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l Ú v o d 

Molekula D N A zajišťuje přenos genetické informace na následující generace v procesu 

replikace. D N A j e neustále vystavována vl ivům vněj šího i vnitřního prostředí, které mohou vést k j ej ímu 

poškození a následně i ke vzniku maligních buněk. Podle typu a rozsahu poškození jsou uplatňovány 

různé mechanismy oprav D N A , j akými jsou bázová excizní oprava, nukleotidová excizní oprava, 

korekce párování bází, homologní rekombinace nebo nehomologní spojování konců. 

V předkládané práci jsem se v přehledové části zaměřila na strukturu D N A , její replikaci 

a opravy. Dále jsem se zabývala možnostmi analýzy obsahu proteinů a aktivity uracilových D N A 

glykosyláz, které hrají důležitou úlohu v bázové excizní opravě. V experimentální části jsem detekovala 

a kvantifikovala vybrané proteiny účastnící se syntézy a oprav D N A v různých buněčných liniích, a to 

jak nádorových, tak i diploidních. Současně jsem v rámci své práce provedla imunofluorescenční 

experimenty zaměřené na lokalizaci s ledovaných proteinů v buňkách a měření aktivity uracilových 

D N A glykosyláz. N a závěr jsem provedla korelativní analýzu mezi jednot l ivými s ledovanými proteiny 

a rovněž mezi obsahem U N G 2 a aktivitou uraci lových D N A glykosyláz. 
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2 Cíle práce 

1. Vypracování literární rešerše na téma: D N A - její struktura, replikace a opravy způsoby hodnocení 

obsahu proteinů a aktivity uracilové D N A glykosylázy. 

2. Vypracování literární rešerše na téma: Buněčná senescence a základní znaky nádorových 

a senescentních buněk. 

3. Provedení srovnávací analýzy vybraných proteinů účastnících se syntézy a oprav jaderné D N A 

u různých l idských buněčných linií. 

4. Nalezení př ípadných rozdílů mezi rostoucími, senescentními a nádorovými buňkami pomocí analýzy 

proteinového obsahu, mikroskopických lokalizačních experimentů a ve vybraných případech pomocí 

analýzy enzymové aktivity. 
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3 Literární přehled 

3.1 Struktura DNA 

N a počátku 50. let 20. století bylo díky výzkumu Rosalind Franklin objasněno, že molekula 

D N A se skládá ze dvou vláken, která jsou uspořádána do dvoušroubovice (Franklin et Gosling, 1953). 

Tyto klíčové poznatky pak umožni ly Jamesi Watsonovi a Francisi Cr ickovi objasnit strukturu D N A 

a začít uvažovat o molekule D N A jako o nositelce genetické informace (Watson et Crick, 1953). 

Jak bylo předesláno, molekula D N A se skládá ze dvou vláken uspořádaných do dvoušroubovice. 

Řetězec na 3' konci končí hydroxylovou skupinou a na 5' konci fosfátovou skupinou (Alberts et al., 

2002). Každé vlákno je tvořeno nukleotidy spojenými fosfodiestrovými vazbami. Nukleotidy jsou 

složeny z báze, kterou může být - adenin (A) , guanin (G), cytosin (C) a tymin (T) sacharidu 2-deoxy-

D-ribózy a fosfátové skupiny (Zhang et Yang , 2019). Pořadí nukleotidů ve vlákně D N A je označováno 

jako primární struktura D N A . Sekundární struktura D N A je založena na párování bází v protilehlých 

řetězcích (Ghannam et al., 2021). Ty jsou spojeny vodíkovými můstky. Nukleotidy jsou k sobě vázány 

na základě komplementarity. Zat ímco adenin vytváří pár s tyminem pomocí dvou vodíkových můstků, 

guanin se páruje s cytosinem pomocí tří vodíkových můstků. To odpovídá Chargaffovu pravidlu 

(Chargaff et al. 1949; Chargaff, 1951), které říká, že počet adeninů se rovná počtu tyminů a počet 

guaninů se rovná počtu cytosinů. Současně platí, že obě báze se na protilehlých řetězcích mohou párovat 

pouze, pokud jsou řetězce antiparalelní (Alberts et al., 2002). 

V lidských buňkách se D N A nachází především v jádře , kde je spojena s histony ( H l , H 2 A , 

H 2 B , H3 a H4) a dalšími proteiny. Celý tento komplex je nazýván chromatin (Stein et Farber 1972; van 

Holde, 1988). Těsná vazba mezi D N A a histony je dána rozdílným nábojem. Zat ímco D N A je díky 

pří tomnosti fosfátových skupin nabita negativně, histony nesou pozitivní náboj (Annunziato, 2008). 

Kromě jádra se D N A nachází rovněž v mitochondri ích (Heuer, 2021). 

3.2 Buněčný cyklus a replikace DNA 

D N A je nositelkou genetické informace organismu (Alberts et al, 2002) Její přesnou duplikací 

a segregací do dceřiných buněk je zajištěna kontinuita genetické informace (Noguchi, 2010). Tento 

důležitý krok se odehrává v průběhu buněčného cyklu, který se dělí na dvě hlavní fáze: interfázi 

a mitózu. Během interfáze se buňky připravují na buněčné dělení a syntézují D N A . V průběhu mitózy 

pak dochází k segregaci D N A do dceřiných buněk a k fyzickému rozdělení mateřské buňky na dvě 

dceřiné. Interfáze je rozdělena na fázi G l (gap 1), S a G2 (gap 2; v iz obr. 1). Během G l fáze se buňky 

připravují na syntézu D N A . Pokud jsou podmínky pro syntézu nepříznivé, může buňka vstoupit do 

klidové fáze (G0). V opačném případě vstupuje buňka do S fáze a dochází k syntéze D N A . Během fáze 

G2 pak dochází k přípravě buňky na buněčné dělení (Alberts et al., 2002). 
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Obrázek 1 Schéma buněčného cyklu a jeho regulace cykliny a Cdk 
Převzato a upraveno z: 2.10 The cell cycle [online] [navštíveno 16. 04. 2023]. Dostupné 
z https://www.linkedin.com/pulse/210-cell-cycle-epun-dissanayake. 

Buněčný cyklus je řízen zejména cyklin-dependentními kinázami ( C D K ) , které jsou regulovány 

cykliny a Cdk inhibitory (Barnum et O 'Connel l , 2014; Collins et al., 1997). Cykl iny tvoří s Cdk 

komplex cyklin/Cdk a společně regulují průchod buněk přes jednotl ivé fáze buněčného cyklu (viz obr. 

1) (Malumbres, 2014). Nejprve je v G l fázi cykliny typu D akt ivována Cdk4/6 kináza. Syntéza cyklinů 

D je regulována extracelulárními v l ivy , např. mitogenními signály (Ding et al., 2009). Aktivní komplex 

cykl in D/Cdk4/6 iniciuje fosforylaci a inaktivaci ret inoblastomového proteinu (pRB), a t ím aktivaci E2F 

transkripčních faktorů (Ding et al, 2009; Jašková, 2010). Výsledkem je exprese cyklinů E , A , B 

a dalších genů potřebných v S a M fázi. V pozdější části G l fáze dochází k aktivaci Cdk2 kinázy 

cyklinem E a další fosforylaci p R B proteinu. To umožňuje přechod buněk do S fáze. V S fázi dochází 

k výměně cyklinů E za cykl in A a vytvoření cyklinů A / C d k 2 kinázy. Tento komplex umožňuje průchod 

buněk S fází, její ukončení fosforylaci C D C 6 a E2F1 proteinů a přechod buněk do G2 fáze (Ding et al., 

2020). V G2 fázi působí komplex cyklinů A / C d k l kinázy a cyklinů B / C d k l , které umožňují průchod 

buněk G2 fází a jejich vstup do M fáze (Chotiner et al., 2019; L i et al., 2019). 

Průchod buněčným cyklem rovněž podléhá regulacím v kontrolních bodech (Funk, 2006). První 

kontrolní bod, který je označován jako reštrikční, se nachází ve fázi G l . Pro průchod restrikčním bodem 

je nezbytná pří tomnost růstových faktorů. Po jeho překročení j iž nejsou růstové faktory potřeba (Pardee, 

1974). Následující kontrolní bod je v G l / S fázi. Pro jeho překonání je nutná absence poškození D N A 

(Barnum et al., 2014). Poškození D N A rovněž limituje průchod kontrolním bodem na přechodu G2 
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a M fáze (Yam et al., 2022). V posledním kontrolním bodě se kontroluje uspořádání dělícího vřeténka 

ve fázi M . Pro průchod buňky t ímto bodem je důležité bezchybné připojení kinetochorů chromozomů 

k mikrotubulům dělícího vřeténka (Lara-Gonzalez et al., 2012). 

Syntéza D N A (viz obr. 2) začíná ve specifických místech genomu zvaných replikační počátky, 

kterých se v eukaryotických organismech nachází velké množství (0 'Donnel l et al, 2013). Již během 

G l fáze dochází k vytváření tzv. pre-replikačních komplexů. Tento proces se nazývá licencování 

replikačních počátků (Moldovan et al., 2007). Nejdříve se k replikačním počátkům váže komplex šesti 

proteinů - tzv. origin recognition complex (ORC1-6) (Chesnokov, 2007). K O R C se pak váže Cdc6 

protein a spolu pak tvoří platformu pro C d t l a M C M 2 - 7 (minichromosome maintance protein complex) 

komplex. Tato reakce vyžaduje A T P aje j ím výsledkem je vytvoření komplexu O r c - C d c 6 - C d t l - M C M 2 -

7 ( O C C M ) . Po následné hydrolýze A T P dochází k uvolnění C d t l proteinu (Yuan et al., 2017). 

K aktivaci M C M 2 - 7 helikázy, která zajišťuje rozvolnění dvoušroubovice D N A , dochází až v S fázi 

buněčného cyklu, kdy jsou replikační počátky aktivovány vl ivem C D K 7 D D K kináz (cyklin dependentní 

kinázy/ Dfb4 dependentní protein kinázy) (Stillman, 1996; B e l l et Dutta, 2002; Y u a n et al., 2017). 

M C M 2 - 7 helikáza je akt ivována vazbou dalších proteinů, Cdc45 proteinu a G I N S komplexu 

(z japonského výrazu go-ichi-ni-san, v překladu 5-1-2-3, po čtyřech podjednotkách komplexu Sld5, 

P s f l , Psf2 a Psf3) a vytvořením tzv. C M G komplexu (Dang et L i , 2011; Onesti et M a c N e i l l , 2013; 

Langston et al., 2014). Pro počáteční rozvolnění D N A vmiste počátku je nutný rovněž protein -

M C M 1 0 (Baxley et Bielinsky, 2017). Rozvolněním dvoušroubovice D N A se vytváří replikační vidlička 

obsahující dva jedno vláknové templátové řetězce. Při rozvolňování dvoušroubovice hrají důležitou roli 

topoizomerázy, které snižují tenze šroubovice D N A (Champoux, 2001). 

V průběhu replikace jsou jedno vláknové úseky D N A stabilizovány pomocí heterotrimerního 

proteinového komplexu označovaného jako replikační protein A (RP A ) (Wold et Ke l ly , 1988). Komplex 

proteinů zabezpečující duplikaci D N A se souhrnně nazývá jako replizom (Jones et al., 2021). 

Syntéza D N A je zahájena syntézou krátkého R N A primem (10-200 bp), který je později 

odbourán. D N A polymerázy umí syntetizovat řetězce pouze ve směru od 5' konce ke 3' konci, př ičemž 

ve směru 3 ' ^ 5 ' v y k a z u j í opravnou (tzv. proofreading) aktivitu (B^benek et Ziuzia-Graczyk, 2018). 

Vazbu D N A polymeráz na vlákno D N A zajišťuje proliferační antigen buněčného jádra ( P C N A ) 

(Stillman, 2008). V případě syntézy vedoucího řetězce (s předlohovým řetězcem orienovaným směru 

3'-> 5') probíhá syntéza D N A pomocí polymerázy 8 kontinuálně. Druhé vlákno, označované jako 

opožďující, je syntetizováno diskontinuálně polymerázou 8. Opožďující vlákno je syntetizováno po 

krátkých úsecích, tzv. Okazakiho fragmentech (Okazaki et al., 1968). Nejprve komplex pr imáza a D N A 

polymeráza a syntetizují krátký R N A primer (primáza) a krátký řetězec D N A (polymeráza a) (Núflez-

Ramírez et al., 2011). Následně D N A polymeráza 8 dosyntetizuje vlákno D N A k sousednímu R N A 

primeru (McElhinny et al., 2008) a R N A primery jsou odstraněny pomocí enzymů RNáza H 

a F E N 1 (Balakrishnan et Bambara, 2013). Části nasyntetizované D N A jsou poté spojeny D N A ligázou 

I ( G o u l i a n e ř a / . s 1990). 
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Během každého replikačního cyklu dochází ke zkracování koncových částí chromosomů -

telomer (Whittemore et al., 2019). Důvodem je fakt, že D N A polymerázy nejsou schopny zahájit 

syntézu D N A na jednovláknové předloze. Telomery představují DNA-prote inové komplexy a chrání 

genom před degradací a interchromozomální fúzí. Telomerická lidská D N A je tvořena opakujícími se 

sekvencemi T T A G G G , které interagují se specifickými proteiny a vytvoří smyčkovou konformaci, která 

chrání chromozomální konce (Shammas, 2011). Jelikož každým dělením se telomerická D N A zkracuje, 

došlo by postupně k degradaci chromozomů a buněčné smrti. Proto v případě některých buněk 

(například zárodečné nebo hematopoet ické buňky) dochází k prodlužování telomer pomocí reverzní 

transkriptázy označované jako te lomeráza (Shammas, 2011). 

Obrázek 2 Schéma replikace jaderné D N A 
Převzato a upraveno z: H o w is D N A replicated? [online] [navštíveno 15. 10. 2022]. Dostupné z: 
https ://www .mechanobio .info/genome-regulation/how-is-dna-replicated/ 

3.3 Opravy DNA 

D N A buněk je neustále vystavena různým exogenním a endogenním vl ivům vedoucím 

k velkému množství poškození a mutací , které mohou vyústi t ve vytvoření maligních buněk (Jackson et 

Loeb, 2001). K exogenním vl ivům patří například působení fyzikálních nebo chemických mutagenů, 

které vedou např. ke vzniku jedno (SSB) nebo dvouvláknových z lomů (DSB) v D N A (Lindahl, 1993). 

K poškození D N A vede rovněž celá řada endogenních vlivů. Typickým příkladem je působení 

reaktivních kysl íkových radikálů (ROS) a dalších reaktivních metaboli tů (Epe, 2002). To m á za následek 

např. depurinaci/depyrimidinaci (Lindahl et Nyberg, 1972) nebo ztrátu aminových skupin z adeninu, 

guaninu a cytosinu, kdy následně vzniká hypoxantin, xantin a uracil. V z n i k uracilové báze může tak 

během následné replikace způsobit např. bodovou mutaci, kdy je místo guaninu do řetězce zařazen 
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adenin (Frederico et al., 1990). Kromě toho mohou vznikat tzv. adukty (části D N A , které jsou 

kovalentně připojeny k chemickému činidlu - např. acetaldehydu) (Rajalakshmi et al., 2015), rovněž 

dochází ke vzniku vazeb mezi proteiny a D N A (Martin, 2008). V závislosti na rozsahu poškození je 

spuštěn konkrétní typ opravy (Sirbu et Cortez, 2013), kterých v buňkách existuje několik - excizní 

opravy (bázová excizní oprava a nukleot idová excizní oprava) (Hoeijmakers, 2001; David et al., 2007), 

homologní rekombinace (San Fil ippo et al., 2008), korekce párování bází ( M M R ) (Jiricny, 2006), nebo 

nehomologní spojování konců (NHEJ) (Lieber, 2008). Kromě toho je řada chyb vzniklých během 

replikace D N A opravena korekční aktivitou D N A polymerázy („proofreading") (B^benek et Z iuzia-

Graczyk, 2018). Chyby v D N A , které nej sou opraveny, mohou vést ke genomovým aberacím a mutacím 

ovlivňujícím buněčnou funkci (Jackson et Bartek, 2009) a jsou hlavním původcem vzniku nádorových 

onemocnění (Alhmoud et al., 2020). 

3.3.1 Bázová excizní oprava 

Jednou z hlavních strategií odstraňování a oprav jedné až někol ika bází (Sung et Demple, 2006) 

je bázová excizní oprava ( B E R ; viz obr. 3). Zpravidla se j edná o poškození vzniklé deaminací , oxidací 

nebo metylací . V e většině případů se však j edná o spontánní poškození molekuly D N A (Lindahl, 1993). 

Celý proces zahrnuje řadu enzymů, které zabezpečují odstranění a nahrazení poškozené nukleotidové 

báze. N a základě délky opravovaného fragmentu a proteinů účastnících se celé kaskády rozlišujeme 

takzvanou „short-patch B E R " (oprava jednoho nukleotidu) a „long-patch B E R " (oprava 2-6 nukleotidů) 

(Sattler et al, 2003). Klíčovými enzymy B E R jsou D N A glykosylázy (Jacobs et Schär, 2011). Ty 

rozeznávají a odstraňují poškozenou bázi hydrolýzou TV-glykosidické vazby za vzniku abazického místa 

(AP-místo). AP-endonukleáza 1 (APE1) štěpí fosfodiesterové vlákno na 5' konci AP-mís ta a 

deoxyribonukleázový zbytek na 5' konci je odstraněn 5' deoxyribofosfatázou (dRPase) (Beard et al., 

2006; Dianov et Hübscher , 2013; Ligasová et al., 2021). Vlákno D N A tak obsahuje zlom, který m á na 

svém 3' konci hydroxylovou skupinu a na 5' konci deoxyribosylfosfát bez báze. Souhrnně tyto enzymy 

iniciují bázovou excizní opravu velkého množství lézí, kdy je každá rozeznávána jednou nebo několika 

glykosylázami s překrývajícími se specifickými funkcemi (Krokan et Bjoras, 2013, Almeida et Sobol, 

2007). Dalším důležitým enzymem B E R j e D N A polymeráza ß, která vkládá do řetězce D N A na základě 

párování bází správný nukleotid. Vlákno je následně spojeno D N A ligázou III (Srivastava et al., 1998). 

Popsaný způsob představuje tzv. „short-patch" B E R . 
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Obrázek 3 Schéma bázové excizní opravy 
Převzato a upraveno z Biedermann et al., 2011. 

V druhé zmiňované strategii - „ long-patch" B E R , je nahrazována část v lákna D N A s minimální 

délkou dvou nukleotidů, běžně 2-6 nukleotidů (Fortini et al, 1998). V tomto případě může být syntéza 

D N A katalyzována D N A polymerázou (3 nebo D N A polymerázou 8/e (Fortini et al., 1998, Pascucci et 

al., 1999). Pro tento způsob B E R opravy je důležitý taky P C N A protein, který zajišťuje stabilizaci 

dlouhých nukleot idových sekvencí (Fortini et al, 1998). Nukleot idová sekvence je odstraněna flap 

endonukleázou (FEN-1) a vlákno je poté spojeno D N A ligázou I (Lindahl, 1999). 

3.3.2 Další způsoby oprav DNA 

Kromě B E R existuje řada dalších strategií oprav poškozené D N A . Například oprava velkých 

lézí na molekule D N A způsobených U V zářením, mutageny nebo chemoterapeutiky, probíhá pomocí 

nukleotidové excizní opravy (NER) . Celý průběh N E R zabezpečuje nejméně třicet proteinů (Koellner 

et al, 2018). Jako první rozeznávají poškození v D N A proteiny Xenoderma pigmentosum C ( X P C ) , 

replikační protein A (RPA) a Xenoderma pigmentosum A ( X P A ) , které pomáhají navázat opravný 

komplex transkripčního faktoru II H (TFIIH) k poškozenému místu D N A (Volker et al., 2001). Tento 

komplex disponuje hel ikázovou aktivitou a odděluje od sebe vlákna D N A (Sancar, 1996). Proteiny 

Xenoderma pigmentosum F (XPF) a Xenoderma pigmentosum G ( X P G ) pak pomocí endonukleázové 

aktivity (Graf et al., 2011) odstraňuje oligodeoxynukleotid. N a základě komplementarity následně 

zaplní vzniklou mezeru D N A polymeráza. V případě proliferujících buněk tuto roli plní D N A 



polymeráza ô/e, v případě neproliferujících buněk, D N A polymeráza K A . (Wood, 1997; Lehmann, 

2011). Vlákno nakonec spojí D N A ligáza (Araújo et al., 2001). 

Chyby, které vznikají během replikace D N A , a které uniknou kontrolnímu čtení polymerázy 

(proofreading), jsou často opravovány pomocí korekce párování bazí (Kunkel etEúe, 2005). Nesprávně 

zařazený nukleotid je rozeznáván proteinem MutSot nebo MutSp, př ičemž protein P C N A reaguje 

s dalšími komponenty dráhy M M R včetně homologů MutS a M u t L , exonukleázou I 

a polymerázou ô. V l i v e m exonukleázy I dochází k odstranění nesprávně zařazeného nukleotidu (Hsieh 

erZhang, 2017) a polymerázou ô je následně zařazen správný nukleotid (Goellner etal., 2015). Řetězec 

je spojen D N A ligázou I (Bleichert et al., 2017). 

