Abstrakt

Zachovani kontinuity chromozom a Uplné genetické informace v lidskych buiikach je
rozhodujici pro pteziti buiikky resp. celého organismu a zabranuje konverzi normadlnich
diploidnich bun¢k v bunky s nestabilnim genomem. Bunéénd DNA je vSak vystavovana
endogennimu i exogennimu stresu, ktery mize vést k poskozeni jeji struktury. Béhem evoluce
se ve vyssich eukaryotech vyvinulo nékolik molekularnich mechanismii, které tato poskozeni
detekuji a opravuji, a zajistuji tak v bunkach chromosomovou stabilitu. Tato odpoveéd se
poskozeni DNA jsou tzv. dvojtetézcové zlomy (DSB), kdy dojde v té€sné blizkosti k preruseni
kovalentni vazby mezi cukrem a fosfatem. DSB spousti vlnu posttransla¢nich modifikaci,
které reguluji proteinové interakce, jadernou lokalizaci a katalytickou aktivitu desitek az
stovek proteinti. Tyto modifikace zahrnuji acetylace, metylace, SUMOylace, ubikvitinylace a
zejména pak fosforylace. Mezi nejvyznamnéjsi kinazy Gcastnici se DDR jsou kindzy ATM,
ATR a DNA-PK, jez jsou aktivovany bezprostiedné po detekci poskozeného mista.

DAXX (death-associated protein 6) je adaptorovy, pievazné jaderny protein, ktery se se
Vv bunikach c¢astni sbalovani histonové varianty H3.3, remodelace chromatinu, modulace
genové exprese Ci protivirové odpoveédi. V roce 2006 byla publikovana studie mapujici
substraty kindz ATM, ATR a DNA-PK. Mezi zhruba sedmi sty proteiny, které byly
fosforylovany v rdmci DDR, byl identifikovan také protein DAXX.

V nasi praci jsme studovali fosforylace tohoto proteinu béhem béhem DDR. DAXX je
fosforylovdin na serinu 564 po tvorbé DSB indukovanych chemicky (etoposid,
neokarzinostatin) i ionizaénim zafenim (IR). Tato fosforylace je zprostiedkovana specificky
kinazou ATM, zatimco kindzy ATR ¢i DNA-PK se na této fosforylace nepodili. Klicovym
negativnim regulatorem této fosforylace je fosfatdza WIP1. V souladu s novymi poznatky o
onkogenni funkci WIP1 byla defosforylace S564 nejlépe pozorovatelna v nadorovych
bunécnych liniich, ve kterych byla diky mutaci exprimovana stabilnéj$i forma WIP1.

Dale jsme ukazali, Ze jak fosforylace S564 tak 1 samotny DAXX nemaji vliv na stabilitu
a transkrip¢ni aktivitu proteinu p53. Potlaceni exprese i genetickd delece DAXX (metodou
TALEN) neméla vliv na expresi transkripcnich cili p53 (GADD45a, NOXA, MDM2, p21,
PUMA, SESN2, TIGAR a WIP1), ¢imZ jsme vyvratili dlouholety model, dle kterého DAXX
(v€etné fosforylace S564) hraje kliCovou roli pii stabilizaci p53. Naopak jsme identifikovali
fadu gentll, jejichz exprese je zavislda na DAXX a Ze mechanismus této regulace je

pravdépodobné epigenetického charakteru.



