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Abstrakt

Rostliny maji velkou odolnost vii¢i ionizujicimu zafeni i diky kvalitnimu opravnému aparatu
na opravu dvouvldknovych zlomi. Dvouvlaknové zlomy jsou v rostlindich opravovany
¢tyfmi hlavnimi drahami. Nejcastéji probihd rychld oprava pomoci nehomologniho
spojovani konct (NHEJ), spojujici konce DNA bez vétSiho zpracovani. Presnéjsi, zato
pomalejsi a slozitéjsi, je oprava prostiednictvim homologni rekombinace (HR) vyuzivajici
k opravé dlouhé useky homologniho fetézce DNA. VyuZzivand je pfednostné v oblasti
aktivnich gen béhem S a G2 faze bunécného cyklu. Opravy probihaji dale skrze Theta
zprostiedkované spojovani koncti (TMEJ) a single strand annealing (SSA). Ob¢ tyto drahy
jsou fizené kratsi homologii mezi konci DNA vytvofenymi dvouvlaknovym zlomem. Casto
opomijenou soucdsti oprav je i pfekonavani represivnich vlastnosti chromatinu, ktery chrani
genom pied poskozenim a ptfistupem nukledz, ale zaroven brani i pfistupu opravnych
proteint. Tato prace shrnuje dosavadni znalosti o opravach DNA u rostlin a vlivu chromatinu
ne pouze na n&, aleina aktivitu programovatelnych nukleaz vyuzivanych v genovém
inZenyrstvi, jako jsou zinc finger nucleases (ZFNs), transcription activator-like effector
nucleases (TALEN) a clustered regularly interspaced short palindromic repeats / CRISPR
associated (CRISPR/Cas).

Kli¢ova slova: chromatin, CRISPR/Cas, dvouvlaknovy zlom, HR, NHEJ, oprava DNA,
SSA, TALEN, TMEJ, ZNF



Abstract

Plants are highly resistant to ionizing radiation, also thanks to a high-quality repair system
for repairing double-stranded breaks. Double-strand breaks in plants are repaired by four
repair pathways. Most often, double-strand breaks are repaired by non-homologous end
joining (NHEJ), which joins the broken ends without further processing. More accurate but
slower and more complex is repair through homologous recombination (HR), which repairs
the break using a homologous sequence. HR repair takes place preferentially in a region with
active transcription and during the S and G2 phases of the cell cycle. Alternatively, repair
further proceeds through single-strand annealing (SSA) or Theta mediated end joining
(TMEJ). Both pathways are based on short homology between the overlapping ends of the
double-strand break. An often neglected part of repairs is the overcoming of repressive
chromatin, which protects the genome from DNA damage and prevents access of nucleases
but also acts as a barrier for repair proteins. This work summarizes the current knowledge
about DNA repair in plants. Furthermore, describe the influence of chromatin not only on
the repair but also on the activity of programmable nucleases used in genetic engineering,
such as zinc finger nucleases (ZFNs), transcription activator-like effector nucleases
(TALENSs) and clustered regularly interspaced short palindromic repeats / CRISPR
associated (CRISPR/Cas).

Keywords: chromatin, double strand break, CRISPR/Cas, DNA repair, HR, NHEJ, SSA,
TALENs, TMEJ, ZNFs
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1 - Uvod

Rostliny jsou sesilni organismy, jsou neustale vystaveny biotickym i abiotickym strestim a
nemohou pfed nimi ,utéct“. Z povahy fotosyntetizujiciho autotrofa, jsou rostliny i
v idealnich podminkach vystaveny zafeni vCetné ionizujiciho, jez ohrozuje jejich genom.
Ionizujici zafeni mtize v DNA zpiisobovat dvouvlaknové zlomy, které vedou od drobnych
mutaci pfes ztraty genti az v nejhorSim ptipad¢ ke smrti (Cannan and Pederson, 2016).
Sekundarn€ muze zafeni vést k tvorbé reaktivnich forem kysliku, které mimo jiného
poskozeni déavaji vzniknout jednovldknovym pierusenim. Z nich pak mohou bé&hem
replikace opét vznikat dvouvldknové zlomy (Cortés-Ledesma and Aguilera, 2006).
Preventivni ochranou proti t€émto hrozbam je ochrana genomu pomoci kompakce DNA. Jak

se totiz ukazuje, kompaktni heterochromatin zvySuje odolnost rostlin proti zafeni (Falk,

Lukasova and Kozubek, 2008).

Pokud vsak k vzniku dvouvldknového zlomu dojde, musi také existovat rychly a efektivni
zpusob, jak zlom opravit. Mechanizmil, jak spojit kusy posSkozené DNA zpét dohromady, je
hned nékolik a mezi eukaryotickymi organismy jsou pomérné konzervované (Spampinato,
2017). Pti opravach vSak muze dochazet k neptesnostem, které jsou tak zdrojem mutageneze
(Heidenreich, 2003). Opravy jsou ovlivnéné 1 stavem chromatinu v misté¢ zlomu, protoze
kondenzovany chromatin krom¢ ochrany DNA pfed zafenim soucasné brani piistupu
opravnych proteini (Mansisidor and Risca, 2022). Opravné mechanizmy tedy musi mit

nastroje, umoznujici jim represivni stav chromatinu piekonat.

A¢ se rostliny tvorbé zlom v DNA brani, jejich cilend tvorba je vyuZivana v genovém
inZenyrstvi. Pfi cilené mutagenezi se vyuZiva nepiesnosti oprav téchto dvouvlaknovych
zlomi, kdy béhem opravy dojde napt. k drobné inzerci €1 deleci, a to zplsobi posunuti
¢teciho ramce. Cilené tvorby dvouvldknovych zlomu je dale vyuzivano i pii vladani
transgenli do konkrétniho mista genomu, ¢i v dalSich metodach genového inZenyrstvi.
Vyuziva se k tomu piedevs§im programovatelnych endonukledz, jako jsou ZFN (Zinc finger
nucleases), TALEN (Transcription activator-like effector nucleases) nebo CRISPR/Cas
(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated) systémy. ZFN
a TALEN fungujici na bazi proteinu s DNA vazebnou doménou spojeného s nukleazovou
doménou. Kdezto CRISPR/Cas je zalozen na nukleaze nesouci RNA, kterd je

komplementarni k cilové sekvenci. Jejich efektivita mize byt ovlivnéna 1 stavem
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chromatinu, ktery jim muze branit v pfistupu k DNA, obdobné jako je tomu u opravnych
proteinti. Piestoze jsou programovatelné nukleazy jiz mnoho let aktivné vyuzivany a
zkoumany, jen velmi malo pozornosti bylo u rostlin vénovano vlivu usporadani chromatinu

na jejich efektivitu a opravu jimi zplisobenych zlomu.

2 - Programovateln¢ nukleazy — mechanizmy rozpoznani cilovych
mist a zplsoby Stépeni

2.1 - Zinc finger nucleases (ZFN)

ZFN jsou zalozeny na zinkovych prstech, to jsou bézné DNA vazebné motivy, afiff
s koordina¢né vazanym zinkem, které se vazou do velkého zlabku DNA, kde rozeznavaji
trinukleotidové sekvence (Grover et al., 2010). Zinkové prsty se vyskytuji v mnoha DNA
vazebnych proteinech, jako jsou naptiklad transkripéni faktory. Spojenim DNA vazebné
schopnosti zinkovych prstt s restrikéni endonukleazou FoklI vznikl G¢inny néstroj genového

inzenyrstvi ke specifické tvorbé dvouvlaknovych zlomii (Kim, Cha and Chandrasegaran,

1996).

ZFN obsahuji zpravidla 3-6 zinkovych prsti a FokI nukleazu. ZFN tak dokaZe rozeznavat
sekvenci 9-18 nukleotidi. Je tedy potieba, aby se sesly dvé ZFN v jednom misté proti sobg,
nebot’ endonukledaza Fokl funguje jako dimer (Bitinaite e al., 1998). Pokud dojde
k dimerizaci, Fokl endonukleazy §tépi kazda jedno vldkno DNA, ¢imZ dochézi ke vzniku
nejcasteji Ctyrnukleotidovych 5° presahujicich konct. Délka presahti miize byt ovlivnéna
délkou linkeru, kterym je spojena Fokl doména se zinkovymi prsty (Smith, 2000).
Nevyhodou ZFN je vSak jejich relativng Casté off targety a relativné nizka ucinnost (Chen et

al., 2013; Khalil, 2020).

