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Teoretickacast bakalgské prace se zabyva nejvyznai8imi typy poSkozeni DNA
vyvolanymi pisobenim UVB zéenim. UVB fotony iniciuji pimé poSkozeni DNA za tvorby cis,
syn cyklobutanovych pyrimidinovych dimea pyrimidin-pyrimidonovych (6-4) fotoprodukea
modifikaci proteitii, predevsim interakci s aromatickymi aminokyselinam¥Buse podili i na
produkci reaktivnich kyslikovych radikala reaktivnich dusikovych radikékteré nasledh
vyvolavaji oxid&ni poSkozeni biomolekul. Tato poSkozeni séKkausnaZi eliminovat pomoci
repar&nich mechanisin

Cilem experimentalnicdsti prace bylo sledovat dynamiku vzniku a odstvani
poskozeni jaderni DNA vyvolané vlivem UVB ieai a porovnat schopnost hlavnich ityp
koZnich bugk v epidermis a dermis, keratino@ya fibroblast, odstréiovat poskozeni DNA.
K hodnoceni byla pouZita alkalicka varianta jedn@dni gelové elektroforézy, ktera umaje
detekci poSkozeni DNA v jednotlivych #ikéch. Jako dopljici parametr bylo pouZito
stanoveni aktivity uvokné laktatdehydrogenasy. Z vyslédkyplynulo, Ze fibroblasty jsou
citlivgjsi viici poskozeni viivem UVB zé@ni neZ keratinocyty. Do davky 200 mJfdmyl casovy
prabeh eliminace DNA zlor u obou tyg burgk podobny. B expozici davce 400 mJ/criyl
u fibroblasti po 24 hod od ozani pozorovan mirny pokles poSkozeni DNA na rompudil
keratinocyli. Jednobuéina gelova elektroforéza se ukézalo jako velmi vidodro sledovani
Gcinka UVB, neba jiz pii nizkych davkach a kratkyatasovych intervalech od expozice bylo
mozné pozorovat poskozeni DNA. Naproti tomu zvySek@vita laktdtdehydrogenasy byla
pozorovana azipvysSich davkach UVB zéani a po delSictiasovych intervalech, coZ souvisi
s nektrotickymi procesy v lige.
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Cile bakalaiské prace

Cilem teoretick&asti je vypracovat literarni reSersi na téma:
» poskozeni DNA koZnich bk vyvolané slunénim UV z&enim
* repar&ni mechanismy koZnich bék

» jednoburi¢nd gelova elektroforéza

Cilem experimentélriasti bakaléské prace je:
» sledovat dynamiku vzniku poSkozeni DNA vyvolaného/BJ zarenim
v keratinocytech a fibroblastech v zavislosti nacgazdeni
* porovnat schopnost reparace poSkozené DNA v olprclykoZnich bufk

e 0svojit si techniku jednobitiné gelové elektroforézy



Teoreticka ¢ast
Uvod

Slune&ni z&eni je gednEtem zajmu lidi po staleti. Jiz $t&gyp'ané sledovalifiznivé
acinky slune&niho s¥étla na hojeni porami kize, a proto ho zali vyuZivat k I€ebnym @elim.
Jeho pozitivni 8inky na Zivy organismus byly prokdzéany mikad @i 1écbé tuberkuldzy,
koZnich exén, aknéci lupénky. Slunéni terapie, odbokhnazyvana helioterapie, byla velmi
popularni ve ¥tSing zemi az do 30. let dvacéatého stoleti (Liberma®,1)9

V poslednich 40 letech seédci zaali zabyvat i negativnimi vlivy slugaiho z&eni na
lidsky organismus. V patogeneZiznych onemoadini kiZze etné rakoviny je zapojena cela
fada vnitnich a vijSich faktoii, z nichZ akutni a chronicka expozice skmienu z&eni hraje
nejvyznamgjSi roli. Pisobenim ultrafialového ¥éni se v &Zi tvori vitamin D, ktery ovliviuje

metabolismus vapniku a fosforu.

1 Slun&ni zareni

Slune&ni z&eni je souast elektromagnetického ighi. Jeho #eni prostorem je
zpisobeno penosem energie v poddlelektromagnetickych vin. Je to hlavni zdroj energi
nejen pro Zivé organismy, ale i prét$inu dileZitych pochod na Zemi a v atmosfé. Slunéni
z&eni dopadajici na zemsky povrch se sklada zdefv@né, viditelné a ultrafialové slozky
(Obr. 1) (Halliday et al., 2006).
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Obr. 1. Elektromagnetické spektrum

(http://www.dnr.sc.gov/ael/personals/pjpb/lectigetiire.ntml)
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1.1 Infracervené zéeni

Infracervené zéeni (IR) zahrnuje vinové délky 760 nm-1 mm, coZ @d@a vinovym
délkam mezi nejkratSimi radiovymi délkami a viditgin swtlem. IR tvdi 45 % slunéniho
z&eni. Podle vinové délky se IRléna IRA (760-1400 nm), IRB (1400-3000 nm) a IREDQEO
nm-1 mm). IR ma mensi energii neZty viditelné. IRB a IRC je pohlcovanorgdevsim
v epidermis, zatimco IRA pronikd hluboko do dermR. vyvolava zmdny vibraci a rotaci
molekul, cozZ se projevujé&stem teploty (Schroeder et al., 2008). IRZm gFispivat k produkci
radikah, které vznikaji po reakci s elektrony produkovanyjako sekundarni produkty
dychacihotettzce. Pesny molekularni mechanismus ale zatim neni zng@gstrow et al.,
2009). IR se vyuZziva k terapeutickynteliim nag. k hojeni ran nebo k&é¢ zaretlivych

onemocgni kize.

1.2 Viditelné z&*eni

Rozsah vinovych délek viditelnéhoteai je 400-760 nm. Viditelné &ni je rostlinami
vyuzivano pi fotosyntéze a je nepostradatelné pro Zivotni éenkrganism. Tvoii aZz 50 %
dopadajiciho slursmiho zd&eni (Halliday et al., 2006). Viditelné &lo pronik& hluboko do
kaze, kde je absorbovano celsadou molekul tzv. chromoférjako je melanin, riboflavin,
hemoglobingi bilirubin. Zastrow a kol. popsali, Ze fotony, kéejsou absorbovany chromofory,
prispivaji k produkci radikdl (Zastrow et al., 2009). Z tohoto hlediskaz® viditelné z#eni
vyvolavat oxidé&ni poskozeni biomolekul napnukleové kyseliny a nenasycené mastné
kyseliny. Exaktni mechanismuggobeni viditeIného 2éni nebyl dosud objasn. Fredpoklada
se ale, Ze d¥e byt podobny UVA zZ&ni, nebé rozhrani mezi UVA a viditelnymi vinovymi
délkami je formalni (Mahmoud et al., 2008).

1.3 Ultrafialoveé z&eni

Ultrafialové zdeni (UV) tvai priblizné 5 % dopadajiciho slutieiho swtla. Déli se na
tii zakladni slozky: kratké viny (UVA; 315-400 nmjfexdni viny (UVB; 280-315 nm) a dlouhé
viny (UVC; 100-280 nm).



1.3.1 UVA (315-400 nm)

Vice nez 90 % UV zé&ni emitovaného sluncem tWoUVA zé&eni. UVA neni
absorbovano ozonovou vrstvou. Intenzita UVAera se v pibéhu dne piliS neneni. Ve
srovhani s UVB je UVA schopno prochazetZziym okennim sklem. UVA fotony pronikaji
hluboko do kZe (az 100Qum) (Nichols et al., 2009). 80 % UVA pronika k roahf epidermis-
dermis a asi 10 % dosahuje az k podkozni vazivos&v(viz kapitola 3 Kize) ( Verschooten
et al., 2006).

Dle vysledki existujicich studii energie UVA neni dostaté pro vyvolani fimého
poSkozeni molekul. UVA iniciuje masivni produkciaktivnich kyslikovych a dusikovy
slowenin (ROS, RNS) vitsledku interakce UVA fotan s endogennimi (i exogennimi)
chromofory neboli fotosenzitizéry. KozZni itky obsahuji celodadu fotosenzitivnich molekul
nap@. base nukleovych kyselin, NAD(P)H, hem, chinofigyiny, porfyriny, karotenoidy, 7-
dehydrocholesterpleumelanin a urokanovou kyselinu. Vzniklé ROS a R&t8kuji 6zné
molekuly a zgsobuji jejich oxidéni poSkozeni. Vysledkemédhto interakci je tvorba
lipidovych hydroperoxid, karbonylovanych protein jednoduchych zloth DNA a
modifikovanych DNA basi. Zejména oxidované base DN&k mohou byt vyznamnéftip
pocateenim stadiu karcinogeneze. (Svobodova et al., 20@@)vné studie prokazaly, Ze UVA
je schopno iniciovat rowZ produkcicis, syncyklobutanovych pyrimidinovych dimér(CPD),
jejichz vznik byl dive spojovan pouze s UVB. (Mouret et al., 2006; koet al., 2010)

UVA ovliviiuje imunitni reakce organismu. UVA se podili naikanopaleni kZze a
Intenzivni UVA expozice vede ke vzniku erytému.. Sfevnani s UVB, vyvolava UVA pouze
.okamzité tmavnuti“, které se objevujetddech minut aZz hodin od expozice. 8pa v jeho
piesunu z melanocytdo keratinocyt a oxidaci jiz vytvéeného melaninu (Routaboul et al.,
1999). Opakované expozice tgobuji fadu znén ve struktie a funkci Kze, které jsou
souhrng ozna&ovany jako pedtasné starnuti dZe. UVA indukované poSkozeni DNA je
spojovano se vznikem maligniho melanomu. (Trauting@01)

V poslednich asi 20 letech je UVAiegai hojr vyuzivano v solarnich studiich. Krém
toho je UVA wyuzivano v kombinaci sdéy ke specialnim dermatologickym terapiim

(fototerapiim) i l€¢bé psoriasi a vitiliga.

