Nové poznatky o zlomech DNA a jejich oprave
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Lidské bunky se skladaji z 46 chromozomi, z nichz polovina je prijata od matky a druha
polovina od otce. VSechny sexualné se rozmnozujici organismy prochazi procesem meiozy,
pri které se pocet chromozomu v nové vzniklych pohlavnich bunkach, spermiich a
vajickach, snizi na polovinu. Po oplodnéni se geneticka informace nesena vajickem a
spermii spoji do zygoty, ¢imz dojde k obnoveni puvodniho po¢tu chromozomu.

V pribéhu meidzy existuje nékolik mechanismu, které zajistuji, Ze obé gamety, tedy spermie a
vajicko, obdrzi spravny pocet chromozomu. Pokud je proces chybny, vede k tvorbé dysfunkénich
gamet, které mohou vést k prenosu dédicnych mutaci na potomky.

Jednim z klicovych aspektl meidzy je vyména ¢asti DNA u kazdého paru materskych a otcovskych
homolognich chromozomi v procesu nazyvaném homologni rekombinace. V procesu zvaném
crossover dojde ke vzniku takzvanych dvouretézcovych zlomu DNA (DSB z anglického double-strand
breaks), materské a otcovské chromozomy se spoji a vymeéni si navzajem odpovidajici ¢asti DNA
sekvence. Diky crossoveru dochdzi preusporadani genetické informace v dcerinych bunkach a vzniku
genetické rozmanitosti.

Pocet zlomu vzniklych béhem mei6zy v pohlavnich bunikéch je ovSem vyrazné vy$si nez pocet
crossovert, coz naznacuje, ze opravné systémy, které vyuzivaji homologni sekvence k obnoveni
integrity genomu, se také podileji na opravé zlomu, které ke crossoveru nevedou.

Preruseni retézce DNA predstavuje nebezpeci z hlediska zachovani integrity genomu, a proto musi
byt jejich pocet, umisténi i aktivace DNA opravnych systému, peclivé regulovany. Védci jiz
identifikovali fadu gent, které jsou zodpovédné za procesy opravy DNA. Mutace v jakémkoliv z
téchto opravnych genti mohou u lidi vyrazné zvysit riziko vzniku nadorovych onemocnéni. Prikladem
mohou byt geny BRCA1/BRCA2, jejichZz mutace je spojovana se zvySenym rizikem rakoviny prsu a
vajecnikll nebo Fanconiho anémii.

Jednou z cest, jakymi je mozné kontrolovat opravy DNA, je pripojeni chemickych skupin k proteinu
po jeho syntéze nebo odstranéni signalnich peptida po bunécné lokalizaci v procesu nazyvaném post-
translacni modifikace. Jednou z hlavnich zmén, ke kterym dochazi v odpovédi na poSkozeni DNA, je
poly-ADP-ribosylace (PARylace), proces, pri kterém jsou na substraty pridany jednotky ADP-ribdzy,
coz vede k regulaci jejich aktivity. Ackoli byla PARylace rozsahle studovana na vyzkumnych
modelech ex vivo, jeji studium v zivém savéim organismu je obtizné kvili embryonalni letalité
spojené s mutaci, ktera vede k uplné ztraté funkce u jejich ,zapisovateli”, PARP1/2. Tyto enzymy
jsou zodpovédné za syntézu retézcli ADP-ribozy v reakci na genotoxicky stres. In vivo studium také
komplikuje enzym ,vymazavac” PARG, ktery pusobi proti aktivité PARP1/2 tim, Ze rozklada retézce
ADP-ribozy.

Hlistice Caenorhabditis elegans, ktera je Casto vyuzivana jako modelovy organismus pro studium
stability genomu, poskytuje obrovskou vyhodu ve srovnani s jinymi modelovymi organismy, protoze
toleruje mutace, které vedou k zaniku funkcnosti gentt PARP1/2 i PARG, coZ umoznuje studium jejich
funkce v zarodecné linii.

