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Zapis otdzek a odpovédi z obhajoby disertacni prace Evy Veselé, 12.9.2017

Otazka:

Cast teoretického Givodu je vénovana fragilnim mistiim, a&koliv tyto se neobjevuji ve vysledkové
Casti. Kromé bé&znych (common) fragilnich mist jsou v literatufe uvadéna také vzacna fragilni mista.
Jaky je mezi nimi rozdil? P¥ispivaji vzacna fragilni mista k nestabilité genomu? Uvadi se rovnéz, ze
b&zn4 fragilni mista jsou v sav&ich genomech konzervovana. Jaky by pro to mohl byt diivod? V
diskuzi je vysloven piedpoklad, Ze XPC se ucastni incise problematickych sekundarnich struktur
DNA (tj. afidikolinem aktivovanych fragilnich mist). Jakym experimentalnim ptistupem by bylo
mozné tento piedpoklad proveérit?

Odpoved”:

Jedna se o rizné fenomény, oba vsak zpusobuji problémy pti replikaci DNA a oba zptisobuji
nestabilitu genomu. Bézna fragilni mista (CFS) se objevuji u vSech jednotlivet, k jejich expresi
dochazi s riznou frekvenci mezi jednotlivci i mezi riznymi bunéénymi typy. Vzacna fragilni mista
(RFS) se vyskytuji sporadicky u cca 5% populace, obsahuji mikro a mini-satelitni sekvence (jejich
expanze vede k fragilité alel) néktera jsou pti¢inou dédi€nych onemocnéni (napf. fragilni chromosom
X). Zvyseny pocet repetic RFS ptispiva k naristu poctu repetic v téchto mistech. Nejsou asociovana
s velkymi preskupenimi genetické informace nebo rakovinnym bujenim. CFS jsou asociovany s vySsi
mirou DNA poskozeni, velkymi pfeskupenimi, delece a vyskytem preneoplastickych 1ézi a
rakovinného bujeni.

Genomicka nestabilita asociovana s CFS jde proti logice ponechani téchto mist v genomu. Existuje
nékolik teorii, pro¢ tato mista v genomu jsou. Teorie 1: CFS funguji jako sensory nespravné
opravenych 1ézi, obzvlasté po replika¢nim stresu (RS). V téchto mistech pak dochazi ke zlomam,
nartsta poskozeni DNA a v ptipad¢ funkénich kontrolnich mechanismi je spusténa senescence, ptip.
apoptdza, ¢imz je buitkdm s neopravitelnou DNA znemoznéna replikace. Teorie 2: Jedna se o mista
mozné integrace viralni DNA. MoZnost zachovat si schopnost modifikovat genom a indukci mutaci,
je nezbytnym nastrojem evoluce.

Ovéfeni funkce XPC proteinu:

1. Pull-down assay: butiky ovlivnéné APH — afinitni chromatografie, na kolon€ protilatka proti
XPC —izolace DNA — sekvenovani

2. enzymaticky in vitro test: rekombinantni XPC protein, specifickd DNA sekvence (schopna

utvorit sek. strukturu) — gelova elektroforéza DNA fragmentti, mize byt komplikované

(spravné pufry, dalSich interagujici proteiny, histony)

detekce a analyza anafaznich-telofdzni mosti (ultra-tenké mosty, UFB)

schéma vzniku UFB s moznou roli XPC:

detekovano
A i B S
(XPC deficience) e oy
UFB

Anafazni-telofazni
most
nedoreplikovand DNA

podle German et al., 2014, Pampalona 2016
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Otazka:

Na strané 29 je uvedeno "Then, under-replicated regions enter G2 and may even remain undetected
and enter mitosis." Pokud dojde k d&leni butiky s nedoreplikovanou DNA, jaky je osud
nedoreplikované DNA v dcefinnych buiikach?

Odpoveéd’:

Je mozné, Ze dojde k nerovnomérnému rozdéleni genetické informace do dcefinych bunék, mohou
vzniknout zlomy. Na dvouvlaknové zlomy se nasledné v G1 fazi bunééného cyklu vaze protein
53BP1. K opravé zlomi pak miize dojit pomoci NHEJ opravné drahy (nehomologni spojovani
komet) v G1 fazi, nebo pomoci HR opravné drahy (homologni rekombinace) v S fazi. Pfesny
mechanismus prozatim neni objasnén, pravdépodobné jsou vsak tyto 1éze opraveny az v nasledujici
S fazi pomoci HR.

Otazka:

Signal akumulujici se v misté poskozeni je v populaci bunék na obrazku 4a velmi heterogenni (i
presto, Ze kultura bun&k byla ziskana klonalni expanzi). Koreluje tato heterogenita s variabilni expresi
reportéru nebo zde hraje roli jesté jiny faktor?