1.3.2 UVB (280-315 nm)

UVB zéteni reprezentujeifblizné 5-10 % UV zé&eni dopadajiciho na zem. Potenaialn
nejvice nebezgmeé vinové délky 280-295 nm jsou absorbovany v atétiess ozonové vrst
Intenzita UVB je nejsilgjSi mezi 11. a 14. hodinou. Kr@nalenni doby je zastoupeni UVB vs.
UVA ovlivnéno dalSimi faktory jako je tmi doba, zerpisna Stka nebo nadniska vySka
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(Young, 2006) UVB pronikd do menSi hloubkyiZe ve srovnani s UVA. &Sina UVB je
absorbovéana v epidermigiigemz kolem 70 % je pohlceno v rohové vistebylé zdeni pisobi
zejména na hiky basalni vrstvy. Jen minimalni mnoZzstvi UVB (db%) je schopno pronikat
az do dermis (viz kapitola 2#e). Kron& negativniho fisobeni na &i ma UVB Skodlivé
acinky i na @i (Ettler, 2004). UVB je povaZzovano za silny kagen, asi 1000-kratéinngjsi
nez UVA. (Courdavault et al., 2005).

UVB vyvolava gimé posSkozeni molekul, zejména nukleovych kyselaranatickych
aminokyselin. B expozici UVB zdeni s bazeni vznika 12 DNA fotoprodikiMezi nejhojrjsi
pati CPD a pyrimidin-pyrimidonové (6-4) fotoprodukt{6¢{4)PP). Tyto dva typy poskozeni
zahrnuji 70-80 % a 20-30 % veSkerych poSkozeni OjKitn et al., 1993). Takto fize UVB
z&eni vystupovat jako agens, které iniciuje vznikrogaguje §eni nadok. RovreZz mizZe
potencovat &inky jinych karcinogefl. UVB z&eni vyvolava i nepfmé poskozeni, nebdJVB
fotony indukuji zvySenou produkci ROS a RNS (EttR804; Nichols & Katiyar, 2009).

Molekularni &inky UVB se projevuji jako vznik edému, erytému,nsivych ci
alergickych reakci. UVB rowk tlumi odezvu imunitniho systému. UVEiGné stimuluje
novou syntézu kozniho pigmentu melaninu ve specgdinych biikdch melanocytech.
Opakovana expozice UVB i&ni vede i k pedtasnému starnuticke (Pattison, 2006). Kroin

negativnich dinka je UVB nezbytné pro aktivaci syntézy vitaminu Dlfiféman et al., 1999).

1.3.3 UVC (100-290 nm)

UVC predstavuje nejtoxiéjsi ¢ast slunéniho sétla. NaSésti vinové délky 100-295 nm
jsou komplets pohlcovany ozonovou vrstvou uloZenou ve stratesfBisobi genotoxicky na
vSechny Zivé organismy iiipvelmi kratkych expozicich. Jeho vinové délky zalji absorpni
maximum DNA (260-265 nm). Z tohotardodu se pouziva jakogiinny germicidni progedek
(Nichols, 2009).

2 Kuze

Lidsk&a kiZze je neustéle se obnovujici organ, ktery pokryalé €lo. KuZze zaujima u
dosmlého ¢loveka plochu asi 1,6 aZz 1,8°m je povazovana za néfS$i organ. Jeji stavba ji
umo#iuje pizpasobovat se pohyin la. Tlou¥ka kize zavisi na lokalizaci, pohybuje se
mezi 0,4-4 mmd(ihak, 2004).

KiZe plnitadu rozmanitych funkci. Odhlije vnitini prostedi organismu od Wjgiho a
chrani ¢lo pred pisobenim chemickych a fyzikalnich fakioti pronikanim mikroorganisin

Spolu se sliz@inimi vrstvami pedstavuje nespecifickou prvni obrannou linii. Mam&E
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zasadni vyznam pro smyslové vnimanfiz& ma vyznamny podil na udrZzovani homeostazy
v téle. V kiZi jsou obsaZzeny nervova zakeni pro vnimani teploty, tlaku a bolesti. Podili se
také na termoregulaci organismu, jelikoZ recepfoy vnimani teploty ovlikuji funkci cév a
potnich Zlaz fitomnych ve strukite kize. DalSi vyznamna funkce je vylwaci, diky které se
organismus zbavuje Skodlivych latek. Toto se uskufe pomoci mazovych a potnich Zlaz.
Diky resorgni funkci je mozné f@s Kizi do €la vpravit latky rozpustné v tucich. Hlavni
metabolickou aktivitu &Ze gredstavuje tvorba vitaminu D (Hark et al., 1964).

2.1 Struktura kiize

KiuZze se sklada ze&itzdkladnich vrstev- pokozky, Skary a podkoZnihpiwea Kazda

Z téchto struktur obsahuje specifickérity a ma ugitou funkci.

2.1.1 Pokozka (epidermis)

PokoZka je v§Si vrstva KiZze, kterd fichazi do pimého styku s okolim. Ve struk
epidermis je mozné rozeznatkolik odliSnych vrstev. Epidermis je tiena pevazi
z rohowjicich burgk dlazdicového epitelu, keratinodytve spodnich vrstvach obsahuje i mensi
mnozstvi jinych typ burgk-melanocyty, Langerhansovy a Merklovyiay.

Keratinocyty vznikaji v mitoticky aktivni zarotieé (basalni) vrstv epidermis. kde
maji charakter kmenovych btk Jejich poSkozeni vlivem sluér@ho z&eni ma zésadni vliv
na produkci novych buk. Pokud nejsou eliminovany jejiclfipadné DNA léze, fi¥e dojit ke
vzniku basalnich karcinaimnebo jinych nemelanovych typrakoviny kize. Basalni hiky
rovnéZ produkujifadu signélnich molekul jako odp@aly na poskozeni vlivem slutieiho zdeni
odkud postupuji samem vzhiru k vrstw rohové. Dochézi k jejich postupné transformacijdeo
ke zméné struktur proteid, odtrarni jadra, sniZzeni obsahu vody aémhtvaru az vzniknou
splostlé buiky (Supinky), které se odlupuji. Tento proces tiv&20 dri. Rohova vrstva je
tvoiena z oplo$lych bezjadernych bk, které jsou vyplény skleroproteinem ndpkeratinem.
Keratinocyty zarodné a rohové vrstvy hraji zasadni rofii gxpozici slunénimu z&eni.
Bunky rohové vrstvy maji funkci obrannou, neébabsorbuji znénou ¢ast UV zdeni, ¢imz
snizuji mnoZstvi fotoin pronikajicich do hlubSich strukturiZe. Navic slunti UV z&eni
vyvolava zvySeni proliferace békv basalni vrst®, coz se projevuje zesilenim rohové vrstvy a
tedy zvySenou schopnosti pohlcovatera (Santa-Maria et al., 2010; Hoek et al., 1964).

Melanocyty tvai asi 1-4 % bu&né populace epidermis. Tyto specializovanékipu
jsou zodpowdné za produkci pigmentu, melaninu. Maji ¥¥ky, diky kterym transportuji

melanin do flehlych keratinocyi. NejwtSi vyskyt melanocyit je vcastech lze, které jsou
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nejvice vystavovany sluteimu zdeni (obltej, hibet ruky). Melanin se v keratinocytech
hromadi kolem jadra, kde funguje jak#irpzend ochrana genetické informaceilou pred
slune&nim z&enim (Linc, 2003).

Langerhansovy hiky maji funkci u imunitnich reakcichike, tedy p rozpoznani
antigenu a jeho zpracovani. Po expozici staimau z&eni obsahéchto burk klesa.

Merkelovy buiky slouzi jako koZzni mechanoreceptory.éldveéka zastupuji 4-6 %

burgk v basalni vrst¥. Vyskytuji se pedevdim ve hmatovych listactibak, 2004).

2.1.2 Skéra (dermis-corium)

Skéara je sedni vrstva &Ze. Hlavnim typem busk piitomnych v dermalni vrstvjsou
fibroblasty. Tyto protahlé biky maji vyrazné drsné ednoplasmatické retikulunotqite jsou
zodpow¥dné za syntézu vSech proteinovych vlaken obsaZemgcBkde. Tyto viakna jsou
prevazig kolagenni a elasticka, kterd jsou zodfmna za pevnost a pruznost dermis. V této
vrst jsou také uloZzeny mazové, potni a pachové Zlaapfdtické a krevni cévy, nervy a

nervova zakoeni a svazky butk hladké svaloviny(ihak, 2004).

2.1.3 Podkozni vazivo (hypodermis - tela subcutanea)

Je nejspod¥jSi vrstva KiZze, ktera obsahuje vestéi nebo mensi @ tukové biky,
které slouZi jako zasobarna energie a vitéamiepustnych v tucich D, A, K, E. Hypodermis

reguluje teplotu samotné&ke i €la. RovréZ dileZita je jeji mechanicka funkc€ipak, 2004).

3 DNA

DNA burgk je hlavreé obsaZzena v butiném jade a mitochondriich. DNA je
chemickym podkladem é&di¢nosti. Je organizovana do dgencoZ jsou zakladni jednotky
genetické informace.