2.2 - Transcription activator-like effector nucleases (TALENS)

Systém je odvozen od bakteridlniho (Xanthomonas) proteinu TALE (Transcription
activator-like effector) s DNA vazebnou aktivitou. Bakterie jej vyuZivaji k manipulaci
transkripce rostlinného hostitele, prostiednictvim jeho navézani do promotoru (Xue et al.,
2021). TALE se sklada z 13-28 setti tandemovych repetic po 33-35 aminokyselinach,
pfi¢emz posledni repetice ma jen 20 aminokyselin (Cermak ef al., 2011). Na 12. a 13. pozici
obsahuji dvojici variabilnich aminokyselinovych zbytkd (RVD, repeat variable di-residues).

RVD maji riiznou afinitu k jednotlivym bazim (Boch et al., 2009).
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TALEN byly vytvotfeny pfidanim Fokl nukleazy na C konec TALE proteinu. TALEN se
pouzivaji jako dimery, kde dva TALEN proti sob¢, kazdy na jedno vladkno, s tim ze mezi
nimi zastava mezera zhruba 15-20 nukleotidii. V této mezete poté §tépi Fokl nukledzy kazda
jedno vlakno DNA a vznika tak dvouvlaknovy zlom. Kombinaci repetic s odliSnymi RVD
lze modulovat specifitu TALEN k DNA. TALEN maji relativné vysokou specifitu a
relativn€ malé mnozstvi off targeta (St€peni mimo cilovou oblast), zatimco jejich nevyhodou
je jejich velikost a problémy se vkladanim vektory do bunek, kviili repeticim (Gupta and

Musunuru, 2014; Khalil, 2020).

2.3 - Clustered regularly interspaced short palindromic repeats / CRISPR associated
(CRISPR/Cas)

CRISPR/Cas systém, poprvé objeven u E. coli vroce 1987 (Ishino et al., 1987), slouzi
u prokaryot jako protivirové obrana, pokud dojde k reinfekci stejnym patogenem. Patogenni
DNA je Stépena diky nukledzdm fizenym komplementirnimi RNA, tvofenou z ¢asti
patogenni DNA integrované béhem pifedchozi infekce. Fungovani systému muizeme

demonstrovat na bakterii Streptococcus pyogenes.

2.3.1 - CRISPR/Cas v bakteriich

Streptococcus ma hned 2 CRISPR/Cas systémy, a to I-C a II-A. K integraci cizorodé DNA
slouZi proteiny Casl a Cas2, piipadné v systému I-C je diskutovana i ucast Cas4 (Lee et al.,
2018). A v ptipad¢ systému II-A se integrace Ucastni navic Csn2 (Ka ef al., 2018). Kratky
usek cizorodé DNA (spacer) je zainkorporovan mezi kratké palindromatické repetice
(CRISPR, clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Z t€chto spacerid se
poté tvoii crRNA s 20 nukleotidovou oblasti komplementarni k cilové sekvenci. V systému
II-A je potieba jeste trans-activating crRNA (tractRNA), jejiZ ¢ast pak spolu s ¢asti crRNA
tvoii duplex (guide RNA; Deltcheva et al., 2011). V dalsim kroku dochézi k hleddni DNA
parujici s crRNA, tedy homologni s ptivodnim tsekem cizorodé DNA (protospacerem;

(Jiang et al., 2015)).

Soucasti cilové sekvence je 1 3-5 nukleotidova tzv. protospacer adjacent motif (PAM)
sekvence. Ta slouzi k odliSeni vlastni a cizorodé DNA, aby nedoslo ke Stepeni ve vlastnim
genomu (Gleditzsch et al., 2019), protoze PAM sekvence by se v bakterialnim genomu
neméla témét vyskytovat. Vsystému I-C rozpoznani zavisi na Cascade komplexu

skladajiciho se z proteinii Cas5c, Cas7 a Cas8c (Hochstrasser et al., 2016). Po sparovani
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DNA s crRNA je na misto atrahovana nukleaza Cas3, ta rozvoliiuje DNA a §tépi vldkno
naproti Cascade komplexu, pfesny mechanizmus je vSak nejisty (Nimkar and Anand, 2020).
V systému II-A je hledani zprostiedkovano komplexem nukledzy Cas9 a duplexem
crRNA/tracrRNA. Hledanda PAM sekvence pro Cas9 je 3'-NGG-5" (N je jakykoli
deoxynukleotid) a Cas9 k ni m4 afinitu diky dvéma doméndm s argininem, které interagu;ji
s guanosiny (Anders et al., 2014). Poté, co Cas9 nasedne na DNA arozpozna PAM, indukuje
lokalni rozvolnéni DNA. A v pifipadé komplementarity dochazi k invazi guide RNA
(crRNA) vlékna a tvorbé duplexu s vlaknem bez PAM sekvence. Pro spusténi nukledzové
aktivity je tfeba komplementarity minimaln¢ 13 bazi od PAM sekvence (Jinek et al., 2012).
RuvC doména $tépi vlakno s PAM sekvenci 3 nukleotidy za jejim koncem a HNH doména
Stépi vldkno parujici s guide RNA na pozici odpovidajici druhému vldknu a vznika tak

dvouvlaknovy zlom s tupymi konci (Gasiunas et al., 2012).

2.3.2 - CRISPR/Cas v genovém inzenyrstvi

V genovém inZenyrstvi se vyuZziva nejcastéji systému II. Napiiklad praveé ze Streptococcus
pvogenes, modifikovaného vytvofenim tzv. single guide RNA. Tedy fize crRNA
s tractfRNA a vznik chimerické RNA (Jinek et al., 2012). Béhem S$tépeni CRISPR/Cas9
muze dochazet ktvorbé tupych 1 piesahujicich koncl, nejcastéji s 1 presahujicim
nukleotidem na 5" konci (Jinek et al., 2012; Li et al., 2015; Ptibylova et al., 2022). Systém
ma mnoho vyuziti jako je naptiklad knockout genti pomoci bodovych mutaci, kdy dochazi
ke zméné &teciho ramce. Ci vkladani genti a tvorba transgennich organismil, kdy je cilova
DNA roz§té€pena a vznikly dvouvldknovy zlom je opraven pomoci do buiniky vneseného
homologniho tseku DNA. Tento homologni usek se nachédzi na krajich dvouvldknového
zlomu a sou¢asné na hranicich genu naseho zajmu (oprava je zaloZena na podobném principu
jako je oprava pomoci HR, nebo piipadné pomoci TMEJ — ob¢ drahy popsany v kapitole 3;
(van Kregten et al., 2016; Que et al., 2019)).

Dale existuji 1 modifikované varianty Cas9. Naptiklad Cas9 nikdza (Cas9n), jez ma
vymutovanou jednu nukledzovou doménu a §tépi tak pouze jedno vldkno DNA. Pti pouziti
dvojice Cas9n mifenych blizko sebe na opacna vladkna dochazi k tvorbé dvouvlaknovych
zlomu, s minimalizovanym mnozZstvim off-targetli, jelikoz se k tvorbé dvouvldknového
zlomu musi sejit dvé Cas9n. V piipadé off-targeti totiz misto dvouvlaknového zlomu
vznikaji jen jednovldknovéa preruseni, kterd jsou opravovédna na rozdil od dvouvlaknovych

zlomil bezchybné (Ran et al., 2013).



Dalsi modifikovand varianta méa deaktivované obé nukleazové domény, tzv. dead Cas9
(dCas9). Kvuli absenci nukleazové aktivity, se dCas9 po navazani dlouho drzi v cilové
oblasti, nebot’ disociace Cas9 z vldkna je v piirozeném stavu zavisld na rozstépeni vlakna.
Muze byt vyuzita napiiklad k inhibici transkripce (CRISPRi), pokud je fuzovéana s
transkripénim represorem, nebo pokud je mifena do oblasti promotoru, kde brani nasednuti
transkripcnich aktivatorti (Larson et al., 2013). Obdobné mtze dCas9 slouzit i k aktivaci
transkripce (CRISPRa), pokud nese transaktivatory, nebo brani nasednuti represorii (Ding et
al., 2022). Dale mize byt fuzovan s funkéni nukledzou, podobné jako v ptipadé¢ TALENSs a
ZFN. A pak muze §tépit DNA mimo rozpoznavanou sekvenci. Nebo muze slouzit taky jen
jako DNA sonda, pokud knému ptidame reportérovy protein. MozZnosti vyuziti

modifikovanych a rizné€ fizovanych variant jsou obrovské. (Karlson et al., 2021)

Kromé¢ Cas9 se vyuzivaji i jiné Cas proteiny. Naptiklad Cas12, jehoz odlisnosti je vyhradni
tvorba piesahujicih konci a vyuzivani PAM sekvence zalozené na oligo T nukleotidech,
namisto G nukleotidll jako je tomu u Cas9. Déle na rozdil od Cas9 vyuziva k navadéni
v prirozeném stavu jen jednu RNA. Ma také vyssi specifitu nez Cas9, nebot’ pro $tépeni
vyzaduje parovani alespon 17 nukleotidi mezi crRNA a cilovou DNA. Hlavni vyhody Cas12
tedy plynou z pouziti v pfipadech, kdy leZi cilena sekvence v G chudé oblasti, ¢i v ptipadech

kdy je kladen diiraz na tvorbu lepivych konct (Qiu, Zhou and Liu, 2022).

