MUTACE A REPARACNI MECHANISMY

Mutace

Mutace jsou ndhodné zmény v genetickém materidlu. Jsou jednou z pfiin genetické
riznorodosti organismi rostlinné i Zzivocisné fiSe. Mutace jsou stdlé dédicné zmény,
podmiiiuji nové vlastnosti. Mohou to byt zmény na urovni gend, chromosomu, genomu.
Proces mutaci z hlediska populaéni genetiky budeme pokladat za proces, ktery se opakuje
s uréitou relativni etnosti v uréitém lokusu. Cetnost mutaci se oznaGuje jako mutaéni
intenzita (nebo také mutacni rychlost) a znamena pocet mutaci na lokus a gametu, tzn.

generaci.

Pokud k mutacim dojde v zarodec¢nych buiikach, podileji se na vzniku genetické variability
organismi (viz dale). Selekéné pozitivnimi mutacemi mize dochéazet ke zlepSeni stavajici
funkce genu. Mutace selekéné negativni mohou byt naopak pfi¢inou vzniku dédénych

chorob.

Mutace, které vzniknou postnatalné v somatické buiice se uplatiiuji pouze u jedince, ktery

mutaci ziskal. Nepiedéavaji se do dalsi generace.

Jestlize v populaci dochazi soucasné ke vzniku mutaci a selekci proti mutované alele, mize
pfi vyrovnani pusobeni téchto dvou protichidnych procesi dojit k relativné rovnovaznému

stavu frekvence alel, ktery udrzuje populacni polymorfismus (viz Populacni genetika),

Polymorfismus znamena soucasnou existenci dvou, 1 vice, alternativnich genotypi
v populaci. Lokus je polymorfni, jestlize se vzacnéjsi alela v populdei vyskytuje s frekvenci

0.01 a vyssi.
Jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphisins — SNP)

V 99.9 % sekvence DNA se lidé od sebe vzajemné nelisi..Zezbyvajicitio 0.1% rozdilu tvori
SNP pres 80 %. Projekt definovani lidského genomu nyni poktacuje mj. identifikaei miliont
SNP, které jsou shromazdovany e werejné “pristupnych databazich. MaZnost typizace
mnoha set tisic SNP v jednom" vzorku- pomoci ‘DNA &ipii (viz, Metody cmelekularni
genetiky) by méla usnadnit identifikaci alel,-Zodpovédnych .za ¥adu oeémocnéni a i za

pripadné rozdily, v a€innosti farinak u jednotlivych pacienti se shodinym onemocnénim.



SNP
—~

C/A

STAGCCATCGGTA N GTACTCAATGATCAGCT?-

Dvouvlaknova DNA

>TAGCCATCGGTA G GTACTCAATGATCAGCT?-
*ATCGGTAGCCAT C CATGAGTTACTAGTCGA®-

>TAGCCATCGGTA T GTACTCAATGATCAGCT?®-
*ATCGGTAGCCAT A CATGAGTTACTAGTCGA®-

Vliv mutaci na organismus

Rozd¢€leni mutaci z evolu¢niho hlediska je zaloZeno na vlivu pritodniho vybéru ma nositele
mutaci. Jestlize dojde k mutaci, kterd zméni napt. kvality proteint,~teprve~piitozeny vyber

rozhodne, zda je tato zména pro organismus uzite¢né-sicbo nezadouci.
Rozdéleni mutaci podle vlivu na nositele- mutace

a) Mutace selekéné vyhodné . zvysuji, reprodukcni “schopnost daného(genotypu +vici

ostatnim genotyptim.
b) Neutralni neovliviuji reprodukcni schopnost nositele muitace.

c) Mutace selekéné nevyhodné.mohou vést k peruse az .ztrét€ funkce genu, snizuji

reprodukéni schopnost nositell mutace.

d) Mutace letalni jsou bud’ pfi¢inou'sttti jedineé/(plodu) nebo vedou pouze ke ztraté

schopnosti s§ereprodukovat.



