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1. UvOoD

Clovek je neustale v piimém &i nepfimém kontaktu s mnohymi toxickymi lat-
kami. Jak stale vice studii potvrzuje, fada z nich mize specificky pusobit na molekulu
DNA a zapficinit tak zménu genetické informace buniky. Tyto zmény mohou ovlivnit
metabolické ¢i jiné procesy v somatickych bunkach, zvySuji téZ moznost nadorového
bujeni. Nebezpeci téchto mutagennich latek vSak plyne i pro dalsi generace, na které
jsou tyto zmény v DNA pfenaseny. U potomkii pak mohou byt mimo jiné pfi¢inou nej-
ruzngjSich vyvojovych vad.

Studium mechanismu ptisobeni mutagennich ¢i potencialné mutagennich latek,

stejné jako studium mechanismu oprav jimi indukovanych poskozeni je proto nutnosti.



2. CIL

Je znamo, ze mechanismy nukleotidové excizni reparace se podileji na opraveé
poskozeni zptisobeného vlivem UV zafeni. Jeho pusobeni na DNA se projevuje tvorbou

tyminovych dimert, ale také nepfimo oxidaci bazi.

V této diplomové praci jsme se snazili zjistit, zda buiky deficientni
v nukleotidové excizni reparaci jsou schopny opravovat poSkozeni indukované pouze
oxidativnim c¢initelem, a to peroxidem vodiku. K tomuto tGcelu jsme pouzili metodu
kometového testu z divodu jeji rychlosti a citlivosti, jejiz vyhodou je navic moznost

stanovit poSkozeni na drovni jedné bunky.



3. SOUHRN

Jednim z mechanismt oprav. DNA poskozené vlivem vngjSich Cinitell je
nukleotidova excizni reparace (NER). Ta hraje roli piedevsim pfi odstranovani nasledka
zpusobenych UV zafenim. Poskozené baze se ve form¢ pyrimidinovych dimerii enzy-
maticky vystépuji z DNA jako soucast oligonukleotidii. Plisobeni UV svétla na DNA se
vsak projevuje téZ neptimo, a to oxidaci bazi. V naSem experimentu jsme se snazili zjis-
tit, zda bunky deficientni v nukleotidové excizni reparaci jsou schopny opravovat

poskozeni indukované pouze oxidativnim ¢initelem.

Stanovovali jsme velikost poSkozeni DNA v buiikach in vitro a schopnost je-
jich reparace po ovlivnéni roztokem peroxidu vodiku o ruzné koncentraci.
K experimentiim jsme pouzili bunééné linie kiecika ¢inského, a to rodiCovské builky
AAB8 a od nich odvozené bunky UV-20, které jsou defektni v genu ERCC1. Tento gen

se podili na tvorbé nukleaz Gc¢astnicich se nukleotidové excizni reparace.

Ke stanoveni jsme pouZzili metodu alkalického kometového testu, jejiz zakla-
dem je alkalickd gelova elektroforéza. Princip této metody spociva v detekci zlom,
které vznikaji v poskozenych alkalilabilnich mistech. Hodnotili jsme pocet jednofetéz-
covych zlomi DNA. Detekovali jsme bud’ zlomy indukované samotnym peroxidem
vodiku (SSB), nebo zlomy vzniklé po pisobeni enzymu, ktery v DNA specificky roz-
poznava mista, kde doslo vlivem peroxidu k oxidaci baze. Jednalo se o enzym endonuk-
leaza III, $tépici DNA v mistech oxidovaneho pyrimidinu (endo Il mista), a enzym
formamidopyrimidin-DNA-glykosylaza, §tépici DNA v mistech oxidovaného purinu
(FPG mista).

Na zéklad¢ naSich pokust jsme zjistili, ze jak bunky AAS, tak i deficientni
UV-20 jsou schopny opravovat oxidativni poskozeni. Oba typy bun¢k vykazovaly
k peroxidu vodiku srovnatelnou citlivost. Dosli jsme proto kzavéru, Ze defekt
v mechanismu nukleotidové excizni reparace DNA nema vliv na schopnost téchto bu-

nek opravovat poskozeni zapiic¢inéné oxidativnim Cinitelem.



ABSTRACT

Nucleotide excision repair (NER) is one of the mechanisms of how to repair
DNA damaged by the external influences. First of all, it plays the role when removing
the results caused by UV radiation. The damaged bases in the form of pyrimidine di-
mers are enzymatically splitted out from DNA as part of oligonucleotides. The effect of
the UV light on DNA is however manifested also indirectly, by oxidation of the bases.
In our experiment we tried to find out whether the cells deficient in nucleotide excision

repair are able to repair the damages induced only by oxidative agent.

We stated the extent of DNA damages in the cells in vitro and the ability of
their reparation after treatment with the dilution of hydrogen peroxide in different con-
centrations. During the experiments we used the cell lines of a Chinese hamster, namely
the parental cell line AA8 and their derivative UV-20, which is defective in gene

ERCCL1. This gene takes part in creation of nucleases participating in NER.

For measuring of DNA lesions we used the method of alkaline comet assay,
the basis of which is alkaline single-cell gel electrophoresis. The principle of this
method consists in the detection of DNA strand breaks originating in the damaged alka-
li-labile sites. We evaluated the number of DNA single-strand breaks. We detected
either the breaks induced by hydrogen peroxide alone (SSB) or the breaks incurred by
enzyme, which specifically recognises DNA sites, where hydrogen peroxide caused the
oxidation of the base. The agent were enzyme endonuclease 111 splitting DNA in the
sites of oxidized pyrimidine (endo Il sites) and enzyme formamidopyrimidin-DNA-

glykosylase splitting DNA in the sites of oxidized purine (FPG sites).

On the basis of our experiments we have found out that both the cells
AA8, and the deficient cells UV-20 are able to repair oxidative damage. Both types of
cells manifested comparable sensitivity in relation to hydrogene peroxide. Therefore,
we have come to the conclusion that the defect in the mechanism of NER have no in-
fluence on the abilities of these cells to repair damages caused by the oxidative agent.



4. TEORETICKA CAST

4.1. Poskozeni DNA

V jakékoliv pamétové struktuie dochéazi v disledku néhodnych vlivil
K ur¢itému znehodnocovani informace. To plati i pro pamét genetickou, uloZenou
v DNA. Sum v genetické informaci se ozna¢uje jako mutace, proces vzniku mutaci jako
mutageneze (Necas, 2000).

Mutace mohou ménit informacéni obsah genomu na tfech organiza¢nich urov-
nich. Podle toho rozliSujeme mutace genove, chromozomové a genomové. Genova
mutace méni informaci nesenou genem. Existuji tii zakladni zpasoby jejich vzniku —
substituce (zaména nukleotidil), inzerce (vélenéni nukleotidi) a delece (ztrata nukleoti-
di). Chromozomové mutace vychazeji ze strukturni zmény chromozomu. Jejich
nejcastéjsi pri¢inou jsou zlomy chromozomt, tj. preruseni kontinuity DNA fetézce. Ge-
nomova mutace znamend zménu poctu chromozoml. U chromozomovych a

genomovych mutaci nemusi byt zménéna struktura genu (Necas, 2000).

Mutace vznikajici bez zjevného plisobeni mutagenu se nazyvaji mutace spon-
tanni. Termin ,,spontanni*“ vSak miZze né€kdy naznaCovat pouze fakt, Ze zatim nebyl
identifikovan konkrétni Cinitel zZivotniho prostiedi, ktery dané poskozeni zpiisobuje
(Friedberg, 1995). Mezi tyto spontanni mutace je fazen predevSim vznik tautomernich
forem ¢i deaminace bazi (Rosypal, 2000). Pfi ,,tautomernim Siftu pifechazi baze DNA
na své strukturni izomery (napf.dusikové atomy pyrimidinovych a purinovych kruht
mohou z amino-formy -NH; ptechézet na imino-formu —NH-, u guaninu ¢i tyminu mu-
7e Castéjsi ketoforma C=0 piejit na neobvyklou enolformu C-OH). Deaminaci bazi,
které obsahuji exocyklickou -NH, skupinu (adenin, guanin, cytozin), vznika hypoxan-
tin, xantin nebo uracil (Rosypal, 2000). Pokud se baze nach&zi v neobvyklé formé
behem replikace DNA, mize dojit ke Spatnému parovani, a tim 1 zafazeni nespravné

baze v nov¢ vznikajicim fetézci a vzniku mutace (Necas, 2000).
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4.1.1. Mutagenni faktory

Mutace vznikajici pisobenim urcitych mutagennich faktor jsou mutace indu-
kované. Naprosta vétSina mutagenti jsou soucasné kancerogeny, tj. vyvolavaji

nadorovou transformaci bun¢k. RozliSujeme faktory fyzikalni a chemické.

»  Chemické mutageny

Chemické mutageny poskozuji strukturu DNA v dasledku své chemické reak-

tivity. Hlavnimi mutageny jsou:

o Alkyla¢ni ¢inidla (yperit, dimetylsulfat atd.), ktera poskozuji DNA ptfedanim
sve alkylové skupiny;

o Silna oxidacni ¢inidla (organické i anorganické peroxidy aj.);

o Cinidla desaminujici (napf. dusitany);

e  Cinidla interkalarni (napf. akridiny), tj. latky, jejichz molekuly se vsouvaji
mezi pary bazi v DNA;

o Aromatické aminy (benzidin, naftylamin);

e  Azobarviva a triazenova barviva;

e  Hydralazin, urethan aj.;

Nekteré latky piisobi na DNA nepifimo, oznacuji se proto obecné jako nepfimo
ptisobici mutageny. DNA poskozuji napt. tim, ze narusuji jeji replikaci (kationty man-
ganu, niklu, antibiotika mitomycin, aktinomycin). Jiné latky se stvaji mutagennimi
¢innosti bunéénych enzymt, napt. polycyklické aromatické uhlovodiky, mykotoxiny,

nenasycené mastné kyseliny atd. (Necas, 2000).

»  Fyzikalni mutageny

Z tyzikalnich faktorl je velmi G€inné zafeni, a to jak ionizujici (pfedevsim pa-
prsky X a vy, protony, neutrony a elektrony o vyso&m obsahu energie), tak neionizujici
zateni (ultrafialové paprsky). Stupent poskozeni DNA je umérny absorbované davce
zateni (Necas, 2000).
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4.1.2. Oxidativni poSkozeni DNA

4.1.2.1. Oxidaéni €initelé

Oxidativni poskozeni je vyvolano pisobenim reaktivnich forem kysliku a du-
siku. Rada z téchto forem ma znaény fyziologicky vyznam.

Reaktivni slouceniny kysliku (ROS) vznikaji bézné v organismu pii Ctyielek-
tronové redukci atmosférického kysliku na dvé molekuly vody. Tato reakce je nezbytna
pro aerobni zpusob zivota. Probiha v dychacim fetézci mitochondrii, v aktivnim centru
enzymu cytochromoxidazy. Tyto reaktivni slouCeniny pohotové reaguji s riznymi bio-
logickymi strukturami, vcetné nukleovych kyselin. Diky tomu se staly vyznamnymi
prostiedniky pienosu energie, faktory imunitni ochrany ¢i signalnimi molekulami bu-
nééné regulace. Ve vazbé senzymem neni ani nejaktivngjsi forma kysliku -
hydroxylovy radikal HOe - skodliva. Volna castice je vSak nejjedovatéjsi znamou lat-
kou, nebot’ ve tkani se okamzité slucuje s téméi jakoukoliv sousedni molekulou, nebo
z ni vytrhne elektron a aktivuje ji. Je hlavnim c¢initelem vyvolavajicim oxidativni po-
Skozeni DNA.

