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Seznam zkratek 

A-NHEJ - alternativní nehomologní spojování konců DNA (alternative non-

homologous end joining) 

APT - protein (adenine phosphoribosyltransferase) 

ATM - protein kináza (ataxia teleangiectasia mutated)  

ATR - protein kináza (ataxia telangiectasia and Rad3 related) 

BER - bázová excizní oprava DNA (base excision repair) 

BIR - model homologní rekombinace (break induced replication) 

BLM - Bleomycin 

C-NHEJ - kanonické nehomologní spojování konců DNA (canonical non-

homologous end joining) 

DDR - buněčná odpověď na poškození DNA (DNA damage response) 

DMS3 - protein (defective in meristem silencing 3) 

DNA-PKcs - protein kináza (DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit) 

DSB - dvouvláknový zlom (double strand break) 

DSBR - model homologní rekombinace (double strand break repair) 

ERCC1 - protein (excision repair cross-complementation group 1) 

GMI1 - protein (gama-irradiation and Mitomycin C induced 1) 

Gy - jednotka absorbované dávky záření (Gray) 

HR - homologní rekombinace (homologous recombination) 

IR - ionizující záření (ionizing radiation) 

Ku70 a Ku80 - proteiny (thyroid Ku autoantigen 70 and 80 kDa) 

LIG - DNA ligáza (DNA ligase) 

MIM - protein (hypersensitive to MMS, irradiation and Mitomycin C) 

MMEJ - mikrohomologní spojování konců DNA (microhomology-mediated end 

joining) 

MMC – Mitomycin C 

MMS - metyl metansulfonát 

MRE11 - protein (meiotic recombination 11 homolog) 

MSH2 - protein (MutS protein homolog 2) 

NBS1 - protein (Nijmegen breakage syndrome 1) 

p53 - protein (protein 53 kDa) 
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PARP1 - protein (poly(ADP-ribose) polymerase 1) 

PCD - autokatalycká buněčná smrt (programmed cell death) 

RAD - proteiny (radiation sensitivity) 

SCC1 - protein (sister chromatid cohesion protein 1) 

SDSA - model homologní rekombinace (synthesis dependent strand annealing) 

SMC - proteiny (structure maintenance of chromosomes) 

SMCHD - proteiny (structure maintenance of chromosomes hinge domain 

containing) 

SMCHD1 - protein (structure maintenance of chromosomes hinge domain 

containing 1) 

SOG1 - protein (suppressor of gamma response 1) 

SSA - model homologní rekombinace (single strand annealing) 

SSB - jedno-vláknový zlom (single strand break) 

UV - ultrafialové záření (ultraviolet radiation) 

wt - divoký kmen (wild type) 

XPF - protein (xeroderma pigmentosum, complementation group F) 

XRCC1 - protein (X-ray repair cross-complementing protein 1) 

XRCC4 - protein (X-ray repair cross-complementing protein 4) 

γ-H2AX - fosforylovaná forma histonu H2AX 
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Abstrakt 

Dvouvláknový zlom DNA (DSB) je nebezpečný typ poškození DNA, ale 

zároveň také slouží ke kontrolovanému zvyšování genetické variability. Za hlavní 

dráhy opravy DSB se považují homologní rekombinace (HR), využívající homologní 

sekvence, a nehomologní spojování konců DNA (C-NHEJ). Dva rostlinné modely 

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) a mech Physcomitrella pattens (Physcomitrella) 

se liší strategií opravy DSB. Arabidopsis  dává přednost C-NHEJ a Physcomitrella 

zase HR. Tyto modelové rostliny jsou porovnány na základě měření kinetiky opravy 

DSB a jednovláknových zlomů DNA (SSB) kometovým testem. 

U obou rostlinných druhů je poločas první rychlé fáze opravy DSB kolem 

5 minut. I když je C-NHEJ považována za hlavní dráhu opravy DSB u Arabidopsis, 

rychlá oprava není závislá na jejích faktorech AtKu80 a AtLIG4, což poukazuje na 

existenci efektivních záložních nehomologních drah (A-NHEJ). U Physcomitrella 

dominuje rychlá oprava DSB v mitoticky aktivních buňkách a také není závislá na 

PpLIG4. Naopak PpLIG4 se překvapivě účastní opravy alkylačního poškození DNA. 

Esenciální ligázou rychlé opravy DSB u Arabidopsis je replikační AtLIG1, 

která je také zodpovědná za opravu alkylačního poškození DNA, a tak představuje 

funkční homolog LIG3. Rychlá oprava DSB je také zcela závislá na AtSMC6b, 

který patří do skupiny proteinů udržujících strukturu chromozomů (SMC). Menší 

defekt v opravě DBS je pozorován u mutantů podjednotky kohezinů AtRAD21 

a AtGMI1, nově identifikovaného člena skupiny proteinů, které minimálně obsahují 

SMC dimerizační doménu (SMCHD). Role AtSMC6b, AtRAD21 a AtGMI1 

v opravě DSB spočívá v organizaci sesterských chromatid.  

Komplex proteinů MRE11, RAD50 a NBS1 (MRN), je jeden z klíčových 

senzorů a mediátorů opravy DSB. U Physcomitrellase na většině funkcí MRN 

komplexu podílí pouze PpMRE11 a PpRAD50. Extrémní citlivost ppmre11 

a pprad50 vůči indukci DSB sice poukazuje na značný defekt v opravě, ten však 

nesouvisí s rychlostí jejich opravy, ale naopak s kumulací mutací, zejména delecí. 

V tomto ohledu je důležitý především PpRAD50, neboť v jeho nepřítomnosti 

se mutabilita zvyšuje až o dva řády. 
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Abstract 

DNA double-strand break (DSB) is a dangerous type of DNA damage, but it 

also serves in controlled increase of genetic variability. The two major DSB repair 

pathways are homologous recombination (HR) using homologous sequences and 

non-homologous end joining (C-NHEJ). Two model plants Arabidopsis thaliana 

(Arabidopsis) and the moss Physcomitrella patens (Physcomitrella) differ in DSB 

repair strategies. Arabidopsis uses C-NHEJ, however Physcomitrella prefers HR. 

These plant models are compared on the basis of measurement of DSB and single 

strand breaks (SSB) repair by comet assay. 

The half-life of the first rapid phase of the DSB repair is about 5 minutes 

in both plant species. Although the C-NHEJ is considered as the main DSB repair 

pathway in Arabidopsis, rapid repair is independent of AtLIG4 and AtKu80, 

suggesting the existence of the effective backup non-homologous repair pathways 

(A-NHEJ). In Physcomitrella, the rapid DBS repair dominates in mitotically active 

cells and is also independent of PpLIG4. Conversely, PpLIG4 is surprisingly 

involved in the repair of the DNA alkylation damage. 

An essential DNA ligase of the rapid DSB repair pathway in Arabidopsis 

is the replication ligase AtLIG1, which is also responsible for the alkylation DNA 

damage repair, and thus represents a functional homolog of LIG3. The rapid DSB 

repair is totally dependent on structural maintenance of chromosomes protein (SMC) 

AtSMC6b. A slight defect in the DSB repair is also observed in mutant of cohesin 

subunit AtRAD21 and AtGMI1, a newly identified member of a SMC-hinge domain-

containing protein family (SMCHD). The role of AtSMC6b, AtRAD21 and AtGMI1 

in the DSB repair lays mainly in the organisation of sister chromatids. 

The complex of proteins MRE11, RAD50 and NBS1 (MRN) is one of the key 

sensors and mediators of the DSB repair. In Physcomitrella, only PpMRE11 and 

PpRAD50 participate on MRN complex functions. Extreme sensitivity of ppmre11 

and pprad50 to the induction of DSB suggests extensive defect in repair, which is not 

related to the rate of repair, but rather to the accumulation of mutations, especially 

deletions. In this regard, PpRAD50 is particularly important, because in its absence 

the mutability increases up to two orders of magnitude. 
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1. Úvod 

Souhrn procesů spojených s výměnou genetické informace, ať už v rámci 

jedné, nebo mezi dvěma molekulami DNA se nazývá rekombinace. Základní 

podmínkou rekombinace je existence DSB, při jehož opravě může docházet ke 

vzniku nových sekvencí DNA. Řízený vznik DSB a jeho následná rekombinantní 

oprava je součástí přirozených procesů, jako jsou meiotické dělení, formování 

pohlaví v kvasinkách, integrace cizorodé DNA, transpozice, zrání lymfocytů 

a přesmyk tříd imunoglobulinů. Rekombinací se odstraňují také všechny ostatní DSB 

a to jak endogenního, tak exogenního původu. DSB se považují za vysoce 

nebezpečný typ poškození DNA, neboť neopravený zlom může vést k nepatřičné 

reorganizaci genomu, ztrátě DNA, nebo indukci buněčné smrti (Bennett et al. 1996). 

Oprava DSB tedy představuje křižovatku mezi genetickou variabilitou 

a nestabilitou. Existence DSB si vynutila vznik evolučně konzervovaných 

rekombinantních drah, kde se uplatňují dva základní mechanismy, HR a C-NHEJ. 

HR využívá při opravě DSB homologní sekvence, a to z ní dělá téměř bezchybný 

opravný mechanismus. Naopak C-NHEJ jednoduše spojuje konce DNA nezávisle na 

homologii, a tak je více náchylná ke změnám sekvence v místě opravy. Defekt 

v opravě DSB se u savců projevuje zvýšenou genetickou nestabilitou a s ní spojenou 

predispozicí vůči nádorovému bujení (Phillips a McKinnon 2007). 

Rostliny vlastní homology většiny proteinů podílejících se na opravě DSB 

u savců. V tomto ohledu mají rostliny k savcům blíž než kvasinky (Shrivastav et al. 

2008). Z hlediska opravy DNA představují rostliny velmi zajímavý systém. Přisedlý 

způsob života, využívání nejsilnější biologické redoxní reakce - fotolýzy vody, 

tvorba rostlinného těla dělením několika apikálních buněk, u některých druhů 

dlouhověkost a schopnost vegetativního množení poukazují na existenci efektivních 

drah opravy DNA. Studium rostlinné rekombinace prohlubuje porozumění odolnosti 

rostlin vůči stresu (Boyko a Kovalchuk 2011; Molinier et al. 2006). Zároveň otevírá 

cestu k cílené genetické manipulaci některých rostlin (Puchta a Fauser 2013; Qi et al. 

2013). Aplikace poznatků má a v budoucnu bude mít zásadní vliv na výnos. 

V nedávné době také studium rekombinace u rostlin přispělo k přehodnocení 

pohledu na opravu DSB a akceptování dalšího typu opravy DSB, alternativní NHEJ 

(A-NHEJ), nezávislého na HR, či klasickém C-NHEJ (Decottignies 2013). A-NHEJ 
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je spojována s nárůstem chromosomových translokací, a to ji postupně staví 

do středu současného výzkumu opravy DSB, neboť produkce zlomů DNA je stále 

běžným způsobem léčby nádorových onemocnění (Lieber 2010a). Studium A-NHEJ 

a obecně opravy DSB rozšíří pohled na procesy spojené s udržováním integrity 

genomu, a tím pomůže nejen při objasňování příčin vzniku rakoviny, ale i tvorbě 

nových terapeutických přístupů v její léčbě (Hühn et al. 2013). 

1.1. Vznik DSB 
Mimo záměrně indukované DSB se musí buňky vypořádat s řadou 

neplánovaných zlomů, které vznikají při zastavení replikace DNA a selhání funkce 

topoizomeráz. Během jednoho buněčného cyklu se savčí, či myší fibroblasty musí 

vypořádat přibližně s 10 DSB endogenního původu (Haber 1999). V případě rostlin 

a řady dalších organizmů je také důležitým zdrojem DSB proces vysychání 

a opětovné hydratace, přičemž extrémní případ představují spóry a semena (Pitcher 

et al. 2007; Kranner et al. 2010). 

Významným endogenním zdrojem DSB jsou kyslíkové radikály. Mitochondrie 

přeměňují 0,1 – 1 % zpracovávaného kyslíku na superoxid (Chance et al. 1979), 

který je dále konvertován na hydroxylové radikály schopné reagovat s buněčným 

matrix. Podobně chloroplasty produkují značné množství kyslíkových radikálů při 

fotolýze vody (Triantaphylidès a Havaux 2009). Protein D1, centrální část 

fotosystému II, je proto vůbec nejčastěji nahrazovaným proteinem (Raven 2012). 

Překročí-li hladina radikálů antioxidační schopnosti buněčných obranných 

mechanizmů, dochází k peroxidaci lipidů membrán, poškození proteinů a DNA. 

Například savčí buňky se musí za jediný den vypořádat až s 10 000 oxidačně 

poškozenými bázemi (Ames et al. 1993) a až 50 000 SSB (Tice a Setlow 1985). 

Oxidace bází DNA, ale také jejich alkylace například metyl metansulfonát 

(MMS), vede k poškození, které je opravováno bázovou excizní (BER) (Lindahl 

a Wood 1999). Poškozené báze jsou odstraňovány specifickými DNA glykosylázami 

za vzniku místa bez báze, které je dále štěpeno specifickou endonukleázou. Pokud 

není vzniklý SSB opraven polymerázou a ligázou, může způsobit zastavení replikace 

za vzniku DSB (Kuzminov 2001). 

DSB lze také indukovat ultrafialovým (UV), či ionizujícím zářením (IR). 

