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Predavani genetické informace budoucim generacim je moziné diky replikaci
biosyntéza proteinl, které vykondvaji specifické funkce v celé burice. Kédujici DNA
sekvence jsou zdrojem pro syntézu proteinl. Ty vznikaji transkripci dané sekvence za
pomoci RNA polymerasy a nasledné jsou translaci prelozeny na aminokyseliny.
Nekddujici sekvence maji hlavné regulaéni funkce, jsou to funkéni molekuly DNA
(rRNA, tRNA, snRNA) a regulacni oblasti (promotory, zesilovace a tlumice), ddle také

transpozony (SINE, LINE) a pseudogeny.

Poskozeni DNA zpUsobuje UV zafeni, ionizaéni zareni, chemické latky (Iéky na
bazi cisplatiny, alkylacni latky, apod.), reaktivni formy kysliku a také dochazi
k poskozeni DNA deaminaci bazi. Pfi poSkozeni se aktivuji opravné procesy, které
odstranuji chybné parovani, addukty a zlomy. Pokud se nepodafi poskozeni odstranit

opravnymi procesy, dochazi k tvorbé mutaci, senescenci nebo bunécéné smrti.

Stanovit posSkozeni DNA je mozné nékolika metodami podle typu poskozeni.
Poskozeni lze stanovit i kvantifikovat pomoci PCR (polymerazova retézcova reakce),
ktera je jednou z nejpouzivanéjSich metod. Spolu s PCR se ¢asto vyuziva gelova
elektroforesa, kometovy test, chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii a

vysoce specifické metody jako je LAMP ¢i NGS.
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The transmission of genetic information to future generations is possible thanks
to DNA replication using enzymes, mainly DNA polymerase. The most important
function of DNA is the biosynthesis of proteins that perform specific functions
throughout the cell. The coding DNA sequences are the source for protein synthesis.
These are produced by transcription of a DNA sequence using RNA polymerase and
then translated into amino acids by translation. Non-coding sequences have mainly
regulatory functions, they are functional DNA molecules (rRNA, tRNA, snRNA) and
regulatory regions (promoters, enhancers and silencers) as well as transposons (SINE,
LINE) and pseudogenes.

DNA damage is caused by UV radiation, ionizing radiation, chemicals (cisplatin-
based drugs, alkylating agents, etc.), reactive oxygen species, and DNA damage by base
deamination. When damage occurs, repair processes are activated to remove
mismatches, adducts and breaks. If the damage is not repaired by repair processes, the
damage leads to mutation formation, senescence or cell death.

To determine DNA damage can be used several methods, depending on the
type of damage. Damage can also be determined and quantified by PCR (polymerase
chain reaction), which is one of the most commonly used methods. Along with PCR is
often used gel electrophoresis, comet assay, chromatography in tandem with mass

spectrometry and highly specific methods such as LAMP or NGS.
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1. UVOD

Tato diplomova prace popisuje typy postizeni DNA a charakterizuje moZnosti
identifikace a kvantifikace danych posSkozeni. Nejdfive byla popsdna struktura DNA a
jeji zakladni konformace — A-DNA, B-DNA, Z-DNA a také nekanonické struktury. DNA
zaujima vyssi struktury usporaddani, mezi které patti stoceni DNA do méné nachylné
struktury pomoci nadSroubovicového vinuti a také svinuti DNA do kompaktnéjsi
struktury - chromatinu. Pfenos DNA informace do dcefiné DNA, v rdmci zachovani
dédicnosti, zajistuje proces replikace za pomoci nékolika enzymdl, znichz
nejdulezitéjSim je DNA polymerasa. Kddujici DNA sekvence obsahuji genetické
informace pro syntézu proteint, které zastavaji specifické funkce v Zivotné dullezitych
procesech. Vznik proteini zacdind transkripci DNA za pomoci RNA polymerasy.
Vysledkem je prepsana linedrni pre-mRNA uvolnéna z jadra do cytoplazmy. Nasleduje
proces translace, kde je mRNA preloZzena na aminokyseliny za Ucasti ribosomu a dalsi
translacnich jednotek. Mezi nekddujici DNA, dfive ,junk DNA“, patti funkéni molekuly
DNA (rRNA, tRNA, miRNA a snRNA) a regulacni oblasti (promotory, zesilovace a
tlumice), déle také transpozony (SINE, LINE, Alu elementy) a pseudogeny.

Poskozeni DNA je indukovano fyzikalnimi, chemickymi ¢i biologickymi Ciniteli,
ale také k nému dochazi samovolné (hlavné deaminace bazi). Plsobenim Skodlivého
zareni, ROS (reaktivni formy kysliku), chemickych latek, vcetné protinadorovych 1éka,
zpusobuje vznik DNA adduktl a jednovlaknovych a dvouvlaknovych zloma. Pokud se
burice nepodafi eliminovat poskozeni opravnymi procesy (pfimou opravou, DNA
mismatch repair, BER a NER ¢&i homologni rekombinaci a nehomolognim spojovanim
konc), dochazi ke vzniku mutaci, senescenci nebo bunécné smrti.

Poskozeni DNA Ize stanovit a kvantifikovat pomoci nékolika metod. Jednou
z nejvice vyuzivanych metod je PCR (polymerazova retézcova reakce), kterd diky
mnoha modifikacim ma vétsi moznosti vyuziti. DalSi metodou pro stanoveni poskozeni
je gelova elektroforesa (primdarné separace produktd z PCR), kometovy test (stanoveni
fetézcovych zlom(), chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii (stanoveni
addukt() atd. V diskuzi jsou zminény dalsi modifikace PCR vyuZivané pro kvantifikace

poskozeni a metody pro stanoveni poskozeni DNA, jako je LAMP nebo NGS.



2. DNA

Deoxyribonukleovou kyselinu (DNA, deoxyribonucleic acid) popsali v roce 1953
James Watson a Francis Crick. Hlavni funkci DNA je uchovani genetické informace a jeji
pfenos pro nasledujici generace. Kromé uchovani genetického kédu je potiebna pro
biosyntézu proteini. DNA je pravotociva dvojitd Sroubovice DNA, kterd je sloZzena ze
dvou komplementarnich polynukleotidovych fetézci (Alberts et al., 1998), (Kooman a
Rohm, 2012). Zakladni funkci DNA popisuje tzv. centralni dogma molekularni biologie,
publikované Watsonem Crickem vroce 1970 (Cobb, 2017). Dogma fika, Ze kazda
geneticka informace zapsana v Useku DNA se prepisuje do mRNA (messenger RNA).
Kazdd mRNA tak obsahuje postup pro syntézu urcitého proteinu, ktery zastava
specifickou funkci (ncbi.nlm.nih.gov, online). Crick popsal 4 hlavni cesty prenosu

informace viz Obr. 1 (pfima cesta DNA - protein nebyla prokazana), (Cobb, 2017).

m replikace

DNA
AN
’ \‘
RNA ————— PROTEIN

"il translace

Obr. 1 Centralni dogma molekuldrni biologie (prevzato, upraveno; Crick, 1970)

2.1 Primarni struktura

Nukleové kyseliny (NK) jsou makromolekuldrni slouéeniny vyskytujici se v Zivych
organismech. Nukleotidy jsou tvorené z nukleotidové baze, pentosy a zbytku kyseliny
fosforeéné. Baze se déli na pyrimidinové a purinové. Pyrimidinové baze jsou cytosin
(C), thymin (T) a uracil (U) a purinové jsou guanin (G) a adenin (A). V DNA se vyskytuji
baze A, G, C a T. V ribonukleové kyseliné (RNA, ribonucleic acid) je thymin nahrazen
uracilem (Beranek, 2016). Spojenim bdze a pentosy 2'-deoxy-B-D-ribosy pro DNA (B-D-
ribosy pro RNA), vznikd nukleosid a naslednym spojenim se zbytkem kyseliny
fosforecné vznikaji nukleotidy (Priestle a Paris, 1996). Nukleotidové baze se vazou na

cukernou ¢ast molekuly diky N-glykosidické vazbé. Zbytky kyseliny fosforecné se spolu
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s pentosou vazi pomoci fosfodiesterové vazby (Beranek, 2016). NK tvori nukleotidy
zakladni a modifikované. Kromé zakladnich nukleotidli (AMP - adenosinmonofosfat,
CMP - cytidinmonofosfat, GMP - guanosinmonofosfat, TMP - thymidinmonofosfat)
existuji i modifikované nukleotidy, napf. 5-hydroxymethylcytosin, dihydrouracil,

xanthin, 7-methylguanin ad. (Chawla et al., 2015), (Nguyen et al., 1992).

NH . 0 NH 3 o o]
N/Lw —MN HN " N HN HN
DH JI > Aj | I
L"'N{ H> H;ﬂ/l‘b“ H 0.)‘\& oﬁl\n C‘A\”

adenin guanin cytosin uracil thymin

Obr. 2 Zakladni baze nukleovych kyselin (prevzato, upraveno; Chatterjee a Walker,
2017)

Pocet a poradi pfipojenych nukleotidd tvofi primarni strukturu nukleovych
kyselin a postupnym pfipojovanim dalSich nukleotidd, pomoci polymeras, nukleotidovy
fetézec roste. Nukleotidy se vaZou od 5°-konce s fosfatovou skupinou k 3"-konci
s hydroxylovou skupinou dalSiho nukleotidu. Fosfatové a pentosové zbytky tvofri tzv.
pater DNA (Passarge, 2013). Polynukleotidovy retézec tvoreny cukry a fosfaty je velmi
polarni. Kazdy fosfatovy diester ma zaporny ndboj (negativné nabitd fosfatova skupina)
a DNA tak ziskava celkové zdporny ndboj (Kooman a Rohm, 2012). Spojenim dvou
polynukleotidovych fetézcl k sobé, vznika dvousroubovice DNA (Snustad et al., 2009).

Nukleotidy jsou v burikach vyuZivany také k jinym ucelim, nez je tvorba DNA.
Takzvanym ,univerzalnim nukleotidem” je adenosin 5'-trifosfat (ATP), ktery zdsobuje
energii mnoho bunéénych reakci a zaroven slouzi jako zasobarna energie pro burku.
ATP je energetickou ménou bunék a pusobi jako dllezity efektor pfi regulaci
bunécného metabolismu (Roy et al., 2016). Podobné jsou v nékterych reakcich
vyuzivany i GTP (guanosintrifosfat), UTP (uridintrifosfat) nebo CTP (cytidintrifosfat).
Specifickou ulohu tzv. ,, druhych posl(“ zastavaji také nékteré cyklické mononukleotidy
(cMNP), majici ve své slouceniné jeden fosfat. Za velice vyznamné cMNP se povazuji
cAMP (cyklicky adenosin-5"-monofosfat) a cGMP (cyklicky guanosin-5"-monofosfat),
(Roy et al., 2016).
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2.1.1 Epigenetické modifikace

K ovlivnéni genetické exprese dochazi z epigenetického hlediska fizenim aktivity
genu, tedy jejich vypindnim a zapinanim (cdc.gov; medlineplus.gov, online). Jde o
modifikace DNA, které neméni sekvenci DNA, ale reguluji expresi genl (=epigenom) a
ta ovliviiuje tvorbu proteind (medlineplus.gov).

Nejcastéjsi epigenetickou modifikaci je methylace DNA, acetylace histonl a
mechanismy fizené malymi nekddujicimi RNA (miRNA), (Udali et al., 2013), (cdc.gov,
online). Nejcastéji dochdzi k methylaci v CpG dinukleotidech a v CpG ostrlvcich
(Roubroeks et al., 2017). Jde o oblasti s vysokym vyskytem CG bazi, které se nachazeji
hlavné v promotorovych oblastech. Methylace vede k inhibici transkripénich faktora.
V lidském genomu je pfiblizné 29 milioni CpG dinukleotidd a 60-80 % z nich je
methylovano. Methylace mzZe byt provadéna 3 mechanismy — de novo methylaci,
udrzovanim methylace a demethylaci. Pfi extrémnich zméndch v methylaci mize dojit
az k bunécné smrti (Watson a Goodman, 2002). Nemodifikovana DNA je methylovana
pomoci methyltransferas (DNMT). Methyl vazajici proteiny jsou exprimovany
v embryondlnich kmenovych burikach a v nervovych prekurzorech. Z této skupiny
proteinl je v CNS nejvice prozkouman MeCP2, jehoZz zména vede k rozvoji Rettova
syndromu, coZ je nejcastéjsi forma mentalni retardace u Zen (Moore et al.,, 2013).
DNMT1 prenasi methylovou skupinu z S-adenosylmethioninu na cytosin do pozice 5 a
slouzi jako ,udrzovaci“ methyltransferasa (Roubroeks et al.,, 2017). DNMT3a, b jsou
enzymy, které preferuji nemethylované CpG dinukelotidy a provadéji de novo
methylaci (Jin et al., 2011). Dfive se domnivalo, Zze methylace DNA je spojena pouze
s transkripcni expresi, bylo ale zjisténo, Ze hraje dllezZitou roli i pfi genovém
imprintingu nebo inaktivaci chromozomu X ¢i ,,umlcovani“ transponovatelnych
elementl. Aktivni demethylaci prechazi methylovany cytosin do nemodifikovaného

stavu pomoci TET enzym (ten-eleven translocation), (Roubroeks et al., 2017).

2.2 Sekundarni struktura

Vzdjemnym obtocenim polynukleotidovych fetézcl vznikd sekunddarni struktura
DNA. Jednotlivé baze (A, C, G, T) se mezi sebou komplementarné vazou vodikovymi

vazbami. Cytosin se vaZe sguaninem tfemi vodikovymi vazbami (C=G) a adenin
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s thyminem dvéma vodikovymi vazbami (A=T), (Alberts et al., 1998). Pravidla parovani
objevili v roce 1953 védci James Watson a Francis Crick — Watson-Crickovo parovani
bazi, ke kterému pfispély poznatky o poméru purinG a pyrimidind, tzv. Chargaffovo
pravidlo, které potvrzuje, Ze pomér mezi purinovymi a pyrimidovymi bazemi v DNA si
je roven (Dahm, 2008). Zasadni informace o struktufe molekul pfinesly rentgenové
difrakéni obrazce, které poskytli Maurice Wilkins a Rosalind Franklinova a dalsi
kolegové. Jejich data prokdzaly, Ze DNA je dvouvldknova struktura s opakujicimi
strukturnimi podjednotkami v pravidelnych vzdalenostech 0,34 nm podél osy molekuly
DNA. Na zakladé Chargaffovych udajl a rentgenovych difrakénich dat od Wilkinse a
Franklinové, dosli Watson a Crick k zavéru, Ze se jednd o pravotocivou dvousroubovici

DNA (Snustad et al., 2009).

2a fosfodiesterova vazba

adenin
(o] [o]

/H\. /y'\. /ﬁ\-. </N | \\)N
MRS W

CH
2-deoxy-D-ribosa

zbytky kys. fosforeéné
-trifosfat

N-glykosidicka vazba

NH:

= cytosin
o o | N yt
| Il Il )\3

OH 2b
(o]
N guanin
7 NH
Hofﬁ‘\o/ﬁ\ofﬁ‘\o <N IN//I\NHz
i 9dn 9 O\ ,_—O:‘
On 2c
o o HC NH thymin
o0 | A
Ho/r‘--o/P‘-.o/P‘\o N 0
oM 2d

Obr. 3 Struktura NK (pfevzato a upraveno; jenabioscience.com, online)

Popis: (2a) dATP - deoxyadenosintrifosfat (2b) dCTP - deoxycytidintrifosfat (2c) dGTP - deoxyguanosintrifosfat
(2d) dTTP - deoxythymidintrifosfat
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2.3 Alternativni konformace DNA

A-DNA B-DNA Z-DNA

Obr. 4 Alternativni konformace DNA (pfevzato, Belmont et al., online)

2.3.1 B konformace DNA

»Klasickda“ konformace DNA je B a pfisli na ni Watson a Crick. Nasledné strukturu
upfesnili Arnott a Hukins, ktefi poskytli soubor atomovych souradnic (Zimmerman,
1982). B-DNA se oznacuje jako kanonicka pravotociva dvojitd Sroubovice DNA, kterd je
tvorend dvéma antiparalelnimi vlakny. Na jeden zavit B-DNA pfipada asi 10,5 paru bazi
(bp) na osu $roubovice, ke které jsou téméi kolmo. Tento typ DNA ma pramér 20 A
(Angstorm) nebo také 2nm a vzdalenost mezi bazemi je 3,4A. Ve studii o
oligonukleotidovych duplexech bylo poukazano na zna¢nou variabilitu v parametrech u
jednotlivych konformaci DNA, napf. u ohnuté DNA se parametry B-DNA scitaji na délce
nékolika bp a vytvareji trvale zakfivenou Sroubovici (Potaman a Sinden, 2013).

Podle urcitych sekvencnich prvk( muaze dochazet ke strukturnim prechodim do
jinych forem DNA. Ostatni struktury (kromé B-DNA) jsou funkcéné dalezité hlavné pro
interakce s proteiny, které se podileji na replikaci, genové expresi a rekombinaci. Dalsi
struktury DNA mohou obsahovat oblasti neparovych vldken nebo mohou byt slozeny
ze t¥ a? Etyr vldken (Potaman a Sinden, 2013). Ustiedni roli hraji pentosové kruhy,
které jsou spojenim mezi bazi a fosfatovou pdtefi. Mohou mit nékolik rdznych
konformaci a ty mUZou zménit relativni orientaci fosfatové patere, baze a 2°-OH

ribonukleotidu (Huang et al., 2014).
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Jednotlivé zmény maji za dusledek ,pukliny” v cukerném kruhu, oznacované
terminem puckering, a to vede k celkovym zménam struktury a funkce NK (Huang et
al., 2014). Planarni forma pentosového kruhu neni energeticky vyhodnd a kvili tomu
dochazi k vychylkdm polohy nékterych atomu z roviny. Atomy C2’a C3” jsou bud nad
rovinou, nebo pod. Pokud je atom ve stejné roviné, nazyva se konformace endo a

pokud je pod rovinou, jde o konformaci exo (Zgarbova et al., 2018).

2.3.2 A konformace DNA

Vyznamnou alternativni strukturou DNA je pravotocivd A-DNA. M4 11 par(i bazi
na jeden zavit Sroubovice, ke které jsou bdze naklonény asi o 20°. Vzddlenost mezi
bazemi &ini 2,55 A. A-DNA je krat$i a $irsi a ma hluboké 7labky jako B-DNA pfi stejném
poctu bazi. Oproti stabilni B-DNA dochazi u A-DNA k odliSnému vazani kationtd
molekul vody. A-DNA byla pozorovana za podminek snizeného obsahu vody (pfi 75 %
relativni vlhkosti) a v roztocich, které obsahuji organickd rozpoustédla nebo soli o
vysoké koncentraci. K pfeméné B-DNA na A-formu dochazi za sniZzeni obsahu vody
(dehydrataci) a to v urcitych sekvencich. Snadnéji se méni pti sekvenci obsahujici 5'-
CC-3’a 5'-ACT-3"a obtiznéji se méni v sekvenci 5"-AA-3" (Potaman a Sinden, 2013).

Experimenty s oligonukleotidovymi duplexy v krystalech ukazaly, Ze u B- a A-DNA
pfi mirné zméné podminek muze vzniknout rada prechodnych struktur. Také byla
popsana stabilita A-DNA pomoci skupiny sporulujicich bakterii Bacillus subtilis.
Nukleobdze v A-DNA jsou radové vice odolné na UV zareni (ultrafialové, ultraviolet) nez

B-DNA (Potaman a Sinden, 2013).

