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Abstrakt

PoSkozeni genetické informace ulozené v molekul@siA podmiiuje fadu patologickych stadiv
vcetrg nadoroveho bujeni a starnuti. Eviié konzervované mechanismy opravy DNA brani nahro-
madini mutaci a rozvoji genomové nestability. 53BP Inu suppressor p53-binding protein 1) je
dulezity regulator bu&iné odpo¥di na dvouvlaknové zlomy DNA, ktery se po vystaveaiky io-
nizujicimu zé&eni stava saiasti fokus obklopujicich vzniklé zlomy DNA. Funkce 53BP1 wristiné
odpowdi na poSkozeni DNA byly objasny az v nedavhdobs. Zatimco v drahach signalizujicich
vznik dvouvldknovych zlorin kontrolnim bodm buré¢ného cyklu hraje 53BP1 jen nepatrnou roli,
ukazal se byt nepostradatelny préovani typu opravyasti €chto zlomi. Opravy DNA jsou ovliv-
nény 53BP1 v skolika pripadech. Kontroluje resekci kah®NA, umoziuje opravy DNA v hetero-
chromatinu, zvySuje mobilitu nechr@mych telomer a zprasidkovava synapse koh®NA béhem
V(D)J rekombinace a izotypovéhsgsmyku. 53BP1 negativmovliviiuje opravu DNA v nadorovych
buikach s poSkozenym BRCA1 (breast cancer type 1 ptisiity protein), coZ nize mit vliv na
terapeutickou odpad’ u rekterych nadar prsu. Cilem této bakatké prace je shrnout nové po-

znatky o roli 53BP1 v buttné odpo¥di na dvouviaknové zlomy DNA.

Kli ¢ova slova:53BP1, dvouvlaknové zlomy DNA, kontrolni body Baného cyklu, oprava DNA

Abstract

DNA damage may result in various pathological coowls and contributes to aging and development of
cancer. Evolutionarily conserved DNA damage resp@navents the acumulation of mutations and pro-
tects against genomic instability. Tumor supprepS8rbinding protein 1 (53BP1) is an important regu
lator of the cellular response to DNA double-strarebks (DSB) and is a canonical component of ioni-
zing radiation-induced foci which are formed at DB&B following radiation exposure. Recently, new
insights have been gained into its functions iMN&A damage response. Apart from its subtle roteén
DNA damage checkpoints signaling, 53BP1 is a vetdildished player in the DNA DSB repair pathway
choice. The outcome of DNA repair is influencedd3BP1 in several contexts. 53BP1 controls 5’ end
resection at DNA ends, improves DSB repair in loet@omatin, promotes the mobility of uncapped
telomeres and mediates synapsis of DNA ends dugidyJ and class switch recombination. 53BP1 con-
tributes to repair defect in BRCAfreast cancer type 1 susceptibility protaieficient cells, which may
have an impact on the treatment of some typeseafsbicancer. The aim of this bachelor’s thesig is t
summarize new findings about the role of 53BPhéndellular response to DNA DSB.

Key words: 53BP1, DNA double-strand breaks, DNA damage chaicksignaling, DNA repair






Seznam zkratek

53BP1
AAA+
Abraxas
A-EJ
AID

AT
ATLD
ATM
ATR
ATRIP
BLM
BRCA1
BRCT
Cdc25A
CDK
CDK1
CK2
Crb2
CtlP
DNA-PKcs
Exol
EYA
FHA
GAR
HDAC
HEAT
HERC2
HR
CHD3
Chk1l
Chk2
Chromo
IRIF
JMJID2A
KAP-1
KBD
L3MBTL1
LC8
LIG4
MBT
MDC1
Mdm2

Tumor suppressor p53-binding protein 1

ATPases associated with diverse cellular activities
BRCAL1-A complex subunit Abraxas

Alternative end-joining

Activation-induced cytidine deaminase (aktivaciukolvana cytidin deaminaza)

Ataxia telangiectasia

Ataxia-telangiectasia-like disorder

Ataxia telangiectasia mutated

Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein
ATR-interacting protein

Bloom syndrome protein

Breast cancer type 1 susceptibility protein

BRCAL1 C-terminal

Cell division cycle 25A

Cyclin-dependent kinases (cyklin-dependentni kighazy
Cyclin-dependent kinase-1 (cyklin-dependentni kin&y
Casein kinase 2

Cut5-repeat-binding 2

CtBP-interacting protein

DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
Exonuclease 1 (exonukleaza 1)

Eyes absent

Forkhead associated

Glycin-arginin rich

Histone deacetylases (histon deacetylazy)
Huntington-EF3-PR65/A-TOR

HECT domain and RCC1-like domain-containing protin
Homologous recombination (homologni rekombinace)
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3
Checkpoint kinase-1

Checkpoint kinase-2

Chromatin organization modifier

lonizing radiation-induced foci

Jumoniji domain-containing protein 2A
KRAB-associated protein 1

Kinetochore binding domain

Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 1

8 kDa dynein light chain

DNA ligase IV (DNA ligaza 4)

Malignant brain tumor

Mediator of DNA damage checkpoint protein 1
Mouse double minute 2 protein



Seznam zkratek — pokr&ovani

MMR Mismatch repair

MMSET Multiple myeloma SET domain-containing protein
Mrell Meiotic recombination 11

MRN Mrell-Rad50-Nbsl

MUM1 Mutated melanoma-associated antigen 1
NBS Nijmegen breakage syndrome

Nbsl Nijmegen breakage syndrome protein 1
NHEJ Non-homologous end joining

NUP153 Nucleoporin 153kDa

Oct-1 Octamer-binding protein 1

oD Oligomerization domain (oligomerizai doména)
OPT Oct-1, PTF, transcription

p53 Tumor suppressor p53

PAR Poly(ADP-ribose)

PARP Poly(ADP-ribose) polymerase

PIKK Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase
Plk1 Polo-like kinase 1

PMRT1 Protein arginin methyltransferase |

PP4 Protein phosphatase 4

PTF Pancreas transcription factor

PTIP Pax transactivation domain-interacting protein
RAD50 DNA repair protein RAD50

RAD51 DNA repair protein RAD51

RAD9 DNA repair protein RAD9

RAG1/2 V(D)J recombination-activating protein 1/2
RAPS80 BRCAL1-A complex subunit RAP80

Rifl Rapl-interacting factor 1

RNF168 RING finger protein 168

RNF8 RING finger protein 8

RPA Replication protein A

SETD8 SET domain-containing protein 8

TIF Telomere Dysfunction-Induced Foci

TIP60 60 kDa Tat-interactive protein

TRF1 Telomeric repeat factor 1

Ubcl13 Ubiquitin-conjugating enzyme 13

UDR Ubiquitylation-dependent recruitment

UiM Ubiquitin interaction motif

VCP Valosin-containing protein

YH2AX Histon H2AX fosforylovany na Ser 139

Poznamka: v fipadech, kdy k anglické zkratce existu§gi uzivanytesky ekvivalent, je tento uve-
den v zavorce. Ve zbylychiipadech byly ponechanyayodni anglické nazvy, jejichzigklad do
ceského jazyka nepovazuji zéelny.
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Uvod

Buné¢na odpo¥d’ na poSkozeni DNA (angl. DNA damage response) zgdpropletenou
sit signalnich drah, které maji schopnost detekovatAiéSkozeni, aktivovat kontrolni body
praichodu busénym cyklem a iniciovat opravy DNA s cilem udrzetegritu genomu. Do tohoto
systému pdt i protein 53BP1 (tumor suppressor p53-bindinggirol).

O funkci ukitého genu (a potazmo jeho proteinového produktajganizmu nantasto
nejlépe vypovida jeho ztrata. Aby bylo moZzné siladpredstavu o tom, do jakych proége 53BP1
zapojen, byly vytvéeny mySi modely s posSkozenyi®53BP1 genem. MySi s nefurtkim 53BP1 se
sice rodily zivé a fertilni, ale vykazovaly celdéadu symptori. Napadna bylaiedevsim zvySena
citlivost k (€inkam ionizujiciho zéeni (radiosenzitivita). Do dvou tydrod ozdeni vSechny 53BP1-
deficientni mysi zedfely, zatimco ¥tSina tch s funknim 53BP1 byla v té daéljesSe nazivu. DalSi
symptom byla chromozomalni nestabilita. Chromozandly zvySeny pdet DNA zlomi a mezer
acasto dochazelo k aneuploidii¢Bem prvniho fl roku zentelo 17 % &chto 53BP1-deficientnich
mysi, ¢asto v disledku zhoubného nadoru brzliku. Poslednim pozowgwasymptomem byla
imunodeficience. Brzliky zthto mySi byly mensi a obsahovaly o polovinu €4 pozitivnich
thymocyti. Sleziny ngly nedostatény paet zralych B-lymfocyi. Imunodeficience tak byla
zpasobena poruchou ve vyvoji T-lymfodya B-lymfocyti (Moraleset al., 2003; Ward a Minn, 2003).

Tato pozorovani naztavala, Zze 53BP1 hraje roli v béimé odpo¥di na poskozeni DNA
a ve vyvoji adaptativni sloZky imunitniho systérwacet let prace od jeho prvniho popsani v roce
1994 (lwabuchet al., 1994) potvrdilo jehoileZitost pro fungovéani biky a naslo sjednocujici prvek
pro vySe uvedené symptomy. Tim je vznik dvouvlakmbv DNA zlomi, & uz fyziologickych
(v pripact prestaveb imunoglobulinovych gérbéhem vyvoje T-lymfocyii a B-lymfocyti) nebo
patologickych p posSkozeni DNA. Biikky tak potebuji 53BP1, aby se dokazaly vypdat
s dvouvlaknovymi DNA zlomy. 53BP1 reaguje i na jigpy poskozeni DNA, neZ je dvouvladknovy
zlom, ale tato oblast jeho biologie stoji zatinokeaji védeckého zajmu a ani v této praci se ji nebudu
zabyvat.

Cilem této préace je popsat 53BP1 a v kontextuwséni odpo¥di na dvouvlaknové zlomy
DNA ukazat, jak se 53BP1 dostava do mist poSkoZ®NA a jakou roli v biologii &chto

dvouvlaknovych zlor hraje.



