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Abstrakt
DNA je neustále napadaná reaktivními látkami, které mohou mít vážný vliv na její strukturu a

funkci. Strukturní změny plynou především z úprav bází, ke kterým dochází primárně v důsledku jejich
vystavení různým chemikáliím [1.].

V průběhu let bylo navrženo mnoho detekčních systému, které nejčastěji využívají baktérie.
V testech se vyskytují tzv. standardy, pro které vykazují pro daný test pozitivní výsledek. V Amesově
testu jsou těmito standardy azid sodný a nitrofurantoin. Tato práce se zaměřuje na genotoxické vlastnosti
těchto látek pomocí molekulárně-biologických metod.

Amesův test je krátkodobý bakteriálně reverzně mutagenní test speciálně navržen pro detekci
širokého spektra chemických látek, které mohou být zdrojem genetického poškození vedoucích ke
genovým mutacím [2.]. V této práci bylo použito metody detekce pomocí reparačního enzymu
Endonukleázy III. Endonukleáza III je protein, který pochází z baktérie E.coli. Enzym uvolňuje poškozené
pyrimidinové báze s dvouřetězcové DNA a dále upravuje na 3´ a 5´ koncích AP místa a ponechává 3´
fosfáty a 5´ fosfáty. Báze, které je Endo III schopna rozpoznat patří například močovina; 5,6-
dihydroxytymin; 5-hydroxy-5-metylhydatoin; uracil–glykol; metyltartronyl močovina [3.].

K detekci poškození plasmidové DNA byla použita elektroforéza na agarózovém gelu.
Agarózový gel je vysoce porézní materiál polysacharidové povahy, který se chová
v elektroforetickém poli jako síto, oddělující od sebe jednotlivé, různě dlouhé fragmenty
nukleové kyseliny [4.]. Agarózové gely nemají takovou rozlišovací schopnost jako gely
polyakrylamidové, zato mají větší rozmezí separace. Při použití stejnosměrného napětí můžeme
v agarózových gelech účinně dělit fragmenty DNA v rozmezí 50 bp až 50 000 bp [5.].

Z obrázků 1 a 2 lze vyvodit, že Endo III nedetekuje poškození způsobena 10mM azidem
sodným a nitrofurantoinem. Nelze však vyloučit, že dané látky DNA nepoškozují, ale poškození
nejsou detekovatelná EndoIII. Poškození mohou být detekovatelná jinými reparačními enzymy, a
proto by bylo vhodné pokus opakovat a provést i pomocí jiných reparačních enzymů, které
detekuji jiné typy poškození.

Obrázek 1. Poškození bází pBS azidem sodným (10mM) detekováno reparačním enzymem.
Start 1: kontrola DNA; start 2: DNA + Endo III; start 3: DNA + 10mM NaN3; start 4: DNA +

10mM NaN3 + Endo III.
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Obrázek 2. Poškození bází pBS nitrofurantoinem (10mM) detekováno reparačním enzymem.
Start 1: kontrola DNA; start 2: DNA + Endo III; start 3: DNA + 10mM; start 4: DNA + 10mM +

Endo III.
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