Nekteré z téchto reaktivnich slouc¢enin jsou volné radikaly (latky s neparovym
elektronem v orbitalu), ostatni jsou molekuly s parovymi elektrony (mimo jiné téz pero-
xid vodiku), z kterych volné radikaly teprve vznikaji, a to bud’ redukci (pfidanim
jednoho elektronu k normalni molekule), oxidaci (ztratou jednoho elektronu), nebo ho-
molytickym $tépenim kovalentni vazby (kazdy fragment ziskd pak jeden neparovy
elektron). Posledni uvedeny zplisob vyzaduje hodné energie, napi. vysokou teplotu, UV

nebo ioniza¢ni zafeni (Stipek, 2000).
O,+e - 05+
O, +e — H,0,
H,O, + e +H - H,0 + HO-

HOs +e +H"— H,0

Obréazek 1 - étyrelektronova redukce atmosférického kysliku (Stipek, 2000).
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e Superoxid (O, . )

Ma oxidacni 1 redukéni G€inky. Podléha dizmutaci, pii které jedna jeho mole-
kula poskytuje elektron druhé, takze superoxid se vlastné zaroven oxiduje i redukuje a

produkty reakce jsou kyslik a peroxid vodiku:

Oz’_+02'_+2H+ — O, +Hy0,

Reakce je v organismech jes$té urychlovana enzymem superoxiddismutazou

(Stipek, 2000).

e Peroxid vodiku (H,0;)

Zdroje H,0;

Peroxid vodiku vznikd ve tkani hlavné dizmutaci superoxidu. Je vSak téz tvo-
fen pfimo, dvouelektronovou redukci molekularniho kysliku, a to pisobenim oxidéz,
jako je monoaminooxidaza, glutathionoxidaza a xantinoxidaza.

Xantinoxidaza a xantindehydrogenaza jsou dvé formy téhoz enzymu, xantino-
xidoreduktazy. Ta je nejvice aktivni v jatrech, ve stievni sliznici, v mlé¢né zlaze, muze
se uvolnit z organt a zachytit na luminarnim povrchu malych cév a kapilar. Ve tkani
za fyziologickych podminek ptevazuje dehydrogenazova forma, D-forma. Odnima
elektory rimym subsatim a pedaa je na NAD', ktery je redukovan.
Za patologickych podminek se D-forma konvertuje na O-formu (xantinoxidazu). Ta
neni schopna vazat NAD" a nasbirané elektrony piedd na molekularni kyslik, z néhoz
vznikne superoxid nebo peroxid vodiku (jedno- nebo dvouelektronova redukce kysliku).

DalSim zdrojem H,O, jsou peroxizomy, které pouZzivaji molekularni kyslik
k oxidaci riznych organickych substrati a produkuji ptitom H,O, . Piikladem muze byt

kli¢ovy enzym B-oxidace mastnych kyselin acyl-koenzym A-oxidaza (Stipek, 2000).

Reakce H,0»

Reakce samotného peroxidu vodiku s biomolekulami jsou pomérné pomalé,
avSak v pritomnosti tranzitnich kovi (dvojmocné Zelezo Fe?* nebo jednomocna méd’

Cu") dochazi pohotové k jeho redukci:
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H,0, + Fe* + H" — H,0 + HO» + Fe*'

Touto Zelezem katalyzovanou tzv. Fentonovou reakci vznika vysoce toxicky
radikdl HOse , ktery v zivé hmoté okamzité reaguje s okolnimi biomolekulami. Jde
o extrémné¢ silné oxidacni ¢inidlo, atakujici a hydroxylujici téz baze nukleovych kyselin.

Po Fentonove¢ reakci pak superoxid O, . (vznikly redukci O, v prvnim kroku)
redukuje trojmocné Zelezo zpét na dvojmocné, takze je regenerovano pro dalSi katalyzu.
Tranzitni kovy se vyznamné ucastni vzniku ROS, jen pokud nejsou vazany
V bezpecnych depozitnich formach (Zelezo ve feritinu ¢i transferinu, méd
Vv ceruloplazminu). Bezpecné ulozeni a tim inaktivace tranzitnich kovli je nezbytné
k tomu, aby byl ¢as odstranit superoxid z tkané superoxiddizmutazou a peroxid vodiku
kataldzou a peroxidazou. Tyto enzymy jsou soucasti antioxida¢niho systému organismu

(Stipek, 2000).

e Neenzymoveé zdroje ROS

Kromé enzymové redukce respiracniho fetézce mitochondrii se molekularni
Kyslik v bunikach redukuje na ROS fadou exogennich a endogennich malych molekul,
které na kyslik prenaseji elektrony z ruznych reduktaz. Takovymi molekulami jsou
napi. chinonova antibiotika adriamycin a daunomycin. Jsou redukovana NADPH-
cytochrom-P-450-reduktazou na odpovidajici semichinony, které pak predavaji elektro-
ny na kyslik. Tato antibiotika sice ni¢i nadorové bunky vznikajicim superoxidem, avSak
zéaroven se hromadi v organismu a poskozuji normalni buniky. Odtud pochézi jejich kar-
diotoxicita. Podobnym zpisobem je vysvétlena toxicita herbicidu paraquatu,
poskozujici plicni tkai. Bleomycin je antibiotikum uzivané jako kancerostatikum, nebot’
se vaze (interkaluje) do DNA a zaroven vytvari komplex se Zelezem, které katalyzuje
vznik superoxidu, peroxidu a hydroxylového radikalu. Antimitoticky t¢inek je dosazen
radikalovou destrukci okolni DNA (Stipek, 2000).
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4.1.2.2. Funkce volnych radikali ve zdravém organismu

Reaktivni formy kysliku jsou dtlezité celkem na tfech trovnich:

. Jako nastroje oxidaz a oxigenaz

Prostfednictvim cytochromoxidazy - enzymu dychaciho fetézce — je kyslik re-
dukovan, ¢imz se uvolni energie duilezita pro syntézu ATP. Monooxygenazy aktivuji
kyslik v endoplazmatickém retikulu jater nebo v mitochondriich nadledviny. Dioxygen
O, je redukovan tfemi elektrony na uroven hydroxylového radikalu, ktery je pouzit
k hydroxylaci fady endo- i exogennich latek v¢etné 1éku (fenylalanin, steroidy, aminy,
aromatické uhlovodiky). Tato hydroxylace je také vyznamnou reakci pii syntéze chole-
sterolu a pfi jeho pfeméné na zlu¢ové kyseliny. Xenobiotika se po hydroxylaci mohou
konjugovat s hydrofilnimi latkami, stanou se rozpustnéjsi a snadnéji se vylouci z téla.
Aktivni formy kysliku se uéastni také degradace tryptofanu a mnoha dal3ich reakci (Sti-
pek, 2000).

) Jako 1¢inna zbran fagocyth proti bakteriim a cizim strukturam

Neutrofilni leukocyty a mikrofagy pouzivaji reaktivni slouceniny kysliku
K odstrafiovani zbytki mrtvych bunék a k zabijeni bakterii. Jejich plazmaticka membré-
na je vybavena enzymovym komplexem NADPH-oxidazou. Tento komplex se po
pohlceni cizi Castice aktivuje a redukuje dioxygen na superoxid. Takto aktivované buni-
ky zvysi spotiebu kysliku (respiracni vzplanuti), nikoliv vSak ¢innosti mitochondrii.
Vznikajici superoxid se pohotové méni na peroxid vodiku. Kyselé prostredi, které
ve fagozomu obstarava membranova protonova pumpa, podporuje uvolnéni iontu Zeleza
Z jeho bezpecnych zasob, takze jsou k dispozici pro Fentonovu reakci a tvorbu hydro-
xylového radikalu (Stipek, 2000).

. Jako signalni molekuly

Prostfednictvim bunééné molekularni informacni sit€¢ ovliviuji reaktivni slou-
ceniny kysliku (jako sekunddrni poslové, ktefi se po aktivaci priméarnimi posly tvofi
Vv cytosolu buriky) aktivitu enzymu, expresi genu a tim i Zivotni program bunky (intenzi-

tu metabolickych cest, proliferaci, diferenciaci, nastup apoptozy). Oproti masivni
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produkci ROS v ramci imunitni ochrany se vSak jedna o indukci nizkych koncentraci
(Stipek, 2000).

4.1.2.3. Néasledky oxidace DNA

e  Zména genetické informace

Stejné jako lipidy a proteiny také deoxyribonukleove kyseliny jsou poskozo-
vany predevS§im hydroxylovym radikalem HOe . Jeho pusobenim na DNA dochazi
primarné k vyjmuti vodikového atomu z deoxyrib6zy za vzniku malondialdehydu a dal-
Sich produktti, coz vede k destrukci sacharidu a pieruseni fetézce (Stipek, 2000).

HOe je dale schopen pfipojit se k purinovym a pyrimidinovym bazim, a tak je
zménit na hydroxyderivaty a oxoderivaty (Stipek, 2000). Pro vznik mutaci je nej-
vyznamngj$i 8-oxoguanin (8-OxodG). Tento produkt se tvoii v zivocisnych a
rostlinnych bunkéch i spontanné bez piisobeni mutagennich faktorti a je pfi¢inou spon-
tanniho poSkozeni DNA. Bé&hem replikace se muze proti jednomu 8-OxodG
V matricovém fetézci zaradit nukleotid s cytozinem nebo také, a to pfednostné, nukleo-
tid s adeninem. Jde tedy o transverzi GC na AT. Spatné zafazeny 8-OxodG neni b&hem

korektury rozeznavan exonukledzou (Rosypal, 2000).

8-o0xodG (syn) dA (anti)
o) “H—N—H
HN-  ——NH . NF S N
H2N e i N~ O N N
R R
8-oxo0dG (anti) dC (anti)
=== - H—N—H
HN - SNH : ‘N
|
g —H o]
B N NT | N
B
R R

Obrézek 2 — 8-oxodeoxyguanozin a jeho parovani (Rosypal, 2000).
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Reakci *OH s adeninem vznika 8-hydroxyadenin, otevienim purinového kruhu
pak 4,6-diamino-5-formamidopyrimidin; reakce sguaninem vede az K tvorbé 2,6-
diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidinu. Také tyto produkty poSkozuji DNA, me-
chanismus tohoto poSkozeni vSak neni zatim objasnén (Rosypal, 2000).

Z derivati pyrimidinovych bazi je ¢asty 5-hydroxycytozin a analogicky deri-
vat uracilu, dale 5,6-dihydroxytymin (tyminglykol-Tg), ktery pravdépodobn¢ zastavuje
v buiikach replikaci DNA (Rosypal, 2000).

NH
2 ; .
/i adenin ._\guanm
B N ~" 6 -
N4 5 7T Ny Si 77
s 2 S }L P
/\&3 /L\g g \H /L3 _9,8\H
H "N N H N N N
H 2 H
OHe |f0H°
Y
NH
| 2 [
N i *I’:l' HT e ,,N_
| |
H/.Q}\\\"‘\\ P A OH /"\\.‘ )\\ //": -
H H n H
s ‘H
v ¥
NH, & OH o
Py I s H |
“ 4™~ ~N—CH “ 4~ —N—CH
N3 5 N3 © s
2 6| |2 6|
I S
Y 3 .2 7 .,‘\(\1 P S
W SN ONH HN" S -
2
4,6-diamino-5-formamidopyrimidin 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidin
i /CH
HN \‘ \_OHs
! _OH tyminglykol
A <
0% Sy N
H

Obrazek 3 — Produkty oxidace: pisobeni hydroxylového radikalu na adenin a gu-
anin, struktura tyminglykolu (Rosypal, 2000).
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Nasledkem takovych zmén dochéazi k chybnému parovani bazi pti replikaci
DNA a zavedeni chyby do genetické informace. PoSkozeni DNA se pak projevi apopto-

zou, mutagenezi, karcinogenezi a starnutim (Stipek, 2000).

Mitochondrie jsou diky dychacimu fetézci jednim z nejvydatnéjSich zdrojt
ROS v organismu. Mitochondrialni DNA je navic ziejm¢ prokaryotického ptavodu, ne-
ma proto introny ani histony, a je tak velmi citlivd k oxida¢nimu poskozeni. Proto
pocatecni stupné signalni cesty, startujici apoptdézu, jsou lokalizovany prave
v mitochondriich. Membranové pory oteviené oxida¢nim stresem zavini pokles mem-
branového potencidlu mitochondrii, coz je jedna ze zakladnich fazi apoptozy. Uvolnéni
cytochromu ¢ z intermembranového prostoru a nasledné aktivace kapsaz je zakladnim
d&jém apoptozy, ktera je vlastné povazovana za mechanismus, Kterym se organismus
zbavuje nebezpeénych bundk produkujicich ROS (Stipek, 2000).