Například IR při průchodu prostředím buňky ionizuje molekuly vody a dávka 1 gray 

(Gy) produkuje 1000 SSB a přibližně 20 až 40 DSB (Ward 1990). Dále řada 
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přírodních, ale i syntetických látek, zvyšuje množství reaktivních radikálů, nebo 

reaguje přímo s DNA. Jednou takovou skupinou látek je přírodní antibiotikum 

s antikancerogenním účinkem Bleomycin (BLM), které napodobují účinek IR. BLM 

se rutině používá při léčbě některých typů nádorů (Lewis a Nydorf 2006). BLM 

chelátuje kovy a po interkalaci do DNA a reakci s kyslíkem produkuje superoxid 

poškozující DNA. Redukcí se komplex opět aktivuje a následuje další štěpení 

za vzniku DSB (Strekowski et al. 1988). Jeho aktivita se vlivem interkalace omezuje 

především na DNA, a tak BLM ve srovnání s IR indukuje přibližně jen 10 SSB 

na 1 DSB (Povirk et al. 1977) 

1.2. Měření opravy DSB 
Opravu DSB je možné monitorovat mnoha způsoby, které však vždy postihují 

jen část zkoumané problematiky. Jednotlivé metody umožňují sledovat fyzické 

spojení DNA, kovalentní modifikace opravných proteinů, jejich časoprostorové 

rozdělení, či změny sekvence v místě opravy. Nejběžnější metody detekující přímo 

fragmentaci genomu jsou pulzní gelová elektroforéza a kometový test (Ostling 

a Johanson 1984; Herschleb et al. 2007). Tyto metody jsou zpravidla méně citlivé, 

avšak umožňují přímé měření kinetiky opravy DSB, respektive obnovení celistvosti 

DNA. Citlivější je nepřímá vizualizace DSB pomocí imunofluorescenční detekce 

kovalentních modifikací proteinů spojených s opravou DNA (Banáth et al. 2004). 

Pulzní gelová elektroforéza je ve srovnání s kometovým testem instrumentálně, 

finančně i časově náročnější. Je limitována zdlouhavou a pracnou přípravou vzorku 

a možností separace fragmentů DNA o maximální velikosti 10 Mb (Herschleb et al. 

2007). Kometový test je založen na elektroforéze jednotlivých buněk ukotvených 

v agarózovém gelu. Vzniklý útvar připomíná kometu, ve které množství DNA 

v ohonu komety koreluje s mírou poškození DNA v dané buňce (Ostling a Johanson 

1984). Nejběžnější je neutrální, anebo alkalické provedení kometového testu, 

které vede k detekci DSB, anebo SSB. Případná inkubace vzorků s reparačními 

endonukleázami umožňuje měření poškození DNA, které se samo o sobě neprojevuje 

jako zlom, například alkylované a oxidované báze DNA (Angelis et al. 1999; Collins 

et al. 1997; Angelis et al. 2000). 

Nejběžnější imunofluorescenční značkou spojovanou s opravou DSB 

je fosforylovaná forma histonu H2AX (γ-H2AX). Fluorescenční detekce vyžaduje 

fosforylaci rozsáhlých oblastí DNA, a tak v případě čistě lokální změny nemusí být 
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rychle opravený zlom vůbec zaznamenán. Naopak jedna detekovaná oblast může 

obsahovat více DSB, anebo se v konečném obrazu můžou promítnout dvě prostorově 

oddělené oblasti do jedné. Navíc o kinetice opravy DSB měřené prostřednictvím     

γ-H2AX je nutné uvažovat jako o defosforylaci (Chowdhury et al. 2005). Regulace 

procesů, vedoucích od momentu spojení DNA k ukončení opravy defosforylací       

γ-H2AX, jsou ještě méně popsány, než procesy odpovídající za jejich formaci. 

Například u kvasinek, při úpravě párovacího lokusu pomocí HR, dochází 

k defosforylaci γ-H2AX už během prodlužování vmezeřeného vlákna DNA (Keogh 

et al. 2006). 

Kvalitu opravy DSB je možné zachytit jejich specifickou indukcí v rámci 

reportérové sekvence. Změna ve fenotypu anebo přímo sekvenace výsledných spojů 

pak vypovídá o povaze opravy (Puchta 2005). Například haploidní genom 

Physcomitrella umožňuje mutační analýzu genu pro adenin fosforibosyltransferázu 

(APT). Jeho inaktivací mutant získává schopnost růstu na médiu obsahujícím jinak 

toxický 2-fluoroadenin (Trouiller et al. 2007), a tak je možné určit mutabilitu 

i povahu inaktivujích mutací. 

1.3. Rozeznání DSB a jeho signalizace 
Organizmy vlastní komplexní systém odpovědi na přítomnost poškození DNA 

(DDR). Rozsah poškození DNA je zaznamenán DDR, která pak spouští procesy 

vedoucí k zastavení buněčného cyklu, opravě DNA, senescenci a apoptóze. U rostlin 

se místo apoptózy spouští autokatalycká buněčná smrt (PCD) (Lukas et al. 2004; 

Hoeberichts a Woltering 2003; Fulcher a Sablowski 2009). DDR je tedy klíčová 

součást buněčné viability a genomové stability organizmů, včetně rostlin 

(Yoshiyama et al. 2013a; Jackson a Bartek 2010; Ciccia a Elledge 2010). U savců 

DDR představuje významnou bariéru proti rozvoji nádorového bujení (Jackson 

a Bartek 2010; Wyman a Kanaar 2006). 

Klíčovou roli v aktivaci DDR mají signalizační fosfokinázy ATM, ATR 

a DNA-PKcs (Sirbu a Cortez 2013). ATM je aktivována přítomností DSB (Bakkenist 

a Kastan 2003). Naopak za aktivaci ATR může řada různých typů poškození DNA, 

které souvisejí s replikací, například jednovláknové úseky DNA (Cimprich a Cortez 

2008). Signál je dále mediován, přičemž dochází ke kumulaci transkripčního faktoru 

p53, který představuje klíčovou křižovatku DDR, na které se rozhoduje o zastavení 
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buněčného cyklu a opravě DNA, anebo apoptóze (Shieh et al. 1997; Helton a Chen 

2007).  

Rostliny nemají p53, klíčový mediátor opravy DSB a indukce apoptózy 

(Helton a Chen 2007). Nedávno byl objeven AtSOG1, první exkluzivně rostlinný 

transkripční DDR faktor, který je funkčně podobný p53. AtSOG1 se sice liší 

v sekvenci a po aktivaci ATM nedochází k jeho kumulaci, ale v rámci rostlinné DDR 

představuje hlavní regulátor exprese stovek genů (Yoshiyama et al. 2013b; 

Yoshiyama et al. 2009). AtSOG1, obdobně jako p53, rozhoduje o tom, 

zda poškozená buňka projde endoreduplikací k senescenci, nebo zanikne pomocí 

PCD (Adachi et al. 2011; Fulcher a Sablowski 2009). 

U savců aktivované ATM, ATR a DNA-PKcs fosforylují řadu proteinů, mimo 

jiné histony H2AX na C-koncovém serinu za vzniku γ-H2AX (Warmerdam a Kanaar 

2010). Tento signál se může rozprostírat až do vzdálenosti 2 Mb od místa s DSB 

(Rogakou et al. 1999). Souběžně dochází k acetylaci histonu H3 (Brand et al. 2001). 

V obou případech se vytváří vazebná místa pro množství proteinů, které dále 

modifikují a rozvolňují chromatin, čímž se objevují další vazebná místa pro proteiny 

účastnící se opravy DSB a signalizace (Stucki et al. 2005; Chapman a Jackson 2008; 

Osley et al. 2007). Tyto změny se postupně šíří od DSB, neboť přestavba chromatinu 

je nezbytná k efektivní kumulaci γ-H2AX (Park et al. 2006). 

Imunologická detekce γ-H2AX se stala běžným nástrojem měření indukce 

DSB a jejich opravy, avšak otázkou zůstává, do jaké míry se γ-H2AX podílí 

na opravě DSB. V lidských buňkách se H2AX vyskytuje přibližně v 1 z 10 

nukleozomů, a tak se nějaký H2AX průměrně nachází až 1 Kb od DSB (Friedberg 

et al. 2006). V případě prostorově méně náročných drah nehomologní rekombinace 

je to dost daleko na to, aby se γ-H2AX přímo podílel na opravě DSB. Ukazuje se, 

že aktivace ATM je nezbytná pro opravu přibližně 10 % DSB indukovaných IR, 

přičemž tyto zlomy se nachází především v heterochromatinu (Goodarzi et al. 2008). 

Za klíčový senzor DSB se považuje MRN komplex, který je tvořen proteiny 

MRE11, RAD50 a NBS1 (Lamarche et al. 2010). Téměř okamžitě po indukci DSB 

dochází k masivní a rychlé akumulaci MRN komplexu v poškozené oblasti DNA 

(He et al. 2012; Polo a Jackson 2011), kde se prostřednictvím NBS1 aktivuje ATM 

(Girard et al. 2002; Petrini a Stracker 2003; Lamarche et al. 2010). Struktura MRN 

komplexu je podmíněna RAD50 a umožňuje překlenout DSB (De Jager et al. 2001). 
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Rychlá lokalizace a stabilizace DSB je důležitá pro zkrácení doby, po kterou jsou 

konce DNA vystaveny nukleázám a navzájem se od sebe vzdalují. Nukleázová 

aktivita MRE11 může vést k resekci konců DSB a produkci jednovláknových úseků 

DNA, které aktivují ATR (Jazayeri et al. 2006).  

Dalším senzorem DSB je součást C-NHEJ heterodimer Ku70/Ku80, který má 

vysokou vazebnou afinitu vůči DSB a nachází se v chromatinu ve významném 

množství (Blier et al. 1993). Navázané Ku70/Ku80 heterodimery můžou být 

překlenuty pomocí DNA-PKcs (Meek et al. 2004). Podobně PARP1, přestože je 

součástí BER, má vyšší afinitu vůči DSB než SSB (D’Silva et al. 1999; Kun et al. 

2002), a dokonce by mohl být odpovědný za směřování MRN komplexu do blízkosti 

DSB (Haince et al. 2008). 

K aktivaci ATM dochází také se změnou struktury chromatinu. Rozvolnění 

DNA vede k vystavení jinak skrytých epitopů histonů, což dosud neznámým 

způsobem aktivuje ATM nezávisle na MRN komplexu. Děje se tak například 

po vystavení buněk hypotonickému prostředí a po inhibici topoizomeráz II a histon 

deacetyláz (Bakkenist a Kastan 2003; Jang et al. 2010; Siu et al. 2004). 

V genomu rostlin nalezneme homology všech známých senzorů DSB (Amiard 

et al. 2013). Rostliny mají stejný mechanismus signalizace DSB jako jiné eukaryoty 

(Yoshiyama et al. 2013a; Sweeney et al. 2009). Zachována je také role MRN 

komplexu v aktivaci ATM (Amiard et al. 2010). Dosud však nebyl nalezen homolog 

DNA-PKcs, a tak se fosforylace účastní pouze ATM a ATR (Friesner et al. 2005; 

Culligan et al. 2006; Ricaud et al. 2007). Na rozdíl od obratlovců jsou rostlinní 

mutanti v ATM, ATR a H2AX za standardních podmínek nerozlišitelní od divokého 

kmene (wt) (Culligan et al. 2004; Culligan a Britt 2008; Lang et al. 2012). Defekt 

v AtH2AX vede pouze k lehké změně v opravě DSB a samotná fosforylace AtH2AX 

a aktivace AtATM není esenciální pro opravu DSB (Amiard et al. 2010; Lang et al. 

2012). Podobně u lidských buněk oprava DSB probíhá i bez aktivace DDR, 

avšak DDR rozhoduje o zapojení jednotlivých typů opravných drah a koordinuje 

opravu s pozicí v buněčném cyklu (O’Driscoll a Jeggo 2006). 

1.4. Mechanizmy opravy DSB 
Selhání replikace v místě poškození DNA představuje nejběžnější zdroj 

endogenních DSB. HR umožňuje replikační restart, a proto se nachází u všech 

organizmů. Nutností existence homologní sekvence je HR omezena především 
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do S a G2 fáze buněčného cyklu. Naopak C-NHEJ může probíhat po celý buněčný 

cyklus, neboť jednoduše spojuje konce DNA nezávisle na homologii. Vlivem 

zpracování konců DNA, ať už synthesou, nebo resekcí, je oprava pomocí C-NHEJ 

více náchylná ke změně sekvence DNA (Pfeiffer et al. 2004).  

U rychle se dělících buněk je poměrně často k dispozici sesterská chromatida, 

a tak jim pro opravu DSB stačí HR, avšak přestane-li buňka s dělením, začíná být 

HR nedostatečná. Tento stav si vynutil vznik C-NHEJ. Například Escherichia coli 

nemá homology C-NHEJ, avšak bakteriální buňky podléhající sporulaci a vysychání 

jsou odkázány na C-NHEJ (Shuman a Glickman 2007). Zatím co kvasinky preferují 

HR, rostliny podobně jako většina eukaryot dává přednost C-NHEJ (Kinner et al. 

2008).  

C-NHEJ se původně označovala jen NHEJ a až později se začala označovat 

jako kanonická, či dominantní C-NHEJ, neboť se ukazuje, že na jejím pozadí operují 

ještě další alternativní dráhy A-NHEJ, které jsou proteinovým vybavením odlišné 

od C-NHEJ a HR. Zatímco C-NHEJ je rychlá a relativně bezchybná, pomalejší A-

NHEJ dráhy jsou spojovány s chromozomovými translokacemi a genetickou 

nestabilitou (Bétermier et al. 2014; Kuhfittig-Kulle et al. 2007; Ferguson et al. 2000). 

1.4.1. Homologní rekombinace 

Prvním krokem všech typů HR je tvorba 3´- jednovláknových konců DNA 

nukleázovou aktivitou MRN komplexu. Na tyto konce se pak váže RAD52 

a v závislosti na něm další opravné proteiny, které tak vytváří nukleoproteinovou 

filamentu (Van Dyck et al. 1999; Assenmacher a Hopfner 2004; Lok a Powell 2012). 

Byla popsána řada dílčích typů HR (obr.1), které se vzájemně liší především 

ve způsobu zpracování nukleoproteinové filamenty: hybridizace jednovláknových 

úseků DNA (SSA), meiotická oprava DSB (DSBR), syntézou podmíněná 

hybridizace vláken (SDSA) probíhající v somatických buňkách a zlomem 

indukovaná replikace (BIR) (Symington 2002; Li a Heyer 2008). Až na SSA model 

opravy DSB dochází během HR k hybridizaci dvou různých molekul DNA. 