Sklada se zeittypt zakladnich jednotek: sacharidu -deoxyribosy, fosf@ho zbytku a
z nukleovych basi. Nukleové baze se wbaidl do dvou skupin; purinové base-adenin a guanin,
a pyrimidinové base-cytosin a thymin.rRdi jednotlivych deoxyribonukleofidv fetézci primo
urcuje primarni strukturu. Monomerni jednotky DNA jsepojeny v polymerni formu pomaoci
3’5" -fosfodiesterovych fstki. Dva op&né orientované deoxyribonukleotidowétzce jsou
fixovany pomoci vodikovych vazeb, které setivoa zaklad komplementarity basi. Mezi
adeninem a thyminem se a2 vodikové vazby a mezi guaninem a cytosinemve#

vodikové vazby. Deoxyribonukleotidoviettzec se timto spojenim formuje do praviie
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dvouSroubovice (Campbel & Reece, 2008)eukaryotnich bikach je chromosomalni DNA
spojena sirznymi proteiny¢imz se vytvéi slozita struktura zvana chromatin. Toto ugya@ni
umoziuje DNA tvait fadu konformaci. Velkoutast proteid vazanych na DNA tud
tzv. histony, jejichz hlavni funkci je kondenzovablekuly DNA za tvorby kulovitychtastic
zvanych nukleosomfMurray et al., 1993).

Geneticka informace uloZena v nukleotidové sekv®iA ma dw hlavni funkce: a) je
zdrojem informace pro syntézu veSkerych prdaieikteré jsou nezbytné pro fyziologické a
morfologické vlastnosti organismu, b) zdjife predani informace z tiky matdské do biky
dceainé. K olma funkcim DNA slouZi jako matrice (templat) pi@jpis (transkripci) informace
do RNA a pro replikaci informace pro budouci idceu buiku. Kazda ze dvou dgieych
molekul DNA obsahuje jederettzec pivodni a jeden navsyntetizovany. Toto zajifije, Ze
ob¢ molekuly DNA obsahuiji identickou informaci (Murray al., 1993).

Po3kozeni DNA je pro kiky i cely organismus velmi nebezpe, protozZe rive vést
k mutacim a genetické nestaliiliNadngrna expozice slu@imu z&eni zvySuje riziko vzniku
rakoviny kize. PoSkozeni DNA slutieim sw¥tlem ¢asto zahrnuje specifické odpoh pro kiZi

nag. melanogenezi, vznik erytrému nebo pelai imunitnich reakci (Marrot et al., 2008).

4 PoSkozeni DNA vyvolané UV zéenim

4.1 PoSkozeni vyvolané&igsobenim UVB

UVB zareni primarg (inkuje v epidermalni vrsty kde je pimo absorbovano
burg¢nymi komponenty (DNA a proteiny). UVB pronik4 abésalni vrst¥ keratinocyt, které
jsou zodpowdné za kontinualni obnovovani epidermis. JednirejéastjSich typi DNA 1ézi
jsou CPD a (6-4)PP, které zatw§i spravnému pérovani jednotlivych basi a tim dach ke
zmen¢ genetického kodu. Takova z&ma miZe vést k vyznamnym mutacim a eventadde
vzniku karcinomu, pokud neni rozpoznana regrirai systémy.

Existuji dva zgsoby jak vysetlit vétSinu mutaci cytosinu  na  thymin
v dipyrimidinovych mistech. Prvni #pob zahrnuje ifdmou spojku, kdy se zkeni adenin
naproti cytosinu nebo 5-methylcytosinu v CPD. Drapgsob zahrnuje vykonnou deaminaci 5-
methylcytosinu uvnit CPD a dive neZ niZze byt toto posSkozeni opraveno regaien
systémem dojde k tvogbspojky, kterd vede k mutacim. Tentoigpb hraje @leZitou roli @i
UVB stimulované mutagenesi v séeh buikach (Pfeifer et al., 2005).
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4.1.1 Tvorba cyklobutan pyrimidinovych dimer @

CPD vznikaji pi interakci dvou sousednich pyrimidinna stejnémietézci DNA.
Dochazi k vytveeni kovalentnich vazeb mezis-Cs a G-Cs uhlikem na skeletu. Timto
spojenim se formujétyfuhlikaty tzv. cyklobutanovy kruh a vznikaji CPD (ORa). Tvorba
téchto dimeti vede k zaniku dvojné vazby mezi-Cq a tim ke ztrat aromatickych vlastnosti
ptvodniho pyrimidinového kruhu.i®sné uteni distribuce CPD ukazuje, Ze thymin-thymin a
thymin-cytosin sekvence jsou fotoreak##jgi nez sekvence cytosin-cytosin. (Fremuth, 1981)
Cytosin-cytosin CPD jsou sice vyty v minimalnim mnoZstvi, ale jejich mutagenni
potenciél je nejvyssi, ktery vede ke vzniku UV-ikduanym tandemovym mutacim cytosin-
cytosin — thymin-thymin. UVB indukuje vznikif hlavnich dimerickych produktv DNA
v nasledujicim pkadi: thymin-thymin CPD > (6-4)PP > thymin-cytosirP (Cadet et al.,
2005).

o o uVB
| | O CH30H3O
_A__CHy HaC. A
HN ﬁ’ T| NH HN NH
3 1 l
0F SNH S X0 /k
: : o r°
R R

cis,syn cyklobutan
pyrimidinovy dimer

Obr. 2a.DNA léze vyvolané interakci UVB #ani s DNA basemi (Ichihashi et al., 2003).

4.1.2 Tvorba pyrimidin-pyrimidinovych (6-4) fotoprodukt

(6-4)PP vznikaji interakci sousednich pyrimidima stejnémrietézci. RozruSenim
dvojné vazby mezi patym a Sestym uhlikem pyrimidétw kruhudojde k tvorls mastku mezi
polohou G thyminu a polohou £druhého thyminu a ke vzniku (6-4)PP (Obr. 2b)e(Ruth,
1981) Po nasledném deai mohou (6-4)PP reverzibirkonvertovat na Dewarovy valémi
isomery, které jsou sice m&mutagenni nez (6-4)PP, alidgpivaji k mutagenezi (Runger et al.,
2008). Tato fotoisomerizace navrhuje Wtbeni, jak dochazi ke zmenSenicpo (6-4)PP
neenzymatickou cestou (Cadet et al., 2005).

(6-4)PP fotoprodukty maji nizSi mutagengingk ve srovnani s CPD. Bylo zji§p,
Ze 90 % (6-4)PP je opraveno uz po 3 hodinach otknzéichihashi et al., 2003).
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pyrimidin-pyrimidonovy
(6-4)fotoprodukt

Obr. 2b. DNA Iéze vyvolané interakci UVBie@i s DNA basemi (Ichihashi et al., 2003).

4.1.3 Tvorba 5-methylcytosinu

Dinukleotidy obsahujici cytosin js@astym cilem mutaci figobené UV z&nim.
5-Methylcytosin (5-MeCyt) (Obr. 3) ma v porovnanéygosinem vyssi schopnost pohiltit delSi
vinové délky. 5-MeCyt péit ke kvantitativd minoritnim bazim. Jeho deaminace je 2-3 krat
rychlejSi nez nemodifikovaného cytosinu (Gates,2208-MeCyt base jsou vyraZzrzastoupeny
v cytosin-guanin dinukleodidech. Tyto sekvence jstastym mistem mutaci v genech
spojenych s lidskymi geneticky podmftymi chorobami. Dva mechanismy podiumi jejich
nachylnost podléhat mutacim: a) spontanni deaminadgeneCyt, kdy vznika
thymin a b) obvyklé fisobeni karcinogenv této pozici. U lidskych keratinoadytie 5-meCyt
zastoupen v sekvenci 5°- PyCG genu p53. Tato sekvgtastym mistem tranzice cytosin za
thymin v karcinomech e navozenych slutieim z&enim. U genu p53 je znamo &&sto

mutovanych oblasti (Pfeifer et al., 2005).

NH,

H,C
3 XN

L
NH ~O

5-methylcytosin

Obr. 3. Chemicka struktura 5-methylcytosinu.

4.1.4 Tvorba 8-hydroxyguanin

Nekteré studie poukazuji na to, Ze UVB iewdi rovéZz indukuje tvorbu 8-

hydroxyguaninu (8-OHdG; Obr. 4) v DNA koZnich Bknin vitro a in vivo. Mechanismus
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vzniku 8-o0xoG fisobenim UVB neni stalefgsré znam (Cadet et al., 2009ravdpodobr
vznika nepimo interakci s ROS. Nedavno byl navrzeno, Ze Kavalochazi vlivem oxidace
*OH radikalem. Toto vyplyva z faktu, Ze po expozidfB zaeni se vytvéi jednoduché zlomy
na DNA, které vznikly diky reakci <OH radikalu r2adeoxyribose v pozicichs£C, a G.
V izolované i bugicné DNA byl sledovan vznik 8-OHdG paigobeni singletového kysliku
(Cadet et al., 2005).

O

.y
NH
Gl A
NH ™\ NH,
8-hydroxyguanin

Obr. 4. Chemicka struktura 8-hydroxyguaninu (Eveinal., 2004).

4.2 Poskozeni vyvolanégsobenim UVA

UVA zéeni pronika hluboko doiZe, kde dosahuje dermalni vrstvy a v men&emi
dokonce i podkozi (hypodermis). UVAiehi nezfsobuje pimé poSkozeni DNA, jelikozZ jeho
fotony nejsou dostate¢ energeticky bohaté. K ndmému poskozeni dochéazi pri@stnictvim
ROS a RNS. Tyto velmi nestabilni a reaktivni gkniny sekundahposkozuji DNA tvorbou
jednoduchych zlofiy, DNA-protein sparovanim a tvorbou modifikovanychsb (Marrot &
Meinuer, 2008).

V disledku nizkého ionizmiho potencidlu jsou gauninové base nejcifliv
k oxidainimu poskozeni ROS/RNS, dale néasleduje adenin amioymové bése (thymin a
cytosin), které jsou atakovanyilplizné stejnou nirou. Singletovy kyslikeaguje s guaninem za
vzniku 8-OHdG, ktery je povaZzovan charakteristick@rker oxidativniho stresu. Vznikd po
Spatném sparovani guaninuj fransverzi na thymin, s vedlejSim adeninem pocddUVA
z&eni (Ichihashi et al.,, 2003)nterakci DNA s ROS vznikaji i dalSi produkty poZkai
(Obr. 5), ale v mnohem men3im mnoZzstvi nez 8-OHdG.