Apoptoza navozena poSkozenim jaderné DNA probihd jinak. Na zlomy
Vv fetézci DNA se navadze poly(ADP)ribozapolymeraza (PARP). Soucasné je indukovana
syntéza traskripniho faktoru p53, ktery se jako produkt supresorového genu piesune
do jadra, aby zastavil bunéény cyklus. V tomto stadiu se signalni mechanismy buriky
rozhoduji, zda DNA opravit, nebo spiSe aktivovat kaskadu cysteinovych protedz, ktera
odstrani PARP a spusti apoptozu. Pokud se buika rozhodne k opravam DNA, PARP
sama sebe modifikuje (poly(ADP)ribozylace). Oddéli se od DNA a poly(ADP) se od-
boura. Do procesu vstoupi repara¢ni enzymovy systém, ktery zlom opravi. Proces je

viak tak energeticky naro¢ny, ze muize skongit nekrézou buiiky (Stipek, 2000).

o PoSkozeni enzymovych komplexi a bunééné signalizace

Poskozeni DNA je biochemickym podkladem pro modifikace riznych bunéc-
nych funkci v€etné zmén aktivity enzymi a enzymovych systémti, poruch transportnich
membranovych funkci a zmén molekularni bunééné signalizace. HOs méni aktivitu

enzymul také tim, Ze uvolfiuje Zelezo z enzymovych center (Stipek, 2000).
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4.1.3. Poskozeni DNA vlivem zareni

»  lonizujici zafeni
Toto zafeni plisobi na atomy vodiku sestavajici z protonu a elektronu. Pasobi

bud’ pfimo na DNA, nebo zptsobuje radiolyzu vody:
H,0 — H,O" +¢
Nasledujicimi reakcemi se pak tvofi relativné stabilni reaktanty *OH, O, , H,0;:
H20" + H20 — «OH + H30"  *OH + +OH — H,0;
€ zvody + 02 > Oz 20; +2H" - 0, + H0;

Asi 65% poskozeni je zpisobeno hydroxylovym radikalem *OH a 35% piimou
ionizaci. *OH napada dvojné vazby bazi mezi C5=C6. Piimy ucinek ionizujiciho zafeni
vede k vypuzeni elektronu z nenasycené vazby C5=C6 a vysledny kationtovy radikal
pak dale reaguje s hydroxylovym iontem. Proto p¥imé a neptimé radia¢ni G¢inky vedou
ke stejnym produktiim. Dochazi k tvorbé kiizovych vazeb (kovalentni vazby mezi proti-
lehlymi nukleotidy) nebo ke zlomim v jednom ¢i obou komplementarnich fetézcich.
Za aerobnich podminek vedou dalsi reakce DNA s O; ke vzniku hydroxyderivata ¢i

oxoderivatl pyrimidinovych a purinovych bazi (Rosypal, 2000).

> UV zareni

Ozafeni DNA UV svétlem vede ke specifi¢téjsimu ucinku nez ionizujicim z4-
fenim, nebot’ pohlcovat UV paprsky mohou jen molekuly, v nichZ jsou dvojné vazby.
Podle vinové délky se UV svétlo déli na UVC (200 — 290 nm), UVB (290 — 320 nm) a
UVA (320 — 400 nm). Molekularnimi teré¢i pro UV jsou pfedevsim nukleové kyseliny,
lipidy a bilkoviny (Stipek, 2000).

Baze nukleovych kyselin maji maximum absorpce v oblasti 260 — 280 nm
(UVC), paprsky v této oblasti proto vykazuji piimy ucinek na nukleové kyseliny.

V molekule DNA dochazi k dimerizaci dvou sousednich pyrimidinovych molekul na-
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chazejicich se na stejném polynukleotidovém fetézci. V dimeru jsou molekuly tyminu
spojeny cyklobutanovym kruhem, ktery se vytvoti aktivaci konjugované vazby mezi C5
a C6 sousedicich molekul tyminu. Tyto tyminové dimery jsou chemicky stabilni, a
nejsou-li odstranény, jsou letalni, nebot’ piekazi v replikaci a transkripci (Rosypal,
2000). Dalsi produkt G¢inku UVC svétla na DNA je dimer tyminu a cytozinu. Tento
dimer se tvofi kovalentni vazbou mezi C6 tyminu a C4 sousedniho cytozinu a oznacuje

se jako TC (6-4) - produkt (Rosypal, 2000).

H H
0y N 0y N
\/' 1 ~, o Ml .
|2 6/ TZ 6
3 SJk 3 5]l
HN: 3l HN S Sl
4" el ~A4" “cH
j} 3
(o] (o]
tymin tymin
N A\

N\
H
H
CH
3
(0]

tyminovy dimer

Obrézek 4 — Vznik tyminového dimeru (Rosypal, 2000).

UVA fotony DNA nepohlcuje a poskozeni DNA nastava nepiimo, nejcasteji
cestou fotosenzibilizace porfyriny a flaviny, které interakci s kyslikem produkuji ROS,
jez pak sekundarné poskozuji DNA. Fotony UVB se mohou uplatnit pfimym i nepfi-
mym mechanismem. Vysledkem jsou zlomy fetézct a modifikace dusikatych bazi,
z nichZ nejb&néjsi je tvorba 8-hydroxyguaninu (Stipek, 2000).

Je pravdépodobné, ze UV zafeni piispiva ke vzniku excitovanych stavli v mo-
lekulach bazi, takze pak elektrony v téchto molekulach pfechazeji snadnéji  do
nestabilnich tautomernich forem (parovani kazdého pyrimidinu a purinu zavisi na
atomech v poloze 1 a 6 purinového a 3 a 4 pyrimidinoveho kruhu; stabilni tautomery se

paruji A-T, C-G, nestabilni tautomery vytvoii pary A-C, G-T ). Timto zptisobem zvySu-
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je pravdépodobné UV zafeni frekvenci spontannich mutaci. Zvyseni muta¢nich rychlos-
ti relativné velkymi davkami UV svétla je zptisobeno nahodnymi chybami v zafazovani

nukleotidu, které vznikaji béhem exciznich oprav (Rosypal, 2000).

adenin S /\ o 0=~ )’ cytozin

(aminoforma) 3‘ N :.',I (iminoforma)
H H
| |
|
e H—N
|

N NH---—-N
adenin | |\ | | J cytozin
(iminoforma) ‘\ . / 0¢\\N (aminoforma)

(ketoforma) N _ H (enolforma)
H

- I
guanin L /\\N/ N—H--o7 >N tymin

| | /k
”\\ ,/\ = / tymin

guanin N N
(enolforma) H (ketoforma)

Obrézek 5 — Parovéani bazi v nestabilnich tautomernich forméch (Rosypal, 2000).
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4.2. Mechanismy ochrany pred nasledky posSkozeni DNA

Organismus pouziva celkem tii mozné zpusoby ochrany pied nasledky zapii-

¢inénymi reaktivnimi metabolity:

a)  Zabranéni tvorby nadmérného mnozstvi reaktivnich forem kysliku, napft. regu-
laci aktivity enzymu, které je tvofi, nebo vychytanim tranzitnich kovi

z reaktivnich pozic (transferin, feritin). Tento zptsob je nejbéznéjsi.

b) Zachyceni a odstranéni radikalt, které se jiz vytvorily, a to bud’ pomoci

enzymu nebo latek davajicich s ROS stalejsi a tudiz méné toxické produkty.

€)  Vyuziti repara¢nich mechanismu poSkozenych biomolekul (napt. fosfolipazy
odstranuji poskozené mastné kyseliny z fosfolipidu, oxida¢né modifikované
proteiny se rozkladaji proteolyticky, zvlastni reparacni enzymy opravuji po-

Skozenou DNA) (Stipek, 2000).

Prvni dva uvedené zplisoby se uskuteciiuji pomoci antioxida¢nich systémd.

4.2.1. Antioxidac¢ni systémy

Enzymové antioxidacni systémy

Soucasti antioxidac¢niho systému jsou:
e Superoxiddizmutéaza — dizmutace superoxidu na dioxygen a H,0,
e Glutathionperoxidazy — rozklad hydroperoxidti z mastnych kyselin a fofolipidu,
aktivni i v dizmutaci H,0,
e Glutathiontransferdzy — katalyza konjugacénich reakci

e Katalaza — dizmutace H,O, na dioxygen a vodu a katalyza peroxidazovych reakci

typu:

H,0, + ROOH — H,O0 + ROH + O,
(Stipek, 2000)

22



Vysokomolekularni endogenni antioxidanty (neenzymové)

Rada proteinti je schopna vazat pfechodné prvky (Zelezo, méd’) a ménit jejich
oxidredukéni vlastnosti tak, ze tyto prvky prestanou katalyzovat radikalové reakce. Me-

zi antioxdanty muzeme zafadit napft:

e Transferin - pevné vaze zelezo ve formé¢ Fe(IlI), a tim ho zbavuje moZnosti vstou-
pit do Fentonovy reakce.

e Feritin — piasobi feroxidazovou aktivitou, kterd uskladnéné Zelezo udrzuje
vV oxidovaném stavu, dokud ho odtud neuvolni silné¢ redukujici latka
(askorbat).

e Ceruloplazmin — vaze méd’ podstatnou pro feroxidazovou aktivitu tohoto proteinu,

oxiduje Zelezo na trojmocné.
e Metalothioneiny — prostiednictvim siry chelatuji ionty kovt (hraji ziejmé vy-

znamnou roli v bunééném jadie) (Stipek, 2000).

Nizkomolekularni endogenni antioxidanty (neenzymové)

Tato skupina zahrnuje napt.:

e Askorbat - redukuje Fe(IIT) na Fe(Il) a Cu(II) na Cu(I), antioxida¢ni u¢inek spoci-
va V redukci radikala O, = , HO, . , HO . atd., regeneruje nejspis i
tokoferylovy radikdl. Pii téchto reakcich ztraci elektron a méni se
na askorbylovy radikal, ktery je mnohem mén¢ reaktivni nez vyjmeno-
vané radikaly.

e Alfa-tokoferol (dulezity spiSe pii peroxidaci lipidi).

e Glutathion — odstrafiuje ROS, udrzuje v redukované formé sulthydrylové skupiny

proteint, cysteinu, koenzymu A a regeneruje tokoferol a askorbat.
Pti reakcich se oxiduje na glutathiondisulfid.

e Melatonin — vychytava hydroxylove radikaly.

e Kyselina mo¢ova — vychytava RO e, vaze Zelezo a méd’ do formy, ktera nepodpo-

ruje radikalové reakce.

 Karotenoidy, kyselina lipoova aj. (Stipek, 2000).
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4.2.2. Opravy posSkozené DNA

V Zivych soustavach se vyvinuly mechanismy, kterymi se tplné nebo do jisté
miry opravuje poskozena DNA. K opravam dochazi enzymovym odstranénim chyb

v DNA, které vznikly béhem replikace, rekombinace nebo plisobenim vnéjsich vlivi.

4.2.2.1. Chyby v DNA

e Chybné parovani — zatazeni nekomplementarniho nukleotidu pii replikaci DNA.
e Mezera v DNA - trhlina o rozsahu jednoho nebo vice nukleotidii uvnitt jednoho
polynukleotidového fetézce dsDNA. Proces zapliovani mezery
v DNA nukleotidy podle matricového neposkozeného fetézce,
ktery je katalyzovan DNA-polymeradzou a ligazou, se oznacuje
jako opravna syntéza.
e Zlom - pieruseni fosfodiesterové vazby mezi dvéma sousednimi nukleotidy
vV nukleové kyselin€ zptisobené endonukleazami.
»  Jednotetézcovy — zlom v jednom polynukleotidovém fetézci dsDNA
»  Dvoufetézcovy — zlom v obou fetézcich DNA
- Posunuté — vznikaji $t€penim obou fetézci DNA na raznych, ale
blizkych mistech
- Zarovnané zlomy — na protilehlych mistech
(Rosypal, 2000)

4.2.2.2. Zpisoby opravy DNA

Predstava o riznych zpisobech opravy DNA vyplynula ze studii E. coli, proto
se jedna piedevsim o vysledky v ramci téchto studii. RozliSujeme tfi typy oprav, a to

uplnou, excizni a tolerantni.