Dalším způsobem opravy poškozené D N A je homologní rekombinace (HR), která se uplatňuje 

v případě oprav dvouvláknových z lomů nebo tzv. křížových vazeb v D N A (interstrand crosslinks) 

(Hashimoto et al., 2016). Cílem této opravy je zachování genetické informace, kterou nesou sesterské 

chromatidy nebo homologní chromozomy (Wright et al., 2018). H R využívá homologní sekvenci na 

sesterské chromatidě, která slouží jako templát (Kadyk et Hartwell, 1992). Nej důležitější roli zde hraje 

protein Rad51, který katalyzuje vyhledávání homologní sekvence a výměnu vlákna D N A ( L i et Heyer, 

2008). Tento způsob opravy se uplatňuje pouze v pozdní S a G2 fázi buněčného cyklu. H R probíhá 

v několika fázích (Krejčí et al., 2012). V presynaptické fázi se Rad51 protein naváže na jedno vláknovou 

D N A (ssDNA) vzniklou odstraněním vlákna na 5' konci na D S B nebo křížové vazby v D N A (Hinz, 

2010). V synaptické fázi Rad51 protein usnadňuje vytvoření spojení mezi homologním duplexem D N A , 

který slouží jako templát , a v láknem D N A , které tento duplex napadá. Vzniká heteroduplex D N A (tzv. 

D-smyčka) . Následuje fáze post-synapse, kdy je podle 3' konce napadajícího vlákna syntetizována 

D N A . Rad51 protein se odpojí od molekuly D N A a dojde k odhalení 3' O H konce, který je nutný pro 

syntézu D N A (Krejčí et al., 2012). D S B jsou rovněž velmi často opravovány pomocí nehomologního 

spojování konců. N H E J opravuje téměř všechny D S B mimo S a G2 fázi a kolem 80 % D S B v S a G2 

fázi, pokud D S B nejsou v blízkosti replikační vidličky (Pannunzio, 2017). Rovněž nevyžaduje žádného 

homologa jako H R . Důleži tým proteinem v této opravné dráze je heterodimerní protein K u (Ku70/80), 

který rozeznává D S B a váže se k jejich koncům. Protein K u zároveň váže katalytickou podjednotku 

D N A dependentní protein kinázy ( D N A - P K c s ) , kterou zároveň aktivuje. Tím dojde ke vzniku 

holoenzymu DNA-dependentní protein kinázy ( D N A - P K ) (Gottlieb et Jackson, 1993). Konce zlomu, 

které jsou pokryty D N A - P K jsou vystaveny působení nukleázy Artemis společně s polynukleotidovou 

kinázou/fosfatázou ( P N K P ) , Aprataxinu a P N K P podobnému proteinu ( A P L F ) (Lieber, 2010; Gazo et 

al., 2020). Následně dochází ke spojení zlomu pomocí proteinu umožňujícímu interakce D N A ligázy 

I V během N H E J ( X R C C 4 ; X-ray repair cross-complementing protein 4) a D N A ligázy I V (Reid et al., 

2015). 
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3.4 Způsoby hodnocení obsahu proteinů a aktivity uracilové DNA 

glykosylázy 

3.4.1 Analýza obsahu proteinů 

Proteinová analýza je nezbytná pro určení funkce proteinů. Její velmi důležitou součástí je 

kvantifikace proteinů (Boodhun, 2018). 

3.4.1.1 SDS-PAGE a Western blot 

S D S - P A G E je jednou z nej používanějších metod pro rozdělení jednot l ivých proteinů 

z proteinových směsí (Walker, 2002). Studované proteiny jsou smíchány s dodecylsulfátem sodným 

(SDS), který je rozvolní a dodá j i m záporný náboj . Díky elektrickému proudu dochází k pohybu proteinů 

skrz pórovitý akrylamidový gel a jejich rozdělení na základě molekulové hmotnosti (Walker, 2002). 

Tento krok je nedílnou součástí Western blotu (WB) (viz obr. 4), který je často používanou metodou 

pro kvantifikaci a identifikaci proteinů (Degasperi et al, 2014). V případě western blotu se detekují 

proteiny přenesené na membránu pomocí vazby specifických protilátek. Western blot byl vyvinut 

z metody Southern blotu používané pro detekci specifických sekvencí D N A separovaných gelovou 

elektroforézou (Klionsky, 2017). 

Detekce pomocí Inkubace se Inkubace s primárni 
zařízení sekundárni protilátkou 

protilátkou 

Obrázek 4 Schématické znázornění jednot l ivých kroků western blotu 
Převzato a upraveno z: Western blot - Aquaportail. [online] [navštíveno 20. 10. 2022]. Dostupné 
z: https://www.aquaportail.com/definition-9337-western-blot.html. 

Ještě před samotným elektroforetickým rozdělením proteinů je nutné připravit vzorky proteinů, 

například extrakcí proteinů ze studované tkáně/buněk a následným rozbitím buněčných membrán 

pomocí homogenizačních technik (Goldberg, 2008). Tkáně/buňky by měly být homogenizovaný 

v pufru, který současně zajistí rozpuštění a zachování cílových proteinů. Lyže buněčných membrán 
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homogenizací současně uvolňuje proteázy, kinázy a fosfatázy. Z toho důvodu jsou součástí lyzačních 

roztoků inhibitory, které snižují aktivitu těchto enzymů (Grabski, 2009). Následně je nutné stanovit 

množství proteinů v pripravených lyzátech. Měření obsahu proteinů je zpravidla založeno na 

determinaci dusíku, pept idových vazeb nebo aromatických aminokyselin pomocí různých metod (Chang 

et Zhang, 2017). Příkladem je Biuretova metoda, Lowryho metoda, stanovení koncentrace proteinů 

pomocí kyseliny bicinchoninové ( B C A ) nebo stanovení koncentrace proteinů v U V spektru (Chang et 

Zhang, 2017; Okutucu et al., 2007). Přehled některých metod pro stanovení množství proteinů ve 

vzorcích je uveden v tabulce 1. 

Western blot se provádí ve čtyřech základních po sobě následujících krocích (viz obr. 4). Prvním 

krokem je nanesení vzorků. Ještě před samotným nanesením na gel je ke vzorkům přidán Laemmliho 

pufr (Laemmli, 1970) obsahující /?-merkaptoetanol, který rozrušuje disulfidické vazby (Anfinsen, 1973). 

Současně je ke vzorkům přidán SDS. Ten dodává proteinům záporný náboj a umožňuje jejich separaci 

v elektrickém poli . Jednotlivé proteiny se pak dělí na základě své molekulové hmotnosti (Smith, 1984). 

Druhým krokem je samotná separace vzorků v polyakrylamidové gelové elektroforéze. 

Polyakrylamidový gel je tvořen polymerizovanými akrylamidovými monomery s monomery 

zesíťovaného A^TV-metylenbisakrylamidu (Raymond et Weintraub, 1959). K rozdělení proteinových 

vzorků dochází v průběhu průchodu proteinů póry v gelu (Ornstein, 1964). Ge l je tvořen ze separačního 

a zaostřovacího gelu. Zaostřovací gel tvoří horní vrstvu a slouží k zaostření proteinů do úzké zóny před 

vstupem do separačního gelu. K rozdělení proteinů dochází až v separačním gelu. Celkově toto 

uspořádání zajišťuje dostatečnou separaci a vysoké rozlišení rozdělených proteinů (Davis, 1964; 

Ornstein, 1964). Migrace proteinů gelem je určována velikostí pórů, nábojem a velikostí proteinů 

(Gallagher, 2007). V následném, třetím kroku, jsou proteiny elektroforeticky přeneseny na membránu 

(Towbin et al., 1979). Nejčastěji jsou používány membrány polyvinylidendifluoridové ( P V D F ) nebo 

nitrocelulózové (Towbin et al., 1979). Nitrocelulózová membrána m á vyšší schopnost vázat proteiny 

s malými molekulovými hmotnostmi (Xiang et al., 2021). Oproti P V D F membráně je s n í ovšem 

složitější manipulace. Pokud dojde k vyschnutí membrány , snadno se zlomí (Goldman et al., 2016). Pro 

zhodnocení efektivity přenosu proteinů je možné gel nebo membránu obarvit například pomocí 

Coomasie nebo Ponceau S (Welinder et Ekblad, 2011). 

V e l m i důležitou součástí W B je blokování membrány , které zabraňuje nespecifické vazbě 

protilátek na membránu, a t ím dochází ke snížení pozadí (Jensen, 2012). K tomuto účelu je možné použít 

například nízkotučné sušené mléko nebo hovězí sérový albumin ( B S A , z anglického, „bovine sérum 

albumin", Mahmood et Yang , 2012). Posledním krokem W B je detekce proteinů pomocí specifických 

protilátek. Používá se zejména systém detekce založený na dvou protilátkách. Nejdříve je membrána 

s přenesenými proteiny inkubována s primární protilátkou (Bass et al, 2017). Ta by měla být citlivá 

a natolik specifická, aby dokázala detekovat sledovaný protein (Tino et al, 2000). Následně se inkubuje 

membrána se sekundární protilátkou, která se váže na protilátku primární. Sekundární protilátka bývá 
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Tabulka 1 Porovnání některých metod pro stanovení množství celkových proteinů v buněčných lyzátech 

Metoda Princip Výhody Nevýhody 

Biuretova 

Chelatace meďnatého iontu imidovými 
strukturami ionizovanými v silně alkalickém 
prostředí za vzniku biuretu, který vytváří 
červeno-fialový komplex s mědí (Fine, 1935; 
Peč e ř a / . , 2 0 0 8 ) . 

Vysoká přesnost, nezávislá na 
aminokysel inovém složení, malé množství 
interferujících látek (Kumbar et Vrsanská, 2015; 
Okutucu et al, 2007) 

Potřeba velkého množství vzorku (2 ml) 
(Gornall etal, 1949) 

Lowryho 

Založena na biuretově reakci, navíc využívá 
Folin-Ciocaulteuovo činidlo (Lowry et al, 
1951) 

Vyšší citlivost než Biuretova metoda (Shen, 
2019) 

Kompl ikovaná a časově náročná metoda, 
vyžaduje více kroků a reagencií než 
B C A , mnoho interferentů (Shen, 2019, 
Kumbar et Vrsanská, 2015) 

B C A 

Redukce C u 2 + iontů na C u + v alkalickém 
roztoku, ke které dochází v přítomností 
zbytků aminokyselin tyrosinu, cysteinu nebo 
tryptofanu v proteinovém vzorku. B C A 
reaguje s redukovanými Cu + i on ty za vzniku 
modro-fíalového komplexu (Walker, 1996). 

Dobrá citlivost (0,5-10 ug), s reakcí neinterferují 
neionogenní detergenty a pufrové soli (Chang et 
Zhang, 2017, Walker, 1996) 

Barva není stabilní - př í tomnost složek 
schopných redukce C u 2 + na C u + vede ke 
změně barvy. 

M e z i interferenty patří redukující 
sacharidy (Chang erZhang, 2017) 

U V (280 
nm) 

Proteiny, které obsahují vedlejší řetězce 
tyrosinu a tryptofanu, absorbují světlo v U V 
oblasti při 275-280 nm a je možné je stanovit 
spektrofotometricky (Peč et al, 2008). 

Rychlá a nedestruktivní metoda, relativně citlivá 
(je potřeba 100 ug proteinu) (Chang et Zhang, 
2017) 

Vyžaduje relativně čisté, bezbarvé 
vzorky (Chang et Zhang, 2017; Olson et 
Markwel l , 2007) 
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značena fluorescenčně nebo enzymaticky, například křenovou peroxidázou (HRP) nebo alkalickou 

fosfatázou (AP) (Bronstein etal., 1989; Kr icka , 1991; Bass et al., 2017). Použití sekundární protilátky 

umožňuje zvýšení signálu (Bass et al., 2017). V případě enzymaticky značených protilátek přidáním 

vhodného substrátu dochází v místě sledovaného proteinu ke vzniku produktu, který je detekován 

pomocí dokumentačního zařízení. V případě H R P se jako substrát často používají látky založené na 

luminolu. V pří tomnosti H R P luminol oxiduje a vytváří excitovaný produkt, který emituje světlo při 

návratu do původního stavu. Jakmile je substrát vyčerpán, dochází k úbytku signálu. Signál je následně 

vyhodnocen pomocí zobrazovacích technik (Alegria-Schaffer, 2014). V případě alkalické fosfatázy je 

jako substrát využíván 1,2-dioxetan, který je defosforylován alkalickou fosfatázou. Vzniká dioxetanový 

anion a dochází k emisi světla, která je detekována pomocí spektrofluorometru (Bronstein et al., 1989). 

K detekci proteinů je možné také použít fluorescenční D N A aptamery. Jedná se o krátké 

oligonukleotidy, které se váží k cí lovým strukturám s vysokou afinitou a specifitou, čímž vytvářejí 

terciární struktury (Wang et al., 2020). Proužky vzniklé separací jsou porovnávány se standardem 

molekulové hmotnosti. Podle integrované intenzity proužku lze odhadnout množství proteinu ve vzorku 

(Mahmood et Yang , 2012; Si lva et McMahon , 2014). 

3.4.1.2 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

Kvantifikace proteinů může být provedena rovněž pomocí E L I S A ( imunoenzymatická analýza) 

(Engvall et Perlmann, 1971). Tato metoda umožňuje analýzu proteinů vzorků imobil izovaných na 

mikrodestičce pomocí specifických protilátek. Existuje několik typů E L I S A provedení - přímá, 

nepřímá, sendvičová a kompeti t ivní (viz obr. 5). V případě přímé E L I S A , je protilátka př ímo 

konjugována s enzymem. Signál může být amplifikován přidáním sekundární protilátky, což je případ 

nepřímé E L I S A metody (Lín, 2015). Nej používanějším provedením je sendvičová analýza, kdy je 

zkoumaný analyt umístěn mezi dvěma primárními protilátkami detekujícími různé epitopy antigénu 

(Fernando et Wi l son , 1992). Tento přístup umožňuje nejvyšší citlivost pro detekci antigénu 

v komplexním vzorku (Lin , 2015). V případě kompeti t ivní E L I S A je na pevný nosič přichycen 

specifický antigén aten je následně rozeznáván analyzovanou protilátkou. Poté, co je specifický antigén 

navázán na nosič, dojde k promytí a je přidán analyzovaný vzorek společně s protilátkou, která nese 

enzym. Pokud vzorek obsahuje protilátku, která reaguje s př ichyceným antigenem, tak tato protilátka 

soutěží se značenou protilátkou o vazbu na př ichyceném antigénu. Čím více protilátky vzorek obsahuje, 

tím více se tato protilátka váže na antigén, a t ím menší signál poskytují enzymem značené protilátky 

(Mostek, 2020). 
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Přímá ELISA Nepřímá ELISA Sendvičová ELISA Kompetitivni ELISA 

Obrázek 5 Schéma provedení různých typů metody E L I S A 

Převzato a upraveno z: Enzyme-linked Immunosorbent Assay ( E L I S A ) . [online] [navštíveno 22. 10. 
2022]. Dostupné z: https://www.creative-proteomics.com/pronalyse/enzyme-linked-immunosorbent-
assay-elisa-service.html. 

3.4.2 Analýza aktivity glykosyláz vyštěpujících uracil 

Uracilové D N A glykosylázy jsou enzymy účastnící se bázové excizní opravy (viz podkapitola 

3.3.1). Pro měření jejich aktivity byla vyvinuta celá řada metod zahrnující například radioaktivní značení 

využívající substráty D N A obsahující [ 3 H ] - d U M P a schopnost U N G štěpit uracil v těchto substrátech 

(Krokan et Wittwer, 1981). Krokan a Wittwer zjistili, že U N G nejlépe štěpila D N A obsahující [ 3 H]-

d U M P uvnitř řetězce, na rozdíl od jeho umístění na 3 ' - 0 H konci. Vystepování [ 3 H ] - d U M P se výrazně 

snížilo, když byl deoxynukleosid monofosfát (dNMP) nahrazen odpovídajícími ribonukleosid 

monofosfáty ( rNMP) (Krokan et Wittwer, 1981; Gr in et al., 2009). Nevýhodou popsané metody je 

nutnost použití radioaktivních izotopů vodíku. 

Některé metody využívají pro analýzu glykosylázové aktivity fluorescenční sondy. Například 

Maksimenko s kolektivem (Maksimenko et al, 2004) vyvinul metodu využívající tzv. molekulární 

maják. Jedná se o jedno vláknový D N A oligonukleotid značený na 5'-konci fluoresceinem a na 3'-konci 

dabcylem (zhášeč fluorescence). Tento oligonukleotid m á současně na obou koncích krátké 

komplementární sekvence, které obsahují cílovou bázi, např. uracil. Působením enzymu 

s glykosylázovou aktivitou dochází k odstranění modifikované báze, následně ke vzdálení fluoroforu od 

zhášeče a ke zvýšení fluorescence. Výhodou této metody je rychlost provedení a možnost vyhodnocení 

pomocí běžné čtečky destiček. N a druhé straně je tato metoda méně vhodná pro analýzu strukturálních 

aspektů jako například v l iv zlomů v molekule D N A na aktivitu uracilové glykosylázy (Ligasová et al, 

2021). 

L u a kolegové (Lu et al, 2015), analyzovali aktivitu U N G měřením luminiscence po vytvoření 

G-kvadruplexu z neznačené dvouvláknové sondy a navázání malé organické molekuly (DID-VP) na 

oligonukleotid (viz obr. 6) (Lu et al, 2015). Jedná se o rychlou a jednoduchou metodu. Teoreticky je 

možné tuto metodu použít pro identifikaci inhibitorů U N G . 
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Bez fluorescence 

— A A - AA = sekvence tvofici G-kvadruplex (ON1) 

UU — uu = částečné komplementární vlákno s bázemi uracilu (ON2) 

O N I : 5 ' -GGGTAGGGAAATTCTTAAGTGCGGGTTGGG-3 ' 

ON2 : S ' - C G C A C U U A A G A A U U T C - J ' 

Obrázek 6 Schéma metody pro analýzu glykosylázové aktivity 
N a obrázku je znázorněno schéma pro analýzu aktivity uraci lových glykosyláz pomocí G-kvadruplex 
selektivní luminiscentní sondy D I D - V P . U a A označují uracil a adenin. Převzato a upraveno z L u et al, 
2015. 

Akt ivi tu U N G je také možné monitorovat pomocí inkorporováných nukleotidů jako je 

2-aminopurin (Stivers, 1998) nebo pyren (Ono et al., 2012). V prvním případě je do duplexu D N A vedle 

uracilu inkorporován 2-aminopurin. Vyštěpení uracilu vede ke změně fluorescence 2-aminopurinu. 

Velikost této změny pak slouží k analýze aktivity U N G (Stivers, 1998; Bellamy et Baldwin, 2001). 

Nevýhodou metody je její vysoká závislost na teplotě (Stivers, 1998). V případě použití pyrenu se 

využívá schopnosti uracilu efektivně zhášet fluorescenci pyrenu (Ono et al., 2012). Tuto metodu je 

možné použít například pro in vitro analýzu U N G aktivity s purifikovanými enzymy, nebo pro analýzu 

U N G aktivity u bakteriálních buněk. Navíc , fluorescenční vlastnosti pyrenu umožňují př ímé sledování 

buněčných opravných aktivit pomocí mikroskopie (Ono et al., 2012). 

Velice rychlým způsobem měření glykosylázové aktivity je metoda využívající fluorescenčně 

značené oligonukleotidy (ON) ukotvené na povrchu magnet ických kuliček pokrytých streptavidinem 

(viz obr. 7). Oligonokleotidová sonda je složena z kotvícího a kratšího komplementárního 

oligonukleotidu. Kotvící oligonukleotid obsahuje biotin na 3' konci a fluorochrom 6 - F A M (6-

karboxyfluorescein) na svém 5' konci. Komplementární oligonukleotid m á na svém 3' konci zhášeč 

fluorescence - Black Hole Quencher 1 (BHQ-1) . Současně m á ve svém řetězci uracil. 

Oligonukleotidová sonda je inkubována v roztoku obsahujícím enzym s glykosylázovou aktivitou 

(například buněčný nebo jaderný lyzát). Akt ivi tou tohoto enzymu je z ol igonukleotidového řetězce 

vyštěpen uracil, čímž dojde k destabilizaci ol igonukleotidového komplexu a oddálení molekul 

fiuorochromu 6 - F A M a zhášeče fluorescence B H Q - 1 . Výsledkem je postupný nárůst fluorescence 

v čase (Ligasová et al, 2021). Tato metoda umožňuje například měření glykosylázové aktivity 

v reálném čase, a to jak v roztocích s purifikovanými enzymy, tak i v buněčných lyzátech. Navíc , signál 
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je možné analyzovat pomocí čtečky destiček nebo pomocí fluorescenční mikroskopie. Oproti 

molekulárním majákům nebo volným sondám poskytuje tato metoda využívající ukotvené sondy 

mnohem spolehlivější výsledky v případě analýzy buněčných lyzátů (Ligasová etal, 2021). 

Kotvící ON 

Streptavidinem pokryté 
magnetické částice 

UNG 

l 
/ CGCCTA AAG TGC 6-tAM 

+ 
[U 

Obrázek 7 Schéma metody pro analýzu glykosylázové aktivity 
Na obrázku je znázorněna schéma sondy a principu metody pro analýzu glykosylázové aktivity pomocí 
streptavidinem pokrytých magnet ických částic a oligonukleotidů s uracilem v řetězci. Převzato a 
upraveno z: Ligasová et al., 2021. 