3 - Typy oprav dvouvlaknovych zlomu

Po shrnuti dnes ¢asto pouzivanych programovatelnych nukleaz a jejich zplisobu tvorby
dvouvlédknovych zlomt v predchzi kapitole, bude dale nasledovat popis rostlinnych
opravnych mechanizmi, slouzicich slouzi k opravé zminovanych dvouvlaknovych zlomu.
Zminéno bude rozpozpoznavani zlomi spolu se signalizaci a dale hlavni opravné drahy

dvouvléknovych zlomt, jako jsou nehomologni spojovani.

3.1 - Dvouvlaknové zlomy a signalizace

Aby mohlo dojit k opravé poskozené DNA, musi byt poskozeni nejprve nalezeno.
Vseobecné mechanizmy signalizace a oprav dvouvlaknovych zlomi jsou mezi eukaryotnimi
organismy konzervované (Spampinato, 2017), avSak stale jsou zde odliSnosti v n¢kterych
drahach. Po vytvoreni dvouvldknovych zloml bylo u Arabidopsis thaliana v misté
poskozeni nejprve pozorovano nabohaceni POLY (ADP-RIBOSE) POLYMERASEI]

proteinu (PARP1) nebo heterodimeru KU70/80. Pravdépodobnost vyskytu jednoho ¢i
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druhého v misté zlomu zéavisi na fazi bunééného cyklu (Yang et al., 2018). Pokud se v misté
zlom nalézd PARPI, tak je tam dale navadén MRN komplex (slozen z MEIOTIC
RECOMBINATION 11 (MREI1), RADS50 (Radiation insensitive 50 homologue),
NIJMEGEN BREAKAGE SYNDROME 1 (NBSI1)). Ten nasledn¢ aktivuje ATAXIA-
TELANGIECTASIA MUTATED (ATM), jednu z Gstfednich proteinkinaz ucastnicich se
signalizace poskozené DNA (Lee and Paull, 2004). Druha tstiedni proteinkinaza ATAXIA
TELANGIECTASIA-MUTATED AND RAD3-RELATED (ATR) je aktivovana interakci
ATRIP (ATR interacting protein) s replikacnim proteinem A (RPA) navdzanym na ssDNA
(Zou and Elledge, 2003). Ob¢ aktivované proteinkinazy se Ucastni signalni kaskady, jez
prostfednictvim super regulatoru SOG1 (SUPPRESSOR OF GAMMA RADIATION)
ovliviiuje expresi genli pro opravu DNA (Yoshiyama et al., 2009). Dile SOGI
prostfednictvim WEE1 zplsobuje pozastaveni bunéného cyklu (De Schutter et al., 2007).
Kinazy také fosforyluji histon H2A.X, jimz je pak znaceno okoli dvouvléknovych zlomi
(Friesner et al., 2005). Oznaceni okoli zlomd, mize umoziovat amplifikaci signalu

usnadiiujici ptistup opravnych proteintl, ¢i muize ptispet k uréeni konkrétni opravné drahy.

3.2 - Klasické nehomologni spojovani konci (cNHEJ)

K opravé dvouvladknovych zloml pomoci klasického nehomologniho spojovani konch
(cNHEJ, classical non-homology end-joining) dochézi, ptfedev§im pokud neni v jadfe
dostupny donor homologni DNA, tedy pokud se jedna o G1 fazi, potazmo o pocatek S faze
bunééného cyklu, kdy jest€¢ neni vytvorena sesterskd chromatida. Déle tento typ opravy
dominuje v nedélicich se buiikdch, v GO fazi (Lieber, 1999). Oprava pomoci cNHEJ
generuje vice chyb nez pomoci homologni rekombinace (HR), vyhodou je ovSem rychlost,
s jakou dokaze cNHEJ dvouvlaknovy zlom opravit. Cely mechanizmus je pomérné dobie
popsan u savcu a kvasinek, avSak jeho popis u rostlin dosud pokulhéva. Draha je pomérné
konzervovand, ale u rostlin doposud nebyly nalezeny homology k nékterym proteinim
ucastnicim se cNHEJ u savcl a kvasinek. Naptiklad u kvetoucich rostlin nebyly nalezeny

homology DNA-dependentnich proteinkindz (Chen et al., 2021).

Mechanizmus s rostlinnymi homology pak vypada ziejmé néasledovné (Viz. Obrazek 1). Na
odhalené konce DNA naseda heterodimer KU70/80, jenz pak brani resekci koncti (Sté€peni
5" koncového vldkna a tim tvorba 3" presahu; (Kazda et al., 2012)) a navadi k mistu zlomu
dalsi proteiny. V ptipadé¢ dvouvldknovych zloml zpisobenych zafenim mize dochéazet

kromé vzniku zlomu i k dalSimu poSkozeni DNA jako je poskozeni bazi. Také po rozlomeni
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dochdzi k ptenosu fosfatu z 5” konce na 3" konec. Takové konce nemohou byt ligazou
spojeny dohromady a musi nejprve dojit k jejich tpravé. U rostlin ma upravu koncl na

starosti SNM1 (SENSITIVE TO NITROGEN MUSTARD 1; (Molinier, Stamm and Hohn,

Klasické nehomologni spojovani koncti (cNHEJ)

Vyrovnani koncd a doplnéni 1
chybé&jich nukleotid(

Pogkozeni DNA
ionizujicim zarenim i

R -
. - XRCC4

Nasedani dimeri KU70/80,
branicich resekci konci ]

KU70/80 pol A

o Ligace komplexem
- Ligdzy4 a XRCC4

O
Uprava konci pro ligaci

pomoci SNM1 J.

SNM1

mmgES :'f.mm !

Created in BioRender.com bio

2004; Johnson, Hellens and Love, 2011)), rostlinny homolog lidského proteinu Arthemis,

Obrazek 1 - Schéma NHEJ drahy

jez ma na starosti zpracovani koncti pfi cNHEJ u lidi (Chang, Watanabe and Lieber, 2015).
Opravy se dale ucastni DNA polymeraza A (Roy et al., 2013) au lidi i polymeraza p, ktera
se vSak u rostlin nevyskytuje. Komplex ligizy 4 a XRCC4 (HOMOLOG OF X-RAY
REPAIR CROSS COMPLEMENTING 4) nakonec liguje konce DNA dohromady a tim
zlom je opraven (West ef al., 2000).

3.3 - Homologni rekombinace (HR)

Oprava dvouvlaknovych zlom pomoci homologni rekombinace spociva v opraveé
posSkozené DNA podle jiného, idedln€¢ neposkozeného, homologniho useku DNA. Jako
donor slouZzi nejcastéji sesterska chromatida a buiika tedy musi byt jiz po replikaci (v ¢asti

S a G2 féaze). Tato oprava je povazovana za bezchybnou a je prfedevsim dilleZita pti opravach
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dvouvlédknovych zloml v mistech esencidlnich genli. Mimo to umoziuje crossing-over pfi
meidze (Amunugama and Fishel, 2012). Homologni rekombinace je ovSem relativné pomaly

a slozité regulovany proces.

