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imortalizované buriky mély obsah vsech proteint vyssi nez buriky diploidni.
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1 Uvod

Molekula DNA zajistuje prenos genetické informace na nasledujici generace v procesu
replikace. DNA je neustale vystavovana vlivam vnéjsiho i vnitiniho prostredi, které mohou vést k jejimu
poskozeni a nasledné i ke vzniku malignich bun¢k. Podle typu a rozsahu poskozeni jsou uplatiiovany
rizné mechanismy oprav DNA, jakymi jsou bazova excizni oprava, nukleotidova excizni oprava,
korekce parovani bazi, homologni rekombinace nebo nehomologni spojovani konca.

V predkladané praci jsem se v prehledové casti zamérila na strukturu DNA, jeji replikaci
a opravy. Dale jsem se zabyvala moznostmi analyzy obsahu proteinu a aktivity uracilovych DNA
glykosylaz, kter¢ hraji diilezitou ulohu v bazov¢ excizni opravé. V experimentalni ¢asti jsem detekovala
a kvantifikovala vybran¢ proteiny ucastnici se syntézy a oprav DNA v riznych bunéénych liniich, a to
jak nadorovych, tak i1 diploidnich. Soudasn¢ jsem v ramci své prace provedla imunofluorescenéni
experimenty zaméfené na lokalizaci sledovanych proteini v buikach a méfeni aktivity uracilovych
DNA glykosylaz. Na zavér jsem provedla korelativni analyzu mezi jednotlivymi sledovanymi proteiny

a rovn¢z mezi obsahem UNG?2 a aktivitou uracilovych DNA glykosylaz.



2 Cile prace

L.

W

Vypracovani literarni reSerSe na téma: DNA — jeji struktura, replikace a opravy zpusoby hodnoceni

obsahu proteint a aktivity uracilové DNA glykosylazy.

. Vypracovani literarni reSerSe na téma: Bunééna senescence a zakladni znaky nadorovych

a senescentnich bunék.

. Provedeni srovnavaci analyzy vybranych proteini ucastnicich se syntézy a oprav jaderné DNA

u riznych lidskych bunéénych linii.
Nalezeni ptipadnych rozdilii mezi rostoucimi, senescentnimi a nadorovymi burikami pomoci analyzy
proteinového obsahu, mikroskopickych lokalizacnich experimentt a ve vybranych pripadech pomoci

analyzy enzymové aktivity.



3 Literarni prehled

3.1 Struktura DNA

Na pocatku 50. let 20. stoleti bylo diky vyzkumu Rosalind Franklin objasnéno, Ze molekula
DNA se sklada ze dvou vlaken, ktera jsou usporadana do dvousroubovice (Franklin ef Gosling, 1953).
Tyto klicové poznatky pak umoznily Jamesi Watsonovi a Francisi Crickovi objasnit strukturu DNA
a zacit uvazovat o molekule DNA jako o nositelce genetické informace (Watson et Crick, 1953).

Jak bylo predeslano, molekula DNA se sklada ze dvou vlaken uspofadanych do dvousroubovice.
Retézec na 3” konci konéi hydroxylovou skupinou a na 5° konci fosfatovou skupinou (Alberts ef al.,
2002). Kazdé¢ vlakno je tvoreno nukleotidy spojenymi fosfodiestrovymi vazbami. Nukleotidy jsou
slozeny z baze, kterou muze byt — adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a tymin (T) sacharidu 2" -deoxy-
D-ribozy a fosfatové skupiny (Zhang ez Yang, 2019). Poradi nukleotidi ve vlakné DNA je oznaovano
jako primarni struktura DNA. Sekundami struktura DNA je zaloZena na parovani bazi v protilehlych
fetézcich (Ghannam ef al., 2021). Ty jsou spojeny vodikovymi mustky. Nukleotidy jsou k sobé vazany
na zakladé komplementarity. Zatimco adenin vytvari par s tyminem pomoci dvou vodikovych mustkd,
guanin se paruje s cytosinem pomoci tfi vodikovych mustka. To odpovida Chargaffovu pravidlu
(Chargaff et al. 1949, Chargaff, 1951), které fika, Ze pocet adeninu se rovna poétu tymind a pocet
guaninil se rovna poctu cytosint. Soucasné plati, ze ob¢ baze se na protilehlych fetézcich mohou parovat
pouze, pokud jsou fetézce antiparalelni (Alberts ef al., 2002).

V lidskych buiikach se DNA nachazi predevs§im v jadre, kde je spojena s histony (H1, H2A,
H2B, H3 a H4) a dal$imi proteiny. Cely tento komplex je nazyvan chromatin (Stein ef Farber 1972; van
Holde, 1988). T¢sna vazba mezi DNA a histony je dana rozdilnym nabojem. Zatimco DNA je diky
pfitomnosti fosfatovych skupin nabita negativné, histony nesou pozitivini naboj (Annunziato, 2008).

Krom¢ jadra se DNA nachazi rovnéz v mitochondriich (Heuer, 2021).

3.2 Bunécny cyklus a replikace DNA

DNA je nositelkou genetické informace organismu (Alberts ef al., 2002) Jeji presnou duplikaci
a segregaci do dcefinych bun¢k je zajiSténa kontinuita genetické informace (Noguchi, 2010). Tento
dalezity krok se odehrava v pribéhu bunééného cyklu, ktery se d€li na dvé hlavni faze: interfazi
a mitozu. Béhem interfaze se buriky pfipravuji na bunécéné déleni a syntézuji DNA. V priibéhu mitozy
pak dochazi k segregaci DNA do dcefinych bun¢k a k fyzickému rozdéleni matefské buriky na dvé
dcefiné. Interfaze je rozdélena na fazi G1 (gap 1), S a G2 (gap 2; viz obr. 1). Béhem G1 faze se burky
pripravuji na synt¢zu DNA. Pokud jsou podminky pro syntézu nepfiznivé, muze burika vstoupit do
klidové faze (GO). V opa¢ném pripad¢ vstupuje buika do S faze a dochazi k syntéze DNA. Béhem faze
G2 pak dochazi k pripravé buiikky na bunééné déleni (Alberts ef al., 2002).
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Obrazek 1 Schéma bunécného cyklu a jeho regulace cykliny a Cdk
Prevzato a upraveno z: 2.10 The cell cycle [online] [navstiveno 16. 04. 2023]. Dostupné
z https://www linkedin.com/pulse/210-cell-cycle-epun-dissanayake.

Bunéény cyklus je fizen zejména cyklin-dependentnimi kinazami (CDK), kter¢ jsou regulovany
cykliny a Cdk inhibitory (Bamum ef O’Connell, 2014; Collins et al., 1997). Cykliny tvofi s Cdk
komplex cyklin/Cdk a spolecné reguluji pruchod buné¢k pfes jednotlivé faze bunécného cyklu (viz obr.
1) (Malumbres, 2014). Nejprve je v G1 fazi cykliny typu D aktivovana Cdk4/6 kinaza. Syntéza cyklinu
D je regulovana extracelulamimi vlivy, napf. mitogennimi signaly (Ding et al., 2009). Aktivni komplex
cyklin D/Cdk4/6 iniciuje fosforylaci a inaktivaci retinoblastomového proteinu (pRB), a tim aktivaci E2F
transkripcnich faktord (Ding et al, 2009; Jaskova, 2010). Vysledkem je exprese cyklini E, A, B
a dalSich genu potiebnych v S a M fazi. V pozdé&jsi casti Gl faze dochazi k aktivaci Cdk2 kinazy
cyklinem E a dalsi fosforylaci pRB proteinu. To umoziuje piechod bun¢k do S faze. V S fazi dochazi
k vyméné cyklinu E za cyklin A a vytvofeni cyklinu A/Cdk2 kinazy. Tento komplex umoziuje prichod
bun¢k S fazi, jeji ukonéeni fosforylaci CDC6 a E2F1 proteint a pifechod bun¢k do G2 faze (Ding et al.,
2020). V G2 fazi ptusobi komplex cyklinu A/Cdk1 kinazy a cyklinu B/Cdk]1, které umoziuji prichod
bun¢k G2 fazi a jejich vstup do M faze (Chotiner et al., 2019; Li et al., 2019).

Prichod bunécnym cyklem rovnéz podléha regulacim v kontrolnich bodech (Funk, 2006). Prvni
kontrolni bod, ktery je oznaovan jako restrikéni, se nachazi ve fazi G1. Pro priichod restrikénim bodem
je nezbytna pritomnost rustovych faktori. Po jeho prekroceni jiz nejsou rustove faktory potreba (Pardee,
1974). Nasledujici kontrolni bod je v G1/S fazi. Pro jeho piekonani je nutna absence poskozeni DNA

(Barnum et al., 2014). Poskozeni DNA rovnéz limituje pruchod kontrolnim bodem na prechodu G2
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a M faze (Yam et al., 2022). V poslednim kontrolnim bod¢ se kontroluje usporadani déliciho vieténka
ve fazi M. Pro pruchod buriky timto bodem je dulezité bezchybné pripojeni kinetochorti chromozomu
k mikrotubulim d¢liciho vieténka (Lara-Gonzalez ef al., 2012).

Syntéza DNA (viz obr. 2) zac¢ina ve specifickych mistech genomu zvanych replikacni pocatky,
kterych se v eukaryotickych organismech nachazi velké mnozstvi (O’Donnell ef al., 2013). Jiz béhem
G1 faze dochazi k vytvareni tzv. pre-replika¢nich komplexi. Tento proces se nazyva licencovani
replikacnich pocatka (Moldovan ef al., 2007). Nejdrive se k replikaénim pocatkam vaze komplex Sesti
proteinu — tzv. origin recognition complex (ORC1-6) (Chesnokov, 2007). K ORC se pak vaze Cdc6
protein a spolu pak tvofi platformu pro Cdtl a MCM2-7 (minichromosome maintance protein complex)
komplex. Tato reakce vyzaduje ATP ajejim vysledkem je vytvoreni komplexu Orc-Cdc6-Cdt1-MCM2-
7 (OCCM). Po nasledné¢ hydrolyze ATP dochazi k uvolnéni Cdtl proteinu (Yuan et al., 2017).
K aktivaci MCM2-7 helikazy, ktera zajistuje rozvolnéni dvousroubovice DNA, dochazi az v S fazi
bunécného cyklu, kdy jsou replikacni pocéatky aktivovany vlivem CDK/DDK kinaz (cyklin dependentni
kinazy/ Dfb4 dependentni protein kinazy) (Stillman, 1996; Bell et Dutta, 2002; Yuan ef al., 2017).
MCM2-7 helikaza je aktivovana vazbou dalSich proteinu, Cdc45 proteinu a GINS komplexu
(z japonského vyrazu go-ichi-ni-san, v piekladu 5-1-2-3, po ¢étyfech podjednotkach komplexu SlIdS5,
Psfl, Psf2 a Psf3) a vytvorenim tzv. CMG komplexu (Dang ef Li, 2011; Onesti e MacNeill, 2013;
Langston ef al., 2014). Pro pocateéni rozvolnéni DNA v misté pocatku je nutny rovnéz protein —
MCMI10 (Baxley et Bielinsky, 2017). Rozvolnénim dvousroubovice DNA se vytvari replikacni vidlicka
obsahujici dva jednovlaknové templatove fetézce. Pri rozvoliiovani dvousroubovice hraji dulezitou roli
topoizomerazy, které snizuji tenze Sroubovice DNA (Champoux, 2001).

V prubéhu replikace jsou jednovlaknové useky DNA stabilizovany pomoci heterotrimerniho
proteinového komplexu ozna¢ovaného jako replikacni protein A (RPA) (Wold ef Kelly, 1988). Komplex
proteina zabezpecujici duplikaci DNA se souhmné nazyva jako replizom (Jones ef al., 2021).

Syntéza DNA je zahajena syntézou kratkého RNA primeru (10-200 bp), ktery je pozdé&ji
odbouran. DNA polymerazy umi syntetizovat fetézce pouze ve sméru od 5 konce ke 3 konci, pficemz
ve sméru 325 vykazuji opravnou (tzv. proofreading) aktivitu (Bebenek et Ziuzia-Graczyk, 2018).
Vazbu DNA polymeraz na vlakno DNA zajistuje proliferaéni antigen bunécné¢ho jadra (PCNA)
(Stillman, 2008). V pripad¢ syntézy vedouciho fetézce (s predlohovym fetézcem orienovanym sméru
3= 5’) probiha syntéza DNA pomoci polymerazy & kontinualn¢. Druhé vlakno, oznaované jako
opozd'ujici, je syntetizovano diskontinualné¢ polymerazou 6. Opozd'ujici vlakno je syntetizovano po
kratkych usecich, tzv. Okazakiho fragmentech (Okazaki ef al., 1968). Nejprve komplex primaza a DNA
polymeraza a syntetizuji kratky RNA primer (primaza) a kratky ret€ézec DNA (polymeraza o) (Nufiez-
Ramirez et al., 2011). Nasledn¢ DNA polymeraza 6 dosyntetizuje vlakno DNA k sousednimu RNA
primeru (McElhinny ef al., 2008) a RNA primery jsou odstranény pomoci enzymu RNaza H
a FEN1 (Balakrishnan ef Bambara, 2013). Casti nasyntetizované DNA jsou poté spojeny DNA ligazou
I (Goulian et al., 1990).



Béhem kazdého replikacniho cyklu dochazi ke zkracovani koncovych casti chromosomu -
telomer (Whittemore ef al., 2019). Divodem je fakt, Ze DNA polymerazy nejsou schopny zahdjit
syntézu DNA na jednovlaknové predloze. Telomery predstavuji DNA-proteinové komplexy a chrani
genom pred degradaci a interchromozomalni fuzi. Telomericka lidskda DNA je tvofena opakujicimi se
sekvencemi TTAGGG, kter¢ interaguji se specifickymi proteiny a vytvofi smyckovou konformaci, ktera
chrani chromozomalni konce (Shammas, 2011). Jelikoz kazdym délenim se telomericka DNA zkracuje,
doslo by postupné k degradaci chromozomi a bunééné smrti. Proto v pripadé nékterych bunck
(napriklad zarode¢né nebo hematopoetické bunky) dochazi k prodluzovani telomer pomoci reverzni

transkriptazy oznacované jako telomeraza (Shammas, 2011).
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Prevzato a upraveno z: How is DNA replicated? [online] [navstiveno 15. 10. 2022]. Dostupné z:
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3.3 Opravy DNA

DNA bun¢k je neustale vystavena ruiznym exogennim a endogennim vlivim vedoucim
k velkému mnozstvi poskozeni a mutaci, které mohou vyustit ve vytvoreni malignich bun¢k (Jackson et
Loeb, 2001). K exogennim vlivim patfi naptiklad pisobeni fyzikalnich nebo chemickych mutagent,
které vedou napft. ke vzniku jedno (SSB) nebo dvouvlaknovych zloma (DSB) v DNA (Lindahl, 1993).
K poskozeni DNA vede rovnéz celd fada endogennich vlivi. Typickym piikladem je pusobeni
reaktivnich kyslikovych radikalu (ROS) a dalsich reaktivnich metabolita (Epe, 2002). To ma za nasledek
napt. depurinaci/depyrimidinaci (Lindahl et Nyberg, 1972) nebo ztratu aminovych skupin z adeninu,
guaninu a cytosinu, kdy nasledné¢ vznika hypoxantin, xantin a uracil. Vznik uracilové baze muze tak

béhem nasledné replikace zpiisobit napf. bodovou mutaci, kdy je misto guaninu do fetézce zarazen



adenin (Frederico et al., 1990). Krom¢ toho mohou vznikat tzv. adukty (Casti DNA, které jsou
kovalentn¢ pfipojeny k chemickému cinidlu — napt. acetaldehydu) (Rajalakshmi er al., 2015), rovnéz
dochazi ke vzniku vazeb mezi proteiny a DNA (Martin, 2008). V zavislosti na rozsahu poskozeni je
spustén konkrétni typ opravy (Sirbu et Cortez, 2013), kterych v burikach existuje nékolik — excizni
opravy (bazova excizni oprava a nukleotidova excizni oprava) (Hoeijmakers, 2001; David ef al., 2007),
homologni rekombinace (San Filippo ef al., 2008), korekce parovani bazi (MMR) (Jiricny, 2006), nebo
nchomologni spojovani konct (NHEJ) (Lieber, 2008). Krom¢ toho je fada chyb vzniklych béhem
replikace DNA opravena korekcni aktivitou DNA polymerazy (,,proofreading™) (Bebenek ef Ziuzia-
Graczyk, 2018). Chyby v DNA, které nejsou opraveny, mohou vést ke genomovym aberacim a mutacim
ovliviiyjicim bunéénou funkci (Jackson er Bartek, 2009) a jsou hlavnim plivodcem vzniku nadorovych

onemocnéni (Alhmoud ef al., 2020).

