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Abstrakt

Bunky vsech zivych organismi jsou neustale vystavovany nejriznéj$im skodlivym vliviim at’ uz
endogenniho ¢i exogenniho ptivodu, které je dokazi poskozovat. Pro vSechny organismy je obzvlast
dulezité chranit si svou DNA, jakoZzto nositelku genetické informace. I nepatrna modifikace této molekuly
muize zpusobit velky problém. Organismy si nastésti v pribéhu evoluce dokazaly vyvinout n€kolik
specifickych reparacnich drah, které umi poSkozenou DNA opravit.

Mezi exogenni latky, se kterymi mize DNA diky rozvinutému pramyslu soucasné doby
interagovat, patii pramyslova barviva. O $kodlivych vlivech azobarviv bylo v minulosti pojednavano
mnohokrat, ovSem existuji i jiné druhy primyslovych barviv, které maji na DNA neblahy vliv. V této
praci byl testovan vliv azobarviva Methyl Red a trifenylmetanového barviva Malachite Green na
plasmidovou DNA.

Existuji nejriiznéjsi testy genotoxicity, jako je napt. Amestv test. Tyto metody detekuji latky, které
mohou byt zdrojem genetického poskozeni vedoucich ke genovym mutacim [1]. Nedokazi vSak urdit
konkrétni poskozeni na molekule DNA, které k mutaci vedlo. Tato zjisténi by mohla byt pfinosem pro
dalsi studia genotoxicity. K tomuto uc¢elu slouzi molekularné-biologické metody detekce poskozeni.
V této praci bylo pouzito metody detekce pomoci reparacnich enzymi, konkrétné¢ Endonukleazy III. Je to
enzym, ktery uvoliiuje poskozené pyrimidinové baze z dvouvldknové DNA za vzniku abazickych mist.
Endo 1l pak v misté opravy baze rozstipne abazické misto a otevie kruh cukerné slozky (zptsobi zlom v
fetézci). Endo IIT umi takto rozpoznat napi. mocovinu, 5,6-dihydroxytymin, tymin glykol, 5-hydroxy-5-
metylhydantoin, uracil glykol, 6-hydroxy-5,6-dihdrotymin a metyltartronylmocovinu [2].

Zmeény plasmidové DNA byly v této praci detekovany pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu.
Gelova elektroforéza se pouziva jednak pro separaci rizné dlouhych molekul, ale i pro odliSeni molekul
DNA o stejné velikosti, stejném slozeni, avSak liSicich se topologickym stavem. Na gelu se nejpomaleji
pohybuje relaxovana forma DNA, popiipadé oteviena kruznicovi DNA (0cDNA). Superhelikalni DNA
(scDNA) se vyznacuje velkou kompaktnosti (molekula DNA zaujima pfi stejné hmotnosti mens§i objem
oproti ocDNA), proto migruje gelem rychleji [3]. Na zaklad¢ vyse uvedenych poznatki miizeme gelovou
elektroforézu pouzit i pro detekci poskozeni DNA, kdy napft. preruSeni jejiho fetézce ¢i ptechod do odlisné
topologické struktury vlivem poskozeni vede ke zmén¢ jeji elektroforetické mobility.

Pfi testovani byla nejprve vytvorena koncentracni fada zkoumanych latek a byla otestovana jejich
ptima reakce s plasmidovou DNA (pPGM2). Na zaklad¢ vysledki byla barviva Methyl Red a Malachite
Green o vybranych koncentracich testovana i pomoci Endo IIl. Jak uz bylo feceno, zmény plasmidové
DNA byly detekovany pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu.
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Obrazek 1. Detekce genotoxicity 3.7 mM Methyl Red a 6 mM Malachite Green pomoci
reparacniho enzymu Endo III. Draha: 1) pPGM2, 2) pPGM2 + Endo 111, 3) pPGM2 + 3.7 mM
Methyl Red, 4) pPGM2 + 3.7 mM Methyl Red + Endo Ill, 5) pPGM2 + 6 mM Malachite Green,
6) pPGM2 + 6 mM Malachite Green + Endo Il1.



Rozdily intenzit elektroforetickych signali danych fragment byly podrobeny analyze pomoci
programu Image J a zaneseny do nasledujiciho grafu.
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Obrazek 2. Srovnani elektroforetickych signalti nemodifikované DNA (pPGM2) a DNA
modifikované MR a MG reagujici s enzymem Endo III.

Z ptedchoziho obrazku a grafu lze vyvodit, ze Endo III poskozeni ti¢inkem 3.7 mM Methyl Red
nedetekuje. Pti reakci DNA s 6 mM Malachite Green vSak enzym Endo III poskozeni detekuje. MiZeme
tedy usoudit, ze MG o koncentraci 6 mM poskozuje DNA na trovni bazi, konkrétné pyrimidind (jejich
priklady byly vyjmenovany vyse). Nemlizeme vSak zamitnout, Ze Methyl Red DNA také neposkozuje.
Tato poskozeni nejsou detekovatelna enzymem Endo III, jinymi reparacnimi enzymy vSak byt rozpoznana
mohou. Pro prikazny zavér by bylo vhodné experiment opakovat a provést jej i pomoci jinych
reparacnich enzymt, detekujici odli§né poSkozeni bazi.
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