Uplna oprava

Jedna se o opravu na ptivodni stav DNA fotoreaktivaci ¢i opravou alkylovaného

OPguaninu, O*tyminu a alkylfosfotriestert.
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a) Fotoreaktivace DNA

Piima fotoreaktivace

Spociva ve Sté€peni tyminovych dimerti fotolydzou, enzymem, ktery se
aktivuje svétlem o vinové délce 340 — 400 nm. Je to jediny mechanismus, kterym
se opravuje DNA pfii viditelném svétle a ktery probiha v jednom enzymovem
stupni. Pro svou relativni jednoduchost se vyznacuje nejmensi pravdépodobnosti
zpusobit chyby pii opravé DNA. Pusobi specificky jen na tyminové dimery a z4-
visi pfimo na vlnové délce svétla. Stépeni tyminovych dimerti fotolyazou se
uskuteciiuje pres 5,10-metylentetrahydrofolat, ktery pfijima energii slune¢niho
svétla a pienasi elektrony na FAD, jehoZ redukovana forma FADH, poskytuje
elektrony pro Stépeni cyklobutanovych kruhli. Tim se obnovuje piivodni stav
DNA. Také eukaryota obsahuji fotolydzu jako slozku opravného systému.
K fotoreaktivaci dochazi také na RNA, ktera byla poSkozena UV svétlem  (Ro-
sypal, 2000).

Senzitivizovana fotoreaktivace

Pfi tomto zpusobu dochazi ke Stépeni tyminovych dimert nezavisle
na fotolyaze. Uskuteéiiuje se pifenosem elektront z excitovaného indolového kru-

hu tryptofanu na dimer, ktery se pak monomerizuje (Rosypal, 2000).

Nepiimé fotoreaktivace

Bylo zjisténo, Ze mutanty E. coli, které maji inaktivni fotolyazu, pieziva-
i, kdyz po vystaveni UV svétlu vyvolavajicimu tvorbu tyminovych dimert jsou
nasledn¢ ozafeny pii vlnové délce 334 nm. Svétlo této vinové délky nevede
k monomerizaci tyminovych dimert, ale nepfimo inaktivuje molekuly tRNA tim,
Ze v nich vyvolava tvorbu kiizovych vazeb. To vede k docasnému zastaveni ristu
a déleni téchto kurantnich bunék, coz pak umoznuje excizni opravu, jesté¢ nez se

zacne DNA replikovat (Rosypal, 2000).
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b) Oprava alkylovaného O° guaninu, O* tyminu a alkylfosfotriesterii

Jedna se o adaptaci na poskozeni alkyla¢nimi latkami, které reaguji s DNA
za tvorby alkylovanych produkti, jez se vyznacuji chybnym parovanim. Alkylova
skupina je pfi této opraveé ze zmeénéné baze enzymaticky odstranéna.

Chybné pary mohou byt u E. coli uplné opraveny, jestlize se buniky vystavi

delsi dobu nizkym koncentracim alkyla¢nich latek (Rosypal, 2000).

Excizni opravy

Jedna se o vysStépeni poSkozeného mista z DNA. Uskuteciiuje se bazovou ¢i

nukleotidovou excizni opravou nebo opravou chybného parovani.

a) Bazova excizni reparace (BER)

Chemicky modifikované nebo nevhodné baze (napt. uracil inkorporovany
do DNA béhem replikace) se pii tomto typu opravy vystépuji jako volné baze. Pro-
ces je zahajen enzymy oznaCovanymi jako DNA-glykosylazy, které katalyzuji
hydrolyzu N-glykosidovych vazeb spojujicich béaze s patefi DNA. VétSina bézné
znamych DNA-glykosylaz byla izolovana z E. coli a vyskytuje se i v eukaryotech.
Jsou to malé proteiny ptsobici bez kofaktorti. Pocatecnim vysledkem jejich ptisobe-
ni je jiny typ poSkozeni DNA - apurinové / apyrimidinové misto (AP-misto). Toto

misto je pak dale specificky rozeznavano a stépeno.

Prabéh bazové excizni reparace (viz. Obrazek 6):

1. Baze je specificky rozezndna DNA-glykosylazou katalyzujici hydrolyzu N-
glykosidove vazby, vznika AP-misto.

2. Napadeni AP-mista 5°‘-AP-endonukledzou, v fetézci vznika zlom s 5°-

deoxyribdzafosfatovym koncovym zbytkem.

3. 5‘-deoxyribozafosfatovy  koncovy  zbytek je  vyStépen  DNA-

deoxyribofosfodiesterazou (dRpaza).
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4. Vyslednda jednonukleotidova mezera se zaplni vliozenim komplementéarniho

nukleotidu k matricovému za katalyzy DNA-polymerazou. Opravna syntéza
je pak dokonc¢ena DNA-ligazou (Rosypal, 2000).

3

2 AP- cnclonuklcaza

( I N
f\f\.ﬂ AT? fﬁﬁ‘
OI-IIP
3. dRpaza

P
deoxynbozafosfatovy zbytek

r\.m’;;ﬂ““z‘mn

4. DNA-polymeraza + DNA-ligaza

f\am TCGGAATA J’J\‘

Obréazek 6 — Schéma bézove excizni opravy (Rosypal, 2000).
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b) Nukleotidové excizni reparace (NER)

Proces, kterym se UV svétlem poskozené baze ve form¢ pyrimidinovych
dimert a jinych fotoprodukti enzymaticky vystépi z DNA jako soucast oligonukleo-

tida.
Pribéh nukleotidové excizni reparace (viz. Obrazek 7):

1. Pyrimidinovy dimer je vyStépen specifickou endonukleazou jako soucast
oligonukleotidového fragmentu.

2. Fragment se uvolni.
3. Vznikld mezera je zaplnéna pomoci opravné syntézy za katalyzy DNA-

polymerdzou a DNA-ligazou (Rosypal, 2000).

tyminovy
dimer

1 . Stépeni dimeru z obou stran specifickou endonukleazou.

—

OHP
Exc:ze ohgonukleotrdu

— —

OH .- P

P | OH
Zaplnéni mezery
3 L DNA-polymerazou a ligazou.

l

3 5
Eu;355ﬁ5555&

Obrazek 7 — Schéma nukleotidoveé excizni reparace (Rosypal, 2000).
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c) Oprava chybného parovani

Korektura chybného parovani DNA-polymerazou 111

Timto zplisobem je opravovano chybné zatfazovani bazi béhem replikace
(pravdépodobnost takové chyby je 10° na gen). DNA-polymeréza Il rozezna
chybny par, odstrani z néj svou 3°-5*-exonukleazovou funkci nespravny nukleotid

a nahradi jej spravnym (Rosypal, 2000).

Posun jednofetézcového zlomu

Proces postupného napojovani nukleotidi na 3‘- konec, ktery ohranicuje
v DNA jednofetézcovy zlom z jedné strany, a odbouravani nukleotidii z 5¢- konce,
ktery tento zlom ohranicuje z druhé strany. Zlom se tak posouva ve sméru napojo-

vani nukleotidt. Proces katalyzovan DNA-polymerazou I (Rosypal, 2000).

Reparace chybného paru bazi fizena metylaci

Pti replikaci tak velkého poctu nukleotida vSak i1 ptfes uvedené korektor-
ské mechanismy k chybam dochazi. Chybny par zapii¢ini v dvousroubovici mistni
deformaci. Na matricovém fetézci je baze spravna, na dcefiném chybna. Specific-
ky reparacni systém (tzv. mismatch systém) musi oba fetézce odliSit a dcefiny
opravit (Rosypal, 2000). Jednim z rozpoznavacich mechanismu je schopnost toho-
to reparacniho systému odlisit vldkno metylované (tj. pivodni) od nové

syntetizovaného, které metylovano neni (Necas, 2000).

Prabéh (viz Obrazek 8):

1. V nové syntetizovaném fetézci se nachazi sekvence GATC, v matricovém
komplementarni protéjSek CTAG, v némZ je adenin metylovan enzymem

(Dam-metylazou).

2. MutS-protein rozezna v dvousroubovici nespravny par.
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3. MutH-protein pak rozezna nemetylovanou sekvenci GATC a od tohoto mis-

ta $tépi fetézec, ve kterém se tato sekvence nachazi. Ta mlze byt vzdalena i

nékolik tisic nukleotidi od chybného péru.

4. Exonukleaza v kooperaci s helikazou a SSB-proteiny odstrani postupné

Vv nemetylovaném fetézci isek DNA az k chybnému paru, kde se nespravné

zafazeny nukleotid vystépi.

5. Vznikla mezera je zaplnéna nukleotidy pomoci DNA-polymerazylll.

6. Opravena molekula dsDNA je pak zmetylovana i v dcefiném fetézci.

Uvedené proteiny byly dokazany 1 u ¢lovéka. Mutace genu kédujicich ty-

to proteiny zvysuji riziko rakoviny (Rosypal, 2000).

Rozpoznani sekvence GATC MutH-proteinem.

5" enimismmininl|

novy fetézec

1.a 2.

3
matricovy
fetézec

Odstranéni tseku s chybnou bazi.

_——=exonukleaza

_——helikaza

4. /4;(-— SSB-proteiny
J//
L — 3 B 3
GATC
M
3 i 3
CH

3
Zapinéni mezery DNA-polymerazou Il a ligazou.
CH 3
5 SR 3

5.a 6. spravny g GATC

i BN
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3

3

Obrazek 8 — Oprava chybného parovani rizena metylaci (Rosypal, 2000).



Tolerantni opravy

Jednd se o obnovu funkce DNA, aniZ by z ni bylo odstranéno ptivodni po-
Skozeni. Pfi této opravé se poskozeni v matrici, uskute¢néné zlomy a rekombinaci,

obchazi replikaci.

SOS - odpovéd’

Jedna se o koordinovanou syntézu enzymu a ¢innost odpovidajicich oprav-
nych mechanismii indukované poskozenim DNA. Tato oprava je dobie

prostudovana u E. coli.

Prabéh:

1. LexA-protein je represorem asi 20 gentd (tzv.SOS-gent), v neindukovaném

stavu se syntetizuje v malém mnozstvi.

2. Pti poskozeni DNA (napf. vznikem pyrimidinovych dimert blizko replikac-
ni vidlice) se aktivuje recA-protein vazbou na jednofetézcové tuseky za

dimery.

3. Interakce aktivniho recA-proteinu s LexA-represorem vede ke $tépeni repre-
soru, geny regulovany timto represorem jsou aktivovany (dereprimovany) a

mohou produkovat enzymy ucastnici se opravnych mechanismu.

4. Po vymizeni indukéniho signalu (opravou jednofetézcovych mezer) mnoz-
stvi aktivniho recA-proteinu klesne, jeho interakce s LexA-represorem
skonci, represor se hromadi a jim regulované geny jsou opét deaktivovany

(reprimovany) (Rosypal, 2000).
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b)

Indukovatelné geny (geny regulované timto represorem) produkuji napf. tyto
proteiny:

» UvrA-protein — vaze se na DNA ozafenou UV svétlem.

» UvrB- protein — v komplexu s UvrA-proteinem ma helikazovou funkci.

» UvrC-protein - v komplexu s UvrB-proteinem pusobi jako endonukleaza.

» UvrD-protein — ptisobi jako 3°-5°- helikaza.

Uvedené proteiny jsou slozkami pochodii pii nukleotidové excizni opraveé

(Rosypal, 2000).