3.3.1 - Iniciace homologni rekombinace

PARP1 kompetuje o volné konce DNA s komplexem KU70/80. V S a G2 f4zi mize PARP1
PARylovat (navéSeni velké mnozstvi ADP-ribozy) KU70/80, tim dochazi k jeho odstranéni
a nasledn¢ jeho nahrazeni PARP1 (Yang ef al., 2018). Pokud se na misto zlomu dostane
PARP1 protein, tak do mista zlomu rekrutuje MRN komplex (slozen z MRE11, RADS50 a
NBS1). MRN komplex, respektive MRE11 v soucinnosti s exonukleazou 1 (EXO 1) vytvari
svou 5°->3" exonukledzovou aktivitou dlouhé 3" presahujici konce. Na odhalené vlakno se
diky své afinité¢ k ssDNA vaze RPA, jenz pak vlakno stabilizuje a chrani. U savci se na

ochran¢ ssDNA podili i RNA polymeraza III tvorbou komplementarniho transkriptu (Liu et

Oprava pomoci homologni rekombinace (HR)

- [T - ]

RADS1 s pomoci BRCA2

Rozpozndni - RAD51 s RADS4 tvori
dvouviaknové | nasedad na DNA krytou RPA na DNA
zlomu pomoci PARP1 PARP1 — presynaptické vidkno
'Y
. BRCAZ2 RPA
0 e A
IO, & TINIIII AT S
e = RADS51
Q I
EXO1
ﬁ\ J PARP1 rekrutuje v
A MRN komplex Presynapticke viakno l
.| MRN invaduje sesterskou
chromatidu
PARP1 Presynaptické vi4kno

5" koncil, jiz dalé
pebira EXO1

RADS1/RADS4 |
MRN spousti resekci ?“m m
MRRIRDIDIUROOIIONR

EXO1

A
\ ’ EX01 MRN e !
\ e Synthesis dependent Double
strand anealing holliday
(SDSA) junction
MRN \}} (dH])

Created in BioRender.com bio

Obrazek 2 - pocatek HR: rozpoznani zlomii, resekce koncii; formovani presynaptického vidkna, invaze presynaptického
vlakna do homologniho tiseku sesterské chromatidy
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al., 2021). Na misto zlomu je pfivadén protein RADS1 metyltransferazou SUVR2 (Liu et
al., 2022). Tento proces je zprosttedkovan LLPS (liquid-liquid phase separation), jedna se
noveé navrzeny mechanizmus vzajemnych interakci na molekuldrni urovni (Peng, Hsu and
Wu, 2021). RADS1 interaguje s proteinem BRCA2 (BREAST CANCER 2), ktery méni jeho
konformaci a vazebnou aktivitu k DNA, a tim mu umoziuje nasedat na komplex RPA-DNA
a tvofit presynaptické vldkno (viz obrazek 2; (Davies et al., 2001; Fu et al., 2020)). Na
presynaptické vlakno nasedd RADS54, diky interakci s navazanym RADS1 (Mazin et al.,
2000; Hirakawa et al., 2017). Poté byl pozorovan ptesun komplexu presynaptického vlakna,
pomoci znaceného RAD54, smérem k jaderné periferii (Meschichi et al., 2022), tam RAD54
spolu s RADS]1 iniciuje hleddni homologniho useku a naslednou invazi 3” ptesahujiciho
vldkna do homologniho useku DNA (Tavares et al., 2019). Déale miize oprava pomoci

homologni rekombinace u rostlin pokra¢ovat dvéma cestami.

3.3.2 - Synthesis-dependent strand annealing (SDSA)

Jednou =z variant homologni rekombinace je SDSA Synthesis dependent
(Synthesis-dependent strand annealing; viz obrazek 3). strand anealing
Dochazi pti ni k zachyceni a invazi jednoho 3" ptesahujiciho (S DSA)

vlakna poSkozené DNA do homologniho useku donora —RON%
DNA, tim vznikd jednoduchy D-loop. Po anealingu :@M
polymeraza prodluzuje invadujici vldkno DNA dle PApE
homologniho tseku. Prodluzovani koncii se pravdépodobné l

ucastni DNA polymeraza & (Maloisel, Fabre and Gangloff, AT m—70
2008), ale diskutovana je téZ ucast polymerazy &, ptipadné i l

role polymerazy a (Pursell and Kunkel, 2008; Prindle and Ugiza1 ()

Loeb, 2012). Po prodlouzeni invadujiciho vlakna dochézi VN2 g \'7\ "2
kjeho wuvolnéni z homologniho tUseku. A dochazi

k opétovnému parovani s druhémym plvodnim vlaknem, l

kde dochdzi dokonceni prvniho vldkna a opravé druhého RISIRIRIRIRIRIDTITS
vlakna podle prvniho, opraveného podle homologniho tiseku
(viz obrizek 3). Nakonec dochazi k dosyntetizovini womiirs Do ooy

ptipadnych mezer a ligaci. Ligace se pravdépodobné Gcastni

ligaza 1, u niZ bylo ukazéno, ze jeji absence zpusobuje

invadujictho vldkna podle homologniho
useku; parovani koncii piivodniho viakna,
dalsi proudlouzeni vidken; ligace

zvysenou citlivost k induktorim dvouvlaknovych zlomt (Waterworth et al., 2009).
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3.3.3 - Double Holliday junction (dHJ)

Dalsi variantou homologni rekombinace je vznik dvojité
Hollidayovy struktury (dHJ, double Holliday junction; Double h0|||day
viz obrazek 4). Stejn& jako v pripadé SDSA dochazi junction (dHJ)
k zachyceni 3" presahujiciho vldkna poSkozené DNA a DNA pol 8 (7)
jeho invazi do homolohniho tseku DNA. Poté vSak m
dochazi k zachyceni a invazi i 3" ptfesahujiciho vldkna
zdruhého konce DNA, a tim vznika dvojity D-loop. Obé l
chybéjici vldkna jsou prodlouzena podle donora R Ve v R
homologie, ovSem dochazi ke vzniku dvojité V “ Q0
Hollidayovy struktury. Tu je potfeba poté pterusit, aby i
doslo opét krozdéleni na samostatné fetézce DNA. gzl 2
Avsak béhem oprav v somatickych bunkach je tieba WD o
bréanit vzniku crosing-overu, k némuz by mohlo dojit pfi l
nespravném rozpojeni Hollidayovych struktur, aby
nedochazelo k chromozomovym aberacim. Vzniku

hned nékolik mechanizmu.

crossing-overu brani
Obrazek 4 — Schéma dHJ: vznik dvojitého

D-loop a prodluzovani obou vidken podle
homolognitho  useku;,  vznik  dvojité
Hollidayovy  struktury a jejinasledné
Stépeni rosolvazami (TOP3a.a RECQ4, ci

a helikazy RECQ4 (ATP-dependent DNA helicase Q4), [4ANCM); ligace
¢1 FANCM (FANCONI ANEMIA COMPLEMENTATION GROUP M) helikaz (Ségué¢la-
Arnaud et al., 2015).

Jednotlive mechanizmy vyuzivaji  jmenovité

rezolvazové schopnosti topomizomerazy 3 alfa (TOP3a)

3.4 - Theta-mediated end joining (TMEJ)

Dal$i moznosti pro buniku, jak opravit dvouvladknovy zlom, je pomoci DNA polymerazy 6
(TMEJ, Theta mediated end joining) vyuZzivajici mikrohomologii v oblasti piesahujicich
konctt DNA (viz obréazek 5). Tuto cestu miizeme v literatufe také najit pod oznacenim MMEJ
(microhomology mediated end joining), ¢i Alt-EJ (alternative end joining). Tento typ opravy
nijak vyrazn€¢ nekompetuje s ostatnimi typy a slouzi tedy pfedevSim jako zaloZni
mechanizmus, kdyz selZze oprava pomoci homologni rekombinace, ¢i NHEJ (Wyatt et al.,

2016). Tento typ opravy je opét popsan piedevs§im u lidskych bun€k a z toho diivodu se
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nasledujici popis tyka lidské polymerazy 6. Mechanizmus se ale vyskytuje i u rostlin (van

Kregten et al., 2016).

Pro spravnou funkci vyzaduje polymeraza 6, aby doslo k resekci konci DNA. Tu obstarava
MRN komplex. V tomto kroku mize tedy oprava, zapocatd pomoci homologni
rekombinace, pfepnout na opravu pomoci TMEJ. Na rozdil od homologni rekombinace je

resekce nezavisla na Exol, nebot’ v TMEJ draze staci vznik pouze kratSich 3° piesaht

Theta mediated end joining (TMEJ)

Resekce 5° koncd MRN

komplexem 1
MRN

Odstranéni

neparujicich

W SForesan

3 ! gy -
ph@imjmw konci Proudlezeni 3" konca Odstranéni 5
a hledani homologie polymerazou 8

koncovych pfesahi
l

T ST

Odstranéni Doplinéni mezer a
nepéarujicich 3 zaligovani
Fesahii
ko%mm J DNApol B (7 Ligdza 1 (7]