Vétsina mutaci je selekéné neutralnich. Neprojevuji se ve fenotypu a jedince z hlediska
prirodniho vybéru neovlivituji. Takové mutace mohou naptiklad zménit zastoupeni nékolika
aminokyselin v proteinu (enzymu), ale ve srovnani s nemutovanou formou genu to jeho

aktivitu neméni.

Selekéné negativnich mutaci je vice nez vyhodnych (pozitivnich). SkuteCnost, ze ¢ast
mutaci ma pro své nositele Skodlivé dusledky, vyplyva z toho, ze vyvola-li mutace zasadni
zménu funkce daného genu, pak ztrata piivodni funkce je v daném prostiedi obvykle
obtizné slucitelna s prezitim.

Vznik mutaci

Podle vzniku délime mutace na (i) spontanni a (ii) indukované.
(i) Mutacni rychlost spontannich mutaci (tedy takovych, jejichZ pfi¢inu neumime ptesné
urit; spontanni = samovolné) je u &lovéka piiblizng 10-3-10-7. Pokud jsou udavané vyssi
hodnoty, jsou pravdépodobné zkresleny vybérem téch genti, u kterych dochazi k mutacim
Castéji. Mezi spontanni mutace patii napiiklad nespravné zarazeni nukleotidii v pribéhu
replikace DNA. Béhem evoluce doslo k nastaveni schopnosti DNA-polymerasy opravovat
replika¢ni chyby tak, aby frekvence téchto spontinnich mutaci byla pro evoluci
optimalni. To znamend, aby mutacni zatéz nebyla pfili§ vysoka, ale aby fixace arcitych
spontannich mutaci dovolila organismiim pfizpisobovat se zménénym podiinkdm (viz

napiiklad rezistence bakterii k antibiotikiim).

Doposud neni k dispozici metoda, ktera by umoznovala snizit mutdéni intenzitu spontannich
mutaci. Naopak je znama Fada faktoru, které zvySuji mutagnt intenzitty, tyto faktory jsou

souhrnné oznacovany jako mutagenni faktory.
(ii) Indukované mutace a mutagenni faktory miizeme rozdélit na faktory:

a) Biologické, mezi které jsou zarazenyAi faktory*genetické, kdy napt. poruchy‘ve funkci
repara¢nich mechanismi vedou ke zvyseni poctu’mutaed, vznikajicich pti replikaci. Uncloveka
bylo prokazano, Ze vys$si vé€k niuzu je faktor zvySujiet v nékterych goénech pocet muitaci. Tyka
se to napf. vzniku nové ‘mutace \w\genu FGER3, ktery koduje'receptot pro fibroblastovy
rustovy faktor. Tatoymutace, ma domihantni charakter,a<pfitomngstyjedné mutované alely
v genomu novorozence vede k achondroplazii (porucha vyvoje skeletu vedouci k trpaslicimu

vzrastu <AD onemocnéni).



Mutagenni efekt nékterych virt byl popsan naptiklad jako jedna z pfic¢in vzniku urcitych
typt malignich nadori. Mezi viry s potencialnim mutagennim ucinkem patii DNA viry ze
ctyt odlisnych rodin: herpesviry, hepdnaviry, papovaviry (papillomaviry) a adenoviry; RNA
viry: retroviry (viz Onkogenetika).

b) Chemické

U cel¢ tfady chemickych sloucenin byly experimentalné prokadzany a definovany mutagenni
ucinky. Mezi chemické kancerogenné plsobici latky jsou fazeny naptiiklad polycyklické a
aromatické uhlovodiky, chlorované uhlovodiky, aromatické aminy, nitrosaminy, azbest, tézké

kovy, mykotoxiny atd.

Na tomto misté je tfeba zdlraznit, ze Fada léku je prokazatelné nebo potencionalné
mutagenni (napi. cytostatika - 1éky pouzivané pii 1é¢bé nadorového bujeni). Vzhledem
k tomu, Ze se lidé dostavaji neustale do styku s novymi vyrobky (napf. potravinaisky pramysl

atp.), je tfeba provadét testovani novych latek na jejich mutagenitu (viz dale).