3.3.1 Bazova excizni oprava

Jednou z hlavnich strategii odstrainovani a oprav jedné az n¢kolika bazi (Sung ef Demple, 2006)
je bazova excizni oprava (BER; viz obr. 3). Zpravidla se jedna o poskozeni vzniklé deaminaci, oxidaci
nebo metylaci. Ve vétSin€ pripadu se vSak jedna o spontanni poskozeni molekuly DNA (Lindahl, 1993).
Cely proces zahmuje fadu enzymu, které zabezpecuji odstranéni a nahrazeni poskozené nukleotidové
baze. Na zaklad¢ délky opravovaného fragmentu a proteint ucastnicich se celé kaskady rozliSujeme
takzvanou ,,short-patch BER* (oprava jednoho nukleotidu) a ,,long-patch BER* (oprava 2-6 nukleotidi)
(Sattler et al., 2003). Kli¢ovymi enzymy BER jsou DNA glykosylazy (Jacobs ef Schar, 2011). Ty
rozeznavaji a odstranuji poskozenou bazi hydrolyzou N-glykosidické vazby za vzniku abazického mista
(AP-misto). AP-endonukleaza 1 (APE1l) stépi fosfodiesterové vlakno na 5° konci AP-mista a
deoxyribonukleazovy zbytek na 5° konci je odstranén 5° deoxyribofosfatazou (dRPase) (Beard ef al.,
2006; Dianov et Hiibscher, 2013; Ligasova et al., 2021). Vlakno DNA tak obsahuje zlom, ktery ma na
svém 3’ konci hydroxylovou skupinu a na 5 konci deoxyribosylfosfat bez baze. Souhmné tyto enzymy
iniciuji bazovou excizni opravu velkého mnozstvi 1€zi, kdy je kazda rozeznavana jednou nebo n¢kolika
glykosylazami s prekryvajicimi se specifickymi funkcemi (Krokan ez Bjoras, 2013, Almeida et Sobol,
2007). Dal$im dulezitym enzymem BER je DNA polymeraza 3, ktera vklada do fet¢zce DNA na zaklad¢
parovani bazi spravny nukleotid. Vlakno je nasledné spojeno DNA ligazou III (Srivastava ef al., 1998).

Popsany zpusob pfedstavuje tzv. ,,short-patch* BER.
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Obrizek 3 Schéma bdzové exciznf opravy
Prevzato a upraveno z Biedermann et al., 2011.

V druhé zminovang strategii - ,long-patch® BER, je nahrazovana ¢ast vlakna DNA s minimalni
délkou dvou nukleotidi, bézné 2-6 nukleotidti (Fortini ef al, 1998). V tomto pfipadé mize byt syntéza
DNA katalyzovana DNA polymerazou 3 nebo DNA polymerazou 6/ (Fortini et al., 1998, Pascucci et
al., 1999). Pro tento zpusob BER opravy je dulezity taky PCNA protein, ktery zajiS§tuje stabilizaci
dlouhych nukleotidovych sekvenci (Fortini et al, 1998). Nukleotidova sekvence je odstranéna flap
endonukleazou (FEN-1) a vlakno je poté spojeno DNA ligazou I (Lindahl, 1999).

3.3.2 Dalsi zpiisoby oprav DNA

Krom¢ BER existuje fada dalSich strategii oprav poskozené DNA. Napiiklad oprava velkych
1ézi na molekule DNA zpusobenych UV zafenim, mutageny nebo chemoterapeutiky, probiha pomoci
nukleotidové excizni opravy (NER). Cely pribéh NER zabezpecuje nejméngé tricet proteint (Koellner
et al., 2018). Jako prvni rozeznavaji poskozeni v DNA proteiny Xenoderma pigmentosum C (XPC),
replikacni protein A (RPA) a Xenoderma pigmentosum A (XPA), které pomahaji navazat opravny
komplex transkripcniho faktoru II H (TFIIH) k poskozenému mistu DNA (Volker ef al., 2001). Tento
komplex disponuje helikazovou aktivitou a odd€luje od sebe vlakna DNA (Sancar, 1996). Proteiny
Xenoderma pigmentosum F (XPF) a Xenoderma pigmentosum G (XPG) pak pomoci endonukleazove
aktivity (Graf et al., 2011) odstraiiuje oligodeoxynukleotid. Na zakladé komplementarity nasledné
zaplni vzniklou mezeru DNA polymeraza. V pripad¢ proliferujicich bunék tuto roli plni DNA
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polymeraza d/e, v pripad¢ neproliferujicich bunék, DNA polymeraza «/A (Wood, 1997; Lehmann,
2011). Vldkno nakonec spoji DNA ligaza (Araujo et al., 2001).

Chyby, které¢ vznikaji béhem replikace DNA, a které uniknou kontrolnimu ¢teni polymerazy
(proofreading), jsou Casto opravovany pomoci korekce parovani bazi (Kunkel ef Erie, 2005). Nespravné
zatazeny nukleotid je rozeznavan proteinem MutSa nebo MutSP, pfi¢emz protein PCNA reaguje
sdalsimi komponenty drahy MMR véetn¢ homologi MutS a Mutl, exonukledzou I
a polymerazou 6. Vlivem exonukleazy I dochazi k odstranéni nespravné zarazeného nukleotidu (Hsich
et Zhang, 2017) a polymerazou & je nasledné zafazen spravny nukleotid (Goellner ef al., 2015). Retézec
je spojen DNA ligazou I (Bleichert ef al., 2017).

Dalsim zptlisobem opravy poskozené DNA je homologni rekombinace (HR), ktera se uplatiuje
v pripad¢ oprav dvouvlaknovych zlomu nebo tzv. kfizovych vazeb v DNA (interstrand crosslinks)
(Hashimoto ef al., 2016). Cilem této opravy je zachovani genetické informace, kterou nesou sesterské
chromatidy nebo homologni chromozomy (Wright ef a/., 2018). HR vyuziva homologni sekvenci na
protein Rad51, ktery katalyzuje vyhledavani homologni sekvence a vyménu vlakna DNA (Li ef Heyer,
2008). Tento zpusob opravy se uplatiiuje pouze v pozdni S a G2 fazi bunééného cyklu. HR probiha
v nékolika fazich (Krejci et al., 2012). V presynaptické fazi se Rad51 protein navaze na jednovlaknovou
DNA (ssDNA) vzniklou odstranénim vlakna na 5° konci na DSB nebo kfizové vazby v DNA (Hinz,
2010). V synaptické fazi Rad51 protein usnadiuje vytvofeni spojeni mezi homolognim duplexem DNA,
ktery slouzi jako templat, a vlaknem DNA, kter¢ tento duplex napada. Vznika heteroduplex DNA (tzv.
D-smycka). Nasleduje faze post-synapse, kdy je podle 3° konce napadajiciho vlakna syntetizovana
DNA. Rad51 protein se odpoji od molekuly DNA a dojde k odhaleni 3" OH konce, ktery je nutny pro
syntézu DNA (Krejci et al., 2012). DSB jsou rovnéz velmi Casto opravovany pomoci nechomologniho
spojovani koncti. NHEJ opravuje témér vSechny DSB mimo S a G2 fazi a kolem 80 % DSB v S a G2
fazi, pokud DSB nejsou v blizkosti replikaéni vidlicky (Pannunzio, 2017). Rovnéz nevyzaduje zZadného
homologa jako HR. Dulezitym proteinem v této opravné draze je heterodimerni protein Ku (Ku70/80),
ktery rozeznava DSB a vaze se k jejich konctiim. Protein Ku zaroven vaze katalytickou podjednotku
DNA dependentni protein kinazy (DNA-PKcs), kterou zaroven aktivuje. Tim dojde ke vzniku
holoenzymu DNA-dependentni protein kinazy (DNA-PK) (Gottlieb ez Jackson, 1993). Konce zlomu,
které jsou pokryty DNA-PK jsou vystaveny pusobeni nukleazy Artemis spoleéné s polynukleotidovou
kinazou/fosfatazou (PNKP), Aprataxinu a PNKP podobnému proteinu (APLF) (Lieber, 2010; Gazo et
al., 2020). Nasledn¢ dochazi ke spojeni zlomu pomoci proteinu umoznujicimu interakce DNA ligazy
IV béhem NHEJ (XRCC4; X-ray repair cross-complementing protein 4) a DNA ligazy IV (Reid ez al.,
2015).



3.4 Zptsoby hodnoceni obsahu proteini a aktivity uracilové DNA
glykosylazy

3.4.1 Analyza obsahu proteinii

Proteinova analyza je nezbytna pro uréeni funkce proteint. Jeji velmi dilezitou soucasti je

kvantifikace proteinti (Boodhun, 2018).

34.1.1 SDS-PAGE a Western blot

SDS-PAGE je jednou =z nejpouzivangjSich metod pro rozd€leni jednotlivych proteinu
z proteinovych smési (Walker, 2002). Studované proteiny jsou smichany s dodecylsulfatem sodnym
(SDS), ktery je rozvolni a doda jim zaporny naboj. Diky elektrickému proudu dochazi k pohybu proteint
skrz porovity akrylamidovy gel a jejich rozdéleni na zakladé molekulové hmotnosti (Walker, 2002).
Tento krok je nedilnou soucasti Western blotu (WB) (viz obr. 4), ktery je ¢asto pouzivanou metodou
pro kvantifikaci a identifikaci proteint (Degasperi ef al., 2014). V pripad¢ western blotu se detekuji
proteiny prenesené na membranu pomoci vazby specifickych protilatek. Western blot byl vyvinut
z metody Southern blotu pouzivané pro detekci specifickych sekvenci DNA separovanych gelovou

elektroforézou (Klionsky, 2017).
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eile

Detekce pomoci Inkubace se Inkubace s primarni
zarizeni sekundarni protilatkou
protilatkou

Obrazek 4 Schématické znazornéni jednotlivych kroki western blotu
Prevzato a upraveno z: Western blot — Aquaportail. [online] [navstiveno 20. 10. 2022]. Dostupné
z: https://www .aquaportail.com/definition-9337-western-blot html.

Jesté pred samotnym elektroforetickym rozdélenim proteint je nutné pripravit vzorky proteind,
napiiklad extrakci proteini ze studované tkané/bunck a naslednym rozbitim bunéénych membran
pomoci homogenizacnich technik (Goldberg, 2008). Tkané/buiiky by mély byt homogenizovany

v pufru, ktery soucasné zajisti rozpusténi a zachovani cilovych proteini. Lyze bunéénych membran
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homogenizaci soucasné uvoliluje proteazy, kinazy a fosfatazy. Z toho diavodu jsou soucasti lyzacnich
roztoku inhibitory, které¢ snizuji aktivitu téchto enzymi (Grabski, 2009). Nasledn€ je nutné stanovit
mnozstvi proteini v pfipravenych lyzatech. Méfeni obsahu proteini je zpravidla zalozeno na
determinaci dusiku, peptidovych vazeb nebo aromatickych aminokyselin pomoci ruznych metod (Chang
et Zhang, 2017). Prikladem je Biuretova metoda, Lowryho metoda, stanoveni koncentrace proteint
pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA) nebo stanoveni koncentrace proteini v UV spektru (Chang et
Zhang, 2017; Okutucu et al., 2007). Prehled nékterych metod pro stanoveni mnozstvi proteint ve
vzorcich je uveden v tabulce 1.

Western blot se provadi ve ¢tyfech zakladnich po sob¢€ nasledujicich krocich (viz obr. 4). Prvnim
krokem je naneseni vzorki. Jesté pred samotnym nanesenim na gel je ke vzorkium pfidan Laemmliho
pufr (Laemmli, 1970) obsahujici f-merkaptoetanol, ktery rozrusuje disulfidické vazby (Anfinsen, 1973).
Soucasné je ke vzorkim pridan SDS. Ten dodava proteiniim zaporny naboj a umoziuje jejich separaci
v elektrickém poli. Jednotlivé proteiny se pak déli na zakladé své molekulové hmotnosti (Smith, 1984).
Druhym krokem je samotna separace vzorki v polyakrylamidové gelové elektroforéze.
Polyakrylamidovy gel je tvofen polymerizovanymi akrylamidovymi monomery s monomery
zesitovaného N, N'-metylenbisakrylamidu (Raymond e Weintraub, 1959). K rozd¢€leni proteinovych
vzorkt dochazi v pribéhu priuchodu proteint pory v gelu (Ornstein, 1964). Gel je tvoren ze separaéniho
a zaostfovaciho gelu. Zaostfovaci gel tvofi horni vrstvu a slouzi k zaostfeni proteint do uzké zony pred
vstupem do separacniho gelu. K rozdéleni proteini dochazi az v separacnim gelu. Celkové toto
usporadani zajiStuje dostateCnou separaci a vysoké rozliseni rozdélenych proteini (Davis, 1964;
Ornstein, 1964). Migrace proteinti gelem je urCovana velikosti pori, nabojem a velikosti proteint
(Gallagher, 2007). V nasledném, tfetim kroku, jsou proteiny elektroforeticky preneseny na membranu
(Towbin e al., 1979). Nejcastéji jsou pouzivany membrany polyvinylidendifluoridové (PVDF) nebo
nitroceluldzoveé (Towbin ef al., 1979). Nitrocelul6zova membrana ma vyssi schopnost vazat proteiny
s malymi molekulovymi hmotnostmi (Xiang ef al., 2021). Oproti PVDF membrané je sni ovSem
zhodnoceni efektivity prfenosu proteini je mozné gel nebo membranu obarvit napfiklad pomoci
Coomasie nebo Ponceau S (Welinder ef Ekblad, 2011).

Velmi dalezitou soucasti WB je blokovani membrany, které zabraiuje nespecifické vazbé
protilatek na membranu, a tim dochazi ke snizeni pozadi (Jensen, 2012). K tomuto ucéelu je mozné pouzit
naptiklad nizkotu¢né susené mléko nebo hovézi sérovy albumin (BSA, z anglického, ,,bovine serum
albumin®, Mahmood ef Yang, 2012). Poslednim krokem WB je detekce proteinti pomoci specifickych
protilatek. Pouziva se zejména systém detekce zaloZzeny na dvou protilatkach. Nejdfive je membrana
s pfenesenymi proteiny inkubovana s primarni protilatkou (Bass ef al., 2017). Ta by méla byt citliva
anatolik specificka, aby dokazala detekovat sledovany protein (Tino et al., 2000). Nasledné se inkubuje

membrana se sekundarni protilatkou, ktera se vaze na protilatku primarni. Sekundarni protilatka byva
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Tabulka 1 Porovnani n¢kterych metod pro stanoveni mnozstvi celkovych proteinti v bunéénych lyzatech

Metoda Princip Vyhody Nevyhody
Chelatace médnat¢ho iontu imidovymi | Vysoka presnost, nezavisla na | Potieba velkého mnozstvi vzorku (2 ml)
strukturami ionizovanymi v silng alkalickém | aminokyselinovém slozeni, malé mnozstvi | (Gomall ez al., 1949)
Biuretova | prostiedi za vzniku biuretu, ktery vytvari | interferujicich latek (Kumbar es Vrsanska, 2015;
cerveno-fialovy komplex s médi (Fine, 1935; | Okutucu et al., 2007)
Pec et al., 2008).
Zalozena na biuretové reakci, navic vyuziva | Vyssi citlivost nez Biuretova metoda (Shen, | Komplikovana a ¢asové naro¢na metoda,
Lowryho Folin-Ciocaulteuovo ¢inidlo (Lowry ef al., | 2019) vyzaduje vice kroku a reagencii nez
1951) BCA, mnoho interferenta (Shen, 2019,
Kumbar ef Vrsanska, 2015)
Redukce Cu®*" ionti na Cu® v alkalickém | Dobra citlivost (0,5-10 pg), s reakci neinterferuji | Barva neni stabilni — pfitomnost slozek
roztoku, ke které dochazi v piitomnosti | neionogenni detergenty a pufrové soli (Chang et | schopnych redukce Cu**na Cu” vede ke
BCA zbytkti aminokyselin tyrosinu, cysteinu nebo | Zhang, 2017, Walker, 1996) zmén¢ barvy.
tryptofanu v proteinovém vzorku. BCA Mezi interferenty patfi redukujici
reaguje s redukovanymi Cu” ionty za vzniku sacharidy (Chang ef Zhang, 2017)
modro-fialového komplexu (Walker, 1996).
Proteiny, které¢ obsahuji vedlejsi fetézce | Rychla a nedestruktivni metoda, relativné citliva | Vyzaduje relativné  Cisté, bezbarvé
UV (280 | tyrosinu a tryptofanu, absorbuji svétlo v UV | (je potieba 100 pg proteinu) (Chang er Zhang, | vzorky (Chang et Zhang, 2017; Olson et
nm) oblasti pfi 275-280 nm a je mozn¢ je stanovit | 2017) Markwell, 2007)

spektrofotometricky (Pe¢ ef al., 2008).
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znaéena fluorescenéné nebo enzymaticky, napriklad kifenovou peroxidazou (HRP) nebo alkalickou
fosfatazou (AP) (Bronstein er al., 1989; Kricka, 1991; Bass ef al., 2017). Pouziti sekundami protilatky
umoziuje zvyseni signalu (Bass et al., 2017). V pfipadé enzymaticky znacenych protilatek pridanim
vhodného substratu dochazi v misté sledovaného proteinu ke vzniku produktu, ktery je detekovan
pomoci dokumentaéniho zarizeni. V pripadé HRP se jako substrat ¢asto pouzivaji latky zalozené na
luminolu. V pfitomnosti HRP luminol oxiduje a vytvari excitovany produkt, ktery emituje svétlo pfi
navratu do puvodniho stavu. Jakmile je substrat vycerpan, dochazi k ubytku signalu. Signal je nasledné
vyhodnocen pomoci zobrazovacich technik (Alegria-Schaffer, 2014). V pfipad¢ alkalické fosfatazy je
jako substrat vyuzivan 1,2-dioxetan, ktery je defosforylovan alkalickou fosfatazou. Vznika dioxetanovy
anion a dochazi k emisi svétla, ktera je detekovana pomoci spektrofluorometru (Bronstein ef al., 1989).
K detekci proteinii je mozné také pouzit fluorescencni DNA aptamery. Jedna se o kratké
oligonukleotidy, které se vazi k cilovym strukturam s vysokou afinitou a specifitou, ¢imz vytvareji
terciami struktury (Wang et al., 2020). Prouzky vznikl¢ separaci jsou porovnavany se standardem
molekulové hmotnosti. Podle integrované intenzity prouzku lze odhadnout mnozstvi proteinu ve vzorku

(Mahmood et Yang, 2012; Silva et McMahon, 2014).