RAD1/ERCC1
RA|

\ ) U

Created in BioRender.com bio

Obrazek 5 — Schéma TMEJ drahy od resekce po ligaci

(Truong et al., 2013). Ke zlomu je rekrutovana polymeraza 6. Jejiho navadéni se dle studie
na savcich pravdépodobné ucastni PARP1 (Mateos-Gomez et al., 2015). Polymeraza 6
indukuje hledani homologie na ptesahujicich 3" koncich (Kent ef al., 2015). Homologni usek
musi mit minimalné 2 baze, idealn¢ vSak 4 v ptipad¢ lidské polymerdzy. Po sparovani
mohou vznikat neparujici 3" koncové ptesahy, takzvané 3° , flaps®, které vyrazné snizuji
efektivitu polymerazy pii prodluzovani vldkna (He and Yang, 2018). U kvasinek jsou tyto
3’ koncové¢ presahy odstraiiovany komplexem Rad1/Rad10 (Karumbati et al., 2003). Jejich
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homology u rostlin jsou ERCC1 (Excision Repair Cross Complementation group 1
homologue) a RAD1 (Mahapatra and Roy, 2020). Kromé deleci vzniklych odstraiiovanim
téchto 3" presaht, je problémem i vysoka chybovost polymerazy 0. V ptipad¢ delSich usekt
muzeme spekulovat o kooperaci polymerazy 0 s dal§imi eukaryotickymi polymerazami, jako
je tomu u kvasinek a savct (Meyer, Fu and Heyer, 2015; Layer et al., 2020). Diky helikazové
aktivité polymerazy 6 muize dochazet k rozvolnéni DNA pied prodluzujicim se vldknem
(Kent et al., 2015; Ozdemir et al., 2018) a vzniku neparujicich 5° pfesahii z ptivodnich
vlaken. Pokud dojde k jejich vytvoreni, tak jsou tyto neparujici, 5" koncové, presahy z DNA
opét odstranény. Tohoto odstraiiovani by se mohly ucastnit proteiny GEN1 a SEND1, kter¢
kromé své resolvazové aktivity umi i velmi dobte vystépovat neparujici 5° koncové presahy
DNA (Bauknecht and Kobbe, 2014). Ptipadné se vySt€épovani mize Ucastnit exonukledza
FENI, kter4 se UcCastni odstrafiovani piesaht u savcl (Mengwasser et al., 2019). Vzniklé
mezery po odstépeni piesahil jsou poté doplnény a dochazi k ligaci. Ligaza 3, ktera liguje
konce u savct, u rostlin chybi. Predpoklada se tedy, Ze u rostlin jeji funkci ptebira Ligaza 1,

ktera u savct ligdzu 3 zastupuje (Patterson-Fortin and D’ Andrea, 2020).

3.5 - Single strand annealing (SSA)

U rostlin existuje jesté dalsi opravna draha zaloZena na homologii, nékdy téz fazena pod HR,
a to single strand anealing (Orel, Kyryk and Puchta, 2003). Stejné¢ jako v pfipadé klasické
homologni rekombinace dochéazi k dlouhé¢ resekci koncti pomoci MRN komplexu a EXO1
(Mimitou and Symington, 2008). Narozdil od klasickych oprav dle homologni
rekombinace, se vSak této opravy neucastni dal$i molekula DNA, nybrZz jako donor
homologie zde slouzi druhy 3" presahujici konec poSkozené DNA (viz obrazek 6) obdobné
jako u TMEJ. RozliSeni mezi TMEJ a SSA miiZe mit na svédomi PARP1, ma kladny vliv
na opravu pomoci TMEJ a zaroven inhibuje Rad52, jenz slouzi jako ustfedni protein v SSA

draze (Wang et al., 2021; Luedeman et al., 2022).
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Anealing DNA je zprostiedkovan u

kvasinek interakci proteini Rad52 a Smgle strand aneallng

Rad59 sRPA naodhalenych 3’ )
Resekce 5" koncu MRN

komplexem a EXO1
ExOl

2003). Rad59 se vsak u vyssich o

eukaryot nevyskytuje. N-terminalni W M@'_

doména Rad52, je homologni k velké

koncich poskozen¢é DNA (Davis,

Casti Rad59 a stejné tak dochazi i RADSZ iniclue

N , . . presahujiciho vidkna
k ptekryvu  funkci téchto proteini k druhému konci RADS2

poskozené DNA

(Kagawa et al, 2002). Tato N-
termindlni doména je konzervovand a E 'E
vyskytuje se i v rostlinach (Samach et i
al., 2011). SSA pottebuje homologni RAD1/ERCC1

Odstl"aﬂl.l]e 3" koncové
usek o délce mezi 29 az zhruba 400 nepérujicl plesahy

nukleotidy (Sugawara, Ira and Haber,

RAD1/ERCC1

Dochazi k prodlouzeni

; T 3’ konci a nasledné&
2000). Po  anealingu  dochazi Kk zaligovani l .
k odstranéni 3" piesahujich neparovych NOVNDS LOVR
DMA pol & I

zbytkd, stejnou drahou jako u TME]J.
Tedy s vyuzitim proteinii Rad1 a Rad10

anavic s pomoci proteintt Msh2 a Msh3 Crested in BloRender.com |blo

(Sugawara et al, 1997), respektive Obrazek 6 — Schéma SSA drahy od resekce koncii po ligaci

ERCCI1, RADI1, MSH2 a MSH3 u rostlin. PfestoZe neni znamo, kterd polymeraza se ucastni
dopliiovani mezer, tak diskutovany jsou polymeraza & podobné€ jako pii homologni
rekombinaci, nebo transla¢ni polymeraza C (Gallagher et al., 2020). V piipad¢ parazitického
prvoka Leishmania se napiiklad SSA ucastni polymeraza 0, stejné jako v TMEJ. Stejné jako
dopliiovani mezer je sporna i ligace. Diskutuje se ucast Ligazy I, podobné jako u TMEJ ¢i

homologni rekombinace (Vu et al., 2022).

4 - Vliv chromatinu na aktivitu programovatelnych nukleaz

4.1 - ZFNs v chromatinovém kontextu
Mozny vliv uspofaddani chromatinu a aktivni transkripce na Stépeni pomoci ZFNs, byl

zminén ve studii zabyvajici se tvorbou ZFNs pomoci OPEN (Oligomerized Pool
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ENgineering), ktera byla provedena na lidskych bunéénych liniich. ZFNs byly neaktivni pfi
cileni do netranskribované¢ho genu a naopak aktivni v bunécné linii s aktivni transkripci
téhoz genu (Maeder et al., 2008). K podobnym vysledktim dosli 1 autofi studie porovnavajici
stav chromatinu ve dvou virovych integra¢nich oblastech v lidskych bunikach. Ve studii byla
testovana pfistupnost lokusu AAVSI1 s otevienym chromatinem v transkripéné aktivni
oblasti a lokusu CCRS5 suzavienym chromatinem, pomoci ZFNs a virového DNA
vazebného proteinu Rep78. Dle ocekavani nebyly ZFNs v uzavieném chromatinu lokusu
CCRS5 efektivni (van Rensburg ef al., 2013). Tim ze ZFNs jsou zalozeny na zinkovych
prstech obdobné jako velké mnozstvi transkripénich faktor, mizeme diskutovat o jejich
obdobném piistupu k DNA. Vzhledem k tomu, Ze éra vyuziti ZFNs je jiz na Ustupu kviili
objeviim uc¢innéjSich nastroji genového inZenyrstvi, tak se pozornost védcu jiz na vliv

usporaddani chromatinu na jejich funkci nesoustiedi.

4.2 - TALENS v chromatinovém kontextu

U TALENs byl pozorovan vliv riznych stavli chromatinu na efektivitu §tépeni, podobné
jako u ZFNs. Ve studii na porovnani ZFNs a TALENs probihajici na zarode¢né linii a
embryich Danio rerio byla u TALENs ukéazana vysSi uspéSnost mutageneze, a 1 vysSi
mnozstvi signifikantné mutagennich nukledz v piipadé cileni do otevieného chromatinu.
V ptipadé heterochromatinu byl rozdil v efektivit¢ obou nukleaz jesté prohlouben (Chen et
al., 2013). Ve studii na lidskych bunikdch byl pozorovan vliv uspotaddni chromatinu
na uc¢innost TALENS také. Efektivita Stépeni TALENs mezi uzavienym heterochromatinem
a otevienym euchromatinem se lisila v primé&ru 3 az 5 krat, pficemz vyssi efektivita Stépeni
byla dle ocekavani v euchromatinu (Chen et al., 2016). Ve stejné studii se ukazuje, ze
na schopnost efektivné §tépit v chromatinu mé efekt 1 pocet repetic v TALE. Nejvétsi
problém s piistupem do heterochromatinu mély TALENs s nejmensim poctem repetic a
Stépeni témito kratkymi TALENs se pohybovalo sotva nad detekovatelnou hranici. Toto
pozorovani lze vysvétlit nizsi afinitou kratkych TALEs k DNA. Vazebn4 afinita TALEs je
totiz nelinearné zavisla na poctu RVD repetic. Afinita TALE k DNA se fidi Gaussovskym
rozlozenim, kdy vyrazné€ nartistd kolem poctu 10 az 14 repetic, nejvyssi afinity dosahuji
TALEs s 15 az 19 repeticemi a s dale nartstajicim poctem repetic afinita opét klesa (Rinaldi

etal.,2017).
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Kromé vlivu chromatinu byl u TALENs zaznamendm i vliv metylace DNA na vazebnou
afinitu. Ve studii zabyvajici se aktivaci transkripce pomoci TALEs se ukazal pozitivni vliv
inhibovanych metyltransferaz a histondeacetylaz na jejich funkci (Bultmann et al., 2012).
Metylace cytosint brani rozpoznani DNA vazebnym tsekem RVD. Konkrétné se jedna
o repetici s dvojici aminokyselin histidin a aspartat (HD) v RVD misté, jez rozpoznavaji
cytosin pomoci slabych vazebnych interakci (Mak et al., 2012), které ptebytecnd metylova
skupina narusuje. Poruseni parovani v jednotlivych repeticich pak narusuje afinitu celého
TALE k DNA. Citlivost TALEs k metylaci cytosint Ize pfekonat nahrazenim HD repetice
repetici nespecificky vazajici RVD s asparaginem (N*; (Valton et al., 2012)).