Odpoved™:

Tento fenomén nebyl testovan. SnaZila jsem se o eliminaci vlivu heterogenniho signalu n€kolika
ptitupy:

1. aktivni sledovani fluorescence v burikach — srovnavani experimentti pouze pii podobnych
mnozstvich reportérového proteinu

v kultufe vzdy jen 5-6 tydnii, poté byla rozmraZena nova zasobni vialka
3. zpusobem analyzy — signal kumulujici se v mistech poskozeni byl vztazen k celkovému
signalu v jadre

Pouzivané buné&né linie byly ziskany tak, ze exprimuji endogenni protein a navic fluorescenné
znadeny reportérovy protein. Exprese fluorescenéné znaeného protein tedy miZe byt ovlivnéna, napf.
fazi bunééného cyklu &i genetickym pozadim.

MDCI1 protein je znamy tumor supresor. U nékolika typt nadorti byla pozorovéna jeho snizend
hladina a také jev, kdy zvyseni MDC1 proteinu vedlo ke zpomaleni proliferace nadorovych bunéek.

53BP1 protein by mohl vykazovat podobny jev jako obdobny jev jako MDC1 protein. S3BP1 byl také
popsan jako mozny tumor supresor (napf. pro buriky rakoviny prsu). Vyssi hladina 53BP1 snizuje
schopnost bunék tvofit nadory (mysi xenografty).

Dovolim si tedy vyslovit pfedpoklad, Ze pouzita U20S nadorova linie miize mit sklon aktivné snizovat
mnoZstvi tumor supresorového proteinu a tim postupem &asu vykazovat slabsi fluorescenéni signal.



FANCD2 protein byl exprimovan v linii PD20F, jedna se o lymfoblasty deficientni v proteinu
FANCD?2. Do této linie byl vnesen ektopicky exprimovany zna¢eny FANCD?2. Tato linie vykazovala
mensi heterogenitu neZ U20S linie.

Otazka:

Casovy sbér na obrazku 4c naznaluje ztratu paralelity signalu s postupujicim Easem od ozéfeni.
Vzhledem k tomu, Ze se vz4jemna poloha bunék ptili§ neméni, 1ze tento jev vysvétlit spiSe rotaci jadra
nez bunéénou lokomoci. Poloha jadra v buiice je dileZzita pro genovou expresi. Je néco znamo o tom,
Ze by poskozeni DNA vedlo ke zménéné rotaci jadra?

Odpoved:

c
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Rotace jadra neni v literatufe popsana v souvislosti s DNA poskozenim. Je popsdna mobilita
chromatinu a jeho remodelace. Tento jev by také mohl pfispivat ke ztraté paralelity signalu.

Studie provedena v MEF buiikdch ukazuje, Ze mobilita chromatinu neni ovlivnéna dvouvldknovymi
zlomy (Kruhlak et al., JCB, 2006). Fokusy 53BP1 nevykazovaly vyssi mobilitu po UV zafeni ani y
zéafeni. Nicméné samotny pohyb jadra i jeho rotace by mohly byt DNA poskozenim ovlivnény.

Otazka:

Pfi dostate¢né 'detailnim' skenovani se jevi, Ze oblast jadérek je bez reportérového signalu (napf.
obrazek 6). Chromatinova precipitace protilatkou proti histonu gamaH2AX naznacuje (viz Urban et
al. 2016, J Cell Biol 214(4): 401-415), Zze i na genech kddujicich ribosoméalni RNA je piitomen
fosforylovany histon H2AX. Co by mohlo byt pfiinou této diskrepance? Je znamo, jak rychle
dochazi k ptesunu rDNA po jejim poSkozeni na periferii jadérka pfi segmentaci?

Odpoved:

Fosforylovany histon H2AX byl detekovan v oblastech rDNA v nékolika studiich riznymi metodami
jak je uvedeno na nasledujicim obrazku:



IF studie — van Sluis et al 2015, Genes Dev., ﬂ
- YH2AX lokalizuje v oblastech s rDNA (kvasinky)
- neni detekovan v jadérku 1h bleomycinu

1l et. Al, 2011

d

Moore et al, 2011

Transmisni elektronova mikroskopie
reorganizace jadérka — 3-6h

relokalizace proteinli — (jadérkové, odpovéd’

na DNA poskozeni) — minuty po vzniku poskozeni

6h inkubace s restrikéni
endonukleasou Ppol

Rada dalich signaliza&nich a opravnych proteint viak v jadérku detekovana neni. Navic byla
pozorovana fada proteint, které po poskozeni migruji pry¢ z oblasti jadérka. To je v souladu s
pozorovanim, Ze DNA poskozeni se pfesouva na okraj jadérka, kde probiha oprava.