1. Bunééna odpokd’ na dvouvlaknové zlomy DNA

Kazda buika naSehodta je kazdodenhvystavovana celgadck faktori, které poskozuji jeji
DNA. Aby organizmy peZily a grenesly nepozeménou genetickou informaci do dalSich generaci,
musely se vyvinout signalni drahy, které jsou sctéogletekovat poSkozeni, informovatambuiku
a zprostedkovat opravy. Ziznych typ poSkozeni DNA pét dvouvlaknové zlomy kétm nejvice
nebezpeénym, protoZze mohou veést k rozsahlym chromozomalziménam \etné translokaci
a deleci a tim podaovat genomovou nestabilitu. Vrozené poruchy clefgletekci, signalizaci nebo
opraw jsou asociovany sfedtasnym starnutim, neplodnosti, imunodeficiencemurogegenera-

tivnimi onemocinimi a jsou hlavni hnaci silou rakoviny (Jacksddeatek, 2009).

1.1. Dvouvlaknové zlomy

PreruSeni cukr-fosfatové kostry DNA&sné blizkosti na obou viaknech dvouSroubovice se
oznauje jako dvouvlaknovy zlom. K jeho vzniku dochéejcdastji pii replikaci DNA. Pokud totiz
replikatni vidlicka narazi na neopraveny jednovladknovy zlom v DN#sbbi to jeji rozpad a vznik
dvouvlaknového zlomu. DalSiiginy jsou kyslikové radikaly, ionizujici #éni z prostedi, chyby
enzymi zapojenych do metabolismu DNA a mechanicky sbgsuvlaknoveé zlomy DNA nevznikaji
vzdy jen patologicky. V &kterych bugénych procesech, jako je rekombinacghdm meidzy
a preuspdadani imunoglobulinovych génbéhem vyvoje adaptivniho imunitniho systému, jsou
naopak fyziologické a nezbytné (Pfeiffgral., 2000).

1.2. Signalizace poskozeni

Pri bunééné odpo¥di na poSkozeni DNA se aktivuji signalni drahy,ré&teabrani biice
v dalSim postupu v béaném cyklu, stimuluji opravné mechanismy a poskyttasna opravu DNA.
Poddi-li se buice zastavené kontrolnim bodem Btmého cyklu v reakci na posSkozeni DNA
odstranit vSechny problémy, je ji umeého pokr&ovat do dalSi faze (angl. checkpoint recovery).
Pokud poskozeniipsahne kapacitu opravného systému, jgkausnégrovana na programovanou
burgécnou smrt (apoptéza) nebaistane nenavradnzastavena v butiném cyklu (senescence).
Zapojené signalni drahy nefunguiji izolo¥aale tvdi komplexni &f (Lukaset al., 2004).

Na za&atku této signalizace stoji kindzy z rodiny PIKKh@sphatidylinositol 3-kinase-
related kinase). V bukiné odpo¥di na dvouvlaknové zlomy DNA maji kKbvou dlohu i ¢lenové
této rodiny: ATM (ataxia teleangiectasia mutatedNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase
catalytic subunit) a ATR (ATM and Rad3-related).

Aktivace ATM a DNA-PKcs probiha v mistech dvouvlékgch zlomi a vyZaduje proteiny,

které maji schopnost tyto zlomy rozeznat (senzd?y. aktivaci ATM je tak dlezita interakce se



senzorovym MRN (Mrel1-Rad50-NbslRomplexem (Difilippantonicet al., 2005), zatimco pro
DNA-PKcs asociace se senzorovym heterodimerem KuwBD (DeFaziat al., 2002). V S a G2 fazi
bunééného cyklu mohou byt dvouvldknové zlomy DNA zpra&oy za vzniku dlouhych 3’
jednovlaknovych pesati DNA. Tento @&j se oznduje jako resekce. Vysledkem resekce je tedy vznik
jednovlaknovych usekDNA pokrytych proteinem RPA (replication protein, Ateré jsou dlezité
pro aktivaci tetiho ¢lena rodiny PIKK (Jazayest al., 2006). Tim je ATR fungujici ve stabilnim
komplexu se svym kofaktorem ATRIP (ATR-interactipgptein). ATR signalizuje jak fitomnost
zastavenych replikaich vidlicek, tak poSkozeni DNA, které vedlo k tvéijednovidaknovych Gsek
(Zou a Elledge, 2003). V batné odpo¥di na dvouvlaknové zlomy ma vSakéhto ti kindz
vysostné postaveni ATM, ktera po své aktivaci fodtge stovky dalSich protein(Matsuokaet al .,
2007). Vrozené mutace ATM genu jsou podstatou syndromu AT (ataxia telangsa}, ktery se
projevuje mimo jiné zvySenou radiosenzitivitou, tabditou genomu a nachylnosti k rozvoji nador
(Savitskyet al., 1995). Vrozené mutace v genech pro senzorovy M&MNplex, fungujici ve stejné
dradze jako ATM, jsou asociovany s podobnymi symptoRodstatou NBS (Nijmegen breakage
syndrome) je mutace NBSL genu (Varonet al., 1998), zatimco podstatou ATLD (ataxia-
telangiectasia-like disorder) mutace v genu kodmikirell (Stewarét al., 1999).

Mezi substraty PIKK pat i kinazy Chk1l (checkpoint kinase-1) a Chk2 (chmht kinase-
2). ATM fosforyluje Chkl na Ser317 (Gattial., 2003) a Chk2 na Thr 68 (Matsuaoétaal., 2000),
zatimco ATR Chk1 na Ser 317 a Ser 345 (Zhao a easiorms, 2001). Chkl a Chk2 jsaumito
fosforylacemi aktivovany aipnaseji signal dal. Mezi procesy, které dale rgQupati postup
burgcnym cyklem, oprava DNA, zéma struktury chromatinu, spsi transkripce ékterych gei
a apoptéza (Bartek a Lukas, 2003). Pro rychlé wastapostupu hiky v buré¢cném cyklu
v pritomnosti poSkozeni DNA je kibvé fosforylace fosfatdzy Cdc25A (cell division &y25A), a to
piredevsim kindzou Chkl (Jiet al., 2008). CDK (cyclin-dependent kinases), skupinaak
regulujicich bua¢ny cyklus, pro svou aktivaci totiz gebuje krond asociace s cykliny i fosfatazy
z rodiny Cdc25, které na nich odstrani intifdifosforylace. Fosforylace Cdc25A iniciuje degreida
této fosfatdzy proteazomem, coz nastedastavi postup bgtnym cyklem (Fergusost al., 2005;
Mailandet al., 2000).

Signalni drahy, které poskytuji fice dostatény ¢as na opravy, se z&a liSi od €ch, které na
zatatku v reakci na DNA poskozeni aktivovaly kontrddod bugéného cyklu. V jejich centru je tumor
supresor p53. Jde o transknip faktor, ktery monitoruje celotadu stresovych signah odpovida na
n¢ predevsim aktivaci transkripce specifickych welRrodukty échto geri pak reguluji dalSi postup

v burgéném cyklu, opravu DNA, apoptozu nebo senescen8ijgbydatr posttransléné modifikovan,

1 Mrel1 (meiotic recombination 11), RAD50 (DNA reppiotein RAD50), Nbs1 (Nijmegen breakage syndrome
protein 1).



a to zejména ve své C-terminalni regaoladomég a v N-terminalni transakti¢ai domég (Dai a Gu,

2010). V nestresovanych tikéch je udrZzovana jeho aktivita na nizké Grovni B&juitin ligazou

Mdm2 (mouse double minute 2 protein), ktera polgullinuje p53 atim ho s#uje k degradaci
proteazomem (Fargjal., 2000). Naopak za stresovych podminek je p53lig@akan. Na této pozitivni
regulaci se nejvyraz§i podili acetylace (Gu a Roeder, 1997) a fosfawglarySe pedstavenymi
kindzami ATM (Canmaret al., 1998), ATR (Tibbett&t al., 1999), DNA-PKcs (Shiekt al., 1997),

Chkl a Chk2 (Shielet al., 2000). Vysledkem tohoto procesu je sniZzenatafipb3 pro negativni
regulator Mdm2 a umo#ni transkripce jeho cilovych génV kontextu kontrolnich badburé¢ného

cyklu je nejdilezitéjSi cilovy gen, ktery kodduje p21, inhibitor CDK (Diiet al., 1994).

1.3. Opravy dvouvlaknovych zlomi

Mezi nejvyznamgjSi mechanismy opravy dvouvldknovych DNA zlompati NHEJ (non-
homologous end joining) a HR (homologous recomimndt

NHEJ funguje v pibéhu celého buwtného cyklu a sklada se z# krokia — rozeznani
a uchyceni DNA kong jejich upravy aligace. Jedna se o rychly sledalesti. Konce
dvouvldknového zlomu jsou rozeznany heterodimery®80. Na B se okamzit vazi DNA-PKcs,
které se touto interakci aktivuji. Prisinictvim DNA-PKcs a Ku70/80 jsou konce DNA drZzeny
v synaptickém komplexu (DeFazbal., 2002). Nasledhse v &chto mistech shromazdi dalSi faktory
nutné pro Upravu DNA koriicdo podoby, ktera fize byt zligovana. Tento krokfigkterém niize dojit
ke ztratdm nebo modifikacim nukleatidkla z NHEJ zfsob opravy nachylny k chybam (Wang
a Lees-Miller, 2013). Na z&v LIG4 (DNA ligase IV) DNA konce spoji (Wilsod al., 1997).