Výsledkem HR, kromě SSA mechanismu, je vždy genová konverse, a tak HR 

probíhající v repetitivních oblastech, nebo využívající ektopické sekvence může vést 

k nevhodným reorganizacím genomu. Proto je HR omezena do S a G2 fáze 

buněčného cyklu, kdy je k dispozici sesterská chromatida (Saleh-Gohari a Helleday 

2004). 
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Existuje-li homologie v blízkém okolí DSB, může RAD52 katalyzovat 

hybridizaci 3´- jednovláknových konců DNA, a usměrnit tak opravu DSB 

ve prospěch SSA. SSA má přednost především v oblastech s repetitivními 

sekvencemi, avšak během opravy dochází ke ztrátě DNA mezi homologními 

sekvencemi (obr. 1). Pokud místo zlomu neobsahuje dostatečnou homologii, RAD52 

povolává RAD51, který vytváří s 3´- jednovláknovým koncem DNA komplex 

vyhledávající homologní sekvence v templátu (Takata et al. 2001). 

 
Obrázek 1.: Mechanizmy HR. Formovaný 3´- jednovláknový konec DNA může být 

zpracován SSA, DSBR, SDSA anebo BIR mechanizmem. 

 

DSBR model se uplatňuje během meiózy a slouží ke kontrolovanému 

zvyšování genetické variability (Shaw a Moore 1998). Výsledkem je tvorba 

Hollidayovy struktury mezi paternálním a maternálním chromosomem, která může 

být zpracována s použitím, nebo bez použití mechanizmu crossing over (obr. 1) 

(Schwacha a Kleckner 1995). DSBR je v somatických buňkách potlačován, 

neboť rekombinace mezi neadekvátními homologními oblastmi je vysoce mutabilní 

(Richardson et al. 1998). V somatických buňkách může HR probíhat SDSA a BIR 

mechanismem, které pro opravu DSB využívají sesterské chromatidy, homologního 

chromozómu, nebo ektopické sekvence. U SDSA je prodloužený 3´-konec DNA 

rehybridizován s 3´-koncem DNA za zlomem, čímž je znemožněna formace 

Hollidayova spoje (obr. 1). SDSA umožňuje vysvětlit HR probíhající na substrátech 
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s homologií pouze na jednom konci DSB, kde druhý nehomologní konec DNA 

opravuje C-NHEJ (Puchta 2005). BIR se liší od SDSA pouze v tom, že syntéza DNA 

pokračuje na velké vzdálenosti a může principiálně dosáhnout až konce chromosomu 

(obr. 1). BIR je možný mechanismus odpovídající za udržování délky telomer 

i v nepřítomnosti telomerázy (Nabetani a Ishikawa 2011). 

U většiny eukaryot není HR hlavní dráhou opravy DSB, neboť úroveň cílené 

integrace cizorodé DNA je až tisíckrát nižší ve srovnání s nahodilou (Fattah et al. 

2008; Britt a May 2003). U Arabidopsis  byl určen podíl jednotlivých drah na opravě 

DSB indukovaných pomocí sekvenčně specifické endonukleázy. Rostliny podobně 

jako většina eukaryot opravují DSB zejména pomocí C-NHEJ. V případě homologie 

blízké DSB koncům je asi jen 30 % zlomů opravováno SSA a 7 % pomocí SDSA. 

Frekvence alelické, či ektopické HR je ještě tisíckrát nižší (Puchta 2005). Kvasinky 

jsou naopak téměř zcela odkázány na HR, neboť už dva DSB můžou být pro HR 

mutanty letální (Krogh a Symington 2004). Vysoká úroveň cílené integrace cizorodé 

DNA byla například pozorována také u kuřecích DT40 buněk (Wang et al. 2001), 

nebo u zástupce nižších rostlin, mechu Physcomitrella (Kamisugi et al. 2005). 

1.4.2. C-NHEJ 

C-NHEJ se jeví jako dominantní dráha opravy DSB většiny eukaryot. C-NHEJ 

vytváří mnoho rozdílných spojů při stejné počáteční sekvenci v místě DSB. Oprava 

začíná rozeznáním DSB heterodimerem Ku70/Ku80, který má vysokou afinitu 

vůči různým typům konců DNA a zároveň se v buňce nachází ve významném 

množství (Blier et al. 1993; Lieber 2010b; Lieber et al. 1997). Ku70/Ku80 

heterodimer téměř okamžitě asociuje s DSB, přičemž vzniklý komplex chrání konce 

DNA před degradací a umožňuje jejich přiblížení a překlenutí. Ku70/Ku80 

heterodimer povolává další proteiny nezbytné pro opracování a spojení DSB (obr. 2), 

jako jsou DNA-PKcs, nukleázy Artemis a MRE11, polymerázy μ a λ a komplex 

XRCC4/LIG4 (Lieber 2010b). 

LIG4/XRCC4 je nejflexibilnější ligáza schopná spojovat nekompatibilní konce 

DNA skrze mezery, či jen jedno vlákno DNA (Gu et al. 2007). DNA-PKcs 

fosforyluje v okolí DSB řadu proteinů, čímž stimuluje endonukleázovou aktivitu 

Artemis a ligační aktivitu XRCC4/LIG4 komplexu (Meek et al. 2004). Počátek 

existence Artemis a DNA-PKcs koliduje s počátkem V(D)J rekombinace a možná, 
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že se tyto proteiny vyvinuly, aby u obratlovců nahradily funkci MRN komplexu v C-

NHEJ (Falck et al. 2005). 

Přirozeně vzniklé DSB zpravidla nejsou přímo ligovatelné a vyžadují úpravu 

konců DNA pomocí nukleáz a polymeráz. Oba konce DSB jsou zpracovávány 

nezávisle a navíc i opakovacím mechanizmem, ve kterém se odbourávání DNA může 

střídat s jejím prodlužováním (Povirk 2012). U rostlin byla pozorována nepřímá 

úměrnost mezi velikostí genomu a délkou delecí, a tak se i příbuzné rostlinné druhy 

můžou významně lišit v obsahu DNA. Běžnou součástí opravy DSB u Arabidopsis 

je resekce konců DNA, což zřejmě vedlo v průběhu evoluce k redukci genomu (Kirik 

et al. 2000). Podobně v mezidruhovém srovnání lidské HeLa buněčné linie a tabáku 

se ukázalo, že zatímco v HeLa buňkách je až 50 % DSB opraveno bezchybně, 

u tabáku je to jen 20 %. Navíc u tabáku jsou delece delší a inzerce naopak kratší 

(Pelczar et al. 2003). Avšak nejvýznamnější rozdíl mezi savci a rostlinami 

je diametrálně odlišná viabilita C-NHEJ mutantů. Zatímco defekt v C-NHEJ u savců 

často vede k embryonální letalitě, příslušní mutanti u Arabidopsis jsou 

za standardních podmínek nerozlišitelní od wt (Friesner a Britt 2003). 

1.4.3. A-NHEJ 

Savčí buněčné linie s defektem v C-NHEJ jsou citliví vůči DSB, ale i tak je 

dokážou opravovat (DiBiase et al. 2000; Kabotyanski et al. 1998). Genetické studie 

ukázaly, že tato C-NHEJ nezávislá oprava není mediována HR. Například 

kombinace defektů v C-NHEJ a HR u kuřecích DT40 buněk nevedla dále k  poklesu 

v opravě DSB (Wang et al. 2001). Obdobně u Arabidopsis defekt v C-NHEJ a HR 

nevede ke zrušení opravy DSB (Charbonnel et al. 2011). Možnost nahrazení celé    

C-NHEJ se jeví jako rozumná ve srovnání s následky způsobené neopraveným DSB 

(Flores et al. 1998). 

U buněk C-NHEJ mutantů řady organizmů byl pozorován nárůst ve využívání 

mikrohomologií při opravě DSB, a tak byla postulována dráha nehomologní 

rekombinace řízená mikrohomologií (MMEJ) (Decottignies 2013; McVey a Lee 

2008). Avšak později byla u savců objevena A-NHEJ nezávislá na mikrohomologii 

(obr. 2) (Boboila et al. 2010; Simsek et al. 2011; Wang et al. 2008). Znalost A-NHEJ 

je zatím omezená a její studium komplikuje přítomnost HR a C-NHEJ. Většina 

dosud objevených proteinů A-NHEJ je spojována s replikací a opravou DNA, 

a tak je velmi složité vymezit jejich nové role. Diskutabilní je také, zda existuje 
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pouze MMEJ, nebo více A-NHEJ drah. U eukaryot se nachází tři ligázy LIG1, LIG3 

a LIG4. LIG4 je výhradně spojována s C-NHEJ, což poukazuje na jistou roli 

zbývajících ligáz, LIG1 a LIG3 v A-NHEJ. Pochopení A-NHEJ tak začíná u DNA 

ligáz, neboť bez pomoci dalších proteinů dokážou spojovat fragmenty DNA in vitro 

(Chen et al. 2009). 

Všechny tři ligázy jsou schopné ligovat tupé konce, avšak LIG1 a LIG3 jsou 

méně efektivní než LIG4. Efektivita se zvýší, pokud DSB obsahuje 2 až 3 

komplementární báze na 3´- koncích DNA. Hybridizace mikrohomologií pak může 

nahradit funkci Ku70/Ku80 heterodimeru, který však mimo překlenutí DSB 

stimuluje aktivitu LIG4. Stejný substrát zpracovává také LIG1 a LIG3, i když s nižší 

efektivitou (Gu et al. 2007). Při formování genů imunoglobulinů vznikají DSB          

s 3´- koncovými přesahy. Pokud jsou konce komplementární, můžou být spojeny 

nezávisle na Ku70/Ku80 heterodimeru (Weinstock et al. 2007). Aktivita LIG4 

v savčích B-buňkách je exkluzivně vyhrazena pro C-NHEJ, neboť mutant Ku70 

a dvojitý mutant Ku70/LIG4 vykazují rozsáhlé delece a translokace IgH lokusu 

(Boboila et al. 2010). Určení role LIG1 a LIG3 podobně jako zapojení 

mikrohomologií v opravě DSB je komplikované. Například u myších buněk LIG1 

opravuje DSB nezávisle na mikrohomologii, ale až po odstranění LIG3 (Simsek et al. 

2011). U lidských buněk se naopak obě ligázy podílejí na opravě 

extrachromozomálního DSB obsahujícího mikrohomologi (Liang et al. 2008).  

Protože většina přirozeně vzniklých DSB nemá předem připravené 

mikrohomologie na 3´- koncích DNA, vyvinula se C-NHEJ jako dráha opravy DSB 

nezávislá na mikrohomologiích (Gerstein a Lieber 1993). Nejčastější spoj 

neobsahuje ani jeden homologní nukleotid a s rostoucím počtem homologních 

nukleotidů použitých při opravě DSB četnost výsledného spoje klesá. Využívání 

mikrohomologie naopak výrazně roste při defektu LIG4 (Gauss a Lieber 1996; Han 

a Yu 2008). A-NHEJ zvyšuje úroveň chromozomových přestaveb, a tak důvodem 

pro evoluci C-NHEJ mohla být nutnost inhibice výrazně nebezpečnějších drah 

opravy DSB (Virsik-Köpp et al. 2003). Klíčovým se jeví Ku70/Ku80 heterodimer, 

který vazbou na konce DNA brání zpracování zlomu jinými opravnými dráhami 

(Mansour et al. 2010). Jeho delece obnovuje viabilitu myšího mutanta v LIG4 

(Karanjawala et al. 2002). Podobně XRCC4/LIG4 u savců inhibuje A-NHEJ (Simsek 

a Jasin 2010). 
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Obrázek 2.: C-NHEJ a základní modely A-NHEJ. MMEJ je zařazena mezi A-NHEJ. 

 

S A-NHEJ je spojována řada proteinů: histon H1, PARP1, XRCC1, MRN 

komplex, XPF/ERCC1 a DNA polymerázy. MRN komplex hraje určitou roli 

v iniciaci A-NHEJ (Grabarz et al. 2012; Rass et al. 2009). Model založený na resekci 

vychází z klíčové funkce MRN komplexu, který je odpovědný za rozeznání, 

překlenutí a přípravu konců DNA před jejich hybridizací (Rass et al. 2009). MRN 

komplex je společně s nukleázou XPF/ERCC1 součástí MMEJ (obr. 2) (Ma et al. 

2003). Další A-NHEJ je založena na PARP1 a XRCC1/LIG3. Přestože je PARP1 

součást BER, má vysokou afinitu vůči DSB a kompetuje s Ku70/Ku80 

heterodimerem o vazbu na DSB (D’Silva et al. 1999; Kun et al. 2002; Wang et al. 

2006). PARP1 mimo stabilizaci DSB také stimuluje XRCC1/LIG3 (Audebert et al. 

2008; Audebert et al. 2004). Dalším proteinem schopným přemostění DSB je histon 

H1, který stimuluje XRCC1/LIG3 a inhibuje HR a C-NHEJ (Rosidi et al. 2008; 

Downs et al. 2003). Další navržený model A-NHEJ je založen na doplnění konců 

DSB DNA polymerázou a následném spojení ligázou (obr. 2) (Simsek et al. 2011). 

U vyšších rostlin se nachází více A-NHEJ drah. Na MMEJ u Arabidopsis 

participuje kromě AtXPF/AtERCC1 také AtMRE11 (Charbonnel et al. 2011; 

Heacock et al. 2004). Naopak AtXRCC1 definuje další A-NHEJ odlišnou od           

C-NHEJ a AtXPF/AtERCC1 mediované MMEJ (Charbonnel et al. 2010; Charbonnel 

et al. 2011). Studie na mitotických buňkách kořenů semenáčků ukázala, 

že čtyřnásobný mutant s defektem ve všech dosud známých drahách opravy DSB, 

tedy C-NHEJ, HR, A-NHEJ a MMEJ sice vykazuje extrémně citlivý fenotyp 

vůči DSB, avšak DSB stále opravuje. Defekt v kinetice opravy DSB vyjádřené 
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počtem γ-H2AX se projevuje hlavně v prvních 10 minutách po IR, pak už oprava 

probíhá stejně rychle jako wt. Tato zbytková ligační aktivita se projevuje zvýšenou 

frekvencí fúzí telomer (Charbonnel et al. 2011). 