Protein MDCI1 neni detekovatelny v jadérku ani v neposkozenych buiikach, fada studii detekovala
endogenni MDC1 protein pomoci IF metody - jadérka jsou bez signalu. V disertaéni praci pouzivana

reportérova linie vykazuje podobné znaky jako IF barveni endogenniho proteinu.

MDC1 DAPI

MDC1, IF staining, MEF cell line
MDCA1, IF staining, A549 cell line Stucki. 2005, Cell

Sanz-Garcia, 2012, JBC

Dovolim si tedy vyslovit pfedpoklad, Ze inicialni signalizace DNA poskozeni dochazi v jadérku (napf.

v

fosforylace H2AX), nicméné presun poskozeni na periferii je velmi rychly a pozd&jsi signalizaéni a

medidtorové proteiny (napt. MDC1) se jiz vazi na poskozeni na periferii jadérka.



Otazka:

Obrazek 7b ukazuje, ze mnoZstvi EdU-pozitivnich (replikujicich) bun€k narista s koncentraci BrdU.
Neni tento vysledek vzhledem ke kratkému pulsu EAU (20 min - viz metody) a 24 hodinové kultivaci
s BrdU prekvapivy?

Odpoved:

Barveni EdU ukazuje na kumulaci bungk v S fazi. Vyssi koncentrace BrdU pravdépodobné zpomaluji
replikaci DNA a buiiky se kumuluji v pozdni S fazi (viz obrazek, ¢ary oznaCuji hranice G1/S faze a
S/G2 faze).

EdU barveni bylo provedeno z divodu ovéfeni, ze dlouhodoba inkubace s BrdU neméni vazbu DNA
na barvivo.
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Otazka:

AJ: At her defence, I suggest that the candidate gives a comprehensive explanation of how initial
phosphorylation based signalling (ATM, MDC1 recruitment) is linked to ubiquitin signaling

and subsequent 53BP1/BRCA1 recruitment. This complicated pathway is covered by a
substantial body of litterature.

CJ: Vysvétlete signdlni drahy dvouvlaknovych zlomi s diirazem na post-translaéni modifikace. Jak je
pocateéni fosforylace propojena s naslednou ubikvitinylaci vedouci k vazb& 53BP1, BRCA1 do mist
poskozeni.

Odpovéd’:

Dvouvldknovy zlom je rozpoznan pomoci MRN komplexu, dochazi k aktivaci ATM kinazy, tzn.
jejimu rozpadu na monomer. ATM fosforyluje H2AX , ktery slouzi jako platforma pro vazbu MDCI.
MDCI1 je po vazbé fosforylovan a dale slouzi jako platforma pro vazbu RNF8-ubikvitinligazy. RNF8
ubikvitinyluje histon H2 a H1, které slouZi jako platforma pro vazbu RNF168-ubikvitinligdzy. RNF8
a RNF168 ubikvitinyluji dal$i histony a tim vytvaii mista pro vazbu dal$ich molekul. Ubikvitinylace
histonu H2A na lysinu 13 a 15 je mistem kam se vaze protein 53BP1.

RNF8 dale interaguje s proteinem HERC2, ktery podporuje vazbu RNF8 a UBC13. UBC13 ptfimo
interaguje s BRCAI.
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Nartist signalu signalu je regulovan celou fadou deubikvitinyla¢nich enzymi (DUB) a také pomoci
proteinti TRIP12 a UBRS, které umozituji degradaci RNF8 a RNF168. Schéma regulace signalizace:

DUB: USP6, USP44, degradace:
USP3, OTUB2, TRIP12

POH1, BRCC36 ‘ \/ UBRS5

Otazka:

AlJ: At her defence, I suggest that the candidate discusses these results and tries to make sense of the
underlying biology. One aspect could be the effects of ATM, ATR and DNA-PK inhibitors. Which of
these kinases may and may not contribute to gamma-H2AX formation,and why does caffeine (an
inhibitor of some of these kinases) not have any effect?

CJ: Diskutujte efekty ATM, ATR a DNA-PK inhibitord, které jste pozorovala ve vysledcich

screeningu. Které z t&chto kiniz by mohly pfispivat k tvorbé fokusti YH2AX a pro¢ kofein
nevykazoval zadny efekt?

Odpovéd™:

ATM, ATR, DNA-PK jsou hlavni kindzy aktivované po vzniku DNA poskozeni, obsahuji doménu
schopnou fosforylovat SQ-TQ motiv na cilovych proteinech, vSechny pfispivaji k tvorbé fokusi
yH2AX. ATM, DNA-PK jsou preferenéné aktivované po dvouvlaknovych zlomech, ATR je
preferenéné aktivovana jednovlaknovou DNA, replikaénim stresem. Kinazy se navzajem mohou
zastupovat.