V poslednich letech byla ro¥h prokadzana schopnost UVA indukovat tvorbu CPD
in vitro ain vivo. Mechanismus vzniku je ale odliny oispbeni UVB zéeni. Distribuce CPD
nazn&uje, Zze dochazi k fotosenzitizd reakci a naslednémigmosu energie z chromoforu
v tripletovém stavu. MnoZstvi vytvenych CPD vlivem UVA je mnohonasabmensi ve

srovnani s UVB z&@nim (Mouret et al., 2006).
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Obr. 5. DalSi produkty oxidace DNA basi (Evanalgt2004).
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5 Opravné mechanismy DNA

B&hem vyvoje si biikky vyvinuly rizné reparéni mechanismy, které neustale kontroluji

DNA a odstrauji pripadné poskozeni.

5.1 Oprava vystizenim nukleotidu

Vystiizeni modifikovaného nukleotidu (nukleotid excisioepair; NER) je hlavnim
obrannym mechanismenttipdstraiovani poskozeni DNA indukované UVBigaim v savich
buik&ch. Tento opravny systém eliminujgepazigé CPD a (6-4)PR/ DNA. O komplexnosti
procesu s&dci i to, Ze se ho dastni nejméd 25 proteiri. NER zahrnuje dv cesty odstraini
poSkozeného nukleotidu. Léze, které vznikly v aktivprepisovanych oblastech genetické
informace jsou odstimvany velmi rychlym mechanismem nazyvanym transkéipvazana
oprava (transcription-coupled repair; TRC). PoSkdzestatnichiasti dvouSroubovice DNA je
odstraiovano pomalejSi cestou globalni genomové opravegbédl genome repair; GGR)
(Balajee & Bohr, 2000)L kdyZ se hlavni proteiny, které se obou opravngcih &astni, lisi,
poskozeni genomu je odsievdno obdobnymi kroky.

Lze rozeznat zakladni kroky opravy:

* rozpoznani poskozeni DNA

« rozpojeni DNA vldkna na obou stranach léze
e odstrani DNA fragmentu s poSkozenim

* syntéza vystzeného Useku DNA

* spojeni vidken

V piipad® GGR je DNA poSkozeni rozpoznano proteinovym kommpleXPC-hHR23,
ktery ozn&i konce mutovaného Useku DNA. U TCR je po3kozedikovano blokadou RNA
polymerasy. Naslednse vytvdi multiproteinovy komplex tvieny transkripnim faktorem
TFIIH, proteinovym komplexem XPA-RPA a endonuklaasa(XPG a XPF-ERCC1).
Naslednym psobenim helikas a endonukleas dochaziikemyti poSkozeného Useku DNA a
poté DNA polymerasa syntetizuje cléjiloi Usek DNA, picemZ nepoSkozené vidkno slouZzi
jako templat (Mullenders & Berneburg, 2001). Medbamus vystiZzeni nukleotidu je zndzo¥n
na Obr. 6.

Rychlost jakou je oprava prov&th zavisi nejen na lokalizaci léze, ale i na jeiypu.
(6-4)PP jsou zcela eliminovanytem 6 hod, zatimco odstiar CPD trva podstatndéle
(nejmért 24 hod). Toto souvisi s mnozstvim obouitygzi, nebd vyskyt CPD je asi 5-10&Si
nez (6-4)PP. (Costa et al., 2003) Bylo také &ji8t Ze rychlost opravy souvisi s typem koZnich
burgk. D'Errico a kol porovnavali opravu DNA poskozeni v keratinocytectiibroblastech

oz&enych UVB. Zatimco rychlost odstrar (6-4)PP byla v obou typech kikn stejna,
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eliminovani CPD bylo signifikantn rychlejSi v keratinocytech. Tento efekt prépddobré
souvisi s rozdilnou schopnosti keratindgcyd fibroblast aktivovat protein p53, ktery se
vyznamr ovliviiuje reparéni proces (D'Errico et al., 2003).

Global genome repair Transcription coupled repair
(GGR) (TCR)

i L]
5H||[|g |H|!113 RNA polymerase ||
®

L A v g

DDB(?) } l
(p127,p48)  XPC-HR23B
ll-ﬁ’“ [11@®

DINA damage
DNA dzfn_m e \ XPA o
Recognition .

&

Incision of oligonucleotide

¢ DNA damage
5 3

RF-C I ®
PCNA

DNA repair

synthesis DNA polymerase

l (Bore)
o "™ DNA ligasel
Ligation [TTTTTITT JEEN

Obr. 6. Mechanismus opravy pomoci NER v &ah buikdch (Ichihashi et al., 2003).
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5.2 Oprava vystizenim base

Jak vyplyva z ndzvu, oprava viigenim base (base excision repair; BER) slouZi k
odstraiovani oxid&n¢ modifikovanych basi. Reparace je iniciovana DNAykgkylasou.
Glykosylasy maji schopnost rozeznat oxidované/redaké, alkylované (n&hsgji
methylované) a deaminované base. Glykosylasy nejprydrolyzuji glykosidickou vazbu
posSkozené base, naslédn rozSepi fosfodiesterovou vazbu za vzniku @ tzv.
apurinového/apyrimidinového (AP) mista. Cukernéduasm je emiséno AP endonukleasou
(APE 1) za vzniku mezery, ktera je vypira DNA polymerasou]a nasled#é spojena DNA
ligasou (Aburatani et al., 1997; Mistry & Herbe203).

V sawich buikach se rozliSuji dva typy BER opravy digesného mechanismu a
zWastrénych proteii (enzymi)). Jeden typ se nazyva ,short-patch” a vyuzZiva Dpi# B,
APE 1 a DNA ligasy llI-XRCC1(X-ray repair cross-cplamentingprotein 1). Alternativniho
mechanismu ,long-patch* seca@stni glykosylasa, APE |, replikai faktor C, proliferujici
jaderny antigen (PCNA), DNA polymera8aeboe, flap-endonukleasa 1 (FEN1) a DNA ligasa
I. Pouziti jednoho z mechanifinzavisi na typu tk&h (Sancar et al., 2004). Mechanismus

pusobeni jednotlivych Zisohi BER je schematicky vyobrazen na Obr. 7.
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Obr. 7. Mechanismy opravy pomoci BER (Fortiniagt. 2007).
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5.3 Oprava jednovlaknovych zlofihDNA

Jednovlaknové zlomy se vyttidud’ piimo poskozenim cukerné slozky DNAgobenim
exogenniho¢i endogennihocinitele nebo nefimo v disledku BER mechanismu. Oprava
jednovldknovych zlorin DNA (single strand breaks repair) ma mnoho spuoleh kroki a
enzymi spolénych s BER mechanismem.¢&¢jni roli v obou zpsobech opravy hraje protein
XRCC1, ktery interaguje s dalSimi &bivymi proteiny. SA&m o sébnema katalytickou funkci,

ale stabilizuje a modifikuje aktivitu ostatnich ima (Ridley et al., 2009).

5.4 Oprava chybného parovani basi

Odstrarni chybré sparovanych basi (mismatch repair) je kritické prdrZovani
genetické stability. Mechanismus zahrnigelu proteifi s Sirokym spektrem enzymatickych
funkci. Tyto proteiny rozpoznaji a opravi chgbnkorporované basechem replikace DNA.
Studie ukazuji, Ze enzymy této reparadrahy roveZz prispivaji k ochra#é pred oxid&nim
poskozenim vyvolanym UV ¥énim (Seifert et al., 2008; Pitsikas et al., 2@hin-Darlak et al.,
2005).

5.5 Zastava bu@éného cyklu

Vzhledem k tomu, Ze uvedené repamasystémy nejsou heomylné a nemusi odstranit
veSkeré DNA poskozeni, jsou iitky vybaveny dalSim ochrannym mechanismem. Jde o
kontrolu DNA Ehem bur¢ného cyklu, ktera je zajidvana kontrolnimi body bwiného cyklu.
Pokud je zji&no po3kozeni, buiny cyklus je doasr zastaven, dokud neni poskozeni
odstrarno. (Zhou & Elledge, 2000).

ProdlouZeni bustného cyklu v G1 fazi je typické pro tky poSkozené UVB zénim.
Tato zastava je vyvolana akumulaci aktivovanéhdepra p53. Sokasré dochazi ke zing
exprese regutaich proteiti bunééného cyklu; exprese cyklina cyklin-dependentnich kinas je
zvySena a naopak mnozstvi inhibitayklin-dependentnich kinas je snizeno. (Matsunetiia.,
2004)
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5.6 Apoptoza

Pokud je vzniklé posSkozeni DNA velmi rozsahlé neleni opravitelné, hika je z
organismu odstrama fizenym, strikt& kontrolovanym procesem zvanym apoptéza. Tento
pochod pedstavuje dalSi obranny mechanismus ékumeba® zabrauje mnoZeni butk
s poSkozenou genetickou informaci, které by moldgt\ke vzniku karcinomu. Bohuzel, ale
praw genyfidici apoptézu byvajfastym cilem mutaci atidledkem tohoto dochazi kemosu
mutaci na dalSi generace Bln

Prvni zndmky apoptdzy v boe vystavené UV zani se objevuji uZz po 30 minutach od
expozice. Dochazi k agregaci chromatinu, jadro rpingticky tvar nebo rive gediasré
vymizet. Buika je svra®@a diky vypuzeni vody. Na cytoplazmatické membramznikaji
puchyky a pozdiji se odaluji jako apoptotickadiska.

Morfologické zngny jsou dany aktivaci kaspas, které zajj efektni rozpad hiky.
Tyto proteasy jsou aktivovany &wma zmisoby. VrEjSi cesta je zahajena navazinim Fas ligandu
na membranovy ,Fas receptor smrti“ s naslednouvati signalizaniho komplexu, ktery
navozuje bu&nou smrt. Uvedeny komplex dava vzniknout aktivhiasgasam -8, -10, které
nasleds aktivuji efektorové prokaspasy -3, -6, -7.