2.3.3 Z konformace DNA

Dalsi struktura byla nalezena ve stfidajicich se purin-pyrimidinovych sekvencich
(CG)n a (TG)n (Potaman a Sinden, 2013). Typickd struktura pro Z-DNA je stfidavy
polymer (dC) a (dG), (Dickerson, 1992). Jde o levotocivou strukturu Z-DNA, kterd ma 12
parll bazi a vzdalenost mezi parem bazi je 3,7 A. Z-DNA je ten¢i nez B-DNA a méa pouze
jeden hluboky, uzky Zlabek, ktery je podobny minoritnimu Zlabku v B-DNA. V Z-DNA se
na rozdil od B-DNA opakuji misto jednoho paru bazi 2 bp. Oproti B-DNA jsou pary bazi

v Z-DNA naklonény k ose Sroubovice o 180°. Kromé vazby deoxyguanosinu s cukernou
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slozkou, kterd zaujima konformaci syn-, vSechny ostatni nukleosidy kolem glykosidické
vazby zaujimaji vZ-DNA konformaci anti- (Potaman a Sinden, 2013). V dokonalé
Sroubovici by byla pouze konformace syn-. AvSak u cytosinu nemlze byt syn-
konformace kv(li stérickému stfetu mezi cukrem a cytosinovym kruhem, a proto musi
cytosin rotovat zpét do antikonformace a vytvari se tak klikata paterni drdha
(Dickerson, 1992). Jde o prvni priklad zbytku pfirozeného nukleotidu, ktery zaujima
polohu syn v oligomernim systému (Zimmerman, 1982). V této molekule ma kazda
druha baze opacnou konformaci. Stfida se syn- a anti- podél celého fetézce a plsobi to
jako ,zigzag"” usporadani, od kterého také dostala tato molekula pojmenovani Z-DNA
(Rich a Zhang, 2003).

Elektrostatické interakce hraji klicovou roli pfi tvorbé Z-DNA. Nékteré fosfatové
skupiny jsou kvlli zkroucené draze patere bliz u sebe a dochazi mezi nimi
k elektrostatickému odpuzovdni. Z tohoto dlvodu je Z-DNA stabilizovdna vysokymi
koncentracemi soli nebo polyvalentnimi kationty, které jako Stit minimalizuji
interfosfatové odpuzovani a Z-DNA je poté stabilni. V ¢lanku Riche a Zhanga bylo
potvrzeno, Ze stabilitu Z-DNA lze nastolit i chemickou modifikaci, napf. methylaci
cytosinu (Rich a Zhang, 2003). Ke stabilité Z-DNA dale pfrispivda negativni

nadsroubovicové vinuti DNA (Potaman a Sinden, 2013).

2.3.4 Nekanonické parovani bazi

Nekanonickou strukturu DNA, nazyvanou jako triplex ¢i H-DNA, je trojitd
Sroubovice DNA, kterd je tvofena sekvencemi delSich uUsekd purinovych nebo
pyrimidinovych bazi, a ty jsou hlavni sloZzkou jednoho fetézce dvojSroubovice DNA.
Triplex vznikd z dvousroubovice DNA, ke které se vaze treti vlakno diky Hoogsteenovu
(nekanonickému) parovani bazi. Intramolekuldrni triplexy se vytvareji in vitro za
nadsroubovicovych podminek v homopurin-homopyrimidinovych repeticich a jsou
tvoreny v ramci jednoho vldkna. Intermolekularni triplexy vznikaji mezi triplex-forming
oligonucleotides (TFO) a cilovymi sekvencemi dvojité DNA (Frank-Kamenetskii a Mirkin,
1995). Nedavné biofyzikdlni studie naznacily, Ze triplexové struktury mazou ovliviiovat
expresi rznych genl a projazaly schopnost mnoha protein(i se vazat na triplexni DNA
(Hu et al., 2017). Kromé trojité Sroubovice se Hoogsteenovo pdrovani bazi vyskytuje i

v G-kvadruplexech (guaninovy kvartet), (Travers a Muskhelishvili, 2015). G-kvadrupexy
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jsou tvoreny zvldkna bohatého na G, které jsou postavené kolem tetrad guanind
spojenych vodikovymi vazbami (Burge et al., 2006). Jde o specifické sekvence, které
predstavuji hlavni strukturni motiv na jednovlaknovych koncich telomer u eukaryot
(Travers a Muskhelishvili, 2015). Ve dvouretézcové formé se vyskytuji vi netelomerni
genomové DNA predevsim v promotorovych oblastech citlivych na nukleasu (Burge et
al., 2006). Dalsi struktura, i-motif, je tvofena fetézcem bohatym na C (Travers a

Muskhelishvili, 2015).

—
— ——
——

Obr. 5 (A) Trojitda Sroubovice (prevzato, Shri Mall et al. 2018, online; (B) G-kvadruplex
a i-motif v dvouvldknové DNA (prevzato; Travers a Muskhelishvili, 2015) ; (C)
Rizné stechiometrie viaken G-kvadruplexu (prevzato; Simonsson, 2001)

Pozn. (A) - DNA:DNA:DNA triplex — tmavé modré a tyrkysové vlakno = plvodni dvousroubovice DNA,
Watson-Crickovo parovani bazi; svétle zelené vlakno = TFO — Hoogsteenovo pdrovani bazi

2.4 Vyssi urovné usporadani
2.4.1 Nadsroubovicové vinuti

DNA slouzi i jako zasobdrna energie pro usnadnéni pfenosu RNA polymeras a
DNA. Enzymaticka a chemicka manipulace s DNA ovliviiuje torzni stav DNA a dochazi k
prechodu do stocené konformace. Jde o nadSroubovicové vinuti (Travers a

Muskhelishvili, 2015). Nadsroubovicové vinuti je zakladni vlastnosti DNA, které
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pomahaji korigovat topoisomerasy a polymerasy. Kromé stability mize
nadSroubovicové vinuti ovliviiovat i strukturu DNA. Pozitivni nadSroubovicové vinuti
spociva v prijimani pravotocivé sSroubovicové konformace (struktury) a tim dochazi ke
zvySeni volné energie v molekule DNA. Jde tedy o navijeni ve stejném sméru jako je
Sroubovice DNA (napf. B-DNA), pokud dojde k prijmuti pravotocivé struktury Z-DNA,
ktera je levotociva, jde o negativni nadSroubovicové vinuti. Pfi navijeni v opacném
sméru se vytvari zaporné superzavity, které jsou produktem svinovani nebo ohybani
DNA. Kaidych 10bp dochdzi ktvorbé superzavitd a zvydeni energie. Uloha
topoisomeras je klicova, uvoliuje torzni napéti a tim udrZzuje DNA v transkripéné
kompetentnim stavu (Vosberg et al., 1985), (Gilbert a Allan, 2014).

Enzymatické ovlivnéni DNA muZe mit dvé formy. Bud se enzym pfimo navaie
na jedno misto a méni svinovani, nebo mlze byt vinuti zménéno pohybem
proteinového komplexu, napf. RNA polymerasou. Enzym DNA gyrasa, bakteridlni
topoisomerasa, zavadi negativni nadsSroubovicové vinuti do DNA, ¢imZz ulehcuje
separaci vlaken vdllezitych sekvencich a narldst energie v DNA (Travers a

Muskhelishvili, 2015).

2.4.2 Chromatin

U eukaryot je DNA v jadru rozdélena mezi sadu chromozomd, kterd se sklada
z linearni molekuly DNA, na které jsou navazany proteiny se schopnosti svinout vlakno
DNA do kompaktnéjsi struktury — chromatinu (Alberts et al., 1998). Proteiny navdzané
na DNA jsou bud bazické — histony, nebo kyselé — nehistonové chromozomové
proteiny. Cty¥i typy bazickych histond (H2A, H2B, H3 a H4) tvoii zakladni strukturni
podjednotky kondenzace chromatinu — nukleosomy (Snustad et al., 2009). Histony jsou
tvorfeny lysinem a argininem (kladné AMK), a proto jsou schopny navazat negativné
nabitou DNA. Jadro nukleosomu je tvoreno oktamerem histond, kolem kterého je
obtocena DNA. DNA spojujici nukleosomy mezi sebou ma 8-114 nukleotidovych para.
DNA obalujici nukleosom ma 146 nukleotidovych paru. Vznika interfazni chromatinové
vldkno o prlméru 11 nm (Snustad et al.,, 2009). V Zivych bunkach prevazuje
kompaktnéjsi struktura chromatinu — 30 nm chromatinové vldkno s poskladanymi
nukleosomy, nez forma ,koralk(i“ na viaknu DNA. Dalsi urovni kondenzace je tvorba

smycek, které jsou pripojené k centralni ose (Alberts et al., 1998). Nejkondenzovanéjsi
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formou eukaryotickych chromozom( jsou metafazni chromozomy, které vznikaji
kondenzaci 30 nm vldkna pomoci nehistonovych chromozomovych protein. Funkci
metafdznich chromozom je organizace a sbalovani velkych molekul DNA do struktur,

které se Iépe segreguji do dcefinych jader (Snustad et al., 2009).

metafazni chromozom

11 nm nukleosomy
30 nm vldkno

hromatinu Wl \
e \ 433

J\)J E’“‘“\

2 nm DNA molekula

\..D I
PR ._‘(T‘JT

centromera ey o . = =
telomera

Obr. 6 Urovné kondenzace DNA v chromozomech (pievzato, upraveno; Snustad et al.,
2009)

Pozn. Centromera = zaskrcena oblast chromozomu, ve které se vyskytuji tandemové repetitivni sekvence; telomera = konce
chromozom, které jsou tvoreny repeticemi o 6 nukleotidech (obratlovci — 5°-TTAGGG-3’)

2.5 Funkce DNA

Hlavni funkci DNA je uchovani genetické informace a jeji prenos pro nasleduijici
generace. Kromé uchovani genetického kodu je potfebna pro biosyntézu protein(.
Geneticky materidl musi v zdsadé plnit tfi zakladni funkce — genotypovou (replikace),
fenotypovou (genova exprese) a evoluéni (mutace), (Snustad et al.,, 2009). Funkce
fenotypova je ddna asi tfremi miliardami parQ bazi v kazdé lidské burice, které koéduji

syntézu asi 100 000 proteind (Kooman a Rohm, 2012).

Lidska DNA se sklada z kédujicich (exony) a nekddujicich sekvenci (introny). U
vySSich eukaryot je jen mald cast zcelého genomu, kterd je uréena pro syntézu
proteinl. Kddujici sekvence jsou uloZeny v exonech a ty maji primérnou délku kolem
200 nukleotidd (Jurica a Roybal, 2013).

Dvousroubovice DNA ma jedno vlakno kdédujici proteiny a druhé nekéduijici.
Kddujici vlakno, pamétové ¢i pozitivni, slouZi jako matrice. Ma stejnou sekvenci jako

vyslednd mRNA (messenger RNA) a nedochazi u néj ktranskripci (Shabalina a
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Spiridonov, online). Antikédujici vldkno, templatové ¢i negativni, transkripci tvofi pre-
MRNA (prekurzorovd mRNA) nebo hnRNA (heterogenni jadernda RNA — vznik v jadre),
jinak také primarni transkript (Hoy, 2019).

2.5.1 Kdédujici DNA
Replikace DNA

U replikace obé dvé vlakna slouzi jako templatové pro syntézu novych
(dcerinych) retézcl. Tento déj se sklada ze tfi ¢asti — iniciace, elongace a terminace.
Iniciace replikace DNA zacina na replika¢nim startovacim misté ori (origin — pocatek),
ktery ma specifickou sekvenci (Snustad et al., 2009). Lidsky genom ma pfiblizné 10 000
pocatkud (Parker et al., 2017).

Diky enzymu DNA gyrasa (typ topoisomerasy Il) dojde knaruseni
dvousroubovicové struktury (Reece a Maxwell, 2008). Za vyuziti energie z hydrolyzy
ATP uvolnuji nadSroubovicovou DNA a tvofi negativni nadSroubovicové vinuti (Snustad
et al., 2009). Poté je DNA helikasa schopna rozvinout DNA narusenim vodikovych vazeb
u komplementdrné spdrovanych nukleotidl. V replikacnich pocatcich se typicky
vyskytuji A-T pary, které jsou snadnéji rozpojitelné oproti G-C pardm. DNA helikasa se
posouva po vlaknu a rozvolfiuje ho, aby mohl zacit fungovat hlavni enzym replikace -
DNA polymerasa. Po rozvolnéni vldkna muze zacit DNA polymerasa syntetizovat nové
vldkno podle plvodni predlohy (Alberts et al. 1998). V E. coli existuji alespon ¢tytri DNA
polymerasy s rliznymi vlastnostmi a nejvyznamnéjsi je DNA-polymerasa lll, protoZze ma
polymerasovou aktivitu 573", exonukleasovou aktivitu 3'>5" a exonukleasovou
aktivitu 53" (pro jednoretézcovou DNA). U eukaryot je priblizné 13 DNA polymeras,
které se oznacuji feckymi pismeny a, B, Y, 6 apod. V replikaci ma nejvétsi uplatnéni
DNA polymerasa a a 6 (Snustad et al., 2009). V replika¢ni vidlicce jsou dvé DNA
polymerasy, jedna na vedoucim fetézci a jedna na vaznoucim (opozdujicim), (Alberts et
al. 1998). Pokud DNA polymerasa narazi na chybné parovani 3’-konce primeru, chyby
opravi diky exonukleasové aktivité 3'=>5" (pokud je neopravila v pribéhu) a vyjmuté
baze dosyntetizuje ve sméru 5'>3".

Polymerasa neni schopna sama zacit replikaci, a proto je potfeba primasy, ktera

syntetizuje kratky RNA primer (u eukaryot asi 10 nukleotid(l). Na 3-OH konec primeru
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se pripoji DNA polymerasa (6) a nastane faze elongace (Burgers, 1998).
Dvousroubovice DNA ma opacnou chemickou polaritu, takie jedno vldakno se
prodluzuje ve sméru 53" (vedouci) a druhé ve sméru 3'-5" (opozdujici). Syntéza
opozdujiciho vldkna probihd prerusované, takze vznikaji kratké fragmenty, které byly
pojmenovany po objevitelich — Okazakiho fragmenty. U eukaryot maji Okazakiho
fragmenty délku 100-200 nukleotid(i (prokaryota 1000-2000). Ty jsou spojovany
pomoci DNA ligasy, ktera katalyzuje kovalentni vazby a dojde k zaceleni mezer mezi
fragmenty a vzniku celistvého fetézce (Snustad et al., 2009). Na vldkné je DNA
polymerasa pfidriovana pomoci sviraciho proteinu (sliding clamp), ktery ji umozZiuje se
posouvat po vldknu. Dalsi dllezZité proteiny, které jsou soucasti replikacniho aparatu
jsou SSB proteiny (single-strand binding proteins). SSB proteiny chrani jednofetézcovou
DNA pfred znovuspdarovanim (Alberts et al. 1998).

Konec replikace (terminace) nastava, kdyz se replikacni vidlicka setkd s jinou

vidlickou nebo pokud polymerasa dojde na konec molekuly ( Snustad et al., 2009).
Transkripce DNA

Proces transkripce byl poprvé pozorovan pomoci elektronovych mikrofotografii
vroce 1970 (Shabalina a Spiridonov, online). Pfi transkripci vznika z dvouretézcové
DNA jednoretézcovd molekula mRNA (Clancy, 2008). U vyssSich organismi ma
schopnost kddovat proteiny méné nez 3 % genetickych transkriptd (Li a Liu, 2019).

Nejprve dojde k rozvolnéni dvousroubovice pomoci DNA dependetni RNA
polymerasy, kterd se postupné pohybuje podél DNA (Schier a Taatjes, 2020). RNA
polymerasa katalyzuje tvorbu diesterovych vazeb, které spojuji nukleotidy dohromady
a vznikd linearni retézec pre-mRNA (Reines et al., 1996). U eukaryot jsou tfi typy RNA
polymerasy - I, Il a lll (Schier a Taatjes, 2020). Syntéza mRNA je zprostfedkovana diky
RNA polymerase Il, (enzymu o 12 podjednotkach), (Reines et al., 1996) promotoru
a trankripénim faktordm fidici iniciaci - TFIID (trankrip¢ni faktor 1l D) nebo TFIIH
(transkrip¢ni faktor Il H) a fidici elongaci DSIF (DRB sensitivity inducing factor) ad.,
(Schier a Taatjes, 2020). Transkripce se déli do tfech stadii: iniciace, elongace a
terminace s naslednym uvolnénim vzniklé pre-mRNA (Snustad et al., 2009). Pomoci
sigma faktoru rozeznda RNA polymerasa promotor vDNA a po urcitém poctu

vytvorenych ribonukleotidd se uvolni a fetézec se dostava do faze elongace (Snustad et
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al., 2009). Promotor se nachazi pred transkripénim zacatkem a je to napriklad TATA-
box (sekvence TATAAAA), kde se v sekvenci opakuji baze A a T. TATA-box spolu s TATA
box binding proteinem jsou nejucinnéjsim transkripénim mechanismem (Liu et al.,
2013), (Parra-Marin et al., 2020). Dal$im konzervativnim elementem je CAAT-box, CG-
box a oktamerovy box. Kromé transkripcnich faktor( ovliviuji iniciaci také regulacni
sekvence tzv. tlumice a zesilovaCe (Snustad et al., 2009). Enzym se u eukaryot
pohybuje rychlosti pfiblizné 20 nukleotid(i za sekundu a za hodinu muze byt vytvoreno
az 1000 transkriptd (Reines et al., 1996).

Po ukonéeni iniciacni faze nastava faze elongacni. Vznikajici vidkno se postupné
transkribuje podle templatové DNA. Dochdzi k modifikaci 5 -za¢atku pre-mRNA, kam se
pfida 7-methylguanosinovda cepicka, ktera ma 5°-5’-trifosfatovou vazbu a dvé a vice
methylovych skupin. Slouzi pfedevsim jako ochrana vznikajiciho fetézce pred napadeni
nukleasami. RNA polymerasy | a lll reaguji na terminacni signdly, podobné jako tomu je
u prokaryot, takze pokud na né transkripéni komplex narazi, rozpadne se a uvolni pre-
MRNA. V okamZiku, kdy se RNA polymerasa Il dostane 11 az 30 nukleotid( od sekvence
AAUAAA, dojde k rozstépeni pomoci endonukleas. Po odstépeni se na 3'-konec pfida
polymerasou usek poly(A) - az 200 zbytkdi AMP. Tento déj se nazyva polyadenylace.
Koordinaci téchto reakci a diky stimula¢nimu faktoru, ktery vaze sekvenci bohatou na
GU blizko transkripéni jednotky, dochazi ke stabilité nové vzniklé pre-mRNA.
Polyadenylace hraje zasadni roli pfi transportu mRNA z jadra do cytoplazmy (Snustad
et al., 2009). Mediatorové RNA, pre-mRNA (hnRNA) je sestfihavano dvoustupriovymi
reakcemi, které jsou provadény spliceosomy (ribonukleotidovy komplex), (Alberts et

al., 1998).
Translace

Translace se odehrdva v cytoplazmé a je druhou fazi genové exprese, v niz
vznikld mRNA je pfipravend na okamazity preklad na aminokyseliny. Geneticky kdd je
sloZzen ztripletd sousedicich ribonukleotidli (Hoy, 2019). Proteosyntézy se ucastni
ribosomy, tRNA a soubor enzymd, hlavné aminoacyl-tRNA-syntetasa, kterd katalyzuje
pfipojeni jednotlivych AMK ke spravné molekule tRNA a iniciacni, elongaéni a
terminacni faktory (Hoy, 2019). Kazda AMK je urcovédna kodonem, ktery se sklada ze tri

ribonukleotid(. Z 64 triplet(i ribonukleotid( jsou dva triplety povaZovdny za iniciacni,
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tfi za terminacni a 61 tripletd kdduje AMK. Iniciacni kodon ma triplet AUG a kéduje
methionin. Triplet GUG je alternativni inicia¢ni kodon a kéduje valin (Snustad et al.,
2009). Terminacni kodony jsou UAA, UAG a UGA a neni jim pfifazena z4adna
aminokyseliny. Jakmile na né translacni podjednotky narazi, uvolni se nové vytvoreny
protein (Hoy, 2019).