3.4.1.2 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Kvantifikace proteinti muze byt provedena rovnéz pomoci ELISA (imunoenzymaticka analyza)
(Engvall er Perlmann, 1971). Tato metoda umoziiuje analyzu proteini vzorku imobilizovanych na
mikrodesti¢ce pomoci specifickych protilatek. Existuje nékolik typu ELISA provedeni — pifima,
nepfima, sendviCova a kompetitivni (viz obr. 5). V pripadé¢ pfimé ELISA, je protilatka pfimo
konjugovana s enzymem. Signal muze byt amplifikovan pridanim sekundarni protilatky, coz je pripad
nepfimé ELISA metody (Lin, 2015). Nejpouzivanéj§im provedenim je sendviova analyza, kdy je
zkoumany analyt umistén mezi dvéma primarnimi protilatkami detekujicimi rizné epitopy antigenu
(Fermando er Wilson, 1992). Tento pfistup umoznuje nejvyssi citlivost pro detekci antigenu
v komplexnim vzorku (Lin, 2015). V pfipad¢ kompetitivni ELISA je na pevny nosi¢ prichycen
specificky antigen a ten je nasledné rozeznavan analyzovanou protilatkou. Poté, co je specificky antigen
navazan na nosi¢, dojde k promyti a je pridan analyzovany vzorek spolecné s protilatkou, ktera nese
enzym. Pokud vzorek obsahuje protilatku, ktera reaguje s pfichycenym antigenem, tak tato protilatka
soutdzi se znadenou protilatkou o vazbu na pfichyceném antigenu. Cim vice protilatky vzorek obsahuje,
tim vice se tato protilatka vaZe na antigen, a tim mens$i signal poskytuji enzymem znacené protilatky
(Mostek, 2020).
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Obrazek S Schéma provedeni riznych typt metody ELISA

Prevzato a upraveno z: Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). [online] [navstiveno 22. 10.
2022]. Dostupné z: https://www creative-proteomics.com/pronalyse/enzyme-linked-immunosorbent-
assay-elisa-service.html.

3.4.2 Analyza aktivity glykosylaz vyStépujicich uracil

Uracilové DNA glykosylazy jsou enzymy ucastnici se bazové excizni opravy (viz podkapitola
3.3.1). Pro méfeni jejich aktivity byla vyvinuta cela fada metod zahmujici napriklad radioaktivni znaceni
vyuzivajici substraty DNA obsahujici ['H]-dUMP a schopnost UNG §tépit uracil v téchto substratech
(Krokan et Wittwer, 1981). Krokan a Wittwer zjistili, Ze UNG nejlépe §tépila DNA obsahujici [*H]-
dUMP uvniti fetézce, na rozdil od jeho umisténi na 3'-OH konci. Vystépovani ['H]-dUMP se vyrazné
snizilo, kdyz byl deoxynukleosid monofosfat (dNMP) nahrazen odpovidajicimi ribonukleosid
monofosfaty (rNMP) (Krokan et Wittwer, 1981; Grin et al., 2009). Nevyhodou popsané metody je
nutnost pouziti radioaktivnich izotopii vodiku.

Nekteré metody vyuzivaji pro analyzu glykosylazové aktivity fluorescencni sondy. Napftiklad
Maksimenko s kolektivem (Maksimenko ef al., 2004) vyvinul metodu vyuzivajici tzv. molekularni
majak. Jedna se o jednovlaknovy DNA oligonukleotid znaceny na 5’-konci fluoresceinem a na 3’-konci
dabcylem (zhase¢ fluorescence). Tento oligonukleotid ma soucasné¢ na obou koncich kratké
komplementarni sekvence, kter¢ obsahuji cilovou bazi, napf. uracil. Pusobenim enzymu
s glykosylazovou aktivitou dochazi k odstranéni modifikované baze, nasledné ke vzdaleni fluoroforu od
zhasece a ke zvyseni fluorescence. Vyhodou této metody je rychlost provedeni a moznost vyhodnoceni
pomoci bézné Ctecky desticek. Na druh¢ stran€ je tato metoda méng vhodna pro analyzu strukturalnich
aspekti jako napftiklad vliv zlomt v molekule DNA na aktivitu uracilové glykosylazy (Ligasova ef al.,
2021).

Lu a kolegové (Lu et al., 2015), analyzovali aktivitu UNG méfenim luminiscence po vytvoreni
G-kvadruplexu z neznacené dvouvlaknové sondy a navazani malé organické molekuly (DID-VP) na
oligonukleotid (viz obr. 6) (Lu et al., 2015). Jedna se o rychlou a jednoduchou metodu. Teoreticky je

mozné tuto metodu pouzit pro identifikaci inhibitord UNG.
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Obrazek 6 Schéma metody pro analyzu glykosylazové aktivity

Na obrazku je znazornéno schéma pro analyzu aktivity uracilovych glykosylaz pomoci G-kvadruplex
selektivni luminiscentni sondy DID-VP. U a A oznacuji uracil a adenin. Pfevzato a upraveno z Lu et al.,
2015.

Aktivitu UNG je také mozné¢ monitorovat pomoci inkorporovanych nukleotidi jako je
2-aminopurin (Stivers, 1998) nebo pyren (Ono et al., 2012). V prvnim pfipad¢ je do duplexu DNA vedle
uracilu inkorporovan 2-aminopurin. Vystépeni uracilu vede ke zmén¢ fluorescence 2-aminopurinu.
Velikost této zmény pak slouzi k analyze aktivity UNG (Stivers, 1998; Bellamy et Baldwin, 2001).
Nevyhodou metody je jeji vysoka zavislost na teploté (Stivers, 1998). V pfipad¢ pouziti pyrenu se
vyuziva schopnosti uracilu efektivné zhaset fluorescenci pyrenu (Ono ef al., 2012). Tuto metodu je
mozné pouzit naptiklad pro in vitro analyzu UNG aktivity s purifikovanymi enzymy, nebo pro analyzu
UNG aktivity u bakterialnich bunck. Navic, fluorescencni vlastnosti pyrenu umoziuji pfimé sledovani
bunécnych opravnych aktivit pomoci mikroskopie (Ono et al., 2012).

Velice rychlym zptisobem méteni glykosylazové aktivity je metoda vyuzivajici fluorescenéné
znaéené oligonukleotidy (ON) ukotvené na povrchu magnetickych kulicek pokrytych streptavidinem
(viz obr. 7). Oligonokleotidova sonda je slozena z kotviciho a krat§iho komplementarniho
oligonukleotidu. Kotvici oligonukleotid obsahuje biotin na 3" konci a fluorochrom 6-FAM (6-
karboxyfluorescein) na svém 5° konci. Komplementarni oligonukleotid ma na svém 3° konci zhasec
fluorescence — Black Hole Quencher 1 (BHQ-1). Soufasné ma ve svém fetézci uracil.
Oligonukleotidova sonda je inkubovana v roztoku obsahujicim enzym s glykosylazovou aktivitou
(napriklad bunéény nebo jaderny lyzat). Aktivitou tohoto enzymu je z oligonukleotidového tetézce
vysStépen uracil, ¢imZz dojde k destabilizaci oligonukleotidového komplexu a oddaleni molekul
fluorochromu 6-FAM a zhasece fluorescence BHQ-1. Vysledkem je postupny narist fluorescence
v ¢ase (Ligasova et al., 2021). Tato metoda umoziuje napiiklad méreni glykosylazové aktivity

v realném Case, a to jak v roztocich s purifikovanymi enzymy, tak i v bunéénych lyzatech. Navic, signal
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je mozné analyzovat pomoci ¢tecky desticek nebo pomoci fluorescenéni mikroskopie. Oproti
molekularnim majakim nebo volnym sondam poskytuje tato metoda vyuzivajici ukotvené sondy

mnohem spolehlivéjsi vysledky v piipadé analyzy bunécénych lyzath (Ligasova ef al., 2021).
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Obrazek 7 Schéma metody pro analyzu glykosyldzové aktivity

Na obrdzku je zndzornéna schéma sondy a principu metody pro analyzu glykosyldzové aktivity pomoc{
streptavidinem pokrytych magnetickych cdstic a oligonukleotidd s uracilem v fetézci. Prevzato a
upraveno z: Ligasovd et al., 2021.

Dalsi metodou, ktera vyuziva pro analyzu aktivity UNG zhaseni fluorescence je pouziti oxidu
grafenu (GO). Metoda byla vyvinuta Chenem a kolektivem (Chen ef al., 2019) a vyuziva ke stanoveni
aktivity UNG $tépici reakci pomoci exonukleazy I, modifikovanou DNA sondu s FAM na 3’ konci
a zhaseci efekt GO. Na DNA sondé se v komplementami oblasti vlasenky nachazi dva uracilové
deoxyribonukleotidy. Tato vlasenkova struktura je odbourana pusobenim UNG za vzniku
jednovlaknové DNA (ss-DNA). Nasledn¢ puisobenim exonukleazy I dochazi k odbourani ss-DNA, coz
vede k uvolnéni molekuly FAM a vysokému signalu fluorescence v pfitomnosti GO. Nevyhodou
metody je nutnost pouziti dal§iho enzymu - exonukleazy I (Chen ef al., 2019).

Kladova a kolektiv (Kladova er al., 2020) vyvinuli metodu pro méfeni aktivity glykosylaz
zalozené na fluorescenci. V tomto pripad¢ obsahovaly fluorescenéné znacené DNA sondy modifikované
nukleotidy specifické pro studované enzymy. Jeden typ DNA sondy obsahoval FAM a BHQI na 5’
koncich oligonukleotidii a druhy typ DNA sondy obsahoval FAM na 5" konci a BHQ1 na 3 konci
oligonukleotidového duplexu. V pripadech obou sond byla DNA glykosylazou odstranéna poskozena
baze a doslo ke vzniku AP mista. Toto misto bylo §tépeno endonukleazou APEI, ¢imz doslo k uvolnéni
kratkého oligonukleotidového fragmentu z duplexu a vzdaleni FAM od BHQ. To bylo doprovazeno
zvySenim signalu (Kladova ef al., 2020). JelikoZ tato metoda vyuziva pusobeni jak glykosylazove, tak i
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APEI endonukleazové aktivity, neumoziuje analyzu samotné glykosylazové aktivity (Kladova er al.,
2020).

Jinou metodou vyuzivanou k méfeni aktivity UNG glykosylazy je povrchova plasmonova
rezonance (SPR). Mectoda je zaloZzena na oligonukleotidovém duplexu pfichyceném k streptavidinem
pokrytému povrchu senzoru pomoci biotinu. Oligonukleotidové sondy jsou prichyceny k Cipu na
senzoru SPR. Senzor vyuziva dvouvlaknove¢ usporadani, kde ON duplex je pfichycen ke streptavidinem
pokrytému povrchu senzoru. Dusledkem Stépici aktivity UNG je ON duplex destabilizovan
a komplementarni oligonukleotid je uvolnén. To vede ke zméné v odpovedi senzoru (Ligasova et al.,
2021). Vyhodou uvedené metody je, Ze neni potfebna priprava fluorescenéné znacenych sond. Navic
vyuziva prutokovy systém, a tim umoziuje velice rychlou vyménu jednotlivych roztoku. Proto je

vhodna napftiklad pro kinetické studie (Ligasova ef al., 2021).

3.5 Bunééna senescence

Poskozeni DNA je spolu se zkracovanim telomer nebo aktivaci onkogenu povazovano za
spoustéce bunééné senescence (Alimonti ef al., 2010; Childs ef al., 2017). Po dosazeni urcitého poctu
déleni (obvykle 40-60) (Hayflick et Moorhead, 1961) podstupuji normalni lidské buiky zastaveni
bunééného rustu. Tento proces je znamy jako replikacni senescence a je povazovan za tumor
supresorovy mechanismus (Childs ef al., 2015). Jedna se o proces, jehoz pocatecnim krokem je zastaveni
buné&éného cyklu. To obvykle zahmuje inhibici aktivity Cdk a cyklind pomoci proteinii p21 a p16™42.
Protein p16™* inhibuje Cdk4 a Cdk®6, které reguluji postup bunék bunéénym cyklem v G1 fazi tim, Ze
se podileji na fosforylaci pRB (Hara ez al., 1996). Protein p21 inhibuje Cdk1 a Cdk2 (Abbas e Dutta,
2009). Bunky s natolik poskozenou DNA, Ze neni mozna jeji oprava, mohou zastavit sviyj rast v G1
nebo v G2 fazi a vstoupit do senescence nebo apoptozy (Feringa ef al., 2018; Kumari et Jan, 2021).
Senescentni buriky nejsou schopny exprimovat geny nezbytné pro bunécnou proliferaci (Dimri ef al,
1994) a ziistavaji diky interakci p53 p16™** -Rb permanentné neteéné viicéi mitogennim signalam
(Takahashi er Hara, 2007), coz zastavuje jejich rist (van Deursen, 2014). Buriky vstupujici do stavu
senescence prochazi dramatickymi zménami v morfologii — dochazi ke zvétseni objemu nebo zméné
puvodniho tvaru bunky, které¢ je doprovazeno zménami ve strukture jadra, genové expresi, zpracovani
proteini a metabolismu. V n¢kterych bunécénych typech je senescence spojovana se zménami ve
struktufe chromatinu (Sitte ef al., 2000; Narita ef al., 2003). NaruSeni procesu senescence muze vest

k transformaci bun¢k v nadorové (Dimri ef al., 1995).

3.5.1 Indukovana senescence

Krom¢ prirozené senescence (viz podkapitola 3.5) existuje i senescence indukovana.
Senescence muze byt indukovana napiiklad ionizujicim zafenim, genotoxickymi latkami, oxidativnim

stresem nebo demetylacnimi a acetylaénimi ¢inidly (Hemandez-Segura et al., 2018). Exprese gent
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nezbytnych pro senescenci je kontrolovana acetylaci histonii a DNA metylaci. V tomto ohledu napft.
inhibitory histon deacetylazy mohou zah4jit senescenci u jinak normalnich bunék (Pazolli ef al., 2012).

Senescence muze byt indukovana také onkogeny. Jedna se o rozsahlou antiprolifera¢ni odpovéd
na onkogenni signalizaci zpusobenou mutaci onkogenu nebo inaktivaci tumor supresorového genu.
Ackoli drahy zajistujici onkogeny indukovanou senescenci jsou velice komplexni, mezi hlavni

regulatory, které se podileji na zastaveni proliferace, patfi proteiny pRb a p53 (Chandeck e Mooi, 2010).