Pii studii sledujici chovani TALENs a CRISPR/Cas9 v riiznych stavech chromatinu in vivo
zjistény i rozdily v kinetice hledani jejich cilové sekvence. U TALENs i u Cas9 byla uk4dzana
dvoustupiiova kinetika hledani (Jain ef al., 2021), podobné jako je tomu i u jinych DNA
vazebnych proteinii (Wunderlich and Mirny, 2008). Pfi hledani se daji rozliit dvé faze,
rychlé globalni hledani zavislé na prostorovém uspotadani v jadie a pomalé lokalni hledani,
kdy dochézi k posouvani podél DNA a hledani cilové sekvence. Cas9 a TALENs umi
pfepnout z rychlé globalni faze hleddni na lokalni v rozmezi 20 ms. PfestoZze pomér
globalniho a lokélniho hledani je u obou nukle4dz podobny, v euchromatinu ma vétsi vyhodu
Cas9, nebot’ TALEs vice reaguji na rtizné prekazky jako histony, ¢i transkripéni faktory. Pfi
hledani v heterochromatinu naopak dosahuji TALENs ve vétSiné ptipadid podobné, nebo 1

vyssi efektivity Stépeni nez Cas9 (Jain et al., 2021).

4.3 - CRISPR/Cas v chromatinovém kontextu

Rizné studie ukazuji zmény v aktivit¢ CRISPR/Cas9 v zavislosti na stavu chromatinu
v cilovém lokusu, kde v oblastech s kompaktnim heterochromatinem dochazi ke sniZeni
efektivity mutageneze CRISPR/Cas9 (Chen et al., 2016; Daer et al., 2017). Takové snizeni
efektivity mtize byt dlouhotrvajici po celou dobu rostlinného vyvoje a mize zpusobovat az
250 nasobné rozdily v efektivité mutageneze mezi jednotlivymi cilovymi sekvencemi,
cilenymi totoznou gRNA (Weiss et al., 2022). Naopak v nékterych dalSich studiich nebyl
pfi porovnani aktivity CRISPR/Cas9 se stavem chromatinu nalezen rozdil (Feng ef al.,
2016), nebo bylo pozorovano pouze opozdéni aktivity CRISPR/Cas9 (Kallimasioti-Pazi et

al., 2018). Aktivitu CRISPR/Cas9 tak zifejm¢ neovliviluje pouze Cist¢ otevienost, ¢i
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uzavienost chromatinu, ale svou roli zde evidentné hraje i konkrétni epigenetické znaceni,

ucast riznych histonovych variant a podoné.

4.3.1 - Nukleozomy

Naptiklad bylo ukazéano, ze efektivita CRISPR/Cas9, respektive efektivita jeho mutageneze
je vyrazné sniZzena az na desetinu, pokud se rozpoznavana sekvence nebo PAM sekvence
nachazi na nukleozomu. Cas9 miize mit totiz problém v takovych mistech na DNA
nasednout. Ke snizeni efektivity dochdzi, i pokud se na nukleozomu nachédzi jen &ast
rozpoznavané sekvence, ale zde neni efekt tak vyrazny (Hinz, Laughery and Wyrick, 2015;
Horlbeck et al., 2016). Nukleozom je dynamicky, muze napiiklad dochéazet k jeho
¢asteCnému spontannimu odvijeni a navijeni, tzv. ,,dychéni* (Buning and Van Noort, 2010),
také se po DNA pohybovat do stran postupnym pievyjenim, zavislym na ATP, jedna se o
tzv. ,.klouzani“ (Bowman, 2010). Toto nukleozomové dychani miize vysvétlovat, ze dochazi
jen k ¢aste¢nému poklesu v efektivité, pokud je rozpoznavana sekvence ¢i PAM sekvence
na hranici nukleozomu (Isaac et al., 2016). Pro umoznéni bezproblémového piistupu
CRISPR/Cas9 do DNA na nukleozomu jsou potifeba remodelacéni faktory. V piipade
kompaktniho chromatinu také miize piijit nasnadu CRISPR/Cas12a, jehoz aktivita je snizena
vlivem nukleozomu oproti jeho aktivit€ na volné DNA jen na ¢tvrtinu (Strohkendl et al.,

2021).

4.3.2 - Metylovana DNA

Efektivita CRISPR/Cas9 systému je ovlivnéna téZ metylaci DNA, konkrétné¢ metylaci
cytosinii. Bylo ukézano, Ze metylace cytosinll, nikoli v kodujici oblasti genu, nybrz
v promotorové oblasti, nepfimo negativné reguluje mutagenezi pomoci CRISPR/Cas9
(Ptibylova et al., 2022). To je ve shod¢ se starSimi studiemi na savcich, kde bylo ukazano,
ze metylace nedokaze sama o sob¢ zabranit Stépeni (Hsu et al., 2013). Ptesto vSak troveil
metylace negativné koreluje s vazebnou aktivitou Cas9 in vivo. (Wu et al., 2014). Metylace
v promotorove oblasti genti miize totiz u rostlin atrahovat SUVH proteiny (Li ef al., 2018).
Ty indukuji dimetylaci H3K9, jez je spojovana s heterochromatinem. Metylace cytosina
muze téz atrahovat histondeacetyldzy (Zemach and Grafi, 2003), jez zvySuji kladny naboj
histonii. DNA je poté drZzena na nukleozomu o to pevnéji. To, Ze metylace DNA neovliviiuje
efektivitu CRISPR/Cas9 ptimo, bylo ukdzano nezménénou vazebnou aktivitou

v metylovanych oblastech po purifikaci DNA (Fujita, Yuno and Fujii, 2016).

19



4.3.3 — Aktivni transkripce

Pti aktivaci transkripce v umlcené oblasti pomoci transaktivatoru byla stale pozorovana
snizena efektivita mutageneze CRISPR/Cas9. To muze ukazovat na kompetici mezi
transkripcnimi faktory, poptipad€ polymerazou na jedné stran¢ a Cas9 na stran€ druhé (Daer
et al, 2017). Stejné¢ tak byla nalezena vys$§i hladina mutaci v transgennim
netranskribovaném lokusu s metylovanym, tedy uml¢enym promotorem, v porovnani s tim
samym lokusem, kde byla transkripce stale aktivni (Ptibylova et al., 2022). Je vSak otazkou,
zda je snizend mutageneze nasledkem zménéné vazebné, ¢i nukledzové aktivity
CRISPR/Cas9, nebo zdali je nasledkem ptipadné efektivnéjsi opravy. Ze studie na savcich
vSak vyplyva, Ze aktivni transkripce miiZze mutagenezi CRISPR/Cas9 naopak dokonce jesté
umocnit. Efekt byl pozorovéan, pokud single guide RNA pérovala s pfepisovanym vlaknem.
Bylo totiz ukdzano, Ze RNA polymerazy, nejcastéji RNA polymeréaza II, dokézi vypudit
Cas9 z mista zlomu a tim se zvysuje Sance nepiesné opravy, ¢i dal§iho $tépeni (Clarke et al.,

2018).