Další metodou, která využívá pro analýzu aktivity U N G zhášení fluorescence je použití oxidu 

grafenu (GO). Metoda byla vyvinuta Chenem a kolektivem (Chen et al., 2019) a využívá ke stanovení 

aktivity U N G štěpící reakci pomocí exonukleázy I, modifikovanou D N A sondu s F A M na 3' konci 

a zhášecí efekt G O . N a D N A sondě se v komplementární oblasti vlásenky nachází dva uráčilové 

deoxyribonukleotidy. Tato vlásenková struktura je odbourána působením U N G za vzniku 

jednovláknové D N A (ss-DNA). Následně působením exonukleázy I dochází k odbourání s s -DNA, což 

vede k uvolnění molekuly F A M a vysokému signálu fluorescence v pří tomnosti G O . Nevýhodou 

metody je nutnost použití dalšího enzymu - exonukleázy I (Chen etal., 2019). 

Kládová a kolektiv (Kládová et al., 2020) vyvinul i metodu pro měření aktivity glykosyláz 

založené na fluorescenci. V tomto případě obsahovaly fluorescenčně značené D N A sondy modifikované 

nukleotidy specifické pro studované enzymy. Jeden typ D N A sondy obsahoval F A M a B H Q 1 na 5' 

koncích oligonukleotidů a druhý typ D N A sondy obsahoval F A M na 5' konci a B H Q 1 na 3' konci 

ol igonukleotidového duplexu. V případech obou sond byla D N A glykosylázou odstraněna poškozená 

báze a došlo ke vzniku A P místa. Toto místo bylo štěpeno endonukleázou A P E 1 , čímž došlo k uvolnění 

krátkého oligonukleotidového fragmentu z duplexu a vzdálení F A M od B H Q . To bylo doprovázeno 

zvýšením signálu (Kládová et al, 2020). Jelikož tato metoda využívá působení jak glykosylázové, tak i 

16 



A P E 1 endonukleázové aktivity, neumožňuje analýzu samotné glykosylázové aktivity (Kládová et al, 

2020) . 

Jinou metodou využívanou k měření aktivity U N G glykosylázy je povrchová p lasmonová 

rezonance (SPR). Metoda je založena na oligonukleotidovém duplexu př ichyceném k streptavidinem 

pokrytému povrchu senzoru pomocí biotinu. Oligonukleotidové sondy jsou přichyceny k čipu na 

senzoru SPR. Senzor využívá dvouvláknové uspořádání , kde O N duplex je přichycen ke streptavidinem 

pokrytému povrchu senzoru. Důsledkem štěpící aktivity U N G je O N duplex destabilizován 

a komplementární oligonukleotid je uvolněn. To vede ke změně v odpovědi senzoru (Ligasová et al, 

2021) . Výhodou uvedené metody je, že není potřebná příprava fluorescenčně značených sond. Navíc 

využívá průtokový systém, a t ím umožňuje velice rychlou výměnu jednot l ivých roztoků. Proto je 

vhodná například pro kinetické studie (Ligasová et al., 2021). 

3.5 Buněčná senescence 

Poškození D N A je spolu se zkracováním telomer nebo aktivací onkogenů považováno za 

spouštěče buněčné senescence (Alimonti et al, 2010; Childs et al, 2017). Po dosažení určitého počtu 

dělení (obvykle 40-60) (Hayflick et Moorhead, 1961) podstupují normální lidské buňky zastavení 

buněčného růstu. Tento proces je známý jako replikační senescence a je považován za tumor 

supresorový mechanismus (Childs etal, 2015). Jedná se o proces, j ehož počátečním krokem j e zastavení 

buněčného cyklu. To obvykle zahrnuje inhibici aktivity Cdk a cyklinů pomocí proteinů p21 a p l 6 I n k 4 a . 

Protein p l 6 I l l k 4 a inhibuje Cdk4 a Cdk6, které regulují postup buněk buněčným cyklem v G l fázi t ím, že 

se podílejí na fosforylaci p R B (Hara et al, 1996). Protein p21 inhibuje C d k l a Cdk2 (Abbas et Dutta, 

2009). Buňky s natolik poškozenou D N A , že není možná její oprava, mohou zastavit svůj růst v G l 

nebo v G2 fázi a vstoupit do senescence nebo apoptózy (Feringa et al, 2018; Kumari et Jan, 2021). 

Senescentní buňky nejsou schopny exprimovat geny nezbytné pro buněčnou proliferaci (Dimri et al, 

1994) a zůstávají díky interakci p53 p l 6 I n k 4 a -Rb permanentně netečné vůči mitogenním signálům 

(Takahashi et Hara, 2007), což zastavuje jejich růst (van Deursen, 2014). Buňky vstupující do stavu 

senescence prochází dramatickými změnami v morfologii - dochází ke zvětšení objemu nebo změně 

původního tvaru buňky, které je doprovázeno změnami ve struktuře jádra , genové expresi, zpracování 

proteinů a metabolismu. V některých buněčných typech je senescence spojována se změnami ve 

struktuře chromatinu (Sitte et al, 2000; Narita et al, 2003). Narušení procesu senescence může vést 

k transformaci buněk v nádorové (Dimri et al, 1995). 

3.5.1 Indukovaná senescence 

Kromě přirozené senescence (viz podkapitola 3.5) existuje i senescence indukovaná. 

Senescence může být indukována například ionizujícím zářením, genotoxickými látkami, oxidativním 

stresem nebo demetylačními a acetylačními činidly (Hernandez-Segura et al, 2018). Exprese genů 
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nezbytných pro senescenci je kontrolována acetylací histonů a D N A metylací. V tomto ohledu např. 

inhibitory histon deacetylázy mohou zahájit senescenci u jinak normálních buněk (Pazolli etal., 2012). 

Senescence může být indukována také onkogeny. Jedná se o rozsáhlou antiproliferační odpověď 

na onkogenní signalizaci způsobenou mutací onkogenu nebo inaktivací tumor supresorového genu. 

Ačkoli dráhy zajišťující onkogeny indukovanou senescenci jsou velice komplexní , mezi hlavní 

regulátory, které se podílejí na zastavení proliferace, patří proteiny pRb ap53 (Chandeck e ř M o o i , 2010). 

3.5.1.1 Detekce senescentních buněk 

Zastavení buněčného cyklu, jakožto jeden z nejnápadnějších znaků senescence (viz podkapitola 

3.5), je charakterizováno ztrátou replikační aktivity. Pro rozlišení senescentních buněk a buněk 

proliferujících se používají například modifikované nukleosidy jako je 5-bromo-2'-deoxyuridin (BrdU) 

nebo etynyl-2'-deoxyuridin (EdU). Tyto nukleosidy pak do své D N A inkorporují v průběhu replikace 

pouze proliferující buňky (González-Gualda et al., 2020). 

Jedním ze znaků senescentních buněk je rovněž typická změna chromatinu a vytváření se 

senescenci asociovaných heterochromatinových ohnisek (SAHFs) . V těchto ohniscích se nachází 

heterochromatinové markery jako je např. histon H 3 , který je metylován na lysinu 9 (trimetylace, 

H3K9me3) nebo heterochromatin protein 1 (HP1). Rovněž zde dochází k akumulaci nehistonových 

proteinů H M G A (Narita et al., 2003). S A H F s mohou být detekovány pomocí značení D A P I anebo 

protilátkami proti his tonům, které tvoří komponenty S A H F s (Aird e ř Z h a n g , 2013). 

V senescentních buňkách lze detekovat pří tomnost struktur, jako jsou promyelocyt ická 

leukemická tělíska ( P M L ) , která se nacházejí ve větším množství v senescentních buňkách (Van Damme 

et al., 2010). Tato tělíska jsou součástí buněčného j ád ra a podílejí se na regulaci řady procesů jako je 

replikace D N A , transkripce nebo epigenetické umlčování genů (Stuurman et al., 1990; Lallemand-

Breitenbach et de Thé, 2010). P M L jsou rovněž schopny regulovat řadu buněčných procesů jako je 

apoptóza, senescence nebo odpověď na poškození D N A (Wang etal., 1998; Ferbeyre etal., 2000). P M L 

tělíska jsou nejčastěji detekována pomocí imunofluorescenčního značení (Dellaire, 2006). 

Senescentní a nesenescentní buňky lze rozlišit podle řady znaků, které lze detekovat pomocí 

světelné mikroskopie (Hooten et Evans, 2017). Jedním z nich je například velikost buněk. Podle 

González-Gualda a kolegů dochází u senescentních buněk k nárůstu jejich velikosti (González-Gualda 

et al., 2020). Dalším detekovatelným znakem je autofluorescence senescentních buněk. V těchto 

buňkách dochází k metabol ickým změnám (například v mitochondri ích byly pozorovány změny 

v poměru N A D + / N A D H ) (Wiley et Campisi, 2021) a hromadění l ipopigmentů (jedná se o molekuly, 

které se v buňkách vyskytují přirozeně, např. lipofuscin). Ty jsou detekovány pomocí jejich 

autofluorescence (Zhai et al., 2021). Senescentní buňky rovněž vykazují zvýšené množství nesprávně 

složených proteinů (Cuanalo-Contreras, et al., 2023), které je doprovázeno změnami vnitřních struktur 

jako je zvětšení velikosti j ádra nebo zvýšení počtu lysozomů (Lipetz et Cristofalo, 1972). 
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Jedním z velice často používaných způsobů detekce senescentních buněk je analýza se 

senescencí asociované (3-galaktosidázy (SA-(3-Gal) (Childs et al., 2019). V tomto případě se buňky 

kultivují se substrátem obsahujícím 5-bromo-4-chloro-indolyl-galaktopyranosid (SA-Gal) . Jedná se 

o bezbarvou sloučeninu obsahující galaktózu spojenou s indolem. Pokud se senescentní buňky nachází 

v roztoku s chromogenním substrátem obsahujícím S A - G a l , pak při p H 6 dochází k aktivaci hydrolázy 

a následně vzniká modrý produkt (Dimri etal., 1995). Ten je zpravidla detekován světelnou mikroskopií 

(Dimri etal, 1995). 

Jinou možnost í detekce senescence může být kombinace proliferačních markerů K i - 6 7 a P C N A 

(Correia-Melo et al., 2012). Princip je založen na nepří tomnosti těchto proteinů a přítomnosti proteinu 

y H 2 X , který je markerem poškození D N A . 

Pro detekci senescentních buněk byly rovněž použity nanočástice, (Ekpenyong-Akiba et al., 

2019). Nanočást ice byly použity k detekci epitopu P2 mikroglobulinu (B2M) , který je specifický pro 

senescentní buňky. 

V souhrnu lze říci, že ačkoli existuj e celá řada metod pro analýzu senescentních buněk, ani j edna 

z nich neumožňuje přesné odlišení senescentních a proliferujících buněk. Proto se v současnosti používá 

kombinace alespoň tří způsobů detekce senescentných buněk. Příkladem je současné použití detekce 

SA-(3-Gal aktivity a S A H F s v kombinaci s analýzou replikační aktivity. 
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Tabulka 2 Přehled vybraných metod detekce senescentních buněk 

Metoda Princip Výhoda Nevýhoda 

Inkorporace 
modif ikovaných 
nukleosidů nebo 

nukleotidů 

Nukleosidy inkorporují pouze 
replikující buňky (González-

Gualda et al, 2021). 

Jednoduchá a rychlá metoda 
(González-Gualda et al, 2021). 

V případě použití E d U jeho vysoká cytotoxicita 
(Haskins et al, 2020). V případě primárních linií 
je nutné kontrolovat, zda nedošlo ke kontaktní 

inhibici. 

Detekce SAHFs 

Typická změna chromatinu 
v senescentních buňkách -

S A H F s . Detekce pomocí D A P I a 
protilátek proti his tonům (Aird et 

Zhang, 2013). 

Rychlá metoda (Aird et Zhang, 2013). 
S A H F s se nevytvářejí ve všech typech 

senescentních buněk (Xiao et al, 2018). 

Detekce P M L 
Zvýšený počet P M L tělísek 

v senescentních buňkách 
(Ivanschitz et al, 2013). 

Jednoduchá a rychlá metoda pomocí 
imunofluorescénce (Bourdeau, 2009). 

Metoda ukazuje pouze poměrově, že se 
v senescentních buňkách nachází více P M L 

tělísek než v buňkách nesenescentních. Není zde 
daný přesný počet těchto tělísek typický pro 

senescentní buňky (Wenger et al, 2014). 

SA-P-Gal 

SA-P-Ga l je př í tomna 
v senescentních buňkách. Buňky 

jsou pěstovány na substrátu X-ga l . 

Ty, ve kterých je S A - P - G a l 
pří tomna, vykazují modrou barvu 

(Itahana et al, 2007). 

Levná metoda, nenáročná na vybavení 
(Herrmann et al, 2020). Detekce 

z heterogenní skupiny buněk (Itahana 
et al, 2007). 

Lze detekovat i u buněk, které nejsou 
senescentní (Itahana et al, 2007). 
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Tabulka 2 Pokračování 

Metoda Princip Výhoda Nevýhoda 

Detekce pomocí 
proteinů 

Principem metody je detekce 
senescence s využit ím markerů 

proliferace, kterými jsou proteiny 
Ki -67 nebo P C N A . V případě 

senescence tyto proteiny nejsou 

detekovány, a naopak je 
detekována pří tomnost proteinu 

y H 2 A X , který je markerem 
poškození D N A (Correia-Melo et 

al, 2012). 

Snadno proveditelná na tkáních 
v parafinu (Correia-Melo et al., 2012). 

Mnohokroková metoda (Correia-Melo et al., 
2012). 

Detekce pomocí 
nanočástic 

Metoda j e založena na 
nanočásticích, které rozeznávají 

B 2 M . Ten je membránovým 
znakem senescentních buněk 

(Dong et al, 2016) a jej ich vazba 
umožňuje detekci senescentních 
buněk (Ekpenyong-Akiba et al., 

2019) 

Metoda n e m á toxické účinky na 
organismus. N a nanočástice může být 

navázána látka, která specificky 
vyhledá a odstraní senescentní buňky 

(Ekpenyong-Akiba et al., 2019). 

Metoda zahrnuje mnoho kroků, příprava 
komponentů je časově a materiálně náročná 

(Ekpenyong-Akiba et al., 2019). 

21 



3.5.1.2 Využití indukce senescence v terapii 

Senescence a její indukce může hrát významnou roli v terapii nádorových onemocnění , kdy se 

j edná o tzv. terapií indukovanou senescencí (TIS) (Roninson, 2003). Cílem těchto terapií je indukce 

buněčné smrti a senescence v rakovinných buňkách (Fitsiou et al., 2021). N a onkogenní úrovni může 

dojít k blokaci buněčné proliferace a usnadnění infiltrace imunitních buněk, což funguje jako tumor 

supresorový mechanismus (Fitsiou et al., 2021). 

TIS představuje novou metodu, která může vylepšit léčbu rakoviny. V rakovinných buňkách 

může být indukována prot irakovinnými látkami nebo radiací (Ewald et al., 2010). TIS může rovněž 

vykazovat toxické vedlejší účinky, a t ím zvýšenou odpověď imunitního systému vůči tumorům (Ewald 

et al., 2010). Některé terapie, např. terapie zahrnující inhibici C D K 4 / 6 indukují senescencí bez 

genotoxického v l ivu (Bousset et G i l , 2022). 

Senescence může být rovněž indukována inhibici aurora kináz patřících do skupiny 

serin/threoninových kináz, které regulují řadu procesů probíhajících v mitóze jako je uspořádání 

vřeténka, oddělení centrozomů nebo připojení kinetochorů k mikrotubulům (Lioutas et Vernos, 2013). 

Terapie rakovinných onemocnění indukují ovšem senescencí i v j iných než rakovinných buňkách. 

Indukce senescence ve zdravé tkáni bývá také spojována s vedlejšími účinky chemoterapie (Demaria et 

al., 2017) a akumulace senescentních buněk hraje roli ve vývoji dalších patologických projevů 

(Ekpenyong-Akiba et al., 2019). 

3.5.2 Nádorové bujení 

V případě, že dojde k narušení buněčných regulací, jako např. k narušení signální dráhy 

RTK/RAS/MAP-Kinázy nebo PI3K7Akt v buněčném cyklu (Sanchez-Vega etal, 2018) nebo k narušení 

oprav D N A , může dojít k nekontrolovatelnému buněčnému dělení, které je charakteristické pro 

nádorové buňky (Cooper, 2000). Důležitou roli v těchto regulacích hrají tzv. protoonkogeny. Jedná se 

o skupinu genů, které mohou způsobit změnu zdravých buněk na buňky nádorové. Příkladem 

protoonkogenu je například protein p53 nebo proteiny R A S , které hrají důležitou roli při signalizaci 

pomocí růstových faktorů (Finlay et al, 1989; Pylayeva-Gupta et al, 2011). Jejich funkce spočívá 

v přenosu signálu zajišťujícím buněčnou proliferaci. Funkce protoonkogenu může být narušena 

chromosomální aberací nebo mutací . Nás ledkem je jejich změna v onkogeny, které vedou ke vzniku 

nádorového onemocnění (Kontomanolis et al, 2020). 

Dalšími regulátory jsou tumor supresorové geny. Ty, na rozdíl od protoonkogenu, omezují 

buněčný růst a dělení. Jedním z nejlépe prostudovaných supresorů je pRb, který je součástí kontrolního 

bodu fáze G l (viz podkapitola 3.2). Tento protein brání vstupu buňky do S fáze a hraje důležitou roli 

v kontrole buněčného cyklu (Weinberg, 1995). Po jeho vazbě k transaktivační doméně E2F proteinu 

p R B blokuje genovou transkripci genů nezbytných pro postup buněk z G l do S fáze (Giacinti et 
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Giordano, 2006). Inaktivace proteinu pPvB m á za následek nekontrolovatelné buněčné dělení a t ím vznik 

nádorového onemocnění (Lohmann, 1999). 

Důležitou roli v těchto regulacích hraje protein p53, který vykazuje tumor supresorovou funkci 

(Finlay et al, 1989; Zi l fou et Lowe, 2009). p53 je indukovaný stresovými signály jako je poškození 

D N A , aktivace onkogenů nebo nedostatek živin. Výsledkem jeho aktivace je apoptóza nebo zastavení 

buněčného cyklu. Nejčastější mutace v rakovinných buňkách je právě v proteinu p53 (Lawrence et al, 

2014; Hamer et al, 2019). 

3.5.3 Apoptóza 

Apoptóza neboli programová buněčná smrt, se běžně vyskytuje u zdravých buněk v důsledku 

jejich stárnutí, a slouží k udržení zdravé buněčné populace (Norbury et Hickson, 2001). K a p o p t ó z e 

dochází mimo j iné v důsledku takového poškození D N A , že není možná její oprava (Elmore, 2007). 

Poruchy v buněčné signalizaci mohou vést k narušení průběhu apoptózy a vzniku nádorového 

onemocnění v důsledku nekontrolovaného dělení (viz podkapitola 3.5.1) (Wang erHarris, 1997). Proces 

buněčné smrti může být také inaktivován různými mechanismy včetně genetických nebo epigenetických 

změn, případně virovými onkogenními proteiny způsobujícími tumorogenezi (Elmore, 2007). 

Apoptotické buňky jsou typické určitými biochemickými modifikacemi jako je štěpení proteinů nebo 

fragmentace D N A (Hengartner, 2000). 

Hlavními enzymy, které se apoptózy účastní jsou kaspázy. Jsou rozlišovány dvě kaspázové 

dráhy - vnější a vnitřní. Vnější dráha je spouštěna vazbou Ugandu k tzv. receptorům smrti (DR), které 

patří do superrodiny tumor nekrotizujícího faktoru (TNF) (Hussar, 2022). Tato dráha je obvykle 

zahájena signálem pocházejícím z prostředí mimo buňku, nejčastěji se j edná o N K lymfocyty (z 

anglického natural kil ler cell - „přirozený zabiják") nebo C D 8 pozitivní cytotoxické T lymfocyty. 

