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Typy poskozeni DNA

RozliSujeme nasledujici typy poskozeni DNA:
1) jednoduché zlomy DNA (SSB)

—O0—0—
2) dvojité zlomy DNA (DSB) —O—0—
« _ —e dvojity zlom
3) poskozeni baze —-0—0—
, , —O0—0
4) ztrata baze O0—O
5) lokalni denaturace OO OO jednoduchy zlom
6) intramolekularni crosslink _O—0O-
7) intermolekularni crosslink 'OE.'O: poskozeni baze
—O ztrata baze
—O0—0-
-0 O-
3 g lokalni denaturace
—O O
intramolekularni
crosslink
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Poskozeni DNA - zlomy

Tyto typy poskozeni se vzajemné nevylucuji a ¢asto vznikaji spolecné
(napf. zlomy mohou byt doprovazeny poskozenim bazi, oblastmi lokalni
denaturace apod.). Cetnost vzniku téchto poskozeni zavisi na podminkach
Za nejdulezitéjsi jsou povazovany dvojité ziomy DNA.

1) jednoduché zlomy DNA - jsou zlomy mezi cukrem a fosfatovou
skupinou v jednom freteézci.

Mechanismus vzniku SSB: ziejmé existuje vice mechanismu; OH radikaly
interaguji z 20% primo s cukrem v DNA a z 80% s bazemi, kde rozrusuiji
dvojné vazby a zpusobuji vznik radikalt bazi. Tyto radikaly se prenaseji
do 4-té polohy na pentoze, coz uvolni fosfatovou skupinu.

2) dvojité zlomy DNA - dva SSB proti sobé, mechanismu muze byt razny.
V roztoku to mohou byt dva nahodné vzniklé SSB proti sobé; v bunce to
je spiSe dusledek primého pruchodu castice v blizkosti obou retézcu
DNA, kdy okoli stopy vznika fada radikalu, které zasahnou oba retézce.




Poskozeni DNA

Jednoduché zlomy DNA vznikaji fadou procesu, c€asto prenesenim
radikalu baze do 4-té pozice pentozy.
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Figure 6.9. Suggested pathway for strand break formation in polyuridylic acid (from VON
SONNTAG 1987, with permission)




Poskozeni DNA

Jednoduché zlomy DNA. Vznik zlomu z radikalu na 5-té pozici pentozy.
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Stanoveni zlomu DNA

SSB a DSB se daji snadno prokazat sedimentacnimi technikami. Tato
jednoducha metoda neni bez komplikaci, nebot’ velka molekula DNA je
velmi fragilni a zlomy lze nadélat manipulaci. To vymezuje pouzitelnost
této technologie na vetsi davky zareni — takové, které jsou pri
ozarovani bunky mimo fyziologickou oblast.

Pro méreni SSB se DNA denaturuje alkalickym prostredim, coz ovsem
zpusobuje vznik dodatecnych zlomu, které nejsou detekovany, jestlize
se denaturuje napr. teplem. Tyto dodate€¢né zlomy, které vznikaji z
nékterych typu poskozeni bazi se nazyvaji ,,alkali labile sites“ (als), tj.
mista nestala v zasaditém prostredi. PoCet téchto zlomu je asi 30% z
celkového poctu SSB.

Prakticky Ize méreni provést v gradientu sacharozy (5-20% gradient), kde
na jeho povrch se da DNA znacena izotopem v alkalickém prostredi. Po
centrifugaci rozkapeme gradient na frakce a zmeérime aktivitu v
jednotlivych frakcich napfr. v B-spektrometru. Tim dostaneme rozdéleni
aktivity podél gradientu. Kalibraci stanovime pro dany fragment DNA
polohu v gradientu. Z rozdéleni pak muzeme spocitat stredni
molekularni hmotnost. Lze snadno prokazat, ze stredni molekularni
hmotnost klesa s rostouci davkou zareni jak pro roztoky tak v
bunkach.