‘\

HeLa buiiky: Mitoza po-ovlivnéni cytostatikem, Sipky.oznacuji
chromatidov¢ zlomy, ZvétSeno1000x
(Experiniéntalni vysledek —©Onkogeneticka labgrator - UBLG-1. LF UK)




¢) Fyzikalni - UV a ionizujici zareni

Mezi nejvice prozkoumané fyzikalni mutagenni Cinitele patii ionizujici zafeni (napiiklad
gamma, rtg). Testovani U€inkd ionizujiciho zafeni bylo provedeno na riiznych typech
zivocichu.

Pro drosofilu (Drosophilla melanogaster) a nékteré dal§i organismy byla prokazana
jednoducha linearni zavislost Cetnosti mutaci na davce zareni. Mutagenni ucinek

ionizujiciho zafeni zavisi pouze na celkové davce a nezavisi na zptsobu aplikace (chronické

dlouhodobé¢ ozatovani, jednorazova velka davka).

Pro savce (testovano zejména na mysich) je tato zavislost sloZitéjsi. Linearni zavislost byla
prokdzédna pouze pro malé davky, pii vysokych davkach byl mutagenni efekt nizsi.
Chronické ozarovani mélo mensi efekt neZ stejné velka davka podana jednorazové. Tyto
odchylky mezi savci a bezobratlymi je mozné vysvétlit bud’ (i) zanikem citlivych bun¢k vici

zafeni nebo (ii) Cinnosti reparacnich mechanismil, (ii1) ptipadné¢ kombinaci obou dé&ja.

Zdvojnasobujici davka je takova davka zéfeni, ktera zdvojndsobi mnozstvi spontannich
mutaci. Pro mys je odhadovana na 0.3 - 0.8 Gy (Gray = fyzikalni jednotka pro davku zafeni).
Pro ¢loveka jsou tidaje odvozené od hodnot, které plati pro mys. Je to primérna davka hodnot

udévanych u mysi: 0.5 Gy.

Gonady ¢lovéka dostanou béhem plodné periody (30 let) z pfirozenych zdroji piiblizné 30
mQGy a v civilizované spolecnosti piiblizné¢ stejnou davku z umélych zdroji jako je napt.
vyuzivani zareni v 1ékaftstvi.

Ionizujici zafeni vyvolava zejména zlomy a piestavby chromiosomil neébo chromatid (viz

vyse obrazek — obdoba plsobeni nékterych cytostatik),

Pro UV zafeni je typicky vznik dimért thyminu (spojéni-sousednich thymint ve. wlakné

DNA).
Déleni mutaci podle rozsahu

a) Bodové mutace — zamiéna nukleotidu, “deiece)(ztrata). mebo inzerece (vElenéni)
nukleotidu (i vices nukleotidi); > Tyto cmutace mohou byt neutrdlii. > pak nevyvolaji
fenotypovou zménu:"Mohou.ale zasahnout usek DNA, ktery koduje polypeptid, a pak mohou
vést k zamen€ aminokyselin\v polypeptidu,+ 2 meébo muze dojit v disledku mutace
k predéasnému vzniku tefmhinacniho tripletu\ Plsobénimm-mutaci mohou vznikat nové alely

daného genu. N&kferé nové formy gen (aiely) meliou prispét k SirSi variabilit¢ znaku, jiné



mohou byt Skodlivé — pak vedou naptiklad ke vzniku vyvojovych vad, poruch metabolismu
a k nékterym nadorovym onemocnénim. Nékteré mutace jsou dokonce letalni, zptisobuji smrt

jedince ve stadiu embrya nebo plodu.

(1) Zamény basi (substituce) mohou zménit naptiklad piivodni kodon na kodon pro jinou
aminokyselinu (napf. vznik srpkovité anémie), nebo pro stop-kodon. Takové mutace, kdy
vznikne jina aminokyselina se nazyvaji mutace s chybnym smyslem (missense). Mutace,

které vedou ke vzniku stop kodonu se nazyvaji mutace beze smyslu (nonsense).

Nasledujici obrazek schematicky znézoriiuje zaménu nukleotidu (base) na pamétovém vldkné
DNA (viz tabulka genetického kodu — Molekularni genetika; geneticky kod, triplety

purinovych/pyrimidinovych basi)
(i) Mutace s chybnym smyslem (missence)

Puvodni sekvence nukleotidi v pamétovém vlakné DNA

Secceeesseeereeenee. GCCAGGCAC ................ 3'

l

transkripce

l

translace

Sekvence aminokyselin weeeeee ala arg his ...

