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1. Shrnuti vyznamu préace
Specificka jaderna architektura je charakteristicka pro fadu procesi, které probihaji v buné¢nych
jadrech. V této praci diskutujeme fadu funk¢nich aspektii jaderné architektury. Zaméfili jsme se
pfevazné na jadernou architekturu souvisejici s regulaci exprese gent a opravou DNA, véetné
tvorby spontanné se vyskytujicich ohnisek, které jsou charakteristické pro opravu DNA.
Zabyvame se zde strukturdlnimi a funkénimi aspekty 53BP1 pozitivnich a BRCAT1 pozitivnich
ohnisek oprav DNA. 53BP1 a BRCAI jsou dobie popsané proteiny patiici k proteinovym
komplextim, které hraji tlohu pti opraveé dvoutetézcovych zlomu. Protein 53BP1 pravdépodobné
ptedstavuje "pomocny faktor", ktery se uplatiiuje v kanonické opravné drdze NHEJ. Naopak
homologni rekombinace je zprostiedkovana signalni drahou zavislou na proteinu BRCAL.
Funk¢ni tloha proteinu 53BP1 je spojena se specifickymi post-translacnimi modifikacemi
histont, které se objevuji v oblastech 1ézich v DNA, a to bezprostiedné po poskozeni DNA. Toto
epigenetické prostredi se predevsim skldda z fosforylovaného histonu H2AX (yH2AX) a di-
methylovaného histonu H4 na lysinu 20 (H4K20me2). Naopak funkce, tykajici se BRCA1,

souvisejici s fosforylaci H2AX, se pravdépodobné objevuje v pozdéjSich fazich opravy DNA,

v mistech vzniklé jednofetézcové DNA. V praci je také pojedndno o epigenetickych
mechanismech, které jsou dulezité¢ z hlediska regulace exprese genl. PiedevSim se zabyvame

epigenetickymi mechanismy oprav DNA, které se uplatiiuji pii NHEJ a HRR procesech.
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1.1.  Uvod: zakladni poznatky o struktuie genomu

Primarni struktura genomu mnoha organismu byla jiz z velké ¢asti zmapovana a i piesto je
jen malo znamo o prostorovém uspoiadani chromatinu v kontextu jadernych procest, jako je
replikace, transkripce, sestiih a DNA opravy. Velice dulezitym poznatkem v biologii
chromatinu je objev jaderného uspotadani chromosomalnich teritorii v interfaznich
bunécnych jadrech (Cremer a Cremer, 2001; Lanctdét a kol., 2007). Bylo zjisténo, Ze
interfazni chromosomy tvoii vzajemné se nepiekryvajici teritoria (CTs), mezi kterymi se
nachézi takzvany interchromatinovy kompartment (IC), jehoz funkce je dtlezita z hlediska
transportu regulac¢nich proteint k cilovym mistim DNA (Cremer a Cremer 2001; Lanct6t
akol., 2007). V roce 2006 byl popsan model jaderného uspotadani, ktery ptipousti vzajemny
prekryv teritorii chromosomi (Branco a Pombo, 2006). Tento model byl pozdéji podpoten
technikami souhrnné nazyvanymi “Chromosome conformation capture techniques” (3C-;
4C- nebo Hi-C technologie) (Dekker a kol., 2002; Hakim a Misteli, 2012). Tyto metody
umoznuji studovat celogenomové interakce chromosomi v 3D prostoru a statisticky
kvantifikovat Cetnost interakci genovych lokust. Jsou to nejnovéjsi technologie, které jsou
zaloZeny na vysoce vykonnych screeningovych metodach sekvenovani. Pomoci téchto
technik je mozné kvantifikovat genetické i epigenetické stavy v bunéénych jadrech. Dal§im
velice uzite¢nym kritériem hodnoceni uspotadani chromosomu je jejich radialni poloha v
ramci interfaznich jader. Vyznamnym piinosem v této oblasti vyzkumu je préace
portugalského tymu védcu, ktefi jako prvni publikovali vysledky o specifickém radialnim
uspofadani genti v bunéénych jadrech (Parreira a kol., 1997; Neves a kol., 1999). Pozd¢ji se
ukézalo, Ze radiélni uspofadani chromosomu souvisi S Cetnosti genti na daném chromosomu
(Boyle a kol., 2001). Byly hledany korelace mezi radialni distribuci gent a jejich expresi
(Croft a kol., 1999; Kozubek a kol., 2002). Jako velice zajimavé se rovnéz jevi zmény v
uspotradani chromozomalnich domén béhem bunécné diferenciace. Z tohoto divodu jsme se
v ramci naSich experimentt zacali zabyvat aspekty tykajici se diferenciaéné zavislych zmén
na udrovni chromatinu (Bartova a kol., 2000a, 2000b, 2002; Galiova a kol., 2004,
Harnicarova a kol., 2006 and Bartova a kol., 2008a). DalSim velice vyznamnym fenoménem
struktury chromatinu je objev transkripéné aktivnich gena lokalizovanych na
chromatinovych smyckach, které vybihaji mimo vlastni kompaktni chromosomalni
teritorium (Volpi a kol., 2000; Mahy a kol., 2002; Williams a kol., 2002). Zminény jev byl
pozorovan pievazné u gent zodpovédnych za pluripotenci embryonalnich kmenovych
buné¢k anebo U vyvojoveé vyznamnych lokust. K témto lokustim patii naptiklad gen Oct3/4
nebo skupina gentit Hox (Chambeyron a kol., 2004; Wiblin a kol., 2005; Bartova a kol.,
2008a). Na zakladé popsanych vysledi vSak neni uplné jasné, zda dekondenzace
chromosomalnich teritorii u nediferencovanych bun¢k je pfi¢inou nebo aZz nasledkem
transkrip¢nich procest (Chubb a kol., 2003). Urcité snahy o objasnéni podstaty vztahu mezi
strukturou chromatinu a genovou expresi byly naznaceny v praci Kurz a kol. (1996). Zde
bylo zjisténo, Ze transkripéné aktivni kddujici sekvence se preferenéné vyskytuji na periferii
piislusného chromozomalniho teritoria, zatimco nekodujici DNA fragmenty byly umistény
nahodné v rdmci daného chromosomu. Stejné tak bylo zjisténo, ze transkripéné aktivni geny,
jako naptiklad ANT2 (XQg24-025) a ANT3 (Xp22.3), byly umistény na periferii
odpovidajiciho chromosomalniho teritoria, v porovnani se stejnymi, ale transkripéné
neaktivnimi lokusy (Dietzel a kol., 1999). Déle bylo pozorovano, Ze oblasti se zvySenym
obsahem GC pard bazi maji vétsi variabilitu v ramci chromosomalniho teritoria nez AT
bohatd mista (Tajbakhsh a kol., 2000). Periferni lokalizace transkripéné aktivniho genu
c-myc na daném chromosomalnim teritoriu byla studovana i v naSich experimentech
(Harnicarova a kol., 2006). Zjistili jsme, Ze radialni distribuce transkripénich mist c-myc



genu neni ovlivnéna diferenciaénimi procesy a dale, Ze transkripce a posttranskripéni Upravy
probihaji v centralnich ¢astech interfaznich jader (Harnicarova a kol., 2006). V ptipadé
vyvojove dilezitych gend, jako je B-globinovy klastr nebo gen Oct3/4, jsme pozorovali
umisténi téchto lokusti na chromatinovych smyckach, které opét vybihaly mimo kompaktni
teritorium daného chromosomu (Galiova a kol., 2004; Béartova a kol., 2008a). Na druhou
stranu vSak existuji prace, které ukazuji na moznost transportu transkripénich faktorti do
vnitinich ¢asti chromozomalniho teritoria, coz ukazuje na jev takzvané “invaginace”
interchromatinovych kanali do centralnich ¢asti chromosomalnich teritorii (Mahy a kol.,
2002). Pohled na vzajemne korelace mezi expresi genti a jejich jadernym uspotfadanim
ovlivnila i prace Schibeler a kol. (2001). Tito autofi zjistili, Ze umléeni genové exprese
muze byt zprostiedkovano piiblizenim lokusi Kk vysoce kondenzovanym oblastem
heterochromatinu, jako jsou naptiklad centromery. Tento typ umlceni genové exprese,
piipominajici pozi¢ni efekt PEV (“Position Effect Variegation”) u octomilky (Drosophila
melanogaster), je pravdépodobné spojeny s deacetylaci histontt v daném lokusu. Vliv
centromerického heterochromatinu na transkripéni aktivitu genti byl rovnéZz ovéfen v nasi
praci Bartova a kol., (2002), kde jsme se zabyvali hledanim zakonitosti mezi strukturou a
funkci genomu u leukemickych bunék diferencovanych myeloidnim smérem. V tomto
ptipadé¢ bylo zjisténo, Ze centromericky heterochromatin a inaktivni X chromosom
vyznamné ovliviiuji heterochromatinizaci a transkrip¢ni inaktivaci vybranych lokust. Z
hlediska regulace transkripcni aktivity gent a formovani euchromatinu a heterochromatinu
se do popiedi zajmu zaaly od roku 2000 dostavat studie fteSici problematiku
epigenetickych modifikaci nejen DNA, ale i na histonech (Rice a Allis 2001; Lachner a
Jenuwein, 2002; Lachner a kol., 2003; Martin a Zhang, 2005; Jenuwein, 2006;
Kouzarides, 2007). Na zaklad¢ principti modeltt kompartmentalizace interfaznich jader bylo
cilem nékolika studii pochopeni jaderného uspotadani specificky modifikovanych histonti
(Cremer akol., 2004; Zinner a kol., 2006; 2007; Skalnikova a kol., 2007). Bylo zjisténo,
7ze histonovy kod vyznamné ovliviiuje kompartmentalizaci genomu do odlisSnych
euchromatinovych a heterochromatinovych domén. Zakladni principy kompartmentalizace
je mozné pozorovat i v ptipad¢ lokalizace epigenetickych modifikaci chromatinu (Obr. 2).
Bylo napiiklad zjisténo, ze H3K9 dimetylace (me2) pfedstavuje vyznamnyepigenetickyznak
centromerického heterochromatinu, ktery se u terminalné diferencovanych bunék vyskytuje
na okraji jaderné periferie (Lachner at al., 2003), stejné jako H3K27 trimetylace (me3), ktera
predstavuje vyznamny epigeneticky znak inaktivniho chromosomu X (Kohlmaier a kol.,
2004). Vyznamné zmény v epigenomu byly také pozorovany po ptisobeni inhibitord histon
deacetylaz (HDACI) (Taddei a kol., 2001; Gilchrist a kol., 2004; Bartova a kol., 2005a;
2007). U bunék ovlivnénych HDAC: se zjistilo, Ze histony umisténé na jaderné periferii
podléhaji vétsim zménam v epigenetickych znacich nez histony nachazejici se ve vnitini
Casti interfaznich jader (Taddei a kol., 2001; Bartova a kol., 2005a). Zasah do epigenomu
pomoci HDACI rovnéz ovliviiuje jaderné uspoifadani klastrii centromer a jejich interakci s
dulezitym proteinem heterochromatinu (HP1) (Taddei a kol., 2001; Bartova a kol., 2005a;
2007).

2. Vybrané staté z dizertace urcené pro autoreferat

2.1. Epigenetické charakteristiky genomu

Epigenetika je obor, ktery se zabyvavyvojove specifickymi procesy v chromatinu, resp. genomu,
ke kterym dochazi nezavisle na zménach v sekvencich DNA. K epigenetickym zménadm
dochazi nejenom béhem vyvoje a v zavislosti na diferencia¢nich procesech, ale takeé
puasobenim vné&jsich faktorti prostiedi nebo vlivem takzvané epi-diety. Epigeneticke
modifikace DNA, RNA ahistonu hraji dulezitou Ulohu v regulaci jadernych funkci. V
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kone¢ném disledku jsou vSak epigenetické zmény reverzibilni. Epigenetika ma nékolik
svych podobort, jako je epigenomika, Zivoc¢is$na epigenctika, nadorova epigenetika,
vyvojova epigenetika, klinicka epigenetika vyuzivajici G¢inkd tak zvanych “epi-drugs” a
dale regula¢ni epigenetika. Za vyznamné epigenetickeé znaky chromatinu jsou povazovany
metylace DNA, RNA, posttranslacni modifikace histont a nekddujici RNA.