Nicola Silva z Biologického tstavu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity diky projektu
financovanému GA CR provedl podrobnou in vivo analyzu roli, kterou tyto proteiny plni, coZ vedlo k
identifikaci jejich klicovych funkci, zejména PARG-1 (homolog savCiho PARG u C. elegans) béhem



meiozy.

Diky vyuziti technik uprav genomu (CRISPR) byli vyzkumnici schopni lokalizovat pozici PARG-1 pri
vyvoji vajiCek. Jejich analyza odhalila, Ze PARG-1 je nedilnou soucasti dulezité meiotické proteinové
struktury, ktera udrzuje chromozomy pevné spojené béhem mei6zy a nazyva se Synaptonemalni
komplex (SC), viz Obréazek 1.

Obrazek 1. Vajicka v uvedeném stadiu obarvené na ruzné podjednotky SC a PARG-1 (GFP). Janisiw
a kol.; Nature Communications, 2020.

Vyzkumnici si také vSimli, ze PARG-1 vytvari proteinové komplexy s proteiny zapojenymi do indukce
a zpracovani meiotickych dvouvlaknovych zlomu také u jinych druht. Diky studiu C. elegans zjistili,
ze je PARG-1 je duleZity pro regulaci poctu zlomt DNA béhem vyvoje zérode¢nych bunék a
napomaha jejich presné oprave pomoci homologni rekombinace, viz Obrazek 2.

Obrazek 2. Vajicka obarvend na ruzné podjednotky SC a mista crossovert u mutanti se snizenym
poctem DSB po ozdreni.; Janisiw a kol.; Nature Communications, 2020.

Védci také zjistili, ze PARG-1 hraje diky schopnost lokalizovat se podél chromozomu klicovou roli pri
indukci dvouvlaknovych zlomu a homologni rekombinaci, coz naznacuje, Ze nejenze vykonava
enzymatické funkce, ale je dllezity i ze strukturniho hlediska.

Vyzkumniky také zajimala proteinova struktura, kterou PARG-1 a dalsi proteiny vytvari v
zarodec¢nych bunkach. Tato analyza vedla k identifikaci fyzické a funkcni interakce s komplexem
BRC-1-BRD-1, ktery je u clovéka homologem BRCA1-BARD1. Tyto proteiny hraji hlavni role pri
Vyzkum odhalil, Ze souCasna odstranéni PARG-1 a BRC-1 zpusobi zvySenou neplodnost v disledku
rozsahlé nestability genomu. Zejména vyzkumnici pozorovali, ze mnoho DNA poskozeni vzniklych
béhem meidzy nebylo spravné opraveno, coz vedlo k vytvoreni fizi chromozomu a snizenému
mnozstvi rekombinaci.

Pri odstranéni ruznych opravnych drah DNA spolu s BRC-1/PARG-1 pozorovali vyzkumnici zhorsujici
se integritu genomu zpusobenou nedostatkem polymerazy POLQ-1, o které vime, ze hraje roli pri
realizaci dllezité opravné drahy DNA nazyvané alternative non-homologous end joining.

Obrazek 3. Vajicka uvedeného genotypu a stddia obarvené na marker jednoretézcové DNA, ktery
zvyraziuje pritomnost neopraveného poskozeni v nepritomnosti BRC-1-PARG-1.; Trivedi a kol.;
Nucleic Acids Research, 2022.

Vyzkum Nicola Silvy byl prvnim in vivo dukazem, ze pri narusené funkci BRC-1/BRCA1 je aktivita
PARG-1/PARG nezbytnd pro zachovani integrity genomu v gametach. Navic jeho zjiSténi o letalité
vyvolané soucasnym zruSenim funkce POLQ-BRCA1 ma obrovsky vyznam pro léCbu rakoviny a je v
souladu s nedavnymi vyzkumy, které u lidi vykazuji slibné vysledky pri cileni na nddorové bunky
pomoci inhibitort POLQ a mohly by slouzit jako nova cesta ke zlep$eni 1é¢ebnych vysledki u nadora
s mutacemi BRCA1. Jeho prace zduraznuje klicovou roli, kterou modelové systémy hraji pri analyze
konzervovanych drah u jednodussich organismu.
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