Vnitini cesta apoptozy je aktivovana poskozeningjSinmitochondridlni membrany
s naslednym uvolimim mitochondridlnich protein Jednim z nich je cytochrom c, ktery
v cytosolu spousti tvorbu apoptosomu - molekul&&kladny slozené z Apaf-1 (Apoptosis
proteases-activating faktor 1), ATP, cytochromlWeedené #je Usti v aktivaci kaspasy-9, ktera
aktivuje efektorové prokaspasy (-3, -6, -7). ¥imitcesta apoptdzy je regulovana pro- (Bax, bak,
Bad, Bid a Bim) a anti-apoptotickymi (Bcl-2, Bcl-Xgeny z rodiny Bcl-2 (Frank et al., 2006;
Laethem et al., 2005; Yarosh, 2005).

6 Jednobunééna gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza jednotlivych btkn neboli kometova analyza, zndma pod
anglickym nazvem Comet assay, byla poprvé publikav®. Ostlingem a K. J. Johansnem
v roce 1984 (Ostling & Johansn, 1984), ale jejiikaaha az do 70. let 20. stoleti. Od té doby
byla mnohokrat modifikovana a zdokonalena. Jedné sekroelektroforetickou techniku pro
piimou vizualizaci poSkozeni DNA v jednotlivych iik&ch. Metoda se pouzivd ve dvou
zakladnich modifikacich — alkalicka a neutrdinikalickd modifikace slouzi ke sledovani
jednaetézcovych zlonh DNA, zatimco neutrdini umaije detekci dvotettzcovych zlond. Ve
spojeni s pouzitim enzyindovoluje detekovat jednotlivé typy DNA lézi, jalsou CPD,
oxidované base (zejména 8-OHdG) a alkyla poSkozeni. Techniku Ize vyuZit pro

monitorovani poskozeni DNAn vitro i in vivo (Faibairn et al., 1995; Collins et al., 1997,
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Klaude et al., 1996). Vyhodami kometové analyzyegnoduchost, rychlost, citlivost, nutnost

malého mnozZstvi vzorku, nenérmst na vybaveni a nizka cena.

6.1 Princip metody

Vzhledem k moznému poSkozeni DNA Blnswtlem, je doportiovano provag
vSechny kroky aZ po elektroforézu Zarveného oséleni. Ri typickém usptadani je na
mikroskopické skiika nanesena tenka vrstva agarosy s vysokou tepiatowti (kolem 50 °C).
Po zatuhnuti je na zakladni vrstvu nanesengs stgarosy (0,5-1%) s nizkou teplotou tuhnuti
(35-45 °C) s bitkami, coZ snizZuje riziko poSkozeni kiknvlivem teploty. Po zakotveni béik
v agarose, jsou skka vloZzena do lyazmiho roztoku. SloZeni roztoku seube liSit, ale
pievazr obsahuje soli atezné detergenty. #8obenim tohoto roztoku dojde k rozru3eni
membrany, odstrani cytoplasmy a &Siny jadernych protein Samotna DNA ale staldigtava
ve forme dvouSroubovice. U alkalické modifikace nasledujgkubace v siléd alkalickém
roztoku (Angelis et al., 1999). Poté se provadkteddoréza bd’ v alkalickém (pH 12-13) nebo
neutralnim (pH 7-8) pufru. Zaporny naboj DNAi elektroforéze zfisobuje, Ze fragmeint
vzniklé poskozenim DNA migruji kanéd Migrace fragmerit zpisobi vytvdeni
charakteristické usgadani tzv. ,ocas kometyCim wtsi je pd@et zlomi, tim wtsi mnozstvi
DNA putuje do ,ocasu“. Maximalni délka je hlavrdefinovana podminkami,tipkterych
probiha elektroforéza, nikoli velikosti fragméntPo elektroforetické separaci jsou skla
neutralizovana (u alkalické formy), oplachnuta iod&ované vod a usuSena. (Faibairn et al.,
1995).

6.2 Vizualizace a hodnoceni poskozeni DNA

PoSkozeni DNA je analyzovano a vyhodnocend@asdjji s vyuZitim fluorescetnich
barviv a mikroskopu. DNA je n&pstji vizualizovana pomoci ethidium bromidu. Toto
interkala&ni barvivo se efektiwji vaze na dvotettzcovou DNA neZ na jediiettzcovou DNA.
DalSim ¢asto pouzivanym barvivem je 4,6-diamino-2-fenylindDAPI), které se véaze do
velkého z&ezu na strukitte dvouSroubovice DNA a fluoresceni aktivita je hlavi ovlivnéna
dvousroubovicovou strukturou. Ra¥nmize byt pouZzita akridinova oranz, propidium iodid
Sybr Green® (Collins, 2004).

K samotnému vyhodnocovani komet se pouZivaji ddeadni zpisoby: obrazova
analyza pomoci specialnihodi@ového softwaru nebo vizualni hodnoceni.

Existuje fada pditacovych program, které komety zpracovavaji. K hodnoceni
pouzivaji mnoho paramétrale nejpouzivadiSi jsou délka ocasu a relativni zastoupeni DNA

v hlaw/ocasu. Délka ocasu komet se provatiirplativieé nizké drovni poSkozeni. Intenzita
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ocasu roste se zvysujici se davkou posSkozeni éite dikoliv. Relativni intenzita fluorescence
ocasu je nejuzitan¢jSim parametrem, ktery dodava linearni zavislofelsrenci zlond a
umo#iuje rozliSit stupg poSkozeni v nejSirSi Skale od 0 do 100 % DNA \secd oto dava
velice pesné informace o tom, jak kometa vypada. Je ddépwé&mo sledovat 50 begk na
sklicku. Nevyhodou tohoto #igobu hodnoceni je vysoka cena prograatasovd narénost
analyzy.

Stupéi poSkozeni DNA je mozné tit i bez pouziti sofistikovanych programLidské
oko je schopno velice rychle rozeznat stupmSkozeni u jednotlivych bgk podle jejich
vzhledu. Vizualni hodnoceniigdstavuje rozileni komet do &kolika kategorii poSkozeni.
Obvykle se pouziva & tiid poSkozeni (viz Obr. 8) od 0 (bez ocasu) do &£Kgsd DNA
v ocasu), které poskytuji dost&me rozdleni. VEtSinou se hodnoti 100 bekna skléku. Kazda
buika je zdéazena do jedné ze skupin 0 az 4 a poté jeigpm celkové posSkozeni DNA.
Teoreticky niize celkové poSkozeni nabyvat hodnot mezi 0 az 4®Qranich jednotek.

Vizualni paitani je rychlé a jednoduché, aléze byt subjektivéd ovlivnéno. Proto je pdieba,

aby poSkozeni klasifikoval zkuSeny hodnotitel. (sl 2004)

Obr. 8. Komety reprezentujidgidy poSkozeni 0-4 pro vizualni hodnoceni (Coll2304).

6.3 Alkalicka jednoburééna gelova elektroforéza

Alkalicka forma jednobustné elektroforézy produkuje Iépe definované komédgou
jednoduseji analyzovany jak vizuélifzarazeni komet do jednotlivych kategorii podle stupn
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poskozeni), tak i@s pditacovou analyzu (procenta DNA obsaZenych v ,ocasu“ éiyn
(Angelis et al., 1999).

Tato forma zahrnuje postupy, kde se pracuje ¥ silkalickém pH. Red elektroforézou
jsou buiky lyzovany v alkalickém elektroforetickém roztoksl nizkym obsahem soli s
detergentem o pH > 12,3. V alkalickém ptedi dochazi k naruSeni nekovalentnich vazebnych
interakci mezi bazemi a naslednému rozdmoirobou vlidken dvouSroubovice. Navic v oblastech
AP mist, ktera jsou citlivad¢i pasobeni vysokého pH, dochazi ke vzniku dalSich #lgrdNA
retzcich.

Nasleduje elektroforézarippH vyssim nez 13. PoZadované &apa doba elektroforézy
souvisi s arovni poSkozeni DNA a koncentraci sadlektroforetickém roztoku. Signifikantni
migrace vldken DNA, které vedou k formaci kometpjezna jiz i velmi nizkém nagti (0,5-
5Vicm) a pi krdtkém case probihajici elektroforézy (5-30 minut)ét¥ch komet mize byt
dosazeno i pouziti WtSiho napti nebo prodlouZeni doby separace. Senzitivitgenbyt
zvySena i prodlouzeni inkubace v alkalickém roztokieg@ samotnou elektroforézousBe je
doporiena doba 40 minut, jelikoZ umafe dostaténé rozvolrni DNA a zviditelrgni zloma.
Zvyseni teploty B inkubaci v lyz&nim a elektroforetickém roztoku a elektroforéze Sng
citlivost metody, ale také moznost tvorby kometonkolnich buékach, coZz je nezadouci.
Maximalni rozliSovaci schopnost m& metoda do 15T@kovato kombinace teploty a 40 minut
v elektroforetickém roztoku dava maximalni citlitosle je na hranici akceptovatelnych
vysledki kontrolnich vzork (Rojas et al., 1999; Collins et al., 2008).

6.4 Neutralni jednoburééna gelova elektroforéza

Neutralni jednobuitné elektroforéza ma schopnost detekovat i malé stmioDNA
zlomi. Na rozdil od alkalického prdsdi, @i inkubaci v neutralnich podminkach nedochéazi
k rozvolréni dvouSroubovice na jednotliva vlidkna &tgmnost jednovliaknovych zloinse
neprojevi. Podle Collinse v3ak k detekci jednovtakrch zlonti neni nutny dinek alkalického
pH a projevuje seifftomnost obou typ zlomi (Collins, 2004).