(Yanumula et Cusick, 2022). Vnitřní dráha je zahájena senzory, které detekují poškození D N A , 

pří tomnost virových patogenů, záření, toxinů nebo nedostatku signálů k přežití zprostředkovaný j inými 

buňkami (Yanumula et Cusick, 2022). Tyto signály způsobují změnu ve vnitřní mitochondriální 

membráně , které vyústí v uvolnění pro-apoptotických proteinů z vnitřní membrány do cytosolu (Saelens 

etal, 2004). 
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4 Metodika 

4.1 Biologický materiál 

V experimentech byly použity následující lidské buněčné linie: HeLa , NCI-H2009, HCT-116 , 

U2-OS , h T E R T RPE-1 a IMR-90 . H e L a buňky pocházejí z nádorové buněčné linie odvozené z rakoviny 

děložního čípku. Buněčná linie NCI-H2009 je rovněž nádorového typu a byla odvozena z buněčné linie 

pocházející z karcinomu plic. Buněčná linie HCT-116 byla odvozena z kolorektálního karcinomu 

tlustého střeva a buněčná linie U2-OS byla odvozena z osteosarkomu. Další použitou buněčnou linií 

byla imortal izovaná diploidní buněčná linie h T E R T RPE-1 (RPE-1), která pochází z p igmentových 

epiteliálních buněk sítnice. Tato buněčná linie byla připravena imortalizací buněčné linie RPE-340 

pomocí podjednotky lidské telomerázové reverzní transkriptázy (hTERT) transfekované plazmidem 

exprimujícím pGRN145 h T E R T (Bodnar, 1998). Jako poslední byly použity diploidní fibroblasty -

IMR-90 . Tato buněčná linie byla odvozena z plicní tkáně. V případě IMR-90 byly sledovány jak buňky 

v rostoucí fázi, tak buňky senescentní. Senescentní buňky byly připraveny z buněk v rostoucí fázi. Ty 

byly kult ivovány tak dlouho, až přirozeně přešly do senescence. Senescence byla kontrolována pomocí 

detekce se senescencí spojenou (3-galaktosidázou (SA-Gal) , analýzou replikační aktivity a analýzou 

vytváření se senescencí spojených heterochromatinových oblastí (SAHFs) . Buněčné linie HeLa , N C I -

H2009 a RPE-1 byly kult ivovány v Dulbecově modif ikovaném Eaglově médiu ( D - M E M ) , ke kterému 

bylo přidáno 10% fetální hovězí sérum (FBS), 7 , 5 % N a H C 0 3 agentamicin (80 mg-ml"1). Buněčné linie 

U2-OS a HCT-116 byly kult ivovány v McCoyově 5 A médiu, ke kterému bylo přidáno 10% F B S , 2,2 

m g - m ľ 1 N a H C 0 3 a gentamicin (80 mg-ml"1). Buněčná linie IMR-90 byla kult ivována v Eaglově 

minimálním esenciálním médiu ( E - M E M ) , ke kterému bylo přidáno 20% F B S , 1,5 g-l" 1 N a H C O í , 

1 mmol l _ 1 pyruvá t sodný, gentamicin (80 mg-ml"1). 

4.2 Použité chemikálie a roztoky 

4.2.1 Použité chemikálie 

• 1- nm magnet ické částice pokryté streptavidinem (NanoLink, kat. č. M-1002) 

• 5-Etynyl-2'-deoxyuridin (Carbosynth, kat. č. NE08701) 

• 5 - F A M konjugovaný s azidem (Lumiprobe, kat. č. E4130) 

• A z i d sodný > 99% (Merck, kat. č. 71290) 

• Beta-merkaptoetanol (Merck, kat. č. 805740) 

• Bromfenolová modř (Merck, kat. č. B0126) 

• C a C h (Lach Ner, kat. č. 30974) 

• C u S 0 4 . 5 H 2 0 (Merck, kat. č. 209198) 
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• D - M E M (Gibco, kat. č. 52100-039) 

• l,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane ( D A B C O ) (Merck, kat. č. 055K3447) 

• 4,6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) (ThermoFisher Scientific, kat. č. D3571) 

• Deoxycholát sodný (Merck, kat. č. 30970) 

• Dimethysulfoxid ( D M S O ) (Merck, kat. č. 34943) 

• Dodecyl sulfát sodný (SDS) (Merck, kat. č. L3771) 

• E - M E M (Merck, kat. č. M1018) 

• E D T A (Merck, kat. č. E9884) 

• Etanol (absolutní, >99,8%) ( V W R , kat. č. 20821.321) 

• Fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF) (Merck, kat. č. 78830) 

• Fetální hovězí sérum (Gibco, kat. č. 10270-106) 

• Fluorid sodný (NaF) (Merck, kat. č. S7920) 

• Gentamicin (Sadoz, kat. č. registrační číslo - 15/278/91-B/C) 

• Glycerol (Merck, kat. č. G7893) 

• G lyc in (Merck, kat. č. G8898) 

• HC1 (35%) (Lach Ner, kat. č. 10033-A35) 

• Hovězí sérový albumin ( B S A ) (Merck, kat. č. A7030) 

• Hydrochinon (Merck, kat. č. H9003) 

• KC1 (Serva, kat. č. 26868) 

• K H 2 P 0 4 (Merck, kat. č. P5655) 

• Komplementární kontrolní oligonukleotid obsahující na svém 3 konci B H Q 1 (oligonukleotid 

C T ; Generi Biotech, syntetizovaný na zakázku) 

• Komplementární oligonukleotid obsahující fluorochrom Cy5 na svém 5' konci 

a obsahující B H Q 1 na 3' konci (Generi Biotech, syntetizovaný na zakázku) 

• Komplementární oligonukleotid obsahující uracil a na svém 3' konci B H Q 1 (oligonukleotid 

C 1 U ; Generi Biotech, syntetizovaný na zakázku) 

• Kotvící oligonukleotid obsahující biotin na 3' konci a fluorochrom 6 - F A M na 5' konci (Generi 

Biotech, syntetizovaný na zakázku) 

• Luminata Forte (Merck, kat. č. W B L U F 0 5 0 0 ) 

• McCoyovo 5 A médium (Merck, kat. č. M4892) 

• Metanol ( V W R , kat. č. 20864.320) 

• NNN' N' - Tetrametyl-etylendiamin ( T E M E D ) (Merck, kat. č. 87689) 

• N a 2 H P 0 4 (Merck, kat. č. 71649) 

• N a C l (Merck, kat. č. S9888) 

• N a H C 0 3 (Merck, kat. č. S3817) 

• N a O H (Merck, kat. č. 06203) 
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• Paraformaldehyd (Merck, kat. č. 818715) 

• Persíran amonný (APS) (Serva, kat. č. 13375) 

• Primárni protilátka proti endonuclease I l l - l ike protein 1 (NTH1) (Abcam, kat. č. ab70726) 

• Primárni protilátka proti M C M 7 (Santa Cruz Biotechnologies, kat. č. sc-9966) 

• Primárni protilátka proti P C N A (Abcam, kat. č. ab 18197) 

• Primárni protilátka proti R P A 3 2 (Abcam, kat. č. ab2175) 

• Primárni protilátka proti U N G (Origene, kat. č. TA503563) 

• Proteázové inhibitory (Merck, kat. č. P2714) 

• Pyruvát sodný (Merck, P5280) 

• Sekundárni protilátka proti králíkovi konjugovaná s A l e x a Fluor 488 (Jackson 

ImmunoResearch, kat. č. 111-545-144) 

• Sekundárni protilátka proti králíkovi značená peroxidázou (Jackson ImmunoResearch, kat. č. 

115-035-146) 

• Sekundárni protilátka proti myši konjugovaná s A l e x a Fluor 488 (Jackson ImmunoResearch, 

kat. č. 115-545-146) 

• Sekundárni protilátka proti myši značená peroxidázou (Jackson ImmunoResearch, kat. č. 115-

035-146) 

• Standard relativní molekulové hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Colour Standards) (Bio-

Rad,kat. č. 1610374) 

• Triton X-100 (Merck, kat. č. XlOO) 

• Trizma base (Tris) (Merck, kat. č. T6066) 

• Trypsin (Merck, kat. č. T4049) 

• Tween 20 (Merck, kat. č. P9416) 

4.2.2 Použité soupravy 

• Pierce B C A Protein Assay K i t (ThermoFisher Scientific, kat. č. 23227) 

• Sada pro detekci senescence (Abcam, kat. č. ab65351) 

• T G X Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide K i t (Bio-Rad, kat. č. 1610183) 

4.2.3 Použité roztoky a jejich příprava 

4.2.3.1 Příprava roztoků pro kultivaci buněk 

• D - M E M : Do kádinky bylo naváženo 13,42 g práškového D - M E M a 3,7 g N a H C C h (konečná 

koncentrace 3,7 g-ľ 1 ) . Následně byly všechny věci potřebné pro přípravu média otřeny 

dezinfekcí a vloženy do laminárního boxu. Do kádinky s naváženými látkami bylo přidáno 

cca 800 m l sterilní deionizované vody. Poté byla kádinka s roztokem přemístěna na 
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magnetickou míchačku a médium s dalšími složkami bylo rozpuštěno. Po rozpuštění byla 

kádinka s roztokem opět otřena dezinfekcí a umístěna do laminární boxu. Dále bylo k roztoku 

přidáno 625 ul 80 mg-ml" 1 gentamicinu (konečná koncentrace 50 ug-mľ 1 ) a 100 m l 100% F B S 

(konečná koncentrace 10%). Roztok byl doplněn sterilní vodou na objem 1 litr. Roztok byl 

dvakrát přefiltrován pomocí 20ml stříkačky a Supor filtru o průměru 47 mm s 0,2um póry. 

Po přefiltrování média byla láhev opálena a uzavřena. Roztok byl uchován při 4 °C. 

• E - M E M : Do kádinky bylo naváženo 9,61 g práškového E - M E M , 1,5 g N a H C C h (konečná 

koncentrace 1,5 g-1"1) a 0,11 g pyruvátu sodného (konečná koncentrace 

1 mmoH" 1 ) . Následně byly všechny věci potřebné pro přípravu média otřeny dezinfekcí 

a vloženy do laminárního boxu. Do kádinky s naváženými látkami bylo přidáno cca 700 m l 

sterilní deionizované vody. Poté byla kádinka s roztokem přemístěna na magnetickou míchačku 

a méd ium s dalšími složkami bylo rozpuštěno. Po rozpuštění byla kádinka s roztokem opět 

otřena dezinfekcí a umístěna do laminárního boxu. Dále bylo k roztoku přidáno 625 ul 

80 mg-ml" 1 gentamicinu (konečná koncentrace 50 ug-mľ 1 ) a 200 m l 100% F B S (konečná 

koncentrace 20%). Roztok byl dvakrát přefiltrován pomocí 20ml stříkačky a Supor filtru 

0 průměru 47 mm s 0,2um póry. Po přefiltrování média byla láhev opálena a uzavřena. Roztok 

byl uchován při 4 °C. 

• McCoyovo 5A médium: Do kádinky bylo naváženo 11,9 g práškového M c C o y o v a média 

a 2,2 g N a H C C h (konečná koncentrace 2,2 mg-ml" 1). Následně byly všechny věci potřebné pro 

přípravu média otřeny dezinfekcí a vloženy do laminárního boxu. Do kádinky s naváženými 

látkami bylo přidáno cca 800 ml sterilní deionizované vody. Poté byla kádinka s roztokem 

přemístěna na magnetickou míchačku a méd ium s dalšími složkami bylo rozpuštěno. 

Po rozpuštění byla kádinka s roztokem opět otřena dezinfekcí a umístěna do laminárního boxu. 

Dále bylo k roztoku přidáno 625 ul 80 mg-ml" 1 gentamicinu (konečná koncentrace 50 ug-mľ 1 ) , 

100 ml 100% F B S (konečná koncentrace 10%). Roztok byl dvakrát přefiltrován pomocí 20ml 

stříkačky a Supor filtru o průměru 47 mm s 0,2 um póry. Po přefiltrování média byla láhev 

opálena a uzavřena. Roztok byl uchován při 4 °C. 

4.2.3.2 Příprava buněčných lyzátů 

• 1 mol-1"1 T r i s - H C l , p H 7,5: K 80 ml deionizované vody bylo přidáno 12,114 g Tris. Pomocí 

1 mol-1"1 HC1 bylo upraveno p H na 7,5. Objem byl doplněn deionizovanou vodou na 100 ml . 

Roztok byl promíchán a uchován při 4 °C. 

• 1 mol - ľ 1 T r i s - H C l , p H 8: K 80 m l deionizované vody bylo přidáno 12,114 g Tris. Pomocí 

1 mol - ľ 1 HC1 bylo upraveno p H na 8. Objem byl doplněn deionizovanou vodou na 100 ml . 

Roztok byl promíchán a uchován při 4 °C. 

27 



1 m o ľ ľ 1 KC1: K 800 ml deionizované vody bylo přidáno 74,55 g KC1. KC1 byl rozpuštěn a poté 

byl roztok doplněn deionizovanou vodou na objem 1 1. Roztok byl promíchán a uchován při 

4 ° C . 

1 mol - ľ 1 N a O H : K 80 m l deionizované vody bylo pridano 3,99 g N a O H . Po rozpuštění byl 

objem doplněn deionizovanou vodou na objem 100 ml . Roztok byl uchován při 

4 ° C . 

1 mol - ľ 1 HC1: K 91,25 m l deionizované vody bylo pridano 8,74 ml 35% HC1 (p = 1,18 g-cm"3). 

Roztok byl promíchán a uchován při 4 °C. 

0,5 m o ľ ľ 1 E D T A : K 400 m l deionizované vody bylo p n d á n o 93,05 g N a 2 E D T A - 2 H 2 0 . E D T A 

bylo rozpuštěno a p H bylo upraveno na 8 pomoci 1 m o ľ ľ 1 N a O H . Objem byl doplněn do 

500 m l deionizovanou vodou. Roztok byl promíchán a uchován při 4 °C. 

10x P B S : V e 400 ml deionizované vody bylo rozpuštěno 40 g N a C l , 7,1 g Na2HP04, 

1 g KC1 a 1,22 g KH2PO4, p H bylo upraveno na 7,4 pomoci 1 m o ľ ľ 1 N a O H a roztok byl doplněn 

deionizovanou vodou na 500 ml . Roztok byl sterilizován v autoklávu. Připravený roztok byl 

uchován při 4 °C. 

l x P B S : K 900 m l deionizované vody bylo p n d á n o 100 m l lOx P B S . Roztok byl promíchán 

a uchován při 4 °C. 

10x proteázové inhibitory: Prášek byl rozpuštěn v 80 m l deionizované vody, rozmíchán a poté 

doplněn na objem 100 ml . Roztok byl rozplněn do zkumavek a uchován při 

-20 °C. 

Pufr A : K 9,8 m l deionizované vody bylo p n d á n o 100 ul 1 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 (konečná 

koncentrace 10 m m o ľ ľ 1 ) a 100 ul 1 m o ľ ľ 1 KC1 (konečná koncentrace 

10 m m o ľ ľ 1 ) . Roztok byl promíchán a ponechán na ledu. 

Pufr B : K 8,79 m l deionizované vody bylo p n d á n o 100 ul 1 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 (konečná 

koncentrace 10 m m o ľ ľ 1 ) , 100 ul 1 m o ľ ľ 1 KC1 (konečná koncentrace 

10 m m o ľ ľ 1 ) , 10 ul 0,5 m o ľ ľ 1 E D T A (konečná koncentrace 0,5 m m o ľ ľ 1 ) a 1000 ul 10x 

proteázového inhibitoru (konečná koncentrace lx ) . Roztok byl promíchán a ponechán na ledu. 

Pufr C: K 4334 ul deionizované vody bylo přidáno 60 ul 1 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 (konečná 

koncentrace 10 m m o ľ ľ 1 ) , 1000 ul 1 m o ľ ľ 1 KC1 (konečná koncentrace 166,6 m m o ľ ľ 1 ) , 6 ul 

0,5 m o ľ ľ 1 E D T A (konečná koncentrace 0,5 m m o ľ ľ 1 ) a 600 ul 10x proteázového inhibitoru 

(konečná koncentrace lx ) . Roztok byl promíchán a ponechán na ledu. 

Pufr D : K 4890 ul deionizované vody bylo p n d á n o 100 ul 1 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 (konečná 

koncentrace 10 m m o ľ ľ 1 ) , 10 ul 0,5 m o ľ ľ 1 E D T A (konečná koncentrace 0,5 m m o ľ ľ 1 ) , 1000 ul 

lOx proteázového inhibitoru (konečná koncentrace lx ) a 4 m l 

1 m o ľ ľ 1 KC1 (konečná koncentrace 400 m m o ľ ľ 1 ) . Roztok byl promíchán a ponechán na ledu. 

28 



• Pufr P J P A : 15 m l 1 m o ľ ľ 1 N a C l (konečná koncentrace 150 m m o ľ ľ 1 ) , 1 m l 100% Tritonu X -

100 (konečná koncentrace 1%), 0,5 g 0,5% deoxycholátu sodného, 0,1 g 0,1% SDS, 0,5 m l 

1 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 8 (konečná koncentrace 5 mmol -ľ 1 ) , 1 m l 

100 m m o l - ľ 1 P M S F (konečná koncentrace 1 m m o ľ ľ 1 ) 0,021 g 0,021% N a F bylo rozmícháno 

v 50 m l deionizované vody. Po rozpuštění byl roztok doplněn deionizovanou vodou na 90 ml . 

Těsně před použit ím bylo přidáno 10 m l roztoku proteázových inhibitorů. 

• 0,9% N a C l : By lo naváženo 0,45 g N a C l a toto množství bylo rozpuštěno v 50 m l deionizované 

vody. Po promíchání byl roztok a uchován při pokojové teplotě. 

• 2 m g - m ľ 1 B S A v 0,9% N a C l : 100 mg B S A bylo rozmícháno ve 40 m l 0,9% N a C l 

a následně byl objem doplněn 0,9% N a C l na 50 ml . Roztok byl rozmíchán a uchován při 

pokojové teplotě. 

4.2.3.3 Roztoky použité pro metodu western blot 

• 70% etanol: K 364,5 m l > 99,8% etanolu byla doplněna deionizovaná voda na objem 500 ml . 

Roztok byl ponechán při pokojové teplotě. 

• lOx Tr is -Glycin-SDS running buffer (TGS): V e 300 m l deionizované vody bylo rozpuštěno 5 g 

SDS (konečná koncentrace 1%), 15 g Trisu (konečná koncentrace 0,25 mol -ľ 1 ) a 72 g glycinu 

(konečná koncentrace 1,92 mol-l" 1). Po rozpuštění byl roztok doplněn deionizovanou vodou na 

500 ml . Roztok byl uchován při 4 °C. 

• lOx Tris-Buffered Salině (TBS) , p H 7,6: V e 400 ml deionizované vody bylo rozpuštěno 12,1 g 

Trisu (konečná koncentrace 0,2 m o ľ ľ 1 ) a 40 g glycinu (konečná koncentrace 1,37 mol -ľ 1 ) . p H 

roztoku bylo upraveno pomocí 1 m o ľ ľ 1 HC1. Roztok byl doplněn deionizovanou vodou na 

objem 500 ml . Roztok byl uchován při 4 °C. 

• l x T B S : K 2700 ul deionizované vody bylo přidáno 300 ul lOx T B S . Roztok byl promíchán. 

• l x T G S : K e 450 m l deionizované vody bylo přidáno 50 m l lOx T G S . Roztok byl promíchán. 

• Transferový pufr: V e 400 ml deionizované vody bylo rozpuštěno 6 g Trisu (konečná 

koncentrace 0,025 m o ľ ľ 1 ) a 28,8 g glycinu (konečná koncentrace 

0,192 m o ľ ľ 1 ) . Po rozpuštění bylo k roztoku přidáno 400 m l metanolu (konečná koncentrace 

20%). Připravený roztok byl doplněn deionizovanou vodou na objem 2 1. Roztok byl promíchán 

a vychlazen při 4 °C. 

• 10% A P S : Do mikrozkumavky bylo naváženo 0,1 g A P S a toto množství bylo rozpuštěno 

v 1 ml deionizované vody. Roztok byl uchován při 4 °C po dobu tří týdnů. 

• 0,25% Bromfenolová modř: By lo naváženo 25 mg Bromfenolové modře 

a toto množství bylo rozpuštěno v 5 m l deionizované vody. Po rozpuštění byl objem doplněn 

na 10 ml . 
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• 5x Laemmliho vzorkový pufr (pufr L . S.): By lo smícháno 1,75 m l 

0,5 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 6,8 (konečná koncentrace 87,5 mmoH" 1 ) , 4,5 ml glycerolu, (konečná 

koncentrace 45%), 0,5 g SDS (konečná koncentrace 5%), 0,5 ml 0,25% bromfenolové modře 

(konečná koncentrace 0,0125%) a 1,25 ml (3-merkaptoetanolu (konečná koncentrace 12,5%). 

Roztok byl doplněn deionizovanou vodou na objem 10 ml a uchován při -20 °C. 

• 0,5 mo l - ľ 1 T r i s - H C l , p H 6,8: K 80 m l deionizované vody bylo přidáno 

6,057 g Trisu. Následně bylo pomocí 1 mol - ľ 1 HC1 upraveno p H na 6,8. Objem byl doplněn 

deionizovanou vodou na 100 ml . Roztok byl promíchán a uchován při 4 °C. 

• 0,1% Tween 20 vpufru l x T B S (TBS/T): Nejprve bylo odměřeno 100 m l pufru lOx T B S 

a k němu byl přidán 1 m l Tween 20. Roztok byl doplněn deionizovanou vodu na objem 1 1. 

• Blokovací roztok: B y l navážen 1 g B S A a ten byl rozpuštěn ve 20 m l pufru T B S / T . 

• Roztok primární protilátky s 5% B S A , 0,05% Tween 20 v l x T B S : By lo naváženo 0,15 g B S A 

a toto množství bylo rozpuštěno ve 3 ml l x T B S . K roztoku bylo přidáno 1,5 ul Tween 20. 

Roztok byl promíchán. B y l y odebrány 3 nebo 6 ul roztoku a k zbylému roztoku bylo přidáno 

množství protilátky uvedené v Tabulce 3. Roztok byl opět promíchán. 

• Roztok sekundární protilátky: B y l navážen 1 g B S A a toto množství bylo rozpuštěno ve 20 ml 

pufru T B S / T . B y l y odebrány 2 ul roztoku a přidány 2 ul sekundární protilátky podle rozpisu 

(viz tabulka 4). Roztok byl promíchán. 