Metylace DNA a RNA je modifikace nukleovych bazi cytosinu nebo adeninu
kovalentnim piipojenim methylové skupiny. U adeninu je methyl ptipojen na Sesty dusik, u
cytosinu na ¢tvrty dusik nebo paty uhlik (5-methyl cytosin). Pritomnost 5-methyl cytosinu
vede k umléeni exprese genu a procestim heterochromatinizace, ke kterym dochazi vétsinou
v prubé¢hu bunééné diferenciace. Metylace DNA se u somatickych bunék vyskytuje v
takzvanych CpG ostrivcich. Je zajimavé, ze tato modifikace DNA reguluje replikaci,
rekombinaci i opravu DNA. Za navozeni metyla¢niho stavu v DNA jsou zodpovédné DNA
metyltransferazy (DNMTs) (napiiklad Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b). Obecné DNMTS
vyuzivaji S-adenosyl methionin jako donor metyloveé skupiny (Kim a kol., 2009; Hashimoto
a kol., 2009). Dalsi vyznamnou epigenetickou modifikaci je RNA methylace, ktera je rovnéz
reversibilni posttranslaéni modifikaci ovliviiujici fadu bunéénych procest, véetné oprav
DNA (Xiang a kol., 2017). Metylace se mtze vyskytnout na riznych RNA, v¢etné tRNA,
rRNA, mRNA, tmRNA, snRNA, snoRNA nebo miRNA. Za metylaci RNA je zodpovédna
cela fada RNA methyltransferaz.

V nasi laboratofi se pfednostné zabyvame posttranslaénimi modifikacemi histond,
jako je metylace, acetylace, fosforylace nebo ubiquitnace. Za specificky znak transkripcné
aktivniho chromatinu jsou napfiiklad povazovany metylace histonu H3 v pozici lysinu 4
(H3K4), H3K36 a H3K79, které jsou zodpovédné za dekondenzaci chromatinu a formovani
chromatinovych smyc¢ek (Chambeyron a Bickmore, 2004). Euchromatin je dale
charakteristicky ptitomnosti acetylace histonti, kterd je zprostiedkovana enzymy histon
acetyltrasferazami (HATS). Zdrojem funkéni acetyl skupiny je acetylkoenzym A (Kuo a Allis,
1998). Za odstranéni acetylové skupiny jsou zodpovédné histon deacetyldzy (HDACS).
Deacetylacni procesy vedou casto k heterochromatinizaci, jejiz projevem je vysoka
kondenzace chromatinu a aktivace histon methyltrasferdz (HMTS), zodpovédnych naptiklad
zamethylaci H3K9, H3K27 a H4K20. Tyto posttranslaéni modifikace, vedle metylace DNA,
predstavuji hlavni epigenetické znaky heterochromatinu (Kouzarides, 2007). Metylace
H3K9 (napiiklad H3K9me3) je jednou z nejprostudovanéjsich epigenetickych modifikaci
histonu, za jejiz piitomnost je v lidském genomu zodpovédna SUV39H1 histon
metyltrasferaza. Metylace H3K9 se muze vyskytovat ve tfech podobach: mono- (mel),
di- (me2) a tri-metylace (me3). Pocet metylovych skupin vyznamné determinuje, jaky typ
chromatinu bude vytvoten, a jakou funkci H3K9 metylace bude mit. Toznamena, Ze zminéné
epigenetické znaky vyznamné rozhoduji o formovani euchromatinu a fakultativniho nebo
konstitutivniho heterochromatinu. H3K9 metylace navic pfedstavuje vazebné misto pro
hlavni protein heterochromatinu HP1, jehoz varianty ve vétSiné piipadid zodpovidaji za
utlumenim exprese genu a stabilizaci heterochromatinu.

Metylace histont byla objevena pied vice nez 45 lety, ale dlouhou dobu se ¢ekalo
na objev enzymu, které jsou zodpovédné za demethylaci histont. Predpokladalo se, Ze
pritomnost této epigenetické modifikace je regulovéana acetylacnimi procesy. V roce 2004
byla objevena prvni histon demetylaza, nazvané lyzin-specifickd demetyldza (LSD1) (Shi a
kol., 2004). Tento enzym je zodpovédny za demetylaci histontt H3K4, coz vede k inaktivaci
transkripce v daném lokusu. V piipadé, Ze LSD1 vytvoii komplex s receptorem pro
androgeny, pak tento komplex zodpovida za demethylaci H3K9, tedy aktivaci transkripce
(Metzger a kol., 2005). V dalsich letech bylo objeveno jest¢ mnoho jinych demetylaz,
napiiklad tfida Jumonji (Klose a kol., 2006; Klose a Zhang, 2007; Kouzarides 2007).
Napiiklad JHDM?2A je enzym zodpoveédny za H3K9 demetylaci, zatimco JHDM1 ma
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schopnost ménit H3K36 dimetylaci na nemodifikovany stav (Jenuwein, 2006).

Velky vyznam z hlediska regulace transkriptné aktivniho/neaktivniho
heterochromatinu maji fosforylace a ubiquitinace histont. Bylo zjisténo, ze fosforylace H3
na serinu 10 (H3S10) reguluje transkrip¢ni aktivitu a je zodpoveédna za dekondendenzaci
chromatinu (Grant, 2001; Johansen a Johansen, 2006). V nasi labotarofi jsme zjistili, Ze
zmény v H3S10 fosforylaci hraji dilezitou tlohu pro opravach DNA (Obr. 2).

H3K4me2 H3K9ac H3K9me3
nucleoli nucleoli nucleoli

A

Obrazek 1. Priklad kompartmentalizace post-translacni modifikace histonii (A) H3K4me2,
(B) H3K9ac nebo (C) H3K9me3 v interfaznich jadrech (Skalnikova a kol., 2007. (D)
Kompartmentalizace HPlo. a HP1p proteinu v Fezu mozkem doSpélé mysi (prevzato z
Franek a kol., MAM, 2016). Obrazky ukazuji na jadernou distribuci (A) H3K4me2, (B)
H3K9 acetylace a (C) H3K9me2 (vse zelené) v porovnani s jadérky (Cervené). (D) Pro
analyzu proteinii v tkani jsme pouZili metodu takzvaného dlazdicového snimani. Analyza
byla provedena mikroskopem Leica SP5 X, coz je pokrocily konfokalni mikroskop. Pro
snimani obrazu byl pouzit LAS AF software, objektiv 63x (panely A-C) a 10 x 0.25 (N
PLAN 1; numerické apertura (NA) = 0.25; rozliSeni: xy: 781nm a v ose z: 6916 nm (Leica
Microsystems, Germany).
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Obrazek 2. (A) Ozarovani y-zdarenim snizilo hladinu H3S10ph(Cervené signaly). Nicméné
(B) H3S10 fosforylace byla intaktni v genomové oblasti, vystavene mikroozarovani. Tato
mista v genomu byla pozitivni na fosforylaci histonu H2AX. (C) H3S10ph- a yH2AX-
pozitivni ohniska kolokalizovala v G2 fazi bunécného cyklu, (D) defosforylace H3S10 nebyla
primo spojena s opravou DNA, ale snizeni bylo pravdépodobné zpiisobeno poklesem poctu
bunéek v Gl-fazi bunécéniho cykiu. Bunky v G1 fazi jsou charakteristé snizenou hladinou
S10ph.

Z dtvodu velkého funkéniho vyznamu epigenetickych modifikaci histont, byla
provedena fada studii, které fesily interfazni i metafazni profily jednotlivych epigenetickych
znaku. Bylo zjisténo, Ze stejné jako kompartmentalizace jadernych struktur, vcetné
chromatinu, logicky i histony a jejich specifické modifikace, jsou zaclenény do urcitych
kompartmentt. Napiiklad autofi Cremer a kol. (2004) zjistili, Ze jimi vybrané epigenetické
modifikace histont jsou vyznamn¢ klastrovany v interfaznich jadrech. Tento jev mutze byt
napiiklad odrazem akumulace transkripéné aktivniho chromatinu ve vnitinich ¢astech
bunééného jadra, zatimco heterochromatin je umistén spise na jaderné periferii a na okrajich
jadérek (Croft a kol., 1999; Sadoni a kol., 1999). Ziner a kol. (2006) a Sklanikovéa a kol.
(2007) dale zjistili, Ze existuji urcité vzajemné se nepiekryvajici epigenetické vrstvy v ramci
interfaznich jader, které ukazuji na to, Ze interfazni chromatin a jeho epigenetické markery
jsou vyznamné kompartmentalizovany (Cremer a Cremer, 2001; Lanctot a kol., 2007). Tyto
modifikace a jejich vazebné proteiny jsou kompartmentalizovany nejenom v interfaznich
jadrech, ale take v ramci vétSich tkanovych celkt. Kompartmentalizaci proteinit HPla a
HP1, které maji schopnost se vazat na H3K9 metylaci, jsme naptiklad prokazali i v mozku
dospélych mysi. Vyskyt H3K9 metylace v centromerickych a telomerickych oblastech
chromosomii miize rovnéZ ovlivnit jadernou topografii histonovych modifikaci (Lachner a



kol., 2003; Garcia-Cao a kol., 2004). Bylo napiiklad zjisténo, Ze u mysSich bunék s \\
vyblokovanou funkci Suv39hl HMT se vyskytuje v telomerickém chromatinu pouze
H3K9mel, coz bylo spojeno s abnormalné se zkracujicimi telomerami, zatimco normalni
telomery jsou H3K9 mono-, di- a tri-methylovany (Garcia-Cao a kol., 2004). Z tohoto faktu
vyplyva, Ze distribuce metylace H3K9 determinuje funkci telomer, které jsou
charakteristické svoji specifickou jadernou topografii. Zmény v radialnich distribucich
telomer byly rovnéz popsany v praci Amrichova a kol. (2003). Tito autofi zjistili, ze
telomery se obecné vyskytuji blize jaderného stiedu v porovndni s centromerickymi
sekvencemi. Déle zjistili, Ze telomery chromosomu 8, 9 a 19 nevykazuji Zadné vzajemné
interakce, zatimco oba pary homolognich telomer chromosomti 19 spolu velmi Casto
asociovaly.

Zmény v jaderném uspoiadani genil, centromer, telomer nebo i celych chromosomi

a jejich epigenetickych modifikaci mohou byt navozeny ptsobenim inhibitori nebo
aktivatoru epigeneticky vyznamnych enzymu, zodpovédnych za regulaci epigenetickych
procest. Takto napiiklad HDAC inhibitory, jako trichostatin A (TSA), valproat, SAHA
(Vorinostat) nebo butyrat sodny (NaBt) ovliviyji acetylaci histond. Soucasné tyto
inhibitory zptisobuji redistribuci a reorganizaci chromocenter, coZ jsme naptiklad prokazali
u embryondlnich nadorovych bun¢k (Bartova a kol., 2007). Zménou jaderného usporadani
se projevuje i hyperacetylace histonti navozena HDACI. Tento fakt jsme potvrdili v piipadé
variant proteinu HP1 (HP1a, HP1B3, HP1y). Zjistili jsme, ze jak TSA, tak NaBt vyznamn¢
meéni distribuci vSech variant proteinu HP1. V piipadech ovlivnéni buné€k zminénymi
HDAC: byl tento jev doprovazen i zménami v hladinach studovanych proteina (Bartova a
kol., 2005a; Bartova a kol., 2007).

Epigenetické modifikace histoni a DNA metylace jsou rozhodujici i z hlediska
inaktivace chromosomu X v samiéich bunikach genomu savci. Davkova kompenzace
exprese genu na jednom ze samicich X chromosomil je velmi intenzivné studovanym
tématem bunécné biologie (Heard a kol., 1997; 2001; Park a Kuroda, 2001). Inaktivni
chromosom X muize byt rozpoznan od jeho transkripéné aktivniho homologu tim, Ze jsou
zde exprimovany pouze geny kodujici X-inaktivni specifické transkripty (Xist), které
vznikaji v takzvaném X inaktiva¢nim centru (Xic). Nekodujici Xist RNA obklopuji cely
chromosom X, coz zpusobuje jeho transkripéni umlceni. Tento proces je doprovazen mnoha
zménami na Urovni chromatinu, jako je pfitomnost varianty histonu H2A, takzvané
macroH2A, ¢i zvysena H3K27me3 na inaktivnim chromosomu X (Hall a Lawrence, 2003).
H4K20mel a H3K27me3 jsou vyznamné asociovany s Xist expresi, tudiz predstavuji hlavni
znak iniciace inaktivace chromosomu X (Kohlmaier a kol., 2004). Typickymi vlastnostmi
inaktivniho X chromozomu je navic pozdni replikace, CpG metylace a H4 deacetylace
(Czankovszki a kol., 2001). Bylo také zjisténo, ze H3K27 trimetylace a ubiquitinace H2A
jsou asociovany s pirechodnou aktivaci Polycomb group proteinovych komplext (PcG), coz
predstavuje prvni inicia¢ni krok v inaktivaci chromosomu X (Martin a Zhang, 2005).