Odvozovat zavéry z této pilotni studie by mohlo byt zavadéjici z nékolika divodi: timto zplisobem
dosud provedena dynamicka studie signalizace DNA poskozeni v jednotlivych Zivych butikach a mira
inhibice enzymi nebyla pred studii stanovena. Bylo by tedy potfeba provést dalsi experimenty. Studie
necilila na osvétleni mechanismii G¢ink latek, primarnim cilem bylo zjistit, zda je metoda vhodna

k vysoce-propustnému skriningovému testovani latek, tj. zda je schopna zachytit latky ovliviiujici
odpoveéd’ na DNA poskozeni.



Pokusila jsem se ¢aste&né adresovat vliv alespon nékterych latek:
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ATM inhibitor

Vykazuje del3i ¢as pottebny k dosazeni vazby maximalniho mnoZstvi proteinu (zvySend hodnota
Tpeak, &ervena barva). ATM kinéza ptimo fosforyluje MDC1 i FANCD2, pfi jeho inhibici tedy
dochazi ke zpomaleni vazby proteinu. Vazba 53BP1 je na této fosforylaci také zavisla nicméné 53BP1
se do mist poskozeni vaZe pozd&ji a &as nutny k navazani maximéalniho mnoZstvi proteinu je delSi nez
u MDC1. Je tedy mozné, Ze b&hem tohoto &asu uz dalsi kinazy funkci ATM nahradi a inhibice ATM
pak nema na vazbu 53BP1 vyrazny vliv.

ATR inhibitor

Ptimo fosforyluje viechny sledované proteiny. U v§ech je Tpeak zvysen (dochdzi ke zpomaleni vazby
proteinu do mist poskozeni).

Schéma inhibice ATM kinazy:
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Nema vliv na FANCD?2 protein, coz je v souladu s publikovanymi pracemi, kde nebyly reportovany
zadna fosforylaéni mista na FANCD2 proteinu. Oba proteiny maji zcela rizné funkce — FANCD2
sméfuje buriky k opravé pomoci HR, DNA-PK k opravé NHEJ. Vyrazny efekt inhibice DNA-PK je
mozné pozorovat na proteinech MDC1 i 53BP1. Kindza ptimo interaguje s obéma proteiny, inhibice
zéroven vyrazné zpomaluje opravu DNA poskozeni a MDC1 i 53BP1 jsou zadrzovany v mistech
poskozeni.

Otazka:

Bylo by mozné vysledky ziskané v souvislosti se studiem protein XPC vyuzit v terapii nékterych
onemocnéni?

Odpoved:

V préci byla studovana deficience proteinu XPC pfi odpovédi na replikaéni stress. Protein XPC vSak
hraje velmi dulezitou roli v opravné draze NER (nucleotide excision repair, oprava DNA vystiizenim
béze), deficience tohoto proteinu vede k zdvaznému onemocnéni Xeroderma Pigmentosum, které je
spojeno s obrovskou sensitivitou na slune¢ni zafeni. Inhibice funkce tohoto proteinu by tedy byla
uzitena pouze v ptipadé cilené 1é¢by, tj. cilené distribuce 1é¢iva, napf. do nddorovych bunék.



Studium funkce XPC proteinu béhem replikaéni ho stresu je prozatim na zacatku. MoZnost vyuziti v
klinické praxi vidim vSak spiSe v diagnostice. Pokud by byl pfesné znam mechanismus funkce XPC,
mohlo by byt uzite¢né stanovovat mnoZstvi proteinu v rakovinnych buiikach a na zaklad¢ této
informace, spole¢né s dal$imi charakteristikami nadoru volit optimalni 1écbu.

Otazka:

Nedavno byl ptedstaven koncept Samponu na vlasy, ktery by mél branit vypadavani vlast. Sampon by
mé&l obsahovat velkd mnozstvi kofeinu. MiZete zkusit vysvétlit, jakym zptisobem by mohl kofein
ovliviiovat vypaddvani vlasi?

Odpoved”:

Z hlediska DNA poskozeni by mohlo dochézet k nasledujicimu jevu. V pfipad€, Ze vypadéavajici vliasy
jsou disledkem signalizace DNA poskozeni v burikach a tato signalizace je pfi¢inou spusténi
apoptdzy, mechanismus kofeinu by mohl byt nésledujici. Kofein blokuje signalizaci DNA poskozeni
inhibici vSech dilezitych signalnich proteinkinaz, ATM, ATR i DNA-PK. Buriky by tedy nebyly po
aplikaci Samponu schopné signalizovat DNA poskozeni, které vede ke spusténi apoptozy. V pripade,
ze DNA poskozeni by nebylo takového rozsahu, aby ohrozilo preziti buriky, tato by mohla dale
pfezivat a vyzivovat vlas.