Sekvence nukleotidii po bodové mutaci

Sevesrvrsrveeene. GCCTGGCAC., . L. 3!

l

transkiipce

!

translace

Sekvénce-aminokyselin SRR - 1 - T 4 2 1 DA | (S



(ii) Mutace mutace beze smyslu (nonsense)

Pivodni sekvence nukleotidii v pamétovém vlakné DNA

Secceeeseeereseneee GTGCAGGGT ................ 3'

l

transkripce

l

translace

Sekvence aminokyselin weeeeee leu gln gly .........

Sekvence nukleotidii po bodové mutaci

Secceesseeeeseeeee. GTGTAGGGT ................ 3'

!

transkripce

!

translace

Sekvence aminoKyselin  eeeeeeeeeeeeeeee. 1€1U (1 stop kodefi)terminace teanslace

(2) Delece nebo inserce jednoho nebo nékolika ‘nukleetidii mohou mit zahasiedek posun
¢teciho ramce (frameshift). Miize to znamenat zaclenéni jinyeh aminokyselin-(pokud neni
delece nebo inserce rovna<nebo ndsobkem “tif)“a predcasne ukon€eni syntézy polypeptidu,

v disledku zmény Ctenitiipletity které nasleduji za mutaci.



Posun ¢teciho ramce (frameshift);

Pivodni sekvence nukleotidii v pamétovém vliakné DNA

Seveeireeeeenneen AAAGAAAAGATTGGAACTAGGTCA. ................ 3'

l

transkripce

l

translace

Sekvence aminokyselin ....... lys glu lys lle gly thr arg ser .........

Delece péti nukleotidii v pamétovém vlakné DNA

Seeiceeeeeennen, AAAGA [ TTGGAACTAGGTCA ................ 3'

AAAGA

!

transkripce

!

translace

Sekvence aminokyselin ....... lyS asp trp asm 1 stop Kodon) tefminace translace

K mutacim muze dojit jak v kodujieich oblastech genu, tak v promotoru nebo, dalsich

regulacnich oblastech a nebo y-0blastechregulujicieh posttranskripcni tipravu mRINA.

Tzv. tiché mutace se ve fénotypu'meprojevuji. Napiiklad, méni-kodon; ale zména v kodonu

nevede k zaclenéni jine aminokyselifiy\(viz degenerace gehetickéhe kodu).

b) Mutace na urovnivuseki DNA muzéme rozdélit na delece, inverze, translokace a

duplikace (aZ multiplikace).



Homologni par chromosomii pied strukturni aberaci
(schematicky znazornéno G pruhovani

= } .
I

Delece (terminalni), Inverse, raménko q Duplikace, Isochremosom,
raménko p raniénko q obé raménka p



Z pohledu evoluce jsou zejména zajimavé duplikace. Duplikace useku DNA se mohou
zafadit do jiné oblasti genomu nebo mohou byt tandemové, kdy zmnozeny usek DNA
bezprostfedné sousedi s isekem plivodnim. Dojde-li ke zdvojnésobeni poctu gentl, pak jedna
z kopii obvykle sta¢i k zachovani piivodni funkce a dalsi kopie je jiz nadbyte¢na. Dojde-li
k mutaci jednoho z duplikovanych genti, nemusi mit tento proces negativni diisledky, protoze
puvodni funkce zistane zachovana. Genové duplikace méni mutace zakazané na mutace
tolerované. Béhem evoluce byly duplikace jednim z mechanismii zmnoZeni genomu.
Ptikladem bézné se vyskytujicich tandemovych duplikaci jsou geny pro rRNA, geny kodujici

hemoglobiny nebo imunoglobuliny.

Tandemové multiplikace oligonukleotidovych sekvenci jsou dalSim z evolucnich
mechanismui. Jednim z disledki multiplikace oligonukleotidovych sekvenci je naptiklad

vznik polymorfismu délky restrikénich fragmentt (RFLP, viz Molekularni genetika).