4.2.3.4 Roztoky použité pro detekci proteinů a replikačníaktivity pomocí mikroskopu 

• 2% formaldehyd v l x P B S : Do kádinky bylo odměřeno 250 m l deionizované vody a k ní bylo 

přidáno 10 g paraformaldehydu. Kádinka byla umístěna na varnou plotýnku do digestoře. 

Jakmile byl roztok formaldehydu zahřátý přibližně na 60 °C, bylo k němu přidáno přibližně 

8 kapek 1 m o l - l _ 1 N a O H . K vychlazenému formaldehydu bylo přidáno 50 ml pufru lOx P B S 

a roztok byl doplněn deionizovanou vodou na objem 500 ml . Roztok byl promíchán, rozdělen 

do 50 m l zkumavek a uchován při -20 °C. 

• Příprava 0,2% Tritonu X-100 v l x P B S : Do falkony bylo odměřeno 49,9 m l l x P B S a následně 

k němu bylo přidáno 100 ul 100% Tritonu X-100. Roztok byl umístěn na vortex a byl zde 

ponechán do úplného rozpuštění Tritonu X-100. Roztok byl připraven těsně před použitím. 

• 25 m m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 m m o ľ ľ 1 N a C l : K 480,9 m l deionizované H2O bylo přidáno 

12,5 m l 1 m o ľ ľ 1 roztoku T r i s - H C l , p H 7,5 a 75 m l 1 m o ľ ľ 1 N a C l . Roztok byl promíchán 

a uchován při 4 °C. 

• 1 m m o ľ ľ 1 D A P I : 10 mg D A P I bylo rozpuštěno v 21,86 m l deionizované vody. Roztok byl 

promíchán, rozpipetován a uchován při -20 °C. 

• Montovací méd ium (2,5% D A B C O , 90% glycerol, 50 m m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 8): 625 mg 

D A B C A bylo rozmícháno ve 22,5 ml 100% glycerolu. By lo přidáno 1,25 m l deionizované vody 
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a roztok byl míchán dvě hodiny na pokojové teplotě. Poté k němu bylo přidáno 1,25 m l 

1 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 8. Roztok byl promíchán, centrifugován a rozpipetován do 1,5 ml 

zkumavek. Jedna zkumavka byla ponechána na pokojové teplotě a zbytek byl uchován při 

-20 °C. 

4.2.3.5 Roztoky pro měřeníglykosylázové aktivity 

• 1 mol - ľ 1 N a C l : V 80 m l deionizované vody bylo rozpuštěno 5,84 g N a C l . Po rozmíchání byl 

roztok doplněn deionizovanou vodou na 100 ml a uchován při 4 °C. 

• 1 mol - ľ 1 C a C h : V 80 ml deionizované vody bylo rozpuštěno 11,098 g C a C h . Po rozpuštění byl 

roztok doplněn deionizovanou vodou na 100 ml a uchován při -20 °C. 

• 20% azid sodný: B y l y naváženy 2 g azidu sodného a toto množství bylo rozpuštěno 

v 10 m l deionizované vody. Roztok byl uchován při 4 °C. 

• Pufr pro přípravu magnet ických částic: V e 300 m l deionizované vody bylo rozpuštěno 0,5 g 

B S A (konečná koncentrace 0,1%). Poté bylo k roztoku přidáno 12,5 ml 

1 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 (konečná koncentrace 25 m m o ľ ľ 1 ) , 75 ml 1 m o ľ ľ 1 N a C l (končená 

koncentrace 150 m m o ľ ľ 1 ) , 250 ul 100% Tween 20 (konečná koncentrace 0,05%) a 100 ul 20% 

azidu sodného (konečná koncentrace 0,02%). Roztok byl promíchán a doplněn deionizovanou 

vodou na objem 500 ml . Roztok byl uchován při 4 °C. 

• Roztok kotvícího oligonukleotidu obsahujícího na svém 3' konci biotin a na svém 5' konci 

6 - F A M a oligonukleotidu s fluorochromem Cy5 na svém 5' konci a biotinem na 3' konci: K e 

486,25 ul pufru pro přípravu magnet ických částic bylo přidáno 12,5 ul 0,1 m m o ľ ľ 1 kotvícího 

oligonukleotidu (konečná koncentrace 2,5 u m o ľ ľ 1 ) a 1,25 ul 0,1 m m o ľ ľ 1 Cy5 oligonukleotidu 

(konečná koncentrace 0,25 u m o ľ ľ 1 ) . 

• Roztok oligonukleotidu C 1 U obsahujícího uracil a na 3' konci B H Q 1 : V e 237,5 ul pufru pro 

přípravu magnet ických částic bylo rozmícháno 12,5 ul 0,1 m m o ľ ľ 1 C 1 U oligonukleotidu 

(konečná koncentrace 5 u m o ľ ľ 1 ) . 

• Roztok oligonukleotidu C T obsahujícího tymin a na svém 3' konci B H Q 1 : V e 237,5 ul pufru 

pro přípravu magnet ických částic bylo rozmícháno 12,5 u l 0,1 m m o ľ ľ 1 C T oligonukleotidu 

(konečná koncentrace 5 u m o ľ ľ 1 ) . 

• Pufr pro měření glykosylázové aktivity: K e 46,8 ml deionizované vody bylo přidáno 500 ul 

1 m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 (konečná koncentrace 10 m m o ľ ľ 1 ) , 2500 ul 1 m o ľ ľ 1 N a C l (konečná 

koncentrace 50 m m o ľ ľ 1 ) , 100 ul 0,5 m o ľ ľ 1 E D T A (k onečná koncentrace 1 m m o ľ ľ 1 ) a 100 ul 

1 m o ľ ľ 1 C a C h (konečná koncentrace 2 m m o ľ ľ 1 ) . Roztok byl promíchán a uchován při 4 °C. 
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4.2.3.6 Roztoky použité pro kontrolu buněčnésenescence 

• Sada pro detekci buněčné senescence obsahující l x fixační roztok, lOOx barvící podpůrný 

roztok, l x barvící roztok a 150 mg SA-gal . 

• 20 mg/ml SA-gal : 0,01 g SA-gal bylo rozpuštěno v 0,5 ml D M S O . Zásobní roztok byl skladován 

v tmavé zkumavce při -20 °C, a to po dobu nejdéle 1 měsíce . Poté byl připraven nový zásobní 

roztok. 

• Klikací směs: K 187,8 ul deionizované vody byly přidány 2 ul 200 mmoH" 1 C u S 0 4 . 5 H 2 0 , 

0,2 ul 10 mmoH" 1 5 -FAM-az idu a 10 ul 200 mmoH" 1 hydrochinonu. Připravená směs byla 

promíchána. Směs byla př ipravena těsně před použitím. 

• Přípravava 200 mmoH" 1 hydrochinonu: K 400 m l deionizované vody bylo přidáno 11,01 g 

hydrochinonu. Roztok byl promíchán, rozpipetován do 2ml zkumavek 

a uchován při -20 °C. 

• Příprava 1 mol-1"1 CUSO4.5H2O: K 800 m l deionizované vody bylo přidáno 249,7 g 

C u S 0 4 . 5 H 2 0 . Po rozmíchání byl roztok doplněn deionizovanou vodou na objem 1000 ml . 

Následně byl roztok promíchán a uchován při 4 °C. 

• Příprava 200 mmoH" 1 CUSO4.5H2O: K 400 m l deionizované vody bylo přidáno 100 m l 

1 mol - ľ 1 CUSO4.5H2O. Roztok byl promíchán a uchován při 4 °C. 

• Příprava 10 mmoH" 1 5 -FAM-azidu: 5 mg 5 - F A M azidu bylo rozpuštěno v 1,1 m l D M S O . 

Roztok byl promíchán, rozpipetován a uchován při -20 °C. 

4.2.4 Kultivace použitých buněčných linií 

Pří pasážování buněk byla kultivační média odsáta z kultivační nádoby a buňky byly opatrně 

opláchnuty sterilním pufrem ( l x P B S , solný fosfátový pufir). Pufr byl odstraněn 

a k buňkám byl přidán 0,05% roztok Tryps in -EDTA (přidané množství se odvíjelo od použité kultivační 

nádoby: 0,5 m l nebo 1 ml nebo 2 ml/25 nebo 75 nebo 150 c m 2 kultivační plochy. Poté, co se buňky 

oddělily od dna kultivačních nádob, byl roztok Tryps in -EDTA neutralizován přidáním kult ivačního 

média s F B S (přidané množství se odvíjelo od použité kultivační nádoby: 4,5 m l nebo 9 m l nebo 18 m l 

média/25 nebo 75 nebo 150 c m 2 kultivační plochy). Buněčná suspenze byla opatrně rozmíchána. 

Následně bylo alikvotní množství buněčné suspenze přidáno do nové kultivační nádoby s médiem 

a buňky byly inkubovány v inkubátoru při teplotě 37 °C a 5% CO2 (Kabotová, 2021). 

4.3 Seznam použitých přístrojů a pomůcek 

• Analytické váhy (Kern) 

• Aparatura pro nanášení gelu Duál Ge l Caster (Hoefer) 

• Blotovací papír TE26 (Hoefer) 

• Centrifuga Microspin 12 (Biosan) 
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• Čtečka destiček Infínite M200 Pro (Tecan) 

• Digestoř PurAi r (Ai r Science) 

• Douncerův homogenizátor (Merck) 

• Fluorescenční mikroskop Olympus 1X83 (Olympus) 

• Hlubokomrazící box Innova U725 (New Brunswick) 

• Laboratorní t řepačka M i x e r Lab Dancer Vortex ( I K A ) 

• Lednice (Liebherr) 

• Magnet ická míchačka (P-Lab) 

• Magnet ický stojan (Unitrap) 

• Membrána (Bio-Rad, 162-0097; Amersham, GE10600001) 

• 96-jamková mikrotitrační deska (Greiner-Bio-One) 

• 384-jamková mikrotitrační deska (Greiner-Bio-One) 

• p H metr X S p H 8 (Giorgio-Bormac) 

• Sada mikropipet (Gilson) 

• Termoblok (Major Science) 

• Termomixer (Eppendorf) 

• Transferová nádoba TE22 (Hoefer) 

• Třepačka (P-Lab) 

• Vertikální elektroforetická komora S E 260 (Hoefer) 

• Výrobník ledu (FrigoPro) 

• Zdroj stejnosměrného elektrického proudu E V 2 0 0 (Consort) 

• Zobrazovací systém ChemiDoc M P (Bio-Rad) 

• Sterilní 20 ml injekční stříkačky (Chirana) 

• Membrány Supor™ P E S (polyetylensulfon), 47 mm průměr, 0,2 um (Cytiva) 

4.4 Použité experimentální postupy 

4.4.1 Příprava jaderných lyzátů 

Buňky byly kult ivovány v Petriho misce v kult ivačním médiu v CO2 inkubátoru při 5% CO2 

a teplotě 37 °C. Následující den byly buňky zpracovány. Z Petriho misek bylo vylito kultivační méd ium 

a buňky byly třikrát promyty l x P B S . Následně byly rychle promyty 5 ml ledově vychlazeného pufiru 

A . Pufir byl vyli t a k buňkám byly přidány 2 ml ledově vychlazeného pufiru B . Petriho miska s buňkami 

byla umístěna na led a vzorky byly inkubovány v pufiru B po dobu 20 minut za občasného promíchání . 

Po uplynutí inkubační doby byly buňky seškrábány škrabkou a v roztoku přeneseny do vychlazeného 

Douncerova homogenizátoru. Buňky byly 30x homogenizovaný. Poté byly přeneseny pomocí skleněné 

pipety a pipetovacího balónku do 2ml mikrozkumavky a vzorky byly centrifugovány při 4 °C po dobu 
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10 minut při 12400 x g. Po skončení centrifugace byl supernatant odstraněn. Pelet byl rozsuspendován 

v 50 ul pufru B . K e vzorku bylo následně přidáno 200 ul vychlazeného pufru C. Vzorek byl promíchán 

a inkubován na ledu po dobu 40 minut. Každých 10 minut byl vzorek promíchán na třepačce. Poté byl 

vzorek centrifugován při 4 °C po dobu 20 minut při 12400 x g. Supernatant byl přenesen do nové 

mikrozkumavky a označen jako jaderný lyzát. Jaderné lyzáty byly rozpipetovány do mikrozkumavek 

(po 60 ul) a skladovány v hlubokomrazícím boxu při -80 °C. 

4.4.2 Příprava celobuněčných lyzátů 
Buňky byly kult ivovány v Petriho misce v kult ivačním médiu v CO2 inkubátoru při 5% CO2 

a teplotě 37 °C (Kabotová, 2021). Následující den byly buňky zpracovány. Z Petriho misek bylo vylito 

médium a buňky byly třikrát opláchnuty l x P B S . Následně byl k buňkám přidán pufr R I P A (přibližně 

0,2 m l na 1 mil ion buněk) . Buňky byly seškrábány škrabkou a buněčná suspenze byla umístěna do 2 ml 

mikrozkumavky. Vzorek byl inkubován po dobu 30 minut na ledu a poté byl centrifugován při 

12400 x g. Supernatant byl přemístěn do nové 2 m l mikrozkumavky. Vzorek byl rozplněn do 

mikrozkumavek po 400 ul a uchová při -80 °C. 

4.4.3 Měření koncentrace proteinů pomocí BCA kitu 
Pro měření koncentrace proteinů byla použi ta souprava Pierce B C A Protein Assay K i t a bylo 

postupováno dle návodu výrobce. Nejprve byla př ipravena kalibrační řada se známými koncentracemi 

B S A . V případě jaderných lyzátů bylo B S A ředěno v pufru D , v případě celobuněčných lyzátů v pufru 

R I P A . Jednotlivé koncentrace B S A byly připraveny seriálním ředěním zásobního roztoku B S A 

(2 m g - m ľ 1 ) a 0,9% N a C l . Koncentrační řada obsahovala 9 různých koncentrací (od 1280 ug -mľ 1 - do 

5 ug-mľ 1 ) . Poslední vzorek představoval pozadí a obsahoval jenom pufr. Jaderné lyzáty byly naředěny 

v poměru 1:4 v pufru D . Celobuněčné lyzáty byly ředěny ve stejném poměru v pufru R I P A . 

Do jamek mikrotitrační desky byly naneseny vzorky koncentrační řady ve třech opakováních, 

do každé jamky bylo naneseno 25 ul . Dále byly do jamek mikrotitrační destičky naneseny vzorky, 

rovněž po 25 ul na jednu jamku. K e všem vzorkům bylo přidáno 200 ul B C A (bicinchoninová kyselina, 

v iz podkapitola 3.4.1.1) roztoku, který byl připraven smícháním roztoku A a roztoku B v poměru 50:1. 

Dest ička s nanesenými vzorky byla umís těna na třepačku na 30 s, poté vložena do termobloku 

a inkubována 30 minut při 37 °C. Absorbance vzorků byla změřena na čtečce destiček při vlnové délce 

562 nm. K výpočtu koncentrace proteinů z naměřené absorbance byl použit program Microsoft Excel . 

Z kalibrační řady byla vypočtena průměrná hodnota a následně bylo od ní odečteno pozadí. Pozadí bylo 

rovno absorbanci pufru D/pufru R I P A bez přídavku B S A . Poté byly vypočteny průměrné hodnoty 

naměřených absorbanci jednot l ivých vzorků lyzátů. Od vypočtených hodnot jednot l ivých vzorků lyzátů 

bylo odečteno pozadí pufru D (u jaderných lyzátů) nebo pufru R I P A (u celobuněčných lyzátů). 

Z vypočtených hodnot absorbanci jednot l ivých kalibračních vzorků byly sestrojeny kalibrační křivky 

(viz obr. 8). K jejich sestrojení byla použi ta lineární regrese s rovnicí y = ax + b, kde b udává posunutí 
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přímky na ose y, a směrnici př ímky, x hodnotu koncentrace a y hodnotu absorbance. Do rovnice byly 

dosazeny vypočtené absorbance jednot l ivých vzorků a následně byla vypočtena koncentrace proteinů 

v jednot l ivých vzorcích lyzátů. 
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Obrázek 8 Příklad kalibrační křivky 
N a obrázku je zobrazeno vzorové vynesení kalibrační křivky znázorňující závislost koncentrace 
proteinů na naměřené absorbanci. 

4.4.4 Denaturující polyakrylamidová elektroforéza (SDS-PAGE) 
Veškeré vybavení potřebné pro sestavení elektroforézy a následného western blotu bylo umyto 

saponátem, opláchnuto deionizovanou destilovanou vodou a následně 70% etanolem. Po usušení byla 

sestavena aparatura pro nanášení gelů Duál Ge l Caster a z kitu T G X Stain-Free™ FastCast™ 

Acrylamide K i t byly připraveny gely o tloušťce 1,5 mm. Nejprve byl připraven separační gel, kdy bylo 

smícháno 6 m l roztoku Resolver A a 6 m l roztoku Resolver B . Po promíchání bylo přidáno 60 ul 10% 

A P S a 6 ul T E M E D . Po nanesení separačního gelu byl připraven zaostřovací gel. V tomto případě byly 

smíchány 2 m l roztoku Stacker A a 2 ml roztoku Stacker B . Po promíchání bylo přidáno 20 ul 10% A P S 

a 4 ul T E M E D . Ihned po nanesení obou gelů byl vložen hřeben tak, aby se nevytvořily bubliny. 

Polymerace gelů probíhala po dobu 90 minut při pokojové teplotě. Následně byl hřeben vyjmut, nalévací 

aparatura rozebrána, gely přemístěny do buničiny navlhčené deionizovanou vodou a zabaleny do fólie. 

Takto připravené gely byly umístěny do uzavíratelného plastového sáčku a uchovány při 4 °C přes noc. 

Následující den byla sestavena nádoba pro elektroforézu, do které byly umístěny gely předem 

vytemperované na pokojovou teplotu. Nádoba i elektroforetické komory byly zality pufirem l x T G S . 

Vzorky lyzátů byly nejprve ponechány 20 minut na pokojové teplotě, poté byly desetkrát promíchány, 

a nakonec centrifugovány po dobu 10 minut při 12400 x g a 4 °C. Po centrifugaci byly vzorky lyzátů 

smíchány s deionizovanou vodou a pak byl přidán pufir L . S . Směs byla př ipravena v poměru 4:1, kdy 

4 díly tvořil připravený vzorek lyzátů a vody a 1 díl tvořil pufr L . S . V případě nádorových buněčných 
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linií byla použita koncentrace 4 u g - u ľ 1 a v případě diploidních fibroblastů byla použi ta koncentrace 

3 ug -uľ 1 . Kontrolní lyzáty H e L a buněk byly nanášeny v koncentraci 5 ug-uľVTakto připravené vzorky 

byly promíchány na laboratorní třepačce a inkubovány vtermobloku po dobu 10 minut při 95 °C. 

Po ochlazení na pokojovou teplotu byly vzorky opět promíchány a naneseny do jednot l ivých jamek na 

gelu. Současně se vzorky byly naneseny 3 ul standardu molekulové hmotnosti. Nejprve probíhala 

elektroforetická separace po dobu 10 minut při napětí 100 V . Následně bylo napětí zvýšeno na 120 V 

a vzorky byly separovány přibližně 110 minut. Po dokončení separace byla aparatura rozebrána, gely 

vyjmuty a zaostřovací gel byl odřezán. 

4.4.5 Western blot 
Gel se separovanými proteiny byl po dobu 15 minut promýván v transferovém pufiru. Současně 

byla v transferovém pufiru p romývána i ni trocelulózová membrána , a to po dobu 

5 minut. Následně byl sestaven blotovací sendvič. Do nádoby byl nalit transferový pufir a do něj byla 

ponořena kazeta. Do kazety byla vložena houba, na ni filtrační papír, membrána , gel, namočený filtrační 

papír a jako poslední opět houba. Po sestavení byla kazeta vložena do transferové nádoby. N á d o b a byla 

naplněna transferovým roztokem. Přenos probíhal po dobu 60 minut při napětí 75 V . Po celou dobu byla 

transferová nádoba umístěna na magnet ické míchačce, aby bylo zajištěno konstantní promíchávání 

roztoku. Po skončení transferu byla kazeta rozebrána a membrána byla promývána v pufiru T B S / T po 

dobu 5 minut na třepačce. Po promytí byla membrána inkubována v blokovacím roztoku po dobu 

60 minut na třepačce. Po následném trojím promytí , každé po dobu 5 minut, byla membrána umístěna 

do uzavírátelného sáčku a byl k ní přidán roztok primární protilátky (viz tabulka 3). Inkubace probíhala 

přes noc při 4 °C na třepačce. 

Následující den byla membrána opět promyta v pufiru T B S / T na třepačce (třikrát po dobu 

10 minut). Poté byla membrána inkubována po dobu 60 minut se sekundární protilátkou (viz tabulka 4). 

Po dokončení inkubace byla membrána opět třikrát promyta v pufiru T B S / T na třepačce. Po promytí byly 

k membráně přidány 2 m l roztoku Luminata Forte. Membrána byla nasnímána pomocí přístroje 

ChemiDoc a programu ImageLab. Následné hodnocení bylo provedeno pomocí programu ImageJ, kdy 

byly změřeny intenzity jednot l ivých proužků detekovaných proteinů a současně jejich pozadí (např. 