Ribosomy se skladaji ze dvou podjednotek, z vétsi a mensi, a jsou sloZzeny
z rRNA (ribosomdlni RNA) a protein(. Jejich velikost se udava v jednotce Svedberg
(rychlost sedimentace pfi centrifugaci). Vétsi jednotky se u eukaryot pohybuji mezi 80—
60 S a mensi 30-40 S (Snustad et al., 2009). Vétsi jednotka se sklada ze ttfi rRNA o
velikostech 5, 5.8 S, 25 S a dalSich 46 proteini a mensi podjednotka se sklada pouze
z jedné rRNA a 33 protein(i (Hoy, 2019), (Ben-Shem et al., 2011).

Antikodon tRNA se paruje s kodonem mRNA pomoci vodikovych vazeb. tRNA
poznd zacatek translace podle 5°-Cepicky mRNA, navaZe se a zacne hledat iniciacni
kodon. Methionyl-tRNA-syntetasa interaguje s pocate¢nim kodonem AUG z mRNA za
pomoci inicia¢nich proteini (Hoy, 2019). Ribosom ma tfi vazebnd mista pro tRNA a
jedno pro mRNA. V Prvnim kroku se na A vazebné misto navaze aminoacyl-tRNA, ve
druhém kroku vznikne v P-misté peptidicka vazba. Mald podjednotka ribosomu se
posune o 3 ribonukleotidy dal a uvolni tRNA. Z A-mista se pfesune tRNA na P-misto a
z P-mista na E-misto. Poté nastava faze elongace a pomalu roste polypeptidovy retézec
od N-konce (amino konce) do C-konce (karboxylového konce). Transla¢ni podjednotky
narazi na terminacni kodony, stop kodony, a zacne konecna faze proteosyntézy.
Nakonec se do cytoplazmy uvolni nové vytvoreny protein (Alberts et al., 1998). Aby byl
cely proces rychlejsi, nasedd na mRNA nékolik ribosomU soucasné. Jde o tzv.

polyribosomy, které jsou od sebe vzdaleny asi 80 nukleotidd (Alberts et al., 1998).

2.5.2 Nekodujici DNA

PFiblizné 97 % DNA bylo dfive oznaCovano za odpadni DNA neboli ,junk DNA®,
protoZze u nich nebyla zjisténa zadna funkce. Dnes je ale jasné, Ze i kdyz takové
sekvence nekdduji proteiny, maji dllezité biologické funkce, pfedevsSim regulacni
(Wong, online). Radi se sem sekvence, které se prepisuji na funkéni molekuly RNA
(napf. rRNA, tRNA — transferové RNA, snRNA - malé jaderné RNA), dale regula¢ni

oblasti, které fidi expresi genl (napf. promotory, zesilovace a tlumi¢e — enhancery a
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silencery), nebo pocatky replikace a také repetice, které urcuji strukturu na
chromozomalni uUrovni (napf. telomery a centromery) a nakonec transpozony a
pseudogeny (Palazzo et al., 2014).

Podle Gencode v17 (katalog intronovych oblasti lidského genomu) tvofi
priblizné 40 % genomu pravé intronové oblasti (Derrien et al., 2012). Lidské geny
obsahuji introny, které maji primérné pres 11 000 nukleotidl o rlznych délkach
(Jurica a Roybal, 2013). Introny se z primarniho transkriptu vystfihavaji (splicing DNA). |
presto, Ze sestfih je velmi presnym mechanismem, pravé zde dochdzi k nejvétSim
chybam, které zpUsobuji mutace a naslednou nefunkénost proteinu a snizuji integritu
genomu (Snustad et al., 2009).

Funkéni molekuly rRNA, tRNA maiji hlavni roli pfi translaci proteint. Molekula
tRNA ma asi 80 nukleotidl a strukturou pripomina jetelovy list. Trojlistek se dal bali do
konecné struktury ve tvaru pismene L. Nachazi se zde antikodon, coz jsou 3 nukleotidy
komplementarni ke kodonu mRNA a na 3’-konci je pfipojena AMK specifickd pro
urcitou tRNA. Pro nékteré AMK existuje vice tRNA a nékteré tRNA vazou vice kodonu
(Alberts et al.,, 1998). Syntéza rRNA probihd vjadérku a je katalyzovana RNA
polymerasou | (Snustad et al., 2009). Molekula rRNA spolu s proteiny tvofi velké a malé
transla¢ni podjednotky ribosom( (Alberts et al., 1998). Dalsi typ molekuly RNA je
kratka jednovlaknova miRNA (mikro RNA) o velikosti 10-22 nukleotidd. Jejich funkci je
odstépovat malé prekurzorl ve tvaru vldasenek a blokovat expresi mRNA zajisténim
jejich degradace nebo represe jejich translace. Poslednim typem je snRNA, které jsou

strukturni slozkou spliceosom{, které vysStépuji introny (Snustad et al., 2009).

2.5.2.1 Transponovatelné elementy

Transponovatelné elementy (TE) jsou repetitivni sekvence rozptylené po genomu,
které maiji zasadni vliv na strukturu a funkci savcich genom(. Dfive byly oznacovany za
»skakajici“ geny (jumping genes) a radily se do ,junk DNA“ protoZe se nachazi
v intronech (Richardson et al., 2015). Kopie TE jsou pfitomny ve vice kopiich a po celém
genomu. TE tvofi nejméné 46 % lidské DNA a 37 % mysi (Munoz-Lopez a Garcia-Perez,
2010). TE elementy se déli podle toho, jestli se mobilizuji prostifednictvim DNA (DNA
transpozony) nebo RNA (retrotranspozony). Mohou se délit podle schopnosti kddovat

proteiny, které zprostiredkovavaiji jejich viastni mobilitu (autonomni elementy), nebo
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pokud pro svou mobilitu musi spoléhat na proteiny kédované jinymi elementy

(neautonomni elementy), (Beck et al., 2011).
DNA transpozony

DNA transpozony se pfesouvaji z mista na misto mechanismem ,cut and paste”
(vystfihnout a vlozit) nebo replikaci transpozonu. Tvofi 3 % lidského genomu (Callinan
a Batzer, 2006). Nejcastéji vyuzivany enzym transponasa, vystépi konce transpozonu
z plvodniho vldkna. Konce maji na sobé navazané invertni repetice (TIR, terminal
inverted repeats), které obklopuji otevieny Cteci ramec pro kédovani transponasy.
Sekvence se prelozi na mRNA a v cytoplazmé prochdzi translaci, které vede ke vzniku
proteinu transponasy. Prfikladem transpozi¢niho proteinu je eukaryoticky DNA
transpozon Sleeping Beauty. Transponasa se navaze na TIR (3'-OH), vystfihne a
prenese repetitivni sekvenci na nové specifické misto v genomu, které transponasa
rozstépila (Munoz-Lopez a Garcia-Perez, 2010). Po spojeni transpozonu s novou ¢asti
DNA prijde na fadu DNA polymerasa, ktera dosyntetizuje mezery (Serrato-Capuchina a
Matute, 2018). V lidském genomu jsou oznacovany za ,fosilie” - neaktivni molekularni

fetézce (Richardson et al., 2015).
Retrotranspozony

Retrotranspozony prevladaji v savéim genomu a tvori asi 40 % sekvence DNA.
Mobilizujici se prostfednictvim meziproduktu RNA, ktery je reverzné pfepsan enzymem
RNA polymerasou a poté reverzni transkriptasou do cDNA (complementary DNA),
procesem retrotranspozice (Callinan a Batzer, 2006), (Richardson et al., 2015). Tento
mechanismus se oznacuje jako Target Primed Reverse Transcription (TPRT) a jeho
cilem je Sifit retrotranspozony do novych mist vchromozomu (genomu).

Retrotranspozony se déli na zdkladé jejich mobilizace na LTR (long terminal
repeats) a non-LTR retrotranspozony (Callinan a Batzer, 2006) a také podle jejich
velikosti na SINE (short interspesed element) a LINE (long interspesed element)

elementy (Richardson et al., 2015).
LTR elementy

Dlouhé terminadini repetice retrotranspozon( se Casto oznacuji za endogenni

retroviry (ERV - endogenous retroviruses). HERV (human endogenous retroviruses —
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lidské) a jejich neautonomnimi derivaty jsou pfitomny ve vice nez 450 000 kopiich
lidského genomu, coZ tvofi asi 8 % vsech kopii v lidské DNA (Richardson et al., 2015).
LTR ma dva konce o délce 250-600 bp a mezi nimi je dlouha vnitfni doména o velikosti
5-7 kbp (kilobazi), ktera kdduje bilkoviny (Zhang et al., 2014). Transponuji se
mechanismem ,copy and paste”“ (Richardson et al., 2015), ale jelikoz obsahuji
nefunkéni gen pro virovy obal (env), nebo ho vibec nemaji, nemohou opustit
hostitelskou buriku (Loon Ooi a Boeke, 2004). V lidském genomu jsou LTR elementy
povaZzovany za fosilie a nemohou podléhat autonomni retrotranskripci (Richardson et
al., 2015). | presto mohou ovliviiovat genom savcli a to hlavné v rdmci transkripce

nebo sestfihu mRNA (Beck et el., 2011).
Non-LTR elementy

Lidsky genom je plny non-LTR retrotranspozonl (Grandi a An, 2014). Tyto
elementy jsou jediné aktivni autonomni retrotranspozony, které zajistuji intra- a
interindividualni genetickou rozmanitost (Richardson et al., 2015). Non-LTR elementy
se déli na SINE a LINE elementy. Oba typy se mobilizuji mechanismem ,,copy and

paste” pomoci meziproduktu RNA (Grandi a An, 2014).
LINE elementy

Hlavni skupinou, které tvori priblizné 1/6 lidského genomu, jsou LINE-1 elementy
(Beckt et al., 2011), které zabiraji asi 17 % lidského genomu, coz je asi 500 000 kopii L1
(Richardson et al., 2015). LINE jsou dlouhé autonomni retrotranspozony, které kdduji
enzymaticky mechanismus potrebny pro jejich Sifeni (Callinan a Batzer, 2006). L1 jsou
hlavnim  zdrojem reverzni transkriptasy, na které jsou zdavislé dalsi
retrotransponovatelné elementy (Callinan a Batzer, 2006).

Aktivni L1 elementy maji délku pfiblizné 6 kbp (Callinan a Batzer, 2006). L1 jsou
ohraniceny nepreklddanou oblasti (UTR — untranslated region), které chrani L1 na obou
koncich. 3"konec se vyznacuje poly(A)sekvenci nebo 3’'tandemovymi repeticemi a jsou
transkribovany z promotoru v prvnich nukleotidech elementu (v UTR). Aktivni LINE
mnohdy vedou ke vzniku 5°zkracenych kopii, které vznikly inverzi nebo bodovymi
mutacemi (Beck et al., 2011), (Jiang et al., 2014). Jelikoz je vétSina LINE inaktivovana
z dlvodu neucinnosti zpétné transkripce, tak ORF (otevreny Cteci rdmec, open reading

frame) kodujici transpozi¢ni mechanismus je mutacemi vyfazen z cinnosti. LINE se
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skladd ze dvou c¢tecich rdmcd — ORF1 a ORF2 (Jiang et al., 2014). ORF1 kdduje protein
ORF1p (40 kDa), ktery je nezbytny pro retrotranspozici a ma chaperonovou aktivitu.
ORF2 kdéduje protein ORF2p (150 kDa), ktery ma endonukleasovou aktivitu a aktivitu
reverzni transkriptasy (Beck et al., 2011).

L1 elementy jsou pfimo i nepfimo zodpovédné za vétSinu onemocnéni
zplUsobené retrotransponovatelnymi elementy. Nadmérné Sifeni téchto elementl ma
za nasledek onemocnéni, ktera zpUsobuji v genech de novo inzerce a ty poté narusuji

RNA splicing atd. (Callinan a Batzer, 2006).
Pseudogeny

Bunécné mRNA mohou pfilezitostné vyuzivat L1 proteiny k mobilizaci na nova
mista v genomu nebo je vyuZit pro tvorbu zpracovanych pseudogen( (processed
pseudogenes). V lidském genomu existuje asi 8000-15000 zpracovanych kopii
pseudogenu a podstatnd c¢ast z nich pochazi z vysoce exprimovanych gen(l zdrodecné
linie, jako jsou treba housekeepingové geny nebo geny ribosomalnich proteind.
VétsSina zpracovanych pseudogent je ale nefunkéni uz od samého vzniku, protoze jim
chybi funkéni promotor. Mohou slouzit jako molekuldrni hodiny k odhadovani miry
mutaci urcitych druhl nebo mohou slouZit jako zdroj malych interferujicich RNA
(siRNA) s regulacnimi funkcemi (Beck et al., 2011). Podileji se na vzniku interindiviualni
genomové rozmanitosti a mohou si ziskat bunécnou funkci. Pfikladem jsou nezavislé
retrotranspozice zprostfedkované L1 (cyklofilin), které vedou k produkci fuzniho
proteinu (TRIM5/cyklofilin), ktery dokaze omezit mobilitu HIV viru u opic (Richardson
et al.,, 2015).

SINE elementy

SINE elementy jsou kratké a neautonomni retrotranspozony. U lidi jsou
hlavnimi SINE elementy - Alu elementy a SVA (SINE/VNTR/Alu) elementy. U mysi to
jsou B1 a B2 elementy (Richardson et al., 2015). Kromé mysi a lidi se tyto elementy
vyskytuji i u hub, hmyzu, ptakd a rostlin. V genomu se Siti mechanismem TPRT za
pomoci LINE aparatu (Jiang et al., 2014). Typicky SINE element se sklada ze tfi typu
kratkych transkriptdl — tRNA, 5S rRNA nebo 7SL RNA. ORFlp nebo ORF2p maji
schopnost mobilizovat neautonomni retrotranspozony a presunout mRNA na nova

mista v genomu. SINE elementy jsou typicky zakonéeny poly(A)sekvenci, nebo jsou
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obklopeny duplikaty cilového mista (TSD — target site duplications), (Jiang et al., 2014)
a nebo interaguji s L1 endonukleasou (Richardson et al., 2015). Vnitfni doména SINE je
jedineénd a nema kdédovaci schopnosti. Zatim byly popsany pouze 4 takové domény —

CORE (obratlovci), V (ryby), Deu (druhousti), Ceph (hlavonoZci), (Jiang et al., 2014).
SVA elementy

Plvodné se tyto elementy oznacovaly SINE-R a dnes se oznacuji zkratkou podle
hlavnich sloZzek — SINE, VNTR (variable number of tandem repeats), Alu (Jiang et al.,
2014). V lidském genomu jich je ptiblizné 1750-3500 (Callinan a Batzer, 2006). SVA
elementy jsou pfiblizné 1,5 kbp (az 2 kbp — Richardson et al., 2015) dlouhé a skladaji se
z nékolika opakujicich se elementd. Opakujicimi elementy muiZe byt repetice
(CCCTCT)n, anti-sense Alu a jiné variabilni pocty tandemovych repetic, které jsou na
5’koncich. SVA elementy maji na svych 3" koncich sekvence bohaté na adenosin a ty
jsou obklopeny kratkymi repeticemi (Jiang et al., 2014), (Callinan a Batzer, 2006). SVA
elementy jsou transkribovdny RNA polymerasou Il (Richardson et al., 2015). Vnirni
doména se sklada ze sekvenci podobné Alu, jde o VNTR oblasti a SINE oblasti o délce
asi 490 bp. Berou se za neautonomni retrotranspozony, a proto pro svou mobilizaci
potfebuji proteiny kédujici L1 (trans), (Jiang et al., 2014). Neddvné studie také
prokazaly, ze SVA elementy mizZou ménit expresi sousednich genl (Richardson et al.,

2015).
Alu elementy

Alu elementy tvofi asi 11 % sav¢ich genomd a jsou pfitomny ve vice nez 1
milionu kopii (Richardson et al., 2015). Aktivni Alu elementy maji asi 250 bp (Beck et
al., 2011), (300 bp — Richardson et al., 2015). Jsou tvofeny 2 monomernimi 7SL RNA
Casticemi, které jsou odvozené od cdstic prijimajici signdly (SRP — signal recognition
particle). Studie prokazaly, Ze pro Ucinnost retrotranskripce je nezbytna interakce Alu
element( s protein rozpozndavajicim signdlem SRP9 a SRP14 (Richardson et al., 2015).
Alu element je tvofen dimerni strukturou a pravy a levy monomer jsou od sebe
oddéleny sekvenci bohatou na adenosin. Levy monomer obsahuje interni promotor
RNA polymerasu lll, ktery ma sekvence v A a B boxu. Pravy monomer je zakoncen

poly(A)sekvenci (Beck et al., 2011). Alu elementy vykazuji vysokou miru polymorfismu.
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V lidské linii se odhaduje 7000—9000 Alu inzerci, je tedy naprosto predvidatelné, ze

zpUsobuji mnoha lidska onemocnéni (Callinan a Batzer, 2006).
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Autonomous retrotran sposons

LTR retrotransposons EOETEC el U EETED ¢ oneinown

HERV-K

ORF1 ORF2 3'UTR
Non-LTR retrotransposons E3 1l CC RRM CTD m ﬂ n ~21% Yes
LINE-1 Ao

Nonautonomaous retrotransposons

A B ™
B
ol &l 1o
SINEs Alu (e.g., Ya5 and Yb8 subfamilies) Aa
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Obr. 7 Tridy transponovatelnych elementii v lidském genomu (prevzato; Beck et al.,
2011)

Pozn.: HGR — humangenome reference semence = referencni sekvence lidského genomu
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3. PoSkozeni DNA

Poskozeni DNA vyustuje ke vzniku epimutaci a mutaci, pfi nichz dochazi ke
zménam v sekvencich DNA. Zmény jsou zpUsobené zdménami normalnich pard bazi
nebo jejich odstranénim &i pfidanim (Bernstein et al., 2013).

Podle plvodu mlGzZeme délit poskozeni do dvou hlavnich skupin, na endogenni a
exogenni (Chatterjee a Walker, 2017). Podstatna vétSina endogennich poskozeni DNA
vznikd z meziproduktd pti redukci kysliku, které napadaji baze a deoxyribosyl v DNA.
Kyslikaté radikaly se spojuji s bazemi za vzniku DNA addukt(. Pokus o replikaci DNA
adduktl vede k mutaci nebo apoptose (Marnett, 2000). Kromé oxidacniho poskozeni je
DNA destruovdno spontanni nebo indukovanou deaminaci (Chatterjee a Walker,
2017). Mezi typy endogenniho posSkozeni patfi mimo jiné addukty nékterych
intermediatli, napfr. propanolu, malondialdehydu nebo estrogenu, alkylované baze a
addukty vytvorené aktivnimi karbonylovymi formami (Bernstein et al., 2013).