HR vyZaduje homologni sekvenci, typicky sesterséimomatidu, jako templat pro opravu.
Tento pozadavek omezuje pole jejinspbeni pevazrg na S a G2 fazi budného cyklu. HR mze
byt rovrez rozctlena do ti kroka. V prvnim kroku se musi vytvid dlouhy Usek jednovliaknové DNA
s navazanym proteinem RPA. Na toto vldkno se nawé&tiiatorové proteiny a nasledse na sm
zanou usptadavat RAD51 (DNA repair protein RAD51) filamend.druhém kroku RAD51
filamenta zahdji hledani homolognitiettzce a jeho invazi¢gimz vznika D-smyka. Od konce
invadujiciho vlakna zana opravna syntéza DNAiéti krok se liSi v zavislosti na typu HR (Heyer
et al., 2010). V meiotické rekombinaci vznika dvoijita Ikttayova struktura, jejiz rozvoémi mize
vést k nahodné vyémé chromozomalnich segmén{Baudatet al., 2013). V somatickych hikach,
kde je HR vyuzivana k opravam, funguji drahy, kngodle homolognihietzce jenom syntetizuji
chykgjici cast. V gfipact pritomnosti dvou kont DNA to vede ke spojeni gpodni DNA
dvousroubovice a vysledkem jéegna oprava. Je-liifilomny jen jeden DNA konec, jakdeba po
piedtasném rozpadu replikai vidlicky, je podle sesterské chromatidy dosyntetizovaaka c

zbyvajicicast DNA dvousroubovice, cozitre vest ke ztrétheterozygozity (Llorentet al., 2008).
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2. 53BP1 a jeho lokalizace v pgibéhu bunééného cyklu
2.1.53BP1

53BP1 byl identifikovan pouzitim kvasinkového dvghhdového systému jako protein
interagujici s C-terminalni regulai doménou p53 (lwabuclet al., 1994). Pestoze je schopny
podporovat transaktivai aktivitu p53, neni jasné, do jaké miry je tejaioo @ispivek k aktivaci
p53 vyznamny. Jedna se o velky proteinfévy 1972 aminokyselinami s velikosti 217 kDa, jehoz
gen se u lidi nachazi na dlouhém raménku 15. cheoma (lwabuchkt al., 1998). 53BP1 nenese
Zadnou enzymovou aktivitu a funguje jako adaptorowjtidoménovy protein (Obr. 1). V nasle-
dujicich oddilech tak budou popsany funkce jedmathh domén, pofipadt interakinich motiw,
které 53BP1 obsahuije.

asek nutny pro vytvorenifokusu
|
| |
1 1220 1711 1972
| l] | I_IJ |
Ser/Thr-Gln mista OD GAR Tudor UDR BRCT
l
interakce sRIF1 a PTIP interakce : ‘ interakce s p53,
s H4K20me2 interakce RADS0 a EXPAND1
s H2AK15ub

Obr. 1| 53BP1 — schéma rozlozeni domén a jeho interakéni partnefi. Pfevzato z Boultona a Panierové (2014), upraveno.

Na C-konci 53BP1 se nachazeji tandetnespdadané BRCT (BRCAL C-terminal) domény.
Rodina &chto domén byla identifikovana na zakiddedani sekvenci podobnych tumor supresoru
BRCAL (breast cancer type 1 susceptibility protergto analyza odhalila, Ze C-terminafidist
BRCAL je homologni s C-terminalgasti 53BP1 a RAD9 (DNA repair protein RAD9) protein
z kvasinek (Kooninet al., 1996). VSechny tytoftit proteiny hraji kléovou roli v ustanoveni
kontrolniho bodu v reakci na poSkozeni DNA a nasfeti opravach. Naslednym prohledavanim
databazi se nasSly BRCT domény u dalSich desiteteipitp vétSina z nich ma roli v metabolismu
DNA, odpowdi buiky na poSkozeni DNA a jejich opravach (Betlal., 1997). BRCT domény maji
n¢kolik funkci. NejvyznamySi je jejich schopnost rozeznavat a vézat fostmghé peptidovée
sekvence na proteineatimz umo#uji specifické protein-protein interakce. Vzhledkmrocegm,
do kterych je wtSina proteid nesouci tyto domény zapojena, neigkpapive, Ze rozeznavané
peptidové motivy jsokasto fosforylované kinazami z rodiny PIKK. Nicnéén nekterych BRCT

domén byla prokdzana schopnost zgaattovavat protein-protein interakce nezavisle séoiylaci,
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nebo dokonce vazba DNA a PAR (poly(ADP-ribosg¥zci, jedné z prvnich chromatinovych
znaek v mistech DNA poskozeni (Leung a Glover, 20kiterakce mezi BRCT doménami 53BP1
a DNA-vazebnou doménou p53 byla demonstrovana oa dezavislych krystalovych strukturach.
Ok¢ BRCT domény jsou dohromady sbaleny piedhictvim konzervovaného rozhrani
a mezidoménoveho spojovaciho Useku. Tumor supngs8rinteraguje s prvni BRCT doménou
a spojovacim usekem (Derbysheeal., 2002; Joo et al., 2002). Do jaké miry je tato interakce
fyziologicky vyznamnan vivo, pokud vibec, fistdva nezodpa@zeno. Dalsi proteiny, které interaguji
s 53BP1 prosgednictvim jeho BRCT domén, jsou protein EXPANDHuenet al., 2010) a RAD50
(Leeet al., 2010). Jejich fyziologicka rol@ vivo uz vyznamna je a bude popsana gpzd

UDR (ubiquitylation-dependent recruitment) motivseld 1604—-1631, je zodp&iny za
specifické rozeznavani monoubiquitinovaného histdtza na Lys 15 (H2AK15ub). Mutace
v nékterych konzervovanych aminokyselinovych zbytciti sekvence jsou dostgici pro zabraéni
akumulace 53BP1 v mistech poskozeni DNA (Fradetofte a Canny, 2013).

Na UDR gimo navazuji tandeméwspdadané Tudor domény. Ty pato wtSi rodiny
Tudor domén (Tudor ,Royal family*), ktera obsahkjfem¢ Tudor i Chromo (chromatin organization
modifier), MBT (malignant brain tumor) a PWWP (PFgp-Trp-Pro) domény rozeznavajici
methylované lysiny histan Tudor domény tak zprasidkovavaji interakce proteirs chromatinem,
jejichz vysledkem byva regulace transkripce nelmadgni oprav poskozeni DNA. Nicmémekteri
¢lenové této rodiny zprosdkovavaji interakce s jinymi proteiny (nez histpnyethylovanymi na
argininu, jez funguji v metabolismu RNA (Lu a Warg§)13). Struktura tandeméwspdadanych
Tudor domén 53BP1 byla ro¥h ukadzana rentgenovou krystalografii. <Obudor domény jsou
sloZzeny dohromady a maji celkem 10 betatlésjeden alfa-helix (Huyeet al., 2004). Vazebna kapsa,
ktera je sotidsti N-terminalni Tudor domény, specificky rozezndimethylovany Lys 20 na histonu
H4 (H4K20me2). O vysoké speciitéto interakce sci i to, Ze 53BP1 nevaze ani struktéinelmi
podobny trimethylovany Lys 20 na histonu H4 (Botughal., 2006).

Argininy, které jsou satésti GAR (glycin-arginin rich) motivu, Usek 1406484 jsou
asymetricky methylované préstnictvim PRMTL1 (protein arginin methyltransferg§seri¢cemz tato
methylace je nezavisla na poskozeni DNA a mutac® @G#otivu neovliviuje akumulaci 53BP1
v mistech poSkozeni. Navic bylo z§isb, Ze se methylové GAR motivy vaZzou na DNA (Adans
al., 2005; Boisvert €t al., 2005). Nebylo vSak nikdy zji§to, jaky funkni vyznam pro 53BP1 tento
methylovany GAR motiv ma.

Bylo prokazano, Zén vivo se 53BP1 vyskytuje jako oligomer, a to nezavislgposkozeni
DNA. Za tuto vlastnost je zodpé&any Usek 1231-1277, ktery se ozma jako OD (oligomerization

2 Znamy také jako MUM1 (mutated melanoma-associatgitjen 1).
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domain) a je nezbytny pro spravnou tvorbu fak(&damset al., 2005; Zgheib et al., 2009). Krong
tvorby fokusi je OD nepostradatelny fiptvorbé synapsi DNA konit (Lottersbergeet al., 2013), o
nichz budere¢ v posledni kapitole. Studie, ve které s&qdni OD vyngnoval za jiné dote znamé
useky schopné oligomerizace, ukazala, Ze¢manzra tetramerizai doménu je nejvice efektivni
v obnoveni jeho schopnosti se hromadit v mistech pdEkozeni (Zgheilt al., 2009). Tyto studie
nicmére nevylwuji, Ze 53BP1 funguje jako dimer nebo $egpOD usptadavéa do struktur sloZzenych
z mnohem vice podjednotek.

Usek 1220-1601 ipkryvajici se s OD, GAR motivem a Tudor doménami dize
ozna&ovala jako KBD (kinetochore binding domain). Bylis&no, Ze je tato oblast zodpfmna za
pozorovanou akumulaci 53BP1 v oblastech kinetaclumt profaze do gtdni anafaze. To spolu
s pozorovanim hyperfosforylace 53BPdhbm mitézy vedlo k hypotéze, Ze jeho rolézm byt i
v signalizaci na kinetochoru (Julli@hal., 2002). Nicmé#é hypotéza nebyla dale potvrzena.

DalSi neobjastna oblast biologie 53BP1 je vazba LC8 (8 kDa dynkght chain)
prostednictvim tandemu vazebnych mist pro tento profem et al., 2005). LC8 je satast
molekularnich motdr dyneinu a myosinu, ale kranioho interaguje s celdiadou proteif a slouZi
jako molekularni zip umattjici dimerizaci a stabilizaci svych vazebnych pert. Mezi re pati
proteiny zapojené do intracelularniho a jadernélamsportu, mitdzy, apoptozy a transknp
regulace (Rapadt al., 2011). O uloze interakce LC8-53BP1 takzmme zatim jen spekulovat.

V rozséhlé nestrukturované N-terminatasti je rozmistnatada S/TQ (Ser/Thr-GIn) mist.
Ty jsou fosforylovany kinazami z rodiny PIKK (Kiret al., 1999). Nkteré jsou fosforylovany
konstitutivrg, jiné v zavislosti na typu poskozeni piesinictvim ATM nebo ATR kinazy (Jowsey
al., 2007). Vyznamechto fosforylaci bude diskutovan dale.

Kromé toho, Ze je funkce 53BP1 modulovagmito kinazami majicimi kliové postaveni
v burg¢né odpo¥di na poSkozeni DNA, fize byt Bhem mitézy fosforylovan i prosgdnictvim
CDK1 (cyclin-dependent kinase-1) a Plk1 (polo-lkease 1) kinaz (van Vugt al., 2010).