2.2. Posttranslaéni modifikace histond a jejich funkce p¥i opravach

DNA Jak jiz bylo uvedeno, specifické posttranslaéni modifikace histonti reguluji vazbu
proteinit 53BP1 a BRCA1 do oblasti poskozené DNA. Obecné¢ plati, ze modifikace histonti
maji obrovsky vyznam v signalnich drahach, které reguluji opravy DNA. V téchto ohledech
hraje velmi diilezitou tlohu ubikvitinace histoni. Naptiklad 53BP1 protein rozpoznava
mono-ubiquitinylaci histonu H2A v poloze lysinu 15 (H2AK15ub) zprostfedkovanou
ubiquitin lighzou RNF168. Tato posttranslacni modifikace je obklopena dimetylovanym
histonem H4 v pozici lysinu 20 (H4K20me2). H4K20me2 se vyskytuje v tésné blizkosti
53BP1-pozitivnich ,repara¢nich® ohnisek, které dale kolokalizuji sakumulovanym
proteinem MDC1 (Botuyan a kol., 2006). V naSi praci Suchankova a kol. (2017) jsme dale
ukazali, Ze robustni MDC1-pozitivni radiaéné-indikované ohniska (IRIF) obsahujici mensi
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ohniska, positivni na fosforylaci H2AX. Tato ohniska se nachazela ve vnitinich ¢astech
akumulovanych lézi v DNA. Pro ilustraci uvadime v Obr. 3, jak jsou proteiny, vcetné
vybranych posttransla¢nich modifikaci histonti, kompartmentalizovany v ohniscich oprav
DNA.

A 53BP1 / H4K20me2 C 53BP1 / yH2AX
spontaneous lesions | |RIF o spontaneous lesions

= -

BRCA1 [ yH2AX

Obrazek 3. Kompartmentalizace jadernych ohnisek, ve kterych probihaji opravy DNA. (A)
H4K20me2 (zelena, Alexa-Fluor-488) a (B) H4K20me3 (zelena, Alexa-fluor 488) byly
homogenné rozmistény v 53BP1-pozitivnich ohniscich, kde probihaji opravy DNA (cervenad,
Alexa-Fluor-594). Priklady spontinnich lézi DNA a IRIF jsou dokumentoviny Vv obou
panelech A a B. Sipky v panelu (4) ukazuji zvétseni 53BPI1-pozitivni spontanni léze DNA. V
panelu (B) vymezuji sipky IRIF v burikach HelLa. Stupnice méritka v panelu (A) je 0,5 um a
meéritko v panelu (B) ukazuje 1 um. Jaderné usporadani proteinii (C) 53BPI (zelené) a
yH2AX (Cervené) ve spontinné se vyskytujicich lézich DNA a IRIF v buiikdich HeLa. (D)
Schéma jaderné distribuce proteinit BRCAI (cervené) a yH2AX (zelené).

H4K20me2/me3 je v Obr. 2 homogenné distribuovana v 53BP1 pozitivnich loziscich.
Fosforylace H2AX je soustfedéna v centralnich ¢astech 53BP1-pozitivnich DNA 1ézi a mala
loziska YH2AX se také objevuji kolem koncentrovanych 1ézi v DNA. Ve srovnani s BRCAL
je fosforylace H2AX vice rozptylena v ,repara¢nich® ohniscich. DNA 1éze kromé
popsanych znakt charakterizuji jesté dalsi epigenetické rysy. Bylo naptiklad zjisténo, Ze

protein 53BP1 se vaze na konstitutivni histonovou modifikaci H3K79me3 a nasledné se
tento opravny protein vaze na chromatin, ktery je mono- nebo dimetylovan na histonu
H4K20 (Huyen a kol., 2004; Oda a kol., 2010). Je evidentni, Ze metylace H4K20 je zasadni
pro funkci proteinu 53BP1 pti opravach poskozené DNA, kdy funkce 53BP1 neni primarné
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regulovana p53-dependentni signalni drahou. Mechanismus opravy DNA zprostiedkovany
53BP1 proteinem funguje paralelné s H4K20me2, kdy za tuto interakci proteinl je
zodpovédna Tudor doména proteinu 53BP1 (Obrézek 4).

ey

168/

ATM | —p 7-}2Ax X)-Ub RN

Obrazek 4. llustrace ukazuje doménu proteinu 53BP1 a mechanismus, kterym 53BP1
rozpoznava chromatin s dvouretézcovymi zlomy. Vazba proteinu 53BP1 vyZaduje dvé
specifické modifikace histonut a to konstitutivni H4K20me2, ktera je rozpozndna doménou
Tudor a,, reparacné* specifickou, kterd rozpoznava H2A(X)K15 ubiquitinaci. Jde o doménu
UDR proteinu 53BP1. Vazba 53BP1 na posSkozeny chromatin je také podporovana
oligomerizacni doménou (Oligo) a N-termindlni ST / Q mistem rozpoznévajicim
fosforylované histony, coz je dulezité pro interakci proteinu 53BP1 s PTIP a Rifl proteiny.
Obrazek byl prevzat z Zimmernann a de Lange (2014).

Autofi Yan a kol. (2009) a Oda a kol. (2010) dale ukézali, Ze H4 metyltransferaza PR-
Set7/Set8, zodpovédna za H4K20 metylaci, rovnéZ rozpoznava léze v DNA. Pro tvorbu IRIF
s pozitivitou YH2AX/53BP1/MDCI1/BRCA1 je dale vyznamna i acetylace H4K16
zprostiedkovana faktorem MOF (Li a kol., 2010; Sharma a kol., 2010).

Nékolik studii také odhalilo funkci ubiquitinylace histont H2A, H2B a H2AX v

reakci na poSkozeni DNA. Za tento typ posttransla¢ni modifikace je zodpovédna ubiquitin
E3 ligaza RNF8. Je zajimavé, Ze H2AX ubiquitinylace, ktera je zprostfedkovana komplexem
proteinu PRC1, pfispiva k akumulaci 53BP1 a BRCA1 proteinti do oblasti dvoufetézcovych
zlomu (Ismail a kol., 2010). Kromé toho sumoylace 53BP1 a BRCA1 za pomoci ligandta
PIAS1 a PIAS4 SUMO E3 zvysuje dobu, kdy se zacinaji objevovat proteiny 53BP1 a
BRCAL v mistech poSkozené DNA (Polo a kol., 2011). Hu a kol. (2017) dale odhalili
mechanismy rozpoznavani ubiquitinu v nukleosomu. Autofi ukazuji, jak RNF168, RNF169
a RAD18 reguluji funkci proteinu 53BP1. Wilson a kol. (2016) také dokumentovali, jak
ubiquitinylace histonii zprostfedkuje opravu DNA. RNF168 ubiquitinuje histon H2A na
lysinu 13 a lysinu 15 (H2AK13ub a H2AK15ub) (Gatti a kol., 2012; Mattiroli a kol., 2012).
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Tento epigeneticky proces ovliviiuje vazbu proteinu 53BP1 do oblasti bunééného jadra
s poskozenym chromatinem. Vazba 53BP1 na ubiquitinaci H2AK15 je zprostfedkovana
ubiquitinyla¢ni (UDR) doménou proteinu 53BP1. Tento proces probiha soubé&zné s
H4K20me2, ktera se pies funkéni Tudor doménu vaze k proteinu 53BP1 (Zimmermann a de
Lange, 2014). Dale je potvrzeno, Ze poSkozeni DNA stimuluje ATM kinazu, kterad
fosforyluje protein 53BP1. Vysledkem je nartst hladiny faktoru 1 (RIF1), ktery interaguje
s proteinem RAP1 v oblasti 1ézi v DNA a dochazi k disociaci komplexu 53BP1-TIRR
V bunééném jadie. V tomto piipadé mize dysfunkce TIRR zpusobovat nestabilitu 53BP1-
pozitivnich ,,reparacnich* ohnisek, a tim aktivovat nevhodnou drahu opravy DNA (Drane a
kol., 2017).

Velmi dulezitou Ulohu v reakci na poSkozeni DNA hraje rovnéz poly (ADP-rib6za)
polymerdza 1 (PARP1). Autoii Chou a kol. (PNAS, 2010) zjistili, Ze inhibice PARP1
zabranuje akumulaci PcG proteini BMI a Mell8 do oblasti mikroozafené¢ho genomu v
zivych bunikach. Yang a kol. (2017) ukazali, Ze ,,down-regulace” 53BP1 vyznamn¢ snizuje
schopnost PARP inhibitori potladit rtist nadorovych bunék in vivo. Toto pozorovani ma
velky Kklinicky vyznam, protoZe inhibitory PARP mohou byt vyuZity pii 1é¢bé nékterych
nadort. Naptiklad asi deset procent karcinomu prsu a vaje¢niku, charakterizovanych depleci
BRCAL1 proteinu, ma rovnéz snizenou hladinu proteinu 53BP1. Monitorovani
onkologickych markeru, véetné 53BP1 a BRCA1, muze piispét ke zlepSeni terapeuticke
strategie, zejména pii kombinované radioterapii s cytostatickou 1é¢bou. Tyto Udaje ukazuji,
ze inhibice PARP1 pfedstavuje velmi slibné terapeutické néstroje, zejména u nadoril
s poSkozenou funkci BRCA1-zavislé opravneé drahy DNA.

Autofi Ayrapetov a kol. (2014) dale poukazali na to, ze oprava dvouietézcovych
zlomu zprostfedkovana ATM kindzou vyzaduje methylaci histonu H3 v poloze lysinu 9
(H3K9me3). Nicméné¢ stale zde zlstava otdzka, jak presné¢ H3K9me2/me3, jako vazebny
partner proteint rodiny HP1, reguluje odpovéd’ genomu na poSkozeni DNA. Jako prvni
ukézali autofi Luijsterburg a kol. (2009), Zze akumulace isoforem proteinu HP1 do lokalné
indukovanych 1ézi v DNA je nezavisla na H3K9me3. Ayrapetov a kol. (2014) dale uvadi, Ze
proteinovy komplex obsahujici Suv39hl methyltransferdzu rozpoznava dvoufetézcové
zlomy, ve kterych zprostiedkovava methylaci H3K9 v té€sné blizkosti DSBs. Tento proces,
ktery zahrnuje dynamické zmény v methylaci H3K9 v euchromatinu, se zda byt nezbytny
pro celkovou remodelaci poskozeného chromatinu. H3K9me3 také iniciuje aktivaci
acetyltransferdzy Tip60, kterd acetyluje jak ATM kinazu, tak histon H4. Tento proces
pravdépodobné vede k vytvoreni dekondenzovaného stavu chromatinu, coz je stav navozeny
ptedevsim UV zafenim (Kruhlak a kol.,, 2006). Neddvno jsme vSak pozorovali, ze
v oblastech mikroozafeného chromatinu dochazi k deacetylaci H3K9 a k narastu hladiny
histon deacetylazy 1 (HDACL1) (Bartova a kol., 2011). Zda se tedy, Ze se histon deacetylazy
a také sirtuin 7 (SIRT7) Gcastni procesu opravy DNA. Paredes a Chua, 2016) prokazali, ze
SIRT7 se navaze za ucasti PARP1 do oblasti genomu s dvoutetézcovymi zlomy, coz vede k
deacetylaci H3K 18 v mistech poskozeného chromatinu. Tento epigeneticky stav umoznuje
akumulaci 53BP1 proteinu do oblasti s  H3K18 deacetylovanym chromatinem
s dvoufetézcovymi zlomy, které jsou rozpoznany mechanismem NHEJ (Vazquez a kol.,
2016). Zajimavé je, Ze mobilizace SIRT7, zavisla na poSkozeni DNA, zpiisobuje snizeni
hladiny SIRT7 v kompartmentu jadérek, které jsou obecné vysoce pozitivni na tento typ
sirtuinu (Vazquez a kol., 2016). Chen a Zhu (2016) dodate¢n¢ shrnuli, ze lokalni H3K9me3,
vyskytujici se v blizkosti dvoufetézcovych zlomi, se objevuje spiSe v euchromatinu. Na
druhou stranu v neozafenych bunkach se H3K9me3 primarné vyskytuje v klastrech
heterochromatinu, tudiZz v oblastech genomu mén¢é citlivych na poskozeni DNA. Je
zajimavé, Ze komplex obsahujici proteiny Kap-1, HP1 a H3K9-methyltransferasu SUV39H1
se reorganizuje do oblasti chromatinu, ktery se nachazi v blizkosti DSBs. Tento d¢j je
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spojovan s vyskytem H3K9 metylace v mistech poSkozeného genomu a je zavisly na funkci
PARPI1 proteinu. Zvyseni H3K9me2 bylo zjisténo také u DSBs indukovanych I-Scel
endonukledzou (Fnu a kol., 2011). Na druhou stranu, sniZzeni metylace H3K9 by mohlo
navodit rozvolnéni chromatinu, které se objevuje zejména po mistnim mikroozafeni
bunéénych jader pomoci UVA-laseru. Lokaln¢ indukované 1éze v DNA jsou také Casto
charakteristické pfitomnosti epigenetického markeru heterochromatinu, a tim je
H3K27me3. Na tuto posttranslaéni modifikaci v chromatinu s poSkozenou DNA se vazi
proteiny PcG, jako je BMII a Mel18 (Chou a kol., 2010; Sustadkova a kol., 2012). Dale bylo
zjisténo, ze zvySena aktivita EZH2 histon metyltransferazy (z Polycomb represivniho
komplexu 2, PRC2), ktera zodpovida za H3K27me3 na promotorech vyvojové dilezitych
gentl, byla pozorovana po oxida¢nim poskozeni genomu (O’Hagan, 2011). Tito autoii dale
ukézali, Ze epigenetické procesy, souvisejici s poSkozenim DNA, zahrnuji sniZeni hladiny
H3K4me3 a H4K16ac, ke kterému dochazi po ozaieni bunék.