4.3.4 - Modifikace histont a histonové varianty

Jak jiz bylo zminéno vliv na funkci CRISPR/Cas systému maji i modifikace histont. Jedna
se pfedev§im o modifikace histonu H3, naptiklad jeho acetylace H3K9ac, H3K27ac,
H3K36ac, H3K56ac, nebo jeho metylace H3K4me a H3K36me3 vSechny pozitivné koreluji
s CRISPR/Cas9 mutagenezi (Weiss et al., 2022). Trimethilovany H3K4me3 dokdze za
stabilizace H3K79me aktivovat transkripci v umlcené oblasti, nebot’ H3K4me3 atrahuje
transkripéni faktory, které pak rozvolnuji chromatin. Zde miZeme spekulovat vliv
kompetice transkripénich faktori na vazebnou aktivitu Cas9. Takovato upregulace genil
vSak nebyla pozorovana v CpG ostrovech (Cano-Rodriguez et al., 2016). Naopak metylace
H3K9 ¢i H3K27 koreluje s CRISPR/Cas9 mutagenezi silné negativné (Weiss et al., 2022).
Dale pak hraji roli v ovlivnéni aktivity CRISPR/Cas9 varianty histonu H2A. Napiiklad
depozice histonu H2A.W pftispiva sniZené pfistupnosti heterochromatinu, nebot’ ten diky své
C- termindlni doméné vaze linkerovou DNA obdobné jako histon H1, a tak mezi nimi
dochazi ke kompetici. H2A.W vSak na rozdil od histonu HI umoziiuje nukleozomové
dychani. To vysvétluje, pro¢ po vymutovani H2A.W dochazi ke snizeni piistupnosti

chromatinu, ptesto ze se H2A.W sam na snizené piistupnosti podili (Bourguet et al., 2021).
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4.3.5 - Remodelace a pfistup do chromatinu

Ptesto, Ze chromatinové a epigenetické znacky mohou regulovat pfistupnost chromatinu pro
CRISPR/Cas systém, tak i CRISPR/Cas9 sam o sobé ma schopnost otevirani chromatinu.
To bylo demonstrovano na savéich bunikach vyuzitim dCas9 jako transkripcniho aktivatoru.
Kde dCas9 po nasednuti v kompaktnim heterochromatinu umoziuje pfistup dalSich
transkrip¢nich faktorti a dochazi ke spusténi transkripce. Stejné tak po nasednuti umoziuje
jednodussi pristup i pro dalsi nukleazy (Polstein et al., 2015). K podobnym vysledkim, ze
dCas9 zpftistupiiuje chromatin pro pfistup transkripénich faktorti, dospéla i pozd¢jsi studie,
kde autofi navrhuji Cist¢ mechanickou podstatu otevirdni chromatinu rozvolfiovanim
duplexu DNA, nebo stérické stinéni nukleozomu Cas9. Téz ukazuji Ze Cas9 nema zadny vliv
na modifikace histond, coz neni vzhledem k prokaryotickému plivodu piekvapivé (Barkal et

al., 2016).

5 - Opravy dvouvldknovych zlomi ve vztahu ke stavu chromatinu

Stav chromatinu ovliviiuje 1 opravu DNA. Stejn¢ jako tvoti bariéru pro nukleazy (viz vyse),
tak brani kompaktni chromatin pfistupu opravnych proteint. Pro efektivni opravu je tedy
tteba, aby doslo k jeho remodelaci (Shaked, Avivi-Ragolsky and Levy, 2006). Pozorovatelné
jsou 1 rozdily v opravé na zdklad¢ pivodniho chromatinového kontextu. Napiiklad
na zéklad¢ kontextu mizou byt rekrutovany opravné proteiny s riiznou uspesnosti, a tedy

ve specifickém kontextu mtize byt rozdil ve frekvenci jednotlivych opravnych drah.

5.1 - Regulace chromatinu béhem oprav dvouvldknovych zlomi

Remodelace chromatinu po vzniku dvouvldknovych zlomid je pomérné slozity proces
zahrnujici velkou spoustu proteind. Dochéazi k vyméné a modifikaci histonti, ¢i odstranéni
celych nukleozomli pomoci remodelacnich komplexl, proteinkindz, histonacetylaz a

histonovych chaperont.

5.1.1 - Histonové varianty a jejich modifikace
V rostlinach je identifikovana celé fada histonovych variant, ze kterych se skladaji jednotlivé
nukleosomy. Ty poté mohou ovliviiovat opravy dvouvldknovych zlomi v zavislosti na jejich

sloZeni, které se miZze ménit podle toho, ze které oblasti chromatinu pochézi.

Histonova varianta H2A.X, ktera se vyskytuje pfedevSim v euchromatinu (Lorkovi¢ et al.,

2017), je kratce po vzniku fosforylovana aktivovanymi kindzami ATM a ATR (aktivace viz
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kapitola 3.1; (Waterworth et al., 2019)). Fosforylovany y-H2A.X lemujici poSkozenou DNA
slouzi ¢asto jako marker pfi pozorovani dvouvlaknovych zlomt, jelikoz znaceni y-H2A.X
od sebe jasn¢ oddéluje jednotlivé zlomy (Keogh et al., 2006). y-H2A.X také pravdépodobné
slouzi jako znacka pii regulaci bunéného cyklu (Bennett, Papamichos-Chronakis and

Peterson, 2013).

Casto zmifiovanou dvojici remodelaénich faktortl v souvislosti s opravami dvouvlaknovych
zlomil u savct jsou komplexy SWR1 a INO8O (Wang et al., 2019). Diive se predpokladalo
ze remodelacni komplex INOS8O je na misto zlomu navadén fosforylovanym histonem -
H2A.X (Morrison et al., 2004), novéjsi prace vSak toto tvrzeni rozporuje s tim, Ze piistup
INOS8O zavisi spiSe na probihajici fazi opravy. Studie navic ukazuje negativni korelaci
ptistupu INO80 s mnozstvim y-H2A.X, (Bennett, Papamichos-Chronakis and Peterson,
2013). Ve starsi literatufe se rovnéz uvadi, Zze rozvolilovani chromatinu pomoci INOSO
umoznuje ptistup dalSich proteint spojenych s opravami. Diky pomalé kinetice nasedani by
m¢lo jit pfedevsim o exonukledzy, které se podileji na vytvareni 3" pfesahujici konce, ¢imz
by dochézelo k pozorované stimulaci HR. (Van Attikum et al., 2004). Ovsem studie od
Bennet et. al. ukazuje, ze exonukledzy se spiSe na misto dostdvaji v zavislosti na fazi
probihajici opravy (Bennett, Papamichos-Chronakis and Peterson, 2013) a INOS80 tak
pravdépodobné pouze stimuluje jejich funkci. V pozdéjsich studiich se ukazuje role INO80
pii odstranovani histonu H2A.Z, ¢imz opravy muze ovliviiovat (Brahma et al., 2017). U
rostlin pak byl vliv INO80 na opravu pozorovan také, ale pouze u podjednotky ARPS
(ACTIN-RELATED PROTEIN 5; (Kandasamy et al., 2009)).

Rovnéz v okoli dvouvldknového zlomu dochazi k acetylaci histont H2 a H4
acetyltransferazou NuA4 (Nucleosome acetyltransferase of H4), ¢imz dochazi
k rozvolilovani chromatinu a upregulaci HR. K mistu zlomu je u kvasinek navadéna za
pomoci MRX (slozeného z Mrell, Rad50 a Xrs2) komplexu (Jobin-Robitaille ez al., 2013).
NuA4 navic u kvasinek inhibuje opravu cNHEJ, diky acetylaci dalSich specifickych
proteintl. Zarovei vSak je inhibovana, pokud se jiz v oblasti probihajici oprava skrze cNHEJ
nachazi (Ahmad et al., 2021). Vliv na rozvolnéni v oblasti dvouvlaknového zlomu ma na
opravu DNA 1 rostlinny homolog NuA4, a to konkrétné¢ podjednotky HAM1 a HAM2
(HISTONE ACETYLTRANSFERASE OF THE MYST FAMILY 1/2) (Campi et al., 2012).
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Remodelaéni komplex SWRI, ktery vyménuje histon H2A po acetylaci acetyltransferazou
NuA4 za H2A.Z (Altaf et al., 2010), jak se ukazuje, méa vliv i na opravu DNA u rostlin (Rosa
et al., 2013), konkrétné podporuje opravu pomoci HR. V piipadé bakterialniho SWRI1 se
naopak ukazuje podpora NHEJ drahy, jelikoz SWRI1 hraje roli pfi navadéni Ku80 (Van
Attikum, Fritsch and Gasser, 2007). Pozd¢jsi studie ukazuje jen maly vliv na NHEJ v swrl
mutantech, zatimco vétSina defektl je zavinéna absenci H2A.Z. Mimo to ovSem studie na
swrl mutantech ukazuje zmény v expresi dalSich opravnych gent (Morillo-Huesca et al.,

2010).

Inkorporace histonu H2A.Z SWRI1 komplexem u kvasinek stimuluje aktivitu Exol a
pravdépodobné i piesnost replikace polymerdzy 6 (Van et al., 2015), coz také zvySuje
efektivitu opravy pomoci HR. U rostlin se H2A.Z standardn¢ vyskytuje v neaktivnich
genech a v promotorech aktivnich genti a jeho role v opravé DNA je nejistd (Gomez-

Zambrano, Merini and Calonje, 2019).