Oprava mezer v dcefiném retézci

Tato oprava se ¢asto oznacuje jako postreplikacni. Toto oznaceni vSak neni
ptesné, nebot’ jde o toleranci ptivodniho poskozeni v matricovém fetézci DNA, ni-
koliv o jeho opravu. Opravuji se pouze mezery v dcefiném fetézci, které vznikaji
jako dusledek poskozeni.

Pti replikaci matricového fetézce poskozeného napi. tyminovym dimerem
vznika proti dimeru v dcetiném fetézci mezera. Ta je zaplnéna homologickym fetéz-
cem DNA jiné molekuly dsDNA (v té je pak vznikly jednofetézcovy usek doplnén
komplementarné volnymi nukleotidy). Vytvaii se tak piektizeni, které se oznacuje
jako Hollidaytiv spoj (jedna se obecné o spojeni dvou molekul dsDNA piekiizenim
homologickych DNA-fetézct, ke kterému dochazi téz pii rekombinaci). Hollidayuv
spoj je v kone¢né fazi zruSen a dochazi k tvorb¢é jedné dsDNA bez dimeru a jedné

dsDNA zahrnujici pavodni fetézec s dimerem (Rosypal, 2000).
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4.2. Bunécné linie

Jednim z pouzivanych modelt pro testovani toxicity latek in vitro jsou bu-
nééné linie pochazejici z ovarii ¢inského kiecika (CHO - Chinese hamster ovary). Jsou
rozdeleny do skupin podle toho, které konkrétni bunécné linie je tvoii (rodi¢ovské buii-
ky, napt. AA8). Od nich jsou odvozeny mutantni linie rlizné senzitivni k UV-zéfeni.
Tato citlivost je zpusobena defektem v genech ERCC (excision repair cross-
complementing) kdédujicich enzymy, které se podileji na nukleotidove excizni reparaci
(NER) — dutlezité opravé DNA poskozené praveé UV svétlem (Hayashi et al., 1998).

Mezi tyto mutantni linie patii 1 UV-20. Tyto bunky jsou defektni v genu
ERCC1. Tento gen se podili na tvorbé nukleaz ucastnicich se nukleotidové excizni re-
parace. ERCC1 byl prvni savci NER gen, ktery byl klonovan (Westerveld et al., 1984).
V komplexu s ERCC4 koduje polypeptidy v nukleaze, ktera je odpovédna za rozstépeni
fetézce DNA (5° konec) v misté¢ poSkozeni. Ke studiu nasledkd deficience ERCCI
vV celém zivoCisném systému byl pouzit genovy targeting k inaktivaci tohoto genu
(Selfridge et al., 1992).

Defekty v genech ERCC jsou téz pfi¢inou dédicnych chorob. Xeroderma
pigmentosum (XP) je heterogenni skupina autosomalné recesivnich onemocnéni  (in-
cidence 1 na 70 000) charakterizovand precitlivélosti na ultrafialové zateni, jejiz
nasledkem je vznik koZnich nadorti na odkrytych €astech kize. Z nich se pak vytvafi
malignity. Podle piesné lokalizace enzymatické poruchy rozliSujeme nékolik typt toho-
to onemocnéni (XP-A, B, C, D, E, F, G). Dalsimi onemocnénimi s defekty v ERCC jsou
trichothiodystrofie TTD (metabolicka porucha charakterizovana snizenym obsahem siry
ve vlasech) a Cockayneho syndrom CS (autosomalné¢ recesivni onemocnéni s poskoze-

nim posttranskripéni opravy DNA) (Malina, 1999).
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4.3. Mechanismy detekce poSkozeni, kometovy test

Kometovy test je jednou z metod detekce poSkozeni DNA, jejiz zakladem je
alkalicka gelova elektroforeza. Nazev byl odvozen podle charakteristického zobrazeni
ve tvaru komety — hlava komety je tvofena neposkozenou DNA, jeji ohon DNA posko-
zenou. Atraktivita této metody spoc¢iva v mnoha ohledech — je rychla, jednoduchd,
spolehliva, citliva a také relativné levna. Dal§im pivabnym rysem je i rozmezi jeji apli-
kace — od vyzkumu fyzikaln¢ chemického chovani DNA pies studie buné¢nych
odpovédi na jeji poskozeni az k monitorovani poskozeni DNA v lidské populaci, tedy
od molekulérnich az k epidemiologickym studiim (Collins et al., 1997).

Zé&kladnim principem této metody je s vysokou pravdépodobnosti relaxace
nadSroubovicového vinuti. Existuje i koncept alkalického rozvinuti DNA, mnohé diika-
zy vSak podporuji spiSe prvné zminény ,,smyckovy model“. Uspotadani DNA ve form¢e
superhelixu bylo objeveno Cookem (1976), ktery také zjistil, Ze po ozafeni DNA se
nadSroubovicové usporadani uvolnilo a smycky, které i po tomto ovlivnéni zlstaly za-
chovany, vytvotily ,.halo* efekt kolem jadra. Analogicky tedy mizeme pfedpokladat, ze
téZ kometovy ohon je tvofen relaxovanymi smy¢kami a Ze mnozstvi smyc¢ek v ohonu
vypovida o poctu zlomt v DNA. Z toho vyplyva, Ze srozsahem poskozeni koreluje
intenzita ohonu. Délka ohonu je pravdépodobné dana délkou smycek (Collins et al.,
1997).

Puvodni metoda, ze které kometovy test vychazi, je zaloZzena na elektrofo-
réze v neutralnim pH. Jak neutralni, tak alkalické prostfedi umoziuje detekovat nizky
stupent poskozeni. Srovnatelné citlivost obou verzi tak mimo jiného podporuje princip
relaxace nadSroubovice, dokazuje, Ze alkalické rozplétani neni zasadnim krokem
v odhalovéni poskozeni. Metody se vSak li§i svym znazornénim. Za alkalickych podmi-
nek je ohon mnohem zietelngji odlisSen od hlavy komety, coz poukazuje na nedostatek
neutralni metody odhalit ucinky pii vysSich davkach genotoxinti. Maximalni mnoZstvi
DNA uvolnéné do ohonu je za téchto podminek totiz jen kolem 25%, zatimco

v zasaditém pH muze dosahnout 90% nebo i vice (Collins et al., 1997).

Kometovy test detekuje zlomy jak dvouretézcove, tak jednotetézcoveé. Mno-

ho genotoxickych latek nevytvaii zlomy pfimo — tvoifi vSak AP-mista, kterd jsou
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alkalilabilni, a ta se pak mohou pfeménit na zlomy pii vysokém pH, stejné¢ jako

v zésaditém elektroforetickém roztoku pii kometovém testu (Collins et al., 1997).

Zlomy jsou pfechodné pfitomny i pfi excizni opravé (bazové / nukleotidové)
poskozené DNA. Vysoka cetnost zlomli ndm tak muize indikovat nejen vysoky stupent
poskozeni, ale i probihajici, dobie fungujici opravné procesy. Této skutecnosti, tedy
mechanismi buné¢éné opravy, lze vyuzit i K cilené produkci zlomi — a tim odhalit nebo
zesilit €inky genotoxint. Tato modifikace kometového testu enormné zvysuje rozsah,
citlivost 1 specifiku metody. DNA je po lyze bunék ovlivnéna specifickou reparacni
endonukleazou, ktera indukuje zlomy v misté poSkozeni. V principu kazdé poskozeni,
pro které existuje opravna endonukleaza, muze byt detekovana touto cestou (Collins et

al., 1997).

Mezi enzymy pouzivané k modifikaci této metody patii napt. endonukledza

I11, formamidopyrimidin-DNA-glykosylaza (FPG) ¢i uvrABC.

e endonukleaza lll

V burice se podili na nukleotidové excizni reparaci. Ma celkem dvé enzyma-
tické funkce: plsobi jako DNA-glykosyldza, ktera odstraiiuje oxidované pyrimidiny
z DNA, a déle jako AP-endonukleaza, kterd konvertuje vznikla apyrimidinova mista
na jednofetézcové zlomy DNA. Pravé této schopnosti Ize vyuzit v experimentech.

Endonukleaza 11 je 4Fe — 4S protein. Je tvofen dvéma doménami piiblizné
stejné velikosti. Jednu z nich tvofi svazek 6 antiparalelnich helixt, druha se-
stva ze shluku [4Fe — 4S] a 4 a-helixt. Jedna strana proteinu ma znaény kladny
elektrostaticky potencial a je pravdépodobné mistem vazby s poSkozenou DNA
(Voet, 1995).

e formamidopyrimidin-DNA-glykosyldza (FPG)

Enzym iniciujici v jadie bazovou excizni reparaci. Ma téZ i endonukleazo-
vou funkci. Rozpoznava a odstranuje oxidované puriny (hl. 8-OH-gua) z poSkozené
DNA. Tento protein obsahuje tii strukturalni domény: N-terminalni katalytickou

domenu, centralni modul H2TH a C-terminalni zinkové prsty. K vystfizeni chybné

35



baze dochazi mechanismem nukleofilni substituce na C1° N-terminalnim prolinem,
dalsi reakce vyusti az k Gplnému vyjmuti bdze z DNA, ¢imz vznika tzv. AP-misto

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=1PR012319).

e uvrABC - rozpoznava rozsahla poskozeni
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5.  EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Pouzity material

5.1.1. Tkanové kultury

K experimentlim jsme pouzili bunééné linie ovarii ¢inského kiecika — AA8 a
UV-20. Bunky byly kultivovany v médiu MEM alfa dopIlnéném o 10 % fetalniho teleci-

ho séra a smés antibiotik, pasazovany trypsinizaci 2 x tydné v poméru 1 : 5.

5.1.2. Pomiicky a pristroje

- sklenéné zkumavky, kadinky, Petriho misky

- automaticke pipety (HTL, Polsko)

- podlozni a kryci sklicka

- lednice 175 R (Calex)

- centrifuga Z 400 K (Hermle, Némecko)

- CO; inkubator (Shellab , USA)

- magneticka michacka s ohtevem MSH basic (Yelow line, Némecko)
- elektroforeticky tank

- sklenéné kyvety

- ependorfky

- pocitac

- fluorescencni mikroskop Eclapse E400, zvétseni 20x / 0.50 (NIKON, Japonsko)
- UV lampa Philips UV-C, zativka typ TUV 15W/G15T8

- kamera (CCD Kamera COHU 4910)

- program Lucia (Laboratory Imaging Praha)

- statisticky program Sigma-stat
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5.1.3. Pouzité chemikalie

- Agardza (Sigma, St.Louis, USA)

- BSA - bovinni sérovy albumin (Sigma, St.Louis, USA)

- EDTA (Lachema, Brno, CR)

- Endonukleaza I11, FPG (Ustav Experimentalni Botaniky AVCR)

- Ethidium bromid 95% (Sigma Aldrich, Némecko)

- H,0; (Peroxides s.r.o, CR)

- HEPES p.a (N - (2 — hydroxyetyl) — piperazin — N’ — 2 — etansulfonova kyseli-
na) (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

- HCI p.a. (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

- Chelaton II p.a. (Penta, Chrudim,CR)

- KCl p.a. (Lachema, Brno, CR)

- KOH p.a. (Lachema, Brno, CR)

- Methanol (Kulich, Hradec Kréalové)

- MEM alfa (Biotech, Praha) ( kultiva¢ni médium)

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

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

- PBS - Phosphate buffered saline tablets (Sigma,St. Louis, USA)

- Tris p.a.((hydroxymetyl)-aminometan) (Penta, Chrudim, CR)

- Triton X-100 (Laboratories, Anglie)

- Trypsin (Biotech, Praha)

5.2. Pracovni postup

5.2.1. Piiprava testovanych latek, roztokii ¢inidel
VSechny roztoky jsme ptipravovali vzdy Cerstvé a uchovavali v lednici.