Specidlni druh polymorfismu je variabilita poctu kratkych tandemovych repetic
sekvence nukleotidii (VNTR — variable number of tandem repeats) — tzv. mikrosatelitii.
Polymorfni lokus sestava z variabilniho poctu tandemovych opakovani bi-, tri- nebo
tetranukleotidovych sekvenci, napf. [(°CAY- )y (—SVCAAT—)H; (-°GATA-),]. Naptiklad
dinukleotidové repetice cytosinu a adeninu (-°CA®-) jsou extrémné polymorfni. dsou
pfitomny v genomu na mnoha riznych mistech a v rizném poctu opakovani. DélKkarcelého

useku miize obsahovat desitku az stovku opakovani oligonukleotidové sekvencg,

VNTR polymorfismus mizeme definovat stejné jako polymorfismus diel“strukturniho genu,
kdy stejné jako u jakéhokoliv znaku jedna alela (v tomto ptipadépecet repetic) byla-zdédéna
od otce a druhd od matky. Vysoky polymorfismus VNTR @imoznuje identifikaci kazdého
jedince pii pouziti nékolika kombinaci odlisSnych mikrosatelitnich sekveénct.-Kombinace alel
nckolika mikrosateliti na rGznych chromosemech 4¢\ unikatii> pro kazdou /,0s0bu

(mikrosatelitové markery).
Identifikace riznych mikrosatelitnich s€kverei je'vyuzivana naptiklad v kriminalistiee.

¢) Genomové mutace zasahuji'celé‘chremosaomy; pripadneé celé chromosomové sady (viz
Cytogenetika). Vznikaji,'v disledku portich” pribchu bunééncho déleni. Jsou to bud
aneuploidie (zména-'v poctiyhiomolegnich chromosomii) nebo polyploidie (zmnozeni celé
sady chromosemtl). Z evolu¢niho’ hlediska m¢l proces polyploidizace vliv na zvétSovani
genomus~ Mohl se vSaks‘evolucné uplatiigvat peuze~’do doby nez dosSlo k wustdleni

heterochromosomélni d¢terminace pohlavi:



U clovéka vede zména poctu chromosomii ke vzniku neplodnych jedincl, protoze
zménou poctu chromosomi dojde ke zméné poméru mezi poctem autosomi a

heterochromosomti. Tim, Ze jedinci jsou neplodni, mutace se nepfeddva do dalsi generace.

Chromosomové aberace vznikaji vétSinou piisobenim mutagent, jako jsou alkylacni latky a
dale napt. 5-fluoro-2'-deoxyuridin, 2'-deoxyadenosin, arabinosyladenin a hydroxyurea a
dalsi.

Latky vyvolavajici zmény na urovni chromosomii poskozuji (i) molekuly ucastnici se
chromatinového pfipojeni a separace. Plsobi na kondenzaci chromosomil, na prib&h
crossing-overu, na funkci kinetochoru; (ii) Piisobi na repetitivni struktury centromer a
telomer; (iii) Maji vliv na molekuly kontrolujici pribéh bunééného cyklu (napi. cykliny,
cyklin-dependentni proteinkinasy, p53); (iiii) poskozuji molekuly vieténkového aparatu

(tubulin, centrioly atp.) a dalsi slozky podilejici se na priabéhu mitdzy.
Geneticka kontrola mutaci a jejich reparaci

Jednim z kli¢ovych geni v regulaci pribéhu kontrolniho bodu G1 bunééného cyklu je gen
AT (odvozeno od genetické poruchy ataxia teleangiectasia). Produkt genu AT je
proteinkinasa (ATM), kterd se podili na pribéhu bunééné signalizace iniciaci
fosforyla¢ni kaskady. Mutovany gen AT produkuje velké mnozstvi ATM-proteinkinasy,
coz vede k absenci kontrolniho bodu G1 a nésledkem toho k zamezeni moZnosti reparace

poskozeni DNA, jejimz disledkem je prenos zlomi do dcefinych bunék.

