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1. Uvod

Dvojvlaknové zlomy DNA (double-strand breaks,
DSB) st povazované za jedno z najzavaznejsich poskodeni
DNA, ktoré moze byt indukované réznymi endogénnymi
a exogénnymi faktormi. Ked’ze neopravené alebo chybne
opraven¢é DSB mozu iniciovat procesy vedice
k mutagenéze, karcinogenéze pripadne bunkovej smrti,
oprava tohto typu poskodenia DNA je vyznamna predo-
vSetkym z hladiska udrziavania stability gendému
a zivotaschopnosti buniek'. V cicavé&ich bunkach dominuju
dve dréhy zodpovedné za opravu DSB: homologické re-
kombinacia (homologous recombination, HR) a spéjanie
nehomologickych koncov DNA (non-homologous end
joining, NHEJ).

Pre spravne nacasovanie a priebeh tychto opravnych
dréh je nevyhnutna aktivita Sirokého spektra Specifickych
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proteinov, ktoré zabezpecuju bunkovu odpoved’ na posko-
denie DNA. Spominand aktivita ale aj stabilita a lokaliza-
cia proteinov zucastnujicich sa signalizicie a opravy po-
Skodenej DNA je prisne kontrolovana prostrednictvom
mechanizmov posttranslacnej modifikacie proteinov, aky-
mi st napr. fosforylacia, metylacia, acetylacia, parylacia
a ubikvitincia®.

Posttranslacna modifikacia nazyvana ,,ubikvitinacia“,
teda prenos signdlu prostrednictvom signilnej molekuly
,ubikvitin®, sa v poslednych rokoch ukazala byt kI'icovou
z hladiska signalizacie a opravy DSB (cit.’). Konkrétne,
ubikvitin-signaliza¢na kaskada pozostavajuca z interaguju-
cich proteinov UBC13-RNF8-RNF168, ktord je zodpo-
vednd za prenos informacie z miesta DSB ku konecnym
proteinom sptstajucim opravu DSB, je stale predmetom
mnohych experimentalnych $tadii’.

V podmienkach pretrvavajuceho nedostatku vol'ného
ubikvitinu definovaného aj ako ,,proteotoxicky* stres do-
chadza k spomaleniu az Uplnému utlmeniu ubikvitin-
zavislych procesov v bunke, vratane signalizacie a opravy
DSB (cit.”). V nasej aktudlnej publikacii® odhalujeme me-
chanizmus, akym st niektoré nadorové bunkové linie
schopné deficit ubikvitinu prekonat’ a aj v podmienkach
indukovaného proteotoxického stresu spustat’ opravu DSB
preferencne prostrednictvom NHEJ. Ked’Ze je NHEJ pova-
zovana za nedokonaly opravny mechanizmus DSBs, jedna
sa zarovenn onovy pohlad na proteotoxicky stres ajeho
vplyv na nestabilitu genému nadorovych buniek.

DetailnejSiemu popisu opravnych drdh dvojvlakno-
vych zlomov DNA — HR a NHEJ; ubikvitin-zavislej signa-
liz4cii poSkodenia DNA v podmienkach proteotoxického
stresu ako aj mechanizmu zodpovednému za spominany
Specificky fenomén opravy DSB v podmienkach nedostat-
ku ubikvitinu budi venované nasledujiice strany tohto
prehl'adného ¢lanku.

2. Dvojvlaknové zlomy DNA a ich oprava

DNA je neustale vystavend pdsobeniu rdznych muta-
génnych faktorov, ktoré mozu sposobit’ jej poskodenie.
Frekvenciu, s akou k tomuto poskodeniu dochadza, mozno
kvantifikovat’ v rozsahu 1000 az 1 000 000 portch v jedne;j
bunke za den. K poSkodeniu DNA moéze dojst’ vplyvom
vnutornych ako aj vonkajSich faktorov prostredia.
K vnitornym faktorom patria predovSetkym reaktivne
metabolity kyslika, ktoré vznikaju ako vedlajsie produkty
normélneho bunkového metabolizmu, ale patria sem aj
chyby vznikajuce pocas replikacie DNA. NajcastejSimi
vonkaj$imi faktormi spdsobujicimi poSkodenie DNA su
rozne formy elektromagnetického ziarenia, predovsetkym
ultrafialové Ziarenie pochadzajuce zo slnka, gama Ziarenie,
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Rontgenove Ziarenie, ale patria sem aj chemické mutagé-
ny, interkalacné Cinidla, virusy, rastlinné toxiny a mnohé
dalsie.