Agaréza

- na potahovani skli¢ek: 1% roztok — 1g ve 100ml destilované vody
- standardni — HMP — spodni: 1% roztok — 100mg do 10ml PBS
- nizkotuhnouci — LMP — vrchni s buiikami: 1% roztok — 100mg do 10ml PBS
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Lyza¢ni roztok ( 2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris ; pH 10,0)

Ptiprava: 146,1g NaCl, 29,225g EDTA, 1,2114g Tris do 1000ml destilované vody,
pH jsme upravili pfidanim koncentrovaného roztoku NaOH,

pted pouzitim jsme piidali 1% Triton X-100: 1ml do 100ml roztoku.

Roztok pro alkalické rozplétani DNA a elektroforézu (300mM NaOH, 1mM EDTA)

Ptiprava: 18g NaOH, 3ml 0,5M EDTA do 1500ml destilované vody.

0,5M EDTA

Ptiprava: 14,612g EDTA do 100ml destilované vody.

Neutralizaé¢ni roztok (0,4M Tris; pH 7,5)

Ptiprava: 48,456g do 1000ml destilované vody,

pH jsme upravili pfidanim koncentrované HCI.

Endonukleaza 111 (endo II)

Ptiprava: zasobni roztok enzymu jsme zfedili 100 x.

Endo 111 pufr pH 8,0

Slozeni: 40mM HEPES
(N — (2 — hydroxyetyl) — piperazin — N’ — 2 — etansulfonova kyselina)
0,1M KCI
0,5mM EDTA
0,2mg/ml BSA (bovinni sérovy albumin)

Piiprava: 953mg HEPES, 745,5 mg KCI, 146mg 0,5M EDTA do 100ml destilované
vody, pH jsme upravili pfiddnim KOH.

PBS

Slozeni: 80,0g NaCl, 2,0g KCI, 28,989 Na,HPO, . 12 H,0, 2,0g KH,PO, v 1000ml
destilované vody
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Roztok ethidium bromidu (EB) (20ug/ml)

Ptiprava: 2mg EB jsme rozpustili v 5ml destilované vody, z tohoto roztoku jsme pak
odebrali 250l do 5ml destilované vody.

Roztok H,O,

Ptiprava: 50 ul koncentrovarého H ,0, (10 M) bylo ptidano k5 ml PBS (100mM)
(v ledu) a dale tedéno ve vychlazeném PBS na koncentrace pouzité
v pokusu. H,;O, byl fedén bezprostiedné¢ pifed jeho piidanim na misky

S bunkami.

5.2.2. Piiprava bunék — kultivace, vysévani na misky, ovlivnéni
testovanymi latkami

Na kazdou misku jsme vyseli pfiblizn¢ 200 tisic bun¢k. Z misek na ledové
plotné bylo odsato médium a dale na misky pipetovan roztok peroxidu vodiku rtzné
koncentrace, ktery jsme nechali pusobit po dobu 5 minut. Po odsati roztoku H,O, jsme
na misku pfidali ¢erstvé kultivaéni médium a buriky dale inkubovali pii 37° C 30 nebo

60 minut. Poté jsme buriky nanesli na skli¢ka s agardzou.

5.2.3. Priprava skli¢ek, naneseni ovlivnénych bunék na sklicka

e Potahovani skliéek

Agar6zu na potahovani skli¢ek jsme rozvafili tak, aby byl roztok homo-
genni. V horké agar6ze jsme pak namaceli sklicka, jejichz spodni stranu jsme
vzdy otfeli. Postupovali jsme co nejrychleji, aby agaréza netuhla a délala  na
sklicku tenky film. Po ztuhnuti agar6zy jsme dali sklicka do susarny a vysusili pii

60°C.

e Piiprava spodni vrstvy agardzy na sklicku (pied pokusem)

Na potazené a ocislované sklicko jsme napipetovaliuBxozvaené

HMP agardzy, ihned ptikryli krycim sklickem a dali chladit na misku s ledem, aby
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agaroza ztuhla. Kryci sklicka jsme stahli plynulym pohybem az tésné ptedtim, nez

jsme nanesli vrchni vrstvu agarézy s bunikami.

e Vyjmuti ovlivnénvch bunék z misek

Z misek jsme odsali medium, opléachli je jednou PBS a nalili na bunky
trypsin. Po 2 minutach jsme trypsin odsali a podle po¢tu narostlych bunék nepipe-

tovali PBS. Buiiky jsme pak resuspendovali $pickou a dali do ependorfky.

e Piiprava vrchni vrstvy agardzy (s buiikami)

Aspoit 20 minut pfed smichanim s buikami jsme postavili rozvarenou
LMP agar6zu do lazn€ 37°C. 85 pl LMP agardzy jsme pak ptidali k bunikam, pro-
michali $pi¢kou a pipetovali na podlozni skli¢ko s jednou vrstvou HMP agardzy.

Ihned jsme ptikryli krycim sklickem a dali ztuhnout na misku s ledem,

5.2.4, Lyza bunék

Lyzac¢ni roztok jsme pfipravili s predstihem, aby se stihnul vychladit, pfed po-
kusem jsme k nému piidali 1% Triton X — 100 rozmichany na michacce a dali zpét
do lednice. Thned po ztuhnuti agarézy na sklickach jsme stahli kryci sklicka, podlozni
sklicka s buiikami jsme dali do kyvety a zalili lyzaénim roztokem. Kyvetu se sklicky
jsme poté dali na 1 hodinu do lednice (popt. i na delsi dobu — podle zkuSenosti nedo-

chazi timto k ovlivnéni vysledku).

5.2.5. Ovlivnéni bunék endonukleazou III (endo I11) / formamido-
pyrimidin-DNA-glykosylazou (FPG)

Tento krok jsme provedli pouze u pokust, kdy jsme chtéli vyhodnotit pocet
endo Il mist / FPG mist.

Po lyze jsme sklicka promyli v kyveté 3x endo III pufrem (pouzit pro oba en-
zymy) pii 4, pufr jsme nechali pasobit vzdy 5 minut. Potom jsme na bunky
nepipetovali 30 ul roztoku enzymu endo Il / FPG, ptikryli krycim sklickem a inkubo-

vali ve vlhku 45 minut pii 37°C. Poté jsme ptfendali sklicka do elektroforetického tanku.
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5.2.6. Alkalicke rozplétani DNA

Pufr pro elektroforézu jsme pripravili vzdy cerstvy pred kazdym pokusem a
dali ho chladit do ledu. Po vychlazeni jsme nalili asi 1,5 | pufru do tanku v lednici (na-
stavena alespont na X), aby byl pfed vlozenim sklicek studeny. Sklicka jsme pak
umistili do tanku ¢islem vpravo a nechali v lednici 40 minut — tento Cas na rozdil

od lyzy je dulezité¢ dodrzet.

5.2.7. Elektroforéza

Po uplynuti 40 minut jsme zapnuli elektricky zdroj - nastaven na 25 V a zhru-
ba 300 mA, hodnotu elektrického proudu jsme doladili odebranim, nebo pfidanim pufru

sttikackou. Takto jsme butiky ponechali 30 minut.

5.2.8. Neutralizace

Skli¢ka jsme po skonceni elektroforézy ptendali z tanku do kyvety a 3x pro-
plachli vychlazenym neutralizaénim roztokem, ktery jsme nechali pokazdé pusobit

5 minut. Poté jsme jesté ke sklicklim nalili na 5 minut destilovanou vodou.

5.2.9. Barveni

Sklicka jsme barvili tésn¢ pied hodnocenim (pokud jsme nehodnotili ihned
po neutralizaci, ponofili jsme skli¢ka pied barvenim na chvili do destilované vody, aby
se agardza navlhcila). Na sklicka jsme napipetovali 20 ul roztoku EB a pfikryli krycim

sklickem.

5.2.10. Hodnoceni skli¢ek

Bunky jsme pozorovali prostiednictvim fluorescenéniho mikroskopu. Obraz
z n¢j byl pfenasen kamerou na obrazovku pocitace, kde pomoci programu Lucia (pro-

gram pocitacové obrazové analyzy) bylo mozné bunky dale upravovat a hodnotit.
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Vychézeli jsme z piedpokladu, Zze mnozZstvi poSkozené DNA (pocet zlomu
DNA) koreluje s mnozstvim DNA uvolnéné z jadra. Neposkozené bunky byly proto
v mikroskopu patrné jako kruhové body, poskozené bunky vytvaiely tzv. komety. Roz-
séhlost poSkozeni jsme pak hodnotili podle poméru procenta DNA, ktera v jadie zustala
(tvoii ,,hlavu komety*), a procenta DNA, ktera se z j&dra uvolnila (,,ohon komety*).

Na kazdém sklicku jsme hodnotili 30 bun¢k. Pro hodnoceni poskozeni jsme
pouZili parametr % DNA v ohonu komety, popi. z néj vypocitany pocet jednoietézco-
vych zlomi DNA, ktery jsme ziskali vynasobenim % DNA v ohonu komety

experimentalné ziskanym koeficientem 0,042:
Zlomy / 10° daltonti = % DNA v ohonu komety x 0,042
Vysledky jsme vyjadfili prostfednictvim grafu, kde jsme % DNA v ohonu,
popt. z n€j vyjadieny pocet zlomil vztahli na davku testované latky a dobu jejiho ptiso-

beni. Statistickou vyznamnost rozdilu mezi po¢tem zlomi DNA u dvou sledovanych

skupin byl ovéfovan Mann-Whitney testem.
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6. Vysledky

6.1. Reparace poskozeni indukovaného u bunék AAS8 pii-
sobenim H,0,

6.1.1. Reparace zlomi (SSB)

Buiikky AAS8 jsme ovliviiovali roztokem peroxidu vodiku o vzristajici koncent-
raci (0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1,0 mM). Kontrolni buniky jsme ovlivnili pouze ¢istym PBS
(0 mM H0,). Bunky jsme dale zpracovavali bud’ ihned po aplikaci latky, to znamena
bez moznosti reparace (hodnoceni v ¢ase 0), nebo po 30 minutach (30-minutova repara-
ce). Velikost poskozeni je vyjadfena poctem jednofetdzcovych zlomi vztaZenych na 10°

daltonti (Graf 1, Tabulka 1 viz. Ptiloha).

Se vzrustajici koncentraci roztoku peroxidu jsme pozorovali néarast zlomua. Ty
jsou vsak rychle opravovany, tudiz po 30 minutach jejich pocet vyznamné poklesl. Uz
pii koncentraci 0,06 mM se mnostvi zlomt zvySilo opot konmok z 0,03
na 0,23/ 10° daltond, po 30-minutové reparaci jsme zaznamenali pokles na 0,15 / 10°
daltond. Pfi koncentraci 0,12 mM byl poéet zlomi 0,38 / 10° daltond, po 30 minutich
uz jen 0,12 / 10° daltont. P 0,25 mM jsme namé&ili priblizné stejné hodnoty jako
u piedchozi koncentrace, a to 0,33 / 10° daltoni. Reparace viak nebyla natolik G&inna,
mnozstvi zlomi kleslo jen na 0,23 / 10° daltondi. Pfi 0,5 mM se pak pocet zlomii mar-
kantn& zvysil na 1,52 / 10° daltond. Po reparaci do3lo k vyrazné eliminaci poskozeni
na 0,24 / 10° daltond. P¥i 1,0 mM dolo k dal$imu nartistu zlomii az na 2,38 / 10° dalto-

néi, po reparaci se stav snizil na 0,80 / 10° daltoni.
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Reparace poskozeniindukovaného u bunék AA8
(SSB) pusobenim H202
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Graf 1

Graf 2 (Tabulka 2 viz. Ptiloha) vychazi ze stejného méfeni jako graf predcho-
zi, pouze velikost poskozeni je zde vyjadiena pomoci procentualniho mnozstvi DNA
v ohonu pro znazornéni celkového rozsahu poskozeni. Mnozstvi zlomi 0,03 / 10° dal-
tonl naméfené u kontrolnich bunék v ¢ase 0 (Graf 1) piedstavuje 0,79 % DNA v ohonu.
Maximalni naméfené poskozeni 2,38 SSB / 10° daltonti (pii 1mM H,0,, v ¢ase 0,
Graf 1) odpovida 56,60 % DNA v ohonu.
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6.1.2. Reparace endo 111 mist

Buiikky AA8 jsme ovliviiovali peroxidem vodiku o vzristajici koncentraci
(0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1,0 mM). Kontrolni buniky jsme ovlivnili pouze Cistym PBS
(0 mM H,0,). Bunky jsme dale zpracovavali bud’ ihned po aplikaci latky (hodnoceni v
¢ase 0) nebo po 30 minutach (30-minutova reparace). Po prob¢hlé lyze bunck jsme je
ovlivnili enzymem endo Ill, ktery poSkozeni zvyraznil tim, Ze zlomy vznikaly téz
v posSkozenych mistech DNA senzitivnich pro tento enzym (oxidované pyrimidiny, apy-
rimidinovd mista). Déle jsme sklicka zpracovali podle bézného postupu. Velikost
poskozeni je vyjadfena podtem endo III mist vztazenych na 10° daltond (Graf 3, Tabul-
ka 3 viz. Ptiloha).