Gen TPS53 patii do skupiny tumor-supresorovych genll (viz,-Onkogenetika, Regulace
bunécného cyklu). Je to klicovy gen, ktery je odpovédny, za, pozastaveni bunééncho cyklu
v kontrolnim bod¢ G1 faze. Exprese genu TP53 je regulovéna poskozenim-IDNA a raznymi
typy stresu (hypoxie, nedostatek rastovych faktor@-atp.). Véde ke zyySeni exprese gehua

zvyseni stability proteinu p53 (prodlouzeni polocasudegradace);

Protein p53 je jaderny fosfoproteinAJ¢ to transkripcénisfaktor pro nékolik eilovych genit se

zasadnim vyznamem pro regulaci bunééného cyklu/(mapi. pre.gen CIRYWAFE1);-reparaci
posSkozeni genetického materialu (gen GADD45 - Growth Arrest and DNA Damage) a
navozeni apoptozy (gen-BAX z'rodiny gemiBcl2 ).

Produkt genu~CiP1/WAFL1 je protein 21 (p21), ktery. se yvaze k cyklin-dependentnim
proteinkinasam a inhibuje-jejich aktivitu jak v-kontrolhim bod¢ G1 tak G2 faze. Protein
p21 muze tlumit replikaci zpomalenim -postupu’replikacni vidlice, inhibuje katalitickou

aktivitu PCNA-depenidentni-DNA-plelymerasy<delta.



Produktem genu GADD 45 je protein Gadd 45, ktery podnécuje excizni reparaci pifimo a

nebo v kooperaci s PCNA (proliferating cell nuclear antigen).

Gen BAX je proapoptoticky ¢len rodiny Bcl-2 geni. Podili se na navozeni apoptozy.
DalSimi tumor-supresorovymi geny, které se podileji na priibéhu reparaci poskozeného
genomu jsou geny BRCAL (breast cancer 1) a BRCA2 (breast cancer 2), které pokud jsou
mutovany, jsou asociovany s familiarnim vyskytem (dédénou predisposici) nddoru prsu nebo
prsu a ovarii. Produkty obou genii BRCA tvofi komplexy s produkty dal$ich gentli ( napt. genu
RADS1) a podileji se tak na regulaci pribéhu bunééného cyklu a pii opravach
dvouvlaknovych zlomti DNA.

Gen BRCAI reguluje bunécny cyklus, inhibuje rist bun¢k mlécnych zlaz, uplatiiuje se pri
reparaci poSkozené DNA. Jim kodovany protein interaguje s produktem genu RADS5I,
ktery se podili na opravé zlomii DNA (zlomy indukované zafenim nebo vznikajici pfi

crossing-overu mezi chromatidami pii meidze).

Gen BRCA2 ma obdobnou funkci jako gen BRCAL, i kdyz oba geny jsou svou strukturou
odli$né. Interaguje také s genem RADS1. Protein BRCA2 transportuje protein RADS1 do

mista poSkozeni DNA.
Gen RADS51 kdduje protein nezbytny pro opravu poskozené DNA.

Na velmi zjednoduSeném obrazku jsou zndzornény vzajemné vazby mezi vyse-uvedenymi
geny, respektive jejich produkty, které se podileji na regulaci prabéhusburiééného cyklu a

reparaci poSkozené DNA.



Poskozeni DNA Zastava bunééného cyklu v G1 kontrolnim bodé

~

&~

/ -

Reparace DNA pS3

-~ ~

/

Zastava bunééného cyklu v G2 kontrolnim bodé Bax
(pied vstupem do mitozy) l

Apoptoza

Mutatorové geny

Mutatorové geny Kkontroluji stabilitu bunééného geonomiun" (viz Onkogeretika).
Odpovidaji za opravy (reparace) v sekvenci DNA jako jseu chybna parovani>nukleotidi
béhem replikace, modifikace templatu mutagenem nebo nesprayna registrace repetitivni

sekvence (napt. (CA),).