2.2. Lokalizace 53BP1 v pibéhu bunééného cyklu

53BP1 je pevazrt jaderny protein. V GO/G1 fazi b&mneého cyklu je 53BP1 v jad
castene difazre rozprosten acasté&né je sowdsti ¥tSich tlisek, ktera budou nasleglipopsana.
V roce 1998 byly popsany OPT (Oct-1, PTF, transiany)® domény, pojmenované po transknfch
faktorech, které jsou s nimi asociovany (Ponmgba@l., 1998). V nedawh dok bylo ukazano, zZe
transkripce vdchto oblastech neprobiha a Ze talliska, tvdena mimo jiné 53BP4, maji roli
v ochrar integrity obtiZr replikovatelnych isakDNA (Harriganet al., 2011; Lukas et al., 2011b).

3 Oct-1 (Octamer-binding protein 1), PTF (Pancreasscription factor).
4 Tyto OPT domény se proto ny¥dsto oznauji podle tohoto proteinu jako 53BPdiska.



Dusledkem replikéniho stresu neni totiz v oblastech nachylnym kenétta dokorgena replikace
DNA. Vstup do mitdzy, ktery je doprovazen kondenzgmwomozoni, zpisobi v &chto oblastech
vznik DNA zlomi. Ty jsou gleneseny do démych burgk, kde se kolem nich okamé&ivytvori velka
teliska obohacena o 53BP1. Jejich vyskyt je omezengeG0/G1 fazi buitného cyklu a nejpozyi
po vstupu do S faze mizi. Jejich role &pa pravépodobrt v ochrak DNA zlomi pred aktivitou
nukleaz, dokud nebudou k dispozici adekvatni opfawechanismy v fibéhu S faze (Harrigast
al., 2011; Lukas et al., 2011b).

V S fazi ma 53BP1 v jad jemre granularni charakter, ktery viiehu G2 faze postugn
vymizi a jeho rozlozZeni v j&d se stava ap difuzni (Moraleset al., 2003). B rozpadu jaderné
membrany na z@tku mitdzy je 53BP1 uvotm do cytosolu a nasledife transportovan 2p do now
tvorenych jader. Transport 53BP1 do jadra zavisi na jelterakci s importinen a NUP153
(nucleoporin 153 kDa), ktery je s&asti jadernych pdr(Moudryet al., 2012).

3. Sn¥rovani 53BP1 do mist poSkozeni DNA

Pro 53BP1 je typické, Ze se po indukci DNA poSkdzsemlukuje v jage do mensich
diskrétnich objekt a vytv&i tak t&kovany vzor. Pro studium sloZerthto objekti obklopujicich
dvouvlaknové zlomy se pouZzivaeglevSim ionizujici z&ni. Jsou proto nazyvany IRIF (ionizing
radiation-induced foci) a v této praci budou daeaovany jako fokusy. V nasleduji¢asti proto
budou nejiive stréné popsany #které dje a faktory, které jsou Klové pro vznik fokus
s proteinem 53BP1. Poté se bude mozné podjiobameétit na asociaci 53BP1 s chromatinem

v mistech poSkozeni DNA.

3.1. Fokusy

Vznik dvouvlaknovych zlom (Obr. 2A) je okamzi& nasledovan zsmami struktury
okolniho chromatinu. Histony jsou ozmmy fosforylaci, acetylaci, methylaci, ubiquitinaci
a SUMOylaci. Navic se ¥thto oblastech akumuluje v rychlém a hierarchicldedu celdada
proteini, které hraji roli v bu&éné odpo¥di na poSkozeni DNA (Lukagt al., 2011a).

Dvouvlaknovy zlom musi byt prénrozeznan (Obr. 2B). Funkci senzoru vykonava MRN
komplex. Ten funguje jako heterohexamer. Za rozezravazbu DNA kont je zodpo¥dna
globularni hlava slozena ze dvou nukleaz MrellaudV P4z Rad50 (Hopfnest al., 2001). D¢
molekuly Nbs1 funguji jako flexibilni adaptory ummnigici interakce s dalSimi proteiny. Vazbou na
Nbs1 se tak dostava do mist poskozeni DNA i ATMdfet al., 2005).

ATM je aktivovan v mistech dvouvlaknovych zlém(Obr. 2B) asociaci s Nbsl
(Difilippantonioet al., 2005). Mezi prvni substraty ATM gahiston H2AX, ktery je fosforylovan na
Ser 139 a ozrtalje se dale jakgH2AX (Rogakouet al., 1998). Histon H2AX mize byt v kontextu
8



ionizujicim z&enim indukovanych dvouvlaknovych zlémedundant& fosforylovan i dalSi kinazou

z rodiny PIKK, a to DNA-PK (Stiffet al., 2004). Krond fosforylace na Ser 139 musi byt H2AX
i defosforylovan fosfatazou EYA (eyes absent) nasednim Tyr 142. AZ tato kombinace umozni
MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint proteirvdzbu na chromatin (Coak al., 2009).

Al B Cl

Obr. 2 | Posloupnost vzniku fokusu. A | Vznik dvouviaknového zlomu DNA. B | Jeho rozeznani senzorovym komplexem
MRN a aktivace kindzy ATM vedouci k fosforylaci okolniho chromatinu. C | Nasednuti MDC1, které vede k ukotveni MRN
komplexu a E3 ubiquitin ligazy RNF8 v téchto oblastech. Pfevzato z Jensen-Bekkera a Mailanda (2010), upraveno.

MDC1 navazany n@H2AX prostednictvim tandemu svych BRCT domén uifige dalSi
akumulaci faktoir buré¢né odpowdi na poSkozeni DNA (Obr. 2C) v oblastech dvouvtakrch
zlomi (Stuckiet al., 2005). MDC1 je konstitutivhfosforylovany CK2 (casein kinase 2) na svych
opakujicich se STD (Ser-Thr-Asp) sekvencich (Metaretl al., 2008). Ty jsou rozeznany BRCT
a FHA (forkhead associated) doménami Nbsl1. FHA gadsi fosfoprotein-vazebné domeény typické
pro proteiny bu&né odpo¥di na poSkozeni DNA. MRN komplex je tak ukotvaepfosforylovany
MDC1 na chromatin (Hart al., 2010). Vazbou na Nbs1l je ukotvena v mistech queki i kindza
ATM, coz umoiuje Sfeni fosforylace H2AX na okolni nukleozomy. Ve vyiite oblast pokryta
yH2AX odpovida vzdalenosti 1 Mbp DNA odiyodniho mista poSkozeni (Rogakeiual., 1999).
ATM fosforyluje také methyltransferdzu MMSET (mpleé myeloma SET domain-containing
protein), ktera je pak navazdna na MDC1 geabtictvim jeho tandemové BRCT domény a zvySuje
lokalne methylaci histoh (Pei et al., 2011). ATM je vyzadovan i pro fosforylaci MDClan
konzervovanych TQXP (Thr-GIn-X-Pro) mistech. Nase vaze E3 ubiquitin ligaza RNF8 (RING
finger protein 8) progednictvim své FHA domény (Mailared al., 2007).

RNF8 asociuje po o¥éni s dalsi E3 ubiquitin ligazou, a to HERC2 (HE@main and
RCC1-like domain-containing protein 2) fosforylowanna Thr 4827. AZ komplex RNF8 a HERC2
muze efektivig interagovat s E2 konjugaim enzymem Ubcl3 (ubiquitine-conjugating enzympg 13
a ozngit histony H2A, H2B a H2AXietezci ubiquitinu spojenymiips Lys 63 (Obr. 3A), které
vétSinou na rozdil odkth spojenymi fes Lys 48 hraji roli v buitné odpo¥di na poSkozeni DNA
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(Bekker-Jensest al., 2010). Na H2Aub se vaze E3 ubiquitin ligaza RBB-(RING-finger ubiquitin
ligase 168), kter4d s E2 konjugdam enzymem Ubcl3 ro¥# polyubiquitinuje H2A a H2AX
a amplifikuje tak pedchozi inicialni ubiquitinaci (Obr. 3B) na Urdivpottebnou pro vazbu dalSich
faktora (Doil et al., 2009; Stewart et al., 2009).

Al Bl Cl

Obr. 3 | 53BP1 a BRCA1 se dostavaji do fokusU v zavislosti na ubiquitinaci. A | Inicialni ubiquitinace je zavisla na E2
konjugacnim enzymu Ubc13 a komplexu E3 ubiquitin ligadz RNF8 a HERC2. B | Na inicialni fetézce ubiquitinu se vaze E3
ubiquitin ligaza RNF168 s navazanym E2 konjugacnim enzymem Ubc13 a ubiquitinuje dal$i histony. C | Na tyto ubi-
quitinové znacky nasedaji 53BP1 a RAP80, ktery tvofi komplex s proteiny Abraxas (v obrazku oznaceny jako ABRA1)
a BRCAA1. Pfevzato z Jensen-Bekkera a Mailanda (2010), upraveno.

Na ubiquitinované histony H2A a H2B se vaze pexftictvim svych dvou UIM (ubiquitin
interaction motif) Rap80 (BRCA1-A complex subunifAR80), ktery umo#uje prelozeni &chto
histonovych znék do efektivni buétné odpo¥di na dvouviaknové DNA zlomy (Wet al., 2009).
Rap80 totiz tvé s rekolika dalSimi faktory komplex, jehoz zakladem jetein Abraxas (BRCA1-A
complex subunit Abraxas). Fosforylovany Abraxasrgeeznavan tandemovou BRCT doménou
BRCAL a umo#uje tak akumulaci BRCAL1 ve fokusech, ktera je pooasny piibéh oprav DNA
poSkozeni nezbytna (Kiret al., 2007; Sobhian et al., 2007; Wang et al., 2007). BRCAL je satast
fokusi jen v S a G2 fazi (Scullgt al., 1997). Pro akumulaci 53BP1 ve fokusech jsou &bvn
nepostradatelné ubiquitované histony H2A a dalemethylované histony H4 (Botuyahal., 2006;
Fradet-Turcotte a Canny, 2013). 53BP1 na zakhaeldes|é kaskady tvbpo vzniku DNA poskozeni
fokusy, a to kdykoliv Bhem interfaze (Andersoet al., 2001; Rappold et al., 2001; Schultz et al.,
2000; Xia et al., 2001).