Poskodenia DNA predstavuju fyzické abnormality
v §truktire makromolekuly DNA, pri¢om jednotlivé 1ézie
sa vyrazne liSia v rozsahu ich biologickych nésledkov. Tie
najzavaznejsie, ku ktorym patria DSB, naruSuju integritu
oboch retazcov DNA a predstavuji tak blok pre vsetky
procesy spdté s metabolizmom tejto makromolekuly.
V pripade, ze takéto poskodenia nie s opravené, su pre
bunku toxické, kedze spdsobuju blok transkripcie
a nasledne translacie genetickej informacie do prislusného
proteinu. V mnohych pripadoch dochddza aj k zastaveniu
replikacie a v kone¢nom dosledku smrti bunky. Chybne
opravené DSB st u mnohobunkovych organizmov poten-
cidlnym zdrojom mutacii, ktorych postupna akumula-
cia moze vyustit do transformicie normdlnej bunky na
bunku nadorovu a ohrozit’ tak cely organizmus'.

Z horeuvedenych dovodov hra oprava poskodenej
DNA kl'icovu tlohu pri udrziavani stability genomu, zivo-
taschopnosti buniek a v kone¢nom désledku aj zachovani
beznych fyziologickych funkcii organizmu. Ako odpoved
na potencialnu hrozbu vyplyvajiicu z neopraveného resp.

DsSB
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chybne opravenych DSB sa bunkam pocas evolicie vyvi-
nuli mechanizmy, pomocou ktorych monitoruju a opravuji
porusené ret'azce DNA.

Po tom, €o Specifické senzorické proteiny zaregistruju
abnormalitu v §truktire retazcov DNA, dochadza podobne
ako u inych signalnych drah k amplifikdcii a postupnému
prenosu signalu k terminalnym akceptorom, ktoré ho spra-
cuju av konec¢nej faze posunt priamo ku komponentom
zodpovednym za opravu poskodenia’.

RozliSujeme dva zakladné mechanizmy opravy DSB
ozna¢ované ako HR a NHEJ (obr. 1)®. Oba opravné me-
chanizmy su uzko spité s normalnou l'udskou fyzioloégiou,
¢oho dokazom je existencia ochoreni, ktorych molekular-
nou podstatou je porucha v oprave DSB, a ktorych klinic-
ky prejav zahfiia zvySent incidenciu onkologickych

ochorenf’.

2.1. Homologické rekombinécia

HR bola prvykrat popisana v 40. rokoch Lederber-
gom (1947) a eSte mnoho rokov potom bola povazovana
len za proces Specificky pre tvorbu gamét podobny euka-
ryotickej meiéze'’. Az v polovici 60. rokov ked boli obja-

NHEJ

Rozpoznanie lomenych HR
koncov DNA

+—@==sf

DNA- PKcs DNA-PKces

:@@J—D@=

Spracovanie zlomeny rh
koncov DNA

4

Nukleolyticke sticpenie

Rad51

- g

ny
l
}

D Struktira

Rad51

|

sesterska chromatid al

Obr. 1. Model zakladnych krokov hlavnych opravnych drah dvojvlaknovych zlomov DNA: Spajanie nehomologickych koncov
DNA (NHEJ) versus homologicka rekombinacia (HR); prevzaté z cit.
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vené prvé rekombinacné mutanty, ktoré boli zaroven citli-
vé na poskodenia DNA, sa objavila mozna suvislost re-
kombinacie s opravou DSBs prostrednictvom HR''.

HR prebieha hlavne v S a G2 faze bunkového cyklu,
v pritomnosti novonasyntetizovanej sesterskej molekuly
DNA, ktorej podobna alebo uplne identickd sekvencia
sluzi ako templat pre bezchybnu opravu DSB (cit."?). Ini-
ciatnym krokom pri HR je nukleolytické Stiepenie na
oboch koncoch zlomu koordinované proteinmi CTIP
a MRN komplexom tak, aby na oboch stranach DSB
vznikli 3’-OH preénievajuce jednovliknové konce'. Po
stabilizacii jednovlaknovej DNA vizbou proteinu RPA
dochadza kjeho nahradeniu rekombinazou RADSI1
a vytvoreniu $truktiry nazyvanej presynapticky nukleopro-
teinovy filament. V nasledujucom kroku RADS51 katalyzu-
je preniknutie jednovlaknového konca poSkodenej DNA
k homologickej sekvencii sesterskej chromatidy druhej
intaktnej DNA molekuly avytvara tzv. D-Struktaru
(D loop). Dalgie kroky zahffiaju syntézu poskodenej &asti
vlakna od 3’-OH konca pomocou enzymu DNA polymera-
za, nasledny rozpad D S$truktiur a spojenie oboch koncov
jednovldknovej DNA pomocou enzymu DNA ligiza'
(obr. 1)%.