K exogennimu poskozeni DNA dochazi puUsobenim fyzikalnich, chemickych,
environmentalnich ¢i biologickych Cinitel(. Mezi né patfi UV zareni (ultrafialové zareni),
ionizujici zareni, alkylac¢ni ¢inidla nebo sitovaci ¢inidla (Chatterjee a Walker, 2017).
V pfirodé se za nejvice rozsifené Cinidlo povazuje UV zareni. Zbytky zareni vyvolavaji az
100 000 lézi na exponovanou bunku za hodinu (Jackson a Bartek, 2009). Mezi
agresivné pulsobici latky na DNA se dale radi polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)
a aromatické aminy (Chatterjee a Walker, 2017). | presto, Ze v burfice minimalizuji
chyby opravné drahy, tak i pfi jejich ¢innosti dochazi k tvorbé mnohych mutaci, zlom(

a fatalnich chyb, které DNA nenavratné poskozuji (Bernstein et al., 2013).

3.1 Deaminace bazi

Deaminace bazi je hlavnim zdrojem spontdnnich mutaci v lidskych burikach.
Cytosin, adenin, guanin i 5-methylcytosin (5-mC) ztraceji svij exocyklicky amin a méni
se vuracil, hypoxanthin, xanthin a thymin (Chatterjee a Walker, 2017). Rychlost
deaminace bazi zavisi predevsim na teploté, pH ale také na sloZeni pufru (Lindahl a
Nyberg, 2002).

Pfi vysokych teplotach dochdzi vroztoku DNA k pomalé akumulaci zmén
v kovalentni strukture. Primarné jsou zasaZeny citliva mista, N-glykosidické vazby
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(Lindahl a Nyberg, 2002), deaminace aminové skupiny N8 vede k hydrolyze (Labet et
al., 2008). Zjednovlaknové i dvouvldknové DNA se uvolni puriny a pyrimidiny.
Deoxyribosa jiz neni ,uzamcéena” ve formé furanosy a mize byt pfitomna i jako volna
reaktivni aldehydova forma, a to je podnétem pro vznik riznych typl sekundarnich
|ézi, pFicnych vazeb a zlomU v fetézci DNA (Lindahl a Nyberg, 2002).

Nejvice termolabilni bazi je cytosin kvlli své zvySené citlivosti na hydrolyzu
v kyselém, bazickém i neutralnim roztoku. Proto je mnohem vice spojovan se vznikem
mutaci neZ guanosin a adenosin, u kterych je deaminace pfi stejnych podminkach
nedetekovatelnd (Lindahl a Nyberg, 2002). ZvySena citlivost cytosinu na teplotu (a pH)
je divodem, pro¢ velmi ochotné podléhd deaminacnim reakcim (Lewis et al., 2016).
Dalsi udaje potvrdily, Ze rychlost deamince cytosinu zavisi na struktufe DNA (v ssDNA
probihd deaminace cytosinu asi 140x rychleji nez v dsDNA) a na stupni protonizace
cytosinu (Frederico et al., 1990). Cytosin se nativné pdruje s guaninem (C-G) a nasledné
se par bazi méni na uracil a adenin (U-A). V dalSim kole replikace dojde ke vzniku paru
C-G a poté k T-A mutaci. Promutagenni par G-U je pfi¢inou prechodu paru G-C na
mutagenni T-A, pokud nedojde k opravé, pred nasledujici replikaci (Yonekura et al.,
2009).

Enzymy, které modifikuji DNA (napf. DNA methyltransferasy), se zaméruji na
cytosinové pozice C4 a C6 pro jejich nachylnost k nukleofilni substituci. Pozice C5 je
pristupna pro alkylaci ¢i oxidaci. V dvouSroubovici DNA pozice C5 a C6 lezZi v hlavnim
zlabku a neni zatizena Watson-Crickovymi interakcemi. Pozice C6 ma elektrofilni
charakter, ktery zni déla klicovy cil modifikujicich enzym( (Nabel et al., 2012).
Deaminace cytosinu se rfadi do ,heat mutagenesis”, z ¢ehoZ vyplyva, Ze u této reakce je
dllezité, pfi jaké teploté probihd. Podle Lewis et al. (2016) pfi vyssich teplotach vznika
mnohem vyssi procento mutaci. Je tedy otazkou, jak hodné ovlivni zvysujici se teplota
Zemé, vramci globalniho oteplovani, tvorbu mutaci zpQsobujici vaina lidska
onemocnéni (Lewis et al., 2016).

Methylace zbytk( cytosinu v poloze 5 je nejznaméjsi modifikaci baze v DNA vsech
obratlovcu (Ehrlich et al., 1990). Zbytky 5-methylcytosinu (5-mC) jsou deaminovany na
thymin a ten nelze pomoci reparacnich systémul opravit nebo vyjmout, a proto jsou
velkymi adepty na spontanni mutace. 5-mC zbytky jsou ¢asto oznadovany za tzv.

hotspots neboli ,horkd mista“ (Sponer et al., 2004). Domnénka o hotspots pro tvorbu
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mutaci byla prokazana v genu lacl u Escherichia coli (Duncan a Miller, 1980) a nasledné
také u lidskych zarodecnych a somatickych bunék (Shen et al., 1994). Vétsina 5-mC bazi
se nachazi pravé v dinukleotidové sekvenci CpG (Pfeifer et al., 2006). Methylované CpG
sekvence jsou také oznacCovany za preferované cile pro spontanni bodové mutace
(Sponer et al., 2004). Jde napfiklad o mutaci v genu pro faktor IX u hemofilie. Pfiblizné
3-4 % vSech cytosind vsavéi DNA se po replikaci DNA pfeméni na 5-mC pomoci
enzymu DNA methyltransferasy (Pfeifer et al., 2006).

Substituce thyminu uracilem je hlavnim zdrojem pro endogenni abasickd mista,
kterda mohou iniciovat cytotoxicitu uracilu v DNA (Yonekura et al., 2009). Adenin se
deaminuje na hypoxanthin za 10 tydn( pfi pokojové teploté. KdeZto cytosin by se za
pokojové teploty nedeaminoval ani po 3 letech. V ¢lanku dle Wanga a Hu (2016) bylo
prokdzano, Ze volna baze adeninu deaminuje 20-40krat rychleji nez cytosin (Wang a

Hu, 2016).
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Obr. 8 Deaminace bazi (prevzato, upraveno; Chatterjee a Walker, 2017)
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3.2 Addukty

Addukty jsou tvoreny plisobenim chemickych latek, které se kovalentné navazou
na DNA molekulu. Vznikaji hlavné nukleofilni nebo radikdlovou substituci. Jde o
modifikované bdaze, které maji za dlsledek bodové mutace, chybné parovani bazi a
nasledné vneseni mutace do genomu. DNA addukty jsou c¢astymi indikatory
karcinogeneze. Hlavni mista ataku jsou v guaninu polohy 7, 0% a N2, v adeninu 1, 3, N® a
7, vthyminu 3 a v cytosinu 3 a N%. Pisobenim cytotoxickych latek dochazi k otevieni a
zpétnému uzavieni pyrimidinovych a imidazolovych kruhl a ke Stépeni nachylné
glykosidické vazby atd. (Linhart a Novak, 2002). Existuje pres 500 typ( addukt(
(Hemminki, 1993), znichZ byl jako prvni pozorovan 7-methylguanin, ktery je
produktem dimethylnitrosaminu (Guliaev a Singer, 2004).

Protinadorova léciva predstavuji velkou skupinu latek, které vétSinou nevratné
poskozuji DNA. Alkylacni latky, napf. cyklofosfamid, pfidavaji k vazebnym proteinim
alkylovou skupinu, aby nedoslo ke spojeni vlaken pfi tvorbé dvojité Sroubovice DNA.
Cisplatina a dalsi latky na bazi platiny vytvareji intra- a intermolekuldrni pticné vazby v
DNA a v proteinech, a tim je omezena moznost opravy DNA. Etoposid tvofi ternarni
komplex s enzymem topoisomerasou Il a stépenou DNA. Tim padem nemUze dojit ke
zpétnému spojeni vldken a to vede ke generovani trvalych zlom(, nejcastéji DSB
(dvouvlaknovy zlom, double strand break), (Baldwin a Osheroff, 2005).

Nejvyznaméjsi addukt zplsobeny oxidaénim poskozenim je 8-hydroxyl-2-
deoxyguanosin, jeho koncentrace se vyuziva pro stanoveni oxida¢niho stresu (Marnett,
2000). Dalsi latky zpusobujici DNA addukty jsou polycyklické aromatické uhlovodiky,
kde je nevyznamnéjsim zastupcem benzo[a]pyren. Pfikladem metabolitu plsobeni této
latky je trans-7,8-dihydrobenzo[a]pyren-7,8,-diol-oxid, ktery zplsobuje mimo jiné
rakovinu kGZe (Linhart a Novak, 2002). Nejvyznaméjsi biologickou latkou jsou
aflatoxiny, toxiny pfirozené se vyskytujici v Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus.
Aflatoxin B1 je nejucinnéjsim karcinogenem jater. Pasivni difuzi se dostane do bunék a
poté je metabolizovan komplexem P-450 na aktivni formu — aflatoxin B1-8,9-epoxid.
Ten se navaZze na N7 guanin a vznikd kladné nabity produkt, ktery oslabuje

glykosidickou vazbu (Chatterjee a Walker, 2017).
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3.3 Oxidacni poskozeni DNA

Typickymi vedlejSimi produkty dychaciho fetézce v aerobnich organismech jsou
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species, ROS), (Chatterjee a Walker, 2017).
Mohou vznikat pfi katabolickych oxidazach, anabolickych procesech a peroxisomalnim
metabolismu. ROS se uvoliuji z fagocytujicich bunék prostfednictvim oxidaéniho
vzplanuti (Cooke et al., 2003). Pokud jsou zastoupeny v nizkych hladinach, plni
dllezitou bunécnou funkci, jakozto bunécéni poslové v signdlnich reakcich a ovliviuji
obrané reakce pfi napadeni patogeny. Jsou-li ROS v nadbytku, mohou zpUsobovat az
100 rdznych oxidacnich lézi a 2-deoxyribosové modifikace. Proto je nadbytek ROS
spojovan s rozvojem mnohych onemocnéni, jako je rakovina, Alzheimerova choroba di
cukrovka nebo srdecni selhani (Chatterjee a Walker, 2017). KdyZ je organismus zdravi,
Skodlivé dasledky ROS jsou v bunce regulovany omezenim mitochondridlniho dychani,
které samo o sobé vytvari reaktivni formy kysliku (Chatterjee a Walker, 2017), (Cadet a

Davies, 2017).
ROS léze

Za nejvice vyznamnou lézi se povazuje 8-hydroxy-2-deoxyguanosin (8-oxo-2-
deoxyguanosin; 8-oxodeoxyguanosin; 8-oxo-dG), (Cooke et al., 2003). Mezi dalsi
mutagenni léze se fadi 8-oxoadenin, thymin-glykol, 5-hydroxyuracil a uracil-glykol
(Marnett, 2000). ROS jsou divodem vzniku rlznych modifikaci bazi, kfizovych vazeb

nebo vzniku abasickych mist ¢i zlomU v fetézci DNA (Wu a Anderson, 1997).

© Mg
HO o N /_<NH _OHe | HO o N—  \m

HO HO

2-deoxyguanosin 8-hydroxy- 2-deoxyguanosin

Obr. 9 Vznik 8-hydroxy-2-deoxyguanosinu z 2-deoxyguanosinu po ptisobeni ROS,
(upraveno, online)
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8-0x0-dG je biomarker oxidaéniho poskozeni DNA a vznikd reakci s ROS. Za
fyziologického stavu je opraven nebo odstranén vétSinou mechanismem opravy DNA
(bdzové excisni opravy). Potenciondlni spdrovani s deoxyadeninem vede
k transverznim mutacim G-T, které tvori jednonukleotidové polymorfismy (SNP) a jsou
hojné zastoupeny v mutovanych onkogenech a nadorovych supresorovych genech
(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, online), (Marnett, 2000).

Vyznamné oxidacni radikdly jsou superoxid (Oze-), peroxid vodiku (H20,),
hydroxylovy radikal (OHe), oxid dusnaty (NO) a peroxynitril (ONOQO"), (Bertram a Hass,
2008). Extrémné reaktivnim ROS radikalem je radikal hydroxylovy, ktery vznikd jako
vedlejsi produkt Fentonovy reakce (Chatterjee a Walker, 2017). Superoxidovy radikal
vznika jednoelektronovou redukci molekulového kysliku (Cadenas a Davies, 2000). Oxid
dusnaty inhibuje nékolik enzymu, které opravuji DNA, vcetné glykosylasy, kterd

odstranuje 8-oxo-dG (Marnett, 2000).

rve

Exogenni pfi€iny ROS lézi

ROS mohou byt generovdany ultrafialovym nebo ionizujicim zafenim (Cooke et
al., 2003). PlGsobenim ionizujiciho zareni vznikaji pomérné specifické zlomy. Misto
3’-OH konce maiji 3’-fosfoglykoldtové nebo 3’-fosfatové konce (Chatterjee a Walker,
2017). Také mohou byt generovany farmakologicky, pfikladem jsou antracykliny. ROS
interaguji kromé DNA s mnoha dalSimi bunéénymi slozkami - lipidy, proteiny ad.
ZpuUsobuji poskozeni jaderné a mitochondridlni DNA, peroxidace lipidd a oxidacni
poskozeni proteind. Dale jsou ROS také spojovany s predCasnym starnutim a

apoptosou (Bertram a Hass, 2008).

3.4 Zlomy retézce

K jednovlaknovym zlomim (SSB, single strand break) muZe dochdzet v burice
pfimo, rozpadem poskozeného cukru, nebo nepfimo, prostfednictvim enzymatického
Stépeni fosfodiesterového fetézce, nebo po iniciaci excisni opravy bazi. Prfimé SSB
vznikaji prevainé po utoku volnych radikal( (primarné ROS). Nepfimé jednovldknové
zlomy mohou vznikat béhem abortivni Cinnosti topoisomerasy | (Caldecott, 2004).
Jednou z hlavnich pfticin tvorby zlomU je bezpochyby ionizacni zareni (Eastman a Barry,
2009). Kazdy den dochazi k tvorbé aZ tisicim spontannich jednovldaknovych zlomd.
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Konce SSB maji zablokované, protoze postradaji obvyklé 5'-fosfatové a 3'-hydroxylové
skupiny, které jsou nezbytné pro polymerazovou aktivitu fetézce (Horton et al., 2008).
Vétsina zloma vznikd kvlli metabolické Gcasti buriky, nikoliv jako primy dlsledek
plUsobeni léku. Zpocatku se |éze berou za opravitelné, protozZe protilehlé vldakno drzi
oba konce blizko sebe, a lze je rychle opravit. Je mozné je spojit pfimo, pokud jde o
jednoduché diskontinuity ve fosfodiesterové patefi DNA, kde je 5’-fosfat a 3"-hydroxyl
(Eastman a Barry, 2009). Nékteré zlomy mlzou obsahovat 3’'-fosfat, ktery je nutné
pred replikaci defosforylovat. Casto se stdva, e konce maji réizné struktury, které
poskozuji deoxyribosu, nebo se kovalentné vazou k proteinu. Tato poskozeni koncu
vyzaduji Upravy nebo odstranéni pred nastupem polymeras nebo ligas k dokonceni
oprav v DNA (Eastman a Barry, 2009), (Freifelder a Trumbo, 1969). Cetnost zlom0 lze
snizit pomoci antioxidant(li, superoxiddismutasy nebo glutathionu (Eastman a Barry,
2009).

Ke vzniku SSB muZe dojit nékolika zplsoby, napfiklad ozafovanim, alkyla¢nimi
Cinidly, pasobenim ROS, enzymy apod. (Freifelder a Trumbo, 1969). Existuje jen velmi
malo latek, které primo vytvofi zlomy v DNA. Jedna se predevsim o protinddorové léky,
napriklad bleomycin. Ten se spolu s Zelezem a kyslikem vaze na DNA a tvofti radikaly,
které nasledné ,lamou” DNA (Eastman a Barry, 2009). Protinddorové léky na bazi
cisplatiny se kovalentné vazi na DNA a tvofi DNA addukty. Reaguji predevsim
s nukleofilnimi misty N7 purinovych bazi.

Dasledkem aktivity reparacnich procesl, které odstranuji DNA léze, dochazi
k nepfimé tvorbé DSBs (dvouvlaknovych zlomui), (Rocha et al., 2018). KdyZ se
v molekule DNA nahromadi velky pocet zlomu, které jsou v urcité vzdalenosti, vznikne
DSB (Freifelder a Trumbo, 1969). Ke vzniku dvouvlaknového zlomu muze dojit po
setkani replikacniho aparatu s jednovlaknovym zlomem nebo jinou lézi (Jackson a
Bartek, 2009), (Caldecott, 2004). Zlomy se nemusi vyskytovat presné naproti sobé, aby
doslo ke vzniku DSB, ale musi byt v tésné blizkosti (Freifelder a Trumbo, 1969). DSB se
Casto oznacuji za letdIni ,,smrtelné”, protoze je velmi nepravdépodobné, Ze by se oba
spravné konce spojily. Vyznamnou pfi¢inou tvorby DSB jsou restrikéni endonukleasy.
Pravé restrikéni endonukleasy stépi fosfodiesterovou vazbu v obou retézcich DNA za
vzniku 5’-fosfatu (DNasa I), ale ostatni endonukleasy (DNasa Il) mizZou Stépit vazbu za

vzniku 3’-fosfatu (Eastman a Barry, 2009). Dalsi pricinou, kterd zplsobuje DNA zlomy je
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enzym topoisomerasa | a Il (TOP I, TOP Il). Vyvolavaji pfechodné zlomy ve Sroubovici
DNA. TOP | katalyzuje Stépeni a opétovné uzavieni v jednom vlaknu DNA, kdeZzto TOP Il
Stépi a uzavira obé vlakna. TOP | vytvafi pfechodnou kovalentni vazbu pres tyrosinovy
zbytek s 3"-fosfat zbytkem za vzniku SSB. TOP Il tvofi s 5'-fosfatem pfechodnou vazbu a
vznikd DSB (Eastman a Barry, 2009). Ovlivnéni topoisomerasy chemoterapeutickym
lékem, napftiklad etoposidem, zabrafuje enzymu znovu navdazat prerusené fetézce
DNA (Baldwin a Osheroff, 2005).

Kromé tvorby zlom{ dochazi k rekombinacim, které ovliviuji Zivotnost buriky, a
mUze dojit k uplné vyméné na jinou molekulu DNA. Tomuto procesu se fika vyména
sesterskych chromatid nebo chromozomalni translokace. Ty vedou k chybné expresi
rekombinovanych gen(, které mohou aktivovat protoonkogeny (Eastman a Barry,

2009).

3.5 Fotoprodukty

Ultrafialové zafeni (UV zareni) vyvolava intra- a intermolekularni (fetézcové)
pficné vazby v DNA (Yadav et al.,, 2019). Tvorba pyrimidinovych dimer( je
pravdépodobnéji nejcastéjsim poskozenim DNA zplsobené exogenné (Husain et al.,
1988). Kromé vysSe uvedenych poskozeni zplUsobuje UV zafeni cyklobutan pyrimidinové
dimery (CPD) a 6-4 fotoprodukty (6-4 PP), (Yadav et al., 2019). JelikoZ jde o tvorbu
dimerQ pyrimidinovych, mlzZe vzniknout také thymin-cytosinovy dimer (Sinha et al.,
2002). Oba typy lézi, CPD i 6-4 PP, narusuji strukturu DNA a tvofi ohyby a zlomy a ty
brani bunce v transkripci a replikaci. CPDs a 6-4 PPs vyvolavaji ohyb 7-9° az 44°,
Nejvice ohrozenym uUsekem po UV zafeni je mutovany onkogen p53 (Chatterjee a
Walker, 2017), (Sabapathy et al., 2019). Relativni ¢etnost dvou hlavnich fotoprodukt(
zavisi na vinové délce a davce svétla. Vznikaji také minoritni fotoprodukty, napfiklad
glykol thymin, addukty dipurinu nebo hydrat pyrimidinu ad. (Chatterjee a Walker,
2017).

