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Integerita genomu ïz§kladn² pojmy 

ÅIntegritou genomu je myġlena pŚedevġ²m jeho schopnost 

konzervovat genetickou informaci

ÅDNA poġkozen² (DNA Damage) je dŢsledek pŢsoben² 

faktorŢ naruġuj²c²ch strukturu DNA a tedy i integritu genomu 

ÅOdpovŊŅ na DNA poġkozen² (DNA Damage Response, 

DDR) je soubor reakc² specializovanĨch bunŊļnĨch 

syst®mŢ zahrnuj²c²:

ï¼drģbu a opravy genomu (Genome Maintanance and DNA Repair)

ïzastaven² proliferace (Checkpoint activation) 

ïVylouļen² poġkozenĨch bunŊk z dalġ² proliferace (Senescence, 

Apotosis)



ÅPŚ²ļiny genomick® nestability
ïM²ra faktorŢ poġkozuj²c² integritu DNA pŚeroste urļitou mez

ïBuŔka nem§ v poŚ§dku mechanismy udrģuj²c² integritu DNA

ÅDŢsledky genomick® nestability
ïRakovina

ïDegenerativn² onemocnŊn²

ïVĨvojov® defekty

ïImunodeficience

ïSterilita

ïPŚedļasn® st§rnut²

ïRadiosenzitivita

Genomick§ nestabilita (GIN) - naruġen² 

integrity genomu



Faktory poġkozuj²c² DNA (DNA 

damage inducing factors)

ÅIonizuj²c²z§Śen², UV z§Śen²

ÅProdukty metabolismu, voln® radik§ly 

ÅReplikaļn² stres 

ÅGenotoxick® l§tky 

ïOxidanty (H2O2, ozon)

ïAlkylaļn²ļinidla(MMS) 

ïL§tky interferuj²c² s replikac²(HU, Aphidicolin)

ïDNA cross-linkuj²c²ļinidla(Cis-platina, MMC)



Typy DNA lez²

ÅPoġkozen² baz²: O6-methylguanine, thymin glycol, 
redukovan®, oxidovan® afragmentovan®baze DNA

ÅPoġkozen² struktury DNA: abazick§m²sta, jedno- a 
dvou-ŚetŊzcov® zlomy

ÅKovaletn² prov§z§n² DNA:pyrimidinov® dimery, 
kovaletn² propojen² stejn®ho anebo rŢznĨch ŚetŊzcŢ 
DNA, kovaletn² prov§z§n² DNA s jinĨmi molekulami



DNA poĠkozen²

Metabolismus UV záŚení Ionizující záŚení
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OdpovŊŅ buŔky na poġkozen² DNA 

(DNA Damage Response, DDR)



Vrozen® poruchy DDR 

Werner ƳÛsyndrom

Werner ova heliÐĥßÆ

BloomƳÛsyndrom

Bloom ova heliÐĥßÆ



CSA, CSB gen y T˾CR, NER 

CockaynƳÛsyndrom Xeroderma pigmentosum

XPA- G genes N˾ER 

Vrozen® poruchy DDR 



Fanconi ho anemie

FAN C A- F gen y H˾R, cross - links 

SeckelƳÛsyndrom

ATR gen r˾epl. stres, 
checkpoint ÔÛĥ
ÔÉÕÔÛşÉ

Vrozen® poruchy DDR 



Ataxia telangiectasia Nijmegen ƳÛsyndrom
ÆdÔÓÊÒÔÈÓşÓıdAT LD 

ATM gen D˾SB 

NBS1, MRE11 gen y D˾SB 

Vrozen® poruchy DDR



Genomick§ nestabilita nemus² bĨt vģdy prim§rn² 

pŚ²ļinnou vzniku malign² transformace, nicm®nŊ je 

pro n§dorov® buŔky typick§, akceleruje jejich 

malignitu a jej² analĨza je dŢleģitĨm diagnostickĨm a 

prognostickĨm markeremé

Vztah GIN a rakoviny



Detekce GIN na ¼rovni buŔky

ÅDetekce a kvantifikace DNA poġkozen²

ÅDetekce a kvantifikace faktorŢ vedouc²ch k 

DNA poġkozen²

ÅDetekce mutac² a amplifikac² 

ÅDetekce chromozom§ln²ch aberac² 

Metody: 

Mikroskopick®, Biochemick®, Sekvenaļn², Molekul§rnŊ biologick®, 

DNA ļipy, SNP atd.



Fluorescenļn² mikroskop

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/55/Fluorescence_microscop.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1c/FluorescenceFilters_2008-09-28.svg


ÅPŚ²m§ kvantifikace zlomŢ (Comet assay)

ÅNepŚ²m§ kvantifikace proteinŢ tvoŚ²c²ch fok§ln² 
strukturyv m²stŊ DNA poġkozen²  
ïmodifikovan® histony (ɔH2AX)

ïsenzorov® proteiny (RPA, 9-1-1 komplex) 

ïmedi§torov® proteiny (MDC1, BRCA1, 53BP1, RNF8, 
RNF168,ATRIP)

ïopravn® proteiny (RAD51, MRN komplex, FANCD2)

ïtransducerov® proteiny (pATM,ATR) 

Detekce a kvantifikace DNA poġkozen²

Genomick§ nestabilita je prim§rnŊ zpŢsobena a 

sekund§rnŊ zpŢsobuje DNA poġkozen²é



PŚ²m§ kvantifikace DNA zlomŢ pomoc² elektrofor®zy jedn® buŔky 

(SCGE - Sigle Cell Gel Electrophoresis, Comet Assay)

AnalĨza Ăkometñ pomoc² CASPLab sofware

Kontrola

10Gy



NepŚ²m§ kvantifikace DNA zlomŢ

Na DNA zlom se v§ģe cel§ Śada proteinŢ tvoŚ²c² fok§ln² strukturu,

tu je moģno imunofluoresceļnŊ detekovat a kvantifikovat 



Snadn§ IF detekce fokusu v m²stŊ DNA zlomu je pŚedevġ²m 

umoģnŊna  tzv. amplifikac² sign§lu



DAPI ɔ-H2AX

PŚ²klad uģit² IF detekce ɔ-H2AX jako 

markeru DSB 

U-2-OS linie oz§Śen§ 4Gy, d§le kultivovan§ 1h, zafixovan§ 4% 

formaldehydem a nabarven§ na fosforylovanĨ histon H2AX. 

Sekund§rn² protil§tka je konjugovan§ s fluoresceinem.

DAPI = 4',6-diamidino-2-phenylindole 



Poloautomatick§ kvantifikace IF sign§lu pomoc² osobn²ho poļ²taļe

Barven² jadern® DNA 

pomoc² DAPI slouģ² k 

rozliġen² jednotlivĨch 

bunŊk

DAPI a ɔH2AX

Potlaľen² pozad²

Rozpozn§n² jednotlivĲch bunŐk
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ImageJ and Excel analysis

AnalĲza sign§lu

Mistrik and Oplustilova, 2009, Cell Cycle
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Metaf§zn² 

buŔka

DAPI ɔ-H2AX

IF detekce ɔ-H2AX ïide§ln² marker DSB i 

v mitotickĨch buŔk§ch