Najznamejsie proteiny HR su tzv. regulatory funkcie
proteinu RADS51, BRCA1 a BRCA2, ktoré su zodpovedné
za vytvorenie RADS]1 filamentu esencialneho pre migraciu
jednovlaknovej DNA a naslednu reparac¢nu syntézu. Muta-
cie v génoch kodujucich tieto dva proteiny limituju ich
funkcie a st preto asociované s defektnou opravou DSB,
akumulaciou poSkodenej DNA a teda nestabilitou genému,
charakteristickym znakom nadorovych buniek. Specifické
zdedené mutacie v génoch BRCAl a BRCA2 su preto
asociované so zvySenym rizikom rakoviny prsnika, vajec-
nikov a prostaty u muzov'”. Sticasné §tudie poukazuju na
moznu efektivnu terapiu nadorovych ochoreni charakteris-
tickych defektnou HR, teda deficitom BRCA1 a BRCA2,
pouzitim inhibitoru PARP1 — olaparibu'®. Inhibiciou enzy-
mu PARP1 dochéadza k bloku opravy endogénne induko-
vanych jednovldknovych zlomov DNA, ktoré nasledovne
prostrednictvom replikacie DNA generuju zlomy dvoj-
vlaknové. Tieto Specifické 1ézie st v normalnych bunkach
opravované preferencne prostrednictvom HR, no
v bunkach s absenciou BRCA1 a BRCA2 homologicka
rekombinacia neprebieha a neopravené dvojvlaknové zlo-
my DNA indukuji proces programovanej bunkovej

smrti'’.

2.2. Spajanie nehomologickych koncov

NHEJ bolo prvykrat pozorované v bunkach cicavcov,
u ktorych reprezentuje hlavny mechanizmus opravy DSB.
Ide o relativne jednoduchy a rychly opravny proces, usku-
toc¢tujuci sa preferencne v Gl a GO fazach bunkového
cyklu, tj. bez pritomnosti homologického sesterského
templatu DNA. Po vytvoreni DSB st zlomené konce DNA
upravené tak, aby vytvorili vhodny substrat pre priamu
ligaciu. KI'icovym faktorom NHEJ je DNA-zavisla prote-
inkindza (DNA-PK) a jej katalyticka podjednotka (DNA-
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PKcs), viazica sa na zlomené konce DNA po ich detekcii
dvoma DNA-viazicich komponentmi (KU70 a KU80 )13,
a komplex pozostavajici z DNA ligizy IV a proteinu
XRCC4 (cit.'"®). DNA-PK sa viaZe na volné zlomené kon-
ce DNA a aktivuyje komplex MRN (pozostavajici
z Mrel1/Rad50/Nbsl proteinov), ktory pritiahne konce
vlakien k sebe. Spojenie vlakien nasledne zabezpecuje
DNA ligaza IV (obr. 1)*.

Hoci DSB mo6zu byt prostrednictvom NHEJ spojené
presne, pomerne ¢astym javom je vznik malych prestavb
genetickej informacie ako napr. kratkych inzercii a delécii,
ktoré modzu pri prevalencii tejto opravnej drahy DSB pri-
spiet’ ku genomickej nestabilite a nadorovej transformacii
bunky'’. V pripade uz spominanej defektnej HR/absencie
BRCA1 dochadza k presmerovaniu opravy DSB pritom-
nych v S faze na chybnii NHEJ, ktord vytvéra mutagénne
Struktary DNA a prispieva tak k vzniku chromozomalnych
prestavb™. Bunky so zvysenou aktivitou NHEJ by teda
podobne ako bunky s nefunkénou HR/absenciou BRCA1
mohli preukazovat’ citlivost’ k inhibitoru PARP1 — olaparibu.

3. Systém ubikvitin-proteazém ako funény
komponent opravy dvojvlaknovych zlomov
DNA

Posttranslaéné modifikacie proteinov st ucinnymi
nastrojmi, ktorymi bunky reguluji funkcie proteinov.
Ubikvitin a posttranslacnd modifikacia vyuZzivajica tuto
molekulu nazyvana ubikvitinicia s kI'icové komponenty
regulacie bunkovej odpovede na DSB. Vyznam, rozmani-
tost’ a komplexny kontext mechanizmu ubikvitinacie dnes
dosahuje troven najvyznamnejSej posttranslaénej modifi-
kacie proteinov, ktorou je fosforylacia.