Fyziologicky vyznam fokus je stéle pedmétem debat. Koncentrovani fakioburg¢né
odpowdi na poskozeni DNA do foktisobklopujicich mista dvouvlaknovych zldnamplifikuje
signalni odpo¥d’ a shromazdi da@thto mist vSechny pibné enzymatické aktivity. DNA kotim

muze byt brasno v dalSim rozpadu nebo nevhodné opragou to tedy mista, kde se rozhoduje o
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adekvatnim zfisobu opravy DNA. Navic je ¥¢hto oblastech utlumena transkripce, jejidggh by
mohl poskozeni je8tzhorSit (Shanbhag al., 2010).

3.2. Asociace s chromatinem

V piedchoziasti byla popsana kaskada, ktera unuje akumulaci 53BP1 v oblastech DNA
zloma. Pro jeho srérovani do &chto fokusi je nezbytny Usek 1220-1711 obsahujici UDR (Fradet-
Turcotte a Canny, 2013), OD (Zghettal., 2009) a tandem Tudor domén (Hueal., 2004). Bive
jiz bylo rovreZz uvedeno, Ze mu jedna z tandemu Tudor doménijingp schopnost se vazat na
chromatin pes H4K20me2 (Botuyad al., 2006), zatimco pragdnictvim UDR vaZze H2AK15ub
(Fradet-Turcotte a Canny, 2013). V tétasti se tedy podrokpji zangfim na jeho asociaci
s chromatinem.

Histon H4 mize byt na svém lysinu 20 methylovan, a to jedneakrdat neboitkrat. Z €chto
histonovych znéek je nefastjsi H4K20me2, ktera se v neposkozenychkach vyskytuje na 85 %
nukleozont (Schottaet al., 2008). Methylovany H4K20 je v jé&l rozeznavan celatadou protein,
které maji domeény z rodiny Tudor (Obr. 4A). Navicriktere tyto proteiny vazi mnohem sijnnez
53BP1. Polycomb protein LAMBTL1 (lethal(3)maligndm&in tumor-like protein 1) ma k H4K20me2
6krat &tSi afinitu nez 53BP1 (Leét al., 2007), histonova demethylaza JMJD2A (jumonji dom
containing protein 2A) dokonce 25krat$i (Malletteet al., 2012). V biikdch bez poskozeni DNA tak
n¢kolik proteini s iznou UspsSnosti kompetuje o vazbu na H2K20me2. Nicénénneposkozenych
buinkach je stale velkéast 53BP1 vazana na chromatin (Bekker-Jeaisaln, 2005).

Dojde-li k DNA poskozeni, je v oblastech DNA zlorh@BMBTL1 prostednictvim RNF8
a RNF168 polyubiquitinovan (Obr. 4B). Takto ozeay L3MBTLL1 je rozeznan ATPazou VCP
(valosin-containing protein), ktera piatdo rodiny AAA+ > a umohuje odstratni L3MBTL1
z okolniho chromatinu (Act al., 2011).

RNF168 v &chto mistech row¥ polyubiquitinuje JMJDJ2A (Obr. 4C) a tim ho &nje
k degradaci proteazomem (Malleteg al., 2012). Nefitomnost obou protein na chromatinu
obklopujicim dvouvlaknové zlomy DNA umtidje vazbu 53BP1 na néwvolnény H4K20me2
a akumulaci 53BP1 ¥thto oblastech.

Diiv¢jSi studie ukazovaly, Ze pro schopnost 53BP1 senstuti’ovat do fokus je dilezita
lokalni de novo methylace histonu H4 (Obr. 4D) SETD8 (SET domaintaining protein 8)
methyltransferazou (Odaal., 2010) a MMSET methyltransferazou (edl., 2011). No¥jSi studie
sice potvrdila dlezitost SETD8 pro tvorbu foktsale zarove ukazala, Ze zastoupeni H4K20me2 se

v mistech poSkozeni vyragneneni (Hsiao a Mizzen, 2013).

5 AAA+ (ATPases associated with diverse cellulaiatits).
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Obr. 4 | Vznik dvouvldknového zlomu vyvola bunéénou odpovéd, ktera umozni 53BP1 asociovat s chromatinem v misté
poSkozeni. A | V nepoSkozenych burikach je methylovany histon H4K20 obsazen proteiny L3MBTL1 a JMJD2A. B | Po
vzniku dvouvlaknového zlomu je LAMBTL1 v zavislosti na E3 ubiquitin ligdzach RNF8 a RNF168 ubiquitinovan a nasledné
odstranén z chromatinu ATPazou VCP. C| RNF168 rovnéz ubiquitinuje JMJD2A atim ho sméfuje k degradaci
proteazomem. D | Zastoupeni volné pfistupného metyhlovaného H4K20 v mistech poskozeni DNA dale mlze zvysit i de
novo methylace methyltransferazami SETD8 a MMSET. E | Navic musi dojit k deacetylaci histonu H4 na Lys 16. Az
kombinace déju B-E umozni 53BP1 vazat H4K20me2 prostfednictvim jeho Tudor domén. F | RNF168 ubiquitinuje
v mistech poSkozeni DNA mimo jiné i histon H2A a vytvafi tak H2AK15ub, chromatinovou znacku vyZadovanou pro vazbu
53BP1 na chromatin prostfednictvim jeho UDR motivu. G | Lokalni nahromadéni 53BP1 v oblastech obklopujicich dvou-
vliaknovy zlom DNA je tedy dano schopnosti 53BP1 vazat uvolnény H4K20me2 Tudor doménou a nové vytvoreny
H2AK15ub UDR motivem spolu s jeho schopnosti se oligomerizovat. Pfevzato z Boultona a Panierové (2014), upraveno.

Histon H4 acetylovany na lysinu 16 funguje jakoaguainista vazby 53BP1 na H4K20me2.
Béhemcasné faze butné odpoxdi na poSkozeni DNA proto musi dojit k lokalni detgtaci (Obr.
4E) histonu H4 (Hsiao a Mizzen, 2013)DAC (histone deacetylases) podporuji 53BP1 v t¥orb
fokusi, zatimco acetyltransferaza TIP60 (60 kDa Tat-atdtve protein) redukujeffiomnost 53BP1
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na chromatinu. Bvodem je, Ze acetylace H4K16 vede k zamaskovardnklao naboje, a tim
k vyruSeni elektrostatické interakce mezi histoné ajednou z&kolika konzervovanych
zapornych aminokyselin C-terminalni Tudor doménBB3. Ukazalo se tedy, Ze C-terminalni Tudor
domeéna je dlezita pro spravné strovani 53BP1 p vazke H4K20me2 (Tangt al., 2013).

Histon H2A je v reakci na DNA poskozeni monoubiopavany na lysinech 13-15 (Obr. 4F)
katalytickou aktivitou RNF168 (Mattirokt al., 2012). 53BP1 rozeznava H2A15ub predhictvim
UDR (Fradet-Turcotte a Canny, 2013)¢hBm mitdzy, kdy fitomnost 53BP1 v oblastech DNA
poSkozeni pnasi vice Skody nez uzitku, je fosforylovan mit&gimi kindzami na dvou zbytcich
v UDR motivu. Tim mu je znemo#Zno vazat H2Aub a inhibice vazby je zvracena az vi&l
fosfatdzovym komplexem PP4 (protein phosphatasktdy tyto zbytky defosforyluje (Leet al.,
2014; Orthwein et al., 2014).

Specificka akumulace 53BP1 v oblastech chromatbidopujicich poSkozeni DNA je tak
dana unikatni kombinaci¢kolika histonovych zngek a jeho schopnosti je rozeznavat (Obr. 4G).
Jakmile je nahromat ve fokusech, Z@mou se v nich koncentrovat ijeho intefak partnéi.

V souvislosti s chromatinem jailéZit4 jeho asociace s proteinem EXPAND1, kteryuké&zal byt
dulezity pro spravnou opravu DNA zlamEXPAND1 obsahuje doménu z rodiny Tudor (PWWP),
jejimz prostednictvim je navazan na chromatin i v neporuSenyatkach. S proteinem 53BP1
interaguje prosednictvim jeho BRCT domény a v zavislosti namnse hromadi ve fokusech
a zpisobuje rozvolani chromatinu (Huenet al., 2010). 53BP1 fi¥e prostednictvim svého
vazebného partnera EXPAND1igmbit relaxaci chromatinu v oblastech obklopujididdA zlomy.
Tim se usnadniffstup do &chto mist ostatnim faktdm buré¢cné odpo¥di na poskozeni DNA.

Nicmére role 53BP1 v opravach DNA je mnohem pejti a bude popsana v nasledujistech.

4. Funkce 53BP1 v ustanoveni kontrolniho bodu buiného cyklu

C-terminalnicast 53BP1 je zria¢ podobna C-terminal@asti proteiri s dolie ustanovenou
roli v kontrolnich bodech bitiného cyklu v reakci na DNA poskozeni, a to RADSaecharomyces
cerevisiae (Weinert a Hartwell, 1988) a Crb2 (Cut5-repeatdinig 2) zeSchizosaccharomyces pombe
(Sakaet al., 1997; Willson €t al., 1997). Tato pozorovani vedla kigpi pozornosti na funkci 53BP1
v ustanoveni kontrolnich bédpo DNA poskozeni. Navzdory velkémuekavani neni jeho role
v téchto procesech vyrazna (Moraktsal., 2003; Ward a Minn, 2003).

53BP1 amplifikuje ATM signalizaci po DNA poskozekiera by v pipad malého poSkozeni
nemusela byt dostatea k zastaveni b&eného cyklu. V dsledku toho by hitka s neopravenou DNA
mohla vstoupit do dalSi faze a i jeden DNA zlonmimyhl zpisobit fatalni problém (Shibag&hal., 2010).
V 53BP1-deficientnich hikach je po mirném poskozeni pozorovana redukcerfdate substratATM
jako je p53, Chk2 a BRCAL. V G1 fazi nedochazi gake&né stabilizaci p53. V S fazi tyto tky
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replikuji svij genom i s poSkozenou DNA jakdisledek neschopnosti ustanovit intra-S kontrolni bod
buré¢ného cyklu. 53BP1-deficientni tky s neopravenym DNA poSkozenim mohou gdvwmstupovat

do mitézy v disledku neaktivovaného G2/M kontrolniho bodu démého cyklu. Naopakipvétsi mie
poskozeni je ATM signalizace aktivovana dosiaiea buiky s DNA poskozenim ustanovuji vSechny
kontrolni body i bez 53BP1(DiTulliet al., 2002; Fernandez-Capetilloet al., 2002; Mochan et al., 2004,
Wanget al., 2002).