Rostliny postrádají LIG3, která je u savců součástí BER a také A-NHEJ 

(Cappelli et al. 1997; Simsek et al. 2011). Jistá exkluzivita AtLIG4 v C-NHEJ nutně 

poukazuje na zapojení jedné, nebo obou zbývajících DNA ligáz, replikační AtLIG1 

a pro rostliny specifické AtLIG6 (Waterworth et al. 2010). Semenáčky atlig4 

dokážou registrovat svůj defekt, neboť v odpovědi na indukci DSB reagují zvýšenou 

expresí zbývajících DNA ligáz (Furukawa et al. 2015). Opravdu esenciální 

rostlinnou DNA ligázou je jen replikační AtLIG1, neboť mutant v obou zbývajících 

ligázách AtLIG4/AtLIG6 stále produkuje viabilní semena a za standardních 

podmínek je nerozlišitelný od wt (Waterworth et al. 2010). Esenciálnost LIG1 

v replikaci se odráží v tom, že u rostlin, ale ani u kvasinek a savců není její mutant 

viabilní (Babiychuk et al. 1998; Petrini et al. 1995; Johnston 1979). 

1.5. Proteiny udržující strukturu chromozomů v opravě DSB 
Veškeré procesy spojené s DNA probíhají na úrovni chromatinu. Na organizaci 

chromozomů se podílejí také SMC proteiny, které tvoří základ tří typů komplexů 

(obr. 3). Komplex SMC1/3 odpovídá za kohezi sesterských chromatid, SMC2/4 

komplex se podílí na kondenzaci chromosomů během dělení buněk a SMC5/6 

komplex je zapojen v HR opravě DNA. Participace SMC1/3 a SMC5/6 komplexů 

na organizaci sesterských chromatid se u jejich mutantů projevuje defektem v HR 

(Potts et al. 2006; De Piccoli et al. 2006). Dokonce i kondenziny se podílí na opravě 

DNA, kondenzin I je zapojen do opravy SSB a kondezin II se účastní HR (Wu a Yu 

2012). Důležitost SMC komplexů podporuje fakt, že se během evoluce objevily dříve 

než histony (Nasmyth a Haering 2005). 

Sbalení molekuly SMC vede k tvorbě ATPázy oddělené spojníkem 

od dimerizační domény, a právě dimerizace je základem jejich funkce (Haering et al. 

2002; Chiu et al. 2004). Podobnou strukturu má i RAD50, součást MRN komplexu 

(obr. 3) (He et al. 2012). Spojení dvou MRN komplexů umožňuje různé způsoby 

podpory DNA v oblasti DSB (Lammens et al. 2011). SMC proteiny naopak 

vytvářejí, společně s dalšími proteiny, prstence kolem DNA duplexů (Hirano 2006). 
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Obrázek 3.: Struktura SMC a MRN komplexů (Murray a Carr 2008 - upraveno) 

a model struktury SMCHD1 a AtGMI1 (Böhmdorfer et al. 2011). 

 

SMC1/3 komplex obepíná sesterské chromatidy, a tím usnadňují HR mezi 

nimi. Defekt v kohezinech vede k citlivosti vůči DSB, redukci HR a ke kumulaci 

chromozomových aberací (Covo et al. 2010; Atienza et al. 2005; Sjögren a Nasmyth 

2001). Mimo kohezi esenciální pro dělení buňky existuje i dodatečná koheze, která je 

indukována DSB specificky v S a G2 fázi buněčného cyklu v závislosti na MRN 

komplexu (Kim et al. 2002; Ström et al. 2004; Heidinger-Pauli et al. 2008). SMC1/3 

komplex se také zapojuje do DRR, například v savcích se podílí na aktivaci S a G2 

kontrolního bodu buněčného cyklu (Watrin a Peters 2009; Yazdi et al. 2002). 

Součástí SMC1/3 komplexu je také RAD21 (obr. 3), který byl poprvé identifikován 

u kvasinek (SCC1) skrze citlivý fenotyp vůči ultrafialovému záření (UV) a IR, 

a to ještě před objevem jeho role v držení sesterských chromatid (Birkenbihl 

a Subramani 1992). U Arabidopsis se nacházejí tři homology AtRAD21, které jsou 

exprimovány v pletivech bohatých na mitotické buňky. Po indukci DSB se zvyšuje 

exprese pouze u AtRAD21.1 a jenom mutant v AtRAD21.1 je citlivý k IR (da Costa-

Nunes et al. 2006). 

SMC5/6 komplex se poněkud liší v sekvenci od kohezinů a kondenzinů 

(Wu a Yu 2012). SMC6 byl původně objeven v kvasinkách skrze citlivost vůči IR, 

kde se podobně jako u jiných organizmů podílí na HR mezi sesterskými 

chromatidami (De Piccoli et al. 2006; Lehmann et al. 1995; Potts et al. 2006; 

Watanabe et al. 2009). U lidských buněk je směřování kohezinů do místa DSB 

závislé na SMC5/6 komplexu. Společný defekt SMC1/3 a SMC5/6 komplexů 

se neprojevuje dalším poklesem ve výměně sesterských chromatid, a tak oba 
22 

 



 

komplexy figurují ve stejných procesech (Potts et al. 2006). U kvasinek se SMC5/6 

podílí také na stabilizaci rDNA a na opravě rozpadlých replikačních komplexů 

(Murray a Carr 2008). 

U Arabidopsis se nachází dva AtSMC6 proteiny, AtSMC6a a AtSMC6b 

(AtMIM). T-DNA inzerční mutant pro AtSMC6b, atmim, je citlivý vůči MMS, IR 

a MMC a vykazuje pokles v HR u somatických buněk (Mengiste et al. 1999). 

Exprese AtSMC6b je v semenáčcích až dvacetkrát vyšší než exprese AtSMC6a, a tak 

se AtSMC6b jeví jako hlavní jednotka AtSMC5/6 komplexu, která odpovídá 

za až 75 % veškerých HR událostí. U mutantů AtSMC5/AtSMC6 komplexu klesá 

po ozáření IR schopnost organizace chromozomů. U atrad51 je organizace 

chromatid srovnatelná s wt, a to i po indukci DSB, a tak koheze spíše předchází HR 

(Watanabe et al. 2009). 

Dimerizační doména má zásadní vliv na funkci SMC komplexů. Postupně se 

rozrůstá nová skupina SMCHD proteinů obsahujících minimálně SMC dimerizační 

doménu. Nedávno byly popsány dva proteiny, u myší SMCHD1 a u rostlin AtDMS3. 

Oba proteiny jsou zapojeny v metylaci DNA. SMCHD1 hraje důležitou roli 

v inaktivaci X-chromosomu (Blewitt et al. 2005; Kanno et al. 2008).  

SMCHD1 strukturně připomíná SMC proteiny, neboť na C- a N- koncích 

obsahuje dimerizační doménu a ATPázu, které jsou oddělené dosud 

necharakterizovaným spojníkem (obr. 3). ATPáza je příbuzná s ATPázou 

topizomerázy IV (Blewitt et al. 2008). Naopak AtDMS3 je tvořen jen dimerizační 

doménu (Kanno et al. 2008). Na základě sekvence SMCHD1 byl v genomu 

Arabidopsis nalezen dosud neidentifikovaný strukturní homolog AtGMI1. Název 

AtGMI1 je odvozen z pozorování indukce jeho exprese po působení IR nebo 

Mitomycinem C (Böhmdorfer et al. 2011). 

1.6. Výběr typu rekombinace 
V každém konkrétním případě opravy DSB je nutné vybrat takový typ 

rekombinace, který nejlépe zajistí stabilitu genomu. Zastoupení jednotlivých drah 

opravy DSB se může lišit mezi organizmy, v rámci různých typů buněk organizmu 

a jejich vývojových stádií, v jednotlivých buňkách během buněčného cyklu, a dále 

také v závislosti na lokální struktuře chromatinu a komplexitě DSB (oblast kolem 

zlomu obsahuje další jiné typy poškození DNA). Řízení výběru rekombinantní dráhy 
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je tedy esenciální pro potlačení genetické nestability a zachování rovnováhy mezi 

stabilitou a diverzitou genomu (Grabarz et al. 2012). 

Velikost a organizace genomu mají vliv na frekvenci používání jednotlivých 

typů drah opravy DSB. Eukaryoty s malým genomem a vysokým obsahem 

jedinečných sekvencí preferují HR. Naopak velikost savčího genomu komplikuje 

hledání homologie a fakt, že obsahuje obrovské množství repeticí, zvyšuje 

pravděpodobnost translokací (Eccles et al. 2009; Lieber et al. 1997). C-NHEJ je 

proto hlavní dráhou opravy DSB většiny eukaryot, avšak to nesnižuje nezbytnou roli 

HR rekombinantním restartu replikace a meióze. 

HR vyžaduje formaci poměrně dlouhých 3´- jednovláknových DNA konců, 

a tak se resekce konců DSB jeví jako klíčová v řízení HR. Resekce 3´-konců DNA je 

rozdělena do dvou fází. V té první je DSB rozeznán MRN komplexem, který odstraní 

přibližně 100 nukleotidů (Mimitou a Symington 2008). V druhé a delší resekci, 

nezbytné pro HR, se zapojují další nukleázy (Nimonkar et al. 2011). Právě druhá 

fáze resekce umožňuje obnažení alespoň 250 nukleotidů kompletní homologie, která 

je nezbytná pro invazi 3´-konce DNA do homologního duplexu (Rubnitz 

a Subramani 1984). Resekce však mohou být substrátem A-NHEJ a SSA, které 

významně mění sekvenci v místě opravy. SSA by měla být lokalizována jen do 

repetitivních oblastí, kde naopak HR mezi četnými a po genomu rozptýlenými 

repeticemi vede k výrazným genomovým přestavbám (Guirouilh-Barbat et al. 2010). 

A-NHEJ je zapojena v translokacích (Boboila et al. 2010; Simsek a Jasin 2010), 

a proto by měla být zcela potlačována. 

Resekci je nutné přísně kontrolovat a nukleázovou aktivitu MRE11 omezit 

především do S a G2 fáze buněčného cyklu, kdy má HR k disposici sesterskou 

chromatidu v bezprostřední blízkosti (Delacôte a Lopez 2008). Indukce p53 v G1 fázi 

buněčného inhibuje resekci a vede k preferování C-NHEJ (Bertrand et al. 2004). 

Podobně přítomnost Ku70/Ku80 heterodimeru v místě DSB kompetičně inhibuje 

vazbu RAD52, MRN komplexu a PARP1, a chrání tak DSB konce před resekcí 

(Langerak et al. 2011; Van Dyck et al. 1999). Avšak je to MRN komplex, 

který v případě selhání C-NHEJ odstraňuje z DNA konců Ku70/Ku80 heterodimery 

(Wu et al. 2008). 

U většiny eukaryot se C-NHEJ jeví jako nejlepší volba pro opravu DSB v G1 

fázi a HR v S a G2 fázi buněčného cyklu. Toto rozdělení však ne zcela odpovídá 
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pozorováním u savců, kde v G2 fázi buněčného cyklu HR opravuje DSB spojené 

s replikací a v heterochromatinu, ale všechny ostatní DSB jsou opravovány pomocí 

C-NHEJ a HR nastupuje až po jejím selhání (Shibata et al. 2011). Experimenty 

poukazují na rychlou výměnu proteinů C-NHEJ a HR v místě DSB, a tak se dráhy 

můžou střídat během opravy konkrétního DSB (Mortusewicz et al. 2008). Je však 

nutné také zohlednit rozsah dalšího poškození DNA v okolí DSB. Nutnost zapojení 

HR stoupá s rostoucí komplexitou DSB (Yajima et al. 2013; Schipler a Iliakis 2013). 

Rekombinace se uskutečňuje na úrovni chromatinu, tedy komplexu DNA 

s histony a dalšími proteiny, které opravě DNA překáží. C-NHEJ je prostorově 

nenáročná, neboť minimální úsek pro vazbu Ku70/Ku80 heterodimeru představuje 

pouze 14 nukleotidů (Yoo et al. 1999). HR naopak vyžaduje odstranění nukleozomů 

a rozvolnění DNA. V okolí DSB dochází k přechodné změně v acetylaci histonů 

(van Attikum a Gasser 2005; Tamburini a Tyler 2005). Obecně acetylací histonů 

klesá jejich afinita vůči DNA. Specifická acetylace histonu H3 napomáhá resekci 

DSB (Qin a Parthun 2002) a hyperacetylace histonu H4 potlačuje C-NHEJ (Jazayeri 

et al. 2004). Naopak deacetylace histonů usnadňuje C-NHEJ (Miller et al. 2010). 

Fosforylace acetyltransferáz pomocí DNA-PKcs vede k jejich inhibici, a tak 

pozitivně reguluje C-NHEJ (Barlev et al. 1998). 

1.7. Odolnost rostlin vůči DSB 
Ve srovnání s člověkem jsou rostliny schopné přežít indukci většího množství 

DSB. Při stejně velkých genomech přežívá kukuřice až třikrát větší dávky IR než 

lidské buňky (Killion a Constantin 1972). Smrtelná dávka pro člověka je 10-20 Gy, 

ale u rostlin je pozorována schopnost přežít dávku až 200-3000 Gy (Wada et al. 

1998; Kim et al. 2009; Nagata et al. 1999). Existence efektivní opravy DSB u rostlin 

může souviset s nutností opravy zlomů DNA, které vznikají během vysychání 

a opětovné hydratace. Zvýšená resistence vůči IR je pozorována také u dalších 

organizmů, které podléhají výkyvům v množství vody, například u bakterie 

deinococus radiodurans anebo u bezobratlých pijavenek (Zahradka et al. 2006; 

Gladyshev a Meselson 2008). 