2.3. Zmény ve struktuire chromatinu a jejich korelace s epigenetickymi
zménami pri opravé DNA

Epigenetické procesy nejsou spojeny se zménami V sekvencich DNA (Lahtz a Pfeifer, J.
Mol., Cell Biol., 2011). Pro potencialnich terapeutické aplikace je vyznamnym poznatkem,
Ze epigenetické zmény, charakteristické pro rtizna onemocnéni, jsou na rozdil od
cytogenetickych poruch reverzibilni. Naptiklad klinicky pouZivané inhibitory nebo
aktivatory epigeneticky vyznamnych enzymu, vcetné inhibitorat HDACs nebo DNA
methyltransferdz (Dnmts), maji vyznamnou Ulohu zejména pti 1é€bé nadort a to z diivodu
schopnosti ménit epigenom. Regula¢ni tloha acetylace histonti a metylace DNA je primarné
rozhodujici v promotorovych oblastech. Z tohoto divodu je nezbytna optimalni funkce
histon acetyltransferdz (HATs), HDACs nebo Dnmts (Belikoff a kol., 1980; Martinet a
Bertrand, 2011; Brownell a kol., 1996). Velmi dilezita regulac¢ni tloha je také pfipisovana
di-/tri-methylaci histonu H3 v pozici lysinu 9 (H3K9me2/me3). Tyto histonové znaky jsou
zodpovédné za utlumeni exprese gent a procesy heterochromatinizace. H3K9me3-pozitivni
heterochromatin piedstavuje rovnéz vazebné misto pro izoformy heterochromatinového
proteinu HP1 (HPlo, HP1B a HP1y) a z pohledu heterochromatinové stabilizace je nutna
take optimalni funkce H3K9 histon metyltransferdz (HMTs) (Baldeyron C. a kol., 2011).
Izoformy HP1 hraji také dulezitou roli v odezvé na poskozeni DNA (DDR) (Ayoub a kol.,
2008). HP1 mé schopnost rozpoznat predevsim chromatin poSkozeny UV zafenim (Dinant
a Luijsterburg, 2009, Luijsterburg a kol., 2009, Zarebski a kol., 2009).

Dvouietézcové zlomy v DNA, pokud nejsou opraveny, jsou hlavni hrozbou neporusené
a smysluplné genetické informace burniky. Chyby v mechanismech opravy DNA tak mohou
vést k chromosomalnim aberacim, véetné translokaci chromosomt, které jsou spojovany s
patologickymi procesy v bunkach a nasledné i v tkanich. O mechanismu, ktery je
zodpoveédny za vznik translokaci chromosomi v savéich burikach, se vedly a vedou spory.
Jednim z predpokladi je fakt, ze k translokaci mize dojit jen mezi sousednimi
chromosomalnimi teritorii (Kruhlak a kol., 2006). Déle bylo zjisténo, Ze indukce DSBs je
lokalné omezena do oblasti takzvanych “reparac¢nich ohnisek” (Soutoglou a kol., 2007).
Vznik chromosomalnich zlomt vede ke zvySenému pohybu poskozeného Useku DNA a
tento pohyb se odehrava v dobte definovatelnych, vymezenych kompartmentech bunééného
jadra (Soutoglou a kol., 2007). Dvouietézcové zlomy tedy pravdépodobné nemohou
migrovat do oblasti “reparac¢nich ohnisek”, ale kolem kazdého dvouftetézcového zlomu se
budou formovat vlastni ohniska proteini, které se aktivné zapojuji do specifickych
opravnych mechanismut (Soutoglou a kol., 2007). Velice vhodnym epigenetickym znakem
pro rozpoznani dvouretézcovych zlomu je fosforylovany histon H2AX (yH2AX). Tato post-
transla¢ni modifikace histonu je dulezita pro aktivaci dalSich proteinu, které se ucastni
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opravy téchto zlomti v DNA (Celeste a kol., 2003). Pii aplikaci genotoxickych ¢inidel nebo
pti ozafeni bun€k doslo naptiklad po 5 minutach u vice nez 75 % pozorovanych bunék k
fosforylaci histonu H2AX v poSkozené oblasti genomu (Soutoglou a kol., 2007). Béhem
dalSich péti minut po ozareni se v oblasti DNA lézi akumulovaly dalsi faktory opravy DNA.
Byl to napiiklad protein MDCL1, ktery je nezbytnym faktorem mechanismu opravy DNA
pomoci homologni rekombinace (HR). Na druhou stranu, akumulace 53BP1 proteinu v
mistech poSkozeného chromatinu se objevovala pfiblizné 15 min po poSkozeni genomu
(Soutoglou a kol., 2007). Je vSak znamo, ze 53BP1 se ucastni jiné opravné drahy zvané
nehomologni spojovani konct (NHEJ), coz by vysvétlovalo rozdily v Kinetice uvedenych
proteint. Tento rozdil mize byt ovlivnén i skute¢nosti, Ze NHEJ mechanismus probiha z
velké ¢asti v G1 fazi bunééného cyklu, zatimco HR opravné dréha je aktivovana v S/G2
fazich. Na zaklad¢ vysledka téchto experimentt je moZzné konstatovat, Ze Gseky DSBs, které
se vyskytuji na riznych chromosomech, patrné nejsou schopny volné migrovat jadrem
savéich bun¢k, kdy pfinejmensim faktor Ku80 se podili na omezeni pohybu koncu
porusenych chromosomi (Soutoglou a kol., 2007). K chybnému spojeni neopravenych
zlomd tedy nejspiS dochazi v ramci piesn¢ lokalizovaného vyskytu poSkozenych
chromosomalnich teritorii. Z tohoto dtivodu je ¢etnost chromosomalnich translokaci zavisla
na stupni vzajemné interakce mezi sousednimi chromosomy tak, jak to bylo popsano v praci
Kozubek a kol. (1997) a Branco a Pombo (2006). Diky omezené mobilité dvouretézcovych
zlomu vramci interfaznich jader jsou translokace chromosomi relativné vzacné déje, protoze
opravné mechanismy probihaji velmi rychle, diive neZ muze dojit k vzajemnému
propojeni poskozenych oblasti nechomolognich chromosomt. Omezeni pohybu DSBs v
sav¢ich bunkach predstavuje pravdépodobné ochranny mechanismus, ktery brani nestabilité
genomu (Soutoglou a kol., 2007).

V nasi praci se zabyvame piedevsim epigenetickymi dé&ji, které jsou zodpovédné za
opravy dvoufetézcovych zlomi. PoSkozeni DNA vede nejenom k epigenetickym zmé&nam,
ale rovnéz k reorganizaci bunééného jadra, vCetné lokalnich zmén v jaderné struktuie
nékterych kompartmentt bunééného jadra, jako jsou PML téliska, Cajalova téliska nebo celé
oblasti chromozomu (Kinner a kol., 2008, Bartova a kol., 2000a, Legartova a kol., 2014;
Bartova a kol., 2014). Specifické posttransla¢nimi modifikace histond reguluji opravy DNA,
kdy naprtiklad velice dulezita je jiz zminéna fosforylace H2AX, ktera je zprostiedkovana
ATM (Ataxia telangiectasia mutated) kindzou. Déle jak jiz bylo zminéno, v oblasti
dvoufetézcovych zlomu se vyskytuje dimetylace (me2) histonu H4 v pozici lysinu 20, ktera
dulezita pro opravny mechnismus NHEJ (Botuyan a kol., 2006). Za zminku stoji i to, Ze
metyltransferaza MMSET/HSC1 muze lokalné zvySovat H4K20me2, a tim i vazbu mezi
touto posttransla¢ni modifikaci a proteinem 53BP1 (Pei a kol., 2011; Hajdu a kol., 2011).

Pti reakci na poSkozeni DNA hraji vyznamnou Ulohu isoformy heterochromatinového
proteinu HP1 (HP1a, HP1B, HP1y) (Ayoub a kol., 2008, Luijsterburg a kol., 2009). V tomto
sméru je znamo, ze HP1 isoformy se vazi na methylaci H3K9 prostiednictvim N-koncove
chromodomeény HP1 (Jacobs a Khorasanizadeh, 2002). Na druhou stranu, HP1 interakce s
jinymi proteiny je zprostfedkovana C-terminalni takzvanou “chromoshadow” doménou
(CSD) (Nielsen a kol., 2002; Fuks a kol., 2003, Eskeland a kol., 2007). Funkce HP1 pfi
opravach DNA rovnéz zavisi na fosforylaci tohoto proteinu, coz pravdépodobné vede k
zahajeni odpovédi buniky na poSkozeni genomu (Dinant a Luijsterburg, Mol Cell Biol.,
2009). NaSe nedavné experimenty ukazaly, Zze HP13 ma schopnost rozpoznéavat léze v DNA
navozené UVA zarenim. Tyto léze obsahuji cyklobutan-pyrimidinové dimery (CPDs), a z
tohoto divodu se domnivame, ze HP1 protein by mohl hrat vyznamnou ulohu pii
mechanismech nukleotidoveé excizni opravy (NER) (Stixovéa a kol., 2014). Na druhou stranu,
autofi Zarebski a kol. (2009) poukazali na to, Ze HP1 se béhem nékolika minut po poSkozeni
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DNA akumuluje do poSkozenych oblasti jak v euchromatinu, tak v heterochromatinu. Aut
této prace tvrdi, Ze se HP1 protein Ucastni bazové excizni opravy (BER mechanismus).

Velice vyznamnou modifikaci histont z pohledu opravy DNA je zminéna trimetylace
H3K9 zprostiedkovana histon methyltransferdzami (HMTs) Suv39hl/h2 (Bannister a
Kouzarides, 2005). Metylace H3K9 méa kromé& Suv39hl/h2-dependentni interakce s HP1
proteinem mnoho dalSich funkci. Ayrapetov a kol. (2014) uké&zali, Ze hladina H3K9me3
reguluje aktivaci ATM kinazy, ale piesna Uloha metylace H3K9 pii opravach DNA neni
zatim stéle objasnéna. Zminéni autofi prokazali, Ze Suv39hl HMT velmi rychle rozpoznava
leze v DNA, kde reguluje methylaci H3K9 v blizkosti dvoufetézcovych zlomu. Navic ztrata
H3K9me3 v mistech poSkozeného genomu je spojena s nefyziologickou opravou DNA. Je
zajimavé, ze piechodné uvolnovani komplexu Kap-1/HP1/Suv39hl z chromatinu se
objevuje v okamZiku, kdy dojde k fosforylaci Kap-1 pomoci ATM (Ayrapetov a kol., 2014).
Sun a kol., 2009) pozorovali, Ze komplex proteini Mrell-Rad50-Nbsl, Tip60 a H3K9
trimetylace se ucastni opravy poskozené DNA pomoci homologni rekombinace (HR). Z
uvedenych vysledkd plyne, Ze epigenetické déje hraji dalezitou Ulohu zejména b&hem
regulace exprese genu, ale opravy DNA jsou také zprostiedkovany specifickym histonovym
kodem. Je ovSem zajimavé, Ze napiiklad demetylace H3K9, H3K27 nebo H3K36 nezméni
pocet YH2AX-pozitivnich ohnisek, ve kterych probih& oprava DNA (Sun a kol., 2009).