Zatimco iniciace signalizace vyzaduje 53BP1 jenomripad malého poSkozeni, pro
udrzeni biiky v zastaveném stavu je 53BP lipbt nezavisle na rozsahivpdniho DNA posSkozeni
(Shibataet al., 2010). Pro schopnost podporovat kinazovou dktikrM se ukazala bytidezita
schopnost 53BP1 vazat svymi BRCT doménami RAD5MDBRAje sodasti MRN komplexu, ktery
usnadiuje aktivaci ATM. Asociace 53BP1 a MRN tak ge&tale amplifikuje jgvodni signél o

piitomnosti dvouvlaknového zlomu (Legal., 2010).

5. 53BP1 na Kizovatce reparanich drah

Kinetika oprav je v G1 a G2 fazi stejna a sklada sgchlé slozky, ktera opravétginu DNA
dvouvladknovych zlor, a pomalé slozky, kterd je zodgowa za opravu zbylych 10-25 %. Rychlou
sloZzku gedstavuje v obou fazich NHEJ. Pomala sloZzka opgaxayisla na ATM a endonukleaze
Artemis a opravuje zlomy lokalizované hl&wo heterochromatinu. V G1 fazi je pomalou sloZkou
rovneéZz NHEJ, zatimco v G2 jifpdstavuje HR. V S fazi situaci navic komplikujipazly replik&nich
vidlicek. Ty produkuji jeden DNA konec, jehoz opravustafiR. Pro opravu dvouvlaknovych zlém
se déma konci je ale i v S fazitdezity NHEJ (Beucheet al., 2009; Deckbar et al., 2007; Goodarzi
et al., 2008; Riballo €t al., 2004; Rothkamm a Krlger, 2003).

Jak jiz bylo uvedeno v prvni kapitole, vytemi dlouhého 3’ jednovlaknovéhégsahu DNA
se oznduje jako resekce. Resekce DNA v-53’ sneru exonukledzou Exol (Exonuclease 1) spolu
s helikazou BLM (Bloom syndrome protein) je prvrkmkem HR (Nimonkaet al., 2008) a zarove
krokem, ktery je fisné regulovan. B této regulaci se integruji informace Zip¢hu burgéného cyklu
a burg¢né odpo¥di na poSkozeni DNA. Zatimco u kvasinek jsou faktaapojené do resekce
a interakce mezi nimi relatigndobie prozkoumény, u obratlotge poznani teprve na &tku.
Resekce fevazuje v S a G2 fazi, kdy je dostupna sesterst@@dtida. Pro jeji zahajeni jéldzita
vazba CtIP (CtBP-interacting protein) na MRN konxpletera podporuje endonukledzovou aktivitu
Mrell, a tim i resekci (Sartogt al., 2007). Pro €&nnou resekci jsoutdezité CDK1/2 fosforylace,
ato u CtIP na Thr 847 (Huertas a Jackson, 20@0NBas1 na Ser 432 (Falek al., 2012). CtIP je
fosforylovan i na Ser 327, coz umozni jeho vazbBRELCT domény BRCAL (Yu a Chen, 2004).
V S a G2 fazi se tak na resekaie podilet i komplex BRCA1-CtIP-MRN (Chehal., 2008).

BRCAL je tedy zapojen do prvniho kroku HR, kterydeeke vzniku RAD51 filament
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(Schlegekt al., 2006). V G1 fazi je resekce naopak &ilmhibovana. O roli 53BP1 v této inhibici se
védélo dlouho. Nicméa mechanismus, kterym k tomu dochazi, byl poodhakewr nedavné deéb
nezavisle pti laboratdemi (Escribano-Diaet al., 2013; Feng et al., 2013; Chapman €t al., 2013; Di
Virgilio et al., 2013; Zimmermann et al., 2013). V nasledujiciasti bude popsan model role 53BP1
a BRCAL1 v smirovani opravy dvouvlaknoveého zlomu na jednu neluhduo opravnou drahugetng
role Rifl (Rapl-interacting factor 1) a PTIP (Peansactivation domain-interacting protein) v této
regula&ni smyce. Ve druhécasti této kapitoly bude demonstrovanaleditost protictidného
pusobeni 53BP1 a BRCAL naikladu BRCA1 deficientnich buk.

5.1. Protichidné aktivity 53BP1 a BRCAL

Volba reparani drahy, kterou bude DNA dvouvlaknovy zlom opraviermimo jiné zavisla
na proticlidnych aktivitdch proteinovych kompleés3BP1-Rifl a BRCA1-CtIP. 53BP1-Rifl chrani
DNA konce red resekci a tim stimuluje NHEJ, zatimco BRCAL-Qitiéiporuje resekci 5’ konce
DNA atim HR (Obr. 5). Vysledek této regaia smyky, kterd umo#uje v S a G2 fazi opravu
pomoci HR, je zavisly na pozici bky v burécném cyklu a zajiduje se jim zvoleni adekvatni drahy
(Escribano-Diazt al., 2013; Feng et al., 2013; Chapman et al., 2013; Di Virgilio et al., 2013;
Zimmermanret al., 2013).

S

Obr. 5 | Protichtidny vliv 53BP1 a BRCA1 na vybér drahy zajiStujici opravu DNA. V G1 fazi je soucasti fokust 53BP1
se svym interakénim partnerem Rif1. Rif1 slouzi jako efektor 53BP1-zprostfedkovaného vylou¢eni BRCA1 z fokust
a zabrariuje resekci DNA koncU, ¢imz podporuje NHEJ. V S a G2 fazi je soucasti fokust i BRCA1 interagujici s fosfo-
rylovanym CtIP. CtIP slouzi jako efektor BRCA1-zprostfedkovaného vylouceni Rif1 z fokust a podporuje resekci DNA
koncd, ¢imz podporuje HR. Fosforylovany CtIP podporuje resekci i nezavisle na BRCA1, a to prostfednictvim interakce
s MRN komplexem. Pfevzato ze Zimmermanna a de Langeové (2014), upraveno.
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Urovei exprese BRCAL se vidséhu burgéného cyklu nemni. | kdyz je v G1 exprimovan,
neni sodasti fokus. Za toto vylodeni je zodpo#dny 53BP1. Pdebuje k tomu Tudor domény, které
jsou nutné pro jeho schopnost se akumulovat v ofistitvouvidknovych DNA zlorin a svou N-
koncovou oblast, ktera obsahuje S/TQ mista fostoama ATM. ATM zprostedkovana fosforylace
53BP1 je nezbytna pro vazby Rifl proteinu, kteryejektorem tohoto 53BP1-zprostikovaného
vylou¢eni BRCA1 z fokus v G1 fazi buiéného cyklu (Escribano-Diagt al., 2013; Feng et al.,
2013; Chapman et al., 2013; Di Virgilio et al., 2013; Zimmermann et al., 2013).

Rifl byl pivodnre identifikovan vSaccharomyces cerevisiae jako protein vyZadovany pro
regulaci délky telomer (Hardgt al., 1992). Pozgi se ukazalo, Ze jeho lidsky ortholog neni aso@iov
s nepoSkozenymi telomerami, ale jeho funkce jenéiné odpo¥di na poSkozeni DNA (Silvermaat
al., 2004). Rifl protein interaguje s 53BP1 preghictvim své N-terminalni domény skladajici se
pievazié z opakujicich se HEAT (Huntington-EF3-PR65/A-TOR)tiva, které umoiuji proteinové
interakce. Jestli se vaze na 53BRo prostednictvim své doposud neodhalené fosfoprotein-vazeb
domény nebo jestli je jeho interakce s 53BP1 zpgdkbvana progtdnictvim dalSiho proteinu,
ziistava neobjasmo. K vylowteni BRCAL1 je nicméhpotrebna jeho C-terminaldast, ktera mimo jiné
interaguje s BLM. Nejde tedy o prostou kompeticiaaebna mista na Rifl, aléepny mechanismus
vylouc¢eni neni znam. Rifl, stejpako 53BP1, blokuje resekci DNA kaiha tvorbu RAD51 filament
(Escribano-Diazt al., 2013; Feng et al., 2013; Chapman €t al., 2013; Di Virgilio et al., 2013). Na
dulezitost interakce mezi Rifl a BLM ukazala studie,které se zjistilo, Ze v n#mnosti 53BP1
a Rifl zprostedkuje BLM helikaza rozsahlou resekci DNA kén&Naopak v jejich fitomnosti se
podili na ochratipred touto resekci (Grabaeizal., 2013).

V S a G2 fazi buétného cyklu je naopak z foksvyloucen Rifl (Fenget al., 2013;
Chapmanet al., 2013), ato f,sobenim BRCA1-CtIP komplexu (Escribano-Dietzal., 2013).
BRCAL interaguje s CtIP prdstnictvim své BRCT domény. Ke vzniku tohoto komplexjeho
nasledné aktivét jsou potebné CDK-dependentni fosforylace CtIP na Ser 32@Aiajici interakci
s BRCAL (Yu a Chen, 2004) a na Thr 847 zvySujitivak CtIP v resekci kont (Huertas a Jackson,
2009). K gmto fosforylacim nedochazi v G1. Bitnym cyklemiizené fosforylace CtIP, které jsou
podminkou sestaveni komplexu BRCA-CtIP inhibujiciNblEJ, tak mohowéasté&né vyswtlit
schopnost repataich drah vnimat fazi batného cyklu.

