
Reparace DNAReparace DNA



DNA damageDNA damage

• Genom všech organismů je každodenně poškozován mnoha 
faktory vnějšího prostředí a produkty vlastního 
metabolismu. V lidské buňce vzniká v důsledku toho 
denně asi 100 000 poškození DNA

• endogenní procesy
• exogenní procesy



Modifikace DNA po účinku mutagenůModifikace DNA po účinku mutagenů



Četnosti poškození DNA v jedné buňce 
za den

Četnosti poškození DNA v jedné buňce 
za den

• 50 000 jednořetězcových zlomů DNA

• 10 000 depurinací

• 600 deaminací

• 2000 oxidační lézí
• 5000 alkylací

• 10 dvouřetězcových zlomů



Mutageny a mutaceMutageny a mutace

• Primární změny molekuly DNA vznikající
důsledkem působení endogenních i exogenních 
faktorů (mutagenů) ještě nemusí vést ke 
vzniku mutací – pouze I. etapa !!!

• Reparační mechanismy mohou realizaci mutace 
zabránit, event. vznik mutace stimulovat !!!

• Prof Kondo 1969 – model molekulárního vzniku mutací – mutace jsou 
důsledkem chyb při reparaci



Vznik indukovaných mutací je 
několikastupňový proces !!!
Vznik indukovaných mutací je 
několikastupňový proces !!!

A)proniknutí mutagenu do buňky

B) zásah jádra, vznik modifikací DNA

Obrana buňky – působení antimutagenů + reparace DNA



replikace ?



Molekulární mechanismus vzniku mutacíMolekulární mechanismus vzniku mutací



Reparace DNA - souhrnReparace DNA - souhrn



Poškození a reparace DNA – přehled 
mechanismů

Poškození a reparace DNA – přehled 
mechanismů



Reparace DNAReparace DNA

• monoezymatické systémy (např. 
fotoreaktivace)

• polyenzymatické systémy (např. excizní
reparace)

• konstitutivní mechanismy
• inducibilní mechanismy

• error-free (bezchybná reparace)
• error-prone (mutagenní reparace)



Reverze poškození DNAReverze poškození DNA



Enzymatická fotoreaktivace
(1940 – Albert Kelner – Streptomyces griseus)

Enzymatická fotoreaktivace
(1940 – Albert Kelner – Streptomyces griseus)

Monoenzymatická reverze pyrimidinových
dimérů katalyzovaná enzymem fotolyáza a 
světelným kvantem (300-600 nm)

Fotolyázy hmyzu a vyšších rostlin = i 6´- 4´ fotoprodukty !

Baktérie, nižší
eukaryota, hmyz, 
rostliny 

u savců chybí !!!



Reparace  O6- alkylguaninuReparace  O6- alkylguaninu

Reparace 06-alkylguaninu – „ada“ protein



Adaptivní odpověď vůči působení
alkylačních látek (1970 John Cairns)
Adaptivní odpověď vůči působení
alkylačních látek (1970 John Cairns)

Nízká dávka vysoká dávka - lepší přežívání

Akumulace 
adaptačních 
proteinů



Činnost O6-metylguanin-DNA-metyltransfázy u 
E. coli (ada protein)

Činnost O6-metylguanin-DNA-metyltransfázy u 
E. coli (ada protein)

Po vystavení buněk E. coli
metylačním látkám se jejich DNA 
metyluje na O6-guaninu, O4-tyminu
a fosfátových zbytcích

Ada-protein katalyzuje přenos 
metylových skupin z fosfotriesterů na 
Cys-69 a z O6-alkylguaninu a O4-
alkyltyminu na Cys-321

Alkylace Cys-69 vede ke 
konformačním změnám proteinů a 
přeměňuje jej na silný aktivátor 

transkripce

Zvýšená koncentrace Ada-proteinu a 
produktu jiných genů má za 
následek zesílení opravy DNA !!!