Stanoveni zlomu DNA

Dalsi metodou méreni SSB a DSB je elektroforéza. Jednoduché je pouzit
kruhovou DNA, ktera ma velkou pohyblivost v elektrickém poli.
Vznikem SSB dojde k relaxaci a pohyblivost se podstatné zmensi.
Vneseni DSB do kruhové molekuly vede ke vzniku molekuly linearni a
k dalsimu zmenseni pohyblivosti. Tyto tfi formy DNA se daji snadno
oddélit sedimentaci nebo elektroforézou.
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Figure 6.10. Phage ¢X174 as test object for the determination of strand breaks (see text).
Sedimentation coeffeicients are also given for reference (see textbooks of biochemistry)




Stanoveni zlomu DNA

Dalsi metodou je ,,unwinding technika“, ktera vyuziva fizené denaturace
DNA v zasaditém prostredi, kdy pfi presné stanoveném pH a zmeérené
dobé dojde k oddéleni uréitého Gseku dvousroubovice. Cim vice bude
zlomu v DNA, tim rychleji dojde k uplné denaturaci vSech molekul. Méfi
se nakonec frakce dvojretézové DNA pouzitim vhodné barvicky. Tato
metoda je citlivéjSi nez sedimentacni technika a umoznuje pracovat s
davkami blizkymi ,,fyziologickym*“. Metoda vyzaduje peclivou kalibraci.

Dalsi metodou pro mereni DSB je pulsni elektroforéza, do které byly
vkladany velké nadéje. U pulsni elektroforézy se strida elektrické pole
pod urcitym tupym uhlem a lze programové ridit jak velikost pole, tak
uhel a dobu pulst napéti. Molekuly DNA se v gelu nejprve orientuji a
teprve poté se zacnou pohybovat. Pri zméné orientace napéti dochazi k
re-orientaci, ktera zabere urcity ¢as, jenz je vétsi pro vétsi molekuly.




Pulsni elektroforéza

Rozhodujici pro vysledek, tj. polohu molekuly na gelu, je proto rychlost
reorientace a nikoliv pohyblivost. Timto zpusobem lze oddélit Setrné
velké molekuly az nékolik Mbp (cely genom E. coli).

Molekula DNA se propléta
v porech, kde je tazena silou
odpovidajici jejimu naboji

Smér pole se méni
pod velkym uhlem

Pri reorientaci se ¢ast nabg
efektivné nevyuziva.




Pulsni elektroforéza

Vysledky méfeni a jejich interpretace. Byly méfeny napf. zlomy indukované zarenim
u E. coli nebo B. subtilis na celych genomech, kterymi jsou kruhové molekuly
DNA. Vysledek elektroforézy vypadal takto — urcita linie odpovidala pavodni
DNA (zistala na pivodnim misté vzhledem k ukotveni na bunééné struktury),
dalsi maximum odpovidalo jednoretézcové DNA. Treti maximum bylo Siroké a
odpovidalo molekulam rozbitym na drobnéjsi kousky.

Jednoduse |ze odvodit, ze pfi nahodném vzniku
DSB v molekule DNA musi mezi mnozstvim
DNA v jednotlivych oblastech elektro-
foreogramu platit urcité vztahy.

Pro fidce ionizujici zareni bude pfi stfednim
poctu zlomu

n=a.D
pravdépodobnost, ze k zadnému nedoslo
exp(-n)

a pravdépodobnost ze doSlo pravé k jednomu
bude

n exp(-n)

Zbytek do 1 bude pripadat na spojitou cast
rozdéleni v pravé ¢asti obrazku.

Mnozstvi DNA pod maximy lze ur€it integraci a
porovnat s rovnicemi.

mnozstvi DNA

mnozstvi DNA

Experimentalni rozdeleni

M2
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Teoretické rozdéleni
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Ostatni poskozeni DNA

Poskozeni bazi a ztrata bazi se pozoruje jako ubytek absorbance pfi
265nm, coz je ponékud hruba metoda. Byly popsany uréité typy
poskozeni bazi (napf. u thyminu 30 druhu zmeén); jejich biologické
nasledky vSak nejsou znamy a nepricita se jim velky vyznam. Poskozeni
bazi se v bunce reparuje excizni reparaci, ¢imz se tato poskozeni méni na
SSB. Proto Ize po urcité dobé pozorovat narust poctu SSB po ozareni.

Denaturované oblasti zpusobuji naopak pfi malych davkach mutagenu
urCity narust absorpce prfi_ 265 nm. Tyto oblasti lze prokazat na
denatura¢nich kfivkach nebo pomoci enzymu specifickych pro single-
strandovou DNA. Denaturace provazi vétSinu z uvedenych typu
poskozeni, a proto je G pomeérné velka (7-14)

Crosslinky — nejsou dobre prozkoumany. Intramolekularni crossliky
vedou k podstatnym zménam v denaturacnich krivkach a zvysuji rychlost
sedimentace. Crosslinky s proteiny zpusobuji obtiznou extrakci z bunék —
toho lze vyuzit pri fixaci DNA.