Prekvapivou prormannou do kontroly resekce zprietikované 53BP1 imeslo popsani
chovani PTIP. Ten se v jé podili na regulaci genové exprese. Je totiZa&siu histonovych
methyltransferazovych kompléxkteré katalyzuji methylaci histonu H3 na Lys #ma transkrigné
aktivuji takto ozn&eny chromatin (Chet al., 2007; Patel et al., 2007).Cast jaderné populace PTIP
se po poSkozeni DNA stava sasti fokug a (tastni se tak buiné odpo¥di na poSkozeni DNA.
Ve fokusech progednictvim svych BRCT domén vaze mimo jiné fosfovgloy 53BP1 (Gonet al.,
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2009). PTIP pro svou interakci s 53BP1 vyuziva o8 S/TQ motii na 53BP1, zatimco Rifl
potrebuje naslednych 7 S/TQ matiw mistech poSkozeni pak brani resekci DNA Kom@odporuje
tak NHEJ, av3ak v jinychifpadech neZ Rifl (Callest al., 2013), jak bude dale ukézano.

Dalsi protein, u kterého bylo prokazano zapojenétioregulani smyky, je fosforylovany TRF1
(telomeric repeat factor 1). Tento protein je ndmhasociovan s telomerami, nicndgfast endogenniho
TRF1, ktera je fosforylovana CDK na Thr 371, ejestuburééném jade samostath(McKerlie a Zhu,
2011). Fosforylovana frakce TRF1 se akumuluje veuls poSkozeni DNA v zavislosti na ATM
a podporuje tam resekci DNA kaha tim nasledhHR. K jeho snitovani do mist DNA poskozeni je nutna
BRCAL. Naopak 53BP1 a Rifl brani jeho akumulaciistech DNA poskozeni (McKerlig al., 2013).

53BP1 i BRCAL tak slouZi jako zakladny pro nased#alSich proteifs. Pro objaséni
mechanismu, kterym 53BP1 a BRCAL se svymi efektgroroteiny brani/podporuji resekci a tim

ovliviuji vybér repargni drahy, budou jistuzitecné dalSi studie.

5.2. Patologicky NHEJ v BRCAL deficientnich biikach

Mutace v genu pro BRCAL jsou znamy pro svéastou asociaci s rakovinou prsu
a vaje&niki. Poskozeni obou alel tohoto genu vede u mysi ki smbryi, ktera je doprovazena
rozsahlymi apoptotickymi procesy. Tento fenotygyeacen deleci p53. Nicmé&praw ztrata tohoto
tumor supresoru nastartuje tvorbu nd@d¢Xu et al., 2001). Pro BRCAL deficienci je typicka
nestabilita genomu, ktera jeigledkem poskozeni oprav DNA pomoci HR a nasledngena
aktivace ATM-Chk2-p53 signalni drahy (Cetcal., 2006). To vys#tluje i dalSi typické znaky tohoto
fenotypu, kterymi jsouigdiasna senescence a apoptédza.

Pro I&bu nadoi s mutovanym genem pro BRCA1 se ukazalo bytjmaédterapeutické
cileni PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase). PARPaainje zejména opravy jednoviaknovych
DNA zloma (Woodhouseet al., 2008). Z&ch se, pokud istanou neopraveny, stavaji v S fazi
replikaci dvouvlaknové zlomy. A préavyto zlomy vzniklé v dsledku rozpadu replikai vidlicky
vyZaduji opravu progdnictvim HR. Biiky defektni v homologni rekombinaci, mezi kterérpity
bezradre fungujiciho proteinu BRCAL, jsou proto citlivé imhibitory PARP. Ty se zdaji byt slibnou
terapeutickou latkou (Bryamt al., 2005).

Bylo dokazano, Ze z&st vySe uvedenych projieye zodpo¥dny 53BP1. Jeho delece totiz
v BRCAL deficientnich mySich snizi embryondlni lietaa tumorigenezi, zvréatitpdtasné starnuti
a nadndrnou apoptozu (Caet al., 2009). Snizeni exprese 53BP1 v BRCA deficiehtriiaikach
obnovi opravu homologni rekombinaci, zvrati jejigfpersenzitivitu k latkdm poSkozujicim DNA
a tvorbu aberantnich chromozomovych formaci (Bouwetal., 2010; Bunting et al., 2010). Neni
proto gekvapenim, Zeivodem rezistence k PARP inhibitord glinickych studiich naddr byva
mimo jiné i ztrata 53BP1 (Jaspetsal., 2013).
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Zvraceni fenotypu deleci 53BP1 v BRCALl-deficientinfziikach by tak odpovidalo vyse
navrzenému modelu, podl€jh v negitomnosti BRCAL #stdva 53BP1-Rifl komplex v mistech
poskozeni DNA i v S a G2 fazi b&smého cyklu a stimuluje tak NHEJ vipadech, ve kterych by
byla umozgna oprava pomoci HR. Rifl nicm&pouze zmituje defekt v oprav DNA v BRCAL1-
deficientnich biikach, které jsou i bez Rifl stale Zna citlivé na PARP inhibitor (Escribano-Diaz
et al., 2013; Feng et al., 2013; Chapman et al., 2013; Zimmermann et al., 2013). V pipact
patologického NHEJ totiz 53BP1 blokuje HR preshictvim svého vazebného partnera PTIP. Az
ztrata PTIP vede k obnoveni genomové stability aHRinkach s nefunénim proteinem BRCAL
(Callenet al., 2013).

6. Role 53BP1 v opravach DNA

Jak bylo popsano wiedchozi ¢asti, 53BP1 je dlezity pozitivni regulator NHEJ
zprostedkovanych oprav, ktery chrani dvouvlaknové zlomyADpied resekci ghem G1 faze
burgcného cyklu. Role 53BP1 v opravach DNA byla stud@avéaacétyrech modelovych ippadech
(Obr. 6). 53BP1 jeitezity pro rozvolgni struktury heterochromatinu, dojde-li k dvouviakému
zlomu v €chto oblastech. ZtSuje mobilitu telomer, kter&igly o swij ochranny proteinovy komplex
a tim umoauje jejich fazi. Navic je saiast synapsi, které drzi DNA konce u sebe, a dnjogejich
spojeni. A to jak ghem V(D)J rekombinace vzdalenych segnietdk i izotypovém pesmyku.
Nyni tedy budou postugmnredstaveny specialniipady dvouviaknovych DNA zlofhy které byly
vyuzity pro studium role vlivu 53BP1 na DNA opravy.

6.1. Opravy v heterochromatinu

Heterochromatin je z@a¢ kondenzovany a pro repéra faktory Spat# pristupny. Opravy
dvouvlaknovych zlom v téchto oblastechiedstavuji frakci 10—-25 % oprav, které probihaji ptou
kinetikou a jsou zavislé na ATM (Goodastial., 2008; Riballo et al., 2004). Jednim z Klovych
proteini, které ma vliv na opravu DNA v heterochromatine, tfanskrigni korepresor KAP-1
(KRAB-associated protein 1). Ten je v reakci figggmnnost dvouvldknoveého zlomu fosforylovan na
Ser 824. Fosforylovany KAP-1 stoji natatku drahy, ktera ve vysledkutgmbi v okoli DNA zlond
relaxaci heterochromatinu a umozni opravy (@ial., 2006). Fosforylace KAP-1 se n#jek rychle
rozsti po celém chromatinu. Po prvni@sné fazi éstava fosforylovan jen KAP-1 v okoli DNA
zlomu, a to po dobu pi@bnou na opravu.iBtrvavajici fosforylace KAP-1 je umodma proteinem
53BP1, ktery je zodpa@dny za udrzeni vysoké koncentrace ATM ve fokusétdo( et al., 2010).
53BP1 vaze svymi BRCT doménami RAD50 podjednotkuNvidmplexu. A protoze MRN véaze
ATM, vede tato interakce k amplifikaci kindzové iakyy ATM (Lee et al., 2010). Fosforylace KA1
zpasobi rozruSeni jeho vazby s chromatinovym remaédéta enzymem CHD3 (chromodomain-
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helicase-DNA-binding protein 3), ktery normdlprispiva k udrzovani chromatinu v kompaktnim
stavu (Goodarzet al., 2011).
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Obr. 6 | Role 53BP1 se studovala na ¢tyfech modelovych procesech. | V heterochromatinu opravam dvouvlaknovych zlomd
brani mimo jiné interakce mezi KAP-1 a chromatinovym remodelaénim enzymem CHD3. Tato interakce je pferudena
fosforylaci KAP-1 prostfednictvim kinazy ATM, ktera je koncentrovana v oblastech DNA poSkozeni prostfednictvim 53BP1. |
Telomery, které priSly o svij ochranny proteinovy komplex, se brani erozi DNA koncU fuzi. Pfi hledani druhého konce DNA
musi byt pfekonany znaéné vzdalenosti. 53BP1 podporuije tento proces zvySenim mobility telomer v jadfe. | Pfi pfestavbach
imunoglobulinovych gend vznikaji $tépenim RAG rekombindzami v pfipadé V(D)J rekombinace nebo aktivitou deaminazy
AID pii izotypovém pfesmyku DNA konce. Pro nasledné spravné spojeni vzniklych DNA konct a odstranéni sekvence mezi
misty Stépeni jsou duleZité oligomery 53BP1. Pfevzato z Noonové a Goodarziho (2011), upraveno.

6.2. Fuze nechranych telomer

Konce savich chromozom jsou tvdeny rozsahlymi tandemeése opakujicimi TTAGGG
sekvencemi a 3’ jednovlaknovynigsahem. Na tyto sekvence a DN&gah naseda Sest profein
které tvdi tzv. shelterin komplex. Telomery maji dilicové funkce. Prvni z nich je ochrana sebe
sama ped zkracovanim vigsledku vrozené furidi limitace replik&niho aparatu. Druhou tlohou je
zabranit biice, aby je rozeznavala jako dvouvldknové zlomytazdla postup bugnym cyklem
a spustila jejich opravu (Jain a Cooper, 2010).