3.5.1.1 Detekce senescentnich bunék

Zastaveni bunééného cyklu, jakozto jeden z nejnapadnéjSich znaku senescence (viz podkapitola
3.5), je charakterizovano ztratou replikacni aktivity. Pro rozliSeni senescentnich bunék a bunck
proliferujicich se pouzivaji napfiklad modifikované nukleosidy jako je 5-bromo-2’-deoxyuridin (BrdU)
nebo etynyl-2"-deoxyuridin (EdU). Tyto nukleosidy pak do své DNA inkorporuji v prubéhu replikace
pouze proliferujici buriky (Gonzalez-Gualda et al., 2020).

Jednim ze znaku senescentnich bunék je rovnéz typicka zména chromatinu a vytvafeni se
senescenci asociovanych heterochromatinovych ohnisek (SAHFs). V téchto ohniscich se nachazi
heterochromatinové markery jako je napf. histon H3, ktery je metylovan na lysinu 9 (trimetylace,
H3K9me3) nebo heterochromatin protein 1 (HP1). Rovnéz zde dochazi k akumulaci nehistonovych
proteini HMGA (Narita ef al., 2003). SAHFs mohou byt detekovany pomoci znaceni DAPI anebo
protilatkami proti histontim, které¢ tvofi komponenty SAHFs (Aird er Zhang, 2013).

V senescentnich bunkach lze detekovat pfitomnost struktur, jako jsou promyelocyticka
leukemicka t¢liska (PML), ktera se nachazeji ve vét§im mnozstvi v senescentnich burikach (Van Damme
et al., 2010). Tato téliska jsou soucasti bunécného jadra a podileji se na regulaci fady procesu jako je
replikace DNA, transkripce nebo epigenetické umlcovani gent (Stuurman et al., 1990; Lallemand-
Breitenbach et de Th¢, 2010). PML jsou rovnéz schopny regulovat fadu bunéénych procesu jako je
apoptdza, senescence nebo odpoveéd na poskozeni DNA (Wang et al., 1998; Ferbeyre et al., 2000). PML
téliska jsou nejcastéji detekovana pomoci imunofluorescenéniho znaceni (Dellaire, 2006).

Senescentni a nesenescentni buiky lze rozlisit podle fady znaku, které 1ze detekovat pomoci
svételné mikroskopie (Hooten er Evans, 2017). Jednim znich je napiiklad velikost bunck. Podle
Gonzalez-Gualda a kolegti dochazi u senescentnich bunék k nartstu jejich velikosti (Gonzalez-Gualda
et al., 2020). Dalsim detekovatelnym znakem je autofluorescence senescentnich bunék. V téchto
burikach dochazi k metabolickym zménam (napfiklad v mitochondriich byly pozorovany zmény
v poméru NAD'/NADH) (Wiley et Campisi, 2021) a hromadéni lipopigmenti (jedna se o molekuly,
kter¢ se v burikach vyskytuji pfirozené, napf. lipofuscin). Ty jsou detekovany pomoci jejich
autofluorescence (Zhai ef al., 2021). Senescentni buiiky rovnéz vykazuji zvySené mnozstvi nespravné
slozenych proteinu (Cuanalo-Contreras, et al., 2023), kter¢ je doprovazeno zménami vnitinich struktur

jako je zvétSeni velikosti jadra nebo zvyseni poctu lysozomu (Lipetz et Cristofalo, 1972).
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Jednim z velice Casto pouzivanych zpusobu detekce senescentnich bunck je analyza se
senescenci asociované P-galaktosidazy (SA-B-Gal) (Childs er al., 2019). V tomto pripad¢ se buriky
kultivuji se substratem obsahujicim 5-bromo-4-chloro-indolyl-galaktopyranosid (SA-Gal). Jedna se
o bezbarvou slouc¢eninu obsahujici galaktézu spojenou s indolem. Pokud se senescentni buiiky nachazi
v roztoku s chromogennim substratem obsahujicim SA-Gal, pak pfi pH 6 dochazi k aktivaci hydrolazy
anasledné¢ vznika modry produkt (Dimri ef al., 1995). Ten je zpravidla detekovan svételnou mikroskopii
(Dimri et al., 1995).

Jinou moznosti detekce senescence muze byt kombinace proliferacnich markerti Ki-67 a PCNA
(Correia-Melo ef al., 2012). Princip je zaloZen na nepfitomnosti téchto proteint a pfitomnosti proteinu
YH2X, ktery je markerem poskozeni DNA.

Pro detekei senescentnich bunck byly rovnéZz pouzity nanocastice, (Ekpenyong-Akiba et al.,
2019). Nanocastice byly pouzity k detekci epitopu > mikroglobulinu (B2M), ktery je specificky pro
senescentni buriky.

V souhrnu lze fici, Ze ackoli existuje cela fada metod pro analyzu senescentnich bunék, ani jedna
z nich neumoziiuje presné odliseni senescentnich a proliferujicich bun¢k. Proto se v soucasnosti pouziva
kombinace alespon tifi zptsobu detekce senescentnych bunck. Piikladem je soucasné pouziti detekce

SA-B-Gal aktivity a SAHFs v kombinaci s analyzou replikacni aktivity.
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Tabulka 2 Piehled vybranych metod detekce senescentnich bunck

Metoda Princip Vyhoda Nevyhoda
Inl‘((?rporac’e Nukleosidy inkorporuji pouze ’ ’ VvV pf‘ipadé pouziti EdU jehv? Vysvoké C}itot’oxic.ita.lr
modifikovanych o , Jednoducha a rychla metoda (Haskins ez al., 2020). V pfipadé primamich linii
. replikujici buriky (Gonzalez- , . . . ;
nukleosidi nebo (Gonzalez-Gualda et al., 2021). je nutné kontrolovat, zda nedoslo ke kontaktni
. 1o Gualda et al., 2021). .
nukleotidi inhibici.
Typicka zména chromatinu
v senescentnich bunikach —
. SAHF are)i Sech typech
Detekce SAHF's SAHFs. Detekce pomoci DAPI a | Rychla metoda (Aird ef Zhang, 2013). S SC’nCVytV?.I‘CJI Ye vsech typee
. . . . senescentnich bunck (Xiao ef al., 2018).
protilatek proti histonam (Aird et
Zhang, 2013).
Metoda ukazuje pouze pomerove, ze se
ZvySeny pocet PML télisek Tednoducha a rvehl4 metoda bomoci v senescentnich bunkach nachazi vice PML
Detekce PML v senescentnich bunkach . . b . télisek nez v bunkach nesenescentnich. Neni zde
i imunofluorescence (Bourdeau, 2009). e o .,
(Ivanschitz et al., 2013). dany presny pocet téchto télisek typicky pro
senescentni buriky (Wenger ef al., 2014).
SA-B-Gal je pritomna
v senescentnich bunikach. Buiky | Levna metoda, nenaroéna na vybaveni
SA-p-Gal jsou péstovany na substratu X-gal. (Herrmann ef al., 2020). Detekce Lze detekovat i u bungk, které nejsou

Ty, ve kterych je SA-B-Gal
pritomna, vykazuji modrou barvu
(Itahana et al., 2007).

z heterogenni skupiny bun¢k (Itahana
etal., 2007).

senescentni (Itahana et al., 2007).
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Tabulka 2 Pokradovani

Metoda

Princip

Vyhoda

Nevyhoda

Detekce pomoci
proteinu

Principem metody je detekce
senescence s vyuzitim markera
proliferace, kterymi jsou proteiny
Ki-67 nebo PCNA. V pripadé
senescence tyto proteiny nejsou
detekovany, a naopak je
detekovana pfitomnost proteinu
YH2AX, ktery je markerem
poskozeni DNA (Correia-Melo et
al., 2012).

Snadno proveditelna na tkanich

v parafinu (Correia-Melo et al., 2012).

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

Detekce pomoci
nanocastic

Metoda je zaloZena na
nanocasticich, které rozeznavaji
B2M. Ten je membranovym
znakem senescentnich bunck
(Dong et al., 2016) a jejich vazba
umoznuje detekei senescentnich
bunék (Ekpenyong-Akiba et al.,
2019)

Metoda nema toxické ucinky na
organismus. Na nanocastice muze byt
navazana latka, ktera specificky
vyhleda a odstrani senescentni buriky
(Ekpenyong-Akiba et al., 2019).

Metoda zahmuje mnoho kroku, priprava
komponenti je ¢asové a materialné naro¢na
(Ekpenyong-Akiba et al., 2019).
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3.5.1.2 VyuZziti indukce senescence v terapii

Senescence a jeji indukce muize hrat vyznamnou roli v terapii nadorovych onemocnéni, kdy se
jedna o tzv. terapii indukovanou senescenci (TIS) (Roninson, 2003). Cilem téchto terapii je indukce
bunécné smrti a senescence v rakovinnych burikach (Fitsiou ef al., 2021). Na onkogenni Grovni muze
dojit k blokaci bunééné proliferace a usnadnéni infiltrace imunitnich bun€k, coz funguje jako tumor
supresorovy mechanismus (Fitsiou ef al., 2021).

TIS predstavuje novou metodu, kterda mize vylepsit 1éCbu rakoviny. V rakovinnych burikach
muze byt indukovana protirakovinnymi latkami nebo radiaci (Ewald ef al., 2010). TIS muaze rovnéz
vykazovat toxické vedlejsi ucinky, a tim zvySenou odpovéd imunitniho systému vii¢i tumoram (Ewald
et al., 2010). Nékteré terapie, napf. terapie zahrnujici inhibici CDK4/6 indukuji senescenci bez
genotoxického vlivu (Bousset er Gil, 2022).

Senescence muze byt rovné€Zz indukovana inhibici aurora kinaz patficich do skupiny
serin/threoninovych kinaz, které reguluji fadu procest probihajicich v mitoze jako je usporadani
vieténka, oddéleni centrozomii nebo pripojeni kinetochorti k mikrotubulim (Lioutas ef Vernos, 2013).
Terapie rakovinnych onemocnéni indukuji ovSem senescenci i v jinych nez rakovinnych burikach.
Indukce senescence ve zdravé tkani byva také spojovana s vedlejsimi ucinky chemoterapie (Demaria et
al., 2017) a akumulace senescentnich bun¢k hraje roli ve vyvoji dalSich patologickych projevu

(Ekpenyong-Akiba et al., 2019).

3.5.2 Nadorové bujeni

V pripadé, Ze dojde k naruSeni bunéénych regulaci, jako napf. k naruSeni signalni drahy
RTK/RAS/MAP-Kinazy nebo PI3K/Akt v bunééném cyklu (Sanchez-Vega ef al., 2018) nebo k naruseni
oprav DNA, miZze dojit k nekontrolovatelnému bunéénému dé¢leni, které je charakteristické pro
nadorové bunky (Cooper, 2000). Dalezitou roli v téchto regulacich hraji tzv. protoonkogeny. Jedna se
o skupinu genu, které mohou zpusobit zménu zdravych bunék na bunky nadorové. Prikladem
protoonkogenu je napriklad protein p53 nebo proteiny RAS, které hraji duleZitou roli pfi signalizaci
pomoci ristovych faktort (Finlay er al, 1989; Pylayeva-Gupta et al., 2011). Jejich funkce spociva
v pfenosu signalu zajistujicim buncécnou proliferaci. Funkce protoonkogenli miiZze byt narusena
chromosomalni aberaci nebo mutaci. Nasledkem je jejich zména v onkogeny, které¢ vedou ke vzniku
nadorového onemocnéni (Kontomanolis et al., 2020).

Dalsimi regulatory jsou tumor supresorové geny. Ty, na rozdil od protoonkogent, omezuji
bunécny rust a déleni. Jednim z nejlépe prostudovanych supresort je pRb, ktery je soucasti kontrolniho
bodu faze G1 (viz podkapitola 3.2). Tento protein brani vstupu buriky do S faze a hraje dualezitou roli
v kontrole bunééného cyklu (Weinberg, 1995). Po jeho vazb¢ k transaktivacni doméné E2F proteinu

pRB blokuje genovou transkripci genu nezbytnych pro postup bun¢k z Gl do S faze (Giacinti et
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Giordano, 2006). Inaktivace proteinu pRB ma za nasledek nekontrolovatelné bunééné déleni a tim vznik
nadorového onemocnéni (Lohmann, 1999).

Dulezitou roli v téchto regulacich hraje protein p53, ktery vykazuje tumor supresorovou funkci
(Finlay et al., 1989; Zilfou et Lowe, 2009). p53 je indukovany stresovymi signaly jako je poskozeni
DNA, aktivace onkogent nebo nedostatek zivin. Vysledkem jeho aktivace je apoptdza nebo zastaveni
bunécného cyklu. Nejcastejsi mutace v rakovinnych burikach je pravé v proteinu p53 (Lawrence ef al.,

2014; Hafner et al., 2019).

3.5.3 Apoptoéza

Apoptoza neboli programova bunéénd smrt, se bézné vyskytuje u zdravych bunck v disledku
jejich starnuti, a slouzi k udrzeni zdravé bunécné populace (Norbury er Hickson, 2001). K apoptoze
dochazi mimo jiné v dusledku takového poskozeni DNA, Ze neni mozna jeji oprava (Elmore, 2007).

Poruchy v bunééné signalizaci mohou vést k naruseni prubchu apoptdzy a vzniku nadorového
onemocnéni v dusledku nekontrolovaného déleni (viz podkapitola 3.5.1) (Wang ef Harris, 1997). Proces
bunééné smrti muze byt také inaktivovan riznymi mechanismy véetné genetickych nebo epigenetickych
zmén, piipadné¢ virovymi onkogennimi proteiny zpusobujicimi tumorogenezi (Elmore, 2007).
Apoptotické buriky jsou typické urcitymi biochemickymi modifikacemi jako je §tépeni proteinti nebo
fragmentace DNA (Hengartner, 2000).

Hlavnimi enzymy, které¢ se apoptozy ucastni jsou kaspazy. Jsou rozliSovany dvé kaspazove
drahy — vn¢jsi a vnitini. Vnéjsi draha je spousténa vazbou ligandu k tzv. receptorim smrti (DR), které
patii do superrodiny tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) (Hussar, 2022). Tato draha je obvykle
zahajena signalem pochazejicim z prostfedi mimo buriku, nejéastéji se jedna o NK lymfocyty (z
anglického natural killer cell — | pfirozeny zabijak™) nebo CD8 pozitivni cytotoxické T lymfocyty.
(Yanumula et Cusick, 2022). Vnitini draha je zahajena senzory, které detekuji posSkozeni DNA,
pritomnost virovych patogent, zafeni, toxinti nebo nedostatku signalt k preziti zprostfedkovany jinymi
burikami (Yanumula e Cusick, 2022). Tyto signaly zpusobuji zménu ve vnitini mitochondrialni
membrang, které¢ vyusti v uvolnéni pro-apoptotickych proteint z vnitini membrany do cytosolu (Saclens

etal., 2004).



4 Metodika
4.1 Biologicky material

V experimentech byly pouZity nasledujici lidské bunééné linie: HeLa, NCI-H2009, HCT-116,
U2-0OS, hTERT RPE-1 a IMR-90. HeLa buriky pochazeji z nadorove bunééné linie odvozené z rakoviny
délozniho ¢ipku. Bunééna linie NCI-H2009 je rovnéz nadorového typu a byla odvozena z bunééné linie
pochazejici z karcinomu plic. Bunécéna linie HCT-116 byla odvozena z kolorektalniho karcinomu
tlustého stfeva a bunééna linie U2-OS byla odvozena z osteosarkomu. Dalsi pouzitou bunéénou linii
byla imortalizovana diploidni bunééna linie hTERT RPE-1 (RPE-1), ktera pochazi z pigmentovych
epitelialnich bunck sitnice. Tato bunécéna linie byla pfipravena imortalizaci bunééné linie RPE-340
pomoci podjednotky lidské telomerazové reverzni transkriptazy (hTERT) transfekované plazmidem
exprimujicim pGRN145 hTERT (Bodnar, 1998). Jako posledni byly pouzity diploidni fibroblasty —
IMR-90. Tato bunééna linie byla odvozena z plicni tkané. V pripadé IMR-90 byly sledovany jak bunky
v rostouci fazi, tak buiky senescentni. Senescentni buiiky byly pfipraveny z bunék v rostouci fazi. Ty
byly kultivovany tak dlouho, az pfirozené presly do senescence. Senescence byla kontrolovana pomoci
detekce se senescenci spojenou P-galaktosidazou (SA-Gal), analyzou replikacni aktivity a analyzou
vytvareni se senescenci spojenych heterochromatinovych oblasti (SAHFs). Bunééné linie HeLa, NCI-
H2009 a RPE-1 byly kultivovany v Dulbecové modifikovaném Eaglové médiu (D-MEM), ke kterému
bylo pfidano 10% fetalni hovézi sérum (FBS), 7,5% NaHCOs a gentamicin (80 mg-ml™). Bunééné linie
U2-0S a HCT-116 byly kultivovany v McCoyové 5A médiu, ke kterému bylo pfidano 10% FBS, 2.2
mg'ml" NaHCO; a gentamicin (80 mg'ml™”). Bunééna linie IMR-90 byla kultivovana v Eaglové
minimalnim esencidlnim médiu (E-MEM), ke kterému bylo pifidano 20% FBS, 1.5 g1 NaHCOs,

1 mmol I"' pyruvat sodny, gentamicin (80 mg'ml™).