Mutace v mutatorovych genech vedou K hromadéni”a udizevani mutaci v Puiice. Ve
fenotypu se projevuji nestabilitou délky mikrosatelithich lokusii. Mutace' y» mutatefovych
genech jsou asociované s vyskytem népolypozaich nadoriy {lustého vstteva (HNPCC —
hereditarni nepolypozni kglorektalni-karcinom).a’ dalsimi nadorovymi onefocnénimi. U lidi

byly dosud identifikovédny mutatorové.geny’ hMSH2, nMLHK1, hPMS1-hMLH1, hPMS2.
Mutace v reparacnich genech zyysuji 100x - 1000x frekvenci mutaci v genomu.

Typy reparaci DNA



Piima reparace je odstranéni zmény vsekvenci DNA zpétnou reakci umoznénou

specifickymi enzymy; napiiklad zaceleni jednovldknového zlomu ligasou.

Reparace s excizi (vyStépeni) poskozené nebo nesprdvné zatfazené purinové nebo
pyrimidinové base (pfipadné sekvence basi) se uskutecni pomoci komplexu enzymii, které
jsou schopny mutaci vyhledat, odstranit a nahradit vyStépenou Ccast fetézce spravnym
nukleotidem nebo tsekem sekvence DNA. Mezi komplex téchto enzymu patii, mimo jiné,
DNA-glykosidasa, kterd odstraiiuje nespravné zarazené nukleotidy; endonukleasa, ktera Stépi
vldkno DNA uprostied; DNA-polymerasa, ktera zaplni vzniklou mezeru v sekvenci
nukleotidi. DNA-polymerasa ma sama reparacni schopnost, diky své 3'-5'-exonukleasové
aktivité.

Fotoreaktivace se uplatiiuje v ptfipadé, kdyz dojde ke vzniku kovalentnich vazeb mezi
sousednimi basemi v fetézci DNA (napf. diméry tyminu) vlivem UV zafeni. Slozkou
slune¢niho svétla s vinovou délkou 340-400 nm se aktivuje enzym DNA-fotolyasa, ktery tyto

vazby §tépi a obnovi tak strukturu vldkna DNA.

Rekombinaéni oprava je zejména oprava dvoufetézcovych zlomti DNA. Jde o cilenou
vyménu poSkozenych a neposkozenych sekvenci mezi dvéma molekulami DNA. Po
rekombinacni opravé vznikne jedna opravena molekula DNA, ve druhé molekule, ktetd’ se

stane nefunk¢ni, se nahromadi v§echny mutované useky.

Reparace dvouretézcovych zlomi (NHEJ = nonhomologous end joining).je druhy zptisob
reparace dvoufetézcovych zlomt, pfedstavuje prosté spojeni nehomoelogickych tupych konet

(viz dale restriktasy) dvouvlaknové DNA po dvoufetézcovém zlomiu.

Monogenné dédéné poruchy reparaénich systémi

Ataxia teleangiectasia je porucha souladu svalil, zpemaleni ristu,»V prvnim roce \Zrvota se
v konjuktivé objevuji malé vaskuldrii 1éze.,.*Onemocnéni provazeji neurslogicke’, a
imunologické poruchy (infekceplic, prudusek), -vyskyt ‘leukémii, lymfomis Geneticky

material poSkozuje radiace, Ktera vyyolava chromosemalni prestayby.

Bloomiiv syndrom*gse ‘vyznactij¢ nizketporodni hmotnosti (trpasli¢irvzrist). Typicka je
vyrazka na obliceji, kterd-se zhorSuje’ po slunéni.~PeostiZzeni\ maji dispozici pro vznik
nadori. Piiv cytogenetickéni vySetfeni je nalezena vysoka frekvence vymén mezi

sesterskymi chromatidaimi, chromosomoy¢ zlomy a\vyskyt mikrojader.



Fanconiho anémie je provazena vrozenymi anomaliemi skeletu (mald postava, defekty
¢lanka prsti palce), anomaliemi gastrointestinalniho traktu a nervového systému. Pacienti
maji dbytek Kkrvinek, je u nich zvySené riziko hematologickych malignit, nadori

gastrointestinalniho traktu a pohlavnich organu.

