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Abstrakt

DNA je neustale napadanda reaktivnimi latkami, které mohou mit vazny vliv na jeji strukturu a
funkci. Strukturni zmény plynou predevsim z Gprav bazi, ke kterym dochézi primarné v dlsledku jejich
vystaveni rliznym chemikaliim [1.].

V pribéhu let bylo navrzeno mnoho detek&nich systému, které nejCastgji vyuzivaji baktérie.
V testech se vyskytuji tzv. standardy, pro které vykazuji pro dany test pozitivni vysledek. V Amesové
testu jsou témito standardy azid sodny a nitrofurantoin. Tato prace se zaméfuje na genotoxické vlastnosti
téchto latek pomoci molekularné-biologickych metod.

Amesllv test je kratkodoby bakteridlné reverzné mutagenni test specidlné navrzen pro detekci
Sirokého spektra chemickych latek, které mohou byt zdrojem genetického poSkozeni vedoucich ke
genovym mutacim [2.]. Vtéto praci bylo pouZito metody detekce pomoci reparacniho enzymu
Endonukleézy I11. Endonukleéza 11 je protein, ktery pochazi z baktérie E.coli. Enzym uvolfiuje poSkozené
pyrimidinové béaze s dvouretézcové DNA a dale upravuje na 3" a 5° koncich AP mista a ponechava 3
fosfaty a 5° fosfaty. Béze, které je Endo Il schopna rozpoznat patfi napfiklad mocovina; 5,6-
dihydroxytymin; 5-hydroxy-5-metylhydatoin; uracil-glykol; metyltartronyl mocovina [3.].

K detekci poSkozeni plasmidové DNA byla pouZita elektroforéza na agarézovém gelu.
Agarozovy gel je wvysoce porézni materidl polysacharidové povahy, ktery se chova
v elektroforetickém poli jako sito, oddélujici od sebe jednotlivé, rlizné dlouhé fragmenty
nukleove kyseliny [4.]. Agarozové gely nemaji takovou rozliSovaci schopnost jako gely
polyakrylamidové, zato maji vétsi rozmezi separace. PFi pouZziti stejnosmérného napéti mdzeme
v agarozovych gelech acinngé délit fragmenty DNA v rozmezi 50 bp az 50 000 bp [5.].

Z obrazkli 1 a 2 Ize vyvodit, Ze Endo Il nedetekuje poskozeni zplsobena 10mM azidem
sodnym a nitrofurantoinem. Nelze vSak vyloucit, Ze dané latky DNA neposkozuji, ale poskozeni
nejsou detekovatelna Endolll. PoSkozeni mohou byt detekovatelna jinymi reparanimi enzymy, a
proto by bylo vhodné pokus opakovat a provést i pomoci jinych reparaénich enzymd, které
detekuji jiné typy poSkozeni.
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Obrazek 1. Poskozeni bazi pBS azidem sodnym (10mM) detekovano reparacnim enzymem.
Start 1: kontrola DNA; start 2: DNA + Endo Ill; start 3: DNA + 10mM NaNg3; start 4: DNA +
10mM NaN3 + Endo I11.
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Obrézek 2. PoSkozeni bazi pBS nitrofurantoinem (10mM) detekovano reparacnim enzymem.
Start 1: kontrola DNA,; start 2: DNA + Endo IlI; start 3: DNA + 10mM; start 4: DNA + 10mM +
Endo IlI.
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