Poskozeni bazi

Ztrata baze —v radé pripadu muze dojit ke ztaté bazi.
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Poskozeni DNA pusobenim UV-zareni

Pusobenim UV  zafeni N N
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Ultrafialove zareni — UV B na povrchu Zemeé

1) ultrafialové zareni — A (320-380 nm), zdroje jsou halogenové vybojky, UV
zarivky, Slunce

2) ultrafialové zareni — B (280-320 nm) jako UV A (na Zemi neprojde pres
0zonovou vrstvu)

3) ultrafialové zareni — C (<280 nm, do oblasti nm) zdroje — jako UV A,
Slunce, mUze ionizovat
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ProC je poskozeni ozonoveé vrstvy nebezpeche

Poskozeni libovolného organismu UV zarenim zavisi na davce a vinoveé
délce. Modra krivka udava zavislost mnozstvi solarniho UV na vinové
délce, zelena krivka je biologicka vahova funkce (mnozstvi poskozeni na
jednotku davky). Soucin téchto dvou funkci pak dava zavislost biologické
ucinnosti na vinove délce (pro slunecni zareni). Integral Cerveneé krivky pak
predstavuje stupen poskozeni. Mala zmena v oblasti UVB (280-320 nm)
vyvola prudkou zménu stupne poskozeni.
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Opalovani

Znédnuti kuze nebo z€ervenani — oboji je posSkozeni kuze zplsobené UV
zafenim, ale jsou to odliSné procesy zplisobené ruznymi druhy UV zafeni.

UV A pronika hloubéji do kiize a muze zpusobit zhnédnuti bez ¢ervenani.

Naproti tomu UV B zpusobuje hlavné z&ervenani. PoSkozeni dlazdicového
epitelu (squamous cells) zpusobuje vznik spinocelularniho karcinomu.

Melanin absorbuje oba typy zareni a
redukuje tak poskozeni bazalnich

bunek a dlazdicoveho epitelu.

Stratum
corneum

Squamous | g
cells

Basal
cells

Dermis

Hyp#d_ermis




Opalovani

Z&ervenani je zpusobeno poskozenim krevniho fecisté na povrchu kuze,
které zpUsobuje jejich natékani. Z&ervenani se objevi po nékolika
minutach pri silné expozici a pokracuje 24-72 hodin.

Tézké poskozeni kuze vede k nekrotickym zménam, které zanechavani
trvalé posSkozeni kuze

Opakované opalovana kuze se stava atrofickou, vrasditou, stareckou.
Riziko vzniku rakoviny je vétsi

- pro delsi dobu opalovani,

- pro svétlejsi kuzi,

- pri opalovani v solariich.
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Mechanismus zhnédnuti kuze

Je obranna reakce na poskozeni kuze.

« Melaninové granule blizko povrchu kuze jsou
oxidovany UVA a zhnednou

=
melanin
b granules

melanocytes

2) Melanocyty hloubéji v klizi jsou
stimulovany a produkuji novy

E} i melanin. Nové granule jsou
N pfeneseny do keratinocytu ve
\ / keratinocytes vrchnich vrstvach. Jsou umistény
melanocytes ve vngjsich ¢astech bunék nad

jadrem.




Mechanismus zhnédnuti kuze

3) Melanocyty se déli a vznika vice
bunék produkujicich melanin - R SR
zhruba 5-7 dni po prvotnim ozareni Sl s

i

. 2R
\ / keratinocytes

melanocytes




Zhoubny melanoblastom

Je nejzavaznéjSim zhoubnym nadorem kuze, v USA vznika 44 tis. pfipadl
roéné a 7300 umrti kazdy rok (4% koznich nadorll). Ma se za to, ze poskozeni
kize opalovanim v raném détstvi ma za nasledek vznik melanomu v
dospélosti.

Varovné priznaky:

Melanom je tvofen melanocyty a mize vzniknou z
nebo v okoli znaminka nebo také uplné mimo. Je
proto tfeba sledovat pocet a stav znaminek na téle.
NejCastéji vznika na zadech a nohach u zen, na
zadech u muzl. Je tfeba si v§imat:

a) zmeény ve velikosti a barvé znaminek obecné

b) zmény ve velikosti a barvé tmavsSich casti
(hrbolk(, uzlikd, skvrn)

c) Supinaténi, hnisani, krvaceni, zmény v hrbolcich
nebo uzlinkach

d) zmény v citlivosti, svédéni, bolest




Zhoubny melanoblastom




DalSi zhoubné nadory kuze

Basaliom — je nej¢asté&jsi (80% koznich nadorll), objevuje se jako maly masity
hrbolek na krku nebo na hlavé, neroste rychle a metastazuje zfidka, mlze
proniknout pod klzi do kosti a zplUsobit tézké mistni poSkozeni tkani.
Postihuje ¢astéji osoby se svétlou barvou kuize

Karcinom — 16% koznich nador(, na kuzi se vyskytuje obvykle spinocelularni
karcinom, svétla kuze je opét Castéji postizena, metastazuje. Objevuje se
ve formé &ervenych nebo rlzovych Supinatych uzlik(l. Uprostfed muze
vznikat hnis.