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

e I-nm magnetické Castice pokryté streptavidinem (NanoLink, kat. ¢. M-1002)
e 5-Etynyl-2'-deoxyuridin (Carbosynth, kat. ¢. NE08701)

e 5-FAM konjugovany s azidem (Lumiprobe, kat. ¢. E4130)

e Azid sodny > 99% (Merck, kat. ¢. 71290)

e Beta-merkaptoetanol (Merck, kat. ¢. 805740)

e Bromfenolova modi (Merck, kat. ¢. BO126)

e (CaCl;(Lach Ner, kat. ¢. 30974)

e (CuSO04.5H,0 (Merck, kat. ¢. 209198)
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D-MEM (Gibco, kat. ¢. 52100-039)

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO) (Merck, kat. ¢. 055K3447)

4’ 6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. D3571)

Deoxycholat sodny (Merck, kat. ¢. 30970)

Dimethysulfoxid (DMSO) (Merck, kat. ¢. 34943)

Dodecyl sulfat sodny (SDS) (Merck, kat. ¢. L3771)

E-MEM (Merck, kat. ¢. M1018)

EDTA (Merck, kat. ¢. E9884)

Etanol (absolutni, >99,8%) (VWR, kat. ¢. 20821.321)

Fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF) (Merck, kat. ¢. 78830)

Fetalni hovézi sérum (Gibco, kat. ¢. 10270-106)

Fluorid sodny (NaF) (Merck, kat. ¢. S7920)

Gentamicin (Sadoz, kat. ¢. registracni Cislo — 15/278/91-B/C)

Glycerol (Merck, kat. ¢. G7893)

Glycin (Merck, kat. ¢. G8898)

HCl (35%) (Lach Ner, kat. ¢. 10033-A35)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Merck, kat. ¢. A7030)

Hydrochinon (Merck, kat. ¢. H9003)

KCI (Serva, kat. ¢. 26868)

KH,PO4 (Merck, kat. ¢. P5655)

Komplementarni kontrolni oligonukleotid obsahujici na svém 3 konci BHQI (oligonukleotid
CT; Generi Biotech, syntetizovany na zakazku)

Komplementarni  oligonukleotid obsahujici fluorochrom Cy5 na svém 5° konci
a obsahujici BHQI na 3" konci (Generi Biotech, syntetizovany na zakazku)

Komplementarni oligonukleotid obsahujici uracil a na svém 3" konci BHQ1 (oligonukleotid
C1U; Generi Biotech, syntetizovany na zakazku)

Kotvici oligonukleotid obsahujici biotin na 3" konci a fluorochrom 6-FAM na 5 konci (Generi
Biotech, syntetizovany na zakazku)

Luminata Forte (Merck, kat. ¢. WBLUF0500)

McCoyovo 5A médium (Merck, kat. ¢. M4892)

Metanol (VWR, kat. ¢. 20864.320)

NN N’ N’ - Tetrametyl-etylendiamin (TEMED) (Merck, kat. ¢. 87689)

Na;HPO. (Merck, kat. ¢. 71649)
NaCl (Merck, kat. ¢. S9888)

NaHCO; (Merck, kat. ¢. S3817)
NaOH (Merck, kat. ¢. 06203)
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Paraformaldehyd (Merck, kat. ¢. 818715)

Persiran amonny (APS) (Serva, kat. ¢. 13375)

Primarni protilatka proti endonuclease II-like protein 1 (NTH1) (Abcam, kat. ¢. ab70726)
Primarni protilatka proti MCM?7 (Santa Cruz Biotechnologies, kat. ¢. sc-9966)

Primarni protilatka proti PCNA (Abcam, kat. ¢. ab18197)

Primarni protilatka proti RPA32 (Abcam, kat. ¢. ab2175)

Primarni protilatka proti UNG (Origene, kat. ¢. TA503563)

Proteazov¢ inhibitory (Merck, kat. ¢. P2714)

Pyruvat sodny (Merck, P5280)

Sekundami protilatka proti kralikovi konjugovanad s Alexa Fluor 488 (Jackson
ImmunoResearch, kat. ¢. 111-545-144)

Sekundami protilatka proti kralikovi znacena peroxidazou (Jackson ImmunoResearch, kat. €.
115-035-146)

Sekundami protilatka proti mysi konjugovana s Alexa Fluor 488 (Jackson ImmunoResearch,
kat. ¢. 115-545-146)

Sekundami protilatka proti mysi zna¢ena peroxidazou (Jackson ImmunoResearch, kat. ¢. 115-
035-146)

Standard relativni molekulové hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Colour Standards) (Bio-
Rad, kat. ¢. 1610374)

Triton X-100 (Merck, kat. ¢. X100)

Trizma base (Tris) (Merck, kat. ¢. T6066)

Trypsin (Merck, kat. ¢. T4049)

Tween 20 (Merck, kat. ¢. P9416)

4.2.2 Pouzité soupravy

Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. 23227)
Sada pro detekci senescence (Abcam, kat. ¢. ab65351)

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit (Bio-Rad, kat. &. 1610183)

4.2.3 PouZzité roztoky a jejich priprava

4.2.3.1 Priprava roztokii pro kultivaci bunék

D-MEM: Do kadinky bylo navazeno 13,42 g praskového D-MEM a 3,7 g NaHCO; (koneéna
koncentrace 3,7 gl1'). Nasledné byly vSechny véci potfebné pro pfipravu média otfeny
dezinfekci a vlozeny do laminarniho boxu. Do kadinky s navazenymi latkami bylo pfidano

cca800 ml sterilni deionizované vody. Poté¢ byla kadinka sroztokem pfemisténa na
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magnetickou michacku a médium s dals$imi slozkami bylo rozpusténo. Po rozpusténi byla
kadinka s roztokem op¢t otfena dezinfekci a umisténa do laminami boxu. Dale bylo k roztoku
piidano 625 pl 80 mg-ml™ gentamicinu (koneéna koncentrace 50 pg-ml™) a 100 ml 100% FBS
(konecna koncentrace 10%). Roztok byl doplnén sterilni vodou na objem 1 litr. Roztok byl
dvakrat prefiltrovan pomoci 20ml stfikacky a Supor filtru o priméru 47 mm s 0,2pm pory.
Po prefiltrovani média byla lahev opalena a uzaviena. Roztok byl uchovan pii 4 °C.

E-MEM: Do kadinky bylo navazeno 9,61 g praskového E-MEM, 1.5 g NaHCO; (koneéna
koncentrace 1,5 gl') a 0,11 g pyruvatu sodného (koneénid koncentrace
1 mmoll"). Nasledné byly vSechny véci potiebné pro piipravu média otieny dezinfekci
a vlozeny do laminamiho boxu. Do kadinky s navazenymi latkami bylo pfidano cca 700 ml
sterilni deionizované vody. Poté byla kadinka s roztokem pfemisténa na magnetickou michacku
a médium s dal§imi slozkami bylo rozpusténo. Po rozpusténi byla kadinka s roztokem opét
otfena dezinfekci a umisténa do laminamiho boxu. Dale bylo k roztoku pfidano 625 pl
80 mg-ml" gentamicinu (kone¢na koncentrace 50 pg-ml') a 200 ml 100% FBS (koneéna
koncentrace 20%). Roztok byl dvakrat prefiltrovan pomoci 20ml stiikacky a Supor filtru
o priuméru 47 mm s 0,2pm pory. Po prefiltrovani média byla lahev opalena a uzaviena. Roztok
byl uchovan pii 4 °C.

McCoyovo 5A médium: Do kadinky bylo navazeno 11,9 g praskového McCoyova média
a 2.2 g NaHCOs (koneéna koncentrace 2.2 mg-ml™). Nasledné byly vSechny véci potiebné pro
pfipravu média otfeny dezinfekci a vloZeny do laminarniho boxu. Do kadinky s navazenymi
latkami bylo pfidano cca 800 ml sterilni deionizované vody. Poté byla kadinka s roztokem
pfemisténa na magnetickou michacku a médium s dal§imi slozkami bylo rozpusténo.
Po rozpusténi byla kadinka s roztokem opét otfena dezinfekei a umisténa do laminamiho boxu.
Dale bylo k roztoku pfidano 625 ul 80 mg-ml™ gentamicinu (koneéna koncentrace 50 pg-ml™),
100 ml 100% FBS (konecna koncentrace 10%). Roztok byl dvakrat prefiltrovan pomoci 20ml
stiikacky a Supor filtru o priméru 47 mm s 0.2um poéry. Po piefiltrovani média byla lahev

opalena a uzaviena. Roztok byl uchovan pii 4 °C.

4.2.3.2 Priprava bunécnych lyzdtii

1 mol-1" Tris-HCI, pH 7.5: K 80 ml deionizované vody bylo pfidano 12,114 g Tris. Pomoci
1 mol1I"" HCI bylo upraveno pH na 7,5. Objem byl dopInén deionizovanou vodou na 100 ml.
Roztok byl promichan a uchovan pfi 4 °C.

1 mol-I" Tris-HCI, pH 8: K 80 ml deionizované vody bylo pfidano 12,114 g Tris. Pomoci
1 mol-I" HCI bylo upraveno pH na 8. Objem byl doplnén deionizovanou vodou na 100 ml.

Roztok byl promichan a uchovan pfi 4 °C.
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1 mol-1" KCI: K 800 ml deionizované vody bylo pfidano 74,55 g KCl. KCl byl rozpustén a poté
byl roztok doplnén deionizovanou vodou na objem 1 1. Roztok byl promichan a uchovan pii
4°C.

1 mol'1" NaOH: K 80 ml deionizované vody bylo pfidano 3,99 g NaOH. Po rozpusténi byl
objem doplnén deionizovanou vodou na objem 100 ml. Roztok byl uchovan pii
4°C.

1 mol-I" HCI: K 91,25 ml deionizované vody bylo pfidano 8,74 ml 35% HCI (p=1,18 g-cm™).
Roztok byl promichan a uchovan pfi 4 °C.

0.5 mol'I" EDTA: K 400 ml deionizované vody bylo pfidano 93,05 ¢ Na;EDTA-2 H,O. EDTA
bylo rozpusténo a pH bylo upraveno na 8 pomoci 1 moll" NaOH. Objem byl doplnén do
500 ml deionizovanou vodou. Roztok byl promichan a uchovan pii 4 °C.

10x PBS: Ve 400 ml deionizované vody bylo rozpusténo 40 g NaCl, 7,1 g Na,HPOu,
1 g KCla 1,22 ¢ KH,PO4, pH bylo upraveno na 7,4 pomoci 1 mol1"! NaOH a roztok byl dopInén
deionizovanou vodou na 500 ml. Roztok byl sterilizovan v autoklavu. Pripraveny roztok byl
uchovan pii 4 °C.

Ix PBS: K 900 ml deionizované vody bylo pfidano 100 ml 10x PBS. Roztok byl promichan
auchovan pii 4 °C.

10x proteazové inhibitory: Prasek byl rozpustén v 80 ml deionizované vody, rozmichan a poté
doplnén na objem 100 ml. Roztok byl rozplnén do zkumavek a uchovan pfi
-20 °C.

Pufr A: K 9,8 ml deionizované vody bylo pfidano 100 ul 1 mol-1" Tris-HCI, pH 7,5 (koneéna
koncentrace 10 mmol ") a 100 ul 1 moll’ KCI (koneéna koncentrace
10 mmol-1™"). Roztok byl promichan a ponechan na ledu.

Pufr B: K 8,79 ml deionizované vody bylo piidano 100 pl 1 mol-1" Tris-HCI, pH 7,5 (koneéna
koncentrace 10 mmoll™"), 100 ul 1 moll' KCI (koneénad koncentrace
10 mmol-1™"), 10 ul 0,5 mol' I’ EDTA (koneéna koncentrace 0,5 mmol1") a 1000 ul 10x
proteazoveho inhibitoru (konecna koncentrace 1x). Roztok byl promichan a ponechan na ledu.
Pufr C: K 4334 pl deionizované vody bylo pfidano 60 ul 1 mol-1" Tris-HCI, pH 7,5 (koneéna
koncentrace 10 mmol-1"), 1000 pl 1 mol-1" KCI (koneéna koncentrace 166,6 mmol-1™), 6 pl
0,5 mol'I" EDTA (koneéna koncentrace 0,5 mmol-1")a 600 ul 10x protedzového inhibitoru
(konecna koncentrace 1x). Roztok byl promichan a ponechan na ledu.

Pufr D: K 4890 ul deionizované vody bylo pfidano 100 ul 1 mol-1" Tris-HCI, pH 7,5 (koneéna
koncentrace 10 mmol-1"), 10 pl 0,5 mol-1" EDTA (koneéna koncentrace 0,5 mmol-1"), 1000 pl
10x proteazoveho inhibitoru (konecna koncentrace 1x) a 4 ml

1 mol-1" KCI (koneéna koncentrace 400 mmol-1™). Roztok byl promichan a ponechan na ledu.
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e Pufr RIPA: 15 ml 1 mol1” NaCl (koneéna koncentrace 150 mmol-1™"), I ml 100% Tritonu X-
100 (kone¢na koncentrace 1%), 0.5 g 0,5% deoxycholatu sodné¢ho, 0,1 g 0,1% SDS, 0,5 ml
1  moll' Tris-HCl, pH 8 (koneéna koncentrace 5 mmoll'), 1 ml
100 mmol‘1" PMSF (koneéna koncentrace 1 mmol1™) 0,021 g 0,021% NaF bylo rozmichano
v 50 ml deionizované vody. Po rozpusténi byl roztok doplnén deionizovanou vodou na 90 ml.
Tésn¢ pred pouzitim bylo pfidano 10 ml roztoku proteazovych inhibitora.

e 0,9% NaCl: Bylo navazeno 0,45 g NaCl a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 50 ml deionizované
vody. Po promichani byl roztok a uchovan pfi pokojové teploté.

e 2 mgml' BSA v09% NaCl: 100 mg BSA bylo rozmichano ve 40 ml 0,9% NaCl
a nasledné byl objem doplnén 0,9% NaCl na 50 ml. Roztok byl rozmichan a uchovan pfi

pokojové teplote.