Ligasová et al, 2021). Od jednot l ivých hodnot naměřených intenzit bylo odečteno pozadí. Výsledné 

grafy byly vytvořeny v programu Microsoft Excel . Všechny experimenty byly provedeny ve třech 

opakováních. 
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Tabulka 3 Použitá ředění primárních protilátek pro western blot 

Primární protilátka 
proti 

Ředění 
Zásobní 

koncentrace 
Konečná 

koncentrace 
Použitý objem 

U N G 1:1000 0,42 m g - m ľ 1 0,42 ug -mľ 1 3 ul 

N T H 1 1:500 0,1 m g - m ľ 1 0,2 u g -mľ 1 6 ul 

P C N A 1:1000 1 m g - m ľ 1 1 u g -mľ 1 3 ul 

R P A 3 2 1:1000 0,1 m g - m ľ 1 0,1 u g -mľ 1 3 ul 

M C M 7 1:500 0,2 m g - m ľ 1 0,4 u g -mľ 1 6 ul 

Tabulka 4 Použitá ředění sekundárních protilátek pro western blot 

Sekundární 
protilátka 

Ředění 
Zásobní 

koncentrace 
Konečná 

koncentrace 
Použitý objem 

Anti-myší 
peroxidáza 

1:10 000 0,8 m g - m ľ 1 0,08 ug -mľ 1 2 ul 

Ant i -králičí 
peroxidáza 

1:10 000 0,8 m g - m ľ 1 0,08 ug -mľ 1 2 ul 

4.4.6 Lokalizace proteinů pomocí fluorescenční mikroskopie 
H e L a buňky byly kult ivovány na kruhových sklech o průměru 12 mm v Petriho misce 

v kult ivačním médiu v CO2 inkubátoru při 5% CO2 a teplotě 37 °C a následující den byly zpracovány. 

Z Petriho misky bylo vylito méd ium a buňky byly třikrát promyty l x P B S . Následně byly buňky 

fixovány 2% formaldehydem v l x P B S po dobu 10 minut při pokojové teplotě. Po fixaci byly buňky 

třikrát promyty l x P B S a permeabil izovány 0,2% Tritonem X-100 v l x P B S po dobu 10 minut při 

pokojové teplotě. Dále byla skla s buňkami přemístěna na kapku l x P B S a poté byly buňky třikrát 

promyty ve 25 m m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 m m o ľ ľ 1 . Po promytí byly buňky inkubovány na kapce 

primární protilátky (viz tabulka 5) (30 ul) po dobu 60 minut při pokojové teplotě. Po dokončení inkubace 

byly buňky třikrát promyty ve 25 m m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 m m o ľ ľ 1 po dobu 5 minut. Poté byla 

skla s buňkami přemístěna na kapku (30 ul) směsi sekundární protilátky a D A P I (viz tabulka 6) a buňky 

byly inkubovány po dobu 60 minut při pokojové teplotě. Po skončení inkubace byly buňky třikrát 

promyty ve 25 m m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 m m o ľ ľ 1 po dobu 5 minut. Následně byl pufr odsát 

a skla s buňkami byla umístěna na kapku montovacího média na podložním skle. Poté byly buňky 

nasnímány pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus 1X83 (Olympus) s kamerou Olympus X M 1 0 

a objektivem U P L F L N - 2 P H , 20x, N A 0,3 (Olympus). Snímky byly snímány při rozlišení 1024 x 1024 

pixelů. K e snímání byl použit program CellSens Dimension (Olympus). B y l y snímány fluorescenční 

signály D A P I a A l e x a Fluor 488. Následně byly obrázky zpracovány v programu CellProfiler a G I M P . 
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Tabulka 5 Použitá ředění primárních protilátek pro detekci protilátek pomocí mikroskopu 

Primární proti látka 

proti 
Ředění Zásobní koncentrace 

Konečná 

koncentrace 

U N G 1:100 0,42 m g - m ľ 1 4,2 u g -mľ 1 

N T H 1 1:100 0,1 m g - m ľ 1 1 u g -mľ 1 

P C N A 1:100 1 m g - m ľ 1 10 u g -mľ 1 

R P A 3 2 1:200 0,1 m g - m ľ 1 0,5 u g -mľ 1 

M C M 7 1:100 0,2 m g - m ľ 1 2 u g -mľ 1 

Tabulka 6 Použitá ředění sekundárních protilátek a D A P I pro detekci protilátek pomocí mikroskopu 

Sekundární 
protilátka 

Ředění Zásobní koncentrace Konečná koncentrace 

Anti-myší protilátka 
konjugovaná s A l e x a 

Fluor 488 
1:100 1,5 m g - m ľ 1 15 u g -mľ 1 

Anti4cráličí protilátka 
konjugovaná s A l e x a 

Fluor 488 
1:100 1,5 m g - m ľ 1 15 u g -mľ 1 

D A P I 1:100 1 m m o ľ m ľ 1 10 u m o ľ m ľ 1 

4.4.7 Analýza glykosylační aktivity 

4.4.7.1 Príprava magnetických částic s ukotvenými oligonukleotidovýmipróbami obsahujícími 

uracil nebo tymin 

Nejprve byl připraven pufr pro konjugaci magnet ických částic s oligonukleotidy (viz 

podkapitola 4.2.3.5). Do 2ml zkumavky byl napipetován 1 m l připraveného pufru a 50 ul 

rozsuspendovaných magnet ických částic. Zkumavka byla umístěna do magnet ického stojánku. 

Po přichycení částic k okraji zkumavky byl pufr odsát, přidán 1 m l pufru a částice byly 

rozsuspendovány. Tento krok byl zopakován ještě dvakrát. Mezi t ím bylo připraveno 0,5 ml roztoku 

obsahujícím 2,5 u m o ľ ľ 1 kotvícího oligonukleotidu a 0,25 u m o ľ ľ 1 Cy5-oligonukleotidu v pufru pro 

přípravu magnet ických částic. Ze zkumavky s magnet ickými částicemi byl odsát pufr a byl přidán 

připravený roztok se směsí oligonukleotidu. Roztok s částicemi byl promíchán a inkubován po dobu 

60 minut na vortexu. Během inkubace byly nachystány dvě 2ml zkumavky. Každá obsahovala 237,5 ul 

pufru. Do jedné zkumavky byl přidán 0,1 m m o ľ ľ 1 oligonukleotid C 1 U a do druhé 0,1 m m o ľ ľ 1  

oligonukleotid C T . Roztok s částicemi byl umístěn na magnet ický stojan. Po přichycení částic na stěnu 

zkumavky byl roztok odpipetován a částice byly třikrát promyty 1 m l pufru. Po třetím promytí bylo k 

částicím přidáno 0,5 m l pufru a částice byly rozsuspendovány. B y l y nachystány dvě nové 2ml 

zkumavky. Částice byly rozmíchány pomocí vortexu a rozděleny po 250 ul do dvou připravených 

zkumavek. Do jedné zkumavky bylo přidáno 250 ul připraveného roztoku obsahujícího 5 u M C 1 U , do 
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druhé bylo pridano 250 ul pripraveného roztoku obsahujícího 5 u M C T . Zkumavky byly umístěny na 

vortex, kde byly inkubovány po dobu 60 minut. Po dokončení inkubace byly roztoky uchovány pri 

4 ° C . 

4.4.7.2 Príprava vzorku pro měření glykosylázovéaktivity 

Nejprve byl připraven pufr pro přípravu vzorků a magnet ických částic (viz podkapitola 4.2.3.5). 

Poté byly připraveny dvě 2ml zkumavky, které byly umístěny do magnet ického stojánku. Do každé 

zkumavky byl napipetován 1 ml připraveného pufru. Do jedné zkumavky bylo následně přidáno 32 u l 

magnet ických částic s oligonukleotidovou próbou s uracilem a do druhé zkumavky bylo přidáno 32 ul 

magnet ických částic s oligonukleotidovou próbou s tyminem. Zkumavky s částicemi byly ponechány 

na magnet ickém stojánku. Pufr byl odsát a k částicím byl přidán 1 m l pufru. Tento krok byl ještě dvakrát 

zopakován. Po posledním promytí byl pufr odsát, zkumavky byly odebrány z magnet ického stojánku 

a bylo k nim přidáno 1600 ul pufru. Částice byly rozsuspendovány. Vzorky lyzátů byly temperovány 

při pokojové teplotě po dobu 20 minut, desetkrát promíchány, a nakonec centrifugovány po dobu 

10 minut při 12400 x g a 4 °C. Vzorky jaderných lyzátů nádorových buněk byly naředěny na 4 ug-mľ 1  

a jaderné lyzáty diploidních fibroblastů byly naředěny na 8 ug-ml"1. Takto připravené vzorky byly 

uchovány na ledu. 50 ul vzorku bylo naneseno do jamky 384 j amkové destičky. Každý vzorek byl 

nanesen ve trojím opakování . K př ipraveným lyzátům bylo přidáno 50 ul roztoku částic s uracilem nebo 

tyminem. Signál pro 5 - F A M byl snímán na čtečce destiček ve 20 cyklech po 2 minutách při teplotě 

25 °C. Před každým měřícím cyklem byla destička promíchána při amplitudě 1,5 mm po dobu 10 s. 

Fluorescenční signál pro 6 - F A M byl snímán při excitační vlnové délce 488 nm a emisní vlnové délce 

520 nm. Následně byla data hodnocena v programu Microsoft Excel . Pro každý vzorek byla připravena 

čtyři opakování , z nichž byl vypočítán průměr a od něj bylo odečteno pozadí (pufr). Od naměřených 

hodnot signálu produkovaného v případě sondy s uracilem byly odečteny hodnoty signálu změřeného 

pro sondu s tyminem. Ze získaných hodnot byla sestrojena křivka průběhu polynomické funkce s rovnicí 

y = x 2 +2x+l. Akt iv i ta U N G byla vypočtena jako první derivace této funkce v čase 0. 

4.4.8 Kontrola buněčné senescence 

IMR-90 buňky byly kult ivovány na kruhových sklech o průměru 12 mm v Petriho miskách 

v kult ivačním médiu v CO2 inkubátoru při 5% CO2 a teplotě 37 °C a následující den byly zpracovány. 

4.4.8.1 Analýza replikami aktivity 

Z Petriho misky bylo vylito méd ium a buňky byly třikrát promyty l x P B S . Buňky byly fixovány 

2% formaldehydem v l x P B S po dobu 10 minut při pokojové teplotě. Skla s buňkami byla třikrát 

promyta v l x P B S a buňky byly permeabil izovány 0,2% Tritonem X-100 v l x P B S po dobu 10 minut 

při pokojové teplotě. Skla s buňkami byla přemístěna na kapku l x P B S . Po promytí byla skla 

inkubována na kapce klikací směsi (50 ul) po dobu 30 minut při pokojové teplotě. Po dokončení 
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inkubace byla skla třikrát promyta ve 25 mmoH" 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 m m o ľ ľ 1 po dobu 3x 10 minut. 

Poté byla skla s buňkami přemístěna na kapku (30 ul) roztoku D A P I a inkubována po dobu 30 minut 

při pokojové teplotě. Skla byla třikrát promyta ve 25 mmoH" 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 mmoH" 1 po dobu 

5 minut. Následně byl pufr odsát a skla s byla umístěna na kapku montovacího média na podložním 

skle. Poté byly buňky nasnímány pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus 1X83 (Olympus) 

s kamerou Olympus X M 1 0 a objektivem U P L F L N - 2 P H , lOx, N A 0,3 (Olympus). Snímky byly 

snímány při rozlišení 1024 x 1024 pixelů. K e snímání byl použit program CellSens Dimension 

(Olympus). B y l y snímány fluorescenční signály D A P I a A l e x a Fluor 488. Následně byly obrázky 

zpracovány v programu ImageJ, ilastik, CellProfiler, Microsoft Excel a Adobe Photoshop. 

4.4.8.2 Analýza SAHFs 

Z Petriho misky bylo vylito méd ium a buňky byly třikrát promyty l x P B S . Buňky byly fixovány 

2% formaldehydem v l x P B S po dobu 10 minut při pokojové teplotě. Skla s buňkami byla třikrát 

promyta v l x P B S a buňky byly permeabil izovány 0,2% Tritonem X-100 v l x P B S po dobu 10 minut 

při pokojové teplotě. Skla s buňkami byla přemístěna na kapku l x P B S . Poté byly buňky třikrát promyty 

ve 25 m m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 mmoH" 1 a skla s buňkami byla přemístěna na kapku (30 ul) 

roztoku D A P I . Buňky byly inkubovány po dobu 30 minut při pokojové teplotě. Po skončení inkubace 

byly buňky třikrát promyty ve 25 mmol - ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 mmol - ľ 1 po dobu 5 minut. Následně 

byl pufr odsát a skla s buňkami byla umístěna na kapku montovacího média na podložním skle. Poté 

byly buňky nasnímány pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus 1X83 (Olympus) s kamerou 

Olympus X M 1 0 a objektivem U P L S A P O O, lOOx, N A 1,4 (Olympus). Snímky byly snímány při 

rozlišení 1024 x 1024 pixelů. K e snímání byl použit program CellSens Dimension (Olympus). B y l 

snímán fluorescenční signál pro D A P I . Následně byly obrázky zpracovány v programu Adobe 

Photoshop. 

4.4.8.3 Analýza SA-Gal 

Z Petriho misky bylo vylito médium a buňky byly třikrát promyty l x P B S . Následně byly buňky 

fixovány fixačním roztokem ze sady pro detekci S A - G a l , a to po dobu 10 minut při pokojové teplotě. 

Po fixaci byly buňky byly třikrát promyty l x P B S a následně byla skla s buňkami přemístěna do vlhké 

komůrky na lOOul kapku roztoku pro detekci S A - G a l . Buňky byly v roztoku inkubovány 

v Thermomixeru přes noc při teplotě 37 °C. Druhý den byla skla s buňkami třikrát promyta ve 

25 m m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 m m o ľ ľ 1 a skla s buňkami byla přemístěna na kapku (30 ul) roztoku 

D A P I . Buňky byly inkubovány po dobu 30 minut při pokojové teplotě. Po skončení inkubace byly buňky 

třikrát promyty ve 25 m m o ľ ľ 1 T r i s - H C l , p H 7,5 a 150 m m o ľ ľ 1 po dobu 5 minut. Následně byl pufr 

odsát a skla s buňkami byla umístěna na kapku montovacího média na podložním skle. Poté byly buňky 

nasnímány pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus 1X83 (Olympus) s kamerou Olympus X M 1 0 

a objektivem L U C P L F L N - P H , 20x, N A 0,45 (Olympus). Snímky byly snímány při rozlišení 1024 x 
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1024 pixelů. K e snímání byl použit program CellSens Dimension (Olympus). B y l snímán signál ve 

světelném poli (bright field). Následně byly obrázky zpracovány v programu Adobe Photoshop. 

4.5 Statistické hodnocení 

Pro hodnocení vzájemného vztahu mezi jednot l ivými s ledovanými proteiny u použitých 

buněčných linií a rovněž pro zjištění vztahu mezi obsahem U N G 2 a aktivitou uraci lových glykosyláz 

bylo použito hodnocení pomocí Pearsnova koeficientu za použití programu Sigma Plot 11.0. 
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5 Výsledky 

5.1 Příprava buněčných lyzátů a měření koncentrace proteinů 

Pro srovnávací analýzu exprese proteinů účastnících se replikace a oprav D N A byly použity 

tyto buněčné linie: nádorové linie HeLa , NCI-H2009, H C T - 116a U2-OS , diploidní senesescentní ( IMR-

90 S) a rostoucí, nesenescentní , fibroblasty IMR-90 a imortalizované diploidní epitelové buňky sítnice 

h T E R T RPE-1 (RPE-1). 

Ze všech uvedených buněčných linií byly připraveny jaderné lyzáty. Kromě toho byly 

z buněčných linií H e L a a NCI-H2009 připraveny celobuněčné lyzáty. Senescence byla v IMR-90 

buňkách moni torována pomocí analýzy aktivity S A - G a l (viz obr. 9a), analýzy replikační aktivity (viz 

obr. 9b) a pomocí detekce heterochromatinových ohnisek spojených se senescencí (SAHFs) (viz obr 

9c). 

Celková koncentrace proteinů v jednot l ivých vzorcích připravených lyzátů byla stanovena 

pomocí B C A metody založené na vytvoření komplexu C u 2 + iontů s proteiny a následné redukci na 

C u + ionty. Kysel ina bicinchoninová tvoří s C u + ionty v alkalickém prostředí modro-fialový komplex 

(Walker, 1996). Koncentrace proteinů v jednot l ivých vzorcích byla následně vypočtena z naměřených 

absorbancí za využití kalibrační křivky vytvořené v programu Microsoft Excel (viz obr. 8) a použi ta pro 

výpočet množství nanášených proteinů pro western blot analýzu. Průměrné hodnoty koncentrace 

proteinů pro jednotl ivé buněčné linie jsou zobrazeny v tabulce 7. 

Tabulka 7 Průměrné naměřené hodnoty koncentrací proteinů ve vzorcích jednot l ivých buněčných linií 

Buněčná linie 
Průměrná koncentrace proteinů v jádře ± 

směrodatná odchylka [ug-mľ 1 ] 

H e L a 1302,2 ± 2 , 2 

NCI-H2009 642,28 ± 0,8 

HCT-116 979,76 ± 2,2 

U 2 0 S 654,5 ± 0,9 

IMR-90 S 290,2 ± 0,9 

IMR-90 302,96 ± 1,02 

RPE-1 552,19 ± 0 , 9 
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Obrázek 9 Monitorování senescence u IMR-90 buněk 
a) Detekce senescentních (IMR-90 S) a rostoucích IMR-90 buněk pomocí mapování aktivity S-Gal. 
Šipky označují místa s detekovanou (3-galaktosidázovou aktivitou spojenou se senescencí. Měří tko je 
rovno 50 um. b) Analýza množství replikujících buněk pomocí značení E d U . c) Detekce S A H F s pomocí 
D A P I . Měřítko odpovídá 10 um. 

5.2 Porovnání obsahu vybraných proteinů v lidských buněčných liniích 

Je známo, že buňky odlišných tkání se můžou v závislosti na jejich funkci lišit v expresi genů 

některých proteinů (Pontén et al., 2009). V diplomové práci byly analyzovány rozdíly 

v obsahu vybraných proteinů účastnících se replikace a oprav D N A mezi nádorovými, diploidními 

a senescentními l idskými buněčnými liniemi. 

5.2.1 Analýza obsahu vybraných proteinů v nádorových buněčných liniích 

Nejdříve byla provedena analýza obsahu vybraných proteinů u nádorových buněčných linií. 

Kvantifikace vybraných proteinů v připravených jaderných lyzátech byla provedena pomocí western 

43 



blot analýzy. Jednalo se o proteiny účastnící se replikace a oprav D N A a to U N G 2 , N T H 1 , P C N A , 

R P A 3 2 , M C M 7 , Cdc45 a D N A polymerázu |3. 

5.2.1.1 Analýza proteinu UNG2 

Protein U N G 2 patří do skupiny uraci lových D N A glykosyláz a jeho úlohou je identifikace 

a odstranění modif ikovaných nukleosidů v molekule D N A (Kara et al, 2019) (viz podkapitola 3.3). 

Provedená imunofluorescenční analýza potvrdila převážně jadernou lokalizaci U N G proteinu (viz obr. 

10). Výsledky western blot analýzy ukázaly významný rozdíl mezi H e L a buňkami a ostatními třemi 

nádorovými liniemi (viz obr. 11). Jaderné lyzáty H e L a buněk obsahovaly přibližně o 34 % U N G 2 

proteinu více než buněčná linie NCI-H2009 a o 40 % více než buněčné linie HCT-116 a U2-OS. 

Obrázek 10 Imunofluorescenční analýza lokalizace proteinu U N G 2 v H e L a buňkách 
Fixované a permeabil izované buňky byly značeny primární a sekundární protilátkou a následně 
nafoceny pomocí fluorescenčního mikroskopu. Zelený signál odpovídá mís tům lokalizace proteinu 
U N G 2 , modrý signál mís tům lokalizace jaderné D N A . Měří tko odpovídá 50 um. 
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Obrázek 11 Zastoupení proteinu U N G 2 v nádorových buňkách 

Grafické znázornění procentuálního zastoupení proteinu U N G 2 v jednot l ivých testovaných nádorových 

buňkách. Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u H e L a buněk, který je roven 100 %. Data jsou 

znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka.; pod grafem je příklad western blot detekce proteinu 

U N G 2 v jaderných lyzátech. Koncentrace nanesených jaderných proteinů byla 4 ug-ul" 1. 