Obvykle se objevuje na rtech, vnéjsi strané rukou,
okrajich usi a dalSich oblastech exponovanych
sluneCnimu zareni.

Pravdépodobnosti vylé€eni je 95% u téchto typU
nadort, 80% umrti je na melanom.




Modelovani vzniku zlomu DNA

Modelovani DNA - existuji modely struktury DNA, které umoznuji
stanovit pristupna mista. Je nékolik pristupu — lze ur€it tzv. Van der
Waalstiv povrch a ,,dostupny povrch* (nemusi byt shodné).

Van der Waals
surface

Testing sphere

Accessible
surface ‘

Figure 2.6: Different types of molecular surfaces (drawn after http://scsg9.unige.ch/fln/eng/
partiel b.html#a2 ).




Vypocet produkce zlomu DNA

Modelovani DNA — na obrazku jsou znazornény atomy H4‘, H5‘1 a H5‘2
jako zelena, zluta a fialova — je vidét jejich pristupnost v uzkém zlabku
DNA




Vypocet produkce zlomu DNA

Modelovani DNA — na obrazku je van de Waalsuv model (vievo) a model
s reakénimi sférami (vpravo), v nemz jsou poloméry umeérné reakénim
rychlostem.




Vypocet produkce zlomu DNA

Modelovani pusobeni OH radikdlu na DNA - na obrazku DNA a
pohybujici se radikal, ktery ji zasahne.

®pNA =2 N

Volume of
interest

Aqueous
dilute
solution

Reaction

Figure 2.10: Scheme describing the theoretical model RADACK.




Vypocet produkce zlomu DNA

Zavislost pravd. vzniku zlomu na slozeni DNA —fragment DNA a
analyzovana produkce zlomu v daném misté. Pravdépodobnosti
zavisi na slozeni — v blizkosti TTG, TTC jsou minima. Krivka
predstavuje teoreticky vypocet.
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Vypocet produkce zlomu DNA

Vznik zlomu DNA v tetraplexech — vlevo je struktura DNA vytvarejici
tetraplex, vpravo je pravdépobpost vzniku zlomu podél DNA
(experiment a teoreticka predpovéD).

Relative ARB probability
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i T Figure 3. Calculated relative ARB probabilities superposed on
the experimental values (Tartier et al. 1998). The relative
Figure 3.9: Schematic drawing of the unimolecular oligonucleotide with the (G4Ts)s efficiencies of base radical-to-ARB conversion for T- and

sequence in quadruple helix structure (Tartier ef al. 1998).

G-radical respectively are 1:1 (part A) and 3.4:1 (part B).




Vypocet produkce zlomu DNA

Vznik zlomu DNA v komplexu s proteinem — na obrazku je ¢ast retézce
DNA v komplexu s lac represorem, jsou zde opét znazornény atomy
vodiku v polohach H4 a H5.




Vypocet produkce zlomu DNA

Vznik zlomu DNA v komplexu s proteinem — vznik zlomu pro volnou DNA
a DNA s represorem (vpravo). Je vidét, ze s represorem jsou
pravdépodobnosti znacné odlisné.

FSB
Naked DNA DNA-protein complex

GAATTGTGAGCGGATAACAATT GAATTGTGAGCGGATAACAATT

A strand A strand

GAATT GTGAGCGCTCACAATT GAATT GTGAGCGCTCACAATT

CTTAACACTC G CGAGTGTTAA CTTAACACTCGC GAGTGTTAA
B strand B strand

CTTAACACTCGCCTATTGTTAA CTTAACACTCGCCTATTGT




Vypocet produkce zlomu DNA

Vznik zlomu DNA v komplexu s histony (nukleosomy) — na obrazku jsou
dva pohledy na oktamer histonu.




Vypocet produkce zlomu DNA

Vznik zlomu DNA v komplexu s histony (nukleosomy) — produkce zlomu
zavisi na pritomnosti nukleosomu. Teorie a experiment jsou ale
ponékud posunuty.

5% Relative attack probability = Radioactivity profile
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Number of the nucleotide