Reparace jednořetězcových zlomů v 
DNA

Reparace jednořetězcových zlomů v 
DNA



Reparace AP míst inzercí purínůReparace AP míst inzercí purínů

Depurinace/depyrimidinace - AP místa - puríninzertáza





Excizní reparace – vyštěpení poškozeníExcizní reparace – vyštěpení poškození

• bázová excizní oprava (base excision repair BER) -
vyštěpení modifikované báze (např. modifikované báze, 
oxidativní poškození, AP místa, jednořetězcové zlomy)

• nukleotidová excizní oprava
(nukleotide excision repair NER) – vyštěpení až 30 
nukleotidů (CPD, křížové vazby)

• mismatch repair



Bázová excizní reparace (BER)Bázová excizní reparace (BER)

Bázová excizní reparace:
(v každé buňce těla asi 20 000 x 

denně)

1. Rozpoznání poškození DNA 
specifickou glykozylázou – vznik 
AP míst

2. Napadení AP místa 5´specifickou 
AP endonukleázou – zlom s 
5´fosfátovým koncovým zbytkem

3. 5´fosfátový koncový zbytek je 
vyštěpen DNA-
deoxyribofosfodiesterázou
(dRpáza)

4. Výsledná jednonukleotidová
mezera se zaplní opravnou 
syntézou, která je dokončena 
DNA-ligázou



Typy DNA glykozylázTypy DNA glykozyláz



Oxidativní poškození DNAOxidativní poškození DNA

Oxoguanin glykosyláza 1 (OGG1) – odstraňuje



Bázová excizní reparace - příkladBázová excizní reparace - příklad



Opravná (reparační) syntéza DNA – včleňování
nukleotidů do DNA mimo S fázi – důkaz reparace DNA

Opravná (reparační) syntéza DNA – včleňování
nukleotidů do DNA mimo S fázi – důkaz reparace DNA

Použití 3H-dTh
autoradiografie

Neprogramovaná
syntéza DNA  

polymeráza ββββ



Short patch BER: excize 1 nukleotidu
Long patch BER: excize 2-6 nukleotidů
Short patch BER: excize 1 nukleotidu
Long patch BER: excize 2-6 nukleotidů



Nukleotidová excizní reparace 
(NER)

Nukleotidová excizní reparace 
(NER)

E. coli: geny uvrA, uvrB, uvrC, uvrD, kvasinky: geny RAD

Člověk: XP-A, XP-B, XP-D proteiny Jednotlivé kroky 

NER (E. coli)

• rozpoznaní
poškození na 
základě deformace 
DNA (uvrA, uvrB)

• incize (uvrC)

• degradace (uvrD)

• polymerizace

• ligace



Typy nukleotidové excizní opravyTypy nukleotidové excizní opravy

• globální genomová oprava
(pomalejší, eliminuje poškození ze všech částí
genomu)

• transkribčně vázaná oprava
(rychlá, oprava aktivně transkribovaných genů –
léze v DNA bránící transkribci RNA 
polymerázou II)

PREFERENČNÍ REPARACE !!!



Globální genomová oprava a 
transkribčně vázaná oprava
Globální genomová oprava a 
transkribčně vázaná oprava

rozpoznání poškození
rozpoznání poškození

aktivace reparačního komplexu 

THFII

rozvolnění
dvouřetězcové DNA

transkripční faktor 
IIH

endonukleázy

omezená na oblasti genomu
transkribované pomocí RNA 
polymerázy II

rozpoznávací proteiny



Preferenční reparace – rychlejší odstraňování
CPD z přepisovaného řetězce DNA

Preferenční reparace – rychlejší odstraňování
CPD z přepisovaného řetězce DNA



Mismatch array-oprava chybně zařazené bázeMismatch array-oprava chybně zařazené báze



Mismatch repair – proteiny mutS, mutH
a mutL (E. coli)

Mismatch repair – proteiny mutS, mutH
a mutL (E. coli)

identifikace poškození

nasedají na špatně

zařazenou bázi





Mismatch reparace – odstraňuje nejen chybné
báze ale i inzerce a delece

Mismatch reparace – odstraňuje nejen chybné
báze ale i inzerce a delece

Homology

MutS v savčích 

buňkách



Mismatch reparaceMismatch reparace

• Mutace v genech MSH2 a MLH1 u 
člověka  - častá u HNPCC –

„hereditary non-polyposis colorectal
cancer !!!