Xeroderma pigmentosum je provazena extrémni precitlivélosti na slunéni. V ¢asném
véku (do osmého roku u 75 % pacient) vznikaji nadory kiize — karcinomy bunék

dlazdicového epitelu nebo melanomy.
Testovani mutagennich ucinki novych slou¢enin

Soucasti vyvoje nového I€ku je vysetieni nezadoucich Gc¢inkli na organismus. Proto piedchazi
klinickym zkouskdm stanoveni, mimo jiné, jeho toxikologickych vlastnosti. Mezi tato
vySetfeni patii stanoveni, zda mize dochazet k poskozeni genetického materialu (genotoxické
ucinky). Zatazeni genetické toxikologie vzbudily obavy, Ze pokud by latka vyvolala
v experimentalnim systému mutace, mohl by se u lidi zvysit vyskyt geneticky podminénych
poruch. Experimentadlné¢ bylo zjisténo, Ze mnoho latek ma mutagenni aktivitu a ma

kancerogenni ucinky.

Proto preklinické experimentalni studie testuji slouceniny na genotoxické ucinky, tzn. je
testovana interakce latek s genetickym materidlem buiky. Genotoxické testy se ‘hlavné

vyuzivaji k predikci kancerogenity slouceniny.

Mnoho mutagennich a kancerogennich slou¢enin neinteraguje s DNA dokud'nedojde k jejich

biotransformaci, které je enzymové katalyzovana (metabolicka aktiydce).

Genotoxické testy probihaji jak v in vitro, tak in vivo systémech. Ptovadéji se standardni
soubory testl (neexistuje jeden univerzalni test):
a) testy pro stanoveni genovych mutaci u baktérii (Amesav test).
Amesiv test je jeden ze zakladnich toxikologiekyeh testii’Je to detekce -mmtaci na
specialnim kmeni baktérii Salmenéila typhimurium, kfere maji mutaci v.genu pro.-tvorbu
histidinu a proto rostou pouze v, prostiedi, které histidin obsahuje. Amgsuv testispociva ve
vysazeni téchto mutovanych Salmonell, de kultivacniho prestiedi bez histidinu, do
kultivaéniho prostiedt je ptidana frakeesmikrosom s aktivnijaterni ‘oxydasou a testovana
latka, kterou ©xtdasa méni na, reaktivii metabolit, Kultivaceza-nepritomnosti histidinu
neumezZnuje rist puvodnimu kmeni baktérii, ale ‘novi mutanti, ktefi vznikli po
pusebeni testované latky, vtomto prostiedi, rostou a tvori kolonie. Pocet kolonii

odpovida intenzité-mutagenniho ¢ink testované latky.



b) in vitro testy (na bunéfnych kulturach) s cytogenetickym hodnocenim
chromosomového poskozeni.

Na savcich bunkdach, které proliferuji v bunécné kultufe se po ptidani testované latky

mikroskopicky hodnoti mitoticky index (procentudlni pomér bunék v jednotlivych fazich

mitoézy vztazeny ke vSem jadernym bunikam), chromosomalni aberace (zlomy a vymény
sesterskych chromatid, zdvojeni chromosomu bez nasledné separace). Mikrojaderny test

s blokadou cytokinese je dalsi metoda pro hodnoceni chromosomového poskozeni.

Mikrojadra jsou mala extrajadernd téliska, kterd vznikaji z fragmenti chromosomi bez

centromery nebo zcelych chromosomt, které béhem mitézy nedoputuji az k pélim

dé€liciho vieténka. Mikrojaderny test se obvykle provadi na lidskych lymfocytech.

V soucasné dob¢ je pro dekci chromosomovych aberaci vyuzivana i metoda FISH (viz

Cytogenetika).

c) testy in vivo, v nichz se uplatni obdobné testy jako v in vitro podminkach, ale navic
i faktory ovlivitujici genotoxickou aktivitu sloucenin jako je adsorpce, distribuce,
metabolismus, exkrece atp.

Testy jsou provadény zejména na definovanych kmenech hlodavcii. Patologické vysetieni

dovoluje urc¢it dopad plsobeni na jednotlivé organy, maximalni tolerovanou davku,

reverzibilitu poskozeni tkané atp. In vivo testy maji nezastupitelnou tlohu pii téstovani

teratogennich ucinkt latek (viz Embryonalni vyvoj).