4.2.3.3 Roztoky pouZité pro metodu western blot

o 70% etanol: K 364,5 ml > 99,8% ctanolu byla doplnéna deionizovana voda na objem 500 ml.
Roztok byl ponechan pii pokojové teplote.

e 10x Tris-Glycin-SDS running buffer (TGS): Ve 300 ml deionizované vody bylo rozpusténo 5 g
SDS (koneéna koncentrace 1%), 15 g Trisu (koneéna koncentrace 0,25 mol-1™') a 72 g glycinu
(koneéna koncentrace 1,92 mol-1™"). Po rozpusténi byl roztok doplnén deionizovanou vodou na
500 ml. Roztok byl uchovan pfi 4 °C.

e 10x Tris-Buffered Saline (TBS), pH 7.6: Ve 400 ml deionizované vody bylo rozpusténo 12,1 g
Trisu (koneéna koncentrace 0,2 mol-1™) a 40 g glycinu (koneéna koncentrace 1,37 mol-1™"). pH
roztoku bylo upraveno pomoci 1 mol1”" HCI. Roztok byl doplnén deionizovanou vodou na
objem 500 ml. Roztok byl uchovan pfi 4 °C.

e 1xTBS: K 2700 pl deionizované vody bylo pfidano 300 pl 10x TBS. Roztok byl promichan.

e 1xTGS: Ke 450 ml deionizované vody bylo pfidano 50 ml 10x TGS. Roztok byl promichan.

e Transferovy pufr: Ve 400 ml deionizované vody bylo rozpusténo 6 g Trisu (kone¢na
koncentrace 0,025 moll') a 288 g glycinu  (koneénid  koncentrace
0,192 mol‘1"). Po rozpusténi bylo k roztoku pfidano 400 ml metanolu (koneéna koncentrace
20%). Pripraveny roztok byl doplnén deionizovanou vodou na objem 2 1. Roztok byl promichan
a vychlazen pfi 4 °C.

e 10% APS: Do mikrozkumavky bylo navazeno 0,1 g APS a toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 1 ml deionizované vody. Roztok byl uchovan pii 4 °C po dobu tfi tydnda.

e 0,25% Bromfenolovda modi: Bylo navazeno 25 mg Bromfenolové modrfe
a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 5 ml deionizované vody. Po rozpusténi byl objem doplnén

na 10 ml.
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e 5x Laemmliho vzorkovy pufr (pufr L. S): Bylo smichano 1,75 ml
0,5 mol-1" Tris-HCI, pH 6,8 (koneéna koncentrace 87,5 mmol-1"), 4,5 ml glycerolu, (koneéna
koncentrace 45%), 0,5 g SDS (konec¢na koncentrace 5%), 0,5 ml 0,25% bromfenolové modie
(konecna koncentrace 0,0125%) a 1,25 ml B-merkaptoetanolu (konec¢na koncentrace 12,5%).
Roztok byl doplnén deionizovanou vodou na objem 10 ml a uchovan pii -20 °C.

e 0,5 moll' Tris-HCL, pH 6,8: K80 ml deionizované vody bylo pfidano
6,057 g Trisu. Nasledné bylo pomoci 1 mol-1"' HCI upraveno pH na 6,8. Objem byl doplnén
deionizovanou vodou na 100 ml. Roztok byl promichan a uchovan pii 4 °C.

o 0,1% Tween 20 v pufru 1x TBS (TBS/T): Nejprve bylo odméfeno 100 ml pufru 10x TBS
a k nému byl pfidan 1 ml Tween 20. Roztok byl doplnén deionizovanou vodu na objem 1 1.

e Blokovaci roztok: Byl navazen 1 g BSA a ten byl rozpustén ve 20 ml pufru TBS/T.

e Roztok primami protilatky s 5% BSA, 0,05% Tween 20 v 1x TBS: Bylo navazeno 0,15 g BSA
a toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 3 ml Ix TBS. K roztoku bylo pfidano 1,5 pl Tween 20.
Roztok byl promichan. Byly odebrany 3 nebo 6 pl roztoku a k zbylému roztoku bylo pfidano
mnozstvi protilatky uvedené v Tabulce 3. Roztok byl opét promichan.

e Roztok sekundami protilatky: Byl navazen 1 g BSA a toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 20 ml
pufru TBS/T. Byly odebrany 2 ul roztoku a pridany 2 ul sekundami protilatky podle rozpisu
(viz tabulka 4). Roztok byl promichan.

4.2.3 4 Roztoky poutité pro detekci proteinii a replikacni aktivity pomoci mikroskopu

e 2% formaldehyd v 1x PBS: Do kadinky bylo odmétfeno 250 ml deionizované vody a k ni bylo
pfidano 10 g paraformaldehydu. Kadinka byla umisténa na vamou plotynku do digestore.
Jakmile byl roztok formaldehydu zahfaty priblizné na 60 °C, bylo k nému pfidano priblizné
8 kapek 1 mol'l" NaOH. K vychlazenému formaldehydu bylo piidano 50 ml pufru 10x PBS
a roztok byl doplnén deionizovanou vodou na objem 500 ml. Roztok byl promichan, rozdélen
do 50 ml zkumavek a uchovan piti -20 °C.

e Priprava 0,2% Tritonu X-100 v 1x PBS: Do falkony bylo odméfeno 49,9 ml 1x PBS a nasledné
k nému bylo pfidano 100 pl 100% Tritonu X-100. Roztok byl umistén na vortex a byl zde
ponechan do tplné¢ho rozpusténi Tritonu X-100. Roztok byl pfipraven tésné pred pouZzitim.

e 25 mmol 1" Tris-HCL pH 7.5 a 150 mmolI"' NaCl: K 480,9 ml deionizované H,O bylo pfidano
12,5 ml 1 mol-I" roztoku Tris-HCI, pH 7.5 a 75 ml 1 mol1"’ NaCl. Roztok byl promichan
a uchovan pii 4 °C.

e 1 mmol-1' DAPI: 10 mg DAPI bylo rozpusténo v 21,86 ml deionizované vody. Roztok byl
promichan, rozpipetovan a uchovan pii -20 °C.

e Montovaci médium (2,5% DABCO, 90% glycerol, 50 mmoll1" Tris-HCI, pH 8): 625 mg
DABCA bylo rozmichano ve 22,5 ml 100% glycerolu. Bylo pfidano 1,25 ml deionizované vody



a roztok byl michan dvé hodiny na pokojové teploté. Poté k nému bylo pfidano 1,25 ml
1 mol'I"" Tris-HCI, pH 8. Roztok byl promichan, centrifugovan a rozpipetovan do 1,5 ml
zkumavek. Jedna zkumavka byla ponechana na pokojové teploté a zbytek byl uchovan pii

-20 °C.

4.2.3.5 Roztoky pro mérent glykosyldzove aktivity

1 mol-l" NaCl: V 80 ml deionizované vody bylo rozpusténo 5,84 g NaCl. Po rozmichani byl
roztok doplnén deionizovanou vodou na 100 ml a uchovan pfi 4 °C.

1 mol-1"! CaCly: V 80 ml deionizované vody bylo rozpusténo 11,098 g CaCl,. Po rozpusténi byl
roztok doplnén deionizovanou vodou na 100 ml a uchovan pfi -20 °C.

20% azid sodny: Byly navazeny 2 g azidu sodné¢ho a toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 10 ml deionizované vody. Roztok byl uchovan pfi 4 °C.

Pufr pro pripravu magnetickych ¢astic: Ve 300 ml deionizované vody bylo rozpusténo 0.5 g
BSA (kone¢na koncentrace 0,1%). Pot¢ bylo kroztoku pfidano 12,5 ml
1 mol'I"" Tris-HCI, pH 7,5 (koneéna koncentrace 25 mmol-1™"), 75 ml 1 mol1" NaCl (kondena
koncentrace 150 mmol-1™), 250 ul 100% Tween 20 (koneéna koncentrace 0,05%) a 100 ul 20%
azidu sodn¢ho (konecna koncentrace 0,02%). Roztok byl promichan a doplnén deionizovanou
vodou na objem 500 ml. Roztok byl uchovan pti 4 °C.

Roztok kotviciho oligonukleotidu obsahujiciho na svém 3° konci biotin a na svém 5" konci
6-FAM a oligonukleotidu s fluorochromem Cy5 na svém 5 konci a biotinem na 3 konci: Ke
486,25 ul pufiu pro pfipravu magnetickych &astic bylo pfidano 12,5 ul 0,1 mmol-1" kotviciho
oligonukleotidu (koneéna koncentrace 2,5 pmol-1™") a 1,25 pl 0,1 mmol1" Cy5 oligonukleotidu
(koneéna koncentrace 0,25 pmol-1™).

Roztok oligonukleotidu C1U obsahujiciho uracil a na 3" konci BHQ1: Ve 237.5 ul pufru pro
piipravu magnetickych &astic bylo rozmichano 12,5 pl 0,1 mmol1" C1U oligonukleotidu
(koneéna koncentrace 5 pmol-1™).

Roztok oligonukleotidu CT obsahujiciho tymin a na svém 3" konci BHQ1: Ve 2375 ul pufru
pro piipravu magnetickych &astic bylo rozmichano 12,5 ul 0,1 mmolI"' CT oligonukleotidu
(koneéna koncentrace 5 pmol-1™).

Pufr pro méfeni glykosylazové aktivity: Ke 46,8 ml deionizované vody bylo pfidano 500 pl
1 mol-1"" Tris-HCI, pH 7,5 (koneéna koncentrace 10 mmol-1™), 2500 pul 1 mol1" NaCl (koneéna
koncentrace 50 mmol-1™"), 100 pl 0,5 mol-I"! EDTA (koneéna koncentrace 1 mmol-1™") a 100 ul

1 mol-1" CaCl, (koneéna koncentrace 2 mmol-1™"). Roztok byl promichan a uchovan pii 4 °C.



4.2.3.6 Roztoky pouZité pro kontrolu bunécné senescence

e Sada pro detekci bunécné senescence obsahujici 1x fixaéni roztok, 100x barvici podpumy
roztok, 1x barvici roztok a 150 mg SA-gal.

e 20mg/ml SA-gal: 0,01 g SA-gal bylo rozpusténo v 0,5 ml DMSO. Zasobni roztok byl skladovan
v tmavé zkumavce pii -20 °C, a to po dobu nejdéle 1 mésice. Poté byl pfipraven novy zasobni
roztok.

e Klikaci smés: K 187.8 pl deionizované vody byly pfidany 2 ul 200 mmol1" CuSO4.5H20,
0.2 ul 10 mmol-I" 5-FAM-azidu a 10 ul 200 mmol-1I" hydrochinonu. Pfipravena smés byla
promichana. Smés byla pfipravena tésné pred pouzitim.

e Piipravava 200 mmoll"' hydrochinonu: K 400 ml deionizované vody bylo pfidano 11,01 g
hydrochinonu.  Roztok byl  promichan, rozpipetovan do  2ml  zkumavek
a uchovan pfi -20 °C.

e Piiprava 1 moll' CuS0:;5H,0: K 800 ml deionizované vody bylo pifidano 249.7 g
CuS04.5H20. Po rozmichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou na objem 1000 ml.
Nasledn¢ byl roztok promichan a uchovan pii 4 °C.

e Piiprava 200 mmol-I" CuSO4+.5H,0: K 400 ml deionizované vody bylo pfidano 100 ml
1 mol-l"! CuS0,.5H,0. Roztok byl promichan a uchovan pfi 4 °C.

e Piiprava 10 mmol-l" 5-FAM-azidu: 5 mg 5-FAM azidu bylo rozpusténo v 1,1 ml DMSO.

Roztok byl promichan, rozpipetovan a uchovan pfi -20 °C.

4.2.4 Kultivace pouzitych bunéénych linii

Pii pasazovani bun¢k byla kultivaéni média odsata z kultiva¢ni nadoby a buriky byly opatmé
oplachnuty sterilnim pufrem (1x PBS, solny fosfatovy pufr). Pufr byl odstranén
ak bunkam byl pridan 0,05% roztok Trypsin-EDTA (pfidané mnozstvi se odvijelo od pouzité kultivacni
nadoby: 0,5 ml nebo 1 ml nebo 2 ml/25 nebo 75 nebo 150 cm?® kultivaéni plochy. Poté, co se buiky
odd¢lily od dna kultivacénich nadob, byl roztok Trypsin-EDTA neutralizovan pfidanim kultiva¢niho
meédia s FBS (pfidané mnozstvi se odvijelo od pouzité¢ kultiva¢ni nadoby: 4,5 ml nebo 9 ml nebo 18 ml
média/25 nebo 75 nebo 150 cm? kultivaéni plochy). Bunééna suspenze byla opatmé rozmichana.
Nasledn¢ bylo alikvotni mnozstvi bunééné suspenze pridano do nové kultiva¢ni nadoby s médiem

a buriky byly inkubovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% CO, (Kabotova, 2021).

4.3 Seznam pouZitych pristroji a pomiicek

e Analytické vahy (Kem)

e Aparatura pro nanaseni gelu Dual Gel Caster (Hoefer)
e Blotovaci papir TE26 (Hoefer)

e Centrifuga Microspin 12 (Biosan)



e Ctecka destidek Infinite M200 Pro (Tecan)

e Digestor PurAir (Air Science)

e Dounceruv homogenizator (Merck)

e Fluorescencni mikroskop Olympus IX83 (Olympus)

e Hlubokomrazici box Innova U725 (New Brunswick)

e Laboratorni tfepacka Mixer Lab Dancer Vortex (IKA)

e Lednice (Liebherr)

e Magneticka michacka (P-Lab)

e Magneticky stojan (Unitrap)

e Membrana (Bio-Rad, 162-0097; Amersham, GE10600001)
e 96-jamkova mikrotitra¢ni deska (Greiner-Bio-One)

e 384-jamkova mikrotitra¢ni deska (Greiner-Bio-One)

e pHmetr XS pH 8 (Giorgio-Bormac)

e Sada mikropipet (Gilson)

e Termoblok (Major Science)

e Termomixer (Eppendorf)

e Transferova nadoba TE22 (Hoefer)

o Tiepacka (P-Lab)

e Vertikalni elektroforeticka komora SE 260 (Hoefer)

e Vyrobnik ledu (FrigoPro)

e Zdroj stejnosmérného elektrického proudu EV200 (Consort)
e Zobrazovaci systém ChemiDoc MP (Bio-Rad)

e Sterilni 20 ml injekéni stiikacky (Chirana)

e Membrany Supor™ PES (polyetylensulfon), 47 mm pramér, 0,2 um (Cytiva)

4.4 Pouzité experimentalni postupy

4.4.1 Priprava jadernych lyzata

Buiiky byly kultivovany v Petriho misce v kultivacnim médiu v CO; inkubatoru pii 5% CO»
ateploté 37 °C. Nasledujici den byly buriky zpracovany. Z Petriho misek bylo vylito kultivaéni médium
a bunky byly tfikrat promyty 1x PBS. Nasledn€ byly rychle promyty 5 ml ledové vychlazen¢ho pufru
A. Puft byl vylit a k butikam byly pfidany 2 ml ledové vychlazeného pufru B. Petriho miska s burikami
byla umisténa na led a vzorky byly inkubovany v pufru B po dobu 20 minut za ob¢asného promichani.
Po uplynuti inkubaéni doby byly buriky seskrabany skrabkou a v roztoku pfeneseny do vychlazen¢ho
Douncerova homogenizatoru. Buiiky byly 30x homogenizovany. Poté byly pfeneseny pomoci sklenéné

pipety a pipetovaciho balonku do 2ml mikrozkumavky a vzorky byly centrifugovany pfi 4 °C po dobu

(98]
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10 minut pii 12400 x g. Po skonceni centrifugace byl supernatant odstranén. Pelet byl rozsuspendovan
v 50 ul pufru B. Ke vzorku bylo nasledn¢ pridano 200 ul vychlazeného pufru C. Vzorek byl promichan
a inkubovan na ledu po dobu 40 minut. Kazdych 10 minut byl vzorek promichan na tfepacce. Poté byl
vzorek centrifugovan ptfi 4 °C po dobu 20 minut pfi 12400 x g. Supernatant byl prfenesen do nové
mikrozkumavky a oznacen jako jaderny lyzat. Jaderné lyzaty byly rozpipetovany do mikrozkumavek

(po 60 ul) a skladovany v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C.

4.4.2 Priprava celobunéénych lyzati

Buriky byly kultivovany v Petriho misce v kultivacnim médiu v CO; inkubatoru pfi 5% CO»
ateplot¢ 37 °C (Kabotova, 2021). Nasledujici den byly buriky zpracovany. Z Petriho misek bylo vylito
médium a buniky byly tfikrat oplachnuty 1x PBS. Nasledné byl k buiikam pfidan pufr RIPA (pfiblizné
0,2 ml na 1 milion bun¢k). Buniky byly seskrabany skrabkou a buné¢na suspenze byla umisténa do 2 ml
mikrozkumavky. Vzorek byl inkubovan po dobu 30 minut na ledu a poté byl centrifugovan pii
12400 x g. Supematant byl pfemistén do nové 2 ml mikrozkumavky. Vzorek byl rozplnén do

mikrozkumavek po 400 ul a uchova pfti -80 °C.

4.4.3 Méreni koncentrace proteinii pomoci BCA Kkitu

Pro méfeni koncentrace proteinu byla pouzita souprava Pierce BCA Protein Assay Kit a bylo
postupovano dle navodu vyrobce. Nejprve byla pripravena kalibra¢ni fada se znamymi koncentracemi
BSA. V pripad¢ jadernych lyzati bylo BSA fedéno v pufru D, v pfipad¢ celobunéénych lyzati v pufru
RIPA. Jednotlivé koncentrace BSA byly pfipraveny serialnim fedénim zasobniho roztoku BSA
(2 mg'ml™) a 0,9% NaCl. Koncentraéni fada obsahovala 9 riiznych koncentraci (od 1280 pg'ml™” — do
5 pg'ml™). Posledni vzorek predstavoval pozadi a obsahoval jenom pufr. Jaderné lyzaty byly nafedény
v poméru 1:4 v pufru D. Celobunééné lyzaty byly fedény ve stejném poméru v pufru RIPA.