Součástí životního cyklu rostlin je stádium semene, ve kterém obsah vody 

může klesnout pod 10 % (van Zanten et al. 2011). V tomto stádiu je embryo 

v klidovém stavu s potlačeným metabolizmem, a takto může přečkat až stovky let 

bez ztráty viability (Sallon et al. 2008). S rostoucí dobou skladování však stoupá 
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množství zlomů DNA (Dandoy et al. 1987). Defekt v jejich opravě je spojován 

s chromozomovými aberacemi a poklesem klíčivosti (Abdalla a Roberts 1969; 

Osborne et al. 1984). V přírodě semena končí v půdě, kde se částečně rehydratují 

a v tomto dormantním stavu už oprava DNA probíhá. Například oves vlastní 

efektivní opravu DNA i po několika cyklech dehydratace a rehydratace semen 

(Boubriak et al. 1997). 

I když je oprava DSB esenciální pro zachování klíčivosti semen, zejména 

po jejich dlouhodobém skladování, je dosud jen minimálně charakterizovaná. V rané 

fázi klíčení Arabidopsis je zesílená exprese proteinů opravy DNA (Waterworth et al. 

2010). Oprava DSB během klíčení do jisté míry závisí na C-NHEJ, neboť ozáření 

mutanti této dráhy klíčí pomaleji (Friesner a Britt 2003). Pro rostliny specifická 

AtLIG6 se podílí na opravě DNA zejména ve starých semenech. Kumulativní efekt 

defektu v AtLIG4 a AtLIG6 poukazuje na minimálně dvě odlišné dráhy opravy DSB 

v klíčících semenech. Zároveň však viabilita dvojitého mutanta v AtLIG4/AtLIG6 

ukazuje, že samotná AtLIG1 je schopná efektivně odstraňovat zlomy DNA 

(Waterworth et al. 2010). 

Rostlinné orgány vznikají dělením apikálních meristémů. Meristém se skládá 

z klidového centra a centrální zóny, kde se buňky dělí pomalu. To je obklopeno 

buňkami, které se dělí rychleji a jsou základem budoucích rostlinných orgánů 

(Vernoux et al. 2000). Pomalé dělení buněk centra meristému poskytuje delší čas 

na opravu DNA, a tak i po akutním genotoxickém působení přežívá část buněk 

s kvalitním genomem, které jsou základem nových dělivých meristematických 

buněk. Rychle se dělící meristematické buňky, ve srovnání s vegetativními, vykazují 

po indukcí poškození DNA vyšší výskyt PCD, což přestavuje další mechanizmus 

zachování kvality genomu kmenových buněk (Fulcher a Sablowski 2009; Ricaud et 

al. 2007). PCD vyžaduje de novo syntézu proteinů, a tak se jeví spíše jako 

programovaná událost než jako bezprostřední následek přítomnosti DSB (Fulcher 

a Sablowski 2009).  

Rostliny nemají zárodečnou linii. Gamety se tvoří diferenciací somatických 

meristematických buněk, a tak se mutace v těchto buňkách může projevit 

u potomstva (Hays 2002). Například zvýšená dávka UV-B zvedá úroveň HR a vede 

ke změnám v genomu děděných potomstvem (Ries et al. 2000). Proto je nezbytně 

nutná přítomnost účinných mechanismů udržujících stabilitu genetické informace. 
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V tomto ohledu je zajímavé, že ani u dlouhověkých stromů nebyla zjištěna výrazně 

zvýšená mutační úroveň (Klekowski 1997).  

Rostliny se dokážou adaptovat na přítomnost genotoxinů. Například v případě 

alkylačního poškození bází dochází k jisté akutní adaptaci prostřednictvím syntézy 

opravných proteinů. Nízká dávka genotoxinu stimuluje rostlinu, která je pak schopná 

se účinně vyrovnat s výrazně vyšší úrovní poškození DNA (Angelis et al. 2000). 

Studie prováděné na rostlinách v radiací zamořených zónách v okolí Černobylu 

dokumentují existenci dědičné adaptace na genetický stres, neboť potomstvo 

vykazuje vyšší rezistenci vůči činidlům indukujícím DSB (Kovalchuk et al. 2004; 

Boubriak et al. 2008). Podobně UV-C zářením zvýšená úroveň HR je pozorována 

i u čtvrté generace rostlin následující po působení (Molinier et al. 2006). Rostlinám 

je tedy vlastní výrazná schopnost adaptace na řadu biotických a abiotických stresů 

skrze genetické a epigenetické změny (Boyko a Kovalchuk 2011). Frekvence HR 

je zvýšená po řadě stresů jako zasolení půdy, kontaminace těžkými kovy, UV záření, 

vystavení suchu a zimě. Zvýšení intrachromozomální rekombinace může také 

představovat obranný mechanizmus akcelerující vznik nových vlastností zvyšujících 

odolnost rostlin (Boyko a Kovalchuk 2011; Molinier et al. 2006). 
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2. Cíle práce 

• Porovnání kinetiky opravy DSB a vymezení role C-NHEJ u Arabidopsis 

a Physcomitrella. 

• Charakterizace úlohy MRN komplexu v opravě DSB u Physcomitrella. 

• Vymezení role AtLIG1 a PpLIG4 v opravě DSB a SSB. 

• Prozkoumání vlivu defektu v AtSMC6b, AtRAD21 a SMCHD proteinu AtGMI1 

na opravu DSB. 
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3. Materiál a metody 

Všichni rostlinní mutanti Arabidposis a Physcomitrella byli pro účely 

experimentů pěstováni v petriho miskách na MS/2 a BCDAT mediu, v tomto pořadí. 

Izolaci rostlinného materiálu usnadnil celofánový disk vložený mezi rostliny 

a medium. Mech Physcomitrella je možné udržovat ve filamentárním stavu 

označovaném jako protonema, a tak jsou pro studium opravy DNA v závislosti na 

stáří definována tři stadia následující po pasáži, 1,7 a 14 dní stará protonema. 

Všichni testovaní mutanti byli získáni na základě spolupráce, a tak molekulární 

metody vedoucí k jejich izolaci, stejně jako charakterizaci, byly prováděny jinde. 

Obdobně další metody uvedené v prezentovaných publikacích, jako průtoková 

cytometrie, RT-PCR, exprese GUS, transformace cizorodou DNA, western blot 

a sekvenace. 

Specializace na studium opravy poškození DNA omezila metodiku především 

na určení toxicity MMS a BLM a hlavně kinetiky opravy SSB a DSB kometovým 

testem. Další důležitou metodou u Physcomitrella byla mutační analýza genu pro 

APT, která umožňuje určit kvalitu opravy DNA v mutantech opravných proteinů. 

Přehled metod 

Kultivace rostlin 

Stanovení toxicity 

Kometový test 
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4. Prezentované publikace 

Publikace 1 

Rapid repair of DNA double strand breaks in Arabidopsis thaliana is dependent 

on proteins involved in chromosome structure maintenance. 

Kozák, J., West, C. E., White, C., da Costa-Nunes, J. A., Angelis, K. J. 

DNA Repair (Amst)., 2009, 8, 413–419. 

IF2009: 4,199 

Příspěvek autora: analýza kinetiky opravy DSB a podíl na přípravě manuskriptu. 

 

Publikace 2 

DNA ligase 1 deficient plants display severe growth defects and delayed repair 

of both DNA single and double strand breaks. 

Waterworth, W. M., Kozák, J., Provost, C. M., Bray, C. M., Angelis, K.J., 

West, C.E. 

BMC Plant Biol., 2009, 9:79 

IF2009: 3,744 

Příspěvek autora: měření a analýza kinetiky opravy DSB a SSB. 

 

Publikace 3 

GMI1, a structural-maintenance-of-chromosomes-hinge domain-containing protein, 

is involved in somatic homologous recombination in Arabidopsis. 

Böhmdorfer, G., Schleiffer, A., Brunmeir, R., Ferscha, S., Nizhynska, V., Kozák, J., 

Angelis, K. J., Kreil. D. P., Schweizer, D. 

Plant J., 2011, 67, 420–433 

IF2011: 6,160 

Příspěvek autora: měření a analýza kinetiky opravy DSB. 
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5. Diskuze 

Efektivní rekombinace určuje schopnost rostlin vyrovnat se s DSB. Dva 

oblíbené rostlinné modely reprezentující vyšší a nižší rostliny, Arabidopsis 

a Physcomitrella, se liší nejen ve stavbě těla, ale i koncepcí opravy DSB. Tělo 

zástupce krytosemenných rostlin, Arabidopsis, je tvořeno diploidním sporofytem. 

Naopak zelená část mechu Physcomitrella je haploidní gametofyt. I přes svůj 

haploidní charakter je však Physcomitrella vysoce efektivní v cílené integraci 

cizorodé DNA, která je naopak u diploidní Arabidopsis mizivá (Kamisugi et al. 

2005; Hanin a Paszkowski 2003). Avšak schopnost integrace cizorodé DNA 

nevypovídá o rychlosti opravy DSB. Vybízelo se tedy porovnat kinetiku opravy DSB 

těchto u dvou sice příbuzných, ale evolučně vzdálených druhů. Testovanými stádii 

byly 10 dní starý semenáček Arabidopsis a 1, 7 a 14 dní stará protonema 

Physcomitrella lišící se množstvím apikálních buněk ( 1 den – 50 %, 7 dní – 15 % 

a 14 dní – 3 % ). 

5.1. Oprava DSB u Arabidopsis a Physcomitrella 
Při monitorování opravy DSB byla použita neutrální varianta kometového testu 

a k indukci DSB sloužilo hodinové působení BLM. Poměrně vysoké dávky BLM  

(30 - 50 µg/ml) byly nezbytné pro výraznou fragmentaci genomu a vytvoření 

měřícího okna, v němž přibližně polovina jaderné DNA byla volná a migrovala 

v elektrickém poli. V kontrolních vzorcích studovaných wt Arabidopsis 

a Physcomitrella ohon komety obsahoval 20-25 % jaderné DNA (Kozák et al. 2009; 

Kamisugi et al. 2012). Tato základní hodnota vypovídala o přítomnosti jistého 

množství zlomů DNA, především SSB, které podle modelu formace ohonu komety 

umožňují rozvolnění superstuktury domén DNA a tak i migraci této části DNA 

v elektrickém poli. Takto formovaný ohon je spojen s hlavou komety (Collins 2004). 

Naopak indukce DSB se projevuje migrací fragmentů DNA, které migrací vytváří 

ohon, jenž není spojen s hlavou komety (Olive a Banáth 1993). 

Kinetika opravy DSB měla u obou rostlinných druhů bifazický průběh, 

přičemž první velmi rychlá fáze byla odpovědná za odstranění většiny indukovaného 

poškození. U Arabidopsis i Physcomitrella bylo opraveno během prvních 20 minut 

více než 80 % indukovaných DSB a poločas první fáze byl kolem 5 minut (Kozák et 

al. 2009; Kamisugi et al. 2012). Pozorování takto rychlé opravy DSB není běžné. 
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U savců, stejně jako kvasinek se poločas první fáze opravy pohybuje v řádu desítek 

minut. Snadná příprava vzorku v rámci kometového testu sice umožnila zachytit 

kinetiku rychlé opravy DSB, ale na druhou stranu byl poločas první fáze stejný jako 

první měřený čas zkoumané kinetiky. 

U savců se za klíčové faktory první, stejně jako druhé fáze opravy DSB, 

považují především proteiny C-NHEJ. Proteiny nezbytné pro druhou pomalejší fázi 

opravy jsou ATM, γ-H2AX, MRN komplex a další faktory, které hrají roli 

v rozvolnění DNA a signalizaci. Druhá, pomalejší fáze opravy může také 

reprezentovat časově náročnější opravu v heterochromatinu, nebo opravu 

komplexnějšího poškození DNA (Goodarzi et al. 2010; Stenerlöw et al. 2000). 

V kometovém testu se k lýzi jader používá roztok o vysokém obsahu solí, který 

uvolní většinu proteinů z vazby na DNA. Přesto však mohla být extrémně rychlá 

oprava DSB výsledkem vyvázání fragmentů DNA opravnými proteiny, a tak mohlo 

dojít k zamaskování opravdového obnovení celistvosti DNA. K vyloučení této 

možnosti byla do lýzovacího roztoku přidána Proteináza K. U semenáčků, hodinové 

působení formaldehydem o koncentraci 10 mM, který se běžně používá k fixaci 

buněčných struktur, vedlo ke kompletní inhibici migrace DNA v elektrickém poli. 

Naopak přídavek proteinázy K obnovil úroveň migrace DNA na původní kontrolní 

hodnotu. Použití tohoto modifikovaného protokolu při analýze kinetiky opravy DSB 

vyvrátilo podezření, že by rychlá oprava byla metodologickým artefaktem 

(nepublikováno). 

Indukce rozsáhlé fragmentace genomu nezbytné pro analýzy kinetiky opravy 

DSB byla v případě wt Arabidopsis a Physcomitrella stále biologicky relevantní, 

neboť semenáčky, stejně jako 1 den stará protonema přežívaly akutní hodinové 

působení BLM o koncentraci až 50 μg/ml. Indukce DSB se projevila jen zpomalením 

růstu (Kamisugi et al. 2012; Kozák et al. 2009). Protože nedocházelo 

k bezprostřednímu odumření rostlin, musely být spojovány především sobě 

odpovídající konce DNA. Rychlá oprava DSB, a s ní spojená schopnost přežít 

vysoké akutní dávky BLM, byla srovnatelná u těchto zástupců nižších a vyšších 

rostlin. 

V případě chronické toxicity BLM se projevil výrazný rozdíl mezi Arabidopsis 

a Physcomitrella. Semenáčky přežívaly 50 i 100 μg/ml BLM (Kozák et al. 2009). 