Poskozeni DNA mUzZe byt vyvolano tfremi typy UV zareni, které se déli podle
rozsahu vinovych délek. UV-B zafeni ma rozsah 280-315nm a je zdrojem vétSiny
poskozeni zpUsobené UV. UV-A zareni kvali svym vinovym délkdm (315-400 nm)

indukuje DNA poskozeni nejméné, protoZe k absorpci zareni nativni DNA témér
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nedochdzi. UV-C zafeni ma na DNA nejvétsi vliv diky rozsahu vinovych délek pod
280 nm. Ale diky tomu, Ze je z velké Casti odfiltrovano ozénovou vrstvou, predstavuje
pro DNA mensi hrozbu nez UV-B. Pokud by tomu tak nebylo, UV-C zafeni by se stalo
hlavni pfi¢inou poskozeni DNA. Dnes se UV-C zafeni dostdvda mnohem vice pozornosti
v souvislosti s postupnym Ubytkem ozénové vrstvy, kterd propousti vétsi mnozstvi

Skodlivého zareni nez drive (Sinha et al., 2002).
Cyklobutan pyrimidinové dimery

Cyklobutan pyrimidinovy dimer vznikd spojenim dvou pyrimidini pomoci
kovalentni vazby za vzniku cyklobutanového kruhu (Chatterjee a Walker, 2017). CPD se
tvofi v jednofetézcové DNA a na ohebnych koncich poly (dA)-(dT) fetézcich. CPD
inhibuji vyvoj DNA polymeras. TATA box binding protein (TBP), transkrip¢ni faktor,
indukuje tvorbu CPD na okrajich DNA, ktera neni ohnutd (Sinha et al., 2002).

6-4 fotoprodukty

6-4 PP ma cyklobutanovy kruh a ke spojeni dvou pyrimidin( dochazi pomoci
kovalentni vazby z pozice C6 jednoho pyrimidinu s druhym pyrimidinem v pozici C4
(Chatterjee a Walker, 2017). Fotoizomeraci 6-4 PP vznikaji Dewarovy fotoprodukty,
které blokuji pohyb DNA polymeras. TATA-box binding protein indukuje tvorbu 6-4 PP
v misté, kde je DNA ohnuta (Sinha et al., 2002).
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Obr. 10 Struktury lézi zplisobené UV zdarenim, upraveno (dbaitalia,online)
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4. BUNECNE DUSLEDKY POSKOZENi DNA

4.1 Mutace genové a chromozomové

Mutace jsou hlavnim zdrojem dédi¢né variability. Jejich vznik ale nemusi
znamenat funkéni zmény ve fenotypu. Diky mutacim se organismy dokdZou adaptovat
na ménici se Zivotni prostredi. Pro ¢lovéka jsou mutace Zivotné dulezitym procesem,
ktery je nezbytny pro evoluci. Mutace se déli podle nékolika kritérii. Podle vzniku se
déli na spontanni a indukované mutace. Podle Urovné ovlivnéni genetické informace se
déli na genomové, chromozomové a genové. Mutace, které se vyskytuji ve vyvojovém
stddiu u zdrodecné linie, se nazyvaji gametické a vSechny mutace nezdrodeénych linii
jsou somatické (Snustad et al., 2009). Genomové mutace se tykaji celého genomu,
celych chromozomd. Jde o numerické aberace chromozomi — polyploidie, aneuploidie
¢i trizomie (Snustad et al., 2009).

Chromozomové mutace se odehravaji uvnitf chromozomu, kde dochazi ke
zménam struktury jednotlivych chromozom( (Grade et al.,, 2015). Typickymi
strukturnimi zménami jsou inverze a translokace. V ramci inverze dojde ke dvéma
zlomdm na chromozomu, ze kterého se vystépi urcity usek. Vznikly odstépeny usek se
prevrati o 180° a poté se znovu vrati do puvodniho chromozomu. Existuji dva typy
inverzi — paracentricky (inverze je mimo centromeru) a pericentricky (inverze zahrnuje
centromeru). Translokace je déj, pfi kterém dojde k pfemisténi nebo vyméné
chromozomového segmentu mezi rlznymi chromozomy. Dokonald vyména
translokovanych segmentli na nehomolognich chromozomech se oznacuje jako
translokace reciprokd. Chromozomovou abnormalitou je Robertsonova translokace,
kde dojde kfuzi dvou akrocentrickych chromozomi a vznikne metacentricky

chromozom. Oba chromozomy ztraceji sva kratka raménka (Snustad et al., 2009).

Inverze
reciproka translokace

Robetsonska translokace

I o
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Obr. 11 Vznik chromozomovych mutaci (pfevzato, upraveno; yourgenome.org,
online)

~|» ztraceny segment
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Genové mutace

Nejmensi patologické zmény, které zahrnuji zménu i jediného nukleotidu
v sekvenci DNA jsou genové mutace (Jankovic et al.,, 2021). Podle mechanismu a
molekuldrni podstaty se genové mutace déli na inzerce, delece a substituce. U inzerce
je jeden nebo vice par( bazi pfiddano a u delece naopak odebrano. Zaménou
purinového nukleotidu za jiny purinovy nukleotid nebo pyrimidinovy nukleotid za jiny
pyrimidinovy dochazi ktranzici. Zdména purinovych nukleotidl s pyrimidinovymi a
naopak se nazyva transverze (Snustad et al., 2009). Mutace zpUsobené delecemi a
inzercemi méni Cteci ramec, at uz jde o ztratu nebo pridani jednoho ¢i vice nukleotida.
Takové mutace se nazyvaji posunové mutace (frameshift mutation). Dojde k posunu
Cteciho ramce tripletd vgenu a nasledné syntéze jiného polypeptidu nebo
k pred¢asnému ukonceni proteosyntézy (Snustad et al., 2009).

V proteinu se genové mutaci projevi zménou na jinou aminokyselinu, tzv.
missense mutace (ménici smysl), nebo zménou v terminacéni kodon, nonsense mutace
(nesmyslnd). Mutace ménici smysl ovlivni protein nékolika zplsoby. MlZe dojit ke
zméné chemickych vlastnosti, ale hlavné zalezi na tom, jestli ke zméné dojde v oblasti
s funkénim vyznamem. NesmysIina mutace zpUsobuji pfedcasné zkraceni proteinu, coz
ma za nasledek vznik nefunkéniho proteinu. Nebo se vytvofi nova sekvence, ktera
plsobi jako tichd mutace (silent mutace), protoZze neméni funkci proteinu ani vznik
vychozi AMK. M(ze dojit ke vzniku jiné aminokyseliny, nicméné zastupuje stejnou
funkci v proteinu jako plvodni AMK. Tichd mutace mlze zménit napriklad regulacni
vlastnosti genu, jako je sestfih RNA, transkripci a tim zménit expresi genu (Jankovic et
al., 2021).

Genové mutace jsou pri¢inou mnoha zavaznych onemocnéni, jako je srpkovitd
anémie, hemofilie, Alzheimerova choroba, Tay-Sachsova choroba a mnoho dalsich

(Snustad et al., 2009).

4.2 Kontrolni body bunécného cyklu a opravné procesy

Bunécny cyklus je soubor urcitych fazi, ve kterém dochazi k duplikaci bunéénych
slozek a ty jsou poté rozdélovany do dcefinych bunék (Barnum et al., 2014).

V eukaryotické burice se bunélny cyklus odehrava v poradi fazi: Gi>S->G,>M.
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Nejdulezitéjsim bodem pro kontrolu cyklu je mezi fazemi Gi(gap) a S (faze syntézy).
Mezi jednotlivymi fdze cyklu dochazi ke kontrole genetického materidlu pomoci
kontrolnich bod(, oznacované jako checkpoints (Snustad et al., 2009). Kontrolni body
jsou schopny zastavit bunécny cyklus, dokud se neopravi poskozend DNA, nebo pokud
neni syntéza dokoncena. Tyto body jsou regulovany cykliny a cyklin-dependentnimi
kinasami (CDK). Cykliny spolu s CDK tvofi komplex, ktery aktivuje nebo deaktivuje
bunécény cyklus (Snustad et al., 2009). Samotna aktivita cyklin/CDK komplexu je

regulovana syntézou a degradaci cyklin(i v burice (Gomez a Hergovich, 2016).

checkpoints

Obr. 12 Regulace bunééného cyklu savcii pomoci cyklin/CDK komplext (pfevzato,
Gomez a Hergovich, 2016; online)

Bunécéna odpovéd na vétSinu typl poskozeni DNA zahrnuje signalizacni
transdukéni drahu — DDC (DNA damage checkpoint), (Waterman et al., 2020), (Kastan a
Bartek, 2004). Signalizace poskozeni DNA je u savcu iniciovana fosfoinositid-3-kinasami
— ATM (ataxia telangiectasia mutated) a ATR (ATM and rad3-related), (Waterman et
al., 2020). ATR i ATM patti mezi DDR (DNA damage response) proteiny, které slouzi
k detekci a opravé DNA (Giglia-Mari et al., 2011). ATM reaguje na DSB a je ptfitomna ve
viech fazich bunécného cyklu (Barnum et al., 2014). Kontrolni body DNA maji velky

vyznam zejména u nadorovych onemocnéni, ktera vznikaji hlavné v S-fazi. Nadorovy
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supresor p53 je nejzndméjsich kontrolnim bodem, ktery podléha mutacim (Nyberg et

al., 2002).
Opravné procesy

Pro zachovani stability genomu existuji opravné procesy, které odstranuji a
opravuji poskozenou DNA. U clovéka existuje nejméné 5 mechanismi (DNA damage
response), které odpovidaji na poSkozeni DNA (Jackson a Bartek, 2009).

Pfimda oprava DNA se u clovéka nevyuZiva tolik jako ostatni mechanismy DDR.
Plsobenim alkyltransferasy lze opravit lézy O®-alkylguanin, kterd je zpuUsobena
alkyla¢nimi latkami (O-alkylové poskozeni), (Pegg a Byers, 1992). Dioxygenasy maiji
schopnost opravit N-alkylované poskozeni. Schopnost fotolyasy opravit pyrimidinové
dimery vyvolané UV zarenim se také radi do pfimé opravy DNA (Yi a He, 2013)

DNA mismatch repair je zodpovédny za odstrafiovani chybnych deleci, inzerci,
které jsou primarné tvoreny DNA polymerasami. Ddle za odstrafiovani spontannich
deaminaci, oxidaci a methylaci béhem replikace DNA a také odstranuje chemicky
indukované neshody. Hlavnim cilem jsou neshody bazi G-T, G-G, A-C a C-C (Christmann
et al, 2003). Dédicnost defektnich genl vede knadorovym predispozi¢nim
syndromUm, napf. Lynchlv syndrom. Chyby v mismatch repair maji za nasledek
zvySenou miru mutaci, které zvysuji pravdépodobnost mutace protoonkogenu nebo
tumor supresorového genu, které vedou ke vzniku rakoviny (Graham et al., 2018).

Bazova excizni oprava (BER — base excision repair) opravuje poskozeni
zpUsobené deaminaci, oxidaci a alkylaci. BER je zahajena enzymem DNA glykosylasou,
kterad rozpozna poskozenou bazi, odstrani ji a zlistane po ni abasické misto (to je dale
opraveno jinymi proteiny BER), (Krokan a Bjoras, 2013). Timto mechanismem lze
odstranit napfiklad N-alkylované puriny nebo i 8-oxo-dG (Christmann et al., 2003).

Nukleotidova excizni oprava (NER — nucleotide excision repair) je hlavnim
mechanismem, kterym se savci zbavuji objemnych lézi DNA zplsobenych UV zarenim a
nékterymi protinadorovymi léky a alkylacnimi latkami (Scharer, 2013).

K opravé DNA zlomU slouZi dva mechanismy — homologni rekombinace a
nehomologni spojovani koncl. Nehomologni spojovani koncl je primarni oprava pro

DSB v prabéhu bunécného cyklu (Chang et al.,, 2017). Homologni rekombinace
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zahrnuje nékolik cest, které funguji pfi opravé DSB a mezivlaknovych kfizovych vazeb a

také pomaha pfri zastaveni replikacnich vidlic béhem replikace DNA (Li a Heyer, 2008).

4.3 Bunécna smrt

Proces bunécné smrti je pfirozenym déjem organismu pro zbaveni uz
nepotfebnych nebo poskozenych bunék. Typl bunécéné smrti je nékolik druhd, ale
nevyznamnéjSim je nekrosa a apoptosa. Nekrosa se povaZuje za patologicky déj, pfi
kterém dojde k Uplnému vycerpdni ATP. Dojde k naruseni integrity cytoplazmatické
membrany a rovnovahy vnitfniho prostfedi. Charakteristicky otok membran je
doprovazeny kondenzaci chromatinu a nepravidelnou degradaci DNA. Otok se zvétsuje
a zplsobuje rozpad plazmatické membrdny, az se vnitfni obsah bunky uvolni do
vnéjsiho prostredi spolu se zanétlivymi enzymy z nekrotické bunky, které zpUsobuji
zanétlivou reakci (Escobar et al., 2015). Apoptosa je pfirozeny fyziologicky déj
programované bunécné smrti, ktery se podili na sprdvném vyvoji organismu. Pokud
burika dojde do bodu, kdy neni schopna vykondvat svou funkci, automaticky spusti
programovanou smrt (Alberts et al., 1998). Dochazi i k nechténym apoptosam, které
jsou faktorem pro mnoho onemocnéni, véetné autoimunitnich chorob nebo rakoviny
(ElImore, 2007). V ramci apoptosy dochazi ke zmenseni buriky, zhutnéni chromatinu,
cytoskelet je odbouran, jaderny obal se rozkldda a jaderné DNA se fragmentuje
(Alberts et al., 1998). Tento proces je zavisli na energii, ktera se vyuziva predevsim na
aktivaci cysteinovych proteas — kaspas (Elmore, 2007). Burika se rozpada na apopticka
téliska a ty jsou poté zfagocytovany (Alberts et al., 1998). Apoptosa se déli na 2 hlavni
apoptické drahy — vnéjsi (,draha smrti“) a vnitini (mitochondrialni draha), (Elmore,
2007). Hlavnim rozdilem mezi obéma typy bunécné smrti je rozpad plazmatické
membrany a vyvoladni zadnétu v postiZzené oblasti zplisobené uvolnénim intraceluldrnich

latek z bunky (Escobar et al., 2015).

4.4 Senescence

Senescence neboli starnuti bunék je prirozenym procesem vsSech bunék, pfi
kterém dochadzi k ubytku telomer kvili neaktivité enzymu telomerasy (Mchugh a Gil,

2018). V bunce se zpomaluje bunécny cyklus, az se nakonec zastavi a burka se
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prestane délit. Staré buriky se kumuluji v tkanich a mlzou uvolfiovat Skodlivé latky,
které se podileji na posSkozeni zdravych bunék (cancer.gov, online). Predcasna
senescence je aktivnim cytostatickym déjem, ktery spousti expresi silnych onkogend,
ztraci tumor supresorové geny a tim vystavuje DNA vétSimu ohroZeni (Mchugh a Gil,
2018). Lépez-Otin et al. (2013) uvadi 9 charakteristickych znakl zodpovédnych za
stdrnuti - genomickd nestabilita, ubytek telomer, epigenetické zmény, ztrata
proteostasy, deregulované vnimani Zzivin, mitochondridini dysfunkce, bunééné
senescence, vycerpani kmenovych bunék a zménéna mezibunécéna komunikace (Lépez-

Otin et al., 2013).
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5. METODY STANOVENiI POSKOZENi DNA

Existuje nékolik metod, technik a testl pro specifické stanoveni poskozeni DNA.
Klasickymi metodami jsou gelova elektroforesa, PCR, chromatografie, sedimentace
DNA, kometovy test a mnoho imunologickych metod (FISH — fluorescenéni hybridizace
in situ, fluorescence in situ hybridization; ELISA — enzymovda imunoanalyza, Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay apod.). Pro zajisténi komplexnich vysledk( se casto
vyuziva nékolik metod soucasné. Vyuzivaji se také metody vtandemu s hmotnostni
spektrometrii, napf. HPLC-MS (vysokoucinnd kapalinovd chromatografie tandemové
spojend s hmotnostni spektrometrii, High Performance Liquid Chromatography - Mass
Spectrometry), GC-MS (plynovd chromatografie tandemové spojend s hmotnostni

spektrometrii, Gas Chromatography -Mass Spectometry), ad. (Kumari et al., 2008).

5.1 Gelova elektroforesa

Gelova elektroforesa je jednou z nejcastéji pouzivanych separacnich technik
v molekuldrni biologii. Pfed pfijetim elektroforesy na agarosovém gelu byla DNA
primarné separovana pomoci centrifugace v hustotnim gradientu sacharosy (Lee et al.,
2012). ELFO (elektroforesa) na agarosovém gelu je nejucinnéjSim zpUsobem pro
separaci fragment DNA o rtzné velikosti v rozmezi od 100 bp do 25 kbp (Stellwagen,
2009) Hanada (2020) uvadi rozmezi 100 bp az 25 kbp (Hanada, 2020). Pro detekci
poskozeni DNA se pouzivaji gely agarosové nebo polyakrylamidové (PAG). Kazdy je
vhodny pro urcité typy a velikosti analytu (Stellwagen, 2009). Polyakrylamidové gely
jsou vhodné pro proteiny a malé fragmenty DNA do 500 bp. Gelovou elektroforesou
s pulznim polem Ize dosahnout rozliseni az 10 Mbp (megabazi). Gelova ELFO se vyuziva
pro analyzu reakci in vitro, purifikaci fragmentl DNA nebo analyzu reakci PCR atd. Lze
detekovat i zlomy DNA, které se hromadi v bunkach, napfiklad pomoci kometového
testu (Hanada, 2020).