Sun a kol. (2009) potvrdili interakci mezi H3K9me3 a nadorovym supresorem Tip60.
Tato interakce proteind se vztahovala k opravé DNA. Autoti objevili, Ze pokud dojde ke
snizeni hladiny H3K9me3, je potlacena aktivita acetyltransferazy Tip60, coz vede k
poruchdm ve funkci ATM kinasy (Sun a kol., 2009). V tomto pfipadé mtze proto dojit k
chybné opravé DSBS v bunkach s poruchou v methylaci H3K9. Ayrapetov kol. (2014)
ukézali, Ze Suv39hl HMT se objevuje ve dvoufetézcovych zlomech, stabilizuje poSkozeny
chromatin a aktivuje ATM. Tento mechanismus je nezbytny pro remodelaci chromatinu,
ktery je fosforylovdn na histonu H2AX. Fosforylace H2AX je nutna pro stabilizaci
“reparac¢nich” ohnisek (IRIF) indukovanych ionizujicim zafenim (Nakamura a kol., 2010).
Je zajimavé, Ze 1 “reparacni ohniska” vykazuji urcitou miru kompartmentalizace proteint
(Obr. 2). Napftiklad protein 53BP1 a NBSI1 jsou uspofadany v centralnich ¢astech IRIF,
zatimco BRCA1 a drobnd ohniska yH2AX se vyskytuji na periferii radiacné-
indukovanych 1ézi v DNA (IRIF).

Pii studiu tvorby yH2AX-pozitivnich ohnisek Ayrapetov a kol. (2014) zjistili, Ze v
G2-M fazich bunééného cyklu chybél v téchto ohniscich protein 53BP1. Déle je zajimave,
Ze protein 53BP1 netvoii ohniska v M-fazi bunééného cyklu, zatimco protein MDCL1 je
lokalizovan do “reparac¢nich” ohnisek i v mitoze.

V lézich DNA byla pozorovana krom¢ fosforylace H2AX také velmi dynamicka
acetylace histond. Prokazali jsme, Ze UVA indukované DNA léze neobsahuji acetylaci
H3K9, coz bylo doprovazeno narastem hladiny HDACL v lokalné ozafovaném chromatinu
(Béartova a kol., 2011). Guo a kol. (2010) dale ukézali, Ze UV-zafeni ovlivituje acetylaci
H3K9 a H4K16, a Ze fada zmén v acetylaci histonu se objevila paralelné se vznikem CPDs
(Brand a kol., 2001). Z tohoto pohledu se zd4, Ze funkce HATs a HDACs je nezbytna pro
bezchybnou opravu poSkozeného genomu piedev§im NER mechanismem. V bunkach
vystavenych zafeni se také objevuje i acetylace histonu H2AX na lyzinu 5, coz
zprostiedkovava histon acetyltransferaza Tip60.

2.4. 53BP1 protein a jeho funkéni vyznam pii opravném procesu NHEJ

Je evidentni, Ze ruzné typy 1ézi v DNA aktivuji odliSnou kaskadu opravnych mechanismu.
Obecné plati, ze chyby pti opravé DNA navozuji mutagenesi vedouci ke genomoveé
nestabilité. K zabranéni vzniku mutagennich procestim slouZi dvé kanonické drahy opravy
DNA, nehomologni spojovani koncti (NHEJ) a dale oprava dvoutetézcovych zlomt v DNA
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pomoci homologni rekombinace (HR). Z tohoto pohledu proteiny 53BP1 a BRCAL
predstavuji klicové hrace. Funkce 53BP1 pii opravach DNA je zprostfedkovana proteinem
RIF1 (tzv. RAP1-interagujicim faktorem 1). (Obr. 4)

H4K20me2 @@® 53BP1 © RIF1 O PTIP
<> BRCA1 > CtIP ® phosphorylation

Obrazek 5. Hlavni opravné drahy dvouretézcovych zlomii v DNA. 53BP1 protein se
uplatiiuje v NHEJ opravném mechanismu a BRCAL1 protein vopravé DNA pomoci
homologni rekombinace.

Tento protein chrani konce chromosomi, reguluje jadernou architekturu a slouzi jako efektor
funkce 53BP1. Béhem opravného mechanismu NHEJ je aktivni RIF1 spole¢né s 53BP1
predevsim v G1 fazi bunééného cyklu. Akumulace 53BP1 do oblasti DNA 1ézi dale zavisi
na funkci BRCT domén MDC1 proteinu (Zimmerman a de Lange, 2014). Pro optimalni
opravu DNA pomoci NHEJ je také nezbytna fosforylace proteinu 53BP1. Tato
posttransla¢ni modifikace je zprostiedkovana ATM kinazou, kterd aktivuje RIF1 faktor.
Tento molekularni mechanismus, souvisejici s NHEJ mechanismem, navic zabranuje vazbé
proteinu BRCA1 do oblasti poskozene DNA. Ve fazich S a G2 buné&éného cyklu, kdy je
zapojena do opravnych mechanismi homologni rekombinace a jsou k dispozici sesterske
chromatidy, zacina byt protein 53BP1 a jeho kofaktory neaktivni a naopak aktivuje se
BRCAL protein spole¢né s CtIP faktorem. Je tudiZ potlacena opravna draha zavisla na funkci
proteinu 53BP1 (Cuella-Martin a kol., Mol Cell, 2016). Tento proces vede k opravé
potencialné nebezpednych lézi v DNA. Rada studii viak dokumentuje, Ze prvni volbou
opravy dvoufetézcovych zlomu v S/G2 fazich bunééného cyklu neni HRR, ale kanonicky
NHEJ mechanismus (Shibata a kol., 2011). Mechanismy, kterymi 53BP1, RIF1 a také faktor
PTIP (protein interakujici s transak¢ni doménou Pax) podporuji NHEJ, nebyly dosud zcela
objasnény. Nicméné z pohledu HR je ziejmé, ze BRCA1 antagonizuje funkci 53BP1 (Feng
a kol., 2015). Je také ziejmé, Ze u nékterych nadorovych bun€k dochazi k depleci proteinu
BRCAL, ktery ovliviiuje procesy opravy DNA, coz vede k vyrazné akumulaci 53BP1 na
mistech s poSkozenou DNA (Escribano-Diaz a kol., 2013). Na druhé strané BRCAL
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fyziologicky inhibuje ATM-dependentni fosforylaci proteinu 53BP1 a zabranuje akumulaci
interak¢nich partnertt 53BP1, RIF1 a PTIP v dvouietézcovych zlomech, které se objevuji v
SIG2 fazich bunéc¢ného cyklu. Z téchto divodu se jednoznacéné jevi draha HR také v urcitém
rozsahu zavisla na proteinu 53BP1, ktery se vSak preferencné uplatiiuje pii opravach DNA
v G1 fazi buné&¢ného cyklu, tudiz pti NHEJ mechanismech. Z hlediska efekti vlivu zafeni
na bunééné populace je zajimavé, Ze y-zareni u fady buné¢nych typt zastavuje bunky v G2-
M fazich bunééného cyklu. Z téchto duvodu vyplyva, Ze y-zaieni by mohlo piednostné
indukovat BRCAL1-dependentni ,,reparaéni® drahu. AvSak hladina 53BP1 proteinu, i kdyz
velmi nizka, se v DNA lézich vyskytuje i ve fazich S nebo G2, ne vSak dale v mitoze (Giunta
a kol., 2010; Nelson a kol., 2009). Isono a kol., 2017) ukazali, Ze protein BRCA1 podporuje
resekci konctt DNA pferusenim bariéry zavislé na proteinu 53BP1. Tito autofi naznacili, Ze
BRCA1 podporuje defosforylaci proteinu 53BP1 a uvoliiovani RIF1 z proteinového
komplexu, ktery se vyskytuje v oblastech dvoufetézcovych zlomu. Tento jaderny proces
reguluje pifechod z NHEJ mechanismu do drdhy oprav  DNA pomoci homologni
rekombinace. Prostfednictvim téchto vysoce sofistikovanych bunéénych mechanismi burnka
"rozhoduje”, zda bude aktivovana NHEJ nebo HR ,,repara¢ni® draha (Kimar a kol., 2014).
Funkéni a strukturalni vazby mezi témito dvéma hlavnimi mechanismy opravy
dvouietézcovych zlomu jsou uvedeny v dalSich ¢astech této prace.

2.5. Zakladni funkce proteinu 53BP1 pri poSkozeni euchromatinu nebo
heterochromatinu a prostorova organizace 53BP1 pozitivnich lézi v DNA

Imunofluorescencni analyza odhalila existenci tfi forem proteinu 53BP1. Jsou to
cytoplazmatické frakce proteinti, homogenné disperzni nuklearni frakce a jaderna téliska,
ktera také nazyvame loZiska opravy DNA (Iwabuchi a kol., 1998). Vznik dvouietézcovych
zlomil zplisobuje zmény v jaderné distribuci proteinu 53BP1. Vlivem zéfeni nebo ¢inidel
poskozujicich DNA dochazi ke zméné difuzni nuklearni frakce 53BP1 na jaderna ohniska,
kterd kolokalizuji s fosforylovanym histonem H2AX nebo BRCAL proteinem (Schultz a
kol., 2000; Wang a kol., 2002; Ward a kol., 2003). Iwabushi a kol., (1994) ukazali schopnost
53BP1 proteinu se vazat na protein p53, kdy mutace v lokusu TP53 ovliviuji tuto vazbu.
Zminény proces je zprostiedkovan DNA-vazebnou domenou proteinu p53, ktera je
zodpovédna za uml¢ovani exprese gent (Iwabuchi a kol., 1998). Ned&vno jsme i my v nasi
laboratofi fesili otazku, zda mutace v genu TP53 mohou zménit akumulaci proteinu 53BP1
v chromatinu lokalné ozareném UVA zafenim (Suchankova a kol., 2017). Zjistili jsme, ze
odliné mutace v genu TP53 riznym zptisobem ovliviiuji interakci 53BP1 s proteinem p53.
Déle naSe data ukazala, ze hladina proteinu p53, ktera se ¢asto méni vlivem mutace v genu
TP53, ovliviiuje akumulaci proteinu 53BP1 v DNA lézich. Zimmerman a de Lange (2014)
ve své praci shrnuli mechanismus aktivace proteinu 53BP1, ktery je obecné odlisny béhem
regulace oprav dvoufetézcovych zlomt v porovnani s regulaci transkripce zavislé na
proteinu p53. Jak jiz bylo vySe uvedeno, mechanismus opravy dvoufetézcové DNA je
regulovan interakci 53BP1 s proteiny jako je RIF1 a PTIP, coZ se vyznamné lisi od 53BP1-
zavislé regulace transkripce, kterou zprostiedkovava proteinovy komplex p53-53BP1
(Cuella-Martin a kol., 2016). Funkce 53BP1 pti opravé poskozené DNA ma rovnéz své
strukturalni specifika. Akumulace 53BP1 ve spontanné vznikajicich ohniscich nebo
loZiscich vyvolanych ozafenim (IRIF) je hlavnim rysem oprav DNA. Pomoci technik
pokrocilé konfokalni mikroskopie Ize studovat naptiklad lokalizovany pohyb 1ézi DNA nebo
difazi proteind v ,,reparac¢nich® ohniscich. Pro tyto ucely se pouZivaji metodiky ,,single
particle tracking” analyzy nebo FRAP (Fluorescence Recovery after Photobleaching); (a
kol., 2013a). S vyuzitim téchto technik jsme zjistili, Ze mCherry-znaceny protein 53BP1 se
akumuluje daleko rychleji v UV-indukovanych lézich DNA, v porovnani se spontannimi
Iézemi s poSkozenou DNA (Foltankova a kol., 2013b). Hable a kol. (2012) ukézali pro jiné
,repara¢ni“ proteiny, ze napiiklad mobilita proteinu RAD52 je pomalejSi nez mobilita
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proteinu MDC1. Tyto préce jasné ukazuji, Ze rozsah poSkozeni DNA a typ zafeni ma velky
vliv na opravné procesy a pii vzajemném porovnavani riznych experimentalnich studii by
mél byt zvazen rozsah poskozeni genomu. Pii vyhodnocovani kinetiky oprav DNA je tieba
brat na zietel, jaké typy 1ézi DNA dany zdroj poSkozeni indukuje. Dilezité je Si rovnéz
ov¢tit, zda exogenni akumulace proteinu do oblasti DNA 1¢zi studovanych u Zivych bunck
odpovida i fyziologickému stavu proteinu na endogenni trovni. K témto analyzam lze vyuZzit
specifickych protilatek proti studovanému proteinu (Suchénkové a kol., 2017). Vyuzivani
Sirokého spektra biofyzikalnich analyz v tomto sméru rozSifuje poznatky o procesech
probihajicich v bunééném jadte, o dynamickém chovani

proteini pifi opravach DNA (Essers a kol., 2006; Mortusewict a kol., 2008). Tyto
experimentalni pfistupy, predevsim aplikované pfi studiu zivych bunék, jsou dilezité pro
pochopeni hierarchického usporadani proteinti v mistech poSkozené DNA.