Pro detekci pouze dveéeigzcovych zloni bez interference jediegzcovych bylo nutné
protokol dale modifikovat tak, aby jaderna matripabco nejvice narusena. Olive a kol. v roce
1991 gredstavili upravenou techniku, zaloZenou na lyzovidmigk v agarose roz&nou o
inkubaci s proteinasou K0 °C(Olive et al., 1991).

-27 -



6.5 Pouziti specifickych enzyin

Jednobu&éna gelova elektroforéza samotna neumogpZ rozpoznat konkrétni typy
poskozeni DNA. Ke zvySeni@snosti a citlivosti byla technika ro#ia o pouZiti specifickych
enzymi, které rozpoznavaji poskozeni ve stri&tiDNA a vytvdeji dalSi zlomy, které zvysi
intenzitu ocasu komety. Nejpouziwggimi enzymy je endonukleasa Il (detekuje oxidavan
pyrimidiny), formamidopyrimidin-DNA-glykosylasa étekuje oxidované puriny, zejména 8-
0x0G), T4 endonukleasa V (detekuje CPD) a AIKA kgbylasa (detekuje alkylaci poskozené
baze) (Collins, 2004).
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Experimentalni ¢ast

7 Material a metody

7.1 Biologicky material

Linie lidskych imortalizovanych keratinodytHaCaT) byla zakoupena od firmy CLS
(Némecko).

Vzorky kozZnich tkani pro izolaci lidskych kozZnidbrbblasti byly ziskany z Odgeni
plastické a estetické chirurgie, Fakultni nemocnmc®lomouci. Odbr se uskuténil pri
chirurgickych zakrocich se souhlasem pacienta.&Oab zpracovani tkani bylo provéw

s povolenim etické komise v souladéeskou legislativou.

7.2 Pristroje:

Vahy AX105 DeltaRangéMettler Toledo, Greifensee, Svycarsko)

pH metrinoLab pH Level 5 kombinovanou elektroddsentix 4{WTW, Weilheim, NNmecko)
Chlazena centrifugllicro 22R(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, &necko)
TermomixerComfort(Eppendorf, Hamburg, &necko)

Inverzni fluorescetni mikroskopOlympus 1X 70 S8FOlympus Optical, Japonsko)
Fotometr pro réfeni absorbance v 96-jamkovych desk&timrise RemotéTecan, Salzburg,
Rakousko)

Horizontalni vana pro elektroforeQub Cell® Model 192Bio-Rad Laboratories, USA)
Zdroj pro elektrofores®owerPac 20(Bio-Rad Laboratories, USA)

Zatizeni pro pipravu deionizované vodyltrapur (Watrex,CR)

Kamera Camedia Olympus (Olympus Optical, Japonsko)

Biohazard box CA/RE(S) (Clean Air, Holandsko)

UVB-metr (Dr. Honle UV technology, &necko)

Solarni simulato6OL-500(Dr. Hénle UV technology, Bmecko)

Mikroskop OlympusCK2-TR(Olympus Optical, Japonsko)
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7.3 Chemikalie

Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM), inaktixemé fetélni teleci sérum, roztok
penicilinu-streptomycynu a 0,25% roztok trypsinuED byly zakoupeny od firmy
Invitrogen/Gibco (USA). Stemlid€ médium pro keratinocyty Il, extrakt z had hypofyzy,
epidermdlnitistovy faktor, insulin, hydrokortison, transferipieefrin, agarosa typ | a typ VII,
ethidium bromid, sodnaikpyruvatu, NADH a vSechny ostatni chemikalie bggkoupeny od
firmy Sigma-Aldrich (USA).

7.4 Roztoky

Kultiva &ni médium pro kozni explantaty: Stemliné¥ médium pro keratinocyty Il, extrakt
z howzi hypofyzy (0,4 %), epidermalnfistovy faktor (0,125 ng.m), insulin (5 (g.m?),
hydrokortison (0,331g.ml"), transferin (10.g.m["), epinefrin (0,39.1g.mI™)

Kultiva &ni médium pro HaCaT a fibroblasty: DMEM, penicilin (100 U.mif"), streptomycin

(100 mg.1"), fetalni teleci sérum (10 %, v/v)

Experimentalni médium: DMEM, penicilin (100 U.mt), streptomycin (100 mg'),

L-glutamin (2 mmol.f)

10x fosfatovy pufr (PBS): NaCl (0,137 mol}), KCI (0,00268 molt), NaHPO,
(0,00896 molt), KH,PQ, (0,00147 mol:f); pH 7,4-7,5; pro experimenty byl zasobni roztok
10krat Zedén

PBS-EDTA: EDTA (0,05 %; m/v) v PBS

LDH pufr: Na,HPO, (0,05 mol.1Y), pH 7,5; pyruvéat sodny (0,00122 md).|

Reakéni smés pro stanoveni aktivity LDH: do LDH pufru byl &srg pied stanovenimifman
NADH (0,0004 mol.f

Lyzaéni roztok: NaCl (2,5 mol.f), EDTA (100 mmol.), Tris (10 mmol.t), pH 10;
pied pouZzitim gidan triton X-100 (1 % v/v)

Neutraliza¢ni pufr: Tris (400 mmolf), pH 7,5
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Roztok pro elektroforesu: NaOH (300 mmol1), EDTA (1 mmol.1")

. Barvici roztok: ethidium bromid (2% m/v)

7.5 Ostatni material

Podlozni skitka, kryci skléka, sterilni Petriho misky o ploSe 9,42cr:ép'5ky, kultivagni

lahve, centrifugéni zkumavky, mikrozkumavky

7.6 Pracovni postup

7.6.1 lzolace a kultivace fibroblasti

Po promyti kozni tk&hve sterilnim roztoku PBS a byla tkdozezana na kousky o
velikosti ~ 1 cmi a grenesena na Petriho misky se 7 ml kultiiho média pro koZni explantaty.
Petriho miska byla vloZena do inkubatoru nasycendéumimi parami i 37 °C a v atmosté
5% CQ. Kazdych 48-72 hod byla prov&th kontrola iistu bugk a vyména média. Pokryti
plochy Petriho misky hikami trvalo giblizné 3-4 tydny. Po dosaZeni monovrstvy byly
fibroblasty oplachnuty steriinim PBS (5 ml) a uvsig inkubaci 0,25% roztokem trypsinu
s EDTA (0,5 ml; 2-3 min; 37 °C). Poté byldigano 5 ml kultivé&niho média pro HaCaT a
fibroblasty a biky byly centrifugovany (10 min, 1300 rpm, pokojov@plota). Pelet byl
resuspendovan v 20 ml kultiéaho média pro HaCaT a fibroblasty aiky byly preneseny do
75 cnf kultivaéni lahve. Po dosaZeni monovrstvy bylyiiky stejnym postupem uvainy a

pouZzity do experiment

7.6.2 Kultivace keratinocytia

Kryoprezervované hiky byly vyjmuty z hlubokomraziciho boxu a ponechdnyin (i
pokojové teplat a poté byly sterilé pieneseny do 25 ciahve s 10 ml kultivéniho média.
Bunky byly uchovany v inkubatoru nasyceném vodnimiaparpi 37 °C a v atmosté& 5 %
CO,, médium bylo minéno kazdych 48-72 h. Po dosaZzeni monovrstvy bylkiplunkubovany
v roztoku PBS-EDTA (5 min) a uvainy inkubaci s 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (0J5 m
7-10 min; 37 °C). Poté bylofidano 5 ml kultivéniho média pro HaCaT a fibroblasty a byla
provedena centrifugace (10 min, 1300 rpm, pokojte@lota). Nasledh byl burgcny pelet
resuspendovan v 10 ml kulté&siho média pro HaCaT a fibroblasty a pouZzit do pok8unky

byly v experimentech pouzivany po 6. pasazi od razeni.
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7.6.3 Priprava bunék pro experimenty

Koncentrace butk byla stanovena na zakkatharveni trypanovou mod Buiky byly
naredny prislusnym kultivénim meédiem na poZadovanou koncentraci a vysety etenB
misky (1.16 burnsk/cn?). Po dosaZeni 95 % monovrstvy (fibroblasty - 8d;tHaCaT - 48 hod)
byly buiky pouZitypro experimenty.

7.7 Fototoxické pisobeni UVB z#eni v koznich beikach

Hlavnim cilem prace bylo sledovat dynamiku vznikwdstragni poSkozeni DNA
koZnich bugk vyvolané UVB z#&enim. K tomuto &elu byla pouZita jednobgtna gelova
elektroforéza, kterd umanje detekovat zlomy DNA. Jako ddapifici parametr bustného
poskozeni byla sledovana aktivita laktatdehydroggrfaDH), ktera je fi poSkozeni buktné

membrany uvoléna do kultivéniho média.

7.8 Ozé&eni burek

Pred zapdetim experimentu byla mikroskopicky zkontrolovanaalka burtk. Poté
bylo odstragno grislusné kultivani médium, biikky byly oplachnuty sterilnim PBS a poté bylo
aplikovanocisté PBS. Biky byly oz&eny pomoci solarniho simulatoru SOL 500 vybaveného
filtrem, ktery propousti UVB Z&ni vrozsahu 295-315 nm. Keratinocyty byly vystgve
pasobeni davek 100-400 mJ/erb fibroblast: byla predpokladanatsi citlivost k UVB, proto
bylo rozmezi roz$eno (50-400 mJ/cfh Bshem oz#ovani byly Petriho misky s tikami
chlazeny, aby bylo zabré&mo nadmdrnému zakivani burk. Kontrolni buiky byly po dobu

ozaovani (1-5 min) umighy v inkubatoru.

7.9 Jednoburééna gelova elektroforéza

Podlozni skiika byla @ist¢nha roztokem etanolu a po uschnuti byla potaZenkdidik
vrstvou agarosy (1%), rozpéde v deionizované veéd Po zatuhnuti agarosy byla skih
dikladreg ususena (60 °C; 30 min). Taktigpavena skiika byla uchovavana v suchu nebo byla
ihned pouZita.