3.1. Ubikvitinacia a ubikvitina¢ny kod

Ubikvitin  je maly polypeptid zlozeny zo
76 aminokyselin s celkovou molekulovou hmotnostou
8,5 kDa (cit.*"). Samotny proces ubikvitinicie predstavuje
proces veduci k oznaCeniu substratového proteinu jednou
molekulou ubikvitinu (monoubikvitinacia), alebo naviaza-
nie retazca ubikvitinov (polyubikvitinacia). Ubikvitinacia
pozostava z troch zakladnych krokov a vyzaduje pritom-
nost’ troch réznych tried enzymov (E1 az E3)* (obr. 2)*.
Pociatocnym krokom je ATP-zéavisla aktivacia ubikvitinu
ubikvitin-aktivujicim enzymom E1. Ubikvitin-aktivujlci
enzym El1 nasledne prenasa ubikvitin k ubikvitin-
konjugacnému enzymu E2. Poslednym krokom je naviaza-
nie ubikvitinu na cielovy substrat pomocou ubikvitin-
ligazy E3. Vznik4 tak izopeptidova vézba medzi lyzinom
substratového  proteinu  a C-koncovym  glycinom
ubikvitinu®*. Zatial' ¢o E1 enzymy su malopodetné (cca
8 foriem), E2 enzymov bolo identifikovanych niekol'ko
desiatok (cca 35 foriem) a E3 enzymov aZ viac ako 1000.
Substratova Specificita ubikvitincie je dana prave velkym
poctom E3 ubikvitin-ligdz, pricom kazda z nich je Speci-
ficka pre limitovany pocet substratovych proteinov.
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Obr. 2. Ubikvitinacia substratového proteinu a jeho degradacia v proteazome za sucasnej recyklacie molekil ubikvitinu; Ub —

ubikvitin, DUB — deubikvitinaény enzym, prevzaté z cit.”’

Kracovym faktorom rozhodujucim o osude substrato-
vého proteinu je aj typ ubikvitinovych retazcov, ktorym
bude v procese ubikvitinacie oznaceny. V sekvencii ubik-
vitinu sa nachddza sedem lyzinovych zvySkov, medzi kto-
rymi moze dochadzat’ k vidzbe ateda tvorbe uz spomina-
nych polyubikvitinovych retazcov. NajbeznejSim sposo-
bom vizby dvoch molekul ubikvitinu v polyubikvitinovom
retazci je prostrednictvom lyzinu 48 (tzv. K48 retazce).
Naviazanie K48 retazca na cielovy protein predstavuje
signal pre degradiciu takto oznaCeného proteinu
v proteazéme®. Druhé najéastejsie spojenie ubikvitinu cez
lyzin 63 (tzv. K63 retazce) hra ulohu predovsetkym
v bunkovej signalizacii®. Existuja viak aj retazce ubikvi-
tinu pospajané cez lyziny 6, 11, 27, 29 a 33. V stcasnej
dobe nepozname vyznam celej palety tychto signalov, no
vo vécsine pripadov sa experimentalne dokazala ich spoji-
tost s degradaciou takto oznaCenych substratovych
proteinov®’.

3.2. Ubikvitin-zavisla signalizacia dvojvlaknovych
zlomov DNA

Odpoved” bunky na DSB moZe byt v experi-
mentalnych in vitro podmienkach pozorovand ako akumu-
lacia mnoZstva signalnych a opravnych faktorov na chro-
matine v oblasti lézie. Vdzbu proteinov na chromatin
v mieste poSkodenia je moZné detekovat pomocou imu-
nofluorescenénych technik. Po indukcii DNA poskodenia
ionizujucim Ziarenim je takto moZzné pozorovat' zretené
subnuklearne Struktury nazyvané fokusy indukované ionizu-
jcim Ziarenim (IRIF, Ionizing Radiation Induced Foci)™®
(obr. 3)°. Posledné roky vyskumu v oblasti opravnych dréh
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DNA poukazuji na klI'icova tlohu ubikvitinacie pri tvorbe
spominanych fokusov a teda Specificku funkciu tejto post-
translagnej modifikacie v signalizacii pritomnosti DSB*.

Chromatin je v oblasti DSB obohateny o K63 retazce
ubikvitinu, ktoré st vyuzivané na aktivaciu cielovych pro-
teinov HR ako aj NHEJ, predovsetkym BRCA1 a 53BP1.
Za tento proces je zodpovednd hlavne ubikvitin-
signalizac¢na kaskada pozostavajiuca z E2 ubikvitin konju-
gacného enzymu UBC13 a dvoch E3 ubikvitin ligdz RNF§
a RNF168 (cit.*®). V kontraste k esencialnej tilohe uz spo-
minaného proteinu BRCA1 v HR, protein 53BP1 je pova-
zovany za kl'icovy mediator NHEJ, ked’ze v G1 faze bun-
kového cyklu fyzicky blokuje vizbu HR proteinov zodpo-
vednych za nukleolytické Stiepenie koncov zlomu
a tiez vizbu d’alSich interagujucich proteinov s podobnou
funkciou®'.