Prostorovou distribuci jadernych struktur souvisejicich s opravou DNA lze analyzovat
na individualni bunééné trovni bud béznou konfokalni mikroskopii, nebo pokrocilymi
optickymi technikami, jako jsou nanoskopie se super-rozliSovaci schopnosti (STED) nebo
strukturovana ilumina¢ni mikroskopie (SIM). Je zndmo, Ze ohniska souvisejici s opravou
DNA jsou tvofena akumulovanymi proteiny. Tato loZiska opravy DNA, pokud se v nich
vyskytnou dvoufetézcové zlomy, jsou vétsSinou pozitivni na fosforylace histonu H2AX nebo
ptitomnost proteini 53BP1 nebo BRCAL (Daley a kol., 2014). Proteiny ucastnici se oprav
DNA jsou charakterizovany specifickym jadernym uspotfadanim. Napiiklad autofi Reindl a
kol., (2017) ukazali, ze 53BP1 protein je lokalizovan hlavné v perichromatinové oblasti.
Naproti tomu Rad51, dulezity protein homologni rekombinace, netvoii specifickou
nanostrukturu a RADS51-pozitivni loziska jsou obklopena proteinem 53BP1. Daéle je
zajimave, Ze kinazy Chk1 a Chk2, které jsou okamzité fosforylovany na mistech poskozené
DNA, rychle disociuji a difunduji v celém bunééném jadie (Lukas a kol., 2003; Smits a kol.,
Current Biol., 2006). Podle udaju téchto autord je ziejmé, Ze nékteré proteiny, které se
ucastni opravy DNA a okamzité rozpoznavaji poskozenou DNA, nasledné rychle disociuji
s DNA lézemi nebo dochazi k jejich pfemisténi na periferii ,,repara¢nich* ohnisek (Polo a
Jackson, Genes Dev., 2011). Prostorova distribuce proteint Uc¢astnicich se opravy DNA
mize byt ovlivnéna i nestabilitou genomu. Na Urovni mutaci genu TP53 jsme napiiklad
prokazali podstatné ovlivnéni akumulace protein 53BP1 do lokalné mikro-ozafovaného
chromatinu (Suchankova a kol., 2017).

Z hlediska jaderné architektury jsme nedavno ukazali, Ze ptitomnost proteinu 53BP1
je velmi vyrazna v tzv. zonach interchromatinovych granulich (Interchromatin Granule
Associated Zones; IGAZ) a 53BP1-pozitivni spontanni 1éze v DNA byly lokalizovany v
tésné blizkosti SC-35 pozitivnich jadernych skvrn, v takzvanych jadernych skvrnach
(nuclear speckles), kde probiha sesttih pre-mRNA (Legartova a kol., 2017). Vyskyt proteint
ucastnicich se oprav v DNA v oblastech jadernych skrvn publikoval také Campalans a kol.
(2007). V této praci byl tento d&j navozen oxida¢nim stresem bun¢k, coZ poukazalo na to,
ze ,,nuclear speckles” se do urcité miry podileji na odpovédi buiiky v piipadé poSkozeni
DNA.

Autoii Yamauchi a kol. (Sci. Rep., 2017) dokumentovali dal$i pozi¢ni aspekt
jadernych ohnisek, ve kterych probih& oprava DNA. Tito autofi pozorovali shlukovani DNA
1ézi a zvySeni jejich poctu v ptipade, kdy doslo k redukci faktori jako je Ku80 nebo
k omezeni funkce ATM kinazy. Na druhou stranu, deplece proteinu 53BP1 sniZila pocet

,reparacnich ohnisek“. Je zajimavé, Ze tato ohniska byla lokalizovana nejcastéji v blizkosti
heterochromatinovych oblasti bunétného jadra. Toto pozorovani ukazuje, Ze stupen
kondenzace chromatinu by mohl ovlivnit tvorbu jadernych ohnisek daleZitych pro opravu
DNA. Autoti Falk a kol., (2014) dale ukazali, ze yH2 AX-pozitivni ohniska se vyskytuji spise
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v oblastech s nizkou hustotou chromatinu. OvSem v tomto experimentalnim modelu prot
53BP1 pronikal do wvnitinich ¢asti domén heterochromatinu. V tomto piipadé
heterochromatin u ozafenych bun¢k podléhal dekondenzaci. Goodarzi a Jeggo (2012)
publikovali, Ze struktura chromatinu v oblasti dvouietézcovych zlomd vyznamné ovlivituje
ucinnost opravy DNA. Z uvedenych poznatkl lze shrnout, Zze typ chromatinu v tésné
blizkosti DNA lézi podstatn¢ ovliviiuje uc¢innost opravnych mechanismi. Goodarzi a Jeggo
(2012) rovnéz zjistili, Ze heterochromatinizace omezuje jadernou signalizaci, ktera se ucastni
oprav DNA. Tyto experimenty ukazaly, Ze dvoutetézcové zlomy heterochromatinu se rychle
pteskupuji a pfesouvaji na rozhrani mezi oblastmi heterochromatinu a euchromatinu. Je
zajimave, Ze pro opravu dvouietézcovych zlomu, Ktera je spojena s heterochromatinem, je
vyzadovana aktivita ATM kindzy. AvSak funkce tohoto enzymu neni nezbytna pro
preuspofadani heterochromatickych 1ézi DNA. ATM spiSe zodpovidd za uvolnéni
heterochromatinu v tésné blizkosti DSBs (Goodarzi a Jeggo, 2012). Je dale zajimavé, Ze
poskozeny chromatin uvniti klastrti heterochromatinu je charakteristicky fosforylaci histonu
H2AX. V pozd¢jsi fazi opravnych mechanismt dochazi k piesunu fosforylace H2AX na
okraj klastri centromerického heterochromatinu, takzvanych chromocenter. Tyto vysledky
jasn¢ dokumentuji vyraznou lokalizovanou kinetiku yH2A-pozitivnich DNA lézi. Nase
studie nedavno ukazala, Ze UVA zaieni omezuje trajektorii 53BP1-pozitivnich ohnisek,
které kolokalizovali s PML télisky (Foltankova a kol., 2013a). Omezeny pohyb
Vv interfaznim jadfe jsme pozorovali také u Cajalovych télisek v bunkach ozafenych
ionizujicim zatenim (Bartova a kol., 2014). Velmi zajimavé pozorovani, které souviselo
s morfologii DNA ,,reparac¢nich® ohnisek, bylo publikovano autory Croco a kol., (2016).
Tito autofi zjistili, ze bunky déle Zijicich zivo¢isnych druhd jsou charakteristické vy3Sim
poc¢tem 53BP1 pozitivnich loZisek, ve srovnani s buitkami zivocicht s kratkym Zivotnim
cyklem. Toto zvyseni poctu ohnisek 53BP1 bylo spojeno se snizenou fragmentaci DNA a
niz8im poc¢tem bunék s mikrojadry. Z tohoto pozorovani vyplyva, Ze druhy s delSi periodou
Zivota maji pravdépodobné posileny obranné mechanismy, které G¢inné opravuji
poSkozenou DNA. To podporuje tvrzeni, Ze existuje vztah mezi procesy starnuti a aspésnou
opravou DNA (Noda a kol., 2015). Cann a Dellaire (2011) poukazali na to, Ze vysoce
kondenzovany heterochromatin je pravdépodobné uréen k ochrané genomu pied
posSkozenim. Naproti tomu kondenzace chromatinu muze piedstavovat piekazku pro
proteiny, které musi rozpoznat poSkozena mista v DNA. Zda se tedy, Ze chromatin v
blizkosti Iézi v DNA musi byt velmi dekondenzovany. V tomto ohledu by fungovani HATSs
nebo inhibitort histondeacetylaz (HDACi) mohlo navodit vhodnou miru dekondenzace
chromatinu. Naptiklad inhibice HDACs zvySuje rozvolnéni chromatinu, ¢ili d¢j, ktery
pravdépodobné zvySuje ucinnost opravy DNA. Na druhou stranu je zajimavé, Zze nékolik
proteind, které stabilizuji heterochromatin, véetné Polycomb Group (PcG) proteini BMI1 a
Mell18 nebo proteina heterochromatinu (HPla, HP1B, HPy) maji schopnost rozpoznat
poSkozenou DNA (Ayoub a kol., 2008; Chou a kol., 2010; Luijsterburg a kol., 2009;
Sustackova a kol., 2012). Pokud v3ak v téchto piipadech byly buiiky ovlivnény inhibitory
HDACSs, proteiny HPIB nebo BMI1 ztratily schopnost akumulace do oblasti chromatinu
ozafeného UVA laserem (Sustackova a kol., 2012). Na zakladé tohoto zjisténi se zda byt
zfejmé, Ze stupen heterochromatinizace a proteiny, které se vazi na heterochromatin,
ovlivilyji G¢innost odpovédi bunék na poSkozeni genomu. Autoii Han a kol., (2016) ukazali,
Ze hierarchicka kondenzace chromatinu je velmi dilezita pro ochranu chromosomu pted
jejich poskozenim. Tento viceuroviiovy proces je specificky pro rozpoznavani a opravu
dvouietézcovych zlomi (mechanismu NHEJ nebo HRR) nebo v ptipadé vyskytu cyklobutan
pyrimidinovych dimerta (CPDs), které jsou rozpoznany mechanizmem nukleotidové excizni
opravy (NER). Autofi ve své studii zjistili pomalejsi opravu CPDs v heterochromatinu ve
srovnani s euchromatickymi oblastmi. Vysledky potvrdily velmi komplikovanou kinetiku
faktort zapojenych do mechanismi opravy DNA. Toto tvrzeni je podpofeno experimentalni
studii, kde se oprava dvouictézcovych zlomu, zprostiedkovana mechanismem zavislym na
proteinu 53BP1, odehrava pievazné v oblastech heterochromatinu. Tento chromatin je
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charakteristicky specifickymi epigenetickymi modifikacemi, jako je posttransla¢ni
modifikace histont H3K9me3 nebo H4K20me2/me3 (Kakarougkas a kol., 2013).

VSechna vySe uvedena pozorovani ukazuji, ze stupeni kondenzace chromatinu muze
ovlivnit procesy opravy DNA (Kruhlak a kol., 2006). Velmi dobry ptiklad dekondenzace
chromatinu ptedstavuji embryonalni kmenové burniky (ESCs). Obecné je piijimano, Ze jadra
ES bunék maji takzvanou otevienou strukturu chromatinu, ktera mize byt experimentalné
zmeénéna navozenim specifické diferencia¢ni drahy (Bartova a kol., 2008a; Venkatesh a kol.,
2016). Autoii Venkatesh a kol. (2016) pozorovali, Ze stejnd davka ionizujiciho zateni
zpusobila zvySeni po¢tu 53BP1-pozitivni IRIF (radiacné-indukovanych 1ézi) u lidskych
ESCs v porovnani s normalnimi lidskymi fibroblasty. Dal§im dulezitym pozorovanim u
embryonalnich kmenovych bunék je, ze protein OCT 4, ktery je zodpovédny za zachovani
pluripotence ES bun¢k, maze hrat dulezitou Ulohu i pfi opravé DNA. Prokazali jsme, Ze
OCT4 protein ma schopnost rozpoznavat DNA léze indukované UV A zafenim u mySich ES
bunék. Tento proces byl doprovazen deacetylaci H3K9 a zvySenym vyskytem HDACL v
lokalné¢ mikro-ozafeném chromatinu (Bartova a kol., 2011). Kromé& OCT4 proteinu ma
v opravach DNA u ES bunék klicovou ulohu i protein 53BP1. Je zajimavé, Ze ztrata 53BP1
sniZuje pocet spontanni 1ézi v DNA a kontrolni bod v bunééném cyklu, G2/M, je aktivovan
soucasné s depleci proteinu BRCA1 (Bunting a kol., 2010). Tito autofi prokazali, Ze u
BRCA1 mutantnich bunék deplece proteinu 53BP1 obnovuje tvorbu RAD51-pozitivnich
DNA ,repara¢nich* ohnisek, které se objevuji po ozareni bun¢k ionizujicimu zafeni. Tento
popsany proces se spjaty s aktivaci opravnych mechanismid pomoci homolognich
rekombinace (HR).