5.2.1.2 Analýza proteinu NTH1 

Dalším sledovaným proteinem byla D N A glykosyláza N T H l sloužící k opravám oxidovaných 

pyrimidinů jako je například 5-hydroxyuracil nebo 5-hydroxycytosin během bázové excizní opravy 

(Williams et Parsons; 2018). Lokalizace tohoto proteinu pomocí fluorescenční mikroskopie ukázala 

podobně jako u U N G 2 proteinu jeho jadernou lokalizaci (viz obr. 12). V případě analýzy obsahu N T H l 

proteinu v různých nádorových buňkách byla jeho nej vyšší koncentrace naměřena podobně jako 

u U N G 2 proteinu u H e L a buněk (viz obr. 13). Oproti ostatním sledovaným buňkám obsahovaly jaderné 

lyzáty H e L a buněk přibližně o 60 % více proteinu N T H l než linie NCI-H2009 , o 64 % více než linie 

HCT-116 a o 70 % více než linie U2-OS. 
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Obrázek 12 Imunofluorescenční analýza lokalizace proteinu N T H 1 v H e L a buňkách 
Fixované a permeabil izované buňky byly značeny primární a sekundární protilátkou a následně 
nafoceny pomocí fluorescenčního mikroskopu. Zelený signál odpovídá mís tům lokalizace proteinu 
N T H 1 , modrý signál mís tům lokalizace jaderné D N A . Měřítko odpovídá 50 um. 
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Obrázek 13 Zastoupení proteinu N T H 1 v nádorových buňkách 
Grafické znázornění procentuálního zastoupení proteinu N T H 1 v jednot l ivých testovaných nádorových 
buňkách. Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u H e L a buněk, který je roven 100 %. Data jsou 
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znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka.; pod grafem je příklad western blot detekce proteinu NTH1 v 
jaderných lyzátech. Koncentrace nanesených jaderných proteinů byla 4 ug-ul"1. 

5.2.1.3 Analýza proteinu RPA32 

Třet ím s ledovaným proteinem byl protein R P A 3 2 . Tento protein je podjednotkou 

heterotrimerního R P A proteinu, který se váže na jednovláknovou D N A a je důležitou součástí replikace 

a oprav D N A (Wold, 1997; Zou et al, 2006). Imunofluorescenční analýza ukázala převážně jadernou 

lokalizaci tohoto proteinu (viz obr. 14). Podle western blot analýzy obsahovaly nejvíce R P A 3 2 proteinu 

HCT-116 buňky (viz obr. 15), a to o cca 79 % více než HeLa buňky. U NCI-H2009 a U2-OS buněk byl 

rozdíl oproti buňkám HCT-116 přibližně více než 100 %. 

Obrázek 14 Imunofluorescenční analýza lokalizace proteinu R P A 3 2 v H e L a buňkách 
Fixované a permeabil izované buňky byly značeny primární a sekundární protilátkou a následně 
nafoceny pomocí fluorescenčního mikroskopu. Zelený signál odpovídá mís tům lokalizace proteinu 
R P A 3 2 , modrý signál mís tům lokalizace jaderné D N A . Měřítko odpovídá 50 um. 
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Obrázek 15 Zastoupení proteinu R P A 3 2 v nádorových buňkách 
Grafické znázornění procentuálního zastoupení proteinu R P A 3 2 v jednot l ivých testovaných nádorových 
buňkách. Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u H e L a buněk, který je roven 100 %. Data jsou 
znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka.; pod grafem je příklad western blot detekce proteinu 
R P A 3 2 v jaderných lyzátech. Koncentrace nanesených jaderných proteinů byla 4 ug-ul" 1. 

5.2.1.4 Analýza proteinu PCNA 

Protein P C N A je důležitý především při syntéze a opravách D N A (Kelman, 1997). Dále se 

účastní remodelace chromatinu, kontroly buněčného cyklu (Maga et Hubsher, 2003) či koheze 

chromatid (Strzalka e řZiemienowicz ; 2011). Protein P C N A byl pomocí imunofluorescence lokalizován 

jak v jádře , tak i v cytoplazmě (viz obr. 16). V souladu s jeho zapojením v replikaci byla některá jádra 

značena podstatně více než zbytek (nereplikujících) jader (viz obr. 16). Nejvyšší obsah proteinu P C N A 

vykazovala jádra U2-OS buněk (viz obr. 17). Tyto buňky obsahovaly oproti HeLa buňkám o cca 90 % 

více, oproti NCI-H2009 buňkám o cca 70 % více a oproti HCT-116 o cca 30 % více proteinu P C N A . 
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Obrázek 16 Imunofluorescenční analýza lokalizace proteinu P C N A v H e L a buňkách 
Fixované a permeabil izované buňky byly značeny primární a sekundární protilátkou a následně 
nafoceny pomocí fluorescenčního mikroskopu. Zelený signál odpovídá mís tům lokalizace proteinu 
P C N A , modrý signál mís tům lokalizace jaderné D N A . Měří tko odpovídá 50 um. 

HeLa NCI-H2009 HCT-116 U2-OS 

Obrázek 17 Zastoupení proteinu P C N A v nádorových buňkách 

49 



Grafické znázornění procentuálního zastoupení proteinu P C N A v jednot l ivých testovaných nádorových 

buňkách. Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u H e L a buněk, který je roven 100 %. Data jsou 

znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka.; pod grafem je příklad western blot detekce proteinu 

P C N A v jaderných lyzátech. Koncentrace nanesených jaderných proteinů byla 4 ug-ul" 1. 

5.2.1.5 Analýza proteinu MCM7 

Dalším s ledovaným proteinem byl protein M C M 7 , který hraje významnou roli v zahájení 

replikace D N A . Tvorba M C M 2 - 7 komplexu je v počátečním stádiu replikace považována za nezbytnou 

k formaci pre-replikačního komplexu k rozpletení molekuly D N A a tvorbě replikační vidličky (Labib et 

al, 2000). V případě imunofluorescence byl tento protein lokalizován převážně v jádře (viz obr. 18). 

Jeho nejvyšší množství bylo pomocí western blot analýzy zjištěno v jádře HeLa a HCT-116 buněk (viz 

obr. 19). Obě tyto linie obsahovaly přibližně stejné množs tv í M C M 7 proteinu. H e L a a HCT-116 buňky 

obsahovaly přibližně o 40 % více proteinu než buněčná linie NCI-H2009 a o 26 % více než buněčná 

linie U2-OS. 

MCM7 

• 
'** $ • 

MCM7 + DAPI 

Obrázek 18 Imunofluorescenční analýza lokalizace proteinu M C M 7 v H e L a buňkách 
Fixované a permeabil izované buňky byly značeny primární a sekundární protilátkou a následně 
nafoceny pomocí fluorescenčního mikroskopu. Zelený signál odpovídá mís tům lokalizace proteinu 
M C M 7 , modrý signál místům lokalizace jaderné D N A . Měří tko odpovídá 50 um. 
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HeLa NCI-H2009 HCT-116 U2-0S 

Obrázek 19 Zastoupení proteinu M C M 7 v nádorových buňkách 
Grafické znázornění procentuálního zastoupení proteinu M C M 7 v jednot l ivých testovaných nádorových 
buňkách. Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u H e L a buněk, který je roven 100 %. Data jsou 
znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka; pod grafem je příklad western blot detekce proteinu 
M C M 7 v jaderných lyzátech. Koncentrace nanesených jaderných proteinů byla 4ug-ul"\ 

5.2.1.6 Analýza proteinů DNA polymerázy /? a Cdc45 

D N A polymeráza (3 se účastní oprav D N A (zejména opravy B E R ) . Dále také replikace nebo 

rekombinace. (Kumar et al., 2022). Protein Cdc45 je důležitý při zahájení replikace, kdy společně 

s hel ikázovým komplexem napomáhá rozplétání dvoušroubovice D N A během jej í replikace (Petojevic 

et al., 2015). V případě těchto dvou proteinů neposkytla ani jedna z použitých protilátek signifikantní 

imunofluorescenční signál. Podobně nebyl pozorován signál ani na western blotu (viz obr. 20). 

a) b) 

HeLa NCI-H2009 HCT-116 U2-OS HeLa NCI-H2009 HCT-116 U2-OS 

Obrázek 20 Western blot detekce D N A polymerázy (3 a Cdc45 

N a obrázku je zobrazen příklad detekce proteinů D N A polymerázy (3 (vlevo) a Cdc45 (vpravo) 

v jaderných lyzátech nádorových buněk. Koncentrace nanesených jaderných proteinů byla 4ug-ul" 1. 

5.2.2 Analýza obsahu vybraných proteinů u lidských diploidních buněk 

Podobně jako u nádorových buněk byla i u dvou diploidních buněčných linií provedena analýza 

obsahu vybraných proteinů s cílem popsat rozdíly mezi obsahem proteinů mezi imortal izovanými 

a běžnými diploidními buňkami. V experimentech byly použity diploidní fibroblasty IMR-90 
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a imortalizované diploidní buňky h T E R T RPE-1 (RPE-1). V případě linie IMR-90 bylo rovněž 

sledováno, zda existuje rozdíl v obsahu jednot l ivých proteinů u senescentních a rostoucích buněk. 

5.2.2.1 Obsah vybraných proteinů u diploidních buněčných liniích 

Provedená western blot analýza ukázala, že obsah všech sledovaných proteinů byl mnohem 

vyšší u imortal izovaných diploidních RPE-1 buněk než u IMR-90 diploidních fibroblastů (viz obr. 21). 

V případě U N G 2 , R P A 3 2 , P C N A a M C M 7 proteinů byl tento rozdíl přibližně 90 % (viz obr. 21a, c, d, 

e). O něco menší rozdíly byly naměřeny v případě glykosylázy N T H 1 . U tohoto proteinu byl rozdíl 

v jeho obsahu přibližně 40 % (viz obr. 21b). 

RPA32 

Obrázek 21 Obsah sledovaných proteinů u diploidních buněk 
Grafické znázornění procentuálního obsahu sledovaných proteinů u diploidních buněk. Hodnoty signálu 
byly normalizovány na signál u RPE-1 buněk, který je roven 100 %. Data jsou znázorněna jako průměr 
± směrodatná odchylka. 

5.2.2.2 Obsah vybraných proteinů u rostoucích a senescentních buněk 

Dále byl sledován rozdíl v obsahu vybraných proteinů v senescentních a rostoucích IMR-90 

buňkách. Z provedených analýz nebyl zjištěn významný rozdíl v obsahu U N G 2 proteinu, rozdíl mezi 

senescentními a rostoucími buňkmi byl přibližně 13 % (viz obr. 22a). Naopak, v případě druhé 

sledované glykosylázy - N T H 1 , došlo k poklesu obsahu tohoto proteinu u senescentních buněk o cca 

60 % (viz obr. 22b). U R P A 3 2 , P C N A i M C M 7 proteinů došlo naopak u senescentních IMR-90 buněk 

k výraznému nárůstu jejich obsahu. U proteinů R P A 3 2 a M C M 7 byl tento nárůst téměř 80 % (viz obr. 

22c, e) a u proteinu P C N A byl nárůst přibližně 55 % (viz obr. 22d). 
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RPA32 

Obrázek 22 Obsah sledovaných proteinů u rostoucích a senescentních fibroblastů 
Grafické znázornění procentuálního obsahu proteinů u rostoucích a senescentních (IMR-90 S) 
fibroblastů. Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u IMR-90 S buněk, který je roven 100 %. 
Data jsou znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka. 

5.2.3. Analýza obsahu vybraných proteinů u celobuněčných lyzátů HeLa a NCI-

H2009 buněk 

V další části práce byl sledován obsah vybraných proteinů u celobuněčných lyzátů pripravených 

ze dvou nádorových linií - H e L a a NCI-H2009. Cílem bylo zjistit, nakolik se liší obsah sledovaných 

proteinů u jaderných a celobuněčných lyzátů. 

Provedené analýzy ukázaly, že obsah sledovaných proteinů byl ve všech případech vyšší u H e L a 

buněk než u NCI-H2009 buněk (viz obr. 23). V případě U N G 2 a N T H l glykosylázy byl jeho obsah 

vyšší o cca 70 % (viz obr 23a, b, f). Ještě větší byl rozdíl v obsahu R P A 3 2 proteinu. V tomto případě 

obsahovaly celobuněčné lyzáty H e L a buněk o 80 % více R P A 3 2 než NCI-H2009 buňky (viz obr. 23c, 

f). U P C N A byl obsah tohoto proteinu u linie H e L a o 22 % vyšší než u buněčné linie NCI-H2009 (viz 

obr. 23d, f). U M C M 7 proteinu byl rozdíl v obsahu cca 40 % (viz obr. 23e, f). 
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RPA32 

HeLa NCI-H2009 

UNG2 M mm 
NTH1 mm 

RPA32 — — 

PC NA — — 

MCM7 — — 

Obrázek 23 Obsah vybraných proteinů v celobuněčných lyzátech 

a-e) Grafické znázornění procentuálního obsahu vybraných proteinů v celobuněčných lyzátech H e L a 

a NCI-H2009 buněk. Použitá koncentrace proteinů na western blotu byla 4 ug -u l 1 . Hodnoty signálu 

byly normalizovány na signál u H e L a buněk, který je roven 100 %. Data jsou znázorněna jako průměr 

± směrodatná odchylka, f) Příklad western blot detekce sledovaných proteinů v celobuněčných lyzátech 

buněk. Koncentrace nanesených jaderných proteinů byla 4 ug-ul" 1. 

V případě určení korelace mezi jednot l ivými proteiny u jaderných a celobuněčných lyzátů byl 

Pearsonův koeficient roven 0,801. Ačkoli se j edná o silnou pozitivní korelaci (viz obr. 24), nebyl tento 

výsledek statisticky významný (p = 0,103). Opět by byla nutná důkladnější analýza s vyšším počtem 

vzorků. 
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Obrázek 24 Analýza vzájemného vztahu mezi s tudovanými proteiny u jaderných a celobuněčných 
lyzátů 
Korelační diagram znázorňující vztah mezi proteiny v jaderných a celobuněčných lyzátech. Body 
v grafů znázorňují jednotl ivé hodnoty obsahu sledovaných proteinů. 
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5.2.4. Porovnání obsahu vybraných proteinů mezi testovanými buněčnými liniemi 

N a závěr byl porovnán rozdíl v obsahu proteinů v rámci všech sledovaných buněk. V tomto 

případě byly vzorky normalizovány pomocí vzorku H e L a buněk. Tento vzorek byl součástí všech 

analyzovaných gelů. Použíi tá koncentrace vzorku byla 4 u g -mľ 1 celkového proteinu. 

Nejvíce proteinu U N G 2 obsahovala buněčná linie RPE-1 (viz obr. 25a). Oproti buněčné l in i i 

H e L a bylo v buněčné l in i i RPE-1 naměřeno přibližně o 40 % tohoto proteinu více. Naopak proteinu 

N T H 1 obsahovaly nejvíce H e L a buňky, a to přibližně o 25 % více než RPE-1 buňky (viz obr. 25b). Ještě 

větší rozdíly byly naměřeny v obsahu proteinu R P A 3 2 , kdy nejvyšší obsah tohoto proteinu byl 

u HCT-116 buněk (viz obr. 25c). V e srovnání s H e L a buňkami byl obsah R P A 3 2 u imortal izovaných 

RPE-1 buněk podobný. U proteinu P C N A byl jeho obsah u H e L a buněk naopak nižší, a to přibližně 

o 70 % než u buněk RPE-1 (viz obr. 25d). Obsah proteinu M C M 7 byl vyšší u H e L a buněk, a to přibližně 

o 40 % než u buněk RPE-1 (viz obr. 25e). Obecně byl u všech sledovaných proteinů naměřen jejich 

nejnižší obsah u linie diploidních fibroblastů IMR-90 . Největší rozdíl mezi linií IMR-90 a H e L a 

buňkami byl naměřen v případě proteinů R P A 3 2 a M C M 7 , tento rozdíl byl přibližně 96 %. 
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Obrázek 25 Porovnání obsahu proteinů u všech testovaných buněčných linií 

Grafické znázornění procentuálního obsahu vybraných proteinů u všech testovaných buněk. Použitá 

koncentrace proteinů na western blotu byla 4 ug -uľ 1 . Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u 

kontrolních H e L a buněk, které byly naneseny na všech gelech, tento signál byl roven 1. Data jsou 

znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka. 

Vzhledem k ostatním nádorovým buněčným liniím byl obsah proteinů U N G 2 , N T H 1 a M C M 7 v 

H e L a buňkách vyšší. U proteinů R P A 3 2 a P C N A byl naopak jejich obsah proteinu nižší v H e L a buňkách 

než v ostatních buněčných liniích. 
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5.3 Analýza glykosylázové aktivity 

V poslední části práce byla analyzována aktivita bunečných uracilových D N A glykosyláz 

v jaderných lyzátech jak nádorových, tak i diploidních buněk. Aktivi ta byla měřena pomocí metody 

založené na použit í fluorescenčně značených ol igonukleotidových sond ukotvených na povrchu 

magnet ických částic pokrytých streptavidinem (Ligasová et al, 2021, viz podkapitola 4.4.7). Aktivi ta 

byla testována v jaderných lyzátech nádorových buněk - HeLa , NCI-H2009, HCT-116 a U2-OS 

a v jaderných lyzátech diploidních fibroblastů I M R - 9 0 (senescentních i rostoucích) a imortalizované 

diploidní linie RPE-1 . 

Z výsledků je zjevné, že v případě nádorových buněk byla nejvyšší aktivita uracilových D N A 

glykosyláz u buněčné linie U2-OS (viz obr. 26a). V buněčné l in i i HCT-116 byla aktivita uracilových 

D N A glykosyláz o 14 % nižší než v buněčné l in i i U2-OS. V l in i i HeLa byla aktivita uracilových D N A 

glykosyláz nižší o 42 % ve srovnání s buněčnou l in i i LI2-OS. Nejnižší aktivita byla naměřena v l in i i 

NCI-H2009. U této linie byla aktivita uracilových D N A glykosyláz přibližně o 49 % nižší než u U2-OS 

buněk. 

HeLa NCI-H2009 HCT-116 U2-OS 
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Obrázek 26 Analýza aktivity uracilových D N A glykosyláz 
a) Grafické znázornění procentuálního zastoupení aktivity uracilových D N A glykosyláz v nádorových 
buňkách. Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u H e L a buněk, který je roven 100 %. Data jsou 
znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka; b) Grafické znázornění procentuálního zastoupení 
aktivity uraci lových D N A glykosyláz v diploidních buňkách. Hodnoty signálu byly normalizovány na 
signál u RPE-1 buněk, který je roven 100 %. Data jsou znázorněna jako průměr ± směrodatná odchylka; 
c) Grafické znázornění procentuálního zastoupení aktivity uracilových D N A glykosyláz v buňkách 
rostoucích a senescentních (IMR-90 S) diploidních fibroblastů. Hodnoty signálu byly normalizovány na 
signál u IMR-90 S buněk, který je roven 100 %. Data jsou znázorněna jako průměr ± směrodatná 
odchylka; d) Grafické znázornění procentuálního zastoupení aktivity uraci lových D N A glykosyláz 
u nádorových buněčných linií a diploidních buněk. Hodnoty signálu byly normalizovány na signál u 
H e L a buněk, který je roven 100 %. Data jsou znázorněna j ako ± směrodatná odchylka. 
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V případě porovnání diploidních buněk byla výrazně vyšší aktivita naměřena u imortalizované 

diploidní buněčné linie RPE-1 (viz obr. 26b). Rozdíl v aktivitě uracilových D N A glykosyláz byl 

přibližně 89 %. Při porovnání senescentních a rostoucích IMR-90 buněk byla vyšší aktivita naměřena 

u rostoucích I M R - 9 0 buněk (viz obr. 26c), přičemž rozdíl činil přibližně 62 %. N a závěr byly porovnány 

rozdíly v aktivitě uracilových D N A glykosyláz mezi všemi testovanými buňkami. V rámci tohoto 

porovnání byla nej vyšší aktivita uracilových glykosyláz naměřena u buněčné linie RPE-1 (viz obr. 26d). 

Naopak, u I M R - 9 0 buněk, a to jak rostoucích, tak senescentních byla aktivita uracilových glykosyláz 

nejnižší. Rozdíl mezi buňkami RPE-1 a U2-OS , které měly v rámci nádorových linií nejvyšší aktivitu 

uracilových glykosyláz, byl přibližně 41 %. 

5.4 Korelativní analýza 

5.4.1 Korelativní analýza proteinů v nádorových buněčných liniích 

Pro určení vzájemného vztahu mezi jednot l ivými proteiny byl použit Pearsonův koeficient (viz 

tabulka 8). Současně byla pro každý Pearsonův koeficient vypočtena p-hodnota (viz tabulka 8). 

Tabulka 8 Korelace mezi jednot l ivými s ledovanými proteiny v rámci nádorových buněčných linií 

Porovnávané proteiny Pearsonův koeficient p-hodnota 

U N G 2 / N T H 1 0,995 0,005 

U N G 2 / R P A 3 2 0,0004 1 

U N G 2 / P C N A -0,852 0,148 

U N G 2 / M C M 7 0,440 0,560 

N T H 1 / R P A 3 2 0,094 0,906 

N T H l / P C N A -0,821 0,179 

N T H 1 / M C M 7 0,524 0,476 

R P A 3 2 / P C N A 0,213 0,787 

R P A 3 2 / M C M 7 0,880 0,120 

P C N A / M C M 7 -0,103 0,897 

Ze vzájemného porovnání vyplynulo, že u nádorových buněk je mezi proteiny U N G 2 a N T H 1 

velmi silná pozitivní korelace, s obsahem U N G 2 roste i obsah N T H 1 (Pearsonův koeficient = 0,995; 

p = 0,005). Tato korelace je zřejmá i z bodového grafu na obr. 27a. M e z i proteiny U N G 2 a P C N A 

a rovněž mezi proteiny N T H 1 a P C N A byla dle Pearsonova koeficientu záporná korelace, ovšem 

vzhledem k nízkému počtu sledovaných nádorových linií nebyla tato korelace statisticky významná 

(p = 0,148 pro U N G 2 / P C N A ap = 0,178 pro N T H 1 a P C N A ; viz tabulka 8 aob rázek 27b, c). Pro jasnější 

odraz vzájemné korelace by bylo nutné provést tyto analýzy na větším počtu nádorových buněčných 

liniích. Z vypočtených dat byla rovněž zřejmá pozitivní korelace mezi replikačními proteiny R P A 3 2 

a M C M 7 (Pearsonův koeficient = 0,880, p = 0,119; v iz tabulka 8 a obrázek 27d). I v tomto případě by 
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pro přesnější výsledky byla nutná analýza vyššího počtu nádorových buněčných liniích. M e z i zbylými 

kombinacemi proteinů nebyla nalezena žádná korelace. 
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Obrázek 27 Analýza vzájemného vztahu mezi některými s tudovanými proteiny u nádorových buněk 
Korelační diagram znázorňující vztah mezi proteiny U N G 2 a N T H I (a), U N G 2 a P C N A (b), N T H I 
a P C N A (c) a R P A 3 2 a M C M 7 (d) u nádorových buněk. Body v grafech znázorňují jednotl ivé hodnoty 
obsahu sledovaných proteinů. 