Gelova elektroforesa mda dva druhy aparatury pro provedeni — horizontalni a
vertikdlni. Kromé vzorku se na gel pipetuje velikostni marker, ktery je vyrabény
komeréné. Marker obsahuje DNA, kterd je fragmentovdna pomoci restrikénich
endonukleas. Bez naneseni velikostniho markeru je nemozné hodnotit délky fragmentt
ve vzorcich (Berdnek, 2016). DNA spolu s nanasecim pufrem se napipetuje do predem
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odlitych jamek v gelu a aplikuje se proud. Fosfatova patef molekuly DNA (RNA) je
zaporné nabita, proto pfi spusténi proudu migruji fragmenty DNA smérem ke kladné
nabité anodé. DNA ma jednotny pomér hmotnost/ndboj, tak se rychlost migrace
molekul DNA urcuje podle velikosti molekuly DNA nebo fragment(i DNA, koncentrace
latky, kterd tvori gel (agarosa nebo akrylamid) a konformace DNA. ZaleZi také na
pouzitém napéti a sloZeni elektroforetického pufru (Lee et al., 2012). Kratsi fragmenty
se pohybuji rychleji, protoze Iépe prostupuji péry gelu a dostanou se tak dal nez delsi
fragmenty (Stellwagen, 2009). Po dokoncené separaci elektroforesou se gely barvi
intekalacnimi barvivy. Mezi nejvice vyuZivand barviva patfi ethidiumbromid a
fluorescencni barvivo SYBR Green (Hanada, 2020). SYBR Green se také pouzivad pro
stanoveni telomerasové aktivity, pfi fluorescenénich zobrazovacich technikach, real-
time PCR, kvantifikaci DNA, aplikaci bioCip ¢i pratokové cytometrii (Zipper, 2004).
Vyuzivaji se dva typy pufrovaciho systému — kontinualni a diskontinudlni.
Kontinualni pufrovaci systém ma konstantni pH, pouziva se stejny pufr v gelu, vzorku i
v elektroforetickém pufru. Vznikaji rozmazané a nerozliSené pruhy protein. Pro
analyzu NK se vyuziva spiSe systém kontinualni. Diskontinualni systém pouziva dva gely
o rizném pH. Horni gel slouzi je stohovaci a ma velké poéry, dolni gel je separacni
s malymi poéry. Kazda vrstva gelu je tvorena rlznymi pufry, které se lisi v pH, iontové
sile a pohyblivosti iontd. Tento systém zajistuje lepsi rozliseni, diky kvalitnéjsi separaci

(Fritsch, 2013).
Agarosovy gel

Agarosa je vysoce precistény polysacharid ziskany z ¢ervenych morskych ras
(Fritsch, 2013). Zakladni monomery jsou D-galaktosa a 3,6-anhydro-L-galaktosa.
Praskova agarosa se smicha spolu s pufrem, ve kterém se rozvafi a po Uplném
rozpusténi se vylije do formy. Pro tento typ gelu se vyuziva pufr, ktery obsahuje TRIS
(tris(hydroxymethyl)aminomethan) a EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctova) a
navic latku specifickou pro urcity pufr (TBE pufr - kyselina borita, TAE pufr - kyselina
octova, TPE pufr - kyselina fosforecna). Koncentrace agarosovych gelll se odviji od
délky fragmentu, které se separuji vdaném gelu. Pro delsi fragmenty se pouzivaji gely
méné koncentrované a pro kratsSi gely (délka fragmentl 100-5000 bp) se vyuZivaji 1-

3% gely (Beranek, 2016). Agarosové gely jsou oproti polyakrylamidovym tuhé a maji
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horsi rozliSovaci ucinnost (Fritsch, 2013). Jejich vyroba je levna a pomérné jednoducha

s vysokou vytéZznosti vzorku (Masoodi et al., 2021).
Polyakrylamidovy gel

Polymeraci akrylamidu a bisakrylamidu v pfitomnosti persulfatu amonného a
tetramethylethylendiaminu vznikd polyakrylamidovy gel. VétSinou se provadi pomoci
vertikdlni aparatury. Podle zplsobu vyuZiti se odviji koncentrace gelu, kterda se
pohybuje od 3—-20 %. Sekvenacni gely jsou schopny rozlisit fragmenty DNA, které se od
sebe lisi i v jednom nukleotidu, pokud jde o fragmenty o velikosti do 500 nukleotida.
Denaturacni gel uréeny pro separaci jednovlaknové DNA obsahuje denaturacni ¢inidlo -
mocovinu nebo formamid. Pro zjisténi bodovych mutaci je vhodnéjsi pouzit PAG
s rostoucim gradientem (Berdnek, 2016). Velikost pérd si lze upravovat pomoci
koncentrace akrylamidu a relativniho podilu zesitovani BIS k akrylamidu (Fritsch, 2013).
Gely jsou biologicky inertni a koncentrace jednotlivych sloZzek neméni jejich
biochemické vlastnosti (Funaki a Janmey, 2017). Ziskana DNA z PAG je extrémné Cista,
ale manipulace sgelem je oproti agarosovému mnohem narocnéjsi (Green a

Sambrook, 2020).

2 % agarosa polyakrylamid
(5.7% T, 1.5% C)

Obr. 13 Elektroforéza normdlnich a anormdlnich DNA fragmentii (pfevzato;
Stellwagen, 2009)

Pozn. N=normalni, A=anormalni
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5.2 Kometovy test

Kometovy test (comet assay), jinak jako jednobunécna gelova elektroforéza
(SCGE), je citliva, rychla a pomérné jednoduchd metoda pro detekci zlom( rfetézci DNA
(Kucharova, et al., 2021). Pro provedeni SCGE staci pouze malé mnoZstvi poctu bunék,
alespon tisic (Olive a Banath, 2006). Je vyuZivana pro Sirokou $kalu aplikaci, ale
predevsim je pouzivana pro zkoumdani DNA poskozeni a jeho opravy. Pokud je DNA
inkubovana s enzymem, napf. RNasa Ci proteinasa K, specificita a senzitivita testu se
mnohondsobné zesili (Kucharovd, et al., 2021), (Kumari et al., 2008). Nejdulezité;si
aplikaci kometového testu je detekce oxidacniho poskozeni DNA, ale i detekce
jednovldknovych a dvouvldaknovych zlom(, jednovldknové poskozeni vzniklé kvili
neuplné excisni opravé DNA zpuUsobené UV zéafenim ¢i ultrazvukem (Kumari et al.,
2008). Kometovy test je jednou z metod in vivo pro zkouSeni genotoxicity na
hlodavcich (Hanada, 2020). Oproti chromatografickym metoddm ma kometovy test
mensi presnost, nicméné diky nému lze s velkou presnosti odhadnou poskozeni na
nizké urovni (Kucharova, et al., 2021).

Dnes se pouzivda kometova analyza ve dvou zdkladnich modifikacich — alkalicka
a neutralni SCGE. Alkalicka SCGE je vyuZivana spiSe pro jednovlaknové zlomy a
neutralni slouzi k detekci dvouvldknovych zlomu. Alkalickd zkouska se odehrava pfi
vysoce alkalickych podminkdach, pH > 13 (Hanada, 2020). Vzorek s burikami je vloZzen na
agarosovy gel, lyzovadn a poté podroben elektroforéze pti vysokém pH. DNA migruje
ven z buniky a smycky obsahujici zlom ztraci své nadSroubovicové vinuti a jsou
pfitahovany smérem k anodé. Tvar, ktery DNA obsahujici zlomy tvofi po vizualizaci
fluorescencéni mikroskopii, pfipomind kometu (Kucharovd, et al., 2021). Hlavicka
komety obsahuje vysokomolekularni DNA a chvost komety obsahuje predni konce
migrujicich fragmentd, které jsou mérené v redlném case pomoci specialniho systému.
Za béiné vyuzivané fluorochromy se povazuje ethidiumbromid a 4',6-diamidino-2-

fenylindol (Olive a Banath, 2006).

5.3 Chromatografie

Chromatografické metody se pro detekci poskozeni DNA neustdle zlepsuiji.

Kapalinovda chromatografie vtandemu shmotnostnim spektrometrem a plynova
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chromatografie jsou nejvice vyuzivané druhy pro stanoveni poskozeni, at uz zplisobené
vnéjsimi nebo vnitinimi podnéty (Kumari et al., 2008).

Diky tandemu hmotnostni spektrometrie a kapalné chromatografie (HPLC-MS)
je mozné v jediném vzorku DNA kvantifikovat nukleosidové formy az 7 |ézi DNA, které
odrazeji rozsah chemickych latek spojenych se zanétem (2-deoxyinosin, 2-deoxyuridin,
2-deoxyxanthosin atd.), (Taghizadeh et al., 2008). Metodika zaloZzena na kapalinové
chromatografii s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/HPLC-MS) prokazala vyhody pro
detekci poskozeni DNA, na zakladé jeji presnosti, selektivité, citlivosti a
reprodukovatelnosti analyzy (Yin et al., 2019). Jednou z ioniza¢nich technik HPLC-MS je
ionizace elektrosprejem. Ta umoznuje hodnotit addukty DNA zplsobené chemikaliemi
¢i UV zéarenim, napf. pyrimidinové dimery a jejich cis- a syn- konformaci (Kumari et al.,
2008).

Plynova chromatografie (gas chromatography — GC) se pouZiva kanalyze
predevsim oxida¢niho poskozeni bazi. Nejcastéji jde o zlomy v fetézcich, modifikované
baze nebo kfizové vazby (Kumari et al.,, 2008). GC umoznuje identifikaci produktt
oxidace, ale vyZaduje derivatiza¢ni postupy, které mohou zpUsobovat ,,umélou” oxidaci
neposkozenych bazi, coz vede k falesnému navyseni oxidacnich produktd, jako je 8-
hydroxyguanin. Pokud se derivatizacni teplota snizi na 23 °C, zabrani se tim vzniku
artificialni oxidaci bazi (Jenner et al., 1998). Plynova chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) se béiné pouZivd pro své schopnosti
detekovat Sirokou $kdalu zakladnich produkti DNA. Kromé 8-hydroxyguaninu pfi GC-MS
dochazi ke zvySeni hladiny i 8-hydroxyadeninu a 5-hydroxycytosinu. Ddle se pouziva

pro stanoveni derivatl formamidpyrimidind (Kumari et al., 2008).

5.4 Alkalicka eluce

Tato technika byla vyvinutd Kohnem a jeho kolegy v 80. letech 20. stoleti
(Nicolini et al., 1982). Jde o pomérné citlivé méreni, které poskytuje informace o
velikosti jednoho vldkna DNA v savéich bunkach. Vyuziva se pro stanoveni poskozeni
DNA, zejména jednovlaknovych zlom( (Kohn et al., 1976). Jde o relativné jednoduchou
a nenakladnou metodu pro detekci jednovldknovych zlomd (Nicolini et al., 1982).

Soucasti eluce je filtr a alkalicky roztok, ktery pomalu unasi vzorek skrz filtr. Kinetika
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eluce probiha ve dvou fazich: pocatecni faze, ve které je délka retézce urcujicim
faktorem pro rychlost eluce a druha faze, kde je eluce urychlenda kvali akumulaci
jednovldknovych zlomG (Kohn et al., 1976). | presto, Ze se z metody odstranily
nedostatky, které spocivaly v nadmérném proplachovani, oplachovani vzorku a v
rychlosti eluéniho roztoku, se dnes tato metoda uz tolik nevyuzivd (Koch a

Giandomenico, 1994).

5.5 Priatokovad cytometrie

Pratokova cytometrie je standardni technika uZivand k tfidéni bunék podle
obsahu DNA. Ke generovani dat o jednotlivych bunkach se vyuzivaji principy rozptylu
svétla, excitace svétla a emise molekul fluorochromu. Burky jsou fixované a
permeabilizované, takze DNA mUzZe byt obarvena fluorescenénim barvivem (Resnick-
Silverman a Manfredi, 2011). Vyuziva se pro detekci apoptosy a predstavuje velkou
vyhodu v analyze velkého poctu bunék. Dale se tato metoda vyuziva k detekci
chemickych adduktl DNA, chromozomalnich aberaci a k detekci DNA zlom( (Kumari a

kol., 2008).

5.6 PCR

Polymerdzova retézova reakce (PCR, polymerase chain reaction) vynalezl v roce
1983 védec Mullis a o dva roky pozdéji si ji nechal patentovat (Kadri et al., 2020). PCR
je amplifikacni metoda vybraného Useku DNA, ktery chceme namnozit (amplifikovat).
Kazdd matrice (templat) slouzi jako predloha pro vytvoreni kopii urcitého fragmentu
(Lorenz, 2012). V burice vystavbu DNA zajistuji polymerasy v misté, kde na templat
nasedd primer a dojde tak k prodluZovani retézce ve sméru 5°-3°. Sense primer
(forward, pfimy, F primer) je komplementarni s nekddujicim fetézcem a antisense
primer (reverse, R primer) s kédujicim fetézcem. PCR reakce se sklada ze tfi casti —
denaturace, annealing (hybridizace primeri s DNA) a elongace (prodluZovani),
(Beranek, 2016). Amplifikace mda exponencialni charakter (Snustad et al., 2009). Po 30
cyklech se teoreticky vytvori vice nez miliarda specifického produktu (kopii sekvence
DNA), ve skutecnosti to je ale méné, kvili postupnému Cerpani sloZzek pfi amplifikaci

(Snustad et al., 2009), (Beranek, 2016). Cely proces PCR se odehrava v termocykleru,
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ktery je schopen rychle a pfesné ménit teploty podle urditych fazi a pojme velké
mnozstvi vzork( (Snustad et al., 2009), (Kadri et al., 2020). Pomoci PCR jsem schopni
sekvenovat urcitou sekvenci DNA i presto, Ze se v extraktu nachazi ve velmi malém
mnozstvi. Tato technika se vyuZiva hlavné za ucelem purifikace a klonovani NK. PCR je
jednou z nejspolehlivéjSich metod pro detekci poskozeni DNA, protoze dojde
k zastaveni amplifikace presné v misté poskozeni. VyuZiva se predevsim v molekuldrni
diagnostice nebo i ve forenzni genetice a je dllezitou soucasti mnoha dalSich oboru

(Kumari a kol., 2008).

5.6.1 Reakéni smés PCR

DNA templat by mél byt obsazen v mnozstvi od 10-100 ng na 100 pl reakéni
smési, ale pracuje se i s nizsimi koncentracemi nez 1 ng/ul a nebo naopak vyssimi neZ
100 ng (i 500 ng), (Wang et al., 2018), (Warsen et al., 2004), (Kramer a Coen, 2000).
Cistota DNA by se méla pohybovat v rozmezi Azso/Azs0~1,8-2,0 a Azeo/A230~2,0-2,2.
Pokud je pomér vyrazné nizSi ve vzorku jsou pfitomny bilkoviny, fenol ¢&i jiné
kontaminanty absorbujici pfi 280 a 230 nm nebo ¢asto vyuZivana latka pri extrakci NK —
guanidin (Matlock, online).

Deoxyribonukleotidtrifosfaty (dNTPs) jsou vétSinou doddvany v komeréni
smési, ve které jsou zastoupeny vSechny 4 typy: dATP, dTTP, dCTP, dGTP. Slouzi jako
stavebni kameny pro syntézu novych vldken (Beranek, 2016). Finalni koncentrace
kaZzdého deoxynukleotidu je v rozmezi 20-200 uM (umol/I). Nizké koncentrace dNTP
mUzZou zvysSit ucinnost a specificnost reakce. Vysoké koncentrace naopak PCR spise
inhibuji (Lorenz, 2012).

Termostabilni polymerasa je enzym umoznujici replikaci molekuly DNA. Nejvice
pouzivanou DNA polymerasou je rekombinantni Tag polymerasa, ktera se ziskava
z termofilni bakterie Thermus aquaticus, protoze je schopna odoldvat teplotdm nad
100 °C (Kadri et al., 2020). Taqg polymerasa (94 kDa) ma teplotni optimum pfi 72 °C.
Taq polymerasa postrada 3"->5" exonukleasovou aktivitu a diky tomu doslo ke zvyseni
rychlosti polymerace. Pocet nukleotid(i pfipojenych pomoci Tag polymerasy je 60—150
nukleotidll za sekundu (Beradnek, 2016). Existuje mnoho dalSich termostabilnich
polymeras, které spliuji specifické potieby reakce (Lorenz, 2012). Termostabilni

polymerasou schopnou piresné amplifikovat je Pfu polymerasa (vysokd presnost diky
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3'>5" korekci), Pwo polymerasa, Tfl polymerasa (pro dlouhé fragmenty) atd. (Beranek,
2016).

Hofecnaté kationty (hlavné chlorid hofecnaty - MgCly, pfipadné siran
hore¢naty — MgS0a) spolu s dNTPs tvofi komplexy, které katalyzuji DNA polymerasu a
stabilizuji primery (Berdnek, 2016). Nizkd koncentrace Mg?* ma za néasledek nizky
vytéZek reakce (nizkd specificita) a naopak vysokd koncentrace vede ke vzniku
nespecifickych produktl. Zména koncentrace horciku je |épe manipulovatelnd oproti
ostatnim slozkdm v reakci. Nej¢astéji se Mg?* dodava v komerénim roztoku spolu s DNA
polymerasou a reakénim pufrem 10x koncentrovanym (pH 8-9). Pufr obsahuje chlorid
draselny (KCl) o koncentraci 500 mM a Tris-HCI s koncentraci 100 mM. Koncentrace

MgCl, se pohybuje kolem 15 mM (Lorenz, 2012) nebo 25 mM (Berdnek, 2016).

Pro zvyseni stability a zvySeni efektivity se do PCR reakéni smési pridavaji rlizna
aditiva. Jde hlavné o latky sniZujici adsorpci nukleovych kyselin, jako je bovinni sérovy
albumin o 400 ng/ul, detergenty Triton X-100 a Tween 20, Zelatina nebo spermidin. Pro
usnadnéni rozvolnéni sekundarni struktury DNA se pfidavd 1-10% DMSO, 1-5%
formamid, 5-10% glycerol nebo propandiol (Lorenz, 2012), (Berdnek, 2016). Soucasti
reakéni smési je demineralizovana voda nejcastéji nuclease-free water. Kromé redéni
vzorku templdtu na chténou koncentraci se vyuziva pro pozitivni a negativni kontroly
reakce. Pozitivni amplifikacni kontrola (reakéni smés nahrazena vodou) slouzi k ovéreni
kvality a mnozZstvi pouZitych reagenci a musi vyjit pozitivné. Negativni amplifikacni
kontrola (NTC — no template control) slouzi k méfeni kontaminace v reakéni smési,
pokud se tedy molekula DNA nevytvofi, tak nedoslo k zddné kontaminaci (vzorek je

nahrazen vodou), (Beranek, 2016).

5.6.2 Tvorba primert

Primery jsou sekvence oligonukleotidl, ktera slouzi jako primer pro replikaci
(Kadri et al., 2020). Obvykle maji délku kolem 18-24 nukleotid( (Berdnek, 2016). Délka
primerd je vSak ve vétSiné literatur uvadéna rlzna, napf. Kadri et al. (2020) uvadi
rozmezi 10-30 nukleotid( a Lorenz (2012) uvadi rozmezi 15-30 nukleotidl. Primery
musi byt specifické a co nejvice komplementarni s obéma konci sekvence, které budou

amplifikovany. Jeden primer je navrien, aby rozpoznal komplementarni sekvenci na
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pamétovém vlaknu (smér 5°=>3°) a druhy, aby poznal komplementarni sekvenci na
templatovém vldknu (smér 3'=>57), (Lorenz, 2012), (Kadri et al., 2020). Pokud je néjaka
¢ast primeru komplementarni k primeru druhému, dochdazi k tvorbé primerovych
dimer( — vlasenek. Vlasenky mohou byt také vytvoreny opakovanim dinukleotidd GC
nebo AT, nebo opakovanim jedné bdaze. Jestlize je pouziti sekvence vldsenky
nevyhnutelné, je moZné pracovat se sekvenci o 4 bp. Oba primery by mély mit
podobnou teplotu tani (Tm) v rozmezi 45-65 °C a u obou primer( by se neméla lisit o
vice nez 5 °C (Lorenz, 2012). U annealingu by méla byt teplota asi o 5-10 °C nizsi, nezZ je
Tm primer( (Beranek, 2016). Optimalni obsah GC nukleotidli by nemél prekrocit
hranici 40-60 %. Cim vice je v primeru obsaZeno GC pard, tim se zvy$uje Tm kvdli tfem
vodikovym mastkdm (Lorenz, 2012). Pro tvorbu jsou vyuZivany specialni softwary, kde
jsou vneseny vSechny potifebné vzorce a omezeni. Nejvice se pro tvorbu primeru

vyuzivda Primer3, Primer-blast a mnoho dalSich. (Dostupné na https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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5.6.3 Prubéh PCR reakce

Template DNA

40 - 8870

Extension Denaturation

¥

- s

Annealing S50 -T0°C
G = TG

Obr. 14 Pribéh PCR reakce (prevzato, thermofisher.com; online)

Prvnim krokem PCR reakce je pocatecni denaturace vzorku DNA pfi teploté 94 °C
az 98 °C. Dvouvlaknova DNA se tepelné rozpadne na jednovldaknovou DNA, protoze
vodikové mustky mezi jednotlivymi bazemi jsou vysokou teplotou rozvolnény. Typicka
denaturacni faze trva pfiblizné 1-3 minuty, poté dochazi k degradaci (Lorenz, 2012).