Na podlozni skiiko se zakladni vrstvou agarosy bylo nanesenql8itgarosy typu |
(vysoka teplota tuhnuti; 1% v PBS), kterd byla thmpgikryta krycim sklékem a umistha na
chlazenou desku. Nasledhyl pripraven roztok agarosy typu VIl s nizkou teplotabrtuti (1%
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v PBS), ktera byla rozpipetovana na po 85do mikrozkumavek a vioZzena do termomixeru
vytemperovaného na 37 °C.

Po uplynuti witého ¢asoveho intervalu od UVB oEni (2; 4; 6; 8 a 24 hod) bylo
z kultivacni misky odebrano kultivani médium, biiky byly oplachnuty PBS a uvainy
z povrchu Petriho misky 0,25% roztokem trypsinu-EDTL50 pl). UvoInéné buiky byly
vyizolovany centrifugaci (1300 ot./min; 10 min; 4C)? Po centrifugaci byly hiky
rozsuspendovany gistém PBS. Z této suspenze bylo odebranalZpriblizné 10 000 buik) a
smichano s agarosou typu VIl (g5 37°C). Poté bylo 8% této snési naneseno na podlozni
sklicko v mis¢ mikrogelu agarosy typu |, ihnediikryto krycim skltkem a umistho na
chlazenou desku.

Kryci sklicka byla po zatuhnuti vrchni vrstvy agarosy skauni odstraéna. Preparaty s
mikrogely byly vloZeny do kyvety s vychlazenym I¢ném roztokem a lyzovany (tma; 4 °C;
1 hod) Skléka byla nasledhumistna docerstvého vychlazeného (4°C) pufru pro elektroforézu
(tma; 40 min; 4 °C). Po alkalickém rozleptani bpl@vedena elektroforetickd separace DNA
(20 min; 20V; 4 °C). Po skaéeni elektroforézy byla skika inkubovana v neutralizaim

roztoku 3 x 5 min a vokususena.

7.9.1 Vyhodnoceni

Sklicka byla analyzovana a vyhodnocena s vyuZiti flsoe&nimu mikroskopu. Pro
zviditelnéni DNA burek bylo pouZito interkakéni fluorescetini barvivo — ethidium bromid.
Jednotlivé biikky byly za‘azeny to pisludné tidy poSkozeni DNA podle 3kaly poSkozeni DNA
(viz Obr.8). PoSkozeni bylo hodnoceno u 100 jaéBilen. Pro kazdé skiko bylo sp@itano
celkové poskozeni, které se pohybovalo vrozmeziOod 400 arbitarnich jednotek. Ke

kvantifikaci byl pouZit nasledujici vztah (Li Y at., 2004):

(N, [+N,1+N,2+N,3B+N, )
Ng+ N, +N, +N, +N,

(100

Celkové poskozeni =

No, N1, N2, N3, a Ny ... mnozstvi buék v jednotlivych skupinach od 0 do 4
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7.10 Aktivita laktatdehydrogenasy

LDH (EC 1.1.1.27) je cytoplazmaticky enzym a jelaySend aktivita v médiu se
pouZziva jako indikator buiného poSkozeni. Metoda je zaloZena na redukci pyuuva laktat
katalyzované LDH. Ubytek NADH, ktery je nezbytnyoppribéh reakce, je monitorovarntip
340 nm.(Maines et al., 1998)

K 50 pl média bylo pdano 150 pul realni snesi a ihned po promichani byléhen
pokles absorbance po dobu 3 min. Relativni aktiifaH (%) byla stanovena podle

nasledujiciho vztahu:
Aktivita LDH (%) = 100[E:VJ

Ay ...zmena absorbance vzorku za min (teré buiky)

A ... zména absorbance kontroly za min (nei@zé buiky)
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8 Vysledky a diskuze

Analyza po3kozeni jaderné DNA keratinacys vyuZzitim jednobutné gelové
elektroforézy ukazuje, Zze k poSkozeni DNA doch@zipfi expozici nizkym davkam UVB
z&eni. U keratinocyt vystavenych psobeni davky 100 mJ/ém(Obr. 9.) Ize pozorovat
maximalni poskozeni v prvnich dvotiasovych intervalech (2 a 4 hod) od iwd.

V néasledujicich intervalech (6, 8 a 24 hod) doSleoktupnému poklesu celkového poskozeni.
Tvorba DNA zloni viivem davky 200 mJ/ci(Obr. 10.) néla podobnowasovou zavislost, ale
celkové poskozeni DNA bylo po 2 a 4 hod o 100 %0&® vysSi. Dynamika poSkozeni po
ozé&eni davkou 400 mJ/énfObr. 11.) vykazovala jiny pb¢h neZ byl sledovan u nizich davek.
Mnozstvi jednovldknovych zloinpostupg vzristalo ve vSeckiasovych intervalech a celkové
poskozeni DNA bylo vyraznvy3si ve srovnani s nizsimi davkami (100 a 200cnt)/
Pozorovany ndist zlomi DNA muZe souviset i s repafisimy procesy v hice. Ri opravach
DNA vysttizenim baze (BER) dochazi k tverlAP mist, kterd jsou citliva i pasobeni
vysokého pH. PouZita alkalicka forma jedno&iné elektroforézy iize vyvolat tvorbu dalSich

zloma v fetézcich a tim intenziw)si tvorbu komet. (Collins et al., 2008)

350 A oo @100 md/ent

Celkové posSkozeni
L)
=
=
|

150 -
100 +
0 T T T T 1
2 4 6 g 24
Cas (hod)

Obr. 9. Podkozeni DNA keratinocytpo UVB ozdeni davkou 100 mJ/cmVysledky jsou

vyjadieny jako piimér + smeérodatna odchylka zéitnezavislych experimeint
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Obr. 10. Poskozeni DNA keratinodytpo UVB oz&eni davkou 200 mJ/émVysledky jsou

vyjadieny jako pimeér + snErodatna odchylka zé&itnezavislych experimeint

00 @400 md/ent
300 +
250 1L

200 - + _I_

== = ] . =

Celkové poSkozeni

6 3 24
Cas (hod)

]
.

Obr. 11. Poskozeni DNA keratinodytpo UVB oz&eni davkou 400 mJ/émVysledky jsou

vyjadieny jako pimer + snErodatna odchylka zé&itnezavislych experimeint
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V Tab.1-4 je znazokmo zastoupeni keratinogytv jednotlivych tidach poSkozeni
DNA (0-4). U davek 100 a 200 mJ/2ije patrné, Ze veridach s nejstsim stupsim poskozeni
(3a4) se keratinocyty vyskytovaly v n&$i mie v prvnich dvoucasovych intervalech
(2 a4 hod) a poté doslo k jejich poklesu/vymizamfetrvavalo pouze mirné poskozerfida 1
a 2). Naproti tomu u nejvy33i pouZité davky 400amd/ poset jader ve 4ifdé nafstal a
v ostatnich skupinach (zejména 0 a 1) klesghsem. Naist zlomi (400 mJ/crf) maze
souviset s produkci ROS/RNS a naslednym axitha poSkozenim DNA. Poskozeni jaderné
DNA bylo jiz takového rozsahu, Ze repamnasystémy keratinocitnebyly schopny tyto zémy

opravit.

Tabulka 1. Zastoupeni keratinoaytv jednotlivych tidach poskozeni DNA po 2 hod od UVB

oz&eni.

Davka Trida posSkozeni Celkové
[mJd/cm?] 0 1 2 3 4 poskozeni
0 95 2 1 0 0 9
100 65 16 5 9 5 73
200 2 44 34 9 11 181
400 3 26 30 29 12 221

Data ffedstavuji reprezentativni vysledky #ertezavislych pokus

Tabulka 2. Zastoupeni keratinoaytv jednotlivych tidach poSkozeni DNA po 4 hod od UVB

oz&eni.

Davka T¥ida poSkozeni Celkové
[mJd/cm?] 0 1 2 3 4  poskozeni
0 88 8 3 0 0 17
100 9 70 11 2 0 131
200 2 47 27 6 18 190
400 2 28 43 8 20 216

Data redstavuji reprezentativni vysledky #ertezavislych pokus

Tabulka 3. Zastoupeni keratinoaytv jednotlivych tidach poSkozeni DNA po 8 hod od UVB

oz&eni.

Davka Trida poSkozeni Celkové
[mJ/cm?] 0 1 2 3 4 poskozeni
0 83 17 1 0 0 18
100 44 51 1 1 2 66
200 17 36 25 4 19 172
400 3 9 21 12 57 311

Data ffedstavuji reprezentativni vysledky #ertezavislych pokus
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Tabulka 4. Zastoupeni keratinodyt jednotlivych tidach poSkozeni DNA po 24 hod od UVB

oz&eni.
Davka Trida poSkozeni Celkové
[mJ/cm?] 0 1 2 3 4 poskozeni
0 93 5 1 1 1 10
100 61 32 5 2 0 47
200 37 48 14 1 1 82
400 2 9 20 22 47 304

Data redstavuiji reprezentativni vysledky #ertezavislych pokus

Pri pouziti lidskych fibroblast bylo zjis&no, Ze jiz velmi mala davka 50 mJd/cm
(Obr. 12.) je schopna vyvolat tvorbu jednoviakndvygon jaderné DNA. RevaZovalo v3ak
mirné poskozeni DNA odpovidajicitazeni doifdy 1 a 2 (Tab. 5-8). Diky malému mnozstvi
DNA 1ézi, bylo poskozeni rychle eliminovano regaiai systémy. Ginek davky 100 mJ/cfn
(Obr. 13.) na fibroblasty byl srovnatelny s viivera keratinocyty a DNA defekty byly Blkami
rovnéZ rychle odstritiovany. Oz#eni fibroblast davkami 200 a 400 mJ/énObr. 14. a 15.)
vyvolalo vyrazné poSkozeni jaderné DNA. MnozZstdnevlidknovych zlor natistalo scasem
(2-8 hod). Davky 200 a 400 mJ/emayvolaly u fibroblast (Obr. 12. a 13.) &3i celkové
poskozeni DNA ve srovnéni s keratinocyty (Obr. 4011.). Po 24 hod od azni davkou
400 mJ/cribyl u fibroblast pozorovan mirny pokles poskozeni DNA na rozdikethatinocyi.
Tento pokles by mohl souviset stim, Ze fibroblastyozsahlym nebo neopravitelnym
poskozenim DNA {ida 4) byly eliminovany (apopt6zou nebo nekrézo&¥i mikroskopické

kontrole bugk byl pozorovan zvySenym vyskyt zbytburgk (drt) v kultivacnich jamkach