5.4.2 Korelativní analýza proteinů u všech sledovaných buněčných linií 

Vztah mezi jednot l ivými proteiny byl současně analyzován v rámci všech testovaných 

buněčných linií - nádorových a diploidních. Pro určení vzájemného vztahu byl opět použit Pearsonův 

koeficient a p-hodnota (viz tabulka 9). Vzájemné porovnání všech buněk potvrdilo pozitivní korelaci 

mezi proteiny U N G 2 a N T H I (Pearsonův koeficient = 0,705, p = 0,077; v iz tabulka 9 a obrázek 28a). 

Současně se potvrdila pozitivní korelace mezi replikačními proteiny R P A 3 2 a M C M 7 (Pearsonův 

koeficient = 0,693, p = 0,085; v iz tabulka 9 a obrázek 28b). V obou dvou případech, ale nebyly tyto 

výsledky statisticky významné a pro jejich potvrzení by byla nutná analýza většího počtu buněčných 

linií. 
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Obrázek 28 Analýza vzájemného vztahu mezi některými s tudovanými proteiny u všech buněk 
Korelační diagram znázorňující vztah mezi proteiny U N G 2 a N T H 1 (a) a R P A 3 2 a M C M 7 (b) u všech 
sledovaných buněk. Body v grafech znázorňují jednotl ivé hodnoty obsahu sledovaných proteinů. 

Tabulka 9 Korelace mezi jednot l ivými proteiny u všech sledovaných buněk 

Porovnávané proteiny Pearsonův koeficient p-hodnota 

U N G 2 / N T H 1 0,705 0,077 

U N G 2 / R P A 3 2 0,349 0,442 

U N G 2 / P C N A 0,729 0,063 

U N G 2 / M C M 7 0,491 0,263 

N T H 1 / R P A 3 2 0,214 0,645 

N T H 1 / P C N A 0,080 0,864 

N T H 1 / M C M 7 0,454 0,306 

R P A 3 2 / P C N A 0,471 0,286 

R P A 3 2 / M C M 7 0,693 0,085 

P C N A / M C M 7 0,399 0,375 

5.4.3 Korelativní analýza proteinů u diploidních buněk 

Další korelativní analýza byla provedena s cílem porovnat vztah mezi jednot l ivými proteiny 

u diploidních fíbroblastů IMR-90 a imortalizované diploidní linií RPE-1 (viz obr. 29). N a základě 

provedené analýzy byla zjištěna pozitivní korelace mezi oběma buněčnými liniemi (Pearsonův 

koeficient = 0,740), ale p-hodnota naznačovala, že se nejedná o statisticky významnou hodnotu 

(p = 0,153). Jelikož se jednalo o porovnání jenom dvou linií, pro přesnější analýzu by bylo nutné testovat 

větší počet diploidních buněk. 
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Obrázek 29 Analýza vzájemného vztahu mezi studovanými proteiny u diploidních buněk 
Korelační diagram znázorňující vztah mezi s ledovanými proteiny u diploidních fibroblastů IMR-90 
a imortalizované diploidní linie RPE -1 . Body v grafu znázorňují jednotl ivé hodnoty obsahu sledovaných 
proteinů. 

5.4.4 Korelativní analýza mezi aktivitou uracilových DNA glykosyláz a obsahem 

UNG2 

Na závěr byl analyzován vzájemný vztah mezi aktivitou uracilových D N A glykosyláz 

v jednotl ivých buněčných liniích a obsahem U N G 2 proteinu v těchto buněčných liniích (viz obr. 30) 

pomocí Pearsonova koeficientu. Na základě výpočtu byla hodnota Pearsonova koeficientu rovna 0,820 

(p = 0,024). To ukazuje na silnou pozitivní korelaci mezi obsahem U N G 2 proteinu a aktivitou 

uracilových D N A glykosyláz (viz obr. 30). 
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Obrázek 30 Analýza vzájemného vztahu mezi obsahem U N G 2 a aktivitou uraci lových D N A glykosyláz 
Korelační diagram znázorňující vztah mezi obsahem U N G 2 a aktivitou uracilových D N A glykosyláz u 
nádorových buněčných liniích. 
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6 Diskuze 

V diplomové práci byla provedena srovnávací analýza proteinů účastnících se replikace a oprav 

D N A z hlediska jejich obsahu v různých buněčných liniích. Sledovanými proteiny byly U N G 2 , N T H 1 , 

R P A 3 2 , P C N A , M C M 7 , D N A polymeráza p a C D C 4 5 . Jelikož je D N A syntetizována kromě jádra 

i v mitochondriích, byly v experimentech primárně používány jaderné lyzáty. Analyzovanými 

buněčnými liniemi byly nádorové linie HeLa , NCI-H2009, HCT-116 a U2-OS. Dále byly použity 

diploidní fibroblasty IMR-90 , kde byl analyzován rozdíl v obsahu proteinu mezi rostoucími 

a senescentními buňkami a rovněž byla použita diploidní imortalizovaná linie R P E - 1 . Kromě jaderných 

lyzátů byly z buněčné linie H e L a a NCI-H2009 připraveny i celobuněčné lyzáty, které byly využity pro 

dokumentaci případných rozdílů v obsahu proteinů mezi jadernými a celobuněčnými lyzáty. 

Prvním analyzovaným proteinem byla uracilová glykosyláza U N G 2 , která hraje důležitou roli 

v bázové excizní opravě (např. Pettersen et al, 2007). Provedená fluorescenční analýza prokázala 

lokalizaci tohoto proteinu v buněčném jádře. Tato pozorování jsou v souladu, s j iž drive publikovanými 

výsledky např. Otterleiho a kolektivu (Otterlei et al., 1999). Z následně provedené analýzy obsahu 

U N G 2 pomocí western blotu bylo zřejmé, že v rámci nádorových buněk obsahovala nejvíce proteinu 

U N G 2 buněčná linie HeLa . V práci Ivelanda a kolektivu (Iveland et al, 2020) byl v buňkách HeLa 

rovněž naměřen vysoký obsah proteinu U N G 2 . V diplomové práci se nicméně nejednalo o nejvyšší 

obsah tohoto proteinu v rámci celého souboru analyzovaných buněčných linií. Nejvyšší obsah U N G 2 

byl naměřen v imortal izované diploidní l in i i R P E - 1 . Tento nález mohl souviset s rychlým růstem těchto 

buněk. To je v souladu se závěry některých dalších studií (např. Robin et al, 2015). Navíc analýzy 

aktivity uracilových D N A glykosyláz provedené v diplomové práci ukázaly, že aktivita uracilových 

D N A glykosyláz byla ze všech testovaných buněčných linií nejvyšší právě v buňkách RPE-1 . 

Naproti tomu běžné neimortal izované diploidní fibroblasty obsahovaly výrazně nižší množství 

U N G 2 . Takto výrazný rozdíl (přibližně 80 %) pravděpodobně souvisel s faktem, že proliferační aktivita 

těchto buněk byla výrazně nižší než proliferační aktivita ostatních linií. Podobné výsledky byly 

publikovány i v práci Weekse a kolektivu (Weeks et al, 2013). Autoři zde porovnávali množs tv í U N G 

proteinu v různých nádorových a diploidních buněčných liniích. I v tomto případě testované diploidní 

fibroblasty obsahovaly výrazně méně proteinu U N G 2 než nádorové buňky, přičemž rozdíl mezi nejvyšší 

naměřenou hodnotou u nádorových buněk a diploidními fibroblasty byl přibližně 90 %. 

V rámci diplomové práce byl dále porovnán obsah proteinu U N G 2 u rostoucích a senescentních 

fibroblastů. V senescentních buňkách bylo naměřeno méně proteinu U N G 2 než v buňkách rostoucích 

a tento pokles byl doprovázen i poklesem aktivity uracilových D N A glykosyláz. V tomto ohledu 

například Yamamoto a kolektiv sledovali rozdíly v aktivitě U N G u rostoucích a postupně stárnoucích 

buněk pocházející z fibroblastů Wernerova syndromu. Rovněž jejich výsledky ukázaly pokles obsahu 

uracilových D N A glykosyláz u senescentních buněk (Yamamoto et al., 1987). 
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Korelat ivní analýza obsahu U N G 2 a aktivity uracilových D N A glykosyláz provedená 

v diplomové práci jasně ukázala, že existuje silná pozit ivní korelace mezi obsahem U N G 2 a aktivitou 

uracilových D N A glykosyláz (Pearsonův koeficient = 0,8201; p-hodnota = 0,0238). Tato pozorování 

jsou v souladu s výsledky Ligasové a kolektivu (Ligasová et al, 2021), kteří ve své práci pozorovali 

silnou korelaci mezi obsahem U N G 2 a glykosylázovou aktivitou. Tyto výsledky tak poukazují na 

dominantní roli U N G 2 v opravě chybně zařazeného uracilu do D N A . 

Dalš ím sledovaným proteinem byla glykosyláza N T H 1 , která hraje roli v bázové excizní opravě 

(Odell et al, 2011). Stejně tak jako U N G 2 , byl protein N T H 1 lokalizován pomocí fluorescenční 

mikroskopie převážně v buněčném jádře. To je v souladu s drive publ ikovanými výsledky lokalizace 

proteinu N T H 1 v H e L a buňkách (Luna et al, 2000). Výsledky analýzy western blotu provedeného 

v rámci diplomové práce ukázaly, že stejně jako v případě proteinu U N G 2 , byl nejvyšší obsah proteinu 

N T H 1 v buněčné l in i i HeLa. Následná korelační analýza ukázala extrémně silný pozit ivní vztah mezi 

obsahem U N G 2 a N T H 1 u nádorových linií (Pearsonův koeficient = 0,995; p-hodnota = 0,005). Takto 

silná korelace je v souladu s drive publ ikovanými výsledky, které ukázaly, že U N G 2 a N T H 1 se 

společně vyskytují na nově vznikající D N A (Bj0rás et al, 2017). 

Na druhou stranu diploidní buňky vykazovaly oproti U N G 2 stejný nebo vyšší obsah proteinu 

N T H 1 než nádorové buněčné linie (s výjimkou buněk HeLa). V tomto ohledu například i Goto a kolektiv 

(Goto et al, 2009) při s ledování exprese proteinu N T H 1 u nádorových linií odvozených z nádorů 

žaludku a u normální žaludeční mukózy zjistili, že exprese N T H 1 byla u všech sledovaných nádorových 

liniích výrazně snížena. Podobně autoři Wil l iams a Parsons (Williams et Parsons, 2018) ve svých 

pozorování zjistili, že hladina proteinu N T H 1 je snížena v prostatických, žaludečních a střevních 

nádorových buňkách. Tato pozorování ukazují na odlišnosti mezi nádorovými a nenádorovými liniemi 

v případě organizace bázové excizní opravy. 

Podobně jako u proteinu U N G 2 , byl v diplomové práci naměřen vyšší obsah proteinu N T H 1 

u rostoucích diploidních fibroblastů než u senescentních buněk. Tato pozorování jsou v souladu 

s výsledky publikovanými například L i a kolektivem ( L i et al, 2018), kteří sledovali množství proteinu 

N T H 1 u diploidních fibroblastů, a to u tri různých pasáží. Autoři uvedené studie zjistili nejvyšší obsah 

N T H 1 u rostoucích mladých buněk ve třetí pasáži. Naopak, nejnižší obsah N T H 1 naměřili u nejstarších 

buněk v 50. pasáži ( L i et al., 2018). 

Dále byly v diplomové práci porovnány obsahy proteinů účastnících se replikace D N A . Jednalo 

se o proteiny R P A 3 2 , P C N A a M C M 7 . Proteiny R P A 3 2 a M C M 7 byly pomocí fluorescence 

lokalizovány v buněčném jádře , zat ímco protein P C N A byl lokalizován jak v buněčném jádře , tak 

i v cytoplazmě. Jaderná lokalizace proteinů R P A 3 2 a M C M 7 je v souladu s jejich funkcí a s drive 

publ ikovanými výsledky (Treuner et al, 1998; W u et al, 2005; Nowinska et al, 2015). Cytoplazmatická 

lokalizace P C N A byla pozorována rovněž některými dalšími autory studií zaměřenými na lokalizaci 

P C N A (např. Naryzhny et Lee, 2010; Tang et al, 2020). 
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V rámci srovnání nádorových buněčných linií byl v diplomové práci naměřen nejvyšší obsah 

proteinu R P A 3 2 v buněčné l in i i HCT-116 , která je odvozena z tkáně pocházející z karcinomu střeva. 

Z některých publikovaných výsledků (např. Zhang et Y u , 2020), je zřejmé, že protein R P A 3 2 může být 

zvýšen v různých typech nádorových onemocnění , jako je právě rakovina střev, jater, nebo močového 

měchýře. V práci Givalose a kolektivu (Givalos et al., 2007) byla studována úloha proteinu R P A jako 

prognost ického markeru rakoviny střeva, přičemž jeho vyšší hodnoty byly zaznamenány u pacientů 

s metastázemi. 

V rámci této diplomové práce bylo naměřeno vysoké množství proteinu M C M 7 u buněčné linie 

HCT-116 odvozené z nádoru tlustého střeva. Dle publ ikovaných prací může protein M C M 7 a jeho 

vysoká exprese sloužit rovněž jako prognostický znak rakoviny střev (např. Nishihara et al, 2008). 

Výsledky srovnávací analýzy nádorových a diploidních linií provedené v rámci diplomové práce 

ukázaly, že obecně bylo v nádorových liniích a v l in i i imortal izovaných diploidních buněk RPE-1 

naměřeno větší množství proteinu M C M 7 než v buňkách diploidních buněk. Tyto výsledky jsou 

v souladu s pozorováním např. Ishimiho a kolektivu (Ishimi et al, 2003), kteří porovnáním úroveň 

exprese M C M 7 proteinu v nádorové buněčné l in i i H e L a a diploidních fibroblastů WI-38, přičemž 

rovněž pozorovali výrazně vyšší expresi proteinu M C M 7 v nádorových H e L a buňkách. Podobně Lófíler 

a kolektiv (Lófíler et al, 2003) pozorovali vyšší obsah proteinu M C M 7 v nádorové l in i i (př. M C F 7 a 

BT20) než v imortal izované l in i i H M E I . 

Korelat ivní analýza mezi proteiny R P A 3 2 a M C M 7 sice naznačovala silný pozit ivní vztah 

(Pearsonův koeficient = 0,880), n icméně se nejednalo o statisticky průkaznou korelaci (p-hodnota = 

0,120). Důvodem mohl být nedostatečný počet testovaných linií. U proteinu P C N A nebyla zjištěna 

korelace ani s proteinem R P A 3 2 ani M C M 7 ( P C N A / R P A 3 2 : Pearsonův koeficient = 0,213, p-hodnota 

= 0,787; P C N A / M C M 7 : Pearsonův koeficient = -0,102, p-hodnota = 0,897). 

Z hlediska porovnání obsahu proteinů v rostoucích a senescentních buňkách bylo dle výsledků 

diplomové práce ve většině případů naměřeno vyšší množství proteinu v buňkách senescentních. 

Jednalo se o překvapivé zjištění, neboť primární role těchto proteinů je spojována 

s replikací D N A . Nicméně například v práci Hegyi a Skeppera (Heygi et Skepper, 2000) je popisována 

úloha proteinu P C N A v srdečních buňkách, které nepodstupují syntézu D N A . Taky Ino a Chiba (Ino et 

Chiba, 2000) sledovali vysokou úroveň exprese proteinu P C N A v neproliferujících mozkových 

buňkách. Získaná pozorování by tudíž mohla indikovat, že proteiny, které jsou primárně asociovány 

s replikací, mají v buňkách ještě i další funkce, které vedou v senescentních buňkách k jejich vyšší 

expresi. 

Posledními sledovanými proteiny byly D N A polymeráza p a C D C 4 5 . Tyto proteiny ovšem 

neposkytly signifikantní fluorescenční signál a ani signál na western blotu. Proto byly tyto dva proteiny 

vyloučeny z dalších analýz. 

Současně byla ve vybraných případech provedena srovnávací analýza jaderných 

a celobuněčných lyzátů. Tato srovnávací analýza proběhla za použit í nádorových buněčných linií HeLa 

64 



a NCI-H2009. Jaderné lyzáty poskytly s ohledem na obsah proteinů podobné výsledky jako celobuněčné 

lyzáty (Pearsonův koeficient = 0,801, p-hodnota= 0,103) téměř u všech proteinů. Výrazně rozdílné 

výsledky byly pozorovány pouze v případě proteinu U N G 2 . Tento rozdíl lze vysvětlit př í tomností 

mitochondriální U N G 1 v celobuněčných lyzátech (např. Blasiak et al. 2013), která je rovněž 

rozeznávána použitou protilátkou. Po odstranění v l ivu U N G 2 došlo ke zvýšení Pearsonova koeficientu 

na hodnotu 0,946, přičemž p-hodnota byla 0,05. 

Z provedených experimentů bylo zjevné, že analyzované proteiny účastnící se syntézy a oprav 

D N A se svým obsahem mezi různými buněčnými liniemi lišily. Rovněž bylo patrné, že diploidní linie 

l idských fibroblastů vykazovala celkově nejnižší úrovně všech sledovaných proteinů s výjimkou 

proteinu N T H 1 . Nejedná se však o překvapivé zjištění, je l ikož tyto proteiny se účastní buněčných dějů, 

které jsou důležité pro buněčnou proliferaci. Současně se také obsah jednotl ivých sledovaných proteinů 

lišil v závislosti na jej ím stáří. Z provedených analýz bylo zjevné, že mezi proteiny účastnící se oprav 

D N A je silná pozit ivní korelace ( U N G 2 a N T H 1 ) . Současně korelativní analýza ukázala, že s rostoucím 

obsahem U N G 2 , roste i aktivita uracilových D N A glykosyláz. Zajímavé výsledky přinesla analýza 

proteinu M C M 7 , která indikuje možnost použit í tohoto proteinu jako znaku nádorového onemocnění . 
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7 Závěr 

Předkládaná dip lomová práce se skládá ze dvou základních částí - teoretické a experimentální. 

V teoretické části byla vypracována literární rešerše na t éma syntézy a opravy D N A a na popis postupů 

pro analýzu obsahu proteinů a aktivity uraci lových glykosyláz. Závěrečná část byla zaměřena na popis 

základních znaků buněčné senescence a nádorového bujení. 

V experimentální části diplomové práce byly porovnávány zejména obsahy vybraných proteinů 

účastnících se syntézy a oprav D N A mezi různými nádorovými a diploidními buňkami. Kromě obsahu 

proteinů byla sledována i jejich lokalizace pomocí imunofluorescence. N a závěr byly sledovány rozdíly 

v aktivitě uraci lových glykosyláz u testovaných buněk. 

N a základě lokalizačních experimentů provedených na modelových nádorových buňkách H e L a 

byla prokázána lokalizace proteinů účastnících se replikace a oprav D N A převážně v buněčném jádře . 

Lokalizace proteinu P C N A byla kromě j ád ra prokázána také v cytoplazmě. 

Získaná data ukázala, že se obsah sledovaných proteinů mezi jednot l ivými buněčnými l iniemi 

liší. Obecně je možné říci, že nádorové buněčné linie měly vyšší obsah sledovaných proteinů než buňky 

diploidní. Výj imkou byly imortalizované diploidní buňky R P E - 1 , které v některých případech měly 

dokonce vyšší obsah některých proteinů než nádorové linie (např. U N G 2 a P C N A ) . 

Překvapivé výsledky přineslo porovnání obsahu proteinů mezi rostoucí a senescentní linií, kde 

některé proteiny zúčastněné v syntéze D N A , byly ve větší míře zastoupeny právě u populací buněk se 

zvýšeným výskytem senescentních buněk. V těchto populacích byla přitom výrazně snížena replikační 

aktivita. 

Zaj ímavým výsledkem bylo pozorování silné korelace mezi proteiny účastnící se bázové excizní 

opravy - U N G 2 a N T H 1 pouze u nádorovných linií. Silná korelace mezi obsahem a aktivitou U N G 2 

mimoto silně indikovala, že U N G 2 hraje dominantní úlohu v bázové excizní opravě uracilu. 
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