Se vzrustajici koncentraci roztoku peroxidu jsme pozorovali zvysujici se pocet
endo III mist, po 30 minutidch byla patrna jejich oprava. Pii koncentraci 0,06 mM se
mnoZstvi zlomd zvysilo oproti kontrole z 0,03 na 0,27 / 10° daltont, po 30-minutové
reparaci jsme zaznamenali pokles na 0,09 / 10° daltont. P¥i koncentraci 0,12 mM jsme
naméfili 0,66, po 30 minutach uz jen 0,23 / 10° daltont. Dale pii 0,25 mM se pocet
zlomt snizil z ptivodné¢ namétenych 0,70 na 0,56 / 10° daltond. P 0,5 mM doslo
k nejucinngjsi oprave, stejné jako u bunék, které jsme enzymem endo III neovlivnili
(Graf 1); podet zlomil se pii této koncentraci snizil z 2,50 az na 0,41 / 10° daltond.

Pfi 1,0 mM klesalo mnoZstvi zlomi po reparaci z 2,38 na 0,80 / 10° daltond.
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6.1.3. Reparace FPG mist

Bunky AAS8 jsme ovliviiovali peroxidem vodiku o vzristajici koncentraci
(0,25; 0,5; 1,0 mM). Kontrolni bufiky jsme ovlivnili pouze ¢istym PBS (0 mM H,05).
Bunky jsme zpracovavali bud’ ihned po aplikaci latky (hodnoceni v ¢ase 0), po 30 minu-
tach (30-minutova reparace), nebo po 60 minutach od aplikace latky (60-minutova
reparace). Po probéhlé lyze bun€k jsme je ovlivnili enzymem FPG, ktery poskozeni
zvyraznil tim, Ze indukoval zlomy i v poskozenych mistech DNA senzitivnich k tomuto
enzymu (8-oxoguanin, apurinni mista). Dale jsme sklicka zpracovali podle bézného
postupu. Velikost poskozeni je vyjadfena mnoZstvim FPG mist / 10° daltont (Graf 4,
Tabulka 4 viz. Priloha).

U bunék zpracovavanych ihned po aplikaci roztoku peroxidu se s jeho vzrista-
jici koncentraci zvySoval pocet FPG mist. U bun¢k zpracovanych s ¢asovou prodlevou
(30 nebo 60 minut od aplikace peroxidu) doslo k opravam téchto mist. Pii koncentraci
0,25 mM se pocet zlomi oproti kontrole vyrazné zvysil z 0,20 na 1,69 / 10° daltond, po
30-minutové reparaci klesl na 0,63/10° daltonii, po 60 minutové reparaci byl patrny
mirny vzestup na 0,75 / 10° daltond. P¥i koncentraci 0,5 mM klesal po&et zlomi postup-
né z hodnoty 2,04 / 10° daltond (v ¢ase 0) na 1,00 / 10° daltoni po 30-minutové

reparaci, po 60-minutové reparaci aZ na 0,74 / 10° daltong.

Pti koncentraci peroxidu ImM byl pozorovan v ¢ase 0 mensi pocet zlomi
nez pii nizSich koncentracich (1,64 / 10° daltoni). Peroxid vSak nadéle indukoval po-
Skozeni i u bun&k zpracovavanych po 30 minutich od jeho aplikace (zvySeni na 1,85 /
10° daltonii). Pesto poskozeni pfi této koncentraci dosahlo niz§i hodnoty neZ poskozeni
namétené pii 0,5 mM H,0, v ¢ase 0. Teprve u bunék zpracovanych po 60 minutach od

aplikace 1mM peroxidu do$lo k reparaci poskozeni (snizeni na 1,19 / 10° dalton).
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6.2. Reparace poSkozeni indukovaného u bunék UV-20
pusobenim H,0,

6.2.1. Reparace zlomii (SSB)

Buiikky UV-20 jsme ovlivitovali roztokem peroxidu vodiku o vzristajici kon-
centraci (0,25; 0,5; 1,0 mM). Kontrolni buriky jsme ovlivnili pouze ¢istym PBS (0 mM
H20,). Bunky jsme dale zpracovavali bud’ ihned po aplikaci latky, to znamena
bez moznosti reparace (hodnoceni v ¢ase 0), po 30 minutach (30-minutova reparace)
nebo po 60 minutach (60-minutova reparace). Velikost poSkozeni je vyjadiena poctem

jednofetdzcovych zlomi vztazenych na 10° daltond (Graf 5, Tabulka 5 viz. Pfiloha).

U buné¢k zpracovanych ihned po aplikaci peroxidu (hodnoceni v ¢ase 0) jsme
pii koncentraci 0,25 mM zaznamenali narGst po¢tu zloma oproti kontrole z 0,02
na 0,73 / 10° daltond. S pouzitim 0,5 mM peroxidu viak bylo mnoZstvi zlomi niz§i —
0,55 / 10° daltond. Dale pii 1 mM se poskozeni oproti piedchozim koncentracim zvysilo

na 1,21 SSB / 10° daltont.
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v v

poskozeni snizila. Pii 0,25 mM klesl pocet zlomi na 0,07 / 10° daltond, pti 0,5 mM
pouze na 0,22 / 10° daltont — reparace poskozeni zpisobeného pii této koncentraci byla
tedy méné ucinna. P¥i 1 mM v8ak mnozstvi zlomu i po 30 minutach od aplikace peroxi-

du nadale stoupalo, a to na hodnotu 1,66 / 10° dalton.

Po 60 minutach od aplikace peroxidu byly téméi vSechny zlomy DNA zptiso-

bené viemi jeho hodnocenymi koncentracemi opraveny.

Oprava SSB indukovanych H202 u bunék UV-20
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Graf 5
6.2.2. Reparace endo 111 mist

Buiikky UV-20 jsme ovliviiovali roztokem peroxidu vodiku o vzristajici kon-
centraci (0,25; 0,5; 1,0 mM). Kontrolni buiiky jsme ovlivnili pouze ¢istym PBS (0 mM
H,0;). Bunky jsme dale zpracovavali bud’ ihned po aplikaci latky (hodnoceni v
case 0), po 30 minutach (30-minutova reparace) nebo po 60 minutach (60-minutova
reparace). Po probéhlé 1yze bun¢k jsme je ovlivnili enzymem endo I11, ktery poSkozeni
zvyraznil tim, Ze zlomy vznikaly téZ v poSkozenych mistech DNA senzitivnich pro ten-
to enzym (oxidované pyrimidiny, apyrimidinova mista). Dale jsme skli¢ka zpracovali
podle bézného postupu. Velikost poSkozeni je vyjadiena poctem endo III mist vztaze-

nych na 10° daltont (Graf 6, Tabulka 6 viz. Piiloha).

49



U bunék zpracovanych ihned po aplikaci peroxidu (hodnoceni v ¢ase 0) jsme
pii 0,25 mM zaznamenali nariist po&tu zlomii oproti kontrole z 0,01 na 0,82 / 10° dalto-
nd. S pouzitim vysSich koncentraci peroxidu se mnozstvi endo 111 mist dale zvySovalo —

pfi 0,5 mM na 0,86 / 10° dalton, pfi 1 mM na 1,23 / 10° daltond.

v v

poskozeni snizila téméf na stejnou hodnotu - pii 0,25 mM klesl pocet zlomt na 0,080 /
10° daltont, pii 0,5 mM na 0,077 / 10° daltont. P¥i 1 mM vSak mnoZstvi zlomt i po 30

minutach od aplikace peroxidu nadale stoupalo, a to na hodnotu 1,65 / 10° daltoni.

Po 60 minutach od aplikace peroxidu byly téméf vSechny zlomy DNA zptso-

bené vSemi jeho hodnocenymi koncentracemi opraveny.
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Graf 6

6.2.3. Reparace FPG mist

Buiikky UV-20 jsme ovlivitovali roztokem peroxidu vodiku o vzristajici kon-

centraci (0,25; 0,5; 1,0 mM). Kontrolni buiiky jsme ovlivnili pouze ¢Cistym PBS

0

mM H,0,). Buniky jsme dale zpracovavali bud’ ihned po aplikaci latky (hodnoceni
v ¢ase 0), po 30 minutach (30-minutova reparace) nebo po 60 minutach (60-minutova

reparace). Po probéhlé lyze bunck jsme je ovlivnili enzymem FPG, ktery poSkozeni
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zvyraznil tim, Ze indukoval zlomy i v poSkozenych mistech DNA senzitivnich k tomuto
enzymu (8-oxoguanin, apurinni mista). Déle jsme sklicka zpracovali podle bézného
postupu. Velikost poskozeni je vyjadiena mnozstvim FPG mist / 10° daltoni (Graf 7,

Tabulka 7 viz. Ptiloha).

U bunék zpracovanych ihned po aplikaci peroxidu (hodnoceni v Case 0)
pii 0,25 mM podet zlomi oproti kontrole vyrazng stoupl, a to z 0,21 na 1,58 / 10° dalto-
ni. S pouZitim 0,5 mM peroxidu se mnozstvi FPG mist dale zvy3ovalo aZ na 1,93 / 10°
daltonti. Pfi 1 mM peroxidu bylo mnozstvi zlomi ve srovnani s pfedchozi koncentraci

0 néco nizsi — 1,23 / 10° daltond.

U bunék zpracovanych s ¢asovou prodlevou byla patrna oprava posSkozenych
mist. Pi1 0,25 mM klesl pocet zlomt po 30 minutach na 0,68 / 10° daltond, po 60 minu-
tach na 0,38 / 10° daltoni. P¥ 0,5 mM byl poéet zlomd po 30-minutové reparaci jestd
niz$i - 0,52 / 10° daltont; po 60 minutich viak byla reparace o néco méng uginna —
0,86 FPG mist / 10° daltoni. Po ovlivnéni 1 mM peroxidem klesalo mnozstvi zlomil

nejpomaleji — po 30 minutach na 0,96 / 10° daltoni, po 60 minutach na 0,95 / 10° dalto-

na.
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7. Diskuze

V této praci jsme hodnotili schopnost opravy oxidativniho poSkozeni DNA
indukovaného peroxidem vodiku u linie bun€k ¢inského kiecika AAS a od nich odvo-

zenych mutantnich bun¢k UV-20. Bunky UV- 20 maji mutaci v genu ERCC1.

Jiz diive Melton et al. (1998) studovali dusledky deficience v genu ERCCL.
Zjistili, ze u primarnich fibroblast izolovanych z ERCC1-deficientnich mySich embryi
nejsou po ovlivnéni UV zafenim patrné znamky nukleotidové excizni reparace. Podob-
nd hypersenzitivita k UV zafeni byla téz pozorovana u primarnich embryonalnich
fibroblasta izolovanych z ERCC1 knokautovanych mysi (tzn. mysi, u kterych byl tento
gen vyfazen z ¢innosti) a mySi, u kterych byl zkrdcen C-terminalni konec genu ERCC1
(Weeda et al., 1997). Velmi podobné vysledky pak byly zjistény i u ERCC1-
deficientnich ovarialnich buné¢k kie¢ika ¢inského 43-3B (Melton et al., 1998).