Do jamek mikrotitracni desky byly naneseny vzorky koncentracni fady ve tfech opakovanich,
do kazdé jamky bylo naneseno 25 ul. Dale byly do jamek mikrotitracni desticky naneseny vzorky,
rovnéz po 25 pl na jednu jamku. Ke vSem vzorkim bylo pfidano 200 ul BCA (bicinchoninova kyselina,
viz podkapitola 3.4.1.1) roztoku, ktery byl pfipraven smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 50:1.
Desticka s nanesenymi vzorky byla umisténa na tfepacku na 30 s, poté vloZena do termobloku
a inkubovana 30 minut pii 37 °C. Absorbance vzorku byla zméfena na Ctecee desticek pii vinoveé délce
562 nm. K vypoctu koncentrace proteinti z naméfené absorbance byl pouzit program Microsoft Excel.
Z kalibracni fady byla vypoctena priméma hodnota a nasledn¢ bylo od ni odecéteno pozadi. Pozadi bylo
rovno absorbanci pufru D/pufru RIPA bez pfidavku BSA. Poté byly vypoéteny prumérné hodnoty
naméfenych absorbanci jednotlivych vzorkt lyzati. Od vypoctenych hodnot jednotlivych vzorku lyzata
bylo odeéteno pozadi pufru D (u jademych lyzatu) nebo pufru RIPA (u celobunéénych lyzath).
Z vypoctenych hodnot absorbanci jednotlivych kalibrac¢nich vzorki byly sestrojeny kalibraéni kiivky

(viz obr. 8). K jejich sestrojeni byla pouzita linearni regrese s rovnici y = ax + b, kde b udava posunuti



primky na ose y, a smérnici piimky, x hodnotu koncentrace a y hodnotu absorbance. Do rovnice byly
dosazeny vypocten¢ absorbance jednotlivych vzorka a nasledné byla vypoétena koncentrace proteint

v jednotlivych vzorcich lyzatu.
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Obrazek 8 Priklad kalibra¢ni kiivky
Na obrazku je zobrazeno vzorové vyneseni kalibra¢ni kfivky znazorrujici zavislost koncentrace
proteinu na naméfené absorbanci.

4.4.4 Denaturujici polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Veskeré vybaveni potfebné pro sestaveni elektroforézy a nasledného western blotu bylo umyto
saponatem, oplachnuto deionizovanou destilovanou vodou a nasledn¢ 70% etanolem. Po ususeni byla
sestavena aparatura pro nanaseni geli Dual Gel Caster a zkitu TGX Stain-Free™ FastCast™
Acrylamide Kit byly pfipraveny gely o tloust’ce 1,5 mm. Nejprve byl pfipraven separacni gel, kdy bylo
smichano 6 ml roztoku Resolver A a 6 ml roztoku Resolver B. Po promichani bylo pfidano 60 ul 10%
APS a 6 ul TEMED. Po naneseni separacniho gelu byl pfipraven zaostfovaci gel. V tomto pripad¢ byly
smichany 2 ml roztoku Stacker A a 2 ml roztoku Stacker B. Po promichani bylo pfidano 20 pul 10% APS
a 4 pul TEMED. Ihned po naneseni obou geli byl vloZen hieben tak, aby se nevytvofily bubliny.
Polymerace gela probihala po dobu 90 minut pii pokojové teploté. Nasledné byl hieben vyjmut, nalévaci
aparatura rozebrana, gely premistény do buniciny navlhéené deionizovanou vodou a zabaleny do folie.
Takto pripravené gely byly umistény do uzaviratelného plastového sacku a uchovany pfti 4 °C pres noc.

Nasledujici den byla sestavena nadoba pro elektroforézu, do které byly umistény gely pfedem
vytemperované na pokojovou teplotu. Nadoba i elektroforetické komory byly zality pufrem 1x TGS.
Vzorky lyzata byly nejprve ponechany 20 minut na pokojové teploté, poté byly desetkrat promichany,
a nakonec centrifugovany po dobu 10 minut pfi 12400 x g a 4 °C. Po centrifugaci byly vzorky lyzatu
smichany s deionizovanou vodou a pak byl pfidan pufr L.S. Smé&s byla pripravena v poméru 4:1, kdy

4 dily tvoril pfipraveny vzorek lyzatu a vody a 1 dil tvofil pufr L.S. V pfipad¢ nadorovych bunéénych



linii byla pouzita koncentrace 4 pg-pl™ a v piipadé diploidnich fibroblastii byla pouZita koncentrace
3 pug-ul™. Kontrolni lyzaty HeLa bunék byly nanaseny v koncentraci 5 pg-pl™ Takto pfipravené vzorky
byly promichany na laboratomi tfepacce a inkubovany v termobloku po dobu 10 minut pfi 95 °C.
Po ochlazeni na pokojovou teplotu byly vzorky opét promichany a naneseny do jednotlivych jamek na
gelu. Soucasné se vzorky byly naneseny 3 ul standardu molekulové hmotnosti. Nejprve probihala
elektroforeticka separace po dobu 10 minut pfi napéti 100 V. Nasledné bylo napéti zvySeno na 120 V
a vzorky byly separovany piiblizn¢ 110 minut. Po dokonéeni separace byla aparatura rozebrana, gely

vyjmuty a zaostfovaci gel byl odfezan.

4.4.5 Western blot

Gel se separovanymi proteiny byl po dobu 15 minut promyvan v transferovém pufru. Soucasné
byla v transferovém pufru promyvana 1 nitrocelulozova membrana, a to po dobu
5 minut. Nasledn¢ byl sestaven blotovaci sendvi¢. Do nadoby byl nalit transferovy pufr a do néj byla
ponotena kazeta. Do kazety byla vloZzena houba, na ni filtracni papir, membrana, gel, namoceny filtracni
papir a jako posledni opét houba. Po sestaveni byla kazeta vloZzena do transferové nadoby. Nadoba byla
naplnéna transferovym roztokem. Pfenos probihal po dobu 60 minut pfinapéti 75 V. Po celou dobu byla
transferova nadoba umisténa na magnetické michacce, aby bylo zajisténo konstantni promichavani
roztoku. Po skonc¢eni transferu byla kazeta rozebrana a membrana byla promyvana v pufru TBS/T po
dobu 5 minut na tfepaéce. Po promyti byla membrana inkubovana v blokovacim roztoku po dobu
60 minut na tfepacce. Po nasledném trojim promyti, kazd¢ po dobu 5 minut, byla membrana umisténa
do uzaviratelného sacku a byl k ni pfidan roztok primarni protilatky (viz tabulka 3). Inkubace probihala
pfes noc pfi 4 °C na tfepacce.

Nasledujici den byla membrana opét promyta v pufru TBS/T na tiepacce (tfikrat po dobu
10 minut). Poté byla membrana inkubovana po dobu 60 minut se sekundami protilatkou (viz tabulka 4).
Po dokonc¢eni inkubace byla membrana opét tiikrat promyta v pufru TBS/T na tfepacce. Po promyti byly
k membrané pfidany 2 ml roztoku Luminata Forte. Membrana byla nasnimana pomoci pristroje
ChemiDoc a programu ImageLab. Nasledn¢ hodnoceni bylo provedeno pomoci programu Imagel, kdy
byly zméreny intenzity jednotlivych prouzku detekovanych proteinti a soucasné jejich pozadi (napf.
Ligasova et al., 2021). Od jednotlivych hodnot namérenych intenzit bylo odecteno pozadi. Vysledné
grafy byly vytvofeny v programu Microsoft Excel. VSechny experimenty byly provedeny ve tfech

opakovanich.



Tabulka 3 Pouzita fedéni primarnich protilatek pro western blot

Primarni protilatka N Zasobni Koneéna . .
) Redéni Pouzity objem
proti koncentrace koncentrace
UNG 1:1000 0,42 mg'ml™ 0,42 pg-ml™ 3ul
NTHI 1:500 0,1 mg-ml™” 0,2 pg'ml™ 6wl
PCNA 1:1000 1 mg'ml™” 1 ugml™! 3ul
RPA32 1:1000 0,1 mg-ml™” 0.1 ug'ml™! 3ul
MCM7 1:500 0,2 mg'ml™” 0,4 ugml™! 6 ul
Tabulka 4 Pouzita fedéni sekundarnich protilatek pro western blot
Sekul‘u?arnl Redéni Zasobni Konecna Pouity objem
protilatka koncentrace koncentrace
Anti-mysi
: 1:10 000 0,8 mg'ml™” 0,08 pugml™ 2l
peroxidaza -0 e 00 Hg'm =
Anti-kralici
1:10 000 0,8 mgml™ 0,08 ugml™! 2ul
peroxidaza -0 mem 00 HEh H

4.4.6 Lokalizace proteinii pomoci fluorescenéni mikroskopie

HeLa buriky byly kultivovany na kruhovych sklech o priméru 12 mm v Petriho misce
v kultivaénim médiu v CO, inkubatoru pfi 5% CO; a teploté 37 °C a nasledujici den byly zpracovany.
Z Petriho misky bylo vylito médium a bunky byly tfikrat promyty Ix PBS. Nasledné byly buriky
fixovany 2% formaldehydem v 1x PBS po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Po fixaci byly burky
trikrat promyty 1x PBS a permeabilizovany 0,2% Tritonem X-100 v 1x PBS po dobu 10 minut pfi
pokojové teploté. Dale byla skla s buitkami pfemisténa na kapku 1x PBS a poté byly bunky tfikrat
promyty ve 25 mmol1" Tris-HCL, pH 7,5 a 150 mmol-1"". Po promyti byly buiiky inkubovany na kapce
primarni protilatky (viz tabulka 5) (30 ul) po dobu 60 minut pii pokojové teploté. Po dokonceni inkubace
byly buiiky tfikrat promyty ve 25 mmol-1™ Tris-HCL, pH 7.5 a 150 mmol-1" po dobu 5 minut. Poté byla
skla s burikami premisténa na kapku (30 ul) smési sekundarni protilatky a DAPI (viz tabulka 6) a buriky
byly inkubovany po dobu 60 minut pfi pokojové teploté. Po skonéeni inkubace byly bunky trikrat
promyty ve 25 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmoll" po dobu 5 minut. Nasledné byl pufr odsat
a skla s bunikami byla umisténa na kapku montovaciho média na podloznim skle. Poté byly buiky
nasnimany pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus IX83 (Olympus) s kamerou Olympus XM10
a objektivem UPLFLN - 2PH, 20x, NA 0.3 (Olympus). Snimky byly snimany pfi rozliSeni 1024 x 1024
pixeli. Ke snimani byl pouzit program CellSens Dimension (Olympus). Byly snimany fluorescenéni

signaly DAPI a Alexa Fluor 488. Nasledn¢ byly obrazky zpracovany v programu CellProfiler a GIMP.



Tabulka 5 Pouzita fedéni primarnich protilatek pro detekei protilatek pomoci mikroskopu

Primarni protilatka . Konecna
) Redéni Zasobni koncentrace
proti koncentrace
UNG 1:100 0,42 mg-ml™ 4.2 pg'ml™!
NTHI 1:100 0,1 mg-ml™” 1 pg'ml?!
PCNA 1:100 1 mg-ml™” 10 pg-ml™!
RPA32 1:200 0,1 mg-ml™” 0.5 pg'ml™
MCM7 1:100 0,2 mg'ml™” 2 pg-ml™

Tabulka 6 Pouzita fedéni sekundarnich protilatek a DAPI pro detekei protilatek pomoci mikroskopu

Sekundarni .
. Redéni Zasobni koncentrace | Konec¢na koncentrace
protilatka

Anti-mySi protilatka
konjugovana s Alexa 1:100 1,5 mg'ml” 15 pg-ml™!
Fluor 488

Anti-krali¢i protilatka

konjugovana s Alexa 1:100 1,5 mg:ml™” 15 pg'ml™
Fluor 488
DAPI 1:100 1 mmol'm]™ 10 umol'm]™

4.4.7 Analyza glykosylaéni aktivity

4.4.7.1 Priprava magnetickych cdstic s ukotvenymi oligonukleotidovymi probami obsahujicimi

uracil nebo tymin

Nejprve byl pripraven pufr pro konjugaci magnetickych castic s oligonukleotidy (viz
podkapitola 4.2.3.5). Do 2ml zkumavky byl napipetovan 1 ml pfipraveného pufru a 50 pl
rozsuspendovanych magnetickych castic. Zkumavka byla umisténa do magnetického stojanku.
Po pfichyceni castic k okraji zkumavky byl pufr odsat, pfidan 1 ml pufru a castice byly
rozsuspendovany. Tento krok byl zopakovan jest¢ dvakrat. Mezitim bylo pfipraveno 0,5 ml roztoku
obsahujicim 2,5 pmol-I" kotviciho oligonukleotidu a 0,25 pmol-1”" Cy5-oligonukleotidu v pufru pro
pripravu magnetickych ¢astic. Ze zkumavky s magnetickymi ¢asticemi byl odsat pufr a byl pfidan
pfipraveny roztok se smési oligonukleotidii. Roztok s ¢asticemi byl promichan a inkubovan po dobu
60 minut na vortexu. Béhem inkubace byly nachystany dvé 2ml zkumavky. Kazda obsahovala 2375 ul
pufru. Do jedné zkumavky byl pfidan 0,1 mmoll" oligonukleotid C1U a do druhé 0,1 mmoll"’
oligonukleotid CT. Roztok s ¢asticemi byl umistén na magneticky stojan. Po pfichyceni ¢astic na sténu
zkumavky byl roztok odpipetovan a ¢astice byly tikrat promyty 1 ml pufru. Po tfetim promyti bylo k
Casticim pridano 0,5 ml pufru a castice byly rozsuspendovany. Byly nachystany dvé nové 2ml
zkumavky. Castice byly rozmichany pomoci vortexu a rozdéleny po 250 pl do dvou piipravenych

zkumavek. Do jedné zkumavky bylo pfidano 250 ul pfipravenc¢ho roztoku obsahujiciho 5 uM C1U, do



druhé bylo pfidano 250 pl pfipraveného roztoku obsahujiciho 5 pM CT. Zkumavky byly umistény na
vortex, kde byly inkubovany po dobu 60 minut. Po dokonceni inkubace byly roztoky uchovany pfi
4°C.

4.4.7.2 Priprava vzorkii pro mérent glykosyldzove aktivity

Nejprve byl pfipraven pufr pro pripravu vzorkl a magnetickych ¢astic (viz podkapitola 4.2.3.5).
Pot¢ byly pfipraveny dvé 2ml zkumavky, které byly umistény do magnetického stojanku. Do kazdé
zkumavky byl napipetovan 1 ml pfipravené¢ho pufru. Do jedné zkumavky bylo nasledné pfidano 32 pl
magnetickych ¢astic s oligonukleotidovou probou s uracilem a do druhé zkumavky bylo pfidano 32 pl
magnetickych ¢astic s oligonukleotidovou probou s tyminem. Zkumavky s ¢asticemi byly ponechany
na magnetickém stojanku. Pufr byl odsat a k ¢asticim byl pfidan 1 ml pufru. Tento krok byl jest¢ dvakrat
zopakovan. Po poslednim promyti byl pufr odsat, zkumavky byly odebrany z magnetického stojanku
a bylo k nim piidano 1600 pl pufru. Castice byly rozsuspendovany. Vzorky lyzata byly temperovany
pii pokojové teploté po dobu 20 minut, desetkrat promichany, a nakonec centrifugovany po dobu
10 minut pfi 12400 x g a 4 °C. Vzorky jadernych lyzati nadorovych bunék byly nafedény na 4 ug-ml™
a jaderné lyzaty diploidnich fibroblastii byly nafedény na 8 pg'ml”. Takto pfipravené vzorky byly
uchovany na ledu. 50 ul vzorku bylo naneseno do jamky 384 jamkové desticky. Kazdy vzorek byl
nanesen ve trojim opakovani. K pfipravenym lyzatim bylo pfidano 50 ul roztoku ¢astic s uracilem nebo
tyminem. Signal pro 5-FAM byl sniman na ¢tecee desticek ve 20 cyklech po 2 minutach pfi teploté
25 °C. Pred kazdym méficim cyklem byla desticka promichana pfi amplitudé¢ 1,5 mm po dobu 10 s.
Fluorescenéni signal pro 6-FAM byl sniman pfi excitacni vinové délce 488 nm a emisni vlnové délce
520 nm. Nasledn¢ byla data hodnocena v programu Microsoft Excel. Pro kazdy vzorek byla pfipravena
¢tyfi opakovani, z nichZ byl vypocitan prumér a od n¢j bylo odecteno pozadi (pufr). Od naméfenych
hodnot signalu produkovaného v pripadé sondy s uracilem byly odecteny hodnoty signalu zméfené¢ho
pro sondu s tyminem. Ze ziskanych hodnot byla sestrojena kfivka prubéhu polynomicke funkce s rovnici

y = x*+2x+1. Aktivita UNG byla vypoétena jako prvni derivace této funkce v Gase 0.