Naopak pro 1 den starou protonemu byla dávka 0,2 - 1 μg/ml BLM letální (Kamisugi 
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et al. 2012; Holá et al. 2013). V případě Arabidopsis se působilo na poměrně 

diferencovanou rostlinu, zatímco u Physcomitrella se jednalo o fragmenty 

protonemy, které obsahovaly až 50 % apikálních mitoticky aktivních buněk. Obecně 

mohla být vyšší citlivost dělících se buněk vůči DSB zdrojem rozdílné chronické 

toxicity BLM. Citlivost Arabidopsis se výrazně zvýšila, pokud byla vystavena BLM 

už od semene. Budoucí semenáček se musel vyvíjet v prostředí indukujícím DSB, 

a tak dávka zastavující rozvoj pravých lístků byla jen 10 μg/ml BLM 

(nepublikováno). 

Různě stará stádia protonemy Physcomitrella se lišila v četnosti zastoupení 

mitoticky aktivních buněk, a to se projevilo v kinetice opravy DSB. Oprava DSB 

byla nejrychlejší u 1 den staré protonemy a rostoucím stářím se prodlužoval poločas 

první i druhá fáze opravy. U Physcomitrella tak rychlá oprava DSB dominovala 

v mitoticky aktivních apikálních buňkách (Kamisugi et al. 2012). 

5.2. Oprava DSB v mutantech C-NHEJ dráhy 
Za hlavní dráhu opravy DSB v somatických buňkách vyšších rostlin 

se považuje C-NHEJ (Puchta 2005). Mutanti C-NHEJ jsou sice citliví vůči IR 

(Friesner a Britt 2003), ale na druhou stranu u nich stále probíhá fúze telomer, ligace 

linearizovaných plastidů i integrace cizorodé DNA (Heacock et al. 2004; 

van Attikum et al. 2003; Gallego et al. 2003). Tato C-NHEJ nezávislá oprava DSB 

(A-NHEJ) není mediována HR (Charbonnel et al. 2011; Decottignies 2013).        

U C-NHEJ mutantů je nehomologní spojování DSB stále aktivní a tak zůstává 

otázkou, do jaké míry se C-NHEJ podílí na opravě DSB. 

U semenáčků mutantů C-NHEJ nebyla pozorována kumulace endogenních 

DSB, tedy defekt v C-NHEJ nevedl za standardních podmínek k detekovatelné 

fragmentaci DNA. Vzhledem k citlivému fenotypu C-NHEJ mutantů bylo 

překvapivé, že oprava DSB probíhala u atku80 a atlig4 stejně rychle, ne-li dokonce 

rychleji než ve wt. Na pozadí C-NHEJ se projevila další dráha opravy DSB s masivní 

ligační aktivitou. Na základě prvních dvou časových bodů 5 a 10 minut byly 

stanoveny alespoň přibližné poločasy první fáze opravy. U atku80 a atlig4 byla první 

fáze opravy DSB dokonce rychlejší než u wt (Kozák et al. 2009). Později bylo 

měření pro atlig4 opakováno a analýza dat programem GraphPad Prism ukázala, 

že pro atlig4 stejně jako wt je 50% DSB odstraněno během první fáze, avšak její 

poločas je u atlig4 1,3 minut a u wt 4,2 minut (nepublikováno). Podobně 
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u Physcomitrella, 1 den stará protonema pplig4 nevykazovala ve srovnání s wt defekt 

v opravě DSB. Poločasy první fáze opravy pro wt a pplig4 byly 1,5 a 2,5 minut (Holá 

et al. 2013). 

C-NHEJ nezávislé spojování DSB u Arabidopsis nebylo možné připsat HR, 

neboť její úroveň je obecně velmi nízká (Puchta 2005), a tak se opravy DSB mohla 

účastnit A-NHEJ. Naopak pro Physcomitrella je dokumentována výrazně vyšší 

úroveň HR, a tak se její účast na rychlé opravě DSB nedala vyloučit (Kamisugi et al. 

2005). Avšak obecný model bifazické opravy DSB počítá s HR spíše v druhé 

pomalejší fázi (Goodarzi et al. 2010) a kinetika opravy DSB u pprad51AB byla 

srovnatelná s wt (nepublikováno). 

Physcomitrella byla v případě chronického působení BLM výrazně citlivější 

než Arabidopsis. Růst protonemy byl zcela inhibován působením BLM o koncentraci 

1 μg/ml, a to u pplig4 stejně jako u wt (Holá et al. 2013). Naopak semenáčky atku80, 

atlig4 a wt přežívaly nejen hodinové, ale dokonce i týdenní působení BLM 

o koncentraci až 100 μg/ml (Kozák et al. 2009), přestože byl pro atku80 a atlig4 

dokumentován citlivý fenotyp vůči DSB (West et al. 2002; van Attikum et al. 2003). 

Rozdíl v tomto chování spočíval v různě nastavených cytotoxických testech. 

Působením na semena anebo semenáčky jen s děložními lístky se využilo dělení 

buněk k zintenzivnění toxického efektu DSB u atku80 a atlig4. Naopak pokud se 

působilo na již rozvinuté semenáčky s první rozetou pravých lístků, citlivý fenotyp 

C-NHEJ mutantů nebyl znatelný. Po vysazení semen na živnou půdu obsahující 

BLM, byl citlivý fenotyp C-HNEJ mutantů pozorován už při koncentraci 3-5 μg/ml 

(nepublikováno). 

Rychlá, C-NHEJ nezávislá oprava DSB musela být poněkud mutabilní, neboť 

indukce DSB vedla k citlivému fenotypu atku80 a atlig4 (West et al. 2002; 

van Attikum et al. 2003). Přítomnost C-NHEJ u Arabidopsis by tak mohla inhibovat 

jiné rychlejší dráhy opravy DSB za účelem potlačení kumulace nevhodných mutací. 

Naopak u Physcomitrella měl pplig4 stejný fenotyp jako wt, a to jak v toxicitě BLM, 

tak v kinetice opravy DSB. U Physcomitrella mohl být defekt v C-HNEJ do značné 

míry nahrazen HR, přičemž použití této bezchybné opravy DSB by mohlo vysvětlit 

stejnou citlivost pplig4 a wt vůči DSB (Holá et al. 2013). 

U Arabidopsis se kinetika opravy DSB měřená kometovým testem lišila 

od kinetiky získané prostřednictvím počítání ohnisek γ-HA2X. V mitotických 
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buňkách kořenových meristémů byl u atku80 po indukci DSB pozorován defekt 

v odstraňování γ-HA2X. Srovnatelný defekt měl i atxrcc1, a tak na něm založená   

A-NHEJ nezávislá dráha nebyla v těchto buňkách jen čistě záložní (Charbonnel et al. 

2010). Rozdílná kinetika opravy DSB u atku80 mohla být důsledkem odlišného 

principu měření množství DSB v kometovém testu a při počítání ohnisek γ-HA2X.  

V kometovém testu byly používány semenáčky, tedy především somatické 

buňky a vysoké dávky BLM, které vedly k rozsáhlé fragmentaci DNA, přičemž 

detekce DSB byla založena na obnovení celistvosti DNA (Kozák et al. 2009). 

Naopak v čistě mitotických buňkách wt vedlo 25 Gy k formaci celkem 

15 samostatných signálů γ-HA2X. S rostoucí mírou defektu v opravě DSB se 

signifikantně zvedala úroveň maximálního počtu γ-HA2X, a to až na dvojnásobek 

u mutanta všech dosud známých drah opravy DSB (Charbonnel et al. 2011). U wt 

tedy musela být část indukovaných DSB opravena dříve, než se vytvořilo dostatečně 

velké ohnisko umožňující fluorescenční detekci γ-HA2X, a tak část opravy DSB 

nebyla měřením γ-HA2X zachycena. 

5.3. AtLIG1 je určující pro rychlou opravu DSB 
Pozorování rychlé opravy DSB u atlig4 a pplig4 vedlo nutně k závěru, že jiná 

ligáza musela být schopná toto poškození odstranit (Kozák et al. 2009; Holá et al. 

2013). V genomu Physcomitrella se mimo PpLIG4 nachází jen PpLIG1. Zůstává tak 

otázkou, zda PpLIG1 vystupuje u mechu pouze v HR, anebo je schopná HR proteiny 

opustit a participovat i na A-NHEJ. Vzhledem k přítomnosti rychlé opravy DSB 

i u mutantů PpRAD51AB (nepublikováno), PpRAD50 a PpMRE11, 

charakteristických výrazným poklesem v HR se nedala účast PpLIG1 v A-NHEJ 

vyloučit (Markmann-Mulisch et al. 2007; Kamisugi et al. 2012). 

U Arabidospis se mimo AtLIG1 nachází ještě pro rostliny specifická AtLIG6, 

která se podílí na opravě DNA v semenech (Waterworth et al. 2010). Kinetika 

opravy DSB probíhala u atlig6 srovnatelně s wt, a tak AtLIG6 nebyla důležitá pro 

první rychlou fázi opravy DSB (nepublikováno). Opravdu esenciální rostlinnou DNA 

ligázou je jen replikační AtLIG1 (Waterworth et al. 2010). Esenciálnost AtLIG1 

v replikaci se odráží v tom, že atlig1 není viabilní (Babiychuk et al. 1998). Ke studiu 

funkce AtLIG1 byla použita RNA inhibiční technologie, kterou byli připraveni dva 

mutanti se sníženým obsahem proteinu (Waterworth et al. 2009).  
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Ve srovnání s wt byl obsah AtLIG1 u atlig1a snížen čtyřikrát a u atlig1b jen 

dvakrát. V souladu s nižší expresí AtLIG1 bylo u mutantů pozorováno zvýšené 

množství buněk v S-fázi buněčného cyklu. Mutanti atlig1a a atlig1b byli zakrnělého 

vzrůstu a s rostoucím stářím vykazovali fenotyp podobný rostlinám, které byly 

vystaveny UV či IR (Waterworth et al. 2009; Jiang et al. 1997; Kovalchuk et al. 

2007). Přesto byli atlig1a a atlig1b fertilní. AtLIG1 mohla být zčásti substituována 

jinou ligázou, anebo množství AtLIG1 přítomné v haploidních buňkách stačilo pro 

jejich zdárné dělení (Babiychuk et al. 1998). 

Nižší množství AtLIG1 se projevovalo jako environmentální stres, avšak až po 

dvou, či třech týdnech růstu. U 10 dní starých semenáčků atlig1a a atlig1b nebyl 

pozorován za standardních podmínek výraznější mutantní fenotyp a ani kometový 

test neukázal kumulaci SSB a DSB. U atlig1a a atlig1b mohlo docházet k akceleraci 

poškození DNA až kolem tří týdnů, nebo se v tomto čase konečně projevila postupná 

kumulace mutací, jejichž zdrojem byla tak nízká úroveň poškození DNA, že byla 

pod detekčním limitem kometového testu. Rozdíly v množství AtLIG1 se naopak 

výrazně projevily v kinetice opravy DSB. Oprava DSB byla u atlig1a a atlig1b 

ve srovnání s wt pomalejší s poločasy první fáze 9,1 respektive 6,7 minut. AtLIG1 

se jevila jako klíčová ligáza rychlé fáze opravy DSB (Waterworth et al. 2009). 

U atlig1a byla patrná nízká efektivita C-NHEJ v případě rozsáhlé fragmentace 

genomu. Zatímco defekt v AtLIG4 (Kozák et al. 2009) anebo AtLIG6 se v kinetice 

opravy DSB neprojevil (nepublikováno), pokles v AtLIG1 vedl až k dvojnásobnému 

prodloužení první fáze opravy DSB (Waterworth et al. 2009). Za rychlou opravu 

DSB tak byla zodpovědná především A-NHEJ založená na AtLIG1, avšak vzhledem 

k její esenciálnosti nebylo možné určit její roli v plném rozsahu. U Arabidopsis 

se ve srovnání s AtLIG1 definovanou A-NHEJ jevila C-NHEJ spíše jako záložní, 

minimálně v případě rozsáhlé fragmentace genomu, kdy mohlo dojít k překročení 

opravné kapacity C-NHEJ a nutnosti povolání A-NHEJ. 

5.4. Oprava SSB v rostlinách 
Pro měření opravy SSB byl do neutrální varianty kometového testu zařazen 

krok alkalické denaturace (Menke et al. 2001). Ve srovnání s opravou DSB byla 

oprava SSB u Arabidopsis a Physcomitrella výrazně pomalejší (Waterworth et al. 

2009; Holá et al. 2013). To však může být obecná vlastnost rostlin (Donà et al. 

2014). Za standardních podmínek sice nebyla u atlig1a a pplig4 pozorována 
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kumulace SSB, avšak u obou mutantů defekt v DNA ligáze vedl k poklesu v kinetice 

opravy indukovaných SSB (Waterworth et al. 2009; Holá et al. 2013). 

U atlig1a byl patrný výrazný defekt v opravě SSB, respektive alkylačního 

poškození DNA, kde bylo po 6 hodinách opraveno přibližně dvakrát méně SSB než 

u wt. Snížená úroveň exprese AtLIG1 se také projevila zcela odlišným průběhem 

kinetiky opravy SSB. Během první hodiny po působení MMS byl u atlig1a 

pozorován nárůst v množství SSB, který mohl souviset s mechanizmem opravy 

alkylačního poškození DNA, kde excizní část BER odstraňuje poškozené báze 

a produkuje SSB. Následná ligace byla u atlig1a méně efektivní než excese 

poškozených bází, a to se zpočátku projevilo kumulací SSB. U Arabidopsis byla 

AtLIG1 zapojena do BER, a přestavovala tak funkční homolog LIG3 (Waterworth 

et al. 2009). Podobně také nedávná studie prokázala účast AtLIG1 v BER a vyvrátila 

možnost zapojení AtLIG4 (Córdoba-Cañero et al. 2011). 

U LIG4 se obecně počítá pouze s rolí v opravě DSB v rámci C-NHEJ (Adachi 

et al. 2001; Tomkinson et al. 2013), přestože v in vitro testech jsou všechny DNA 

ligázy schopné poměrně efektivně ligovat jak DSB, tak SSB (Chen et al. 2009). 