3. Zavér

Jak vyplyva z této prace, vysledky naSeho vyzkumného tymu vyznamné piispély k poznani
zakonitosti mezi strukturou a funkci chromatinu. NaSe analyzy pomoci sofistikovanych
technik pokroc¢ilé konfokalni mikroskopie prohloubily znalosti o struktuie lidského a
mysiho genomu. Nas§ vyzkum je vyznamny v teoretické i v praktické rovin€. Obecné nyni
plati, Ze vztahy mezi strukturou a funkcemi chromatinu jsou vzajemné propojené a Ze velky
funk¢ni vyznam ma rovnéz usporadani struktur bunécného jadra. | naSe poznatky ukazuji,
ze biochemické regulacni mechanismy tidi naptiklad expresi gent, nebo ze mechanismy
oprav DNA jsou dulezité z hlediska fyziologického pribéhu bunéénych procesu, jako je
proliferace, diferenciace a apoptdza. V tomto ohledu hraje struktura genomu zasadni funkci
a jeho studium bude i nadale velkou vyzvou v biologii chromatinu. Jako velmi dalezité se
jevi experimenty odkryvajici lokalizovanou kinetiku struktury chromatinu a asociovanych
proteint. Je evidentni, Ze spojeni genetickych, biochemickych a molekularné-biologickych
pfistupt by mohlo vést k poznani vyznamu kompartmentalizace interfaznich jader v genové
expresi nebo opravach DNA. Navic fakt, ze jaderna organizace je evolu¢né konzervativni,
ukazuje na to, Ze struktura chromatinu je opravdu zasadni z hlediska regulace vsech
bunéénych procesu. Prakticky vyznam zkoumani vztahu struktury a funkce genomu ma
naptiklad pro nadorovou biologii, kdy pfedev§im jaderna struktura rtznych
chromozomalnich piestaveb nebo amplifikace genti reguluje expresi gent. Velkd pozornost
je v soucasnosti vénovana mechanismim oprav DNA, coZz ma velky klinicky potencial z
hlediska poznani bunéénych déjt u tkané vystavené radioterapii.

Velky pokrok v biologii chromatinu piedstavuji riizné super-rozliSovaci mikroskopickeé
metody a analyzy obrazu. Byla naptiklad vyvinuta fada metod, které umoziuji kvantitativni
i kvalitativni analyzu dat. Automatizované snimani obrazu pomoci konfokalnich
mikroskoptiaautomatizovana analyza obrazu piispély k poznani jaderné kompartmentalizace
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chromozomélnich teritorii a prostorove distribuce vyvojové dilezitych genl u ruzny
bunéénych typt a organismi. V posledni dob¢ patii k pievratnym technologiim nanoskopie,
jako jsou techniky SIM a STED. Uplatnéni statistickych metod vyznamné piispélo k
poznani zakonitosti ve struktufe chromatinu. V soucasné dob¢ je kladen velky diraz na
pozorovani Zivych bun¢k. Technologie fluorescencnich proteini a FRAP technika prispély
k odhaleni dynamiky proteint v riznych bunéénych systémech Hlavnim ukolem naSeho
védeckého tymu je prispét k objasnéni podstaty biologie chromatinu a epigenetickych
procest béhem bunééného diferenciace a pti opravdch DNA.

4. Vybrané ¢lanky autorky, které jsou predloZeny v obhajobé dizerta¢ni
préace

1) Bartova E, Galiova G, Krejci J, Harni¢arova A, Strasak L, Kozubek S. Epigenome
and chromatin structure in human embryonic stem cells undergoing differentiation.
Dev Dyn. 2008, 237(12):3690-702.

Epigenetické modifikace histonu (H3) a jaderné radidlni uspotadani vybranych
cytogenetickych struktur byly porovnany v lidskych embryonalnich kmenovych buiikach
(hESCs) pied a po diferenciaci. Na jaderné periferii diferencovanych hES bunék byla
zjiSténa sniZena acetylace H3K9, trimetylace H3K9 a mono-metylace H3K79. Rovnéz
doslo k redistribuci centromer, o ¢emz svédci perinukleoldrni akumulace centromerickych
markert CENP-A a posttransla¢ni modifikace H3K9me3. Diferencia¢ni proces byl
doprovazen ptremisténim centromer choromosomt 1, 5, 19 do vnitinich ¢asti buné¢ného
jadra. Dale jsme se zamé&fili na radialni distribuci gent PML, RARa a celych teritorii
lidskych chromosomiti 10, 12, 15, 17 a 19. Pozice chromosomalnich teritorii ziistala
relativné stabilni v rdmci interfaznich jader ES bun¢k stimulovanych do endodermalni
diferenciace. Déle jsme zjistili, Ze inaktivni X chromosom, ktery je trimetylovany na
H3K27 byl u diferencovanych ES buné¢k lokalizovan na jaderné periferii. Z téchto zjisténi
plyne, Ze pluripotentni a diferencované hES buriky jou charakteristické odlisnou jadernou
architekturou heterochromatickych struktur, jako jsou centromery a inaktivni chromosom
X. Béhem bunééné diferenciace byly zménény epigenetické markery, jako je H3K9me3 a
H3K27me3, zatimco relativné stabilni byla radialni distribuce chromosomalnich teritorii a
vybranych genu, které byly studovany klasickou DNA-FISH technikou u lidskych ES
bunék.

2) Stixova L, Sehnalova P, Legartova S, Suchankova J, Hruskova T, Kozubek S,
Sorokin DV, Matula P, Raska I, Kovaiik A, Fulnecek J, Bartova E. HP1B-dependent
recruitment of UBF1 to irradiated chromatin occurs simultaneously with CPDs.
Epigenetics and Chromatin, 2014, 7(1):39.

Oprava spontannich a indukovanych 1ézi v DNA je vicestupiiovy proces. V zavislosti na
druhu poskozeni je DNA rozpoznavana mnoha proteiny, které se specificky podileji na
odlisSnych mechanismech opravy DNA. Analyzovali jsme odpovéd’ na posSkozeni DNA po
ozateni bun¢k ultrafialovym zafenim (UVA). U ozafovanych mysich embryonalnich
fibroblastd jsme se zaméfili na studium tak zvaného ,,up stream® vazebného faktoru 1
(UBF1), ktery je klicovym proteinem pii regulaci transkripce ribosomalniho genu. Zjistili
jsme, Zze UBF1 protein se akumuluje do oblasti lokaln¢ indukovanych lézi v DNA, coz
nebylo pozorovano pro jiné proteiny jadérek, jako je podjednotka RNA polymerazy |,
RPA194, nebo proteiny TCOF a fibrillarin. UBF1 rozpoznaval ozafeny chromatin, ktery
byl sou¢asné pozitivni na piitomnost proteinu HP1pB. Metoda Forster Resonance Energy
Transfer (FRET) potvrdila interakci mezi proteiny UBF1 a HP1B. Tato interakce byla
zavisla na funkci takzvané ,,chromoshadow* domény HPI1B. Nadmérna exprese HP1f
s deletovanou ,,chromo* domeénou méla dominantné negativni G¢inek na akumulaci
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proteinu UBF1 do mist genomu s poSkozenym chromatinem pomoci UVA ozafeni.
Transkrip¢ni faktor UBF1 také pfimo interagoval s DNA uvniti bunééného jadra. Nebyla
ovSem potvrzena interakce UBF1 a DNA mimo jadérko, kde se akumulace UBF1 do lézi
v DNA léze objevila soucasné s cyklobutan pyrimidinovymi dimery (CPDs). NaSe
experimenty ukézaly, Ze interakce a funkce UBF1 a HP1B v lézich DNA souvisi s
piitomnosti CPDs, tudiz s mechanismem nukleotidove excizni opravy.

3) Galiova G, Bartova E, Raska I, Krejci J, Kozubek S. Chromatin changes induced
by lamin A/C deficiency and the histone deacetylase inhibitor trichostatin A. Eur. J.
Cell Biol., 2008, 87(5):291-303.

Nedavné studie ukazaly, Ze histonovy kod urcuje typ a strukturu chromatinu. Vzhledem k
vyznamu lamind typu A pro uspotfadani chromatinu jsme se rozhodli studovat vliv
hyperacetylace histonu indukovanou trichostatinem A (TSA). Pro naSe experimenty jsme
vybrali mysi embryonalni fibroblasty s deficienci lamina A/C (LMNA dn). Deplece lamint
A/C zpusobila kondenzaci chromosomalnich teritorii a jadernou reorganizaci
centromerického heterochromatinu, coz bylo doprovazeno zménou v morfologii ohnisek
HPIB proteinu. Na druhé strang, inhibice histon HDACs zpisobila dekondenzaci
studovanych chromosomalnich teritorii, coZz kompenzovalo t¢inek deplece lamind typu A.
Vrstva heterochromatinu v oblasti spojené s jadernou membranou byla signifikantné
snizena v Imna deficientnich (dn) bunkach, ve srovnani s normalnimi fibroblasty. U¢inek
TSA mél vliv na sniZeni hustoty heterochromatinu na jaderné periferii, podobné jak tomu
bylo u bunék Imna dn. Zajimavé bylo, Ze jak u Imna dn bunék, tak u bun¢k s normalni
funkci laminu typu A, byly vét§i chromosomy (v Mbp) umistény vice periferné v ramci
interfazniho jadra a to ve srovnani s mensimi chromosomalnimi teritorii. NaSe pozorovani
naznacuji, Zze deplece lamint typu A zpusobuje nejen reorganizaci chromatinu na jaderné
periferii, ale ma také vliv na kondenzaci chromosomalnich teritorii. Vzhledem k tomu, Ze
inhibice HDACs by mohla kompenzovat zmény v laminech a organizaci chromatinu
vyssiho fadu, mohou tyto procesy ovlivnit transkripéni aktivitu gend.

4) Harikumar A, Edupuganti RR, Sorek M, Azad GK, Markoulaki S, Sehnalova P,
Legartova S, Bartova E, Farkash-Amar S, Jaenisch R, Alon U, Meshorer E. An
Endogenously Tagged Fluorescent Fusion Protein Library in Mouse Embryonic Stem
Cells. Stem Cell Reports, 2017, 9(4):1304-1314.

Ke studiu epigenetické regulace se bézné vyuzivaji embryondlni kmenové bunky (ESCs),
které maji schopnost sebeobnovy a diferenciace. PouZitim retrovirové integrace exonu YFP
nebo mCherry do mysich ES bunék kolegové z University v Jerusalému vytvotili knihovnu
s vice nez 200 endogenné znacenymi fluorescenénimi fiznimi proteiny. Spole¢né s nimi
jsme v tomto ¢lanku piedstavili nékolik moznych aplikaci pro vyuziti této knihovny a tim
jsme ukazali vyuzitelnost naSich molekularné-biologickych piistupii pro sledovani
proteint v zivych burikach. Dok&Zeme naptiklad studovat dynamiku endogenné znacenych
proteinii; proteinové drahy, které jsou zapojeny do mechanismt oprav DNA. Tato
knihovna mize byt vyuZita technikami zaloZenymi na zobrazovani nebo je mozné provadét
analyzy, které vyuZivaji fluorescen¢ni fUzni protein pro biochemické testy pomoci
imunoprecipitace, koimunoprecipitace nebo chromatinové precipitace. Knihovna
fluorescencnich proteinti mé velky aplika¢ni potencial pro fadu biologickych experimentt.
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5) Horadkova AH, Bartova E, Galiova G, Uhlifova R, Matula P, Kozubek S. SUV39h
independent association of HP1 beta with fibrillarin-positive nucleolar regions.
Chromosoma, 2010, 119(3):227-41.