Sled signaliza¢nych krokov veducich k naviazaniu
proteinu 53BP1 na chromatin v oblati DSB 1ézie mozno
rozdelit do dvoch poddrah, priCom pre presny priebeh
oboch z nich je esencialna prave posttranslacna modifika-
cia — ubikvitinacia. E3 ligdza RNF8 najskor pomocou
E2 konjuga¢ného enzymu UBC13 ubikvitinuje histon HI,
ktory je Specifikym véizobnym miestom pre druht
E3 ligizu RNF168 (cit.**). RNF168 ako esencidlny kom-
ponent signalnej drahy DSB ubikvitinuje histon H2A na
lyzine K15 (H2AK15ub), ¢im vytvara unikatnu Struktiru
pre vizbu 53BP1 (cit.*?).

Okrem K63 retazcov ubikvitinu sa pri signalizicii
DSB aj samotnej aktivite proteinu 53BP1 uplatiiuje aj pro-
tein-degradacny signéal vo forme K48 ubikvitinovych re-
tazcov. Protein 53BP1 sa viaze nielen na H2AK15ub, ale
aj na histon H4 dimetylovany na lyzine 20 (H4K20me2),
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Fokusy S3BP1

MG132+IR

Obr. 3. Pritomnost’ 53BP1 fokusov v jadrach nadorovej bunkovej linie U20S po gama Ziareni (2 Gy = 2 kg m”s™>) a ich absencia
za podmienok nedostatku volného ubikvitinu po aplikacii inhibitora proteazému MG132, mierka 10 pM; prevzaté z cit.®

ktory je za normalnych fyziologickych podmienok v bunke
vo vizbe s dvoma histon demetylazami JMID2A
a L3MBTLI1. Pritomnost’ poSkodenia DNA spusta aktiva-

ubikvitinaciu a nasledntl proteazomalnu degradaciu oboch
kompetitorov 53BP1 — JMJD2A a L3MBTLI, ¢im umoz-
fiuje jeho vizbu na H4K20me2 (cit.*).

3.3. Uloha proteazému v bunkovej odpovedi na
dvojvlaknové zlomy DNA

Vsetky intracelularne a niektoré extracelularne protei-
ny st kontinudlne degradované a nahradzané syntézou
novych proteinov. Oba tieto deje musia zostat’ vo vzajom-
nej rovnovahe, pretoze jej narusenie by mohlo potencidlne
viest' k nahromadeniu nefunkénych alebo poskodenych
proteinov, ¢o ma vazne dosledky pre celkovy metaboliz-
mus bunky, pripadne celého organizmu. Bunky obsahuju
niekol’ko proteolytickych systémov, ktoré zaistuju vysoko
Specifickll a kontrolovani degradaciu proteinov. Jednym
z tychto systémov je ubikvitin-proteazomovy systém, zlo-
zity molekularny stroj sliZiaci k degradacii proteinov kon-
jugovanych s K48 ubikvitinom.

Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS) je okrem jedi-
necnej Glohy v udrZiavani proteinovej homeostazy zapoje-
ny svojou ¢innost'ou do mnohych d’alsich biologicky dejov
v bunke. Ako funkény komponent hra tlohu v regulacii
bunkového cyklu, kontrole novonasyntetizovanych protei-
nov, regulacii transkripcie, génovej expresie a tiez imunit-
nej odpovede a procesu starnutia®. Najnovsie experimen-
talne Stadie vSak poukazuju aj na vyznamnu ulohu UPS
v opravnych procesoch DSB.

Ulohu UPS v oprave DSBs je mozné vysvetlit’ dvoma
zakladnymi modelmi:

— proteazom ako priamy funkény komponent opravy

DSB,
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—  proteazém ako hlavny regulaény komponent, nepria-
mo koordinujlici ubikvitin-zavislé deje signalizacie

a opravy DSB, teda samotnu vizbu a funkciu protei-

nov opravy DSB.