400 - mo =50 mdlent
350 A
300
T 250 -
(]
2
200 1
@
Z 150 -
=
¥
O 100 A
50
2 1 6 8 24
Cas (hod)

Obr. 12. Poskozeni DNA fibroblastpo UVB ozd&eni davkou 50 mJ/cm Vysledky jsou

vyjadieny jako pimer + snErodatna odchylka zé&itnezavislych experimeint
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Obr. 13. Poskozeni DNA fibroblastpo UVB ozd&eni davkou 100 mJ/émVysledky jsou

vyjadieny jako piimér + smeérodatna odchylka zéitnezavislych experimeint

mo mz00 md/cnf

Celkové poskozeni
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2 4 (& 8 24
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Obr. 14. Poskozeni DNA fibroblagtpo UVB ozdeni davkou 200 mJ/cmVysledky jsou

vyjadieny jako piimér + smérodatna odchylka zéitnezavislych experimeint

-39 -



400
- mo @400 md/enf

350 -

9 "

300 e
% 250
~
=
% 200 |
@
z 150 -
=2
T
o100 A

50

D 1 T T ﬁ__\
2 1 6 8 24
Cas (hod)

Obr. 15. Poskozeni DNA keratinocytpo UVB ozdeni davkou 400 mJ/cmVysledky jsou

vyjadieny jako pimér + snErodatna odchylka zé&itnezavislych experimeint

Zastoupeni fibroblastv jednotlivych tidach poSkozeni DNA (Tab. 5-8) demonstruje,
Ze fibroblasty jsou vice citlivéi¢i pasobeni UVB z#eni neZ keratinocyty, coz se projevilo
vy3si produkci jednovidknovych zlém2 hod po ozéni davkou 200 a 400 mJ/Eioylo 50 a
100 % fibroblast zastoupeno vetitach poSkozeni 3 a 4 (u keratinacyen 20 a 30 %).
V dalich¢asovych intervalech do3lo k ri&tu pa@tu jader veitide 3 (pro davku 200 mJ/cina
t¥{de 4 (pro davku 400 mJ/cin

Tabulka 5. Zastoupeni fibroblastv jednotlivych tidach poskozeni DNA po 2 hod od UVB

oz&eni.
Davka Trida poskozeni Celkové
[mJd/cm?] 0 1 2 3 4  poskozeni

0 94 1 3 1 0 11

50 45 42 13 0 0 69
100 10 39 31 19 0 161
200 3 7 41 47 2 238
400 0 0 0 97 3 303

Data ffedstavuji reprezentativni vysledky #ertezavislych pokus
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Tabulka 6. Zastoupeni fibroblastv jednotlivych tidach poSkozeni DNA po 4 hod od UVB
oz&eni.

Davka Tiida poskozeni Celkové
[mJ/cm?] 0 1 2 3 4  poskozeni
0 94 2 3 1 1 14
50 74 17 8 0 1 39
100 18 57 21 3 1 113
200 1 4 12 71 12 189
400 0 0 0 67 33 333

Data redstavuiji reprezentativni vysledky #ertezavislych pokus

Tabulka 7. Zastoupeni fibroblastv jednotlivych tidach poskozeni DNA po 8 hod od UVB
oz&eni.

Davka Trida poSkozeni

Celkové
[mJ/icm?] 0 1 2 3 4  poskozeni
0 92 0 4 2 1 19
50 67 25 5 1 0 42
100 58 20 18 3 0 68
200 0 0 1 48 51 350
400 0 0 0 17 83 383

Data redstavuiji reprezentativni vysledky #ertezavislych pokus

Tabulka 8. Zastoupeni fibroblastv jednotlivych tidach posSkozeni DNA po 24 hod od UVB
oz&eni.

Davka Tr¥ida posSkozeni Celkové
[mJ/icm?] 0 1 2 3 4  poskozeni
0 95 1 2 2 0 11
50 89 5 4 2 0 19

100 94 5 1 0 0 7
200 37 38 23 2 0 a0
400 0 9 5 76 22 289

Data ffedstavuji reprezentativni vysledky #ertezavislych pokus

Vedle sledovani poSkozeni DNA vlivem UVBfeai byla stanovena aktivita LDH v
médiu. K uvolgni LDH z burgk dochazi fi poSkozeni bu&né membrany. Poskozeni &iné
membrany u obou typburgk, tedy zvySeni aktivity LDH v médiu, bylo patrng po delSi dob
od ozdeni. V ipadt keratinocyll bylo vyrazné zvySeni aktivity tohoto enzymu zazeaéno
po 6 hodinach od ozéni u davky 200 a 400 mJ/&if190 a 250 % oproti neaEnym buikam),
které déle ndistalo scasem (po 24 hod na 250 a 430 % oproti nisogan buikam). NejniZsi

davka z&eni vyvolala pouze nevyrazné &my v aktivitt LDH ve vSechtasovych intervalech.
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Obr. 16. Aktivita LDH uvolnéna pisobenim UVB z keratinocfyt

U lidskych fibroblasi byla zvySena aktivita LDH pozorovana také az puof@linach, ale
jen u nejvyssi davky (175 % oproti neterdym buikam). Po 8 hodinach bylo zvySeni aktivity
LDH patrné i u davky 200 mJ/éna po 24 h u vSech davek. Ve srovnani s keratigdoyt u
fibroblasti oz&enych nejvy3si davkou 400 mJfcmarist aktivity LDH vyraze vy3si (640 a
1540 % oproti neozénym buitkdm po 8 a 24 hod). K uvaini LDH dochazi az ip poSkozeni

membrany, coZ je spojeno se zavaznymi ireversiilaiménami v buice.
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Obr. 17. Aktivita LDH uvolnéna pasobenim UVB z fibroblaét
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Zavér

Sledovani fototoxického gsobeni UVB zéeni na lidské keratinocyty a fibroblasty s

vyuZzitim jednobuiéné gelové elektroforézy a stanoveni aktivity LDldkazalo Ze:

kozni fibroblasty jsou citli%3i wici poSkozeni vlivem UVB Z#&ni nez
keratinocyty. Tato skut@ost pravépodobré souvisi s uloZzenim obou tpunsk
v kuzi. Keratinocyty se nachazi v horni viskiize a jsou vice vystavenyigobeni
UVB zéteni

dynamika vzniku a eliminace po3kozeni DNA byla vwiypi burék podobna do
davky 200 mJ/ch U nejvyssi davky 400 mJ/érbyl u keratinocyi zaznamenan
vzrastaji trend poSkozeni DNA ve vSe&hsovych intervalech. U fibrobladstoSlo
po 24 hodindch kpoklesu DNA poSkozeni, ktery pépedobr souvisi

s eliminaci buik s vazg poSkozenou DNA

jednobur¢né gelova elektroforéza je mnohem cifjsi pro sledovanidinka UVB
z&eni neZz stanoveni aktivity LDH. Pomoci jednoliin@ gelové elektroforézy
bylo mozné zachytit poskozenitipnizSich davkach a v kratSichasovych
intervalech od oz&ni. Oproti tomu vyrazné zvySeni aktivity LDH bylo
pozorovano fi expozici vy§sim UVB davkam a po delSighsovych intervalech,

coz odpovidalo vyraznému poskozenimdun

dynamika vzniku posSkozeni DNA a hitmé membrany (uvolmi LDH) potvrzuje,
Ze UVB z&eni vyvolava primaré piimé poskozeni molekul (DNA) a sekundarn
produkci reaktivnich slaienin, které zfisobuji poSkozeni membrany a jinych

buns¢nych komponent.
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Seznam pouzitych zkratek

5-meCyt 5-Methylcytosin

6-4 PP Pyrimidin-pyrimidonové (6-4) fotoprodukty
8-OHdG 8-Hydroxydeoxyguanosin

AP Apurinové/apyrimidinové misto

Apaf-1 Apoptosis proteases-activating faktor 1
APE | AP endonukleasa 1

BER Oprava vystzenim baze (base excision repair)
CPD Cyklobutanpyrimidinové dimery

DAPI 4,6-diamino-2-fenylindol

DNA Deoxyribonukleova kyselina

FEN1 Flapendonukleasa 1

GGR Global genome repair

HaCaT Imortilizovana linie keratinodyt

IR Infracervené zéeni

IRA A slozka infr&erveného z&ni

IRB B slozka infréerveného z&@ni

IRC C sloZzka infréerveného z&ni

LDH Laktatdehydrogenasa

NADH Nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NER Oprava vystzenim nukleotidu (nukleotid excision repair)
PCNA Proliferujici jaderny antigen

Pol B Polymeras@

PyCG Pyrimidin - cytosin - guanin sekvence
RNA Ribonukleova kyselina

RNS Reaktivni formy dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

SSBR Oprava jednovlaknovych zIdrDNA (single strand breaks repair)
TFIIH Transkrigni faktor

TCR Transcription-coupled repair

uv Ultrafialové zdeni

UVA A slozka ultrafialového 2é&ni

uvB B slozka ultrafialového zéni

uvC C slozka ultrafialového g@ni

XRCC1 X-ray repair cross-complementingprotein 1
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