Heterochromatinovy protein 1 (HP1), ktery se vaZe na mista methylovaného histonu H3
v pozici lysinu 9 (H3K9), je primarné zodpovédny za tlumeni exprese genu a tvorbu
heterochromatinu. Zjistili jsme, Ze protein HP1p je lokalizovéan jak v chromocentrech, tak
ve fibrillarin-pozitivnich kompartmentech jadérka. Isoformy HP1a a HP1y kolokalizovaly
s fibrillarin-pozitivnimi misty jadérek v menSim rozsahu nez HP1pB. Deplece histon-
methyltransferdz SUV39h1/h2 a nebo inhibice histon deacetyldz (HDACsi) redukovaly
hladinu HP1p a H3K9me3 v chromocenterech, ale ne v oblastech pozitivnich na fibrillarin.
Mista s ptitomnosti fibrilarinu kolokalizovala spole¢né s RNA polymerazou I, tudiz
s transkripéné aktivnimi rDNA geny. Predpokladame, ze pfitomnost HP1p v jadércich je
pravdépodobné spojena s transkripci ribozomalnich genti a s Ulohou fibrilarinu v procesech
regulace funkce rDNA.

6) Krej¢i J, Uhlifova R, Galiova G, Kozubek S, Smigova J, Bartova E. Genome-wide
reduction in H3K9 acetylation during human embryonic stem cell differentiation. J.
Cell Physiol., 2009, 219(3):677-87.

Epigenetické markery jsou dulezitymi faktory, které reguluji pluripotenci a diferenciaci
lidskych embryonalnich kmenovych bun¢k (hESCs). V této studii jsme diferencovali hES
bunky do endodermu a nasledné analyzovali acetylaci H3K9; epigenetickou modifikaci
spojenou s transkripéné aktivnim chromatinem. Chip-on-chip analyza odhalila, Ze
diferenciace vede k celkové deacetylaci H3K9 v promotorech geni. Z analyzovanych 24
659 promotortt bylo pouze 117 zodpovédnych za expresi gent, které zodpovidaji za
pluripotentni stav ES bunék, zatimco 25 acetylovanych promotori bylo pravdépodobné
zodpovédnych za diferenciaci do endodermu. U pluripotentnich hES buné¢k jsme zjistili, Ze
mezi chromosomy s nejvyssimi absolutnimi hladinami acetylace H3K9 patti chromosomy
1, 6, 2, 17, 11 a 12. Chromosomy 17, 19, 11, 20, 22 a 12 byly nejvice nachylné
k deacetylatnim zménam, které souvisely s diferenciaci. Hustota genti a velikost
jednotlivych chromosomu silné korelovaly s hladinami acetylace H3K9. NaSe analyzy
ukazaly, Ze chromosomy 11, 12, 17 a 19 jsou zasadni pro pluripotenci a diferenciaci ES
bunc¢k.

7) Bartova E, Sustakova G, Stixova L, Kozubek S, Legartova S, Foltankova V.
Recruitment of Oct4 protein to UV-damaged chromatin in embryonic stem cells.
PLo0S One., 2011, 6(12):e27281.

Oct4 protein je specifickym markerem pluripotence embryonalnich kmenovych bunék
(ESCs). Neni dosud mnoho informaci o tom, jakym procesem OCT4 reaguje na poSkozeni
DNA. V této praci jsme zjistovali, zda OCT4 protein rozpozna poSkozeny chromatin v
mysich ES burikach, stabilné exprimujicich GFP-znaceny protein OCT4. Tyto experimenty
mély piispét k poznani toho, jak OCT4 prispiva k zachovani genové integrity u ES bunék
po jejich poskozeni, coz je kli¢ové pro potencidlni aplikaci lidskych ES bunék v
regenerativni medicin€. Pro tyto experimenty jsme vyuZili konfokalni mikroskopii
S Casosbérnym modem a mikro-ozafeni pomoci UVA laseru (0 vinové délce 355 nm).
Zjistili jsme, Ze protein OCT4 ma schopnost akumulace v oblastech poSkozenych UVA
zafenim okamzité po mikro-iradiaci. Zajimave je, Ze tento d¢j nebyl doprovazen akumulaci
Nanog a ¢c-MYC proteini do oblasti poSkozenych UVA zaifenim. Akumulace OCT4
v poskozeném chromatinu se objevila soucasné¢ s deacetylaci H3K9 a fosforylaci H2AX
(YH2AX). Inhibice histon deacetylaz vétSinou zabranila vyrazné akumulaci OCT4 do
ozaifeného mista v genomu. Pozdéji se nam podafilo prokazat, ze soucasné¢ s OCT4
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proteinem se v misté ozafeného chromatinu vyskytuje i XPC protein, ¢ili marker klasické
nukleotidové excizni opravy (NER) (pozorovani dr. Lenky Stixové pracujici v laboratofi
Evy Bartové). NaSe analyzy odhalily opravné mechanismy specifické pro pluripotentni
bunky, ve kterych OCT4 pravdépodobné hraje kli¢ovou Ulohu.

8) Suchankova J, Legartova S, Ruckova E, Vojtések B, Kozubek S, Bartova E.
Mutations in the TP53 gene affected recruitment of 53BP1 protein to DNA lesions,
but level of 53BP1 was stable after y-irradiation that depleted MDCL1 protein in
specific TP53 mutants. Histochem. Cell. Biol., 2017, 148(3):239-255.

53BP1 je znam jako protein, ktery se akumuluje do oblasti I1ézi v DNA. Fokalni akumulace
53BP1 proteinu, ktery se vazZe pti regulaci transkripce na protein p53, je hlavnim rysem
opravy spontannich 1ézi v DNA nebo DNA v ,repara¢nich® mistech genomu, ktery byl
poskozen ionizujicim zafenim (tak zvana ohniska IRIF). Zabyvali jsme se tedy otazkou,
zda mutace v genu TP53, které Casto ovliviiuji hladinu proteinu p53, mohou mit vliv na
akumulaci proteinu 53BP1 v ozafeném chromatinu. Testovali jsme rizné mutace v genu
TP53 a pozorovali jsme zietelnou akumulaci proteinu 53BP1 v poSkozené DNA.
Nasledujici jevy navozené zaifenim UVA se u jednotlivych typt mutantt liSily: u mutanti
R273C se 53BP1 objevil ptechodné v lézich DNA béhem 10-30 minut po ozafovani;
mutace R282W byla odpovédna za akumulaci S3BP1 bezprostfedné po poskozeni genomu
a u mutantt L194F se prvni vyskyt proteinu 53BP1 v lézich DNA objevil béhem 60-70
minut. Tyto vysledky ukazaly, Ze specifické mutace v genu TP53 navozuji nejen rtzné
hladiny proteinu p53, ale také ovliviwyji lokalizovanou kinetiku proteinu 53BP1
v chromatinu, ktery je poSkozeny UVA zatenim. Je zajimavé, Ze po ozafovani byla pouze
mutace G245S v genu TP53 spojena s vyrazné sniZzenou hladinou proteinu 53BP1. V jinych
mutovanych bunécnych liniich nebyla hladina 53BP1 ovlivnéna y-zafenim. Dale jsme
zjistili, ze mutace R280K, G245S, L194F nebo delece TP53 mély vliv na snizeni hladiny
proteinu MDC1, ktera byla pfekvapivé navozena ozafovanim. V mutantnich bunkach byla
navic, ve srovnani s buiikami s normalni funkci genu TP53, oslabena interakce mezi
proteiny MDC1 a 53BP1. Jednoznac¢né jsme ukazali, Ze existuje fun¢ni vztah mezi
proteinem MDC1 a genem TP53, jehoz specifické mutace zptisobily radia¢né indukovanou
depleci MDC1 proteinu. Tato zji$téni jsou vyznamna zejména pro posuzovani vhodnosti
radioterapie u nadoru s poskozenou funkci genu TP53.

9) Sustackova G, Kozubek S, Stixova L, Legartova S, Matula P, Orlova D, Bartova
E. Acetylation-dependent nuclear arrangement and recruitment of BMI1 protein to
UV-damaged chromatin. J. Cell Physiol., 2012, 227(5):1838-50.

Proteiny skupiny Polycomb (PcG), akumulovane vtak zvanych Polycomb-group
jadernych téliscich (PcG ,,bodies®), jsou dulezitymi regulacnimi slozkami epigenetickych
procest ucastnicich se vyvojove specifického uml¢ovani gend. V nasi praci jsme fesili, zda
zmeéna v acetylacich histoni mize ovlivnit jaderné uspofadani a funkci PcG télisek,
respektive proteinu BMI1, ktery je sloZzkou PcG komplexu, PRC1. Pro studium dynamiky
a funkce proteinu BMII jsme pouzili ¢asosbérnou konfokalni mikroskopii, mikro-ozateni
pomoci UV laseru (355 nm) a technologii GFP. Zjistili jsme, Ze BMI1 protein m¢l
schopnost aktivné rozpoznat UVA-poSkozeny chromatin. Soucasné¢ byl tento jev
doprovazen snizenou acetylaci vSech lysini a naslednou akumulaci HP1p proteinu do
oblasti lézi v DNA. Vyraznd akumulace proteinu BMI1 v poskozeném chromatinu byla
velmi rychld, s polo¢asem t = 15 sec po mikro-ozateni. Z tohoto davodu se BMI1 protein
jevi jako iniciator ,,reparacnich dé&ju,
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ke kterym dochézi po poSkozeni genomu. Bylo vSak zajimavé, Ze hyperacetylace histonu
stimulovana HDACSs inhibitorem TSA, potlaceni transkripce ptisobenim aktinomycinu D
adeplece ATP zabranily zvySené akumulaci BMI1, coz vSak neovlivnilo fosforylaci H2ZAX
v ozafovaném chromatinu. Navic BMI1 protein velmi omezené rozpoznaval spontanné se
vyskytujici 1éze v DNA, ke kterym dochazi v dtsledku replika¢nich kolizi nebo dysfunkci
telomer u kultivovanych bungk in vitro. NaSe analyzy naznacily, Ze dynamika rozpoznani
poSkozeného chromatinu proteinem BMIL1 a jaderné uspoiadani tohoto proteinu jsou
ovlivnény predevsim acetyla¢nimi stavy v genomu.

10) Vecera J, Bartova E, Krej¢i J, Legartova S, Komirkova D, Ruda-Kucerova J,
Stark T, Drazanova E, Ka3parek T, Sulcova A, Dekker FJ, Szymanski W, Seiser C,
Weitzer G, Mechoulam R, Micale V, Kozubek S. HDAC1 and HDACS3 underlie
dynamic H3K9 acetylation during embryonic neurogenesis and in schizophrenia-like
animals. J. Cell Physiol., 2018, 233(1):530-548.

Piestoze acetylace histond je jednou z nejvice studovanych epigenetickych modifikaci,
stale chybi informace o tom, jak je acetylom regulovan béhem vyvoje mozku a béhem jeho
patofyziologickych procesu. V této praci ukazujeme, Ze embryonalni mozek (ve stadiu
e15.5) je charakterizovan zvySenou acetylaci H3K9 stejn¢ jako poklesem hladin histon
deacetylaz HDAC1 a HDAC3. Experimentalni navozeni hyperacetylace H3K9 vedlo k
nadmérné expresi proteinu NCAM v embryonalnim kortexu a nasledn¢ doslo k depleci
proteinu Sox2 v subventrikularnim ependymé, coZ napodobovalo diferenciacni procesy.
Indukce diferenciace u mysich ES bunék s depleci HDAC1 vedla k deacetylaci H3KO9,
»down regulaci“ Sox2 a zvysené astrogliogenezi, zatimco neurodiferenciace byla u téchto
bunék témét potlacena. Neurodiferenciace ES bunék byla naopak charakterizovana
hyperacetylaci H3K9, kterd byla spojena s depleci HDAC1 a HDACS3. V téchto
experimentech jsme dale studovali acetylom u potkanti s experimentalné navozenou
schizofrenii. Oblast hipokampu schizofrennich zvitat vykazovala deacetylaci H3K9, kterd
byla regulovana zvysenim hladiny jak HDACL1, tak HDAC3. Hipokampy mozku zvifat
s experimentalné navozenou schizofrenii, 1éCenymi antagonistou kanabinoidniho
receptoru-1, latkou AM251, byly charakteristické H3K9 acetylaci na hladiné pozorované
v normalnich mozcich, ¢ili tato terapie zvratila epigeneticky stav spojeny se schizofrenii.
NaSe vysledky naznadily, Ze koregulace H3K9ac pomoci HDAC1 a HDACS je dulezita
nejen pro vyvoj embryonalniho mozku, tudiz pro neurogenezi, ale také rozhoduje o
patofyziologickych stavech ptipominajicich schizofrenii.
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