U Physcomitrella pplig4 byl vůbec poprvé pozorován defekt v opravě SSB. Defekt 

nebyl tak výrazný jako u atlig1a, ale poukazoval na roli PpLIG4 v opravě 

modifikovaných bází, tedy na účast BER. U Physcomitrella, kde byl pplig4 stejně 

citlivý vůči DSB jako wt a spojoval fragmenty DNA stejně rychle, se paradoxně 

projevil defekt v kinetice opravy modifikovaných bází DNA. PpLIG4 opravovala 

SSB nezávisle na C-NHEJ, neboť v souvislosti s poruchou v BER se po indukci 

poškození DNA u pplig4 projevila kumulace převážně bodových inzercí v genu 

pro APT. Naopak u ppku70 byla mutabilita APT srovnatelná s wt (Holá et al. 2013). 

Vzhledem k tomu, že v genomu Physcomitrella byly identifikovány pouze dvě DNA 

ligázy, PpLIG1 a PpLIG4, mohlo by být nepraktické omezit funkci PpLIG4 pouze na 

opravu DSB. Na rozdíl od Physcomitrella se u Arabidopsis AtLIG4 na BER nepodílí 

(Córdoba-Cañero et al. 2011). 

5.5. MRN komplex v opravě DSB u Physcomitrella 
Physcomitrella vykazuje až 100 % účinnost cílené integrace cizorodé DNA, 

a tak se HR jeví jako hlavní mechanismus opravy DSB (Kamisugi et al. 2005; Reski 

1998). Jistá frakce integrací probíhá také za účasti C-NHEJ (Kamisugi et al. 2006). 

Naopak měření kinetiky opravy DSB ukázalo, že C-NHEJ a ani HR nebyly samy 
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o sobě klíčové pro rychlou a efektivní opravu DSB (Holá et al. 2013; 

nepublikováno). Mimo Ku70/Ku80 heterodimer se za další senzor DSB považuje 

MRN komplex, který svou činností ovlivňuje HR, C- i A-NHEJ (De Jager et al. 

2001; Lamarche et al. 2010; Rass et al. 2009; So et al. 2009). Proto byl u Pp 

zkoumán vliv defektu MRN komplexu na opravu DSB.  

Fenotyp pprad50 a ppmre11 se za standardních podmínek projevoval 

neschopností produkce lístků a sporofytu. Naopak ppnbs1 byl nerozlišitelný od wt 

a neměl evidentní problém s meiózou a produkcí spor, a tak pouze centrální proteiny 

MRN komplexu, PpRAD50 a PpMRE11, byly nezbytné pro dokončení vývojového 

programu mechu (Kamisugi et al. 2012). 

Defekt v PpRAD50 a PpMRE11 se projevoval citlivým fenotypem vůči 

akutnímu poškození DNA. Toxicita byla určena z počtu regenerovaných protoplastů 

izolovaných z protonemy, která byla vystavena rostoucím dávkám BLM a UV 

záření. V případě BLM stačilo k dosažení poloviční viability pprad50 a ppmre11 

přibližně 50 ng/ml, avšak u ppnbs1 a wt to bylo až 500 ng/ml. Pokud se k určení 

toxicity BLM použila 1 den stará protonema, wt přežíval i 50 μg/ml. Naopak 

u pprad50 a ppmre11 už 5μg/ml vedlo k zastavení růstu (Kamisugi et al. 2012). 

Důvodem výrazného rozdílu v toxicitě BLM u protoplastů a protonemy mohl být 

dodatečný stres způsobený izolací a regenerací protoplastů.  

V případě chronické toxicity BLM byli pprad50 a ppmre11 dokonce citlivější 

než pprad51AB (Markmann-Mulisch et al. 2007). Letální pro ně bylo už 8 ng/ml 

BLM (Kamisugi et al. 2012). Pokus byl následně opakován společně s pplig4 

a pprad51AB, kde se však podařilo zreprodukovat citlivý fenotyp jen pro pprad50. 

Důvod ztráty fenotypu u ppmre11 byl neznámý (Holá et al. 2013). 

V souladu s funkcí MRN komplexu v HR byl u pprad50 a ppmre11 pozorován 

řádový pokles v úrovni cílené integrace cizorodé DNA a jen dvojnásobný nárůst 

integrace nahodilé (Kamisugi et al. 2012). Pro srovnání, v případě pprad51AB byla 

cílená integrace zcela zrušena, a naopak došlo k výraznému navýšení integrace 

nahodilé (Markmann-Mulisch et al. 2007; Schaefer et al. 2010). Funkční PpRAD50 

a PpMRE11 sice umožňovaly vysoce efektivní cílenou integraci, ale nebyly zcela 

nezbytné, neboť v jejich nepřítomnosti HR stále probíhala, avšak s účinností jen 

kolem 10 %. Naopak u ppnbs1 byla HR stále plně funkční, a tak se PpNBS1 

nepodílel na resekci 3´- jednovláknových konců DNA (Kamisugi et al. 2012).  
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U savců MRN komplex povolává ATM do oblasti s DSB, usnadňuje její 

aktivaci a řídí opravu směrem k HR, nebo C-NHEJ (So et al. 2009; Lamarche et al. 

2010). MRN komplex interaguje prostřednictvím NBS1 s ATM, která následně 

NBS1 fosforyluje v doméně konzervované i u Arabidopsis a Physcomitrella (Falck 

et al. 2005; Garcia et al. 2003). Defekt v PpNBS1 však nevedl k retardovanému 

růstu, problémům v meióze, změnám v cílené integraci DNA a ani k citlivému 

fenotypu vůči DSB (Kamisugi et al. 2012). Fenotyp ppnbs1 vyvrátil účast PpNBS1 

na aktivaci PpATM, anebo při vyřazení PpATM signalizace mohlo dojít ke spouštění 

HR podobně jako u kvasinek pomocí ATR a nezávisle na ATM (Dubrana et al. 2007; 

Mantiero et al. 2007). Také u Arabidopsis byl atnbs1 srovnatelný s wt a atrad50 

a atmre11 vykazovali defekt v růstu, plodnosti a odpovědi na indukci poškození 

DNA. Avšak kombinace defektu v AtNBS1 a AtATM měla aditivní negativní vliv na 

růst a plodnost, což poukazovalo na jejich poněkud odlišné úlohy v aktivaci DDR 

a opravě DSB (Waterworth et al. 2007). 

U 1 den staré protonemy mutantů MRN komplexu byla kinetika opravy DSB 

srovnatelná s wt. V rámci první fáze bylo opraveno přibližně 60-90 % indukovaných 

DSB, a to s poločasem 1-4 minuty. Bez ohledu na jisté rozdíly v poločasech, mutanti 

MRN komplexu byli srovnatelně efektivní v opravě rozsáhle fragmentovaného 

genomu jako wt (Kamisugi et al. 2012), a to i přes fakt, že se jedná o obecně 

významnou součást opravy DSB zahrnující HR, C- a A-NHEJ (Lamarche et al. 2010; 

Rass et al. 2009; So et al. 2009).  

Základem mnoha funkcí MRN komplexu je schopnost tvorby dimerů 

prostřednictvím RAD50 (Hohl et al. 2011), a tak pro studium závislosti kinetiky 

opravy DSB na stáří protonemy byl vybrán pprad50. S růstem protonemy klesalo 

zastoupení mitoticky aktivních buněk, což se u wt projevilo prodloužením první 

i druhé fáze opravy DSB. Naopak u pprad50 se sice rychlost první fáze opravy se 

stářím neměnila, avšak klesala její účast na celkové opravě ze 70 % na 45 %. 

To se nakonec projevilo v odlišných kinetických profilech opravy DSB u 14 dní staré 

protonemy wt a pprad50. S rostoucím stářím mizela část rychlé opravy DSB řízená 

PpRAD50 a potažmo celým MRN komplexem (Kamisugi et al. 2012).  

Kinetika opravy DSB u 1 den staré protonemy pprad50 a ppmre11 nemohla 

být důvodem jejich extrémně citlivého fenotypu vůči DSB. Ten mohl souviset 

s poklesem v HR a možnou kumulací mutací vedoucích k zastavení růstu a buněčné 
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smrti. Například u kvasinek byl v souvislosti s defektem v HR pozorován zvýšený 

výskyt mutací (Seong et al. 1997). Samotný defekt v PpRAD50 a PpMRE11 

se za standardních podmínek nevedl k výraznějšímu nárůstu v mutabilitě PpAPT, 

přirozeného selekčního genu (Kamisugi et al. 2012). Naopak u mutanta PpMSH2, 

součást dráhy opravy chybného párování bází, byl pozorován až 100 násobný nárůst 

v mutabilitě, který souvisel s kumulací především bodových mutací (Trouiller et al. 

2006; Kamisugi et al. 2012). Ztráta funkce MRN komplexu nevedla za standardních 

podmínek ke kumulaci mutací, a tak se defekt v PpRAD50 a PpMRE11 neprojevil 

v kvalitě opravy endogenního poškození DNA. 

Po indukci DSB se mutabilita PpAPT zvýšila, a to jak u pprad50, tak wt. 

K získání PpAPT mutantů wt bylo nezbytné použít BLM o koncentraci 50 μg/ml 

po 2 hodiny na rozdíl od pprad50, kde stačilo jen hodinové působení o koncentraci 

0,1 μg/ml. Na základě uvedených koncentraci BLM se u pprad50 projevil defekt 

v kvalitě opravy DSB přinejmenším řádovým navýšením mutability PpAPT. 

Sekvenace selektovaných PpAPT mutantů wt vyjevila přítomnost pouze bodových 

mutací. Naopak u 3 ze 7 ppapt/pprad50 byly pozorovány rozsáhlé delece o délce 

10 až 747 bází (Kamisugi et al. 2012). I přes nízký počet sekvenovaných ppapt 

se ukázalo, že ztráta části strukturální podpory v místě DSB, realizované PpRAD50, 

vedla ke kumulaci výrazných změn v sekvenci DNA, zejména delecí. 

Mutabilita PpAPT byla dále stanovena pro ppmre11, ppnbs1, pplig4 a ppku80. 

Počet získaných ppapt na jednotlivých genetických pozadích byl přepočítán 

na 1 μg/ml BLM a gram suché protonemy. Takto normalizovaná data ukázala 

až o dva řády vyšší mutabilitu PpAPT u pprad50, avšak pouze násobné navýšení 

bylo pozorováno u ppmre11 a ppnbs1 a pplig4. PpRAD50 měl tedy zásadní vliv 

na potlačení kumulace změn v genomu Physcomitrella. Sekvenace ukázala, že mimo 

pprad50 a ppmre11, inaktivaci PpAPT genu způsobily především bodové mutace 

(substituce, inzerce a delece) v kódujících oblastech, především v exonu 4, který byl 

anotován jako oblast kódující enzymovou aktivitu. Překvapivě u 4 mutantů PpAPT 

na různých genetických pozadích byly detekovány mutace pouze v nekódujících 

oblastech, a tak se povahu ztráty PpAPT aktivity zatím nepodařilo vysvětlit (Holá 

et al. 2013). 

Zdrojem bodových mutací může být C- a nebo A-NHEJ, ale je 

pravděpodobnější, že vznikají v souvislosti s opravou oxidačního poškození bází 
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DNA. Naopak delší delece bylo možné připsat C-NHEJ anebo A-NHEJ, neboť až na 

jednu relativně krátkou deleci nalezenou u wt se všechny ostatní detekované delece 

nacházeli pouze u ppmre11 a pprad50 (Kamisugi et al. 2012; Holá et al. 2013). 

Defekt v MRN komplexu vedl i bez indukce DSB k akumulaci transkriptů 

proteinů podílejících se na opravě DNA. Zejména u ppmre11 a pprad50 byla patrná 

zvýšená exprese PpRAD51-1, PpRAD51-2, PpPARP-1, PpPARP-2, PpKu80 

a PpKu70 (Kamisugi et al. 2012). I když byla u mutantů MRN komplexu pozorována 

výrazná indukce PpRAD51-1 a stále u nich probíhala v omezené míře cílená 

integrace, je celkem nepravděpodobné, že by HR odpovídala za rychlou opravu DSB 

v pprad50 a ppmre11. Navýšení mutability poukazovalo spíše na mechanizmy 

založené na rekombinaci nehomologní. 

5.6. Role AtSMC6b, AtRAD21 a AtGMI1 v opravě DSB 
Pro mutanty proteinů AtSMC6b (AtMIM), AtRAD21 a AtGMI1, 

které participují na organizaci struktury chromozomů, byl pozorován citlivý fenotyp 

vůči poškození DNA. Zatímco role SMC6 a RAD21 byla u Arabidopsis a jiných 

organismů delší dobu zkoumána, funkce SMCHD proteinu AtGMI byla zcela 

neznámá. Analýza kinetiky opravy DSB u výše uvedených mutantů ukázala různě 

intenzivní defekt v jejich opravě (Kozák et al. 2009; da Costa-Nunes et al. 2014; 

Böhmdorfer et al. 2011), přestože je HR považována za minoritní dráhu opravy DSB 

u Arabidopsis (Puchta 2005; Britt a May 2003). Možnou účast HR na rychlé opravě 

DSB by bylo vhodné podrobit dalšímu studiu například analýzou jejich opravy 

u vícečetných mutantů jednotlivých opravných drah. 

5.6.1. AtSMC6b a rychlá oprava DSB 

Vliv defektu v proteinech AtSMC6b a AtRAD21.1 na kinetiku opravy DSB 

byl analyzován v sérii experimentů společně s mutanty C-NHEJ. Největší defekt 

v opravě DSB byl pozorován u atsmc6b, kde v souladu s předchozí studií oprava 

DSB probíhala monofazicky s poločasem kolem 1 hodiny (Kozák et al. 2009; Takeda 

et al. 2004). V případě indukce poškození DNA u semen byl atsmc6b citlivý vůči 

UV, IR a MMC (Mengiste et al. 1999). I když atsmc6b vykazoval značný defekt 

v kinetice opravy DSB, semenáčky atsmc6b nebyly ve srovnání s wt znatelně 

citlivější vůči akutnímu, ani chronickému působení BLM. Navzdory stále funkční   

C-NHEJ nebyla u atsmc6b pozorována počáteční rychlá fáze opravy DSB. V případě 
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rozsáhlé fragmentace genomu nezávisela rychlá fáze opravy DSB na C-NHEJ, 

ale byla zcela odkázána na procesy spojené s AtSMC6b (Kozák et al. 2009). 