4.4.8 Kontrola bunééné senescence

IMR-90 buniky byly kultivovany na kruhovych sklech o priméru 12 mm v Petriho miskach

v kultivaénim médiu v CO; inkubatoru pii 5% CO; a teplot¢ 37 °C a nasledujici den byly zpracovany.

4.4.8.1 Analyza replikacni aktivity

Z Petriho misky bylo vylito médium a buriky byly tfikrat promyty 1x PBS. Buiiky byly fixovany
2% formaldehydem v Ix PBS po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Skla s bunkami byla tfikrat
promyta v 1x PBS a buiiky byly permeabilizovany 0,2% Tritonem X-100 v 1x PBS po dobu 10 minut
pii pokojové teploté. Skla s burikami byla premisténa na kapku 1x PBS. Po promyti byla skla

inkubovana na kapce klikaci smési (50 pl) po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Po dokonceni
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inkubace byla skla tfikrat promyta ve 25 mmol-1" Tris-HCI, pH 7.5 a 150 mmol-1"' po dobu 3x 10 minut.
Pot¢ byla skla s burikami pfemisténa na kapku (30 ul) roztoku DAPI a inkubovana po dobu 30 minut
pii pokojové teploté. Skla byla tfikrat promyta ve 25 mmol‘l™ Tris-HCI, pH 7.5 a 150 mmol-1" po dobu
5 minut. Nasledné byl pufr odsat a skla s byla umisténa na kapku montovaciho média na podloznim
skle. Poté byly buiky nasnimany pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus IX83 (Olympus)
s kamerou Olympus XMI10 a objektivem UPLFLN - 2PH, 10x, NA 0,3 (Olympus). Snimky byly
snimany pfi rozliSeni 1024 x 1024 pixela. Ke snimani byl pouzit program CellSens Dimension
(Olympus). Byly snimany fluorescenéni signaly DAPI a Alexa Fluor 488. Nasledn¢ byly obrazky

zpracovany v programu ImageJ, ilastik, CellProfiler, Microsoft Excel a Adobe Photoshop.

4.4.8.2 Analyza SAHF's

Z Petriho misky bylo vylito médium a buiky byly tfikrat promyty 1x PBS. Buiiky byly fixovany
2% formaldehydem v Ix PBS po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Skla s bunkami byla tfikrat
promyta v 1x PBS a buiky byly permeabilizovany 0,2% Tritonem X-100 v 1x PBS po dobu 10 minut
pii pokojoveé teploté. Skla s burikami byla pfemisténa na kapku 1x PBS. Pot¢ byly buriky tfikrat promyty
ve 25 mmol-I" Tris-HCI, pH 7.5 a 150 mmol‘l" a skla s buiikami byla pfemisténa na kapku (30 pl)
roztoku DAPI. Buiiky byly inkubovany po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Po skonceni inkubace
byly buriky tfikrat promyty ve 25 mmol-1" Tris-HCL, pH 7,5 a 150 mmol‘l" po dobu 5 minut. Nasledng
byl pufr odsat a skla s burikami byla umisténa na kapku montovaciho média na podloznim skle. Poté
byly buiky nasnimany pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus IX83 (Olympus) s kamerou
Olympus XM10 a objektivem UPLSAPO O, 100x, NA 1,4 (Olympus). Snimky byly snimany pfi
rozliseni 1024 x 1024 pixeli. Ke snimani byl pouzit program CellSens Dimension (Olympus). Byl
sniman fluorescenéni signal pro DAPI. Nasledné byly obrazky zpracovany v programu Adobe

Photoshop.

4.4.8.3 Analyza SA-Gal

Z Petriho misky bylo vylito médium a buinky byly tfikrat promyty 1x PBS. Nasledn¢ byly buriky
fixovany fixa¢nim roztokem ze sady pro detekci SA-Gal, a to po dobu 10 minut pii pokojové teplote.
Po fixaci byly buiiky byly tfikrat promyty 1x PBS a nasledné byla skla s burikami pfemisténa do vlhké
komurky na 100pl kapku roztoku pro detekci SA-Gal. Buiiky byly v roztoku inkubovany
v Thermomixeru pfes noc pii teploté 37 °C. Druhy den byla skla sburikami tfikrat promyta ve
25 mmol "' Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1" a skla s buiikami byla pfemisténa na kapku (30 ul) roztoku
DAPI. Buiky byly inkubovany po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Po skonéeni inkubace byly buriky
tiikrat promyty ve 25 mmoll" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-I" po dobu 5 minut. Nasledné byl pufr
odsat a skla s butikami byla umisténa na kapku montovaciho média na podloznim skle. Poté byly buiiky
nasnimany pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus IX83 (Olympus) s kamerou Olympus XM10

a objektivem LUCPLFLN - PH, 20x, NA 0.45 (Olympus). Snimky byly snimany pfi rozlieni 1024 x
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1024 pixelu. Ke snimani byl pouzit program CellSens Dimension (Olympus). Byl sniman signal ve
svételném poli (bright field). Nasledn€ byly obrazky zpracovany v programu Adobe Photoshop.
4.5 Statistické hodnoceni

Pro hodnoceni vzajemného vztahu mezi jednotlivymi sledovanymi proteiny u pouzitych
bunécnych linii a rovnéZ pro zji§téni vztahu mezi obsahem UNG?2 a aktivitou uracilovych glykosylaz

bylo pouzito hodnoceni pomoci Pearsnova koeficientu za pouziti programu Sigma Plot 11.0.
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S Vysledky

5.1 Priprava bunécnych lyzati a méreni koncentrace proteinu

Pro srovnavaci analyzu exprese proteini ucastnicich se replikace a oprav DNA byly pouzity
tyto bunééné linie: nadorové linie HeLLa, NCI-H2009, HCT-116 a U2-0S, diploidni senesescentni (IMR-
90 S) a rostouci, nesenescentni, fibroblasty IMR-90 a imortalizované diploidni epitelové bunky sitnice
hTERT RPE-1 (RPE-1).

Ze vsech uvedenych bunécénych linii byly pfipraveny jademé lyzaty. Kromé toho byly
z bunéénych linii HeLa a NCI-H2009 pfipraveny celobunééné lyzaty. Senescence byla v IMR-90
buiikach monitorovana pomoci analyzy aktivity SA-Gal (viz obr. 9a), analyzy replikacni aktivity (viz
obr. 9b) a pomoci detekce heterochromatinovych ohnisek spojenych se senescenci (SAHFs) (viz obr
9c¢).

Celkova koncentrace proteini v jednotlivych vzorcich pfipravenych lyzatu byla stanovena
pomoci BCA metody zaloZené na vytvoieni komplexu Cu®* iontii s proteiny a nasledné redukci na
Cu" ionty. Kyselina bicinchoninova tvoii s Cu” ionty v alkalickém prostfedi modro-fialovy komplex
(Walker, 1996). Koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich byla nasledné vypocétena z naméfenych
absorbanci za vyuziti kalibra¢ni kfivky vytvofené v programu Microsoft Excel (viz obr. 8) a pouZita pro
vypocet mnozstvi nanasenych proteinu pro western blot analyzu. Primémé hodnoty koncentrace

proteinu pro jednotlivé bunécné linie jsou zobrazeny v tabulce 7.

Tabulka 7 Primémé namétené hodnoty koncentraci proteinu ve vzorcich jednotlivych bunéénych linii

Bunééns linie Prﬁmérnvzi koncentrace proteinu v:];zidlv‘e +
smérodatna odchylka [png-ml™]

HeLa 1302,2 +£22
NCI-H2009 64228 £ 0.8
HCT-116 979,76 £ 2.2
U208 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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Obrazek 9 Monitorovani senescence u IMR-90 bun¢k

a) Detekce senescentnich (IMR-90 S) a rostoucich IMR-90 bun¢k pomoci mapovani aktivity S-Gal.
Sipky oznaduji mista s detekovanou B-galaktosidazovou aktivitou spojenou se senescenci. Méfitko je
rovno 50 um. b) Analyza mnozstvi replikujicich bun¢k pomoci znaceni EdU. ¢) Detekce SAHFs pomoci
DAPI. M¢ritko odpovida 10 um.

5.2 Porovnani obsahu vybranych proteinii v lidskych bunéénych liniich

Je znamo, Ze bunky odlinych tkani se miizou v zavislosti na jejich funkei lisit v expresi gentd
nckterych proteini  (Pontén er al., 2009). V diplomové praci byly analyzovany rozdily
v obsahu vybranych proteinti ucastnicich se replikace a oprav DNA mezi nadorovymi, diploidnimi

a senescentnimi lidskymi bunéénymi liniemi.

5.2.1 Analyza obsahu vybranych proteinii v nadorovych bunéénych liniich

Nejdrive byla provedena analyza obsahu vybranych proteint u nadorovych bunéénych linii.

Kvantifikace vybranych proteinu v pfipravenych jadernych lyzatech byla provedena pomoci western
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blot analyzy. Jednalo se o proteiny ucastnici se replikace a oprav DNA a to UNG2, NTHI1, PCNA,
RPA32, MCM7, Cdc45 a DNA polymerazu f.

5.2.1.1 Analyza proteinu UNG2

Protein UNG?2 patii do skupiny uracilovych DNA glykosylaz a jeho tlohou je identifikace
a odstranéni modifikovanych nukleosidi v molekule DNA (Kara ef al., 2019) (viz podkapitola 3.3).
Provedena imunofluorescen¢ni analyza potvrdila prfevazné jadernou lokalizaci UNG proteinu (viz obr.
10). Vysledky western blot analyzy ukazaly vyznamny rozdil mezi HeLa builkami a ostatnimi tfemi
nadorovymi liniemi (viz obr. 11). Jaderné lyzaty HeLa bunck obsahovaly pfiblizné o 34 % UNG?2
proteinu vice nez bunééna linie NCI-H2009 a o 40 % vice nez bunécné linie HCT-116 a U2-0S.

UNG2 + DAPI

Obrazek 10 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu UNG2 v HeLa bunkach

Fixované a permeabilizované¢ buiky byly znaceny primarni a sekundami protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
UNG2, modry signal mistim lokalizace jaderné DNA. M¢ftitko odpovida 50 um.
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Obrazek 11 Zastoupeni proteinu UNG2 v nadorovych burikach

Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni proteinu UNG?2 v jednotlivych testovanych nadorovych
burikach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bunék, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazornéna jako prameér + smérodatna odchylka.; pod grafem je priklad western blot detekce proteinu
UNG?2 v jadernych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteinti byla 4 pg-pl™.

5.2.1.2 Analyza proteinu NTH1

Dalsim sledovanym proteinem byla DNA glykosylaza NTH1 slouzici k opravam oxidovanych
pyrimidinu jako je napfiklad 5-hydroxyuracil nebo 5-hydroxycytosin béhem bazové excizni opravy
(Williams ef Parsons; 2018). Lokalizace tohoto proteinu pomoci fluorescencni mikroskopie ukazala
podobné jako u UNG?2 proteinu jeho jadernou lokalizaci (viz obr. 12). V pfipad¢ analyzy obsahu NTH1
proteinu v riznych nadorovych burikach byla jeho nejvyssi koncentrace namérena podobné jako
u UNG?2 proteinu u HeLa bun¢k (viz obr. 13). Oproti ostatnim sledovanym burikam obsahovaly jaderné
lyzaty HeLa bunck pfiblizn€ o 60 % vice proteinu NTHI1 nez linie NCI-H2009, o 64 % vice nez linie
HCT-116 a 0 70 % vice nez linie U2-0S.
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NTH1 + DAPI

Obrazek 12 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu NTH1 v HeLa buikach

Fixované a permeabilizované buiky byly znaceny primarni a sekundami protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
NTHI, modry signal mistiim lokalizace jaderné DNA. M¢ftitko odpovida 50 um.
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Obrazek 13 Zastoupeni proteinu NTHI1 v nadorovych burikach
Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni proteinu NTH]1 v jednotlivych testovanych nadorovych
burikach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bunék, ktery je roven 100 %. Data jsou
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znazornéna jako pramér + smérodatna odchylka.; pod grafem je piiklad western blot detekce proteinu NTH1 v
jadernych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteint byla 4 pg-pl™.

5.2.1.3 Analyza proteinu RPA32

Tretim sledovanym proteinem byl protein RPA32. Tento protein je podjednotkou
heterotrimerniho RPA proteinu, ktery se vazZe na jednovldknovou DNA a je dileZitou souddsti replikace
a oprav DNA (Wold, 1997; Zou et al., 2006). Imunofluorescen¢ni analyza ukdzala prevazné jadernou
lokalizaci tohoto proteinu (viz obr. 14). Podle western blot analyzy obsahovaly nejvice RPA32 proteinu
HCT-116 buiiky (viz obr. 15), a to o cca 79 % vice neZ Hel.a buiiky. U NCI-H2009 a U2-OS bun¢k byl
rozdil oproti buiitkdm HCT-116 piiblizné vice nez 100 %.

RPA32 + DAPI

Obrazek 14 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu RPA32 v HeLa bunkach

Fixované a permeabilizované¢ buiky byly znaceny primarni a sekundami protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
RPA32, modry signal mistam lokalizace jaderné DNA. M¢titko odpovida 50 um.
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Obrazek 15 Zastoupeni proteinu RPA32 v nadorovych buikach

Grafické znazoméni procentualniho zastoupeni proteinu RPA32 v jednotlivych testovanych nadorovych
burikach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bunék, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazornéna jako prumeér + smérodatna odchylka.; pod grafem je priklad western blot detekce proteinu
RPA32 v jademych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteint byla 4 pg-ul™.

5.2.1.4 Analyza proteinu PCNA

Protein PCNA je dileZity predevsim pii syntéze a opravich DNA (Kelman, 1997). Dile se
ucastni remodelace chromatinu, kontroly bunécného cyklu (Maga et Hubsher, 2003) ¢i koheze
chromatid (Strzalka et Ziemienowicz; 2011). Protein PCNA byl pomoc{ imunofluorescence lokalizovin
jak v jadre, tak i v cytoplazmé (viz obr. 16). V souladu s jeho zapojenim v replikaci byla nékterd jadra
znaCena podstatné vice neZ zbytek (nereplikujicich) jader (viz obr. 16). Nejvyssi obsah proteinu PCNA
vykazovala jadra U2-OS bunék (viz obr. 17). Tyto bunky obsahovaly oproti Hel.a bunkdm o cca 90 %
vice, oproti NCI-H2009 buiitkdm o cca 70 % vice a oproti HCT-116 o cca 30 % vice proteinu PCNA.
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PCNA + DAPI

Obrazek 16 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu PCNA v HeLa bunkach

Fixované a permeabilizované¢ buiky byly znaceny primarni a sekundami protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
PCNA, modry signal mistim lokalizace jaderné DNA. M¢ftitko odpovida 50 um.
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Obrazek 17 Zastoupeni proteinu PCNA v nadorovych buikach
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Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni proteinu PCNA v jednotlivych testovanych nadorovych
bunikach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bun¢k, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazornéna jako prameér + smérodatna odchylka.; pod grafem je priklad western blot detekce proteinu
PCNA v jadernych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteinti byla 4 pg-ul™.

5.2.1.5 Analyza proteinu MCM7

Dal$im sledovanym proteinem byl protein MCM?7, ktery hraje vyznamnou roli v zahdjeni
replikace DNA. Tvorba MCM?2-7 komplexu je v pocateCnim stiadiu replikace povaZovdna za nezbytnou
k formaci pre-replikacniho komplexu k rozpleteni molekuly DNA a tvorbé replikacni vidlicky (LLabib et
al., 2000). V pripadé¢ imunofluorescence byl tento protein lokalizovdn prevazné v jadie (viz obr. 18).
Jeho nejvyssi mnoZstvi bylo pomoci western blot analyzy zjisténo v jadie Hel.a a HCT-116 bunék (viz
obr. 19). Ob¢ tyto linie obsahovaly pfiblizné stejné mnoZstvi MCM7 proteinu. HelLa a HCT-116 buiiky
obsahovaly priblizn€ o 40 % vice proteinu neZ bunécnd linie NCI-H2009 a o 26 % vice neZ bunécnd

linie U2-0OS.

MCM7 + DAPI

Obrazek 18 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu MCM?7 v HeLa buikach

Fixované a permