ¢o navodzuje relaxaciu hladkého
svalstva (Stipek et al., 2000). NO" sa podiel'a na pocetnych fyziologickych reakciach
akymi su napr. regulacia vazomotorického tonu, neurotransmisia, funkcie imunitného

systému a agregacia krvnych dosticiek (Walker et al., 1995).

2.1.2.2 Peroxynitrit

NO’ a superoxid spolu reaguju za vzniku peroxynitritu. Fyziologické podmienky
neposkytuji vyhovujice prostredie pre dant reakciu, ale pri vysokych koncentraciach
reaktantov sa mozu tvorit’ toxické hladiny produktu. Nasledne dochadza v organizme
k rozkladu protonovaného peroxynitritu na hydroxylovy radikal a oxid dusicity.
Dochadza k nitracii a hydroxylacii aminokyseliny tyrozinu. Enzymy

superoxiddizmutdza a myeloperoxid4dza Stiepia peroxynitrit na hydroxidovy anion
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a nitroniovy kation, ktory modifikuje molekulu tyrozinu na 3-nitrotyrozin. Je vSak
zname, ze nitroniovy kation sa dokaze rychlo zlucit' s vodou za vzniku kyseliny

dusiénej, ktora ma pri fyziologickych podmienkach kratky poléas (Stipek et al., 2000).

2.2. Pri¢iny vzniku poskodenia DNA

Oxidacny stres ma vel’ky podiel na vzniku chemickych modifikécii jednotlivych
baz v DNA. Bunky uplatituji radu mechanizmov, ktorymi znizuju toto poskodenie. Pri
ich nedostacujucej funkcii dochadza k zafixovaniu chybnej DNA, ¢o vedie k jej trvalym

zmenam — mutaciam (Alberts et al., 2005).

Prejavy jednotlivych mutacii zdvisia od toho, na ktorom useku DNA doslo
k zmene informacii. Zmena doblezitého tseku DNA moéze sposobit zanik celého

organizmu, naopak, niektoré mutdcie sa navonok organizmu nemusia vobec prejavit’.

Mutagény sposobuji poSkodenie genetickej informécie v doésledku procesu
mutagenézy. Vplyvom mutagénov dochiddza k modifikacidm informécii uloZenych
v DNA. Podrla toho, na akej organizac¢nej urovni doslo k zmene informécii, mutagény sa
delia do troch hlavnych skupin. Na najniz$ej trovni sa nachadzaju génové mutacie, za
nimi nasledujii chromozémové a nakoniec, na najvysSej trovni si gendmové mutacie

(Necas et al., 2000).

DNA polymerdaza mé funkciu sebakontroly, ¢im z velkej Casti eliminuje chyby
vznikajuce pri replikdcii. Aj napriek tejto jej schopnosti méze nastat’ situdcia, Ze sa
v DNA objavia chybne sparované nukleotidy. V takom pripade dochadza k oprave
chybne sparovanych baz (z angl. mismatch repair). Po ukonéeni tejto opravy sa zvysi
presnost’ replikacie s vyskytom jednej chyby na 10° skopirovanych nukleotidov.
Stcast'ou tohto systému opravy su proteiny schopné rozpoznat’ posSkodené nukleotidy.
Po rozpoznani dochddza k odstraneniu nespravneho useku retazca DNA za sucasnej
syntézy nového. Ak by nevznikol spravny usek chybajiceho retazca DNA, doSlo by
k zafixovaniu mutacie (Alberts et al., 2005). Zakladné kroky opravy poskodenej DNA

st popisané v Tab. 3.

K tvorbe chyb v DNA dochddza nielen pocas procesu replikacie. Poskodenie
DNA moZze vzniknit' mnohymi d’al§imi sposobmi. V DNA dochidza k chemickym

zmendm Vv dosledku zrdzok s druhymi molekulami. Stratou adeninu alebo guaninu
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v dosledku spontdnnej depurinacie vnikaji v DNA tzv. apurinové miesta (APS).
Spontannou stratou aminoskupiny z cytozinu sa vytvara uracil. UV Ziarenie sa podiel’a

na tvorbe tyminovych dimérov (Alberts et al., 2005).

Tab. 3 Mechanizmus opravy poskodenych miest v DNA (vytvorené podla Alberts et al.,
2005).

Zakladné kroky pri oprave Strucny popis funkcie jednotlivych
poskodenej DNA krokov pri oprave DNA
1. krok: vystrihnutie chybného Rozpoznanie poskodenych miest v DNA
fiseku z DNA pomocou $pecifickych nukleaz, nasledné
rozrusenie kovalentnej vizby a odstranenie
chybnych nukleotidov
2. krok: resyntéza DNA Syntéza chybajiuceho useku DNA ku

komplementarnemu retazcu pomocou

opravnej DNA-polymerazy

3.krok: ligacia Spojenie nového retazca s pdvodnym vlaknom
pomocou DNA ligdzy za vyuzitia energie

hydrolyzy ATP

2.3  Antioxidanty

Oproti  zli¢enindm indukujicich oxida¢né poskodenie sa nachadzaju
antioxidacné mechanizmy. Ich prvoradou tlohou je ochranit’ organizmus. V zavislosti
na stupni poSkodenia sa delia na tri hlavné skupiny. Prvi skupinu tvoria antioxidanty,
ktoré¢ posobia preventivne, to znamend, brania vytvoreniu radikdlov. Ak uz doslo
k vzniku radikalov, tak ulohu preberajii tzv. scavengery - vychytavace volnych
radikélov. Posledna skupina sa stard o napravu uz poSkodenych molekul. Patria sem
reparaéné enzymy (Caprnda, 2005). Priklady jednotlivych typov molekul st uvedené
v Tab.4.

Antioxidanty tvoria vel'mi Siroku $kalu zluc¢enin, medzi ktoré patria enzymy,
aminokyseliny, vitaminy, minerdly a d’alSie. Chrania organizmus pred volnymi
radikalmi, tj. pred oxidaénym poskodenim. Cast volnych radikalov si telo vytvara

samé pri uvolfovani energie. Ide predovSetkym o Skodlivé produkty metabolizmu,
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ktoré vznikaju pri extrémne velkej telesnej zat'azi. Na vzniku oxida¢ného poskodenia sa
podiel’aju i faktory ako je znecistenie vzduchu, fajcenie a pochody spojené so starnutim.
Nizku hladinu (t.j. taka hladinu, pri ktorej eSte nedochadza k poSkodeniu) a eliminaciu
tychto zlucenin zabezpecuju latky s antioxidaénym potencidlom. Prikladmi takychto
zluCenin st napr. enzymy katalaza a superoxiddismutaza, koenzym Q10, glutathion,
melatonin, vitaminy A,C,E, alfa- abeta-karotén, kyselina lipoova, selén a mnoho

dalgich (Mindell, 2000).

Antioxidanty maju nespocetné mnozstvo uc¢inkov. Vplyvaji na spomalenie
starnutia, podielaju sa na znizovani hladiny cholesterolu, obmedzuju riziko vzniku
ateroskler6zy, maju protektivnu funkciu proti vzniku infarktu myokardu a cievnej
mozgovej prihody, znizuju riziko vzniku nédorov, inhibuju rast zhubnych néadorov,
ochranuji zrak pred degenerativnymi zmenami sietnice, tlmia nésledky fajcenia,

(Mindell, 2000)...

Aby tieto latky dosiahli o¢akavany u¢inok, musia spiiat’ niekol’ko poziadaviek.
Medzi ne patri dostato¢na koncentracia dané¢ho antioxidantu v organizme. Podstatné je,
aby doslo kreakcii sROS aRNS, a ¢o je najdolezitejSie, novovzniknuta molekula

nesmie byt toxickejsia ako odstratiovany radikal (Caprnda, 2005).

Antioxidacné mechanizmy sa delia na dve hlavné skupiny: na nizkomolekularne

a vysokomolekularne (Caprnda, 2005).

Nizkomolekuldrne antioxidaéné mechanizmy sa rozdeluji na intra-
a extracelularne. Hlavnymi antioxidacnymi zlozkami intracelularneho priestoru su
GSH, ubichindn a kyselina lipooova, v extracelularnom priestore sa nachadzaji
predovSetkym kyselina askorbova (vitamin C) a a-tokoferol (vitamin E). Patria sem

i karotenoidy, nikotinamid, kyselina mo¢ovéa a mnoho d’alsich (Caprnda, 2005).

Vysokomolekuldrne antioxidaéné mechanizmy zahffiaji neenzymoveé proteiny
a enzymy. Zastupcami neenzymovych proteinov su napr. transferin a laktoferin, ktorych
tlohou je vychytavanie trojmocného Zeleza (Fe®*) a ceruloplazmin, ktory viaZe
dvojmocni med’ (Cu2+). Tieto mechanizmy obmedzuju vyskyt vol'nych foriem kovov,
pricom zdrovenn dochadza k znizeniu ich katalytického tuc¢inku pri vzniku ROS.
V intracelularnom priestore st lokalizované hlavne enzymové antioxidacné

mechanizmy. NajvyznamnejSim je glutathionperoxidaza, ktora v mitochondriach
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umoziuje degradaciu HO,. Dal§imi zastupcami su enzymy superoxiddizmutéza,
katalaza vyskytujuca sa najmid v peCeni a erytrocytoch a paraoxonaza zabranujuca

oxidacii lipoproteinov (Caprnda, 2005).

Tato kapitola kratko charakterizuje niektoré z vysSSie vymenovanych
antioxidantov. PodrobnejsSie je zamerand na GSH a EGCG, u ktorych sa v ramci tejto
prace sledovali ich u¢inky na indukciu a opravu oxida¢ného poskodenia DNA u buniek

A549 in vitro.

Tab. 4 Prikiady molekul v iilohe antioxidantov pri obrannom mechanizme organizmu

(vytvorené podla Lamichhane et al., 2013).

) Vychytavanie vo'nych
Prevencia Reparacné enzymy
radikalov

karotenoidy, vitamin E,

fofolipid hydroxyperoxid,

katalaza, . . e,
kyselina mocovd, vitamin o )
glutathionperoxidaza, L, L lipazy, proteazy,
C, vitamin E, ubiquinol, )
tioredoxin, glutathion-S- . . transferazy, DNA
karotenoidy, albumin, o )
transferaza, o repara¢né enzymy
bilirubin
superoxiddizmutaza,

transferin, albumin,
lactoferin, ceruloplazmin,

haptoglobin, hemopexin

2.3.1 Karotenoidy a ich vplyv na organizmus

Karotenoidy st chemické farbiva, viac¢Sinou vo vode rozpustné. Ovocie je ich
bohatym zdrojom. Zabezpecuju vysokt ochranu proti UV ainym druhom ziarenia,
ktoré iniciuju vznik rakoviny. Medzi najucinnejSie karotenoidy patria alfa-karotén, beta-

karotén, lykopén, lutein a zeaxantin (Mindell, 2000).

Alfa-karotén sa podl'a potreby tela transformuje na vitamin A. V pokusoch na
zvieratach sa preukdzal jeho inhibi¢ny vplyv na vSetky druhy nadorov. V porovnani
s beta-karoténom je pri ochrane koze, oci, pecene a pl'ucneho tkaniva 10 krat Gc¢inne;jsi

(Mindel, 2000).
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Beta-karotén je provitamin transformovany na aktivnu formu, t.j. vitamin, podl'a
telesnej potreby. Jeho ucinky sa prejavuju v posilneni imunity, v znizeni rizika

aterosklerdzy a o¢ného zakalu (Mindel, 2000).

Lykopén je velmi uinny v potlac¢ani rastu nadorov a V tlmeni néasledkov UV

Ziarenia a fajéenia. Ide o zlu¢eninu vel'mi dobre rozpustnt v lipidoch (Mindel, 2000).

Lutein svojimi u¢inkami chrani zrak pred poSkodenim v dosledku UV ziarenia
pozastavenim degenerativnych zmien zltej Skvrny na sietnici. Podobné ucinky vykazuje

i zeaxantin (Mindel, 2000).

2.3.2 Kyselina askorbova
Kyselina askorbovda je jednym znajzndmejSich  a najStudovanejSich
antioxidantov. Jej u¢inok spociva v ochrane lipidov, DNA a inych bunkovych Struktar

pred oxidaciou (Azqueta et al., 2013).

2.3.3 Vitamin E

Vitamin E je nevyhnutny pre spravne fungovanie fyziologickych procesov.
Vyskytuje sa v 6smich izoformach, najcastejsie ako alfa, beta, gama a delta tokoferol
a tokotrienol. Malé rozdiely Vv Struktire medzi jednotlivymi izoformami maji vyznamny
dopad na ich biologicku aktivitu. VSeobecne, vitamin E preukazuje antioxidacnu,
protizépalovl a antitrombolyticku aktivitu. Jeho silné antioxidacné ucinky spocivaji vo
vychytavani volnych radikélov a peroxidov. Tymto mechanizmom po6sobenia ochrafiuje
lipidy a membrany pred oxida¢nym poskodenim. Najvacsia antioxidaéna ucinnost’ bola

preukazana u izoformy alfa (Algahtani et Kaddoumi, 2015).

2.3.4  Glutathion
GSH je dolezity pri odstrafiovani splodin metabolizmu a xenobiotik (Jirdk,

2011). Je hlavnym endogénnym antioxidantom. Vo svojej molekule obsahuje thiolovu
skupinu (-SH), dolezita pre jeho ucinky. Schopnost GSH chranit’ bunku pred ROS je
vysoka (Wang et al., 2013). Chrani organizmus pred nasledkami oxidacie, je

nukleofilnym vychytdvacom elektrofilnych zlucenin, ma tlohu kofaktoru pre signdlne
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prenosy, Specialne v mozgu (Johnson et al., 2012). Zaroven zabezpecCuje udrziavanie
exogénnych antioxidantov, hlavne vitaminov E a C, v redukovanej forme. Svojou
aktivitou zasahuje do imunitného systému a reguluje produkciu cytokinov (Wang et al.,
2013).

Chemicka Struktara GSH nie je zlozitd. Jedna sa o tripeptid pozostavajici z troch
aminokyselin (Obr. 1). V organizme ¢loveka sa GSH vyskytuje v dvoch formach. Su to
redukovana forma, GSH, ktora za normalnych podmienok prevlada, a oxidovana forma,
GSSG. Oxidovana forma je tvorend dvomi molekulami GSH spojenych disulfidovou

vazbou. Hladina GSSG pri oxidacnom poskodeni narasta (Jirdak, 2011).

HS

0
H
Hooc\_/\)J\N N._COOH

H
Ho O

2l

Obr. 1 Chemicka struktura GSH (prevzaté z https://en.wikipedia.org/wiki/Glutathione).

GSH vznik4 prevazne v intracelularnom priestore vrozmedzi koncentracii
0,2 mM — 10 mM. Najbeznejsia koncentracia vo vacsine buniek sa pohybuje od 1 mM
do 2 mM. Hlavnym krokom, udavajicim rychlost’ syntézy GSH, je vznik amidovej
viazby medzi y-karboxylovou skupinou glutdimovej kyseliny a aminoskupinou cysteinu.
Rychlost’ je zaloZena na aktivite enzymu y-glutamylcystein syntetdzy a zaroven na
dostupnosti cysteinu. Enzym glutathion syntetdza ukoncuje syntézu GSH pripojenim
aminokyseliny glycinu k dipeptidu y-GluCys. Aktivita enzymov potrebnych pre syntézu
GSH je kontrolovand mnohymi pre- i posttranskripénymi mechanizmami. Navyse,
aktivita enzymov zucastiiujucich sa syntézy GSH mdéze byt’ regulovana prostrednictvom

fosforylacie (Johnson et al., 2012).

GSH ma v organizme mnoho uloh, a preto je dolezité, aby jeho koncentréacia

bola dostato¢na. K nizkym hladindm redukovaného GSH dochadza z réznych pricin,
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akymi st infekcie, otravy tazkymi kovmi, neadekvatne zloZenie potravy (hlavne nizky

prijem cysteinu), starnutie, nedostatok tepla a mnoho d’alsich (Haley, 2009 [online]).

Narusenie homeostazy GSH a enzymov zodpovednych za jeho syntézu vedie
k progresii mnohych, vo velkej miere neurodegenerativnych ochoreni. Castokrat je
pri¢inou tychto zdvaznych ochoreni oxidac¢ny stres, ktory zasahuje do rovnovahy GSH

(Johnson et al., 2012).

Priklady ochoreni suvisiacich s hladinami GSH su uvedené v nasledujicej

kapitole.

2.3.4.1 Suvislost’ hladin GSH u vybranych ochoreni
Meranim koncentra¢nych hladin GSH v organizme sa hladaji stvislosti so

vznikom portch. Jednym z jeho najvyznamnejSich u¢inkov je vychytavanie volnych
radikalov. Takisto sa mu pripisuje funkcia ,,prirodného chelatora®, ¢o znamena, ze
dokaze v pripade intoxikacie organizmu tazkymi kovmi tieto kovy vyviazat' a tym
umoznit’ ich elimindciu. Z velkej Casti sa podiel’a na zniZeni aktivity hubovych toxinov

tym, ze sa viaze ne ich povrch (Haley, 2009 [online]).

Velky doraz sa kladie na tlohu GSH pri prevencii a elimincii virusovych
ochoreni. Thiolova skupina (-SH) GSH je nevyhnutna pre narusenie disulfidovych
vézieb (-S-S-) virusového plastového proteinu, nevyhnutného pre dalSie Sirenie
virusovych infekcii. Existuje hypotéza, podl'a ktorej vdzba GSH na proteiny virusov
navodzuje posilnenie imunitnej odpovede na virusové ochorenia. Javi sa, ze nizke
hladiny GSH predstavuju vel'ké riziko indukcie virusovych ochoreni (Haley, 2009

[online]).

Je zrejmé, Ze produkcia GSH ma ochrannu tlohu proti toxicite paracetamolu. Za
hlavny spdsob ochrany sa povazuje zvySenie koncentracie thiolovych skupin (-SH)
prostrednictvom liecby N-acetylcysteinom. ZvySenie hladin GSH sa zdoraziuje
Vv spojitosti s ochranou pred ochoreniami suvisiacich s imunosupresiou (Haley, 2009

[online]).

GSH nemozno opomenut’ v suvislosti s autismom, pretoze sa predpoklada, ze

prave oxidacny stres moze byt primarnou pri¢inou vzniku autismu. Toto ochorenie je
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typické pritomnostou biochemickych abnormalit, jednou z nich je pokles pomeru
GSH/cystein. Viacsina terapii pri tomto ochoreni je prave z tohto dévodu zalozend na
principe posilnenia antioxidacnej ochrany, medzi ktoré patri transdermalna aplikacia

alebo injek¢né podanie GSH (Walsh, 2009 [online]).

235 EGCG

Polyfenoly su jednou z hlavnych zloziek zeleného caju (Camellia sinensis,
Theaceae) (Moravcova et al., 2014). Tieto chemické zlG¢eniny patria medzi sekundarne
metabolity, ktoré sa delia do niekolkych tried. Rozdelenie je dané na zaklade
obsiahnutych fenolovych kruhov v konkrétnej zlucenine a na obsahu prvkov spajajiacich
jednotlivé fenoly (Georgiades et al., 2014). Polyfenoly obsahuji vo svojej Struktare
jeden alebo viac aromatickych kruhov s hydroxylovymi skupinami. Vyskytuju sa bud’
ako jednoduché alebo zlozité molekuly. Delia sa na dve hlavné skupiny (Davies et
Yariez, 2013).

Do prvej skupiny patria hydroxybenzoové kyseliny, ako st gallové a vanilinova
kyselina. Druhd skupina obsahuje kyseliny hydroxySkoricové. Prikladom st kyseliny
p-kumarova a kavova. Tieto molekuly sa nachadzaju v esterifikovanom stave s malymi
molekulami, naviazané na bunkové steny a/alebo proteiny. Flavonoidy si podskupinou
derivatov kyseliny p-kumarovej. lde o zluceniny s nizkou molekulovou hmotnost'ou
v rozmedzi 200-400 g/mol obsahujucich vo svojej Struktire benzo-y-pyron (Davies et
Yariez, 2013). Prehl'ad jednotlivych typov polyfenolovych zlucenin je uvedeny na Obr.
2.
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POLYFENOLY

HYDROXYKARBOXYLOVE HYDROXYSKORICOVE

KYSELINY KYSELINY

KYSELINA KYSELINA KYSELINA KYSELINA
GALLOVA | || VANILINOVA || p-KUMAROVA KOFEINOVA

[flavonony,
flavanony,
flavonoly,
flavanoly
(proantokyanidiny,
katechiny,
epikatechiny,
prokyanidiny,
prodelfinidiny)
a antokyaniny]

Obr. 2 Typy polyfenolovych zlicenin (zhotovené podla Davies et Yariez, 2013).

Flavonoly maji vysokll schopnost’ vychytavat' radikaly, vdaka svojim
antioxidanym u¢inkom. Pri ich pdsobeni dochadza k zmene signalnych drah, ktoré
vedu k zmene génovej expresie a nasledne k indukcii antioxida¢nych enzymov. Tieto
vlastnosti sa vyuZzivaji pri oxida¢nom poSkodeni biomolekul, ktoré byvaju indikované

V patologii mnohych chronickych ochoreni (Georgiades et al., 2014).

Jednym z prikladov polyfenolovych zla¢enin je EGCG (Obr.3). EGCG ma silny
antioxida¢ny Uc¢inok. Efektivne sa vyuziva v prevencii chorob spojenych s oxidaénym
stresom (Moravcova et al., 2014). Nie je to davno, €o sa priSlo na jeho ochranné
posobenie pred neziaducimi nasledkami vyvolanymi oxida¢nym stresom (Georgiades et
al., 2014). U¢inok spo¢iva hlavne v potlateni zapalovych procesov, ktoré vedu
k transformacii, proliferacii a iniciacii karcinogenézy. Vplyv na preventivnu ochranu
pred vznikom rakoviny je podporovany vysledkami z epidemiologickych, bunkovych,
zvieracich i klinickych $tudii. Zistilo sa, ze EGCG moze podporit’ komunikaciu medzi
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bunkami, ktorou sa zvys$i ochrana pred vyvojom tumoru (Singh et al., 2011). EGCG ma
cely rad dalSich ucinkov, medzi ktoré patria antiartritické, antibakteridlne,
angiogenické, protistarnuce, antivirusové, a vo velkej miere neuroprotektivne ucinky.
Celkovo, polyfenolové zluCeniny inhibuji bunkova proliferaciu a uplatiuju svoje
ucinky proti radikalovym zltié¢eninam (Singh et al., 2011). Terapeutické podanie EGCG
by z tohto dévodu mohlo byt vhodnou podpornou lie¢bou ochoreni ako s napr.

ateroskler6za a kardiovaskularne a metabolické ochorenia (Zhu et al., 2014).

Vyskumy vplyvu EGCG na bunkovych kultarach in vitro poukazuju na acinné
navodenie apoptoézy ana zastavenie bunkového rastu. K tomu dochadza pri zmene
prepisu regula¢nych proteinov bunkového cyklu aktivaciou kaspaz a potlacenim aktivity
transkripéného faktoru NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells). Okrem toho, EGCG stimuluje v nadoroch aktivitu cytotoxickych T buniek
(Singh et al., 2011).

Vplyv  EGCG zvySuje koncentraciu antioxidaénych enzymov shvisiacich
s oxidacnym stresom. Patria sem enzymy superoxiddizmutiza, glutamat cystein ligaza

a hem oxygenaza (Zhu et al., 2014).

Predpoklada sa, ze mechanizmus ucinku EGCG spociva v dondcii elektronu
alebo atomu vodika fenolovej skupiny, to znamend, v ochrane jednotlivych Struktur

pred oxida¢nym poskodenim (Zhu et al., 2014).

Experimentalne Studie poukazujii na mechanizmus spocivajici v blokade
receptorov v postihnutej bunke, o by mohlo viest k inhibicii $irenia nadoru. Dalsie
mechanizmy moZu spocivat’ v priamej vizbe EGCG na karcinogény. Tieto inhibi¢né
vplyvy mézu v konecnom dosledku potlacit’ zaverecné Stadia karcinogenézy, konkrétne

angiogenézy a metastaz (Singh et al., 2011).
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Obr. 3 Chemickd Struktura epigalokatechin  galitu (EGCG) (prevzaté
z https://en.wikipedia.org/wiki/Epigallocatechin_gallate).

2.4  Detekcia poskodenia

Mnohé epidemiologické Stadie vyuZivaju k detekcii poskodenia molekularne
biomarkery, ktoré s sti¢astou viacSiny ochoreni. Tieto bunkové a chemické parametre
je mozné kvantitativne urcit’ pomocou neinvazivnych metdd. Informuja o tom, do ake;j
miery je organizmus vystaveny mutagénnym a karcinogénnym zlu¢enindm. Metoda sa
vyberd podla druhu sledovaného poskodenia. NajcastejSie sa jednd o nasledovné
poskodenia: oxida¢né poSkodenie baz, retazcové zlomy DNA, alkylacia jednotlivych

baz v DNA a chromozémové aberacie (Collins et al., 2014).

Dlhodoby oxida¢ny stres ma na organizmus negativny dopad. Dochadza
k postupnému vycerpaniu antioxidacnych molekul, k zvySeniu koncentracie volnych
radikalov, k modifikacii baz DNA a k d’alSim procesom nasmerovanych k oslabeniu az

celkovej likvidacii organizmu.

Existuje cely rad metod, ktoré dokdzu stanovit’ stupeil oxidacného poSkodenia.

Na zaklade typu detekcie poSkodenia sa delia do niekol’kych skupin.
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Jednu skupinu tvoria metody, ktoré detekuju vol'né radikaly. Pomocou nich sa
stanovuje koncentracia volnych radikdlov vo vzorke. Nevyhodou je kratky polcas
radikalov. Vyuzivaju sa predovsetkym vo vyskume. Do tejto skupiny patria napr.
elektronova paramagneticka rezonancna spektrometria, pulzna radiolyza alebo

chemoluminiscencia buniek a tkaniv (Stipek et al., 2000).

DalSia skupina je zamerand na meranie produktov oxidacného stresu. Tieto
metddy, v porovnani s vys§ie spomenutymi, su pouzivané ovela cCastejSie. Jednd sa
napr. o stanovenie konjugovanych diénov a lipidovych peroxidov alebo stanovenie

malondialdehydu (Stipek et al., 2000).

Meranie antioxidantov sleduje d’alSia skupina, ako je napr. stanovenie GSH,

stanovenie askorbatu, ale i stanovenie glutathionperoxidazy (Stipek et al., 2000).

K detekcii poskodenia sa pouzivaji metddy zaloZzené na stanoveni stopovych
prvkov, ktoré su sucastou antioxidaénych enzymov a katalyzatorov radikalovych
reakcii. Patria sem i metody zamerané na testovanie antioxidacnej kapacity, napr.
stanovenie celkovej antioxidacnej kapacity alebo peroxidovatelnosti lipoproteinov

(Stipek et al., 2000).

Na zaver tohto stru¢ného prehladu spomenieme metdody uréené na meranie
aktivity zdrojov ROS a RNS v organizme. Predovsetkym sa jedna o Stanovenie enzymu
xantinoxidoreduktdzy ako potencidlneho zdroja superoxidu a peroxidu vodika ¢i

stanovenie aktivity syntaz oxidu dusnatého (Stipek et al., 2000).

Dalej uvedené metody sa vyzivaji konkrétne ku kvantitativnemu stanoveniu

poskodenia DNA.

2.4.1 Stanovenie produktov nukleovych kyselin v dosledku oxida¢ného stresu
Vysokoucinna kvapalinova chromatografia je jednou z metdd, pomocou ktorej je
mozno identifikovat' 8-hydroxy-2’-deoxyguanozin a 8-hydroxyguanozin, oxidac¢né
derivaty baz DNA charakteristické pri oxida¢nom poskodeni. K sledovaniu sa vyuziva
detektor elektronového zachytu. Tento spdsob merania umoziiuje vyhodnotit’ rozsah
oxidacného poSkodenia genetického materidlu. VyuZiva sa hlavne na rozbor tkanivovej

DNA a stanovenie modifikovanych baz v moci. Sledované biomarkery mozu upozornit’
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na moznost’ malignizacie alebo na urcity stupen starnutia. Vyhodou stanovenia miery

poskodenia z mocu je jednoduché priprava vzorky (Stipek et al., 2000).

2.4.2 Comet Assay

Kométovy test (z angl. Comet Assay) je univerzalny a dostatocne citlivy sposob
vyuzivany k detekcii jednoretazcovych (SSBs) a dvojretazcovych zlomov (DSBs)
v DNA (Collins et al., 2008). Pomocou neho je mozné sledovat’ a zmerat’ vel'mi nizke
stupne poSkodenia DNA (Liao et al., 2009). Tato metéda dokaze stanovit’ od sto az do
niekol’ko tisic zlomov pritomnych v DNA na jednu bunku.(Collins et al., 2008). Velkou
vyhodou je rychle a kvantitativne urenie miery na principe migracie fragmentov DNA

z jadra bunky behom elektroforézy (Liao et al., 2009).

Ako prvi tato metodu popisali Ostling a Johason, v roku 1984. Zistili, Ze
pomocou tejto metddy pri neutrdlnych podmienkach mézu kvantitativne stanovit DSBs
v DNA, a to na trovni jednej bunky. Od tej doby metdda nadobudla mnoho modifikacii,
ako napr. zmena neutralnych podmienok na alkalické umoznujice sucasntii detekciu
alkalilabilnych miest (ALS) a SSBs v DNA alebo vyuzitie Specifickych enzymov
k detekcii oxidovanych pyrimidinovych (endonukledza III) a purinovych baz

(formamidopyrimidin-DNA glykozylaza) (Liao et al., 2009).

Tento spdsob detekcie poskodenia sa s vyhodou vyuZiva v ro6znych oblastiach,
ako napr. biomonitoring, genotoxikoldgia alebo monitoring Zivotného prostredia (Liao
et al., 2009).

V tejto praci sa k detekcii oxidaéného poskodenia DNA pouzila alkalicka verzia
kométového testu s vyuZitim Specifickych enzymov endonukleazy III (Endo III)
a formamidopyrimidin-DNA glykozylazy (Fpg).

Alkalickd modifikacia kométového testu vytvara podmienky pre meranie SSBs
a ALS v DNA. Princip metoédy spociva v alkalickom rozpletani a nasledne v migracii
jadrovej DNA behom elektroforézy (Azqueta et al., 2014). Cim je poskodenie DNA
vacsie (pocet SSBs a ALS sa priamo timerne zvySuje s narastajucim poSkodenim), tym
sa z jadra uvolnuje vacsie mnozstvo DNA (Lorenzo et al., 2013). Nasledkom toho

vznikaju pri obrazovej analyze charakteristické Utvary v tvare kométy. Intaktna, t.j.
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neporusena ¢ast’ DNA sa nachadza v hlave kométy a poskodena DNA v chvoste (Obr.
4) (Liao et al., 2009).

Alkalické rozpletanie vyzaduje Specifické podmienky, ktorymi st vysoké pH
a relativne kratky Cas rozpletania, aby doslo k ¢iasto¢nému rozvinutiu DNA. (Collins et

al., 2008).

Ako bolo spomenuté v uvode tejto kapitoly, kométovy test sa ¢asto pouziva so
sucasnym aplikovanim Specifickych enzymov, ktoré dokdzu rozpoznat’ oxidované bazy
v DNA. Princip spociva vich odstraneni z DNA, ¢im dochadza k tvorbe APS
anaslednému k vzniku zlomov (Azqueta et al., 2009).Casto je vyuzivana kombinacia
senzymom Fpg k detekcii 8-0x0-7,8-dihydroguaninu  (8-oxoGua) Vv DNA,
molekularneho biomarkera oxida¢ného poskodenia DNA (Collins et al., 2014) ako aj
s Endo Il k rozpoznaniu oxidovanych pyrimidinov. Takto vzniknuté zlomy v DNA,
v dosledku konverzie oxidacne poskodenych baz na SSBs, je mozné zmerat’ pomocou
kométového testu (Azqueta et al., 2014), atym kvantitativne odhadnit mnozstvo

oxidacne poskodenych baz v DNA.
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Bunka bez poSkodenia DNA

Bunky s miernym az strednym poskodenim DNA

Bunky s rozsiahlym poskodenim DNA

Obr. 4 Sledovanie migracie jadrovej DNA pocas elektroforézy pomocou
Sfluorescencnéeho mikroskopu. Bunky bez poskodenia sa po aplikacii fluorescencného
farbiva zobrazuju v tvare gulatého jadra. Pri miernom az strednom poskodeni dochadza
k vzniku ALS a nasledne k migrdcii DNA smerom k andde. Tieto bunky sa pri sledovani
V mikroskope zobrazuju ako kométy, kde chvost kométy obsahuje posSkodenu DNA
a svietiace gulaté jadra su tvorené DNA bez poSkodenia. Rozsiahle poskodenie DNA
vedie K takmer uplnej migrdcii DNA, to znamend, Ze vdcsina DNA je obsiahnutd

V chvoste kométy (upravené podla Waters et al., 2007).

Po vyhodnoteni vo fluorescencnom mikroskope sa pomocou obrazovej analyzy
ziskaju informacie o miere poskodenia DNA. Kométa moze byt popisand jednym alebo
viacerymi parametrami, zahfnajucimi tvar a velkost. Medzi najCastejSie spOsoby
merania migracie DNA patria dizka chvostu kométy (,,tail lenght* v um), jeho intenzita
vyjadrena v % popisujucich intenzitu k migrovanej DNA a tzv. ,,tail moment®, ktory sa

ziska vynasobenim hodnot DNA v chvoste (%) avzdialenostou migracie.
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NajpreferovanejSim parametrom sledujicim poskodene DNA je ,.tail moment®, Obr.5

(Colins et al,. 2014).

Chvost kométy

"tail moment"'

Obr. 5 Obrazova analyza oxidacného poskodenia na virovni DNA

(upravené  podla  http://www.antibodies-online.com/kit/2345015/Comet+Assay+3-
Well+Slides/).
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2.4.3 Princip vyuzitia reparacnych enzymov pri stanoveni oxida¢ného poskodenia
Jednou z foriem poSkodenia DNA su retazcové zlomy. VacSina chemickych
zltCenin s genotoxickym potenciadlom indukuje niekolko d’al§ich druhov posSkodenia.
Medzi najpocetnejSie poskodenia patria malé zmeny v Strukture baz v DNA v dosledku
oxidacie alebo alkylécie, strata baz, krizové vézby (cross-links) medzi jednotlivymi

bazami alebo pripojenie vel'kych chemickych skupin na bazy DNA (Gautier, 2011).

Niektoré poskodenia bdz DNA su potencidlne mutagénne, atak sa stavaji
stcastou procesu karcinogenézy a starnutia. Dalsie poskodenia, ako tymin glykol alebo
5,6-dihydrouracil moézu inaktivovat DNA-polymerazu behom replikacie DNA
(Kuznetsov et al., 2015).

Enzymatické mechanizmy maji délezitu funkciu pri odstraiiovani poskodenych
baz v DNA. Vystrihnutie niektorych foriem nespravnych bdz z DNA je iniciované
aktivitou Specifickych DNA reparacnych enzymov, tzv. glykozyldz. Tieto enzymy
svojou aktivitou katalyzuju hydrolyzu N-glykozidickej vézby, ktord spaja nespravnu
bazu k deoxyribozo-fosfatovej kostre. Tento mechanizmus opravy iniciovany DNA
glykozylazami sa oznafuje ako bazova exciznd repardcie (BER). Vdaka BER st
chemicky modifikované zvysky odstranené vo forme volnych baz. Dalsi typ poskodenia
v DNA vyvolévaju DNA glykozylazy hydrolyzou N-glykozidickej vézby. V désledku
straty baz vznikaji v DNA APS. Tieto miesta mézu vznikat’ i v dosledku spontannej
hydrolyzy N-glykozidickej vézby. Oprava APS je niekol'kokrokovy proces veduci ku
kompletnej reparacii. Odstranenie APS je sprostredkované druhou triedou BER
enzymov, tzv. AP endonukleazy. (Friedberg et al., 1995). Prehl'ad jednotlivych DNA

glykozylaz, ich substratov a nasledne vznikajucich produktov je uvedeny v Tab. 5.

Glykozyldzy spolahlivo rozpoznavaji narusené miesta DNA medzi
nespocetnym mnoZzstvom nepoSkodenych béaz. Jednd sa 0 velmi zloZzity proces.
S najviacsou pravdepodobnostou sa viazu na neSpecifické miesta DNA molekuly,
pozdiz ktorej sa postvaju jednorozmernou difaziou dovtedy, kym nelokalizuji

poskodenie alebo sa neoddelia od DNA (Prakash et al 2012).

Pre identifikaciu poskodenia pomocou tychto enzymov bolo prijatych niekol’ko
hypotéz. Prva z nich popisuje vizbu glykozylazy na vysunuté poSkodené miesta DNA

a jej pohyb pozdiz DNA, pri ktorom kontroluje kazdu jednotlivii bazu. Tento pripad sa
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vsak javi ako nepravdepodobny, najmd z hl'adiska farmakokinetiky (Prakash et al.,
2012).

Dalsim predpokladom je moznost glykozylaz vychytat nidhodne vysunuté
poskodené bazy. Tieto vysunuté miesta DNA véacSinou obsahuju poskodenia v dosledku
vzniku vodikovej védzby. Vplyvom toho dochadza k nahromadeniu interakcii, ktoré
modzu byt nasledne menené v porovnani s normdlnymi, to znamena nepoSkodenymi

bazami (Prakash et al., 2012).

Posledna, tretia hypotéza popisuje posun glykozylaz po DNA a ich schopnost’
rozpoznat dany substrdt na zdklade Specifickych interakcii medzi jednotlivymi

glykozylazami a molekulou DNA ( Prakash et al., 2012).

Ako bolo uvedené na zaciatku, enzymy so Specifickou endonukleolytickou
aktivitou sa vyuzivaju v spojeni spolu s kométovym testom kvoli zvySeniu citlivosti
a selektivity pri ur¢eni vel'kosti oxidacného poskodenia DNA. Enzym Endo III (Obr. 6)
sa pouziva k sledovaniu pritomnych oxidovanych pyrimidinov, enzym Fpg (Obr.7)
k detekcii oxidovanych purinov. Enzym 3-metyladenin-DNA-glykozylaza vykazuje
aktivitu proti alkylovanym bazam v DNA. V dosledku UV Ziarenia vznikaji v DNA
diméry, ktoré vykazuji citlivost k enzymu endonukledza V. Enzym uracil-DNA-
glykozylaza, ktory sa zatial neuplatnil v spojeni skométovym testom, dokaze

rozpoznat’ chybne zabudovany uracil v retazci DNA (Gautier, 2011).

V tejto praci sa k identifikécii oxidovanych baz vzniknutych pri oxida¢nom
poskodeni DNA pouzili Specifické enzymy Endolll a Fpg. V pripade pritomnosti
poskodenych baz v DNA konvertovali tieto miesta na APS, nasledkom ¢oho doslo

k tvorbe SSBs, ktorych mnozstvo bolo odhadnuté pouzitim kométového testu.
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Tab. 5 Prehlad jednotlivych glykozylaz s ich Specifickymi substratmi a produktmi

(upravené podla Friedberg et al., 1995).

Enzym Substrat Produkty
Ura-DNA glykozylaza | DNA obsahujuca uracil uracil, AP miesta
Hmu-DNA DNA obsahujiica hydroxymethyluracil,
glykozylaza hydroxymethyluracil AP miesta
5-mc-DNA DNA obsahujiica 5-methylcytozin,
glykozylaza 5-methylcytozin AP miesta

Hx-DNA glykozylaza

DNA obsahujuca hypoxantin

hypoxantin, AP miesta

Tymin mismatch-

DNA obsahujuca G-T

DNA o tymin, AP miesta
mispairs
glykozylaza
MutY-DNA DNA obsahujiuca G-A
o adenin, AP miesta
glykozylaza mispairs
3-mA-DNA DNA obsahujpca 3-methyladenin,
glykozylﬁza 1 3-methyladenin AP miesta
DNA obsahujtca 3 nvlad ;
-methyladenin, 7-
3-mA-DNA 3-methyladenin, Y
. vl b methylguanin, 3-methylguanin,
5 -met uanin alebo
glykozylaza 11 ylg AP miesta
3-methylguanin
DNA obsahujtca 2 6-diamino-4-hvd N
,0-alamino-4- roxy-o-N-
FaPy-DNA foramidopyrimidinové ] y .y .
v alebo 8 methylformamidopyrimidin,
5 zvySky alebo 8-
glykozylaza Y ) 8-hydroxyguanin, AP miesta
hydroxyguanin
5,6-HT-DNA DNA obsahujuca
B 5,6-dihydroxydihydrotymin,
glykozylaza 5-6-hydratované tyminové
5 o 5,6-dihydrotymin, AP miesta
(endonukleaza III) | 2vysky (moieties)

PD-DNA glykozylaza

DNA obsahujtca tyminové

diméry

pyrimidinové diméry v DNA
S hydrolyzovanymi
5’glykozylovymi vizbami,

AP miesta

33




2.4.3.1 Endonukledza III (Endo I11)

Enzym Endo III bol povodne identifikovany ako enzym s endonukleolytickou
aktivitou posobiaci na degradéciu tazko poskodenej DNA UV ziarenim. Ukazalo sa, ze
ma vel'mi Siroku substratovu Specificitu. Svojou aktivitou odstranuje z DNA pyrimidiny
S nasytenymi, otvorenymi alebo c¢iastocne fragmentovanymi kruhmi. Ochraiuje
organizmus pred letdlnymi nasledkami ionizujiiceho Ziarenia a oxidaénymi zla¢eninami
a je hlavnou sucast'ou obranného mechanizmu proti oxidovanym pyrimidinom v DNA

(Krokan et al., 1997).

Ako uz bolo uvedené, Endo III odstrafiuje z DNA predovsetkym poskodené
pyrimidiny, medzi ktoré patria tymin glykol, uracil glykol, 5,6-dihydrouracil, 5,6-
dihydrotymin, 5-hydroxy-5,6-dihydrotymin, 5-hydroxy-5,6-dihydrouracil, 5-
hydroxyuracil, 5-hydroxycytozin, alloxan, urea, 6-hydroxy-5-hydrouracil, 5,6-
dihydroxycytozin, 6-hydroxy-5-hydrocytozin a jednotlivé produkty ich rozpadu
(Kuznetsov et al., 2015).

Endonukleaza III

Obr. 6 Enzym Endo 11l (upravené podla Nelson et al., 2014).
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2.4.3.2 Formamidopyrimidin-DNA glykozylaza (Fpg)

Enzym Fpg je jednou z DNA glykozylaz, ktora sa podiela na procese BER.
Enzym Fpg vykonava prvy krok tohto procesu, ktory je pohanany tepelnou energiou.
Stcastou tohto kroku je lokalizovanie poskodenych baz a rozstiepenie spominanej N-
glykozidickej viazby s naslednym odstranenim bazy. Ako bolo uvedené, Fpg sa podiela
predovsetkym na eliminacii oxidovanych purinov, najéastejsie 8-oxoGua a 2,6-diamino-

4-hydroxy-N-5-methylformamidopyrimidinu (Nelson et al., 2014).

Mnohé biochemické stadie dokazuju, ze 8-0xoGua je substratom pre enzym Fpg
azaroven, ze Fpg preferuje 8-oxoGua pred 2,6-diamino-4-hydroxy-N-5-
methylformamidopyrimidinom. Z toho vyplyva dolezitost’ tohto biologického substratu
pre Fpg. (Prakash et al, 2012).

Na zédklade tychto Specifickych vlastnosti Fpg sa moze odhadnit stupeii
poskodenia DNA v désledku vzniku oxidovanych purinovych baz, ktoré byvaju ¢astym

ukazovatel'om oxida¢ného poskodenia DNA.

Formamidopyrimidin-DNA-glykozylaza
o

Obr. 7 Enzym Fpg (Upravené podla Nelson et al, 2014).
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3. CIEL
Zamerom tejto prace bolo zistit’ vplyv GSH, GSH-A, GSH-B a EGCG na indukciu
a reparaciu oxida¢ného poskodenia DNA vyvolaného H,O, u buniek A549 in vitro

pomocou kométového testu. Jednotlivé ciele su uvedené v nasledujucich bodoch.

1. Sledovat vplyv GSH, GSH-A a GSH-B na indukciu oxida¢ného poskodenia
DNA na zéklade stanovenia mnozstva oxidovanych pyrimidinov, biomarkerov
oxidaéného stresu, pouzitim $pecifického enzymu Endo 111 .

2. Stanovit’ koncentracnu zavislost’ vplyvu GSH, GSH-A a GSH-B na inhibiciu
indukcie oxida¢ného poskodenia DNA.

3. Sledovat’ vplyv EGCG na indukciu oxida¢ného poskodenia DNA a zarovei
urcit’ jeho efekt na reparaciu tohto poskodenia.

4. Ngjst koncentracie EGCG s inhibi¢énym pdsobenim na indukciu oxidacného
poskodenia DNA a so zosiliiujucim efektom na reparaciu poskodenej DNA bez
negativneho dopadu na bunky.

5. Vytvorit hypotézu o mechanizme (mechanizmoch) G¢inku testovanych latok.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Material

4.1.1 Bunkova linia A549

A549 je oznacenie pre bunkovu liniu l'udského karcinomu pl'uc, ktora sa pouziva
na sledovanie toxicity a genotoxicity. Tato linia vykazuje Specifické znaky, ktorymi su
vysokd hladina GSH a vysoka expresia génu hemoxygenazy-1, ktory vyrazne prispieva

k bunkovej odpovedi na oxidativny stres (Speit et Bonzheim, 2003).

Bunky A549 boli ziskané z ATCC (z angl. American Type Culture Collection).
Kultivovali sa vmédiu MEM-a, ktoré bolo doplnené 10% BSA. Pasazovali sa

trypsinizaciou dva krat do tyzdna v pomere 1:5.

4.1.2 Chemikalie

Agaroza Standard (Sigma-Aldrich, s.r.0.), vysokotuhnuca agaréza (HMP)
(Sigma-Aldrich, s.r.0.), nizkotuhntca agar6za (LMP) (Sigma-Aldrich, s.r.0.), bovine
serum albumine (BSA) (Sigma-Aldrich, s.r.0.), dimetylsulfoxid (DMSO) (Sigma-
Aldrich, s.r.0.), EGCG (Sigma-Aldrich, s.r.0.), Endo III (Ustav experimentilnej
botaniky), ethidium bromid 95% (EB) (Sigma-Aldrich, s.r.o.), ethylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA) (Erba Lachema, s.r.0.), Fpg (Ustav experimentélnej botaniky), GSH
(Sigma-Aldrich, s.r.0.), GSH-A (MUDr. R. Hys$pler), GSH-B (MUDr. R.Hyspler,
FNK), H,O, (Peroxides, s.r.o.), HCI p.a. (Lach-Ner, s.r.0.), KCI p.a. (Erba Lachema,
s.r.o.), KOH p.a. (Erba Lachema, s.r.0.), minimum essential medium-a (MEM-a)
(PAA), NaCl p.a. (Lach-Ner, s.r.0.), NaOH p.a. (Lach-Ner, s.r.0.), N-2-hydroxyethyl-
piperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina (HEPES p.a.) (Sigma-Aldrich, s.r.0.), phosphate
buffered saline tablets (PBS) (Sigma-Aldrich, s.r.0.), Tris(hyroxymethyl)-aminomethan
p.a. (Penta, s.r.0.), Triton X-100 (Serva), tridestilovana voda, trypsin (PAA).

4.1.3 Pristroje a pomocky

Analytické vahy (Boeco, Nemecko), CO; inkubator (Shellab, USA), centrifiga
Z 400 K (Hermle, Nemecko), elektroforeticky tank, fluorescencny mikroskop Eclipse
E 400 (Nikon, Japonsko), chladnicka 175 R (Zanussi), kamera ProgRes® CF cool
(Jenoptik), kapel’ 37°C MTA (Kutesz 609/a), laminarny box AURA 2000 (Taliansko),
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magneticka miesacka s ohrevom (Yellow line, Nemecko), mikrovinna rara (Daewoo,
Korea), mrazni¢ka (Bosch), pocita¢ (Hewlett-Packard), predvazky EMB 220-1 (Kern,
Nemecko), svetelny mikroskop Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko), vyrobnik l'adovej

drte (Angelantoni Industrie, Taliansko).

Automatické pipety, Biirkerova komorka, Erlenmayerove banky, kadicky,
kultivacné fTasticky, mikroskimavky, Pasteurove pipety, Petriho misky, podlozné

a krycie sklicka, sklenené skiimavky, sklenené kyvety, stojany na skimavky.

414 Programy
Pocitacova analyza obrazu Lucia G. (Laboratory Imaging, s.r.o.), Statistické

spracovanie SigamStat

4.2  Roztoky pre Comet assay, ich priprava a pouZitie

4.2.1 Agaro6za na potahovanie sklicok

K 100 ml vody sa pridal 1 g Standardnej agar6dzy a za varu dokladne rozpustil do
vzniku ¢ireho roztoku. Do zhotoveného 1% roztoku sa ponorili podlozné sklicka
a okamzite z jednej strany utreli, aby bola agardza len na jednej strane sklicok (vznik

prvej vrstvy). Potom sa skli¢ka ususili pri teplote 60°C.

4.2.2 Vysokotuhnuca agaréza HMP
Pridanim 1 g §tandardnej agarozy k 100 ml PBS sa po dokladnom rozpusteni za
neustaleho varu ziskal 1% roztok. Pripraveny roztok HMP agar6zy sa udrZoval pri

kontinualnom zahrievani az do aplikacie na podlozné sklicka (vznik druhej vrstvy).

4.2.3 Nizkotuhniica agar6za LMP

Nizkotuhnuca agaréza (LMP) v mnozstve 1 g bola za varu rozpustena v 100 ml
PBS, ¢im vznikol 1% roztok tejto latky. Po zhotoveni sa udrziaval v kapeli pri teplote
37°C. Tesne pred pokladanim na skli¢ka sa roztok LMP agar6zy poriadne premiesal so

suspenziou buniek a aplikoval na stuhnuta vrstvu HMP agar6zy (vznik tretej vrstvy).
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4.2.4 Lyzacny roztok

Na pripravu roztoku o objeme 100 ml sa navazilo 1,45 g NaCl, 2,92 g EDTA
a 0,12 g Tris(hydroxymetyl)-aminometanu (10 mM). pH roztoku sa upravilo pridanim
1,2 g NaOH. Na pripravu roztoku sa pouzivala tridestilovana voda. Pred pokusom sa
k100 ml roztoku pridal 1 ml Tritonu X-100 (1%) za neustaleho mieSania na
magnetickej mieSacke. Zhotoveny lyza¢ny roztok sa dal pred pokusom vychladit’ na
4°C. Jednotlivé podlozné sklicka sa poukladali do kyviet a zaliali sa lyzacnym roztokom
tak, aby vrstvy agardzy s bunkami boli Gplne ponorené. Lyza bunkovych membran

jednotlivych struktur prebiehala jednu hodinu pri 4°C.

4.25 ENDO Il pufor

V experimentoch, kde sa pracovalo so $pecifickym enzymami, bolo potrebné
pripravit’ zasobny roztok Endo Il pufru o objeme 1000 ml rozpustenim 7,45 g KClI,
9,53 g HEPES, 1,46 g EDTA a0,2 g BSA v tridestilovanej vode. Jednotlivé podlozné
skli¢ka s bunkami sa poukladali do kyvety a celé sa zaliali Endo III pufrom na 5 minut.
Po uplynuti tejto doby sa pufor zlial a oplach sa zopakoval este dva razy, vzdy s ¢istym
Endo III pufrom, zakazdym v trvani piatich minut. Po tretom oplachu sa podlozné

sklicka s bunkami prichystali na aplikovanie Specifickych enzymov (Endo III, Fpg).

4.2.6 Priprava elektroforetického pufru

Na zhotovenie 2000 ml elektroforetického pufru sa navazilo 24 g NaOH.
Navéazka sa najskor rozpustila v menSom objeme tridestilovanej vody za sucasného
pretrepavania. Po pridani 4 ml 0,5 M EDTA saroztok doplnil na vysledny objem
aulozil sa do ladu. Pufor, schladeny na 4°C, sa nalial do elektroforetického tanku
ulozeného v chladnicke, anasledne sa dofi naleZato poukladali podlozné sklicka
s bunkami na 40 minatovu alkalickt hydrolyzu DNA. Po ukonéeni alkalickej hydrolyzy

DNA sa na 30 minut zapla elektroforéza.
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4.2.7 Neutralizany roztok

K priprave 1000 ml roztoku sa navazil Tris(hydroxymetyl)-aminometan
v mnozstve 48,456 g. Rozpustil sa v tridestilovanej vode. pH vysledného roztoku sa
upravilo na hodnotu 7,5 pridanim uré¢itého objemu koncentrovanej HCI, priblizne 25 ml
na 1000 ml roztoku. Zhotoveny roztok sa pouzival k neutralizacii podloznych skli¢ok
s bunkami. Neutralizacia sa opakovala tri krat v trvani pat’ mintt vzdy s novym Cistym
roztokom, to znamena, ze po jednej neutralizacii za roztok zlial a opat’ nalial novy
roztok tak, aby boli bunky uplne ponorené. Ten isty krok sa esSte raz zopakoval. Po tretej
neutralizacii sa podlozné sklicka s bunkami povyberali a poukladali na filtra¢ny papier,

na ktorom sa nechali vol'ne vysusit’.

4.2.8 Ethidium bromid

Na hodnotenie buniek sa pripravoval roztok EB s vyslednou koncentraciou 20
ng.ml™, ktora vznikla rozpustenim 2 mg koncentrovaného EB v 5 ml vody, a naslednym
odobratim 250 ul do 6 ml vody. Roztok EB sluzil k vizualnemu hodnoteniu buniek vo

fluorescen¢nom mikroskope.

4.3 Comet Assay - metdda jednobunkovej elektroforézy
Princip jednobunkovej elektroforézy sa zaklada na sledovani migrécie jadrovej
DNA pocas elektroforézy. Tato metdda ma dve varianty - moze vyuzivat’ bud’ alkalické

alebo neutralne podmienky (Pohanka et al, 2012).

Neutralne podmienky umoznuju odhalit len DSBs. Pri tejto modifikacii
nedochadza k alkalickej denaturacii DNA, z toho vyplyva, Ze pri elektroforéze migruju

celé DSBs DNA (Pohanka et al, 2012).

Druha modifikacia metody, ako uz bolo na zaciatku uvedené, je tzv. alkalicka.
Prave v alkalickom prostredi dochddza k rozpletaniu DNA. Rychlost’ rozpletania DNA
je priamo timerna pocétu zlomov v DNA. Z toho vyplyva, Ze je mozné odhalit’ nie len
priame zlomy DNA, ale takisto vSetky ALS v molekule DNA, medzi ktoré patria
alkalilabilné addukty, abazické miesta a aktualne opravované miesta (oprava pomocou

pouzitia reparacnych enzymov, ktoré z DNA odstrania poSkodené bazy, nasledkom
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¢oho vzniknii v DNA zlomy). Pri tejto modifikécii je potrebné uviest, Ze nedokaze

rozlisit DSBs a SSBs, z toho vyplyva, Ze sa stanovuju spolo¢ne (Pohanka et al, 2012).

Poskodenie DNA sa vyhodnocuje pomocou fluorescencného mikroskopu
obrazovou analyzou Lucia doplnenou o kométovy modul. Pri poskodeni DNA behom
elektroforézy dochadza k vycestovaniu uvolnenej DNA z jadra. Migracia DNA je
priamo Umernd poskodeniu, to znamend, ¢im VvAaCS$i pocet zlomov v DNA, tym je
migracia vécsia. Pri hodnoteni vo fluorescenénom mikroskope vidiet u buniek bez
poskodenia gul'até jadra, zatial’ ¢o u buniek s poskodenim po uvolneni a migracii DNA
vidiet" Struktiry, ktoré pripominaji kométu. Chvost kométy tvori DNA, ktord
sa uvolnila behom alkalického rozpletania a zvysna DNA je v jadre kométy. Miera
poskodenia, to znamena fluorescencia v chvoste kométy, sa hodnoti vzhl'adom
k fluorescencii v jadre. Poskodenie DNA sa uvadza v percentach (%), ktoré s priamo

umerné poc¢tu vytvorenych zlomov v DNA (Pohanka et al, 2012).

V experimentoch uvedenych v tejto praci sa k detekcii poskodenia DNA pouzila

alkalickd modifikacia kométového testu.

4.3.1 Vysievanie buniek

Bunky A549 sa vysievali na Petriho misky jeden, pripadne dva dni pred kazdym
experimentom. Pouzivali sa Petriho misky s priemerom 4 c¢cm na 1,5 ml média
zmieSaného so suspenziou buniek. Pred vysievanim sa zakazdym stanovil priblizny
pocet buniek na jednu misticku, najcastejSie 200 000. Nakoniec sa na kazdu misticku
pipetovalo 1,5 ml média dokladne zmie$aného so suspenziou buniek (cca 2x10° buniek

na 1,5 ml média).

4.3.2 Ovplyvnenie buniek A549

Pripravili sa jednotlivé roztoky EGCG (0 mM, 12,5 mM, 25 mM a 50 mM )
nariedenim v DMSO a GSH (OmM, 0,4 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM, 10
mM, 16 mM a 32 mM), GSH-A (0 mM, 0,0078 mM, 0,0156 mM, 0,03125 mM, 0,0625
mM, 0,125 mM, 0,25 mM, 0,4 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM a 10 mM)
a GSH-B (0 mM, 0,0078 mM, 0,0156 mM, 0,03125 mM, 0,0625 mM, 0,125 mM, 0,25
mM, 0,4 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM al0 mM) nariedenim v PBS (pozn.:
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evve

prehladnosti uvedené v uM). Zhotovené roztoky sa aplikovali na Petriho misky s 1,5 ml
média zmieSaného so suspenziu buniek A549 v mnozstve 150 ul (GSH, GSH-B, GSH-
A) a7,5 ul (EGCG). EGCG sa nechal pdsobit’ na bunky dve hodiny. GSH a latky
od neho odvodené sa aplikovali k bunkdm na jednu hodinu. Ovplyvnenie buniek
prebiehalo v CO; inkubatore, nasledne sa v bunkach indukovalo poskodenie pdsobenim
H.O, (0 mM, 0,01 mM, 0,025 mM, 0,05 mM, 0,1 mM a 0,2 mM) po dobu piatich

minut.

V druhom pripade (len pri testovani EGCG) sa bunky najskor poskodili H,O5,
opat’ v trvani pat minut. Po uplynuti tejto doby sa aplikovali na bunky sledované
koncentracie EGCG, ktoré sa dali nasledne reparovat’ v ¢asoch 60, 30 alebo 15minut
(sledoval sa ucinok EGCG na proces reparécie). Proces reparacie prebiehal v CO;

inkubatore.

Kontrola sa pripravila ovplyvnenim buniek H,O, bez oSetrenia ochrannymi
latkami. Namiesto EGCG sa na médium s bunkami aplikoval DMSO v objeme 7,5 pl
(vysledna koncentracia DMSO bola vel'mi nizka — 0,0075 ml DMSO na 1,5 ml média,
takze nedoslo k poskodeniu buniek, ako k tomu pri posobeni tejto latky dochadza).

Namiesto GSH, GSH-A a GSH-B sa k bunkam pridalo 150 ul PBS.

4.3.3 Postup pri poskodeni buniek A549 vplyvom H,0,

Po ovplyvneni buniek danou latkou boli misky vybraté z CO, inkubatora.
Médium z misiek sa odsalo. Nasledne sa Petriho misky s bunkami preplachli pomocou
PBS (priblizne 2 ml na kazdi Petriho misku, ktoré sa hned odsali) a k bunkam
sa pridali jednotlivé koncentracie H,O, v mnozstve 1 ml. Po piatich minatach sa H,0,
odsal a este raz sa zopakoval oplach PBS (opat’ priblizne 2 ml PBS na kazdu Petriho

misku). Nakoniec sa k bunkam do Petriho misiek pridal kone¢ny objem PBS, 1,5 ml.

V pripade, ked’ sa bunky najskor ovplyvnili H,O2 na 5 mintt, sa postupovalo
nasledne: po uplynuti piatich minut sa H,O, odsal z Petriho misiek a na oplach sa pridal
¢isty PBS v objeme 2 ml do kazdej misky, ktory sa hned’ odsal. Nakoniec sa na kazdua
Petriho misku sbunkami pridalo 1,5 ml média a7,5 ul EGCG v testovanych
koncentréaciach, s vynimkou buniek, ktoré sa pouzili ako kontrola (bez EGCG). K tymto
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bunkdm sa aplikoval priamo cisty PBS v mnozstve 1,5 ml a nasledne sa tieto Petriho
misky zobrali na trypsinizaciu. Ostatné Petriho misky sa s ovplyvnenymi bunkami dali
reparovat’ do CO; inkubatora. Po uplynuti reparacie (60, 30 alebo 15 minut) sa odsalo
médium z Petriho misiek a vykonal sa oplach priamo s ¢istym PBS (2 ml do kazdej
Petriho misky). Nakoniec sa k bunkam pred trypsinizaciou opét’ aplikoval Cisty PBS
v objeme 1,5 ml.

4.3.4 Trypsinizacia a priprava suspenzie buniek

Z Petriho misiek sa PBS odsal a nasledne sa pridal 0,1 % trypsin tak, aby sa
pokrylo celé dno Petriho misiek (priblizne 0,5 ml). Po troch minttach sa trypsin odsal,
a na zaklade odhadu mnozstva buniek na dne misti¢iek (sledovanie dna Petriho misiek
oproti tmavému pozadiu) sa pridalo vysledné mnozstvo PBS. Bunky sa nasledne zmyli
pomocou pipety z dna Petriho misiek za vzniku suspenzie. Zkazdej misky so
suspenziou buniek sa do mikroskiimavky odobralo 35 pl (stojan s mikroskimavkami
uloZeny v Skatul’ke s ladom). V pripade experimentov, kde sa sledovala pritomnost’
oxidovanych baz pomocou Specifickych enzymov, sa zkazdej Petriho misky
s bunkami odobralo bud’ po 35 ul do dvoch mikroskumaviek (bez enzymu a na Endo

I11) alebo po 35 ul do troch skiimaviek (bez enzymu, na Endo III a Fpg).

4.3.5 Priprava skli¢ok

Na podlozné sklicka potiahnuté $tandardnou agarézou sa najskor aplikovala
HMP agardza v mnoZstve 85 pl, ktord sa okamzite prikryla krycim sklickom. Sklic¢ka sa
lezato poukladali na dosku s 'adom. Po stuhnuti HMP agar6zy sa krycie sklicka stiahli
dole. LMP agar6za v objeme 85 ul sa vzdy pridala do konkrétnej mikroskimavky so
suspenziou buniek, zmes sa okamZite zhomogenizovala pomocou pipety a 85 ul sa
aplikovalo na stuhnuta vrstvu HMP agardzy. Tato vrstva sa opét prikryla krycim
sklickom, podloZzné sklicka sa poukladali na dosku s 'adom a po schladeni sa krycie

sklicka post'ahovali dole.

4.3.6 Lyza buniek
Podlozné sklicka s bunkami sa zvislo poukladali do kyvety naplnenou az po

okraj schladenym lyza¢nym roztokom na 4°C (dolezité, aby boli ponorené vrstvy
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agardzy) anasledne sa dali lyzovat. Proces lyzy jadrovych abunkovych membran

prebiehal jednu hodinu pri teplote 4°C.

4.3.7 Odstranenie oxidovanych baz pouzitim repara¢nych enzymov

Pri experimentoch, kde sa sledovala pritomnost’ oxidovanych baz v dosledku
poskodenia, sa pouzili repara¢né enzymy. Pred pouzitim enzymov sa podlozné skli¢ka
najskor poukladali do kyvety naplnenou Endo III pufrom o teplote 37°C. Kyvety boli
poloZzené vo vodnom kupeli s teplotou 37°C. Podlozné sklicka boli v kyvete s pufrom
5 minat, potom sa pufor zlial a do kyvety sa nalial Cisty pufor opat’ na 5 mintt. Postup
sa eSte raz zopakoval, potom sa podlozné sklicka s bunkami povyberali z kyvety
a poukladali do krabic s navlhé¢enym filtraénym papierom. Na vrstvu agardzy s bunkami
sa z mikroskiimavky s enzymom aplikovalo 30 pl a prikrylo krycim sklickom.
Pouzivany enzym bol tesne pred aplikaciou zahriaty vo vodnom kupeli na 37°C. Enzym
Endo III sa pouzival k detekcii oxidovanych pyrimidinov a enzym Fpg k sledovaniu
oxidovanych purinov v DNA. Krabice s podloznymi skli¢kami sa prikryli a uloZzili na
45 minut do CO; inkubatora.

4.3.8 Denaturacia DNA a elektroforéza

Po uplynuti 40 minat pdsobenia enzymov sa krycie sklicka dali dole a podloZzné
sklicka s bunkami sa vodorovne poukladali do tanku ulozeného v chladnicke. Nasledne
sa do tanku nalial elektroforeticky pufor ochladeny na 4° C (ddlezité, aby vsetky sklicka
boli pod hladinou pufru), aby prebehla denaturacia (alkalické rozpletanie) DNA.
Rozpletanie trvalo 40 minut a po uplynuti tejto doby sa k tanku pripojili kable a na 30
minut sa spustila elektroforéza. Elektroforéza prebiehala pri stanovenych podmienkach
- napdtie 25 V, intenzita pradu 0,30 A, ¢as 30 minut. Intenzita pradu bola udrZiavana
pocas elektroforézy odsavanim alebo pridavanim elektroforetického pufru pomocou

striekacky (hodnota pradu sa sledovala na displeji).

4.3.9 Neutralizicia
Po uplynuti elektroforézy sa podlozné sklicka s bunkami zvislo poukladali do

kyvety naplnenej ochladenym neutralizacnym roztokom na 5 minut. Po uplynuti sa
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neutraliza¢ny roztok zlial a do kyvety sa nalial novy roztok na 5 mintt, opat’ sa zlial
apostup sa este raz zopakoval. Po ukoncCeni neutralizdcie sa podlozné sklicka
s bunkami preukladali do ¢istej kyvety ana 5 minat celé ponorili do tridestilovanej
vody. Po ukonceni oplachu tridestilovanou vodou sa podlozné sklicka povyberali

z kyvety, lezato poukladali na filtraény papier a nechali vol'ne vyschnut’.

4.3.10 Farbenie sklicok EB a vyhodnocovanie pomocou pocitacovej analyzy

Podlozné sklicka s bunkami sa pred vyhodnocovanim navlhéili v tridestilovanej
vode, anasledne sa na vrstvu LMP agardzy aplikovalo 0,25 pl roztoku EB,
fluorescenéného farbiva. K detekcii oxidativneho poskodenia DNA bola pouzita
pocitacova analyza obrazu LUCIA a fluorescen¢ny mikroskop. Hodnotilo sa 30 buniek

na kazdom podloznom sklicku.
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5.  VYSLEDKY

5.1 Eliminacia poSkodenia DNA v désledku oxidacného stresu

511 Vplyv GSH, GSH-A a GSH-B na inhibiciu tvorby SSBs a oxida¢ného poskodenia
pyrimidinov

GSH (resp. GSH-A, GSH-B) posobil na bunky A549 jednu hodinu. OSetrené
bunky boli 5 mintt vystavené oxidacnému stresu v dosledku posobenia H,O,. Nasledne
sa pridal enzym Endo III, ktory sa pouzil k detekcii poskodenych pyrimidinov,
v dosledku ¢oho doslo k ich odstraneniu z DNA a vytvoreniu APS a naslednej indukcii
tvorby SSBs. Na kontrolu sa pripravili bunky, ktoré neboli ovplyvnené testovanymi

antioxidantmi, to znamend, namiesto antioxidac¢nej latky bol aplikovany ¢isty PBS.

Hlavnou tlohou bolo zistit, do akej miery dokaze testovana latka ochranit
bunky pred nasledkami oxida¢ného poskodenia. Sledoval sa vplyv na indukciu
poskodenia DNA. Hl'adali sa koncentracie, ktoré dokazu zaistit’ inhibiciu indukcie tohto

poskodenia bez vedl'ajSich negativnych i¢inkov na bunky.

Ako prvy sa testoval uc¢inok GSH. Prvé experimenty boli zamerané na vplyv
vys$§ich koncentracii. Po prvych dosiahnutych vysledkoch sa zistilo, Ze 8 mM GSH
nemal ziadny vyznamny vplyv na ochranu, dokonca 10 mM vykazoval na bunky
toxicky vplyv, kedy doslo k d’alSiemu nérastu oxidacného posSkodenia DNA. Naopak,
niz8ie koncentracie viedli k znizeniu poskodenia DNA indukovaného H,0,. K overeniu
sa testoval ucinok i extrémne vysokych koncentracii, pri ktorych bol zaznamenany
narast poskodenia DNA v dosledku indukcie vzniku SSBs a oxidovanych
pyrimidinovych baz. Preto sa v dalSich pokusoch sledoval wc¢inok len nizsich
koncentracii, ktoré viedli k vyznamnému odstraneniu nasledkov oxida¢ného poskodenia
DNA. Ziskané vysledky o GSH smerovali k testovaniu jeho chemickych modifikacii,
GSH-A a GSH-B, ktorych vplyv na bunku bol testovany najskor v maximalnej
koncentracii 10mM, ktora nevykazala Ziadnu ochranu na DNA pred oxidaénym
posSkodenim. Z tohto dovodu boli jednotlivé testy uvedenych latok zamerané na ucinky
velmi nizkych koncentracii, ktoré vyznamne zasiahli do indukcie poskodenia DNA,

kedy sa zaznamenal vyrazny pokles oxidovanych pyrimidinovych baz.
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5.1.1.1 Vplyv GSH na tvorbu oxidacéného poskodenia DNA a opravu Endo 111 senzitivnych
miest u buniek A549

Utinky GSH na inhibiciu vzniku oxidaéného poskodenia DNA sa sledovali na
bunkovej linii A549 in vitro. Oxida¢ny stres v tychto bunkach vyvolal H,O; pdsobiaci
Vv Styroch vzostupnych koncentraciach - 0 mM, 0,05 mM, 0,1 mM a 0,5 mM. Kontrolna
skupina buniek bola ovplyvnena len samotnym H,O, bez pdsobenia antioxidantu, to
znamen4 bez GSH. Cim vyssia koncentracia HyO,, tym bolo v bunkach indukované
vicsie poSkodenie DNA. Miera poskodenia DNA je vo vSetkych vysledkoch
jednotlivych experimentov uvedend v %, ktoré popisuji mnozstvo poskodenej DNA

uvolnenej z jadra kométy.

Na zaciatku sa sledovali antioxida¢né uc¢inky GSH v koncentraciach 0 mM, 0,4
mM, 2 mM a 10 mM (Obr. 8, Obr. 9).

GSH v koncentracii 0,4 mM nedokazal inhibovat’ tvorbu SSBs indukovanych
0,05 mM H,0,. SSBs vyvolané 0,1 mM a0,2 mM H,O, boli vyssie uvedenou
koncentraciou GSH ¢iastocne eliminované. VysSie koncentracie GSH, 2 mM a 4 mM,
inhibovali tvorbu poskodenia DNA pri vSetkych koncentraciach H,O,. Ako najuéinnejsi
sa ukazal 2 mM GSH, ktory dokazal zo vSetkych najviac ochranit DNA pred
oxidaénym poskodenim indukovanym 0,1 mM a 0,2 mM H,0, (Tab. 6, Obr. 8).
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Tab. 6 Vplyv GSH na indukciu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného H,O, u buniek
A549 a oprava Endo II senzitivnych miest(experiment I).

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 0 0 0 0
4,74 51,88 70,82 83,52
poSkodenie DNA [% ] +SE ' ’ - '
1,31 3,28 2,93 1,46
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 0,4 0,4 0,4 0,4
3,69 55,44 57,1 64,07
poskodenie DNA [% | £ SE
0,96 3,67 3,07 3,1
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 2 2 2 2
5,27 36,84 42,72 53,39
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,95 3,02 4,48 4,25
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 10 10 10 10
. . 4,82 45,79 4472 57,38
poSkodenie DNA [% | + SE
1,15 3,58 3,63 4,28
90
80 ]
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GSH (mM) 00 0,4 B2 m10

Obr. 8 Vplyv GSH na indukciu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného H,O, u buniek

A549 a oprava Endo 111 senzitivnych miest (experiment I).
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Dalsi experiment bol analogickym opakovanim vyssie popisaného pokusu. GSH
Vv koncentracii 0,4 mM Cciasto¢ne znizil poskodenie DNA vyvolaného 0,1 mM a 0,2 mM
H20,. Najvyssiu ochranu preukazal 2 mM GSH, ¢im potvrdil svoj inhibi¢ny u¢inok na
tvorbu SSBs indukovanych vo vSetkych vzostupnych koncentraciach H,O,. Pri posobeni
10 mM GSH doslo k indukcii SSBs, ¢o viedlo k d’al$iemu narastu posSkodenia DNA
(Tab. 7, Obr. 9)

Tab. 7 Vplyv GSH na indukciu oxidacného poskodenia vyvolaného H,O u buniek A549

a oprava Endo 111 senzitivnych miest (experiment I1).

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 0 0 0 0
1,85 62,54 69,41 77,82
poSkodenie DNA [% ] + SE ’ ’ ’ -
0,67 3,37 2,9 1,85
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 04 0,4 04 04
1,68 66,06 65,8 73,88
poskodenie DNA [% | £ SE
0,48 3,31 3,68 1,56
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 2 2 2 2
0,7 54,13 62,21 70,04
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,27 4,08 4,27 1,97
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH [mM] 10 10 10 10
. . 5,05 71,69 73,68 77,72
poSkodenie DNA [% | + SE
1,07 1,79 18 1,87
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Obr. 9 Vplyv GSH na indukciu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného H,O; u buniek
A549 a oprava Endo 11 senzitivnych miest (experiment I1).

Nadvizujlci pokus bol zamerany na vplyv GSH pred oxidacnym poskodenim
DNA sledovaného v 6smich narastajucich koncentraciach GSH — 0 mM, 0,5mM, 1 mM,
2 mM, 4 mM, 8 mM, 16 mM a32 mM. H;O; sa zucastnil na tvorbe oxida¢ného
poskodenia v Styroch koncentraciach: 0 mM, 0,05 mM, 0,1 mM a 0,2 mM. ZniZenie
SSBs v DNA sa nezaznamenalo u 0,5 mM GSH pri poskodeni indukovanom 0,05 mM
a 0,2 mM H,0,, d’alej pri 8 mM GSH pdsobiaceho na bunky poskodené 0,05 mM H,0,.
Najvyssie testované koncentracie, 16 mM a 32 mM GSH, vykazovali dokonca toxicky
vplyv na bunky, ktory viedol k d’alSiemu narastu poskodenia DNA. GSH Vv koncentracii
4 mM dokazal do istej miery inhibovat’ tvorbu SSBs pri vSetkych stupioch poskodenia
vyvolaného H,O, GSH v koncentraciach 1 mM a2 mM najviac ochranil bunky pred
vystavenim oxida¢ného stresu, V tychto pripadoch doSlo k vyraznej inhibicii tvorby

SSBs vyvolanych H,O, (Tab. 8, Obr. 10).
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Tab. 8 Oprava Endo Il senzitivnych miest avplyv GSH na indukciu oxidacného
poskodenia DNA u buniek A549 poskodenych H;0,.

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 0 0 0 0
4,46 60,92 73,06 69,09
poskodenie DNA [% | £ SE
1,32 3,26 1,82 2,42
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 0,5 0,5 0,5 0,5
. . 1,46 67,7 70,15 70,45
poSkodenie DNA [% | = SE
0,48 2,71 2,67 1,96
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 1 1 1 1
. . 4,08 34,73 43,59 54,54
poSkodenie DNA [% | £ SE
0,92 3,15 4,44 3,99
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 2 2 2 2
0,85 51,36 44,47 51,32
poskodenie DNA [% | £ SE
0,3 3,16 2,45 2,65
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 4 4 4 4
. . 2,67 57,08 66,75 67,7
poSkodenie DNA [% | + SE
0,72 3,18 2,21 2,4
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 8 8 8 8
3,85 66,05 61,48 67,17
posSkodenie DNA [% | £ SE
0,97 3,05 2,79 2,47
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 16 16 16 16
. . 2,05 69,67 78,71 74,84
poSkodenie DNA [% | + SE
0,88 2,5 1,36 1,5
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH[mM] 32 32 32 32
8,55 89,28 88,85 90,38
poskodenie DNA [% | £ SE
1,26 1,03 1,29 0,92

51



100
90
.80
< 70
<Zt 60 -
a
2 50
5
< 40 -
-
E 30 -
20 -
10 -
0 T T T T T T . .
0 0,5 1 2 4 8 16 32
GSH (mM)
H,O, (mM) o0 m0,05 m0,1 m0,2

Obr. 10 Oprava Endo III senzitivnych miest avplyv GSH na indukciu oxidacného
poskodenia DNA u buniek A549 poskodenych H,0,.

5.1.1.2 Antioxidacné ucinky GSH-A na iirovni DNA u buniek A549 vystavenych
oxidacnému stresu

Prvé testovanie Gc¢inkov latky GSH-A sa zameralo na sledovanie vplyvu tychto
Styroch koncentracii — 0 mM, 0,4 mM, 2 mM a 10 mM. Zist'oval sa t¢inok GSH-A na
inhibiciu tvorby oxidaéného poskodenia DNA. H,0, nariedeny v koncentraciach 0 mM,
0,05 mM, 0,1 mM a 0,2 mM indukoval v bunkach oxida¢né poskodenie DNA. GSH-A
v koncentraciach 0,4 mM a 10 mM nedokézal zaistit” dostato¢ntl inhibiciu tvorby SSBS
v DNA, a tak ochranit’ bunky pred nasledkami oxida¢ného stresu. Stredna koncentracia
GSH-A, to znamend 2 mM, dokdzala pri vSetkych stupiioch poskodenia vyvolaného
H.,O, znizit' poSkodenie DNA, kde najvyssi pokles SSBS bol zaznamenany pri
poskodeni indukovanom 0,2 mM H,0O, (Tab. 9, Obr. 11).
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Tab. 9 Ucinok GSH-A na indukciu oxidacného poskodenia DNA sposobeného Hy0,
u buniek A549 a oprava Endo IlI senzitivnych miest (experiment I).

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 0 0 0 0
0,59 76,7 72,46 74,88
poskodenie DNA [% | + SE ' - - :
0,28 2,31 1,81 1,57
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 04 0,4 0,4 04
2,76 78,08 70,02 74,55
poskodenie DNA [% | £ SE
0,8 154 1,97 2,02
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 2 2 2 2
1,53 72,4 65,76 48,98
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,45 2,28 2,8 3,8
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 10 10 10 10
. . 0,8 77,03 73,1 73,47
poSkodenie DNA [% | + SE
0,26 151 1,7 1,58
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Obr. 11 U¢inok GSH-A na indukciu oxidacného poskodenia DNA spésobeného H,0;
u buniek A549 a oprava Endo III senzitivnych miest (experiment ).
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Nésledny pokus bol presnym zopakovanim predchadzajuceho experimentu. Po
vyhodnoteni pomocou kométového testu sa zistil inhibicny uU¢inok GSH-A
v koncentracii 0,4 mM na tvorbu SSBs a mierny pokles poskodenia DNA pri posobeni
2 MM GSH-A na nasledky oxida¢ného stresu spésobenych 0,2 mM H,0,. Hodnoty
namerané po posobeni 10 mM GSH-A poukazuju na jeho toxicky ucinok - na rozdiel od
nizsich koncentracii (Tab. 10, Obr. 12).

Tab. 10 Uc¢inok GSH-A na indukciu oxidacného poskodenia DNA indukovaného H,0,
u buniek A549 a oprava Endo IlI senzitivnych miest (experiment I1).

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 0 0 0 0
1,85 62,54 69,41 77,82
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,67 3,37 2,9 1,85
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 0,4 0,4 0,4 0,4
. . 6,4 59,7 63,78 75,21
poSkodenie DNA [% | + SE
3,39 3,42 2,76 2,04
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 2 2 2 2
4,88 62,09 72,43 75,35
poskodenie DNA [% ] £ SE
1,55 3,7 2,69 1,92
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 10 10 10 10
. . 3,69 80,46 85,25 85,96
poSkodenie DNA [% | =+ SE
0,79 1,59 0,87 1,02
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Obr. 12 U¢inok GSH-A na indukciu oxidacného poskodenia DNA indukovaného H,0;

u buniek A549 a oprava Endo III senzitivnych miest (experiment II).

V praci sa pokracovalo skimanim 0¢inkov GSH-A nariedeného na niZsie
koncentracie — 0 mM, 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM a 8 mM.
Po vyhodnoteni metédou Comet Assay sa ziskali zaujimavé vysledky. Nizsie
koncentracie GSH-A dokézali dostatocne ochranit DNA pred oxidaénym stresom
indukovanym H,0,. Konkrétne sa jednalo o koncentracie 0,125 mM, 0,25 mM a 0,5
mM GSH-A. Vyssie koncentracie GSH-A, 1 mM, 2 mM a 4 mM takisto inhibovali
tvorbu SSBs v DNA, ale v porovnani s niz§imi koncentraciami GSH-A bol pokles
poskodenia DNA vyrazne niz$i. NajvysSia testovana koncentracia, 8 mM GSH-A,
dokazala len ¢iastocne zabranit’ nasledkom oxida¢ného poskodenia, a to pri poskodeni
vyvolanom 0,1 mM H,0,. Na poskodenie vyvolané 0,05 mM H,0, a0,2 mM H,0,
posobil 8 mM GSH-A dokonca synergicky, to znamena, Zze indukoval tvorbu SSBs
v DNA, ¢im doslo k d’alSiemu narastu poSkodenia (Tab. 11, Obr. 13).
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Tab. 11 Vplyv GSH-4 na indukciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549

aoprava Endo Il senzitivnych miest.

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 0 0 0 0
3,84 58,41 68,89 70,8
poskodenie DNA [% | £ SE
0,73 3,06 2,21 2,24
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 0,125 0,125 0,125 0,125
. . 5,76 41,43 41,56 48,49
poSkodenie DNA [% | = SE
1,15 2,47 3,38 3,49
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 0,25 0,25 0,25 0,25
4,1 21,6 25,14 30,9
poSkodenie DNA [% ] + SE - - - ’
0,86 1,45 2,05 2,56
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 0,5 0,5 0,5 0,5
4,58 16,25 22,28 32,99
poskodenie DNA [% | £ SE
0,79 1,26 1,16 3,14
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 1 1 1 1
. . 5,03 47,35 65,68 68,58
poSkodenie DNA [% | + SE
0,67 3,79 2,93 1,92
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 2 2 2 2
8,3 46,74 64,58 65,61
posSkodenie DNA [% | £ SE
1,1 3,43 2,77 2,46
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 4 4 4 4
. . 3,23 43,21 52,91 67,79
poSkodenie DNA [% | + SE
1,07 2,82 2,71 2,28
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [mM] 8 8 8 8
8,17 75,98 63,65 72,39
poskodenie DNA [% | £ SE
1,37 1,29 2,34 2,05
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Obr. 13 Vplyv GSH-4 na indukciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549

aoprava Endo Il senzitivnych miest.

Pokracovalo sa v testovani GSH-A pdsobiaceho na bunky A549 v extrémne
nizkych koncentraciach — 0 uM, 7,8 uM, 15,6 uM, 31,25 uM, 62,5 uM, 125 uM, 250
uM, 500 uM. Bunky A549 boli vystavené oxidacnému stresu sposobeného vplyvom
H,0, v koncentraciach 0 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM. GSH-A v koncentracii 7,8
UM neinhiboval tvorbu SSBs pri poskodeni indukovanom 0,2 mM H;0,. VSetky ostatné
koncentracie testované v tomto experimente vykazali uréitt mieru ochrany. Najvacsi
inhibi¢ny ucinok na tvorbu SSBS v DNA bol zaznamenany pri posobeni 31,25 uM
GSH-A (Tab.12, Obr. 14).
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Tab. 12 Ucinok GSH-A na indukciu oxidacného poskodenia U buniek A549

sposobeného H,0, a oprava Endo 111 senzitivnych miest.

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [uM] 0 0 0 0
9,98 58,17 74,5 77,57
poskodenie DNA [% | £ SE
3,44 3,11 2,02 1,84
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [uM] 7,8 7,8 7,8 7,8
. . 593 64,89 66,91 78,62
poSkodenie DNA [% | = SE
1,23 2,95 2,81 1,7
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [uM] 15,6 15,6 15,6 15,6
5,97 37,26 49,4 62,89
poSkodenie DNA [% ] + SE ' ’ ' -
0,76 2,54 2,51 2,24
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [uM] 31,25 31,25 31,25 31,25
1,04 32,51 43,19 51,82
poskodenie DNA [% | £ SE
0,31 2,59 2,58 3,57
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [uM] 62,5 62,5 62,5 62,5
. . 3,84 51,77 61 56,95
poSkodenie DNA [% | + SE
0,67 2,71 2,1 4,47
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [uM] 125 125 125 125
1,48 39,37 57,26 65,29
posSkodenie DNA [% | £ SE
0,42 1,84 3,03 181
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [uM] 250 250 250 250
. . 7,56 57,71 46,89 50,41
poSkodenie DNA [% | + SE
0,98 2,59 2,83 2,29
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-A [uM] 500 500 500 500
1,58 36,93 36,61 56,08
poskodenie DNA [% | £ SE
0,41 3,44 2,56 2,32
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Obr. 14 Ucinok GSH-A na indukciu oxidacného poskodenia u buniek A549

sposobeného Hy0, a oprava Endo 111 senzitivnych miest.

5.1.1.3 Vplyv GSH-B na indukciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549

Sledovali sa u¢inky GSH-B na inhibiciu tvorby SSBs v DNA. Pripravili sa Styri

koncentracie tejto latky — 0 mM, 0,4 mM, 2 mM, 10 mM. Pozitivny vplyv na inhibiciu
vzniku poskodenia DNA sa dosiahol posobenim 2 mM GSH-B u buniek A549

vystavenych 0,2 mM H,0,. Ochranny t¢inok pred indukciou oxida¢ného poskodenia

DNA u ostatnych koncentracii GSH-B nebol zaznamenany (Tab. 13, Obr. 15).
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Tab. 13 GSH-B ajeho vplyv na indukciu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného

posobenim H,0, u buniek A549 a oprava Endo 111 senzitivnych miest.

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 0 0 0 0
4,74 51,88 70,82 83,52
poSkodenie DNA [% | £ SE
1,31 3,28 2,93 1,46
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 0,4 0,4 04 0,4
. . 1,98 45,58 45,66 75,05
poSkodenie DNA [% | + SE
0,65 3,33 2,93 2,55
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 2 2 2 2
6,8 64,57 74,7 71,99
poskodenie DNA [% | £ SE
1,49 3,2 2,89 2,95
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 10 10 10 10
. . 40,53 86,72 89,46 86,01
poSkodenie DNA [% | + SE
6,31 1,69 0,69 1,85
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Obr. 15 GSH-B ajeho vplyv na indukciu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného

posobenim H,O, u buniek A549 a oprava Endo 11 senzitivnych miest.
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GSH-B sa nariedil na nizSie koncentracie, na zaklade vysledkov ziskanych
testovanim latky GSH-A, kedy préve nizSie koncentracie dokazali preukazat vacsiu
ochranu DNA pred nasledkami oxidacného poskodenia. Pripravili sa koncentracie
0 mM, 0,125 mM, 0,25 mM, 05 mM, 1 mM, 2 mM a 4 mM GSH-B. Vysledky
poukazuji na negativne pdsobenie GSH-B nariedené¢ho v koncentraciach 2 mM a 4 mM
na bunky A549 ovplyvnené 0,05 mM H,O,. Evidentne doslo k indukcii tvorby SSBs,
¢im doslo k d’alSiemu narastu poskodenia DNA. NizSie koncentracie GSH-B dokazali
DNA ochranit’ pred poSkodenim indukovanym H,O,. Najviacsi vplyv na inhibiciu
indukcie poskodenia DNA bol zaznamenany u buniek osetrenych 0,25 mM a 0,5 mM
GSH-B (Tab. 14, Obr. 16).
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Tab. 14 GSH-B a jeho vplyv na indukciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549
ovplyvnenych HyO; a oprava Endo 111 senzitivnych miest.

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 0 0 0 0
1,67 44,42 64,13 67,77
poskodenie DNA [% | £ SE
0,3 2,26 3,93 2,81
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 0,125 0,125 0,125 0,125
6,28 38,79 42,74 45,06
poSkodenie DNA [% | + SE
1,45 2,54 3,18 3,29
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 0,25 0,25 0,25 0,25
. . 2,31 29,4 23,55 30,73
poSkodenie DNA [% | + SE
0,72 3,33 2,71 291
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 0,5 0,5 0,5 0,5
3,45 25,6 29,86 26,29
poskodenie DNA [% | £ SE
0,87 2,63 2,79 3,5
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 1 1 1 1
. . 3,55 36,77 44,29 41,87
poSkodenie DNA [% | + SE
0,98 2,07 3,82 3,3
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 2 2 2 2
. . 4,6 46,09 63,53 55,8
poSkodenie DNA [% | £ SE
0,9 3,44 3,12 3,35
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [mM] 4 4 4 4
4,45 58,06 63,35 67,31
poSkodenie DNA [% | £ SE
1,01 3,78 3,49 3,07
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Obr. 16 GSH-B a jeho vplyv na indukciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549

ovplyvnenych HyO; a oprava Endo 111 senzitivnych miest.

Rovnako ako uGSH-A sa pokracovalo v testovani extrémne nizkych
koncentracii GSH-B — 0 uM, 7.8 uM, 15,6 uM, 31,25 uM, 62,5 uM, 125 uM, 250 uM,
500 uM. Vsetky koncentracie GSH-B inhibovali tvorbu poskodenia DNA, kedy
k najva¢siemu inhibi¢nému Géinku vzniku SSBs doslo pri aplikovani 250 uM a 500 uM
GSH-B na bunky A549. NiZSie koncentracie zabezpecili ochranu DNA predovsetkym
pri poskodeni indukovanom 0,05 mM H,0; (Tab. 15, Obr. 17).

Uginky 62,5 uM GSH-B pri poskodeni buniek 0,1 mM H,O, nie sii v tomto
experimente popisané v dosledku poskodenia podlozného sklicka v priebehu pokusu
(chybajuce hodnoty v Tab. 15 a na Obr. 17).
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Tab. 15 Vplyv GSH-B na indukciu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného H;0,

a oprava Endo 1l senzitivnych miest.

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [uM] 0 0 0 0
2,89 83,82 84,72 81,34
poskodenie DNA [% | £ SE
0,74 2,06 1,01 1,3
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [pM] 7,8 7,8 7,8 7,8
. . 3,81 82,67 79,96 73
poSkodenie DNA [% | = SE
1,08 1,32 1,35 2,2
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [uM] 15,6 15,6 15,6 15,6
2,15 55,31 61,29 74,48
poSkodenie DNA [% ] + SE ' ’ ’ '
0,77 2,51 2,61 1,44
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [uM] 31,25 31,25 31,25 31,25
1,99 58,5 68,26 65
poskodenie DNA [% | £ SE
0,54 3,2 2,51 2,27
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [pM] 62,5 62,5 62,5 62,5
. . 191 67,98 75,21
poSkodenie DNA [% | + SE
0,44 2,78 141
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [uM] 125 125 125 125
1,33 75,21 66,61 69,18
posSkodenie DNA [% | £ SE
0,7 1,66 1,75 2,3
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [pM] 250 250 250 250
. . 2,05 36,53 62,64 58,68
poSkodenie DNA [% | + SE
0,74 1,98 1,82 2,48
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
GSH-B [uM] 500 500 500 500
141 68,55 54,96 63,37
poskodenie DNA [% | £ SE
0,39 2,54 3,72 2,48
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Obr. 17 Vplyv GSH-B na indukciu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného H,0,

a oprava Endo 11l senzitivnych miest.

5.1.2 U&inky EGCG na indukciu a opravu po$kodenej DNA v désledku oxidaéného
stresu u buniek A549

Enzymy Endo III (Obr. 19., Obr. 20., Obr. 21, Obr. 22) a Fpg (Obr. 23) boli
pouzité na sledovanie miest v DNA citlivych k tymto enzymom, to znamena, k detekcii
oxidovanych pyrimidinov a purinov, kedy v pritomnosti tychto enzymov doslo

k vystiepeniu danych miest z DNA a k naslednej indukcii tvorby SSBs.

V prvom pripade boli najskor bunky A549 osetrené EGCG po dobu dvoch
hodin. Po wuplynuti sa médium odsalo abunky sa ovplyvnili vzostupnymi

koncentraciami H,O, ktory v nich indukoval oxida¢né poskodenie (Obr. 18).

V druhom pripade boli bunky A549 najskor vystavené vplyvu H,O, po dobu
piatich minat a nasledne sa dali reparovat’ spolu s antioxida¢nou latkou EGCG (Casy

reparacie - 60, 30 a 15 minat).

Bunky bez oSetrenia EGCG sluzili ako kontrola, namiesto testovanej latky sa

Kk nim pridaval ¢isty DMSO v mnozstve 7,5 pl.

Podstatou tohto testovania bolo zistit schopnost EGCG zasiahnut svojimi
antioxidaénymi uc¢inkami do indukcie oxida¢ného poskodenia DNA, tak ako aj do
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opravy poskodenej DNA. Sledovala sa inhibicia tvorby SSBS priamo indukovanych
H,0, aoprava oxidacného poskodenia DNA v dosledku oxidaéného stresu, v tomto
pripade indukovaného H,0O,. Cielom bolo ndajst koncentracie s najvysSim
antioxida¢nym pdsobenim bez vedl'ajsich toxickych ucinkov. Testovanie prebiehalo

v podmienkach in vitro.

5.1.2.1 EGCG a jeho vplyv na indukciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549.

EGCG sa testoval v koncentraciach 0 pg/ml, 12,5 pg /ml, 25 pg /ml a 50 pg /ml.
Uvedené koncentracie zodpovedaji molarnym koncentraciam: 0 uM, 27,27 uM, 54,54
uM a 109,08 uM. Bunky A549 boli tymito koncentraciami oSetrené este pred samotnym
vyvolanim oxidacného stresu indukovaného H,O; Vv koncentraciach 0 mM, 0,01 mM,

0,025 mM, 0,05 mM a 0,1 mM.

Vsetky testované koncentracie EGCG znizili poSkodenie DNA. Najvicsi vplyv
na inhibiciu tvorby SSBs v DNA bol zaznamenany U buniek oSetrenych najvy$Sou
koncentraciou EGCG, to znamena 50 pg /ml (Tab. 16, Obr. 18).

V tomto experimente sa sledoval vplyv na indukciu oxida¢ného poskodenia,
predovSetkym na inhibiciu vzniku SSBS priamo indukovanych H,O, Vynechalo sa
sledovanie oxidovanych baz v DNA ako produktov vznikajucich v désledku oxida¢ného
stresu, to vysvetl'uje, preco sa s enzymami Endo III a Fpg v tomto uvedenom pokuse

nepracovalo.
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Tab. 16 Vplyv EGCG na indukciu oxidacného poskodenia DNA indukovaného H,0-
u buniek A549.

EGCG [pg/ml] 0 0 0 0 0
H,O, [mMM] 0 0,01 0,025 0,05 0,1
. . 10,58 54,99 76,04 87,47 89,83
poskodenie DNA [% | £ SE
0,98 3,67 1,95 1,67 2,2
EGCG [pg/ml] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
H,O, [mM] 0 0,01 0,025 0,05 0,1
. . 10,43 56,21 61,13 80,11 854
poSkodenie DNA [% | = SE
0,61 1,68 2,59 1,33 1,62
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25 25
H,O, [mMM] 0 0,01 0,025 0,05 0,1
. . 6,27 40,23 51,4 66,31 73,71
poskodenie DNA [% | £ SE
0,72 3,32 2,73 19 1,8
EGCG [pg/ml] 50 50 50 50 50
H,O, [mM] 0 0,01 0,025 0,05 0,1
. . 2,73 16,5 26,35 30,82 40,72
poSkodenie DNA [% | = SE
0,22 2,11 3,47 2,87 2,16
100
90 e L =
~ 80 —
< 70
<
Z 60 5
a S
2 50
=
< 40
2
E 30
20
T |
0 T T T T
0 0,01 0,025 0,05 0,1
H202 (mM)
EGCG ( pg/ml) 00 0125 =25 m50

Obr. 18 Vplyv EGCG na indukciu poskodenia DNA v désledku oxidacného stresu
vyvolaného H;0, U buniek A549.
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5.1.2.2 Vplyv EGCG na opravu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549
Bunky vystavené oxida¢nému stresu maji do urcitej miery schopnost’ pouzit

vlastné reparacné mechanizmy a pomocou nich eliminovat’ vzniknuté poskodenie.

Nasledujice vysledky popisujt  opravu DNA pomocou reparacnych
mechanizmov. Sledovalo sa pdsobenie rozdielnych reparacnych casov na opravu
oxida¢ného posSkodenia DNA na bunkovej linii A549. Zaroven sa sledoval ucinok
EGCG na reparaciu poskodenej DNA. Bol zaznamenany synergicky vplyv EGCG,
ktory viedol k d’alsiemu poklesu oxida¢ného poskodenia DNA u buniek A549.

Na zaciatku sa sledovali u¢inky EGCG na opravu poskodenej DNA v dosledku
vplyvu H,0; pri reparatnom case 1 hodina. EGCG v koncentraciach 0 pg/ml, 12,5
pg/ml, 25 pg/ml sa pridaval k bunkdm A549 poskodenych H,O; Vv koncentraciach
0 mM, 0,025 mM, 0,050 mM, 0,1 mM a 0,2 mM. Uz samotny ¢as reparacie bez EGCG
vyrazne eliminoval tvorbu SSBs v DNA vV porovnani s kontrolou (¢as 0, EGCG
0 pg/ml), to znamena, ze sa do vel’kej miery podielal na oprave oxida¢ného poskodenia
DNA. Sucasné ovplyvnenie buniek vysSie popisanymi koncentraciami EGCG viedlo
k d’alsej oprave DNA, t.j. kpoklesu oxidaéného poskodenia vyvolaného H,0,
v uvedenych koncentraciach. Najvacési vplyv EGCG na reparaciu poskodenej DNA bol
zaznamenany pri 12,5 ug/ml EGCG pdsobiaceho na bunky poskodené 0,1 mM a 0,2
mM H,0;. Takisto 25 pg/ml EGCG pri rovnakom stupni poSkodenia dokazal zosilnit
ucinok reparacie oxidacného poskodenia DNA, ale v menSej miere, v porovnani

s nizSou koncentraciou EGCG.

Enzym Endo III sa pouzil na sledovanie miest v DNA citlivych prave k tomuto
enzymu, to znamena, na detekciu oxidovanych pyrimidinov DNA (produkty vznikajuce
v dosledku oxidacného stresu). V pripade pritomnosti oxidovanych pyrimidinov doslo
Kich vystiepeniu z DNA, ¢o viedlo k d’alsiemu vzniku SSBs. Na zaklade tohto
mechanizmu bolo mozné stanovit vplyv EGCG nielen na inhibiciu indukcie SSBs

v DNA priamo vyvolanych H,0,, ale i na opravu oxida¢ného poskodenia baz v DNA.

Bunky, na ktoré okrem repara¢ného Casu pdsobil sucasne i EGCG, vykazali
oproti bunkam bez EGCG niz§i vyskyt oxidovanych baz v DNA, ¢im sa potvrdil
antioxidacny efekt EGCG . Tento efekt bol najvyraznejsi pri 12,5 pg/ml EGCG a 50
pg/ml EGCG pri poskodeni indukovanom 0,1 mM a 0,2 mM H,0,. Paradoxne, pri
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nizSom poskodeni H,0; tieto koncentracie EGCG nedokézali do takej miery eliminovat’

nasledky oxida¢ného stresu u buniek A549 (Tab. 17, Obr. 19).
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Tab. 17 Vplyv EGCG na opravu oxidacného poskodenia DNA indukovaného H,0,
u buniek A549 a oprava Endo Il senzitivnych miest.

Bez posobenia Endo 111
H,O, [MM] 0 0,025 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0 0
¢as reparacie [hod] 0 0 0 0 0
. . 5,99 86,53 85,51 82,51 84,01
poSkodenie DNA [% ]| £ SE
0,44 1,7 1,42 1,23 1,38
H,O, [mMM] 0 0,025 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0 0
¢as reparacie [hod] 1 1 1 1 1
. . 6,34 10,61 15,04 29,93 60,95
poSkodenie DNA [% | = SE
0,61 1,17 1,46 3,05 3,74
H,O, [mM] 0 0,025 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 125 12,5 12,5 12,5 12,5
¢as reparacie [hod] 1 1 1 1 1
. . 6,39 11,11 16,16 15,28 21,14
poSkodenie DNA [% | = SE
0,57 0,99 1,52 1,26 1,72
H,O, [mM] 0 0,025 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25 25
¢as reparacie [hod] 1 1 1 1 1
. . 8,32 13,44 12,63 20,65 28,89
poSkodenie DNA [% | = SE
1,28 1,14 1,59 2,46 3,12
Posobenie Endo 1T
H,O, [mM] 0 0,025 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0 0
¢as reparacie [hod] 0 0 0 0 0
. . 9,19 84,34 85,62 86,42 88,43
poSkodenie DNA [% | = SE
0,87 1,34 0,71 0,86 0,58
H,O, [mM] 0 0,025 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0 0
¢as reparacie [hod] 1 1 1 1 1
. . 7,68 21,33 25,4 66,86 74,13
poSkodenie DNA [% | = SE
0,9 1,83 1,87 2,77 2,39
H,O, [mMM] 0 0,025 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 12,5 125 12,5 12,5 12,5
¢as reparacie [hod] 1 1 1 1 1
. . 11,93 36,2 40,35 41,86 48,88
poSkodenie DNA [% | £ SE
1,12 2,31 1,82 1,96 2
H,O, [mM] 0 0,025 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25 25
¢as reparacie [hod] 1 1 1 1 1
. . 16,49 36,48 37,65 49,47 66,24
poSkodenie DNA [% | = SE
2,61 2,1 1,93 2,75 1,95
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Obr. 19 Ucinky EGCG na opravu oxidacného poskodenia DNA indukovaného H,0,
u buniek A549 a oprava Endo III senzitivnych miest.

V nasledujiicom experimente sa doba reparacného Casu skratila na 30 mintt
z dovodu presnejSieho stanovenia vplyvu EGCG na proces opravy poskodenej DNA
v dosledku oxidacného stresu. Opét’, uz samotny ¢as reparacie dokazal v bunkach vo
velkej miere zasiahnut' do opravy poskodenej DNA v dosledku poésobenia H,0;
u buniek A549. Pokles poskodenia DNA bol vyrazny u buniek vystavenych samotnému
reparanému Casu bez vplyvu EGCG, V porovnani s bunkami bez reparacie a bez
vplyvu EGCG. U buniek oSetrenych 12,5 pg/ml a 25 pg/ml EGCG nedoslo k d’alsej
vyznamnej oprave oxida¢ného poskodenia DNA indukovaného H,;0;,. Enzym Endo III
pomohol sledovat’ i¢inok EGCG na opravu oxidovanych pyrimidinov v DNA. Ako uz
bolo uvedené, samotnych 30 minat bunkdm postacilo na odstranenie va¢siny nasledkov
oxida¢ného poSkodenia DNA, avSak po pridani EGCG doslo k d’alSiemu oprave
poSkodenej DNA. K vyraznému poklesu oxidacného poSkodenia baz v DNA doslo pri
posobeni 12,5 pg/ml a 25 ug/ml EGCG stcéasne s dobou reparacie 30 minut u buniek
poskodenych 0,05 mM H;0,. K najvicsej oprave oxidovanych pyrimidinov doslo pri
osetreni buniek 25 pg/ml EGCG poskodenych 0,1 mM a0,2 mM H;O, (sucasna
aplikacia enzymu Endo III) v porovnani s bunkami bez EGCG, vystavenych len

samotnému Casu reparacie (Tab. 18, Obr. 20).
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Tieto vysledky dokazuji vyznamné antioxida¢né ucinky EGCG, ktoré zaroven

iniciovali d’alSie testovanie EGCG. Popis vysledkov je uvedeny d’ale;.

Tab. 18 EGCG a jeho ucinky na opravu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného H;0,
u buniek A549 a oprava Endo IlI senzitivnych miest.

Bez posobenia Endo 11
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 0 0 0 0
. . 3,89 50,16 61,1 71,22
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,61 2,39 3 1,73
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 30 30 30 30
1,65 5,85 3,08 2,66
poskodenie DNA [% | £ SE
0,54 0,94 0,54 0,55
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 12,5 12,5 12,5 12,5
¢as reparacie [min] 30 30 30 30
. . 1,75 7,53 44 2,07
poSkodenie DNA [% | = SE
0,51 0,95 0,69 0,47
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25
¢as reparacie [min] 30 30 30 30
. . 1,63 5,34 7,6 9,36
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,68 1,39 0,81 0,95

72



Tab. 18 EGCG a jeho ucinky na opravu oxidacného poskodenia DNA vyvolaného H;0,
u buniek A549 a oprava Endo IlI senzitivnych miest (pokracovanie).

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 0 0 0 0
. . 5,54 66,96 70,89 77,21
poskodenie DNA [% ] £ SE
1,03 2,12 1,75 1,02
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 30 30 30 30
5,86 16,41 15,36 15,07
poskodenie DNA [% | £ SE
1,48 1,09 1,55 1,12
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 12,5 12,5 12,5 12,5
¢as reparacie [min] 30 30 30 30
. . 3,66 12,42 16,17 14,52
poSkodenie DNA [% | + SE
0,8 1,04 1,02 1,37
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25
¢as reparacie [min] 30 30 30 30
. . 7,06 9,71 9,32 9,3
poSkodenie DNA [% | + SE
1,34 1,2 0,68 1,1
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Obr. 20 Vplyv EGCG na repardciu poskodenej DNA v dosledku oxidacného stresu

indukovaného H,0, u buniek A549 a oprava Endo I senzitivnych miest.

Posledné experimenty su analogicky s vysSie popisanymi, az na ¢as reparacie

buniek, ktory sa skratil na 15 mintt (Obr. 21, Obr. 22).

K vyraznej reparacii oxidaéného poSkodenia DNA doslo u buniek A549
vystavenych reparacii po dobu 15 minat stcasne ovplyvnenych 25 pg/ml EGCG po
poskodeni indukovanom 0,05 mM a 0,1 mM H;0,, avsak EGCG v koncentracii 12,5
pg/ml nespdsobil d’alsi vyznamny pokles SSBs oproti bunkam, kde posobil len samotny
Cas reparacie, ale za to vyrazne zasiahol do d’al$ej opravy oxidovanych pyrimidinov
v DNA (posobenie Endo III). Ztoho vyplyva, ze EGCG spolu s casom reparacie
dokazal dostato¢ne ochranit’ bunky pred oxida¢nym poskodenim, v zrovnani s bunkami
bez pridania EGCG. Nasledky oxida¢ného stresu u buniek ovplyvnenych 0,2 mM H,0,
dokazal v najvacsej miere odstranit’ 12,5 pg/ml EGCG (Tab. 19, Obr. 21).
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Tab. 19 Ucinky EGCG na opravu poskodenej DNA pésobenim oxidacného stresu
indukovaného H,0,.u buniek A549 a oprava Endo Il senzitivnych miest.

Bez posobenia Endo 11
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 0 0 0 0
. . 45 66,14 70,15 65,34
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,7 1,75 2,16 2,11
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
4,69 9,63 10,75 8,04
poskodenie DNA [% | £ SE
0,97 2,05 2,12 1,82
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 12,5 12,5 12,5 12,5
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 2,48 14,12 15,56 12,54
poSkodenie DNA [% | + SE
0,62 2,26 2,22 1,37
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 4,7 8,89 6,83 10,47
poSkodenie DNA [% | + SE
0,99 1,42 0,74 1,76
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Tab. 19 Ucinky EGCG na opravu poskodenej DNA pésobenim oxidacného stresu
indukovaného H;0,.u buniek A549 aoprava Endo Il senzitivnych miest

(pokracovanie).
Posobenie Endo IIT
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 0 0 0 0
6,68 84,34 84,05 87,01
poskodenie DNA [% ] £ SE
1,19 0,88 1,03 0,63
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 11,75 27,98 36,29 34,06
poSkodenie DNA [% | £ SE
1,66 1,66 3,01 3,63
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 125 125 12,5 125
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 9,61 17,73 22,34 18,26
poSkodenie DNA [% | + SE
11 1,52 2,81 1,76
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 3,61 17,4 15,74 23,94
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,7 3,37 2,2 3,65
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Obr. 21 Ovplyvnenie opravy poskodenej DNA poésobenim EGCG u buniek A549

poskodenych H,0, a oprava Endo Il senzitivnych miest.

Posledny experiment poukazuje na antioxida¢ny G¢inok EGCG, ¢im sa potvrdil
jeho pozitivny vplyv na opravu oxidovanych purinovych (posobenie Fpg)
a pyrimidinovych baz (pdsobenie Endo III) vznikajucich ako produkty oxida¢ného
stresu. Vysledky tykajuce sa jeho ucéinkov na inhibiciu tvorby SSBs priamo
indukovanych H»O, ana opravu pyrimidinovych baz st podobné ako
u predchadzajuceho experimentu (Obr. 21). Sucasne, ako bolo uvedené, sa sledoval
vplyv EGCG na opravu oxidovanych purinovych baz vytvorenych v doésledku
posobenia HyO,. EGCG V koncentraciach 12,5 pg/ml a 25 pg/ml s ¢asom reparacie 15
minut viedol k dalSej oprave oxidaéného poSkodenia baz indukovaného H,0;

posobiaceho v koncentraciach uvedenych v grafe (Tab. 20, Obr. 22, Obr. 23).
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Tab. 20 Vplyv EGCG na repardaciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549
vyvolaného H,0,. Oprava Endo Il a Fpg senzitivnych miest.

Bez posobenia Endo III a Fpg
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 0 0 0 0
. . 3,38 27,33 55,14 46,78
poskodenie DNA [% ] £ SE
0,74 3,21 2,62 1,94
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
3,12 8,55 1141 6,2
poskodenie DNA [% | £ SE
0,52 0,89 1,38 0,88
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 12,5 12,5 12,5 12,5
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 2,29 7,64 9,99 8,1
poSkodenie DNA [% | + SE
0,83 1,11 0,85 1,08
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 2,65 4,76 8,64 5,13
poSkodenie DNA [% | + SE
0,48 0,81 0,98 0,93
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Tab. 20 Vplyv EGCG na repardaciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549

vyvolaného Hy0,. Oprava Endo Il a Fpg senzitivnych miest (pokracovanie).

Posobenie Endo III
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 0 0 0 0
. . 7,31 52,48 76,17 83,23
poskodenie DNA [% ] £ SE
1,24 3,25 2,6 2,15
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
11,36 29,27 33,25 28,84
poskodenie DNA [% | £ SE
2,43 251 2,29 2,67
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 12,5 12,5 12,5 12,5
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 4,27 20,43 22,25 21,35
poSkodenie DNA [% | + SE
1,01 2,79 1,88 1,52
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 3,04 17,45 21,99 10,74
poSkodenie DNA [% | + SE
0,7 181 2,83 2,02
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Tab. 20 Vplyv EGCG na repardaciu oxidacného poskodenia DNA u buniek A549

vyvolaného Hy0,. Oprava Endo 1l a Fpg senzitivnych miest (pokracovanie).

Pésobenie Fpg
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 0 0 0 0
. . 9,01 57,55 64,39 73,36
poskodenie DNA [% ] £ SE
1,45 3,5 2,62 1,66
H,O, [mM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 0 0 0 0
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
2,43 13,47 11,37 8,18
poskodenie DNA [% | £ SE
0,57 1,45 2,2 0,81
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 12,5 12,5 12,5 12,5
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 0,86 5,19 4,07 3,42
poSkodenie DNA [% | + SE
0,25 0,62 0,68 0,48
H,O, [mMM] 0 0,05 0,1 0,2
EGCG [pg/ml] 25 25 25 25
¢as reparacie [min] 15 15 15 15
. . 2,81 791 6,32 2,3
poSkodenie DNA [% | + SE
0,75 0,99 0,69 0,32
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Obr. 22 Vplyv EGCG na opravu DNA poskodenej v dosledku oxidacného stresu
indukovaného H;0, u buniek A549 a oprava Endo III senzitivnych miest.
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Obr. 23 Vplyv EGCG na opravu DNA poskodenej v dosledku oxidacného stresu
indukovaného H>O, u buniek A549 a oprava Fpg senzitivnych miest.

Vysledky uvedenych experimentov su dékazom pozitivneho vplyvu EGCG na

indukciu a reparaciu oxidacného poskodenia DNA vzniknutého poésobenim H,0;
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u buniek A549, testovaného in vitro. Bol zaznamenany vyrazny pokles SSBs v DNA
priamo indukovanych H;O, a zarovenl znizenie poctu oxidovanych pyrimidinovych

a purinovych baz v DNA vznikajtcich pri oxidacnom strese.
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6. DISKUSIA

Pri dlhej expozicii organizmu oxidacnému stresu dochddza vytvéraniu
nepriaznivych podmienok zodpovednych za naruSenie bunkovych dejov. V tejto
suvislosti je potrebné hl'adat’ sposoby ochrany organizmu pred oxidaénym poSkodenim,
v pripade vzniknutej poruchy moznosti jej eliminacie. Vel'ka ¢ast’ vedeckého vyskumu
v oblasti oxida¢ného poskodenia organizmov as tym suvisiacich problémov (napr.
vznik a priebeh ochoreni) sa zaobera vplyvmi endogénnych (Dannenmann et al., 2015)

ako aj exogénnych antioxidantov (Farrar et al. 2015).

Zluceniny ako kyslik a voda st pre existenciu organizmov nevyhnutne potrebné,
napriek tomu mozu posobit’ presne opacne svojou ucastou v niektorych procesoch
prebiehajucich v tychto organizmoch. Jedna sa o hydrolyticki deaminaciu baz
a oxidac¢né poskodenie sposobené ROS, ¢o vedie Kk naruseniu Struktary DNA. Bunka si
na zaklade varovnych signalov vybudovala mechanizmy na zachytenie a odstranenie

poskodenia (Boyne J., [online])).

Je zname, ze hlavnymi terami pre ,realizdciu® oxidacného “ostrelovania” su
predovsetkym bielkoviny, lipoproteiny a DNA. V dosledku nadmernej produkcie ROS
ako aj nedostatku antioxidantov a nedostato¢nej funkcii reparaénych mechanizmov,
dochadza pri procese karcinogenézy k oxidacnému poskodeniu bunkovych
makromolekul (Klaunig et al., 2010). Nedostatok antioxidantov moéze byt zapriineny
mnohymi faktormi. Nizka schopnost’ vychytavania ROS a singletového kyslika mdze
viest’ k nizkym koncentranym hladindm vitaminu E, zmeny v Struktire membrany
buniek k postupnej deplécii selénu, zniZzena regeneracia vitaminu E ako aj naruSenie

metabolizmu zeleza zase k nedostatku vitaminu C a mnoho d’alSich (Zaddk et al. 2009).

Vedecké vyskumy v tejto oblasti hl'adaju spdsoby ako zabranit’ oxida¢nému
poskodeniu. Jednym z nich je sledovanie G¢inkov endogénnych zlt€enin ako napr. GSH
(Chatterjee, 2013), ktory je potrebny pre spravny priebeh bunkovych procesov.
Rovnakd pozornost ohl'adom sledovania antioxida¢nych uinkov je venovana
exogénnym latkam ako je napr. EGCG (Katiyar et al., 1999, Khismatullina, 2010, Sahin
etal., 2010).

GSH ma v organizme mnoho uloh. Jednym z jeho hlavnych ucinkov je ochrana
bunkovych Struktur pred ROS, ako aj regulacia génovej transkripcie ¢i modulacia

apoptozy (Armstrong et al., 2002). Z toho dovodu je ddlezité monitorovanie jeho hladin
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v organizme. Cytosolova hladina GSH sa pohybuje vrozmedzi 1 — 10 mmol/l,
plazmatické koncentracie radovo v umol/l, preto sa kladie déraz na dosiahnutie jeho

dostatoc¢nej koncentracie.

Experimentalna cast’” (Kapitola 5.1.1) bola zamerana na sledovanie vplyvu
glutathionu (GSH), S-allyldithioglutathionu (GSH-A) a S-allyltrithioglutathionu (GSH-
B) na DNA buniek A549 vystavenych oxidaénému stresu in vitro. Hlavnym iniciatorom
indukcie oxida¢ného poskodenia bol H,O;. Z dosiahnutych vysledkov testovania GSH,
GSH-A a GSH-B je zrejmé, ze vsetky latky preukazali vyznamny protektivny efekt pri

oxidacénej zat'azi DNA in vitro.

Podobné ucinky boli zistené u GSH V suvislosti medzi jeho plazmatickymi
hladinami a vznikom kardiovaskularnych ochoreni. Dosiahnuté vysledky stadie
poukazuju na nizke hladiny GSH v plazme ako na jeden z vaznych rizikovych faktorov

pre vznik tychto ochoreni (Shimizu et al., 2004).

Pri pouziti 2mM GSH (Obr.8 a Obr.9) doslo do istej miery k inhibicii indukcie
poskodenia. Treba poznamenat, Ze na priebeh experimentov moézu do urcitej miery
vplyvat’ i laboratorne podmienky ako je napr. rychlost odstranenia H,O, z Petriho
misiek s bunkami. Z toho dévodu je aplikacia Specifickych enzymov velmi vyhodna.
Prave tieto enzymy rozpoznaji bazy zmenené len v dosledku oxida¢ného poskodenia,
¢im sa spresni odhad miery oxidacného poSkodenia DNA. Pri stupajlicej koncentrécii
GSH, t. j. nad 8 mM, bol zaznamenany d’alsi narast oxida¢ného poskodenia DNA (Obr.
9, Obr. 10), ¢o vysvetluje, preCo sa vplyv derivatov GSH, t.j. GSH-A a GSH-B,

v oblastiach vysokych koncentracii uz nesledoval.

Podobné vysledky poukazujuce na toxické prejavy GSH sa zistili pri poSkodeni
DNA idukovanom 0-1500 puM bromi¢nanom draselnym (KBrOs). Ovplyvnenie
telaciecho tymusu samotnym KBrOsz neindukovalo dal§i narast §-0x0-2'-
deoxyguanozinu v DNA. Zmeny nastali az pri sa¢asnom ovplyvneni 500 uM GSH
Tieto zmeny potom indukovali d’alSie oxidacné poSkodenie, v zavislosti na davke
KBrOs. Tato situacia mohla nastat’ pravdepodobne v dosledku sti¢asnej oxidacie GSH
na GSSG. Naopak, protektivna tloha extracelularneho GSH bola zistend u l'udskych
lymfocytov, kedy doslo k zébrane vzniku d’alSieho poskodenia vd’aka zainhibovaniu
vstupu reaktivnych produktov do bunky (Parsons et Chipman, 2000). Podobne bol

zisteny ochranny ucinok GSH v suvislosti s oxidaénym poskodenim DNA v l'udskych

84



pluripotentnych kmenovych bunkach, kedy prave jeho deplécia moéze zapriCinit’
nedostatocnu ochranu proti porucham DNA u tohto typu buniek (Dannenmann et al.,
2014).

Testovanim GSH-A (Kapitola 5.1.1.2) sa zistil jeho vyznamny vplyv pri
inhibicii indukcie poskodenia DNA, hlavne pri pouziti jeho nizSich koncentracii, t. j.
0,25 mM a 0,5 mM, smerom k vyssim koncentraciam tento inhibi¢ny vplyv postupne
slabol az vymizol (Obr. 13). Smerom do nizsich oblasti koncentracii (15,6 uM — 250
uM) doslo k dostato¢nej ochrane DNA pred nasledkami oxida¢ného poskodenia (Obr.
14), predovsetkym zabranenim vzniku oxidovanych pyrimidinovych baz. U GSH-B
(Kapitola 5.1.1.3) boli zistené podobné ucinky jednotlivych koncentrécii pri vplyve na
oxidac¢né poskodenie DNA ako u GSH-A. Z dosiahnutych vysledkov testovania vplyvu
GSH, GSH-A a GSH-B mozno poukdzat’ na ich vyznamnt tlohu ochrany DNA pred
nasledkami oxidac¢ného stresu, hlavne inhibiciou vzniku oxidovanych pyrimidinovych

baz.

Ako bolo spomenuté na zaciatku diskusie, hladiny GSH uzko suvisia so

vznikom ochoreni v désledku oxida¢ného stresu. Jednym z nich st virusové ochorenia.

Vo vztahu k tymto ochoreniam sa zistila suvislost s GSH, ktory vyznamne
vplyva na inhibiciu prepisu virusového zakladného proteinu a inhibiciu aktivacie
kaspazy indukovanej virusom. Z dosiahnutych vysledkov testovania protichripkovej
aktivity GSH in vitro ain vivo sa ukazalo, Ze takisto aj oxida¢ny stres spdsobujuci
nedostatok GSH v oralnom, nasalnom epitele a Vv epitele hornych ciest dychacich,
zosilfiuje vnimavost’ k chripkovym infekciam (Cai et al., 2003). Stiadie zamerané na
skiimanie prejavov nizkych hladin GSH in vitro upozoriiujti na progresiu ochorenia HIV
v dosledku stimuldcie HIV a oslabenia T buniek. To vysvetl'uje, pre€o by sa pacienti
S HIV mali ¢o najviac vyhybat nepotrebnému a masivnemu uZzivaniu paracetamolu
a inych liekov sposobujucich depléciu GSH (Herzenberg et al., 1997). Takisto dokaze
GSH inhibovat’ HIV replikaciu, svojim pdsobenim na neskoré Stadia zivotného cyklu
tohto virusu. Exogénny GSH sa vyrazne podiel’a na inhibicii produkcie p24gag proteinu
ako aj ndkazlivosti virusom. Hlavny mechanizmus tohto ucinku zrejme spociva
v citlivosti medziretazcovych disulfidovych vizieb (-S-S) na redukujtci uc¢inok GSH,

ktoré st sucastou virusového obalu (Palamara et al., 1996).
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Pri sledovani intracelularnych hladin GSH in vitro u ochoreni indukovanych
HVS-1 sa zaznamenal ich vyrazny pokles, a to hned’ po napadnuti danym virusom. Ked’
sa vSak pridal exogénny GSH, doSlo k obnove intracelularnych hladin GSH (okrem
neinfikovanych buniek) a sucasne k vyraznej inhibicii replikacie HVS-1 (Palamara et
al., 1995).

V dalsej casti prace (Kapitola 5.1.2.1) sa sledoval vplyv EGCG na inhibiciu
vzniku SSBs a zaroven na reparaciu oxidacného poskodenia DNA. Zistilo sa, ze EGCG
ma vyznamny vplyv na inhibiciu vzniku SSBs v DNA (Obr. 18.). U vsetkych pouzitych
koncentracii bol zaznamenany detekovatelny pokles tychto zlomov, kedy

k najvyznamnejSiemu poklesu doslo pri najvyssej koncentracii EGCG, t.j. 50 pg/ml.

Podobne sa protektivne G€inky EGCG preukazali u mysi, ktoré boli oSetrené
EGCG 3 dni pred vystavenim mutagénnym latkam. Na zéklade vyhodnotenia pomocou
alkalickej verzie kométového testu sa zistilo, ze u buniek Kkostnej drene doslo
k vyraznému poklesu zlomov v DNA indukovanych aflatoxinom B;. K vyraznemu
ubytku zlomov indukovanych N-nitroso-N-methylureou a aflatoxinom Bj; doslo aj
Vv epitele hrubého ¢reva. Z dosiahnutych vysledkov mozno usudit, ze EGCG okrem

vplyvu proti oxidaénému stresu ma i u¢inok antimutagénny (Smerdk et al., 2006).

K rozdielnym uéinkom EGCG doslo pri ovplyvneni buniek H9c2 (potkanie
kardiomyoblasty), kedy bola spozorovand zavislost ufinku EGCG na pouZitej
koncentracii. Bunky oSetrené 10 pM a 20 uM dokazali efektivne celit poskodeniu
navodenému 400 pM H,0,, avsak pri ovplyvneni 50 uM EGCG doslo k 50 % zéaniku
buniek H9c2 (Chen W.-Ch. et al., 2014). Naopak, v inej §tadii zameranej na sledovanie
ucinkov EGCG sa u buniek poskodenych 8-methoxypsoralenom a UV-A Ziarenim pri
pouziti 50 pM EGCG preukazala jeho vyznamna tloha pri ochrane pred poskodenim.
Okrem sledovania vplyvu EGCG na oxida¢né poSkodenie baz sa sledoval ivznik
krizovych vizieb v DNA. Vysledky poukazuji na protektivnu tlohu EGCG pri inhibicii
vzniku 8-0x0-2"deoxyguanozinu, ktora sa prejavila u buniek oSetrenych 50 uM EGCG.
Inhibicia krizovych vizieb v DNA nastala u buniek ovplyvnenych az 750 uM EGCG
(Tahara et al., 2005).

Uvedené vysledky vedu k zaveru, ze G¢inok EGCG nezavisi len od pouzitej
koncentracie , ale takisto od typu buniek a od inicidtora oxida¢ného poskodenia. Vplyv

EGCG mozno teda povazovat’ za vel'mi vyznamny v spojitosti s ochranou DNA pred
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oxida¢nym poskodenim, predovSetkym inhibiciou vzniku oxidovanych béz, ako aj pred

vznikom krizovych vizieb v DNA.

Pri expozicii DNA oxida¢nému stresu dochadza okrem priamej indukcie SSBs
i kK vzniku chemicky modifikovanych baz. Bunka ma vyvinuté repara¢né mechanizmy
k eliminacii tohto poSkodenia, preto sa zistovalo, do akej miery dokaze EGCG
zefektivnit’ reparacnu schopnost’ buniek. Pozoroval sa jeho vplyv na reparécie v trvani
60, 30 al15 minut (Kapitola 5.1.2.2). Uz samotny reparacny cas staCil bunkam
k dostato¢nej oprave, no po pridani EGCG doSlo k zosilneniu tohto ucinku.
Z jednotlivych vysledkov (Obr. 19, Obr. 20, Obr. 21, Obr. 22 a Obr. 23) vyplyva, ze po
ovplyvneni buniek EGCG sa reparacia zefektivnila, predovsetkym zabranou vzniku

oxidovanych baz v DNA.

V tejto suvislosti nemozno opomenut antioxidaéné pdsobenie EGCG
spozorované pri jeho testovani in vivo. Konkrétne §lo o sledovanie ochranného vplyvu
EGCG pri oxidaénom poskodeni rohovky umysi, ktoré bolo indukované UV-B
ziarenim. Najskor boli mysi vystavené UV-B Ziareniu, a nasledne im bol aplikovany
EGCG vo forme o¢nych kvapiek - 0,01 % a 0,1 % - dvakrat denne po dobu 6smich dni.
Z dosiahnutych vysledkov sa prislo k zaveru, ze EGCG vyrazne inhibuje oxidacné
poskodenie rohovky. NavySe sa zistilo, Ze jeho pdsobenim dochadza Kk vyraznému
zvySeniu aktivity enzymov superoxiddismutazy, kataldzy, glutathionperoxidazy
a glutathionreduktazy. Z toho vyplyva, Ze EGCG svojimi u¢inkami vyznamne redukuje
fototoxické poskodenie rohovky navodené UV-B Ziarenim in vivo (Chen M.-H. et al.,
2014).

Z diskusie je zrejmé, ze ako GSH, tak aj GSH-A a GSH-B vo velkej miere
chrania DNA pred oxidaénym poskodenim navodenym H>0O, in vitro. Spdsob ochrany
spociva predovSetkym v inhibicii vzniku oxidovanych pyrimidinov. Podobne i EGCG
vyznamne zasahuje do inhibicie vzniku oxidovanych baz a SSBs, ako aj do reparacie
oxida¢ného poskodenia DNA. Jednotlivé dosiahnuté vysledky in vitro by v budtcnosti
mohli byt vhodnym podkladom pre testovanie in vivo pre potreby prevencie a liecby

mnohych ochoreni indukovanych oxida¢nym stresom.
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7. ZAVER

Tato praca sa venovala problematike oxidacného poSkodenia na urovni DNA

sledovaného u buniek A549 in vitro. Cielom bolo zistit, do akej miery a v akom
rozsahu koncentracii dokézu latky GSH, GSH-A, GSH-B a EGCG zasiahnut' do

indukcie a opravy oxida¢ného poskodenia DNA spdsobeného H,0; .

1.

Vysledky testovania GSH a jeho modifikacii poukazuju na ich vyznamny
inhibi¢ny vplyv pri vzniku oxida¢ného poskodenia DNA. Testované
latky boli aktivne hlavne v procese vzniku oxidovanych baz v DNA,
konkrétne pri indukcii oxidovanych pyrimidinov. Po vyhodnoteni
kométovym testom bol u buniek A549, oSetrenych danymi latkami,
zaznamenany ich vyrazny pokles.

Vysoké koncentracie GSH ako aj jeho modifikacii stimulovali vznik
dalsich oxidovanych pyrimidinov, ¢o viedlo k narastu oxida¢ného
poskodenia DNA. Naopak, nizSie koncentracie podsobili na indukciu
oxidacného pdsobenia inhibi¢ne, predovSetkym zniZzenim tvorby
oxidovanych pyrimidinov. Tieto koncentracie mali vyrazny ucinok na
pokles pyrimidinov.

Utinky EGCG sa prejavili najmi v jeho najvyssej koncentracii, tak ako
pri zasahu do indukcie, tak aj do opravy oxida¢ného poSkodenia DNA.
EGCG mal vplyv na inhibiciu tvorby SSBs priamo indukovanych H»O»,
kedy doslo k ich vyraznému znizeniu. NavySe dokézal zosilnit’ uc¢inok
opravy poskodenej DNA, predovsetkym znizenim tvorby oxidovanych
pyrimidinov, ale i oxidovanych purinov.

Antioxidacny Uc¢inok u GSH a jeho modifikéacii bol zaznamenany len
v pripade niz$ich koncentracii. EGCG posobil antioxidacne vo vSetkych
testovanych koncentraciach. U tychto koncentracii neboli u buniek A549
preukdzané Ziadne toxické ucinky.

H,0; indukoval poskodenie u buniek A549 aZ po odstraneni testovanych
latok spolu s kultivaénym meédiom. To naznacuje, Ze uvedené latky
posobili intracelularne. U EGCG sa sledoval 1 u¢inok na opravu, kde sa
predpoklada  jeho  pozitivny  vplyv  na  opravu = DNA
prostrednictvom eliminacie hydroxylového radikalu zodpovedného za

oxida¢né poSkodenie baz.
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9. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
ALS = alkalilabilné miesta

APS = apyrimidinové a apurinové miesta
BER = bazova excizna reparacia

BSA = hovidzi sérovy albumin

DMSO = dimethylsulfoxid

DSBs = dvojretazcové zlomy

EB = ethidium bromid

EDTA = ethylendiamintetraoctova kyselina
EGCG = epigalokatechin galat

Endo Il = endonukleaza II1

Fpg = formamidopyrimidin-DNA glykozylaza
GSSG = oxidovana forma glutathionu

GSH = glutathion

GSH-A = S-allyldithioglutathion

GSH-B = S-allyltrithioglutathion

HEPES = N-2-hydroxyethyl-piperazin-N’-2-ethansulfonova kyselina
HMP agar6za = vysokotuhntica agar6za

H,0; = peroxid vodika

LMP agar6za = nizkotuhntca agar6za

NO' = oxid dusnaty

8-oxoGau = 8-0x0-7,8-dihydroguanin

PBS = z angl. phosphate buffered saline tablets
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RNS = reaktivne formy dusika
ROS = reaktivne formy kyslika

SSBs = jednoretazcové zlomy

96