Konce nefunknich telomer, kteréij$ly o svij ochranny proteinovy komplex, jsou rozeznany
jako poSkozeni DNA a jsou asociovany s typickynkitday fokugi jako je yH2AX, ATM, Mrell
a 53BP1, které se kolem nichtmau akumulovat (Takagt al., 2003). Tyto fokusy se oz&gi jako TIF
(telomere dysfunction-induced foci). Ztrata proemochranného shelterin komplexu vyvola masivni
fuzi telomer. Ta mize byt vykonana NHEJ, ptipact jeho variantou A-EJ (alternative end-joining),
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ktera pro suj prab¢h vyZaduje vznik kratkého DNA'psahu (Ragt al., 2010). NHEJ telomer probiha
primarre v G1 fazi, zatimco v S a G2 je inhibovan pfeghictvim CDK (Konishi a de Lange, 2008).
53BP1 tomuto procesu nhapomaha&rda zmisoby. V souladu se svoji obecnou schopnosti blakova
resekci chrani i tyto DNA koncaqd degradaci (Sfeir a de Lange, 2012). V kontaxte telomer se
vSak odhalila jeho dalSi vlastnost. Ukazalo senashragné telomery jsou vice pohyblivé &uji
skrze tSi oblasti v jate. Zména dynamiky chromatinu, kterd toto umaje, je zgisobena 53BP1. Jde
o lokalni znénu, kterd je pozorovana jen v oblastech, které widipgi akumulaci 53BP1 (Dimitrovet

al., 2008). Vysledkem této a2y mobility tak je i ¥tSi prava@podobnost, Ze se konce DNA dostanou
do blizkosti jinych a bude moci prétmout fuze. NHEJ nefuikich telomer podporuje jak PTIP, tak
Rifl. Nicméré Rifl nema vliv na mobilitu telomer (Callet al., 2013; Zimmermann €t al., 2013).
Vlivem PTIP na zrénu této mobility se doposud Zadna publikace nerzalabi

6.3. Tvorba synapsi pi pirestavbach imunoglobulinovych get

Pro V(D)J rekombinaci a izotypovyesmyk je spokné, Zze Bhem €chto proces dochazi
ke vznikuétyt DNA konai. Sekvence mezi mistyegeni se musi odstranit a rfoxzniklé konce zahy
spojit. Pra¥ pro tento krok je nepostradatelny 53BP1. Pro fah&ci v imunitnim systému je Klova
jeho oligomerizéni doména (Bothmeat al., 2011; Lottersberger et al., 2013). To vedlo k navrZeni
modelu, podle &hoz tvai synapse, které k séliyto ¢asto dosti vzdalené konce DNAildizi,

popipadt zajisti odstraéni vystizené sekvence.

6.3.1. Synapse &em V(D)J rekombinaci

V(D)J rekombinace je procesii fkterém se tvii variabilni Useky protilatek a antigennich
receptoti, které rozpoznavaji antigentiRPomto &ji se k sol nahodg sestavi V, D a J segmenty
imunoglobulinovych gein K tomuto jevu dochazi &asnych fazich vyvoje lymfociyt K zahdjeni
tohoto procesu jsou paeba RAG1/2 (V(D)J recombination-activating protdif2) rekombinazy,
jejichz exprese je vylind pro vyvijejici se lymfocyty. RAG rekombinazy@t DNA specificky
v konzervovanych kratkych signalnich sekvencichidel a J segmenty a maji schopnost vigta
synapse mezi misty&teni, coz usnaulje nasledné spojeni seséenych gefi. DNA je opravena
pomoci NHEJ (Dudlegt al., 2005).

Defekt ve V(D)J rekombinaci v népomnosti 53BP1 byl zp@tku gehlizen (Manist al.,
2004). Ztrata 53BP1 totiz vede k poruSe spojovéni yzdalegjSich V-DJ segmeiit a rozsahlé
degradaci neopravenych kdncVysledkem je porucha integrity imunoglobulinovéhexeptoru,
apoptéza a snizeni o lymfocyti. V souladu s fedstavou o schopnosti RAG rekombinaz vigta
v mist S€peni synapse, neni rekombinace mezi blize leZzisggmenty ovlivina, ba dokonce
v absenci 53BP1 updnosiiovana (Difilippantonicet al., 2008).
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6.3.2. Synapse &em izotypoveého Fesmyku

Izotypovy gesmyk je proces,ipkterém vznikaji protilatky se stejnou antigenpésifitou,
ale s jinou efektorovou funkciriRomto dji se deleci odstrani jeden aZkolik exoni konstantni
¢asti imunoglobulinovéhosikéhotettzce a jako vysledek je pak do proteinu translatsegment
konstantni¢asti, ktery je nejbliz variabilni oblasti. K tomujevu dochazi &em terminalni
diferenciace B-lymfocyt po jejich aktivaci antigenem (Dudleyal., 2005).

Cely proces zahajuje deaminaza AID (activation-getl cytidine deaminase), jez je
exprimovana pouze Vv aktivovanych B-lymfocytech gedémiho centra. AID provadi deaminaci
cytidini na jednovlaknové DNA. K tomu dochazi jen v oblektezsahlychjgsmykovych sekvenci
se zahajenou transkripci. Nespravné parovani uragjuanosinu aktivuje MMR (mismatch repair)
systém, ktery chybné nukleotidy viibhe. Dvouvldknovy zlom vznikd jako udledek
jednovlaknovych zlori v tésné blizkosti na obou vlaknech DN8chrader, 2005; Schrader et al.,
2007). Resmykoveé sekvence jsou od sebe dosti vzdalengdagpojenim zloinDNA pomoci NHEJ
se tyto konce musiiibliZit.

Ztrata 53BP1 vede k vaznym poruchdm izotypovéresmyku. Rekombinace natsi
vzdalenost meziesmykovymi sekvencemi, ktera jeddiva pro spravny fibeh, je vyrazg oslabena.
Misto toho dochazi k rekombinacim uvnesmykovych oblasti (Reina-San-Margnal., 2007).
Jeho roli @i spojovani vzdalenych koddemonstroval i experiment, ktery ukazal, Zeftgmnosti
53BP1 je vyrazé efektivrejSi spojovani DNA zlom vzdalenych od sebefiplizné 100 kb. Na
uspsnost spojovanith vzdalenych ménnez 1,2 kb nebo vice nez 27 Mb nema zadny vlito Tu
schopnost ztrati po odstkam oligomeriz&ni domény (Bothmeet al., 2011). Zda se proto, Ze je
53BP1 zapojeny do tvorby synapsi mezgmykovymi oblastmi. V tomto procesu je navidedita
i jeho schopnost branit resekci kan@othmeret al., 2010). V souladu s tim sniZeni exprese Rifl
pomoci RNA interference vede k menSimu defektuotyzovém pesmyku nez snizeni exprese
53BP1. PTIP izotypovyiesmyk neovliviuje vibec (Di Virgilio et al., 2013). Funkce Rifl a PTIP
v blokovani resekce se tedy vzdy repyva, ale viiznych procesech 53BP1 vyuzivadbjeden,
nebo druhy efektor.
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Zaveér

53BP1 hraje tlezitou roli v burkcné odpo¥di na poSkozeni DNA. Prastdnictvim svych
Tudor domén a UDR motivu je schopny rozeznat chtomoeé zn&ky (methylaci, acetylaci
a ubiquitinaci), které byly vytieny v oblastech DNA poSkozeni. Tento histonovy Kiak
pretransformuje prostdnictvim svych interakich partnek do efektivni signalizace o DNA
poSkozeni a zprasidkuje nasledné opravy. Pro tuto jeho schopnostkaeuji byt kliéove jeho
posttranslani modifikace, jejiz funéni charakterizace se zda byt slibnou oblasti daljlakumu.

Mezi now popsané interaki partnery pat Rifl a PTIP, kt& jsou zapojeni do reguiai
smycky, v které proti sobstoji 53BP1 a BRCAL a jejimz vysledkem je volbakadtni drahy opravy
DNA. Nicmére molekularni mechanizmy, které tuto regulaci pr@jaznejsou doposud zcela
objasrény. Dilezitost poznaniéthto mechaniziin souvisi astou asociaci mutaci v genu pro
BRCAL1 srakovinou prsu a va&meki. Z nddorovych onemoéni pati rakovina prsu kém
negastjSim. Porozurani faktofim a draham zapojenym do regulace BRCAL je protstadaé pro
vyvoj novych a efektivi§Sich zmisohi 1é¢by t€chto nadait. O tom s¥dci i skute&nost, Ze nadory
prsu gfekonavaji isobeni doposud sliBrse jeviciho PARP inhibitoru mimo jiné i ztratouB#3L.

V opravach dvouvlaknovych zladimDNA vSak hraje 53BP1 ijiné role. Ty se ukazuji
piedevsim ve specialnicttipadech, kdy je pé¢ba rozvolnitdsné sbaleny heterochromatin, zajistit
konaim DNA pohyb pes relative velké vzdalenosti nebofiplizit vzdalené konce DNA ip
programovanych fiestavbach imunoglobulinovych gen tady Zistava nadéle vyzvou porozitn
tomu, jak 53BP1 zpro&tdkovava tyto ziny struktury chromatinu, zvySenou mobilitu DNA kdnc
a tvorbu synapsi a jak tinfigpiva k normalnimu gibéhu oprav DNA.

V Gvodu byl popsan fenotyp pozorovany na mySim rhodelisledku poskozeni genu pro
53BP1. Na zaklatdpoznani procés do kterych je 53BP1 zapojen, si jifibeme dovolit tvrdit, co
muze byt jeho ficinou. Na z&ur tedy miZze byt zajimavé se zaiit na jeden fakt. | kdyZ se funkce
jednotlivych faktofi zapojenych do buiné odpodi na poSkozeni DNA&asto pekryvaji a jejich
ztrata niize byt kompenzovana, poskozeni wemo klicové faktory se u lidi projevuje vaznymi
syndromy, jako jsou v prvni kapitole zimvané AT, ATLD a NBS. Na z&klédmySiho modelu
s defektnimTP53BP1 se da pedpokladat, Ze iu lidi by se mohl vyskytovat pagplsyndrom
projevujici se poruchouustu, radiosenzitivitou, imunodeficienci, chromozdmhanestabilitou
a sklonem pro tvorbu nadorNicméreé zadny lidsky syndrom s nefutiim 53BP1 neni doposud
spojovan. Zda se proto, Ze u prithgd jeho porucha neslitelna s Zzivotem. 53BP1 takirhe mit

dalSi dilezité funkce, a to nejenom v embryonalnim vyvoiji.
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