Prvy predpoklad naznacujici priamu funkciu protea-
zomu v procese opravy DSB pochddza zo §tadia kvasiniek,
kde bol identifikovany maly acidicky proteazomovy prote-
in DSSI, naviazany na miesta poskodenia DNA*. V ci-
cavéich bunkéach bol neskor tento protein popisany ako
mediator HR, ktory interakciou s proteinom BRCA2 regu-
luje vézbu rekombindzy RADS1 a teda tvorbu nukleopro-
teinového filamentu esencialneho pre presnii reparacnu
syntézu poskodeného retazca DNA’’. DSS1 podobne ako
uz spominané opravné proteiny BRCA1 a 53BP1 rozpoz-
nava oblasti DSB, ¢o opédtovne potvrdzuje jeho funkciu
v signalizacii a oprave DSB.

Druhym proteazémovym proteinom, ktory sa priamo
zucCastiuje opravy DSB, je deubikvitinacny enzym (DUB,
deubiquitinating enzyme) POH1 (cit.*®). Ako DUB plni
funkciu antagonistu E3 ubikvitin ligaz, tym Ze Stiepi ubi-
kvitin z miest jeho naviazania na substrat. Aktivita POH1
je zahrnutd v oboch opravnych drahach. V ramci homolo-
gickej rekombindcie protein POHI reguluje kvantitativne
zastipenie uz spominaného proteinu DSS1 na chromatine
v oblasti lézie ateda nepriamo vézbu proteinu RADSI
(cit.*®). V oprave DSB spajanim nehomologickych koncov
POHI1 ovplyviiuje vézbu proteinu 53BP1 prostrednictvom
antagonizmu aktivity E3 ubikvitin ligaizy RNF168. POH1
odstrafiuje K63 ubikvitinové ret'azce zo substratov enzymu
RNF168 ako aj K48 degradacny signal z proteinu
IMJD2A, ktory nasledkom toho nie je degradovany a fy-
zicky zabrafiuje vizbe 53BP1 na poskodeny chromatin®.

Proteazém figuruje v oprave DSB aj nepriamo pro-
strednictvom signalizacie cez ubikvitin. V experimen-
talnych podmienkach mozno v bunkach pozorovat’ utlme-
nie alebo Uplne zastavenie priebehu opravnych drah indu-
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kovanych prostrednictvom DSB po aplikécii inhibitorov
proteazomu, akymi st bortezomib a MG132. Inhibicia
proteazomu vyvola v bunke akumulaciu polyubikvitinova-
nych proteinov, ktoré mali byt pdvodne degradované za
si¢asnej recyklacie naviazanych molekal ubikvitinu®.
Tento stav nadbytku polyubikvitinovanych proteinov
v bunke so vSetkymi jeho néasledkami, akymi su nedosta-
tok volného ubikvitinu a sprievodny blok ubikvitin-
zavislych signalnych drédh, je definovany aj ako
proteotoxicky stres” a moze v koneénom dosledku vyus-
tit az k programovanej smrti bunky*’.

V podmienkach znefunk¢nenia proteazomu (resp.
jeho znizenej funkcie) dochadza teda k vyCerpaniu zasob
volného ubikvitinu a pretrvavanim takéhoto stavu
az k postupnému zastaveniu ubikvitin-zavislych signal-
nych drah. V suvislosti so signalizaciou a opravou DSB
bola okrem inych komponentov opravnych drdh experi-
mentalne ukdzana absencia fokusov 53BP1 a teda ubikvi-
tin-zavislej vazby 53BP1 proteinu na poskodeny chroma-
tin v podmienkach inhibicie proteazomu®**' (obr. 3)°. Tato
spojitost’ efektivnej opravy DSB s aktivitou proteazomu
vyzdvihuje esencialnu tlohu recyklaénej kapacity UPS pre
spravny priebeh opravnych drah.

4. ZvySena aktivita E3 ligazy RNF168 a jej
vplyv na opravu DSB v podmienkach
indukovaného proteotoxického stresu

Ako bolo spomenuté vyssie, odpoved na DSB je na
urovni chromatinu regulovana prostrednictvom E3 ubikvi-
tin ligazy RNF168, ktorej vysledkom je ubikvitin-zavisla
viizba opravnych proteinov BRCA1 a 53BP1 (cit.*?). Tato
signalizicia sprostredkovana ubikvitinom usmeriiuje vyber
vhodnej opravnej drahy DSB, toxickych poskodeni, kto-
rych pocetnost’ v priebehu tumorigenézy narastd. Vazobna
aktivita 53BP1 limituje proces HR — asociovaného nukleo-
lytického Stiepenia DNA tzv. DNA resekcia, tym padom aj
opravu DSB prostrednictvom HR a sptsta chybovua oprav-
na drahu DSB — NHEJ.

Za podmienok endogénneho alebo indukovaného
deficitu ubikvitinu, ktory je bezny v bunkach nadorov,
dochéadza k poklesu ubikvitin-zévislej vézby alebo Uplnej
strate proteinov 53BP1 a BRCA1 v miestach poskodenia
DNA.