Pro AtSMC5/6 komplex byla navržena obdobná funkce jako u jiných 

organismů, tj. stabilizace sesterských chromatid, tedy funkce v HR během S a G2 

fáze buněčného cyklu (Watanabe et al. 2009). V souladu s tím atsmc6b vykazoval 

výrazně nižší úroveň intrachromozomální rekombinace (Watanabe et al. 2009; 

Mengiste et al. 1999; Hanin et al. 2000). Avšak defekt v kinetice opravy DSB 

u atsmc6b se nedal vysvětlit pouze vyřazením HR z funkce. Znamenalo by to, 

že za rychlou fázi opravy DSB by byla zcela odpovědná HR, což se však poněkud 

vylučuje s minoritní rolí HR v opravě DSB u Arabidopsis (Puchta 2005; Britt a May 

2003).  

Průběh kinetiky opravy DSB u atsmc6b spíše poukazoval na obecnější roli 

AtSMC6b v opravě DSB. Na základě dat byl navržen model, ve kterém AtSMC6b 

přispívá k opravě DSB nejen skrze stabilizaci struktury DNA organizací sesterských 

chromatid, ale také překlenutím zlomu podobně jako Ku70/Ku80 heterodimer, 

nebo MRN komplex, a tak by mohl participovat nejen na HR, ale i A- a C-NHEJ 

(Kozák et al. 2009). Mutační analýza u kvasinek ukázala oddělitelnost funkcí SMC6 

v opravě DSB a strukturní organizaci genomu (Fousteri a Lehmann 2000). AtSMC6b 

by tak mimo strukturní roli mohl fungovat také jako mediátor, neboť celý SMC5/6 

komplex je tvořen dalšími proteiny s potenciálně zajímavými enzymatickými 

aktivitami, ubikvitinací a sumoylací (obr. 3) (Potts a Yu 2005; Doyle et al. 2010). 

5.6.2. Podjednotka kohezinů AtRAD21 v opravě DSB 

Napřed byla kinetika opravy DSB určena jen pro atrad21.1 a to ve stejném 

panelu experimentů společně s atsmc6b a mutanty C-NHEJ. Vyřazení AtRAD21.1 

vedlo k defektu v kinetice opravy DSB, kde sice zůstal zachován bifazický průběh, 

avšak došlo k prodloužení první fáze jejich opravy. Stejně jako u atsmc6b, 

semenáčky atrad21.1 nevykazovaly citlivý fenotyp vůči akutnímu, 

nebo chronickému působení BLM (Kozák et al. 2009). 

Ve druhé studii byly ze tří existujících homologů AtRAD21 analyzováni pouze 

atrad21.1 a atrad21.3, neboť homozygotní mutant AtRAD21.2 nebyl k dispozici 

(Jiang et al. 2007). Při nižších dávkách IR vykazoval citlivý fenotyp pouze atrad21.1 

(da Costa-Nunes et al. 2006). Zvýšení dávky ze 100 Gy na 150 Gy vedlo k projevu 

citlivého fenotypu i u atrad21.3. U dvojitého mutanta AtRAD21.1/AtRAD21.3 
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se ukázal synergistický a neredundantní efekt AtRAD21.3 na roli AtRAD21.1 

(da Costa-Nunes et al. 2014). Dávka 100 Gy zvyšovala expresi pouze AtRAD21.1 

(da Costa-Nunes et al. 2006). Třikrát vyšší dávka IR vedla k indukci exprese 

i AtRAD21.3. Avšak v rámci DDR hrál výraznější roli AtRAD21.1, neboť jeho 

exprese se po indukci poškození DNA zvýšila až o dva řády, naopak pro AtRAD21.3 

se exprese zvedla pouze dvakrát (da Costa-Nunes et al. 2014). 

U atrad21.1 a atrad21.3 byl pozorován defekt v kinetice opravy DSB, přičemž 

zpomalení opravy bylo nejvíce patrné v rozmezí 10 až 20 minut po působení BLM, 

tedy na rozmezí mezi rychlou a pomalou fází opravy DSB. Přestože 

atrad21.1/atrad21.3 byl více citlivý vůči indukci DSB než jednotliví mutanti, 

kinetika opravy DSB u dvojitého mutanta byla srovnatelná s wt (da Costa-Nunes 

et al. 2014). U atrad21.1/atrad21.3 mohlo dojít ke kompletnímu zrušení AtRAD21 

dependentní opravy DSB, přičemž oprava pak byla směřována k drahám, které vedly 

ke kinetice srovnatelné s wt. RAD21 je spojován s funkcí v HR a tak posun 

od AtRAD21 dependentní, pravděpodobně bezchybné HR opravy DSB, k více 

chybovému AtRAD21 nezávislému procesu vedl k větší citlivosti 

atrad21.1/atrad21.3 vůči BLM. 

U atrad21.1 a atrad21.3 nebyl zaznamenán defekt v opravě DSB, pokud 

se k jejich indukci použilo BLM o koncentraci 10 ug/ml. Defekt v kinetice opravy 

DSB se u mutantů projevil až při třikrát vyšší dávce (nepublikováno). Větší množství 

DSB mohlo vyvázat více AtRAD21 proteinu na zajištění de novo koheze v místech 

poškození DNA, a proto se snížení celkové zásoby AtRAD21 u atrad21.1 

a atrad21.3 projevilo poklesem efektivity opravy DSB (da Costa-Nunes et al. 2014). 

Zpomalení opravy DSB u atrad21.1 a atrad21.3 mohlo také souviset s poruchou 

v DDR. U savců byl totiž po indukci DSB u mutanta RAD21 pozorován defekt 

v některých kontrolních bodech buněčného cyklu (Watrin a Peters 2009; Yazdi et al. 

2002). 

Na základě získaných dat byl navržen model funkce AtRAD21 v opravě DSB, 

který je založen na stabilizaci struktury chromozomů a využití sesterské chromatidy. 

V nepřítomnosti DSB je koheze dána především AtRAD21.3, neboť po indukci DSB 

docházelo k minimálnímu navýšení jeho exprese (da Costa-Nunes et al. 2014). Navíc 

by tento protein mohl být asociován s replikací (Takahashi et al. 2010). Hlavní 

příspěvek AtRAD21.3 k opravě DSB je v předem připravené kohezi sesterských 
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chromatid. Naopak masivní indukce AtRAD21.1 po působení IR vede k navýšení 

zásoby proteinu, pravděpodobně na pokrytí de novo koheze v místech poškození 

DNA (da Costa-Nunes et al. 2014). Oba proteiny by tak mohli vystupovat v opravě 

DSB synergisticky a neredundantně. 

5.6.2. SMCHD protein AtGMI1 v opravě DSB 

Mimo skupinu SMC proteinů existují také proteiny obsahující minimálně SMC 

dimerizační doménu a vytváří novou skupinu SMCHD proteinů (Blewitt et al. 2005; 

Kanno et al. 2008). V genomu Arabidopsis se nachází mimo AtDMS3 další dvě 

sekvence, které vykazovaly výraznou shodu s SMCHD1 a to dosud neidentifikovaný 

AtGMI1 a jeho pseudogen, ve kterém byla ATPázová doména přerušena 

transpozómem (Böhmdorfer et al. 2011).  

Pro studium role AtGMI1 v opravě DSB byli připraveni čtyři mutanti 

s označením atgmi1-1 až atgmi1-4. Název GMI1 byl odvozen z pozorování výrazné 

indukce exprese AtGMI1 po působení IR a MMC. Naopak exprese AtDMS3 

se neměnila. Expresní profil AtGMI1 se po indukci DSB poněkud lišil od AtRAD51 

a AtBRCA1. Exprese AtGMI1 dosahovala maxima později a zároveň přetrvávala déle 

než exprese AtRAD51 a AtBRCA1. K indukované expresi AtGMI1 docházelo 

především v rozvíjejících se pravých lístcích a apikálních meristémech (Böhmdorfer 

et al. 2011). 

Transkripční odpověď po indukci DSB je u Arabidopsis řízena AtATM 

a AtATR (Culligan et al. 2006; Ricaud et al. 2007). Analýza indukované exprese 

AtGMI1 u atatm, atatr, wee1 a wt ukázala absolutní závislost na AtATM. Vyšší 

citlivost atgmi1-2/atatr vůči DSB ve srovnání s atgmi1-2 a atatr poukázala na defekt 

v části AtATM řízené DRR u atgmi1-2 (Böhmdorfer et al. 2011). AtGMI1 tak mohl 

být zapojen do mediace DDR, neboť pro SMCHD1 i AtDMS3 byla pozorována účast 

na regulaci transkripci (Kanno et al. 2008; Blewitt et al. 2008). Avšak expresní 

profily wt a atgmi1-1 po indukci DSB byly srovnatelné, a tak se AtGMI1 na rozdíl 

od AtSOG1 nepodílel na řízení exprese opravných proteinů (Böhmdorfer et al. 

2011). Naopak, po indukci poškození DNA AtSOG1 řídil expresi mnoha genů, 

včetně AtGMI1 (Yoshiyama et al. 2009). 

Kinetika opravy DSB u mutantů AtGMI1 vykazovala defekt, který byl stejně 

jako u mutantů AtRAD21 nejvíce patrný v čase 10 až 20 minut po působení BLM. 

AtGMI1 by mohl být mediátor HR, neboť u mutantů AtGMI1 byla po indukci 
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poškození DNA pozorována poloviční úroveň HR ve srovnání s wt (Böhmdorfer 

et al. 2011). Pokles v HR byl sice méně výrazný než u atrad51c, avšak srovnatelný 

s atsmc6b (Mengiste et al. 1999; Abe et al. 2005). 

AtGMI1 je vůbec první člen skupiny SMCHD proteinů, pro kterého byla 

dokumentována role v opravě DNA. AtGMI1 strukturou připomíná SMC proteiny. 

Mimo dimerizační doménu obsahuje také dosud neurčený spojník a hlavně 

ATPázovou doménu (Böhmdorfer et al. 2011). SMC1/3 a SMC5/6 se jako dimery 

účastní opravy DSB, kde usnadňují HR prostřednictvím prostorové organizace 

sesterských chromatid (Chiu et al. 2004; De Piccoli et al. 2006; Heidinger-Pauli et al. 

2008). Mutanti AtGMI1 postrádali dimerizační doménu, a tak snížená úroveň HR 

i defekt v kinetice opravy DSB poukazoval na důležitost této domény a tedy 

i dimerizace ve funkci AtGMI1. V navrhovaném modelu se AtGMI1 účastní opravy 

DSB jako dimer, který stabilizuje sesterské chromatidy podobně jako AtSMC1/3 

a AtSMC5/6 komplexy a tím napomáhá HR (Böhmdorfer et al. 2011). 
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6. Závěr 

V předkládaných publikacích jsou prezentovány výsledky, které do jisté míry mění 

pohled na opravu DNA u rostlin. U Arabidopsis i Physcomitrella je oprava DSB 

rychlá a účinná s poločasem první fáze opravy okolo 5 minut. Většina DSB 

je z rozsáhle fragmentovaného genomu odstraněna poměrně kvalitním způsobem, 

neboť Arabidopsis i Physcomitrella indukci DSB přežívají. U Physcomitrella rychlá 

oprava DSB dominuje v mitoticky aktivních buňkách. 

U Arabidopsis není rychlá oprava DSB závislá na C-NHEJ. Naopak je pro ni 

zcela esenciální SMC protein AtSMC6b, který se může stabilizací DNA účastnit HR, 

a pravděpodobně je také obecnějším faktorem opravy DSB. AtSMC6b by také mohl 

společně s AtLIG1 definovat novou A-NHEJ, neboť ze všech dostupných DNA ligáz 

má AtLIG1 jako jediná signifikantní vliv na rychlou opravu DSB. AtLIG1 se podílí 

také na opravě alkylačního poškození DNA a tak představuje rostlinný homolog 

LIG3. 

Podobnou roli v opravě DSB mají AtRAD21 a AtGMI1. Pro funkci 

AtRAD21.1 a AtRAD21.3 byl navržen model, ve kterém jimi předem připravená 

koheze sesterských chromatid přispívá k opravě DSB pomocí HR. S indukcí DSB 

se výrazně navyšuje množství AtRAD21.1, který pak umožňuje de novo kohezi 

v místech poškození DNA. AtGMI1 je vůbec první člen SMCHD skupiny proteinů 

s prokázanou rolí v opravě DNA. AtGMI1 podobně jako SMC proteiny může 

fungovat jako dimer. Indukce DSB vede v závislosti na AtATM k jeho expresi a tak 

se podobně jako AtRAD21 může podílet na kohezi anebo de novo kohezi, 

a tím usnadňovat HR. 

Stejně jako u Arabidopsis, ani u Physcomitrella není PpLIG4, a tedy celá       

C-NHEJ, esenciální pro rychlou opravu DSB. Překvapivě se PpLIG4 v rozporu se 

svou obecnou funkcí v C-NHEJ účastní BER a chrání tak před kumulací bodových 

mutací. Vůbec poprvé byla pozorována C-NHEJ nezávislá úloha LIG4 v opravě 

DNA.  

U Physcomitrella se pouze PpMRE11 a PpRAD50 jeví jako esenciální 

pro funkce MRN komplexu. Oba dva proteiny jsou klíčové pro dokončení 

vývojového programu mechu stejně jako pro efektivní cílenou integraci cizorodé 

DNA. Extrémně citlivý fenotyp ppmre11 a pprad50 vůči BLM nesouvisí s kinetikou 
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opravy DSB, ale s kumulací mutací. Pro ochranu genomu je zásadní strukturní 

funkce PpRAD50, neboť v jeho nepřítomnosti se mutabilita PpAPT zvyšuje až o dva 

řády. 
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