• predispozice k nádorům střev



Tolerance poškození DNATolerance poškození DNA

• přítomnost CPD v DNA – dočasná blokáda replikace –
replikace pokračuje – vznik mezer v dceřiném retězci

• DNA léze nejsou odstraněny – jde o toleranci poškození v 
matricovém retězci - opravuje se důsledek poškození

• oprava mezer v dceřinném řetězci – postreplikační
reparace (vyžaduje homologní sesterskou 
chromatidu)

• transléze poškození – SOS reparace



Postreplikační reparace – význam recA
proteinu

Postreplikační reparace – význam recA
proteinu



Postreplikační reparacePostreplikační reparace



Oprava mezer v dceřinném řetězci DNA-
rekombinační reparace

Oprava mezer v dceřinném řetězci DNA-
rekombinační reparace



Reparace dvouřetězcových zlomů v DNAReparace dvouřetězcových zlomů v DNA

• dvouřetězcové zlomy – exogenní vlivy (záření) nebo 
endogenní (tvorba T-buněčných receptorů nebo 
immunoglobulínových genů)

• rekombinační oprava 

1. homologická rekombinace (HR) – poškozený úsek DNA 
získá genetickou informaci z nepoškozeného homologu
(např. sesterská chromatida nebo z homologického 
chromozomu: error-prone - možnost vzniku duplikace, 
delece, translokace)

2.   nehomologická oprava tzv. „end-joining“, jde o spojeni 
dvou DSB bez výrazné potřeby sekvenční homologie mezi 
konci DNA (NHEJ) – převládá v savčích buňkách



Reparace dvouřetězcových zlomů DNA
nehomologní opravou (G1 fáze)

Reparace dvouřetězcových zlomů DNA
nehomologní opravou (G1 fáze)

Častý způsob reparace u člověka !!!  Není nutná sekvenční homologie

ochrana 
před 
nelegitimní
rekombinací, 
úprava 
konců

rozpoznání
poškození a 
přiblížení pro 
ligaci

vznik delecí !!!



Reparace dvouřetězcových zlomů DNA
homologní rekombinace (G2 fáze)

Reparace dvouřetězcových zlomů DNA
homologní rekombinace (G2 fáze)

jednovláknové
zlomy

invaze 3´ konce 

do donorové
sekvence

tvorba jednovláknového úseku

reparační syntéza 
podle informace na 

párovém 
homologickém 

nepoškozeném 
řetězci



Reparace křížových vazeb – FANC 
proteiny

Reparace křížových vazeb – FANC 
proteiny



Syntéza DNA přes poškozeníSyntéza DNA přes poškození

• důležitý buněčný mechanismus, který 
umožňuje překonat blok v replikaci 
způsobený poškozením DNA

• inducibilní typ opravy DNA, kterým se 
buňky vyhýbají letálnímu účinku
některých poškození

• error-prone reparace !!!



SOS reparace
(koordinovaná syntéza enzymů a činnost reparačních 

mechanismů indukovaná poškozením DNA)

SOS reparace
(koordinovaná syntéza enzymů a činnost reparačních 

mechanismů indukovaná poškozením DNA)



SOS reparaceSOS reparace

LexA protein se



Inducibilní reparaceInducibilní reparace



Klastogenní adaptace indukovaná nízkými dávkami 
ionizujícího záření - aberace  (Vicia faba)

Klastogenní adaptace indukovaná nízkými dávkami 
ionizujícího záření - aberace  (Vicia faba)



Klastogenní adaptace indukovaná nízkými 
dávkami ionizujícího záření - mikrojádra

(Vicia faba)

Klastogenní adaptace indukovaná nízkými 
dávkami ionizujícího záření - mikrojádra

(Vicia faba)



Mechanismy reparace některých typů
DNA lézí

Mechanismy reparace některých typů
DNA lézí



Reparace DNA a gen p53Reparace DNA a gen p53



Inhibitory reparace DNAInhibitory reparace DNA



Poruchy reparačních systémůPoruchy reparačních systémů

• zvýšený výskyt malignit

• přecitlivělost vůči látkám poškozujícím DNA

• přecitlivělost vůči UV-záření

• onemocnění nervového systému

• některé poruchy imunitního systému



Nemoci způsobené poruchami 
reparace DNA

Nemoci způsobené poruchami 
reparace DNA



Nemoci způsobené poruchami 
reparace DNA

Nemoci způsobené poruchami 
reparace DNA



Vrozené defekty DNA reparace a 
predispozice k nádorům

Vrozené defekty DNA reparace a 
predispozice k nádorům











Mutace a rakovinaMutace a rakovina

V lidském těle za život –

1016 buněčných dělení
V prostředí bez mutagenu je
10-6 pravděpodobnost
vzniku mutace na buněčné
dělení a gen, takže za
život 1010 mutací na
každý gen.

!?!Otázka není proč
rakovina vzniká, ale proč
vzniká tak málo často?!?

Výskyt rakoviny jako funkce věku !!! 
1 mutace nestačí; většina mutací je opravena