Napriek tomuto vSeobecne akceptovanému modelu sa
nam v naSej experimentalnej Studii podarilo identifikovat’
niekol’ko nadorovych bunkovych linii schopnych uskutoc-
nit’ vizbu proteinu 53BP1 do miest DSB aj v podmienkach
proteotoxického stresu indukovaného inhibitorom a defici-
tu ubikvitinu. Vo vysledkoch naSej prace predovSetkym
poukazujem na kI'icovy menovatel’ pre dany fenotyp, kto-
rym je zvySend hladina E3 ubikvitin ligdzy RNF168 umoz-
nujuca efektivne vyuzitie rezidualneho ubikvitinu pritom-
ného v bunke. Bunky so zvySenou hladinou RNF168 su
rezistentnej$ie na kombinovanu terapiu ionizujucim Ziare-
nim a inhibitorom proteazému, ¢o naznacuje moznu spoji-
tost’ deregulacie RNF168 s adaptaciou danej rakovinovej
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bunky na endogénny proteotoxicky stres, ktorému je taka-
to bunka prirodzene vystavena.

Zvysena hladina RNF168 podmienujiica Specificka
vizbu 53BP1 ma za nésledok posun rovnovahy opravnych
drah k NHEJ, sprevadzanej zvySenou nestabilitou chromo-
zomov. Takto vzniknutd nerovnovaha mdze mat’ za nasle-
dok zvysenu citlivost’” buniek k induktorom replikacného
stresu, akymi st inhibitor poly(ADP-ribéza) polymerazy
(PARP) a inhibitory topoizomeraz. Na zéaklade ziskanych
vysledkov moZno konstatovat’ potencidlnu ulohu hyperak-
tivovanej] RNF168/53BP1 signalnej drahy v procese tumo-
rigenézy. Cez navrhovanu pozmenenu kapacitu opravy
DNA, naslednu nestabilitu genému a heterogenitu nadoru
moéze dochadzat k bunkovej selekcii rezistentného ana
stres adaptovaného nadorového fenotypu.

Vedeckym prinosom nasej sucasnej prace je nielen
detailny nahl'ad do (pato)bioldgie nadorovej bunky, ale aj
najdend zvysena hladina proteinu RNF168 v klinickych
vzorkach materialu ziskaného z nadoru kostnej drene. Ten-
to objav modze viest’ k zavedeniu nového diagnostického
ako aj prognostického markeru odpovede na Standardnu
a novovznikajlcu lie¢bu nadorového ochorenia — mnoho-
po&etny myelom®.

5. Zaver

V tomto prehladnom ¢lanku st zahrnuté poznatky
z oblasti signalizacie a opravy poskodenia DSB. Oba tieto
uzko stvisiace mechanizmy st povazované za esencialne
z hladiska udrZiavania integrity genému ako aj bunkovej
homeostazy. V priebehu odpovede na poSkodenie DNA
dochéadza ku kI'i€¢ovému momentu a to ubikvitincii histo-
nov prostrednictvom proteinu RNF168, ktorej vysledkom
je vézba opravnych proteinov BRCA1 a 53BP1 do miesta
zlomu DNA. Zatial’ ¢o protein 53BP1 spusta opravu DSB
DNA prostrednictvom NHEJ, protein BRCA1 iniciuje
resekciu DNA a HR.

V podmienkach proteotoxického stresu, ktory je spre-
vadzany nedostatkom volného ubiquitinu, dochadza
k poklesu vidzobnej schopnosti opravnych proteinov
k miestam poSkodenia a teda k utlmeniu ubikvitin-zavislej
odpovede na poskodenie DNA. Vseobecnym prejavom
spominanej inhibicie priebehu reparacnych mechanizmov
je strata opravnych proteinov 53BP1 a BRCA1 z fokusov
indukovanych gama Ziarenim. Napriek tomuto vSeobecne
akceptovanému javu sa nam podarilo identifikovat’ niekol-
ko néadorovych bunkovych linii s pritomnostou 53BP1
v IRIF za podmienok deficitu ubikvitinu, teda indukované-
ho proteotoxického stresu prostrednictvom inhibitorov
proteazomu (Bortezomib alebo MG132).

Objasnili sme rozhodujici menovatel’ pre dany feno-
typ, ktorym je zvySena hladina E3 ubikvitin ligazy
RNF168 a spojitost zvySenej hladiny tejto E3 ligazy
s prevalenciou NHEJ, sprevadzanou zvysSenou genomic-
kou nestabilitou testovanych naddorovych bunkovych linii.
Takto vzniknutd nerovnovaha opravnych drah DSB moéze
mat  za nasledok zvySenu citlivost Specifickych
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HR-pozitivnych nadorovych linii prsnika k inhibito-
rom PARP1 a topoizomeraz.