Defekty v genech ERCC byly identifikovany téz u lidi jako pficina n€kterych
dédi¢nych chorob, napt. xerodermy pigmentosum (XP). Toto onemocnéni je charakteri-
zovéno vyraznou fotosenzitivitou vedouci K atrofii kiize a pozdé€ji vzniku malignich
nadori rizného typu (Kaposi, 1883). Bylo zjisténo, ze patogenetickym podkladem XP
je prave porucha excizniho mechanismu opravy UV zéafenim poSkozenych pyrimidino-
vych dimeri pii defektu endonukleaz (Cleaver, 1968). Tato porucha byla prokazana
u vice bunéénych liniich — u keratinocytu, fibroblastt, lymfocytd, jaternich bunék i u
nadorovych bun¢k bazaliomu (Lehman, 1990).

Defekt ptimo v genu ERCC1 zatim nebyl zjistén jako pii¢ina zadné lidské ne-
moci, prokazana vsak byla nezbytnost tohoto genu pro NER in vitro (Selfridge et al.,
1992).

Nexg et al.(1998) studovali opravu DNA a schopnost preziti ovarialnich bunék
kieCika Cinského (AAS8) a od nich odvozenych bunék, mutantnich v genech ERCC,
po expozici chemickym ¢initelim zptisobujicim metylaci bazi — dimetylsulfatu (DMS) a
metylnitrosouree (MNU). Pouzili rizné bunécné linie li§ici se schopnosti opravovat
poskozeni DNA indukované UV zafenim (Thomson et al., 1980), a to buiiky UV-5 (de-
fektni v ERCC2, ktery koduje pii NER nezbytnou helikazu), UV-20 (defektni
v ERCC1) a UV-41 (defektni v ERCC4, ktery v komplexu s ERCC1 kdduje nukledzu
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ucastnici se NER) (Wood et al., 1996, Sancar et al., 1996). Bylo zjisténo, Ze mutantni
bunky vykazuji k MNU i DMS ve srovnani s rodi¢ovskymi bunikami AA8 podobnou
citlivost. Tento fakt sice jednozna¢né nevylouc¢il moznost, ze¢ NER nehraje Zadnou roli v
opravé metyla¢niho poskozeni DNA, ale dokazal, ze v pripad¢ urcité ucasti NER pii
této opravé existuje jiny reparacni systém, ktery funkci NER piebira v momenté¢, kdy je
blokovana. Bylo tedy dokazano, ze mechanismy NER nejsou pii opravé poskozeni té-

mito metyla¢nimi ¢initeli esencialni (Nexg et al.,1998).

V této praci jsme zjistili, Ze pii hodnoceni zlomt (SSB) u bun¢k AAS rostla
velikost poskozeni se zvySujici se koncentraci peroxidu, po 30 minutach bylo induko-
vané poskozeni z¢asti opraveno. Nejlépe tyto buitky opravovaly poSkozeni zpiisobené
0,5 mM peroxidem. U bunék UV-20 doSlo po 30 minutach téZ k opravam zlomd, neju-
¢innéjsi reparaci jsme vSak zaznamenali pfi 0,25 mM. Po aplikaci 1 mM peroxidu se ale
u nich, narozdil od AAS, poskozeni i po 30 minutach nadale zvétSovalo, po 60 minutach
ovSem vyrazné pokleslo, stejné jako u UV-20 ovlivnénych niz§imi koncentracemi pero-
xidu, u kterych byly po 60 minutach téméf vSechny zlomy opraveny.

Pti pouziti endo III jsme zaznamenali u bunék vétsi pocet zlomt, tzv. endo 111
mist, neZ v experimentech, kde jsme tento enzym vynechali. Chovani obou typt bun¢k
ale bylo podobné jako pii hodnoceni SSB. U buné¢k AA8 doslo po 30 minutach u vSech
méfenych koncentraci ke snizeni poctu endo III mist, nejucinnéjsi opravu jsme zazna-
menali, stejné jako v pfedeslém piipad¢, po ovlivnéni 0,5 mM peroxidem. U bunék UV-
20 doSlo po 30 minutach téZ k reparaci poSkozeni; pouze po aplikaci 1 mM peroxidu
doslo ke snizeni po¢tu endo III mist az po 60 minutach.

Pti pouziti formamidopyrimidin-DNA-glykosylazy doslo u obou typti bunék
po 30 minutach téz ke snizeni po¢tu FPG mist; jinak se chovaly pouze AA8 ovlivnéné
1 mM peroxidem - pocet FPG mist se u nich nadale zvySoval. U AAS i UV-20 hodno-
cenych po 60 minutach inkubace peroxidem dochazelo téZ k reparaci poSkozeni, avSak
uz ne tak vyznamné jako v experimentech s endo Ill, kde byla velikost poSkozeni

V tomto ¢ase témeér nulova.

Je dilezité zminit, ze v experimentech dochazi kromé poskozeni indukované-
ho oxidativnim Cinitelem zcela ur¢ité i ke zménam v integrit¢ DNA. Tento fakt je
zietelny u kontrolnich bunék, které vykazuji téz urcitou miru poskozeni, ptestoze pero-

xidem vodiku ovlivnény nebyly. Pocet zlomii DNA u téchto bunc¢k je ovlivnén
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kultivaénimi podminkami, ristovou fazi bunék, zménou jejich metabolické aktivity bé-
hem jejich ovliviiovani PBS za chladu, vyménou média apod. Na opraveé zlomu se tak
muze podilet n¢kolik typli reparacnich mechanismut. Pouzitim enzymt endo III a FPG je
vSak mozné poskozeni zpusobené vnéjSimi vlivy a poskozeni indukované navzijem
odlisit. Pocet FPG mist / endo III mist je totiz, oproti po¢tu SSB (hodnoceni bez pouziti
enzymu), navy$en pouze o zlomy indukované vyse zminénymi enzymy. Tim, Ze endo
Il i FPG specificky rozpoznavaji pouze oxidativné poSkozena mista DNA, muZzeme
s nejvetsi pravdépodobnosti fict, Ze tento pfiristek zahrnuje vyhradné zlomy, které

vznikly na zaklad¢ oxidativniho poSkozeni.

Z nas$ich experimentt vyplyva, Ze jak bunky AAS, tak i deficientni UV-20 jsou
schopny opravovat oxidativni poskozeni. Oba typy bunék vykazovaly k peroxidu vodi-
ku srovnatelnou citlivost. Pfesto nemizeme vyloucit, ze se u téchto bunéénych linii
mechanismy nukleotidové excizni reparace (NER) na opravé oxidativniho poskozeni
nepodileji. Ale i v pfipad¢ ucasti NER pii opravé tohoto typu poSkozeni patrné tyto me-

chanismy nehraji klicovou ulohu.
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8. ZAVER

Na zéklad¢ naSich pokust jsme dosli k zavéru, ze defekt bunék kiecika ¢in-
ského v mechanismu nukleotidové excizni reparace, dulezité pii opravé poskozeni DNA
zpusobeného UV zafenim, nema vliv na schopnost téchto bun¢k opravovat poskozeni

Mrwe o v

zapric¢inéné oxidativnim ¢initelem.
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PRILOHA - Vysledkové tabulky

Tabulka 1: Reparace SSB indukovanych ptasobenim H,0,

u bunék AAS

(I_Infl\o/lz) S(i't?e(dln(i ﬁggggg;) Standardni chyba
0 min. reparace| 30 min rep. 0 min. rep. 30 min. rep.
0 0,033362 0,094850 0,008229 0,036177
0,06 0,235424 0,152642 0,051920 0,105903
0,12 0,382004 0,123396 0,100798 0,034856
0,25 0,326606 0,231714 0,042388 0,077981
0,5 1,524082 0,238280 0,154582 0,055835
1 2,377018 0,801290 0,149704 0,143947

Tabulka 2: Reparace SSB indukovanych ptasobenim H,0,

u bunék AAS

(velikost poskozeni vyjadiena v % DNA v ohonu komety )

—
(Hrr? I\O/Iz) (stffdtr?il Ih[(sznf)\ta) Standardni chyba

0 min. reparace| 30 min rep. 0 min. rep. 30 min. rep.
0 0,794333 2,258333 0,195927 0,861366
0,06 5,605333 3,634333 1,236201 2,521493
0,12 9,095333 2,938002 2,399967 0,829912
0,25 7,776333 5,517001 1,009250 1,856690
0,5 36,28767 5,673333 3,680540 1,329413
1 56,59567 19,07833 3,564395 3,427315
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Tabulka 3: Reparace endo III mist indukovanych pusobenim H,0O,

u bunék AAS8
oo | e | iy
0 min. reparace| 30 min. rep. 0 min. rep. 30 min. rep.

0 0,033012 0,275422 0,008878 0,108032
0,06 0,270354 0,091798 0,043136 0,011586
0,12 0,656656 0,231210 0,149130 0,113964
0,25 0,697158 0,561232 0,106293 0,161047
0,5 2,501128 0,408674 0,174832 0,099365
1 2,760884 1,657670 0,106391 0,203899

Tabulka 4: Reparace FPG mist indukovanych piisobenim H,0,

u bunék AA8
(|_|IT?|\O/|2) F(Zt(rsegiln? Eggggg;) Standardni chyba
0 min. rep. |30 min. rep.|60 min. rep.| 0 min. rep. | 30 min. rep. | 60 min. rep.
0 0,195608 | 0,335356 | 0,396592 | 0,021066 | 0,069147 | 0,044228
0,25 1,685530 | 0,633766 | 0,750638 | 0,077162 | 0,064731 | 0,041125
0,5 2,036916 | 1,000062 | 0,740502 | 0,092030 | 0,083926 | 0,116279
1 1,634570 | 1,849568 | 1,185702 | 0,09463 | 0,129704 | 0,158438

Tabulka 5: Reparace SSB indukovanych ptusobenim H,O, u bunék

UvV-20

(l_|mzl\o/|2) S(it?egllxg ﬁggggg) Standardni chyba
0 min. rep. |30 min. rep.|60 min. rep.| 0 min. rep. | 30 min. rep. |60 min. rep.
0 0,021616 | 0,005278 | 0,057764 | 0,005487 | 0,001848 | 0,018721
0,25 0,727356 | 0,070630 | 0,000070 | 0,147221 | 0,027681 | 0,000023
0,5 0,553476 | 0,216580 | 0,000546 | 0,138963 | 0,096483 | 0,000124
1 1,213473 | 1,660862 | 0,000280 | 0,171632 | 0,191646 | 0,000076

60




Tabulka 6: Reparace endo III mist indukovanych pusobenim H,0O,
u bunék UV-20

o | o
0 min. rep. |30 min. rep.|60 min. rep.| 0 min. rep. | 30 min. rep. | 60 min. rep.
0 0,005740 | 0,000168 | 0,011004 | 0,048712 | 0,077391 | 0,007452
0,25 0,824768 | 0,080080 | 0,000098 | 0,134978 | 0,025464 | 0,000311
0,5 0,861336 | 0,077140 | 0,000112 | 0,151843 | 0,067342 | 0,000274
1 1,232002 | 1,651090 | 0,007154 | 0,179324 | 0,195648 | 0,004782

Tabulka 7: Reparace FPG mist indukovanych piisobenim H,0,
u bunék UV-20

(l_lmzlaz) F(Zt(r;egrg ﬁggggg;) Standardni chyba
0 min. rep. |30 min. rep.|60 min. rep.| 0 min. rep. | 30 min. rep. | 60 min. rep.
0 0,209664 | 0,238420 | 0,435764 | 0,047081 | 0,060069 | 0,044211
0,25 1,575896 | 0,682430 | 0,376348 | 0,088088 | 0,089539 | 0,042968
0,5 1,933232 | 0,528178 | 0,863226 | 0,096586 | 0,064623 | 0,064803
1 1,668674 | 0,957880 | 0,946554 | 0,075076 | 0,097081 | 0,132779
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