Faze annealingu se v Cestiné popisuje jako faze dosednuti primer( nebo také
hybridizace. Po denaturaci nasleduje ochlazeni vzorku, pfi kterém nasedaji primery na
komplementarni Useky DNA. Teplota annealingu se pohybuje kolem 50-60 °C
(Beranek, 2016). V publikaci Karima et al. (2020) se teplota udava mezi 40-70 °C (Kadri
et al.,, 2020). Doba annealingu je pfiblizné 30—-60 sekund (Beranek, 2016). Snizenim
teploty se vodikové vazby obnovuji a komplementarni vldkna mohou hybridizovat. Pti
nizsich teplotdch mulzou primery nasedat i na sekvence, které nejsou plné
komplementarni a dochazi tak k tvorbé nespecifickych produktli. Naopak pfi vysoké
teploté budou primery malo nasedat na urcité sekvence a nebude tak vytvoreno

dostate¢né mnozstvi produktu (Kadri et al., 2020).
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Posledni fazi PCR je elongace jinak také extenze (Beranek, 2016). Od 3’- konce
primeru zatne DNA polymerasa replikovat Usek DNA komplementarni
k oligonukleotidovym primerim (Snustad et al., 2009). Presna teplota elongace zavisi
na zvolené DNA polymerase. Naptiklad Taq polymerasa elonguje pfi 70-80°C a za 1
minutu zvladne prodlouzit prvni 2 kbp, dalsi minutu zvladne uz jen 1kbp (Beranek,

2016).

5.6.4 Modifikace PCR

Za dobu poutZivani si PCR prosla zdsadnimi modifikacemi, které ulehcily zpUsob
detekce amplikon( a zajistily jednoznacnéjsi zavéry analyz PCR. Doslo také k vyrazné
automatizaci PCR analyz, které predstavuji velké zjednoduseni pro jejich operatory.
Existuje mnoho modifikaci, jenz plni specifické pozadavky podle urcitych cild analyz.
NiZe jsou uvedené nékteré modifikace PCR, které se vyuZivaji pro mapovani genomu a

stanoveni poskozeni DNA.

Kvantitativni real-time PCR také kvantitativni PCR (qPCR) je metoda pro
kvantifikace DNA na zakladé fluorescence (Maddocks a Jenkins, 2017). Sila techniky
real-time qPCR spociva ve schopnosti soucasné detekovat, kvantifikovat a analyzovat
amplikony béhem reakce (Kovac et al.,, 2022). Tato metoda umozZiiuje stanovit
mnozstvi produktu PCR po kazdém cyklu. Data posbirané v exponencialni fazi poskytuji
informace o plvodnim mnozZstvi amplifikacniho cile vrozsahu 5 az 6 fadd. Zména
fluorescence se méfi v pribéhu reakce (PCR probiha vtermocykleru vybaveném
zdrojem zareni — laser, LED dioda) a zaznamendava se vhodnym typem detektoru -
fotonasobicem. Vykreslenim fluorescence v zavislosti na poctu cykld vznika
amplifikacni graf (thermofisher.com, online). Ve smési jsou obsazeny interkalacni latky
(ethidiumbromid, SYBR Green, SYBR Gold) nebo fluorescen¢ni sondy (hydrolyzacni a
hybridizacni), které hybridizuji k vzniklym amplikonim (Beranek, 2016). Real-time
gPCR zaloZené na interkalacnich barvivech jsou méné specifické a nachylnéjsi na vznik
nespecifickych amplikon(, nicméné jsou levnéjsi variantou nez sondy (Kovac et al.,
2022).

Hydrolyzaéni sondou je tfeba TagMan sonda (Beranek, 2016). Sonda obsahuje

nukleovou kyselinu komplementarni k vnitfnimu cilovému useku (Hoy, 2013). Pfenos
55



energie mezi zaficem a zhasecem umoznuji dipdlové momenty obou latek, oznacuje se
jako FRET prenos (fluorescence resonance energy transfer). Plsobi na velmi kratké
vzdalenosti a energie se prenasi formou nezafivé interakce. Pokud se sonda navaze na
cilovou sekvenci spolu s primery, dochazi kpolymeraci fretézce (Hoy, 2013).
Hybridizacni sondy jsou v PCR smési vidycky dvé a musi nasedat vedle sebe na stejné
vldkno. KdyZz sondy hybridizuji k DNA, tak zdroj zafeni vyvold excitaci elektronl na
donoru a tato energie je zachycena na akceptoru, ktery excituje elektrony a dochazi
k emisi specifické vinové délky, kterou uz detektor zaznamendva (Beranek, 2016).
Metoda hot start PCR byla vyvinuta za ucelem omezeni vzniku nespecifickych
produktll, tedy omezeni amplifikace mimo cilovou sekvenci. Pfi nizsich teplotach na
pocatku denaturacni fdze mizou vznikat dimery primer(, které tvofi chybné produkty.
Lze pouzit vosk, ktery vytvofi voskovou bariéru, co rozdéli slozky reakce (Beranek,
2016). Pri tani vosku (voskové pelety, napt. AmpliWax) dochazi ke smichani sloZzek
a uvoliovani horecnatych kationtd nasledné katalyzuje polymerasu a nedochazi
k odparovani vzorku (Eun, 1996), (Hoy, 2013). Dnes se nejvice vyuZiva specidlné
upravend polymerasa, tzv. hot-start polymerasa, kterd pro svou aktivaci vyzaduje
inkubaci pti 95 °C. Hot start polymerasy jsou vétSinou doddvané komercéné, prikladem
je FastStart, AmpliTag Gold ¢i HotMaster Taq, TopoTaq (Beranek, 2016), (Paul et al.,
2010). Termostabilni polymerasy (Tag polymerasa) obsahuji termolabilni protilatky,
které reverzibilné blokuji polymerasu. Jakmile se zvysi teplota celé PCR smési,
protilatka se denaturuje a tim se uvolni Tag polymerasa a mizZe zacit prodluzovat usek
DNA (Eun, 1996). Kromé protilatky mGzou blokovat polymerasu i aminokyselinové
zbytky peptidového fetézce, které se opét degraduji pfi zvySené teploté (Beranek,
2016).
PCR long-range by se mohla prelozit jako PCR s dlouhym dosahem. Pouziva se
k pripravé specifickych vysokomolekularnich molekul DNA, které maji mnohd vyuziti
véetné klonovani, sekvenovani a mapovani genomu (Hogrefe et al., 2011). V roce 1992
Barnes zaved| nové podminky PCR, které umoznovaly amplifikovat DNA az do 5 kbp.
Diky modifikacim polymeras zvysila PCR long-range velikost amplikon( az na 30 kbp.
Pfikladem DNA polymeras sdlouhym dosahem jsou QIAGEN LongRange PCR
Polymerase, KAPA Long Range HotStart, TaKaRa PrimeSTAR GXL ad. Long-range PCR je

rychla, flexibilni a efektivni volba pro sekvenovani genomickych oblasti v malém poctu
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vzorkd (Jia et al., 2015). Jia et al. (2015) ve své studii dokazaly, Ze pouze nékteré long
range polymerasy jsou schopny amplifikovat genomovou DNA v rozmezi od 5,8 bp do
12,9 bp. Za nejlepsi polymerasu pro amplifikaci kratSich i delSich amplikond oznacili
AccuPrime a LA Tag (Jia et al., 2015).

Alelové specificka PCR vyuziva amplifikacné refrakterni mutacni systém. Jde o
amplifikacni strategii, kde je primer navrzen tak, aby dokazal rozliSovat mezi templaty,
které se od sebe lisi i o jediny nukleotidovy zbytek, nebo pouze o jednu alelu. Primery
jsou zkonstruovany tak, Ze jejich 3'nukleotid prekryva polymorfni zbytek (Lo, 1998).
Jeden z primerd obsahuje na 3’konci mutacni alelu (alely), kterd je komplementarni
k hledané mutaci (Newton et al., 1989). Slouzi pro detekci jakékoliv zmény bazi a
malych deleci, inzerci a polymorfismi (Bottema a Sommer, 1993). K amplifikaci a
vzniku produktu dojde, pokud se ve vzorku DNA nachazi cilova alela (zmutovana alela).
Modifikaci amplifikacné refrakterniho mutaéniho systému je jeji fluorescencni
multiplexni metoda, ktera zahrnuje koamplifikaci normalnich a mutantnich alel. Byla
pouzita na identifikaci béZznych mutaci fenylketonurie spolu s analyzou polymorfniho
mista s kratkymi tandemovymi repeticemi na lokusu fenylalaninhydroxylas (Zschocke a
Graham, 1995). Amplifika¢né refrakterni mutacni systém je jednoduchy a spolehlivy
systém, ktery se vyuziva pro detekci jednobodovych mutacnich zmén a polymorfismu
(Beranek, 2016), (Newton et al., 1989).

Pro mapovani genomu se vyuziva inverzni PCR. Inverzni PCR se pouzivd, pokud
je zndma sekvencni informace pouze na jedné strané cilové oblasti. Nejdfive restrikéni
enzym nafizne znamy Usek DNA. Délka rozpoznani sekvence by méla byt 6 a vice bp,
aby se vytvorili prfimérené dlouhé useky pro amplifikaci. Cilovda DNA je restrikénim
enzymem prestfihnuta a tim se ziska Usek DNA, ktery ma kompatibilni lepivé konce,
jeden pfed zndmou sekvenci a druhy za ni. Nasledné se konce spoji do kruhu a
specifické primery se navazou na znamé koncové sekvence. Kazdy primer se vaze na
jedno vlakno a oba sméfuji smérem ven do nezndmé DNA. PCR amplifikuje neznamou
DNA, ¢imz vzniknou na koncich linearni molekuly s kratkymi Useky znamé DNA (Clark a
Pazdernik, 2016). VyuZiva se pro identifikace nezndmych sekvenci, jako jsou napfiklad
sekvence Alu element0 (Beranek, 2016).

RT-PCR (zpétna, reverzni PCR) se primarné pouziva k méreni mnoistvi konkrétni

RNA. Jde o dvou krokovy proces, o spojeni techniky reverzni transkripce mRNA do DNA
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(za vzniku cDNA) a amplifikace specifickych cil DNA pomoci PCR. Je zde vyuZivadn
termolabilni enzym reverzni transkriptasy zretrovird. V prvnim kroku se pfida
nespecificky primer na 3’-poly(A)konec a ve druhém kroku se pfida primer specificky
na 5°-konec mMRNA spolu s DNA polymerasou. Samotny prepis RNA do cDNA neni
obtizny, ale RNA rychle degraduje plsobenim ribonukleas (RNas), které jsou
kontaminanty témér vSeho. Navic jsou RNasy termostabilni, takZe je tfeba je oSetfit

roztoky s inhibitory RNas (Beranek, 2016).

58



6. DISKUZE

PUsobenim mnoha ¢initeld ma za dUsledek poskozeni DNA. Existuje nékolik metod,
pro identifikaci a kvantifikaci danych typl poskozeni. Jednou z nejpouzivanéjsich
metod je PCR. Konkrétné qPCR je ¢asto vyuZivano nejen pro kvantifikaci a detekci, ale i
pro potvrzeni zdali predesla PCR probéhla, tedy jestli specifické primery (napf. z SINE,
LINE, Alu oblasti) nasedly na spravné useky v DNA. DalSim typem PCR vhodnym pro
detekci posSkozeni DNA je dnes hojné vyuzivana LM-PCR, TD-PCR a klasickd endpoint
PCR. Ve spojeni se specifickymi primery se citlivost a selektivita metody jen zvysuje.
Posledni roky se dostdva do popfedi metoda LAMP nebo i velice slibnd metoda NGS.

Nékolik studii se vénovalo stanoveni poskozeni DNA zpUsobené kourem
(cigaretovym ¢i koufem ze spalovani drevénych hoblin apod.). Studie se shoduji svymi
vysledky v tom, Ze dlouhodoba inhalace koure zpUsobuje poskozeni DNA a velmi ¢asto
jde o poskozeni ireversibilni. Dochazi ke vzniku specifickych adduktd, podle kterych Ize
identifikovat, o jaké posSkozeni se jedna. Pro zjisténi oxidativniho poSkozeni se vyuziva
biomarker 8-oxo-dG.

Chen et al. (2007) ve své studii méfili pomoci real-time PCR poskozeni DNA na
potkanech. Méfili addukt malondialdehyd, ktery byl izolavan pomoci Qiagen kitu a
nasledné byla kvalita izolace ovéfena na agarosovém gelu pomoci barveni
ethidiumbromid. JelikoZ je ethidiumbromid silny mutagen, mohlo by byt vhodné;jsim
feSenim barvivo SYBR Green. Pro PCR reakci byly zvoleny dva pary primeru. Jeden byl
z oblasti genu MutY (gen podilejici se na opravé poskozené DNA u potkan(l) a druhy
par byl z lidské DNA z B globinu a slouzil jako vnitfni kontrola pro amplifikaci DNA.
Stanoveni relativni ¢etnosti urcitého typu DNA adduktl byla upravena amplifikaci PCR
pomoci DNA modifikujictho enzymu Escherichia coli formamidopyrimidin-[fapy]-DNA
glykosylasou, zkracené Fpg (Ize pouzit také endonukleasu lll a V), (Chen et al., 2007).

Enzym Fpg vyutzili i ve studii Lee et al. (2011), kde porovnavali pisobeni koure na
mysi mozek (wild type) a Ngb-tg (neuroglobulin — vyuzivany ve vyzkumu pro své
neuroprotektivni hypoxické schopnosti). Pro analyzu integrity DNA vyuzili kometovy
test i jeho modifikovanou zkousku, kde pouzili pro oSetfeni jader Fpg, jako restrikéni
enzym, ktery vyluCuje oxidované baze guaninu z DNA a diky lyasové aktivité dojde

k pfeméné abasickych mist na retézcové zlomy. Tyto zlomy jsou dobfe stanovitelné
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pomoci PCR, protoze dojde k zastaveni amplifikace pfesné v bodu zlomu. Z obou studii
vyplyva, Ze po vystaveni subjektu koufi, dochdazi po nékolika hodinach ke Stépeni
oxidacnich adduktt a k opravam fetézcovych zlomd pomoci opravnych mechanismi
napf. BER (Lee et al.,, 2011). Disledkem vdechovani koufe se zabyvala také studie
Danielsena et al. (2010), kde stanovovali na plicnich a jaternich burkach hladiny
adduktl DNA a opravu DNA po 24 hodinach. Vénovali se stanoveni 8-oxo-dG a také
daldim oxida¢nim adduktim, napf. 1,N®-etheno-2’-deoxyadenosin a 1,N%-etheno-2’-
deoxyguanosin. Izolovand a precisténd RNA byla pomoci RT-PCR prevedena cDNA a
nasledné byla provedena real-time qPCR s komerénim TagManGene Expression Assays,
coz je brano za zlaty standard pro real-time PCR. Primery byly navrzeny tak, aby
pokryvaly hranice exonu specifické pro cDNA a jako referenéni gen byl pouZzit 18S RNA.
Finalni stanoveni poskozeni DNA bylo provedeno metodou HPLC (Danielsen et al.,
2010). Chen et al. (2015) se zabyvali stanovenim hladiny ROS (8-oxo-dG), kapacitou
antioxidac¢niho systému a expresi DNA reparacnich enzym(, zejména 8-oxoguanin-
DNA-glykosylasou, cozZ je jeden z hlavnich reparacnich enzymi u bazové excisni opravy.
Kromé potvrzeni, Ze dlouhodobé pulsobeni koufe ma vliv na poskozeni DNA, studie
potvrdila, Ze pti dlouhodobé expozici jsou snizeny hladiny 8-oxoguanin-DNA-
glykosylasy, coz zpUsobuje snizenou funkénost opravy DNA. Oproti studii Danielsena et
al. (2010), kde detekovali poskozeni DNA pomoci real-time PCR, zde se po amplifikaci
pomoci RT-PCR vyuZzilo pro finalni hodnoceni naneseni na gel spolu s barvivem GelRed,
coz prineslo odlisny uhel pohledu na vysledné hodnoceni poskozeni DNA (Chen et al.,
2015). Z uvedenych studii vyplyva, Ze pro stanoveni 8-oxo-dG se vice vyuziva metoda
gPCR kvuli své vyssi citlivosti, nez je tomu u endpoint PCR.

Zhang et al. (2013) ve své studii vyuZival pro méreni oxida¢niho markeru metodu
kapilarni elektroforesy s detekci laserem indukované fluorescence. Ukazalo se, Ze tato
metoda nabizi velké vyhody, kterymi jsou vysoka ucéinnost separace, nizky limit detekce
a dobra selektivita (Zhang et al., 2013). Kromé stanoveni oxida¢niho poskozeni mlze
byt 8-oxo-dG marker vyuzit pro stanoveni klinické patogeneze a toxicity |éciv. Pro
takové stanoveni vyuziva Zhang et al. (2014) ve své studii kapilarni elektroforesu s UV
detekci, nicméné tato metoda i pres svou univerzalnost neni vhodna kvali své nizké

citlivosti. Vhodnéjsi metodou pro stanoveni 8-oxo-dG vmoci je micelarni
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elektrokineticka kapilarni chromatografie ve spojeni s extrakci na pevné faze a diky
spojeni nékolika technik dostaneme mnohem vyssi citlivost (Zhang et al., 2014).

Endpoint a gPCR jsou nejuniverzalnéjsi technikou pro stanoveni poskozeni PCR
diky své dostatecné citlivosti a selektivité. Pro zvySeni Ucinnosti a selektivity metody se
vyuzivaji specifické primery, napfiklad z oblasti transponovatelnych sekvenci (SINE,
LINE).

Hodnoceni poskozeni a oprav DNA zejména v transkribovanych oblastech je
dllezité, protoze odrazi integritu kodujicich sekvenci. U savcl jsou Casto prepisované
oblasti repetitivni sekvence, které se nachdzeji vintronech a dalSich doprovodnych
oblastech gend. Vroce 1999 Wang et al. vydali 2 studie, ve kterych vyuzivali stejné
SINE primery z B1 element(. V prvni studii $lo o plsobeni protinadorového léku na bazi
cisplatiny (Platinol-AQ), ktery byl podavan in vivo i in vitro, coz zpUsobilo vznik
addukt(, které blokovaly termostabilni polymerasy. Pro detekci pouzili Long Template
PCR spolu se SINE elementy, které byly komplementarni k B1 elementlim, konkrétné
k nukleotidlim 17-36, a diky tomu annealuji na vétsSinu cili v genomu. Velkou vyhodou
pouziti SINE primerl je také schopnost amplifikovat soucasné nékolik nahodnych
fragmentl DNA a dlouhych uUsekl DNA. Vysledkem byla velice citlivd metoda pro
detekci poskozeni za velmi nizké davky cisplatiny (1-8 mg/kg), (Wang et al., 1999).
Druhd studie, vyuzZivajici stejné SINE primery, se zabyvala detekci poskozeni DNA pfi
plUsobeni UV-B zareni, které vyvolalo vznik fotoprodukt@. SINE primery byly vyuzity pro
linedrni a exponencialni PCR, které se od sebe liSily hlavné v pocate¢ni denaturaci,
ktera u exponencidlni PCR nebyla provadéna. Pomoci qPCR doslo také k porovnani
méreni posSkozeni se SINE primery a s primery z DNA polymerasy B kvili podobné délce
produktl. | tento protokol prokdzal, Ze je dostatecné citlivy na stanoveni poskozeni a i
pro naslednou detekci odstranénych fotoproduktll (v zavislosti na davce), jako
v predchozi studii (Wang et al., 1999).

