ABSTRAKT

Bunky v nasem téle jsou kazdy den vystaveny poskozeni DNA vlivem endogennich a
exogennich faktord. Schopnost bunék opravit poSkozenou DNA je duleZitd pro zachovani
genetické informace. Mezi nejvice cytotoxické DNA |éze patfi dvojvlaknové zlomy DNA. Oxidacni
poskozeni DNA je jednou z nejcastéjsich |ézi. Cilem této prace bylo prohloubit stavajici znalosti
molekuldrnich mechanismU opravy dvojvldknovych zlom DNA a oxidaéniho poskozeni DNA.

Hlavnim zdrojem oxidacniho poskozeni bunék jsou reaktivni formy kysliku, které jsou
neustdle generovany jako vedlejSi produkty bunééného metabolismu. Jednou z nejcastéji
vznikajicich modifikaci DNA je 7,8-dihydro-8-oxo-guanin (8-oxo-G), jez se béhem replikace
chybné paruje s adeninem. Pokud toto poskozeni neni opraveno, dochazi k akumulaci bodovych
mutaci. Oxidac¢ni poskozeni DNA je opravovano prevaziné vystfizenim porusené baze, tzv. ,base
excision repair” (BER). Pfi odstranéni Spatné inkorporovaného adeninu oproti 8-oxo-G dochazi
v prvnim kroku k jeho vystfizeni MutY DNA glykosyldazou (MUTYH). Nase vysledky ukazuji, Ze
v nasledném kroku tohoto procesu opravy DNA WRN helikdza (WRN) fyzicky interaguje
s polymerdazou A a stimuluje spravné pfifazeni cytosinu oproti 8-oxo-G a naslednou syntézu DNA
vedouci k opravé poskozené DNA.

Oprava dvojvlaknovych zlomG DNA ma dvé hlavni vétve: homologni rekombinaci (HR) a
nehomologni spojovani koncl (tzv. non-homologous end-joining, NHEJ). Zatimco HR je témér
bezchybny proces, NHEJ je proces vysoce nachylny k chybam. V rdmci HR existuji dvé paralelni
drahy, a to tzv. ,synthesis-dependent strand-annealing” (SDSA) a kanonicka oprava
dvojvlaknovych zlom( DNA (DSBR). Zatimto vysledkem DSBR muze byt tzv. ,,crossover” (CO), kdy
dochazi k vymeéné ¢asti DNA mezi sesterskymi chromatidami, nebo ,non-crossover” (NCO), kdy
k této vyméné nedochdzi, v pfipadé SDSA jsou produkty vidy NCO. Tvorba CO je nezadouci,
protoze mize vést k pfesmykim v chromozomech a ztraté heterozygotnosti. V mitotickych
bunikach proto vétsina oprav probiha mechanismem SDSA.

Molekularni podstata procesu, ktery napomaha SDSA oproti DSBR neni v lidskych bunkach
dobre prostudovana. Lidské helikazy RECQ5 a FBH1 byly navrzeny jako funkéni orthology Srs2
helikdzy, kterd podporuje SDSA v kvasinkach. Zjistili jsme, Ze RECQ5 helikdza dokaze zabranit

nelegitimni tvorbé RAD51 nukleofilamentu béhem post-synaptické faze SDSA a tim podporuje



tvorbu NCO produktl. Na zakladé tohoto zjisténi navrhujeme, Ze funkénim orthologem Srs2
v lidskych burikach je prave RECQS5 helikaza.

V kvasinkach existuji dvé oddélené drahy resekce DNA zavisejici na exonukleaze 1 (Exol) a
Dna2 ve spojeni s Sgsl. V lidskych burikdch byla navrzena Bloom (BLM) helikaza jakozto funkéni
ortholog Sgs1 helikdzy spolupracujici s DNA2 v tomto procesu. NasSe vysledky ukazuji, Ze DNA2
mUzZe spolupracovat v lidskych burikach jak s BLM, tak i s WRN helikdzou. Dalsi experimenty
naznacuji, Zze BLM helikaza je v tomto procesu vazana v komplexu s Topllla-RMI1-RMI2.

Aktivace Ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR) kinadzy po indukci dvojvlaknovych
zlom( v burice je zavisla na resekci DNA. BEhem naseho vyzkumu jsme identifikovali MSH2-MSH3
komplex jako soucast signdlni drahy ATR. Ukdzali jsme, Ze MSH2-MSH3 se vaze na konce
dvojvldknovych zlomd DNA v zavislosti na resekci a stimuluje opravu téchto dvojvlaknovych
zlomd DNA homologni rekombinaci. Nase vysledky naznacuji, Ze MSH2-MSH3 komplex se vaze
na sekundarni struktury pritomné v jednovlaknové DNA i po navazani replikacniho proteinu A a

rekrutuje ATR-ATRIP komplex, ¢imzZ stimuluje aktivaci ATR a opravu DNA.