Vysledky naSich §tudii poukazuj(i na esencidlnu tlohu
regulaénych mechanizmov ubikvitinacie pre spravny prie-
beh a rovnovahu opravnych procesov DSB — HR a NHEJ,
ktoré tak zabezpeCujii udrZanie stability genomu
a Zivotaschopnosti buniek.

Zoznam skratiek

DSB Double-Strand Break (dvojvldknovy zlom
DNA)

BRCA1 Breast Cancer susceptibility protein 1

BRCA2 Breast Cancer susceptibility protein 2

CTIP C Terminal binding protein Interacing
Protein

DNA-PK DNA-dependent protein kinase (DNA-
zavisla proteinkinaza)

DNA-PKcs  Catalytic subunit of DNA-dependent
protein kinase (katalyticka podjednot-
ka DNA-zavislej proteinkindzy)

DSS1 Deleted in Split-hand/Split-foot protein

DUB DeUBiquitylating enzyme (deubikvitinacny
enzym)

El Ubiquitin-activating enzyme (ubikvitin
aktivacny enzym)

E2 Ubiquitin-conjugating enzyme (ubikvitin
konjugaény enzym)

E3 Ubiquitin ligase (ubikvitin ligaza)

H2AK15ub  ubiquitylated histone H2A on lysine 15
(histon H2A ubikvitinovany na lyzine 15)

H4K20me2 dimethylated histone H4 on lysine 20
(histon H4 dimetylovany na lyzine 20)

HR Homologous Recombination (homologicka
rekombinacia)
IRIF Ionizing Radiation Induced Foci (fokusy

indukované ionizaénym ziarenim)
IMJD2A JuMonlJi Domain 2 protein A
K48 lysine number 48 (lyzin ¢islo 48)
K63 lysine number 63 (lyzin ¢islo 63)
KU70/KU80 subunits of KU heterodimeric protein
(podjednotky heterodimerického proteinu

KU)

L3MBTL1  Lethal (3) Malignant Brain Tumor-Like
protein 1

MREI11 Meiotic Recombination protein 11

MRN Mrel1/Rad50/Nbs1 protein complex
(komplex pozostavajuci z proteinov Mrel 1,
RADS0, Nbs1)

NBSI Nijmengen Breakage Syndrome protein 1

NHE]J] Non-Homologous End Joining (spajanie
nehomologickych koncov DNA)

PARP Poly(ADP-Ribose) Polymerase (poly(ADP-
-ribdza) polymeraza)

RADS0 DNA repair protein RAD50 (DNA opravny
protein RAD50)

RADS1 RADS51 recombinase (RADS51 rekombina-
7a)
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RNFS8 RiNg Finger protein 8
RNF168 RiNg Finger protein 168
RPA Replication Protein A (replikacny protein
A)
UBCI13 UBiquitin Conjugating enzyme 13
UPS Ubiquitin Proteasome System (ubikvitin
proteazomovy systém)
XRCC4 X-ray Cross-Complementation group 4
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K. Chroma (Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University, Olomouc): Repair of Double-strand Breaks
under Condition of Ubiquitin Deficiency / Proteotoxic
Stress

DNA double-strand breaks (DSBs) signaling and
repair is crucial to preserve genomic integrity and maintain
cellular homeostasis. During the response to DSBs, histone
ubiquitylation by RNF168 is a critical event, which or-
chestrates the recruitment of downstream effectors, e.g.
BRCAl and 53BP1. While 53BP1 licenses the non-
homologous end joining (NHEJ), BRCA1 initiates the
DNA resection thus enabling homologous recombination
(HR). Under conditions of ubiquitin starvation, mostly
resulting from proteotoxic stress, the ubiquitin-dependent
accumulation of DNA damage response proteins at the
sites of DNA damage is impaired. Therefore, the proteo-
toxic stress is commonly manifested by an attenuation of
ubiquitin-mediated DSBs response. However, we have
identified several cancer cell lines that display recruitment
of 53BP1 to the sites of DSBs under the conditions of pro-
teasome inhibitor (Bortezomib or MG132) induced proteo-
toxic stress, i.e., under substantial depletion of nuclear free
ubiquitin levels. This review brings a brief description of
two major DSBs repair pathways: HR and NHEJ, their
functional dependency on signaling through ubiquitin and
a discussion of newly identified phenomenon of proteo-
toxic stress resistant response to DNA double-strand
breaks.