Englander a Howard (1997) uvedli novy postup pro sledovani poskozeni
zpUsobené UV zarenim a pro sledovani oprav v lidském genomu. Bylo vyvinuto nékolik
amplifikacnich protokolli pro sledovani aspektli posSkozeni DNA za pouZiti primeru
komplementarniho k Alu sekvenci. Slo o sledovani indukce UV fotoproduktl na
pfedpokladanych mistech v sekvenci Alu, o modifikaci profilG syntézy prodlouZeni a o

kvantitativni inhibici amplifikace fizené Alu primery v zavislosti na davce UV zareni.
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Podle tohoto protokolu Ize uréit mista Alu sekvence predpokladané blokady Tag
polymerasy, snizeni primérné délky prodlouzenych produktl a meéfitelné snizeni
mnoZstvi prodlouzenych produkt(i v Alu sekvenci, které je nepfimo Umérné davce UV
zareni (Englander a Howard, 1997).

Kromé vyuziti SINE elementd (B1 a Alu) se hojné vyuZivaji i elementy LINE
(konkrétné L1). Studie Tanak et al. (2012) se zabyvala ucinky ionizujiciho rentgenového
zareni a ionizujiciho uhlikového zafeni na L1 elementy. Po ozareni bunék byla
extrahovana RNA, kterd byla nasledné reverzné prepsana na cDNA. Pomoci PCR
s AmliTag Gold polymerasou (hot start) a primery specifickymi pro fragment L1
elementu gliomové bunécné linie prokazali, Ze zareni zvySuje tvorbu de novo inzerci L1
elementll a Ze velikost inzerci je podstatné delsi u ozafeni ionty uhliku neZ u
rentgenového zareni. Studie naznacuje, Ze retrotranspozice L1 zpUsobené zarenim
pfispivaji ke genomové nestabilité (Tanak et al., 2012).

Jintaridth a Mutirangura (2010) se ve své studii vénovali hypomethylaci
v repetitivnich sekvencich, ktera je castym epigenetickym poskozenim nejen pro
senescentni buriky, ale i pro buriky nddorové. Porovnavali ztratu methylace u L1, SINE,
Alu elementd a u HERV v perifernich krevnich mononukledrech. VétSina methylaci se
odehrava pravé v téchto sekvencich a potla€uje jejich funkci. Ukdzalo se, Ze s vysSim
vékem dochazi ke zvysené ztraté methylace u Alu elementd, ale u L1 a HERV vék neni
podstatny. Tato studie svymi vysledky pfispéla k pochopeni celogenomové
hypomethylace v zavislosti na procesu starnuti (Jintaridth a Mutirangura, 2010).

Pro amplifikaci konkrétnich Useki DNA se vyuZzivaji specifické primery o zndmé
sekvenci. Jak bylo zminéno vyse, jde pfedevsim o SINE, LINE a Alu elementy, ze kterych
se specificky tvofi primery pro konkrétni stanoveni cilové DNA. Kromé specifickych
primerd se vyuZiva i analyza nahodné amplifikovanych polymernich DNA (RAPD,
random amplified polymorphic DNA). Jsou to ndhodné sekvence vétsinou v rozsahu 8—
15 nukleotidl. Takovéto primery annealuji na rdzné oblasti genomu a vytvareji
komplexni PCR produkty. RAPD se vyznacuje velmi Spatnou reprodukovatelnosti mezi
laboratofemi, jelikoz je potfeba dodriet konzistentni podminky amplifikace PCR
(Butler, 2012). Amplifikované fragmenty migruji na agarosovém gelu a pozoruje se
rozdil ve struktufe pdasd. Dalsi nevyhodou je interpretace RAPD produktl, jejich

skorovani vramci elektroforesy je velice komplikované a identifikace smési
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predstavuje opét velky problém, ktery vyzaduje hodné zkusenosti (Butler, 2012). RAPD
byla Uspésné pouZita na identifikaci E. Coli rezistentni v(ici antibiotikim a pro studium
S. Aureus a Yersinia sp. (Chatterjee a Raval, 2019). Analyza RAPD se Siroce vyuziva pro
genetické mapovani, taxonomické a fylogenetické studie mnoha organism(. Dale se
uplatriuje pfi detekci zmén v DNA po plsobeni genotoxickych latek, napriklad UV
zareni zpUsobujici pyrimidinové dimery cyklobutanového typu a fotoprodukty
(Danylchenko a Sorochinsky, 2005). RAPD detekuje posSkozeni DNA a mutace
zpUsobené genotoxiny, které se vyznacuji zménami v pdsech, naristem nebo ztratou
pash. Atienzar et al. (2002) ve své studii hodnotili vliv fady zmén DNA na profil RAPD.
Stépeni DNA bylo zajisténo restrikénimi enzymy, ultrazvukem,
benzo[a]pyrendiolepoxidem. Po probé&hnuti RAPD lze vycist, Ze sonikace DNA zp(sobila
vétsi zmény na pasech gelu a zpUsobila vymizeni vysokomoldrnich amplikon(
v zavislosti na davce oproti restrikénim enzymim. U vzorku na néZ pUsobil

benzo[a]pyrendiolepoxid doslo k podobnym zménam (Atienzar et al., 2002).

Existuji i mnohem specifi¢téjsi modifikace PCR, diky kterym je detekce poskozeni
mnohem presnéjsi, prikladem je ligaci zprostfredkovana PCR (LM-PCR, ligation-
mediated PCR). Technika LM-PCR se vyuZivda hlavné pro stanoveni primarnich
nukleotidovych sekvenci DNA, vzorcl methylace cytosinu, tvorby a opravy |ézi DNA
(Dai et al.,, 2000). LM-PCR zahrnuje tfi hlavni kroky — Stépeni genomové DNA
restrikénimi enzymy a ligaci specifickych adaptérli, amplifikaci restrikénich fragment
pomoci specifickych primerl a nakonec analyzu amplifikovanych fragmentl pomoci
gelové elektroforesy a sekvenovani. Pravé kvuli vyuZiti specifickych primer( je jednou
z preferovanych metod PCR kidentifikaci doprovodnych sekvenci vyznacujici se
vysokou specificitou a citlivosti (Yu et al. 2020). LM-PCR je jednou z nejcitlivéjSich a
nejrozsirenéjsSich metod pro kvantifikaci DNA |ézi a interakci DNA s proteiny v savéich
burikach s rozlisSenim jednoho nukleotidu (Chen et al., 2001). Nevyhodou této metody
je snizena flexibilita zplsobena cirkularizaci nebo multimerizaci restrikénich fragmenta,
ktera snizuje ucinnost metody (Yu et al. 2020). LM-PCR je jednou z mala metod, ktera
umozZiuje presné mapovani sekvence poskozeni DNA. Ve studii Besaratinia a Pfeifera
(2012) vyuiili této metody pro mapovani fotoproduktli DNA vyvolanych UV zafenim.

Schopnost detekovat addukty DNA zavisi na specifické preméné adduktl na retézcové
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zlomy na 5’-konci. 6-4 PP lze mapovat pomoci specidlnich enzym0 jako je tfeba T4
endonukleasa V. Upravou LM-PCR protokolu byla vyvinuta metoda pro DNA lesion
footprinting, kterd se dnes rutinné vyuzivd (Besaratinia a Pfeifer, 2012). Studie
Akopiants et al. (2014) potvrdila, Ze diky LM-PCR je moZné sledovat poSkozeni DSB in
vivo (vyvolané nebilkovinnym chromoforem neokarzinostatinem) v Alu sekvenci a poté
ho pomoci real-time gPCR i kvantifikovat (Akopiants et al., 2014). V dalsi studii vyuzili
LM-PCR pro stanoveni pyrimidinovych dimerd zplUsobenych UV zafenim. Konecna
kvantifikace byla umoznéna diky pfitomnosti jednovldknovych zlomU s fosfatovymi
skupinami na 5’-koncich (Chen et al., 2001).

Pro kvantifikaci poSkozeni DNA se vyuZivaji techniky velmi zdlouhavé a casto
detekuji pouze globdlni poskozeni DNA, nikoliv konkrétni. Lehle et al. (2014) vytvofili
protokol LORD-Q (long-run realtime PCR technique for DNA damage — quantification)
pro presnou sekvencni kvantifikaci poSkozeni DNA pomoci sond o velikosti vice nez
3 kb pro libovolné jaderné ¢i mitochondridlni DNA. Svlj protokol porovnali s qPCR a
kometovym testem a prokazali, Ze LORD-Q je mnohem vykonnéjsi a citlivéjsi metodou.
Studie sledovala indukci poSkozeni DNA a opravu DNA v lidskych indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunkach a isogennich fibroblastech. Prokazali, Zze LORD-Q
poskytuje sekvenéné specifickou a kvantitativni metodu, kterou Ize hodnotit poSkozeni
a opravu DNA a dalsi procesy v oblasti ptirodnich véd (Lehle et al., 2014).

Dalsi modifikaci PCR pro detekci zmén v DNA je PCR zavisla na termindlni
transferase (TD-PCR, terminal transferase-dependent PCR). Jde o vSestrannou a
citivou metodu vyuZivanou pro detekci zmén v DNA, které vznikaji v dusledku
plUsobeni footprinting Cinidel pri detekci interakci protein DNA in vivo (Chen et al.,
2001). Tuto metodu je mozné vyuZzit i pro sekvenovani genomu a pro studium adduktt
DNA (Komura a Riggs, 1998). Oproti LM-PCR ma TD-PCR vyhodu, Ze neni potieba
zadnych specidlnich enzym( kromé terminalni deoxynukleotidtrasnferasy, T4 DNA
ligasy a termostabilni DNA polymerasy. Chen et al. (2001) vytvofili modifikovany
protokol TD-PCR pro stanoveni zmén v transkripénich faktorech. Pro zvyseni detekéni
citlivosti pouzili magnetické kulicky se streptavidinem a neradioaktivnim znaéenim
pomoci fluorochrom( v blizkosti infracervené oblasti (Chen et al., 2001).

Vysoce selektivni metodou, kterou lze vyuZit pro detekci poskozeni DNA je LAMP

(isotermalni amplifikace zprostiedkovand smyckou, loop-mediated isothermal
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amplification), kterd umoznuje isotermickou amplifikaci cilového genu. V reakci
probiha amplifikace genu opakovanim 2 typ( elongacnich reakci prostifednictvim
smyckovych oblasti. Jde o samovolné prodluzovani templdtu ze struktury kmenové
smycky. JelikoZ jde o isotermickou amplifikaci, odpada zde nutnost vyuZziti termalnich
cyklerd. LAMP je mnohem rychlejsi metodou nez je PCR a je jesté vice specificka (Girish
a Karabasanavar, 2020). Oproti PCR tato metoda vyZaduje 4—6 par primerd, které
rozpoznavaji 6—8 odlisnych cilovych oblasti DNA. Syntézu zahajuje DNA polymerasa,
kterd s pomoci primer( vytvari smycky (international.neb.com, online). Vnitini primer
obsahuje sekvence kédujiciho a antikddujiciho vldakna a iniciuje LAMP. Nasledujici
syntéza posunutého DNA je primovdna vnéjSim primerem a vysledkem je uvolnénd
jednovldknovd DNA. Ta je templatem pro syntézu DNA druhym vnitinim a vnéjSim
primerem, které hybridizuji s druhym koncem cilového fetézce, a tim vznikd kmenova
smycka DNA. P¥i dalSim cyklu jeden vnitini primer hybridizuje ke smy¢ce na produktu a
iniciuje syntézu vytésnéné DNA. Vznikne puvodni DNA s kmenovou smyckou a nova
DNA se smyckou s dvakrat delsim kmenem (Notomi et al., 2000). Produkty DNA jsou
velmi dlouhé a jsou tvoreny velkym poctem opakujicich se sekvenci, které jsou spojeny
jednoretézcovymi smyckami v dlouhé konkatamery. Cyklickou reakci se za hodinu
naakumuluje aZ 10° kopii cilového uUseku. LAMP je kompatibilni s detekci pomoci
intekalatorli, fluorescenci, sond a sdetekci vagarosovém gelu a lze produkty
kvantifikovat také pomoci qPCR (international.neb.com, online). Jedinym zasadnim
omezenim LAMP je specifické navrzeni 4 primer( pro kazdy cil, pokud neni primer
dostatecné specificky a citlivy, i¢innost metody se snizuje (Jain et al., 2018).

Rychly pokrok v sekvenacnich technologiich usnadnil vznik novych metod pro
detekci poskozeni DNA zpuUsobenych vnéjsimi vlivy a pro jejich opravu na urovni
genomu. Metoda sekvenovani nové generace (NGS, next generation sequencing) je
jednou z novéjsich metod zdroven velmi spolehlivou a U¢innou metodou, diky které je
mozné sekvenovat cely genom béhem jediného dne (Behjati a Tarpey, 2013). Vznik
této metody zpUsobil revoluci v oblasti oprav DNA, protoZze diky NGS je mozné pfesné
urcit lokalizaci DNA poskozeni. S rozvojem treti generace sekvenénich technologii, jako
je Pacific Biosciences Single Molecule Real-Time a Oxford Nanopore sekvenovani, se
tfeti generace sekvenovani rozsifila o sekvenovani v realném c¢ase. Dalsi velice slibnou

metodou je RADAR-seq (RAre DAmage and Repair sequencing), které slouzi
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k odhalovani inkorporace ribonukleotidi a poSkozeni DNA vyvolané UV zafenim (Li a

Sancar, 2020).
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7. ZAVER

Molekula DNA obsahuje veskeré informace pro preZiti buriky a celého organismu.
DNA ma kli¢ovou roli pfi syntéze protein(, které vykonavaji specifické funkce. V DNA se
kromé sekvenci kddujicich proteiny vyskytuji nekddujici sekvence, které zastavaji
hlavné regulacni funkci. Pokud dojde k poskozeni v molekule DNA, dochazi u protein(
ke ztraté jejich funkce, ke zméné funkce ale také existuji mutace, které nijak funkci
proteinl neovliviuji. Spolu se vznikem poskozeni se v burice aktivuji i opravné procesy,
které se snazi dana poskozeni eliminovat. Pro detekci poskozeni DNA se vyuZivaji
molekuldrni techniky, z nichZ nejpouzivanéjsi je PCR. Pfi pouZiti SINE primerd
predstavuje PCR velice schopnou a kvalitni metodu pro stanoveni nejen poskozeni
DNA, ale i pro mapovani genomu. Kromé PCR a jejich modifikaci jsou vhodné metody
pro stanoveni poskozeni DNA gelova elektroforesa, pratokovd cytometrie Ci

chromatografie a také velice selektivni metoda LAMP nebo NGS.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMP
ATM
ATP
ATR
BER
bp
cAMP
CDK
cDNA
cGMP
cMNP
CMP
CPD
CTP
dATP
dCTP
DDC
DDR
dGTP
DNA
DNMT
dNTPs
dsDNA
DSB
DSIF
dTTP
EDTA
ELFO
ELISA
ERV
FISH
FRET
GC
GC-MS

GMP
GTP
HERV
hnRNA
HPLC-MS

kbp
LAMP

adenosinmonofosfat

ataxia telangiectasia mutated

adenosintrifosfat

ATM and rad3-related

bazova excisni oprava, base excision repair

pocet bazi, base pair

cyklicky adenosin-5"-monofosfat

cyklin-dependentni kinasy

komplementarni DNA, complementary DNA

cyklicky guanosin-5"-monofosfat

cyklicky mononukleotid

cytidinmonofosfat

cyklobutan pyrimidinové dimery

cytidintrifosfat

deoxyadenosintrifosfat

deoxycytidintrifosfat

DNA damage checkpoint

DNA damage response

deoxyguanosintrifosfat

deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid

DNA methyltransferasa

deoxyribonukleotidtrifosfaty

dvouvlaknova DNA, double-strand DNA

dvouvlaknovy zlom, double strand break

DRB sensitivity inducing factor

deoxythymidintrifosfat

kyselina ethylendiaminotetraoctova, ethylenediaminetetraacetic acid
elektoforesa

enzymova imunoanalyza, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
endogenni retroviry

fluorescencni hybridizace in situ, fluorescence in situ hybridization
fluorescence resonance energy transfer

plynova chromatografie, gas chromatography

plynova chromatografie tandemové spojena s hmotnostni
spektrometrii, Gas Chromatography -Mass Spectometry
guanosinmonofosfat

guanosintrifosfat

lidské endogenni retroviry, human endogenous retroviruses
heterogenni jaderna RNA

vysokoucinna kapalinova chromatografie tandemové spojend s
hmotnostni spektrometrii, High Performance Liquid Chromatography -
Mass Spectrometry

kilobaze, kilobase pair

isotermalni amplifikace zprostifedkovana smyckou, loop-mediated
isothermal amplification
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LINE
LM-PCR
LORD-Q
LTR

Mbp
miRNA
mRNA
mtDNA
NER

NGS

NK
non-LTR
NTC

ORF

PAG

PCR
pre-mRNA
gPCR
RADAR-seq
RAPD

RNA

ROS

rRNA
SCGE

SINE
siRNA
snRNA
SRP

SSB

SSB proteiny
ssDNA
SVA

TAE
TATA-BOX
Taqg

TBE

TBP
TD-PCR

TE
TFIID
TFIIH
TFIIX
TFO
TMP
TOP |

long interspesed element

zprostredkovana ligaci PCR, ligation-mediated PCR
long-run realtime PCR technique for DNA damage — quantification
long terminal repeats

megabdze, megabase pair

mikro RNA

messenger RNA

mitochondridlni DNA

nukleotidova excisni oprava, nucleotide excision repair
sekvenovani nové generace, next generation sequencing
nukleova kyselina

non-long terminal repeats

no template control

otevreny Cteci rdmec, open reading frame
polyakrylamidovy gel

polymerazova fetézcova reakce, polymerase chain reaction
prekurzorova mRNA

kvatitativni PCR, quantitative PCR

rare damage and repair sequencing

nahodné amplifikované polymerni DNA, random amplified polymorphic
DNA

ribonukleova kyselina, ribonucleic acid

reaktivni formy kysliku, reactive oxygen species
ribosomalni RNA

jednobunécénd gelova elektroforéza, single cell gel electrophoresis
short interspesed element

kratka interferujici RNA, small interfering RNA

malé jaderné RNA

Castice prijimaci signaly, signal recognition particle
jednovldknovy zlom (single strand break)

single-strand binding proteins

jednovlaknovda DNA, single-strand DNA

SINE/VNTR/Alu

pufr se slozkami TRIS, kyselina octovd a EDTA

sekvence TATAAAA

Thermus aquaticus YT1

pufr se slozkami TRIS, kyselina boritd a EDTA

TATA box binding protein

PCR zavisla na termindlni transferase, terminal deoxynucleotidy!
transferase-dependent PCR

transponovatelné elementy

transkripéni faktor Il D

transkripéni faktor Il H

transkripéni faktor Il X

triplex-forming oligonucleotides

thymidinmonofosfat

topoisomerasa |
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TOP I topoisomerasa Il

TPE pufr se slozkami TRIS, kyselina kyselina fosfore¢na a EDTA

TPRT Target Primed Reverse Transcription

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA transferova RNA

TSD target site duplications

uTp uridintrifosfat

UTR neprekladana oblast, untranslated region

VNTR variabilni poéty tandemovych repetic, variable number of tandem
repeats
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