V heterochromatinu savcu se typicky nachazi trimetylovany histon H3K9me3. U savct se
na H3K9me3 véaze HPI1 protein, ktery se poté, diky vzajemné agregaci s dal§imi HP1
proteiny vazicimi H3K9me3, podili na kondenzaci chromatinu. Signalni kaskada
dvouvldknovych zlomi muZze zpusobovat jeho fosforylaci a tim néasledné rozvolnéni
chromatinu (Maison and Almouzni, 2004). U rostlin se v§ak homologni HP1 like protein
do heterochromatinu nedostava, roli HP1 tak piebira neptibuzny protein ADCP1 (AGENET
DOMAIN (AGD)-CONTAINING P1; (Zhao et al., 2019)). Alternativné by mohl byt ptistup
do heterochromatinu zprostfedkovan fosforylaci rostlin€ specifického histonu H2A.W.7
pomoci ATM ¢1 ATR. H2A.W.7 se vyskytuje predevSsim v pericentromerickém
heterochromatinu a také v euchromatinu v heterochromatinovych ostrovech (Lorkovi¢ et al.,

2017).

5.1.2 - Histon chaperony

Histon chaperonové komplexy CAF1 (Chromatin Assembly Factor 1) a ASF1 (ANTI-
SILENCING FUNCTION 1) inkorporujici histony H3 a H4 do nové vzniklé DNA po
replikaci se zfejmé ucastni i zmén v chromatinu v souvislosti s opravou dvouvldknovych
zlomt. Tomuto tvrzeni nahrava ucast CAF1 na opravé jednovlaknovych preruSeni (Moggs
et al., 2000). Bylo spekulovéano, Ze po remodelaci chromatinu dal§imi proteiny béhem HR

opét obnovuji uspofadani nukleozomt a uvoliuji pozastaveni bunééného cyklu zpiisobného
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probihajici opravou (Kim and Haber, 2009; Gao ef al., 2012). Ztrata CAF1 u Arabidopsis
thaliana vede k chromozomové nestabilité, zkracovani telomer, k overexpresi proteint
typickych pro HR a TMEJ, avsak nedochazi ke zmén¢ aktivity NHEJ drahy (Varas, Santos
and Pradillo, 2017). Podobny fenotyp se objevuje i po ztrat¢ ASF1 (Zhu et al., 2011). Tento
fenotyp u CAF1 mutanta je vSak zavisly na proteinech NRP1 a NRP2, které (Gao et al.,
2012). Mozny podil téchto chaperonti na opravach dvouvlaknovych zlomt by se mohl ukazat
v NHEJ dréze. CAF1 totiz u lidskych buné€k piimo interaguje s komplexem KU70/80 (Hoek,
Myers and Stillman, 2011). A ASF1 u lidskych buné¢k dokonce opravu dvouvladknového
zlomu pomoci NHEJ skute¢né stimuluje (Lee et al., 2017; Feng et al., 2022).

Dal$imi dilezitymi histonovymi chaperony jsou NAPs a s nimi souvisejici NRPs. NAPs vazi
histony H2A a H2B. Ukazuje se totiz, ze ztrita NRP1 a NRP2 u Arabidopsis thaliana vede
k defektim v HR. Protoze nedochazi ke zménam v expresi HR genti, byla diskutovana
interakce s INO8O ¢i RADS1 (Gao et al., 2012). Na lidskych bunikach bylo ukézano, Ze
NAP1 stimuluje aktivitu RAD54 vyvazovanim histonit H1 a tim sekundarné ovliviiuje 1
RADS1 (Machida et al., 2014). Ohledné mozné interakce s INO8SO bylo ukézano, ze NRP1
je nad INO8O ve vztahu k HR epistaticky (Zhou et al., 2016). Dale je pak sklofiovana ucast
NRPI i v odstrafiovani histonu H2A.Z (Wang et al., 2020).

5.1.3 - Malé RNA

Ukazuje se, ze v opraveé dvouvlaknovych zlomi hraji roli 1 malé RNA, a to nejen u rostlin,
ale 1 v lidskych bunkéch. U rostlin jsou tyto malé RNA tvofeny RNA polymerazou IV
z tsekd v okoli dvouvldknového zlomu. Malé RNA se zde vSak neucastni na zménach
metylace jako je tomu v RADM (RNA-directed DNA methylation) draze, kde hraji malé
RNA ustfedni roli, nybrz hraji pravdépodobné roli v navigaci dalSich opravnych proteinti
prostfednictvim DICER-LIKE proteini a ARGONAUTE 2 (AGO?2). Déle se pak ukazuje
zavislost této drahy na aktivité proteinkindzy ATR, tedy potazmo na fosforylaci H2A.X (Wei
etal.,2012).

U savcl dochazi k tvorbé jesté dalSiho typu malych RNA spojenych s dvouvlaknovymi
zlomy. Tento typ malych RNA je tvofen RNA polymerazou II navadénou k mistu zlomu
pomoci MRN komplexu. Pfedpoklada se, Ze slouzi k amplifikaci signalu o dvouvldknovém

zlomu a k navadéni dalSich proteinti (Francia et al., 2016; Michelini et al., 2017).

Rozdily v téchto dvou drahach jsou shrnuty v publikaci (Rzeszutek and Betlej, 2020).
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5.2 - Vliv chromatinového kontextu na opravy

Ve studii na lidskych bunkéach byla ukazana rozdilnost oprav v ramci raznych oblasti
euchromatinu, kdy oblasti s aktivni transkripci nebo depozici histonu H3K36me3 jsou
preferencné opravovany prostiednictvim HR, zatimco oblasti bez H3K36me3, ¢i aktivni
transkripce jsou opravovany cNHEJ drdhou i béhem G2 faze buniecného cyklu (Aymard et
al.,2014). Béhem G1 faze bunécného cyklu dochazi v bunce preferencné k opravé pomoci
cNHEJ, protoze v tu chvili jeSté¢ neni vytvofena sesterskda chromatida, ktera je pro HR
potieba (Mao et al., 2008). V oblastech bez aktivni transkripce ¢i bez depozice H3K36me3
se po odstranéni XRCC4 (Gstfedniho proteinu cNHEJ dradhy) neukazuje zadna zména v
efektivité opravy dvouvlaknového zlomu, pfestoZze se za normalnich okolnosti XRCC4
v téchto oblastech v mistech zlomt vyskytuje (Aymard et al., 2014). Pozd¢jsi studie ukazuje,
ze po vymutovani XRCC4 dochazi v G1 fazi k defektu v cNHEJ draze a oprava probiha az
v S/G2 fazi prostfednictvim TMEJ (Yu et al., 2020).

Oprava pomoci HR v heterochromatinu se muze od té v euchromatinu mirné lisit.
U Drosophily byl totiz v pfipadé heterochromatinu pozorovan piesun useku
s dvouvlaknovym zlomem do oblasti jaderné periferie, kde az teprve dochéazi k nasedéani
RADS51 a hledani homologie (Ryu et al., 2015). Podobné chovani bylo zaznamenano 1
v pfipad€ zlomi v pericentrické oblasti u savci. S tim, Ze zlomy, které se nepfesunou mimo
oblast heterochromatinu, jsou opraveny prostfednictvim NHEJ ¢i SSA (Tsouroula et al.,
2016). Pfesun poskozeného vlakna k jaderné periferii byl pozorovan i u rostlin (Meschichi
et al., 2022) a tedy miZeme predpokladat, Ze se jedna o konzervovany proces. Opét se vSak

jedné predevsim o G2 fazi bunécného cyklu, nebot’ v G1 fazi dochézi k opraveé skrze NHEJ.
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Zaveér

Prestoze tato prace popisuje také vliv stavu chromatinu na funkci programovatelnych
nukledz, tak, jak jiz bylo zmineno, mize byt redln¢ problém odlisit ho od vlivu, jenz ma stav
chromatinu na opravu dvouvlaknovych zlomu. Efektivita nukleaz je totiz casto posuzovana
podle tcinosti jimi indukované mutageneze, kterd zavisi na frekvenci bezchybnych oprav
jimi vytvotrenych zlomi. A v ptipadé oprav je pak velkym nedostatkem, Ze se ¢asto posuzuje
ucast proteinu na opravé dvouvldknovych zloma pfevazné jen v zavislosti na snizené
odolnosti vii¢i ionizujicimu zafeni (v lepSim ptipad¢ induktorim dvouvldknovych zlomi).
Diky tomu mame spoustu proteini s moznou ucasti v opravach, ale o mechanismu jejich

u¢inku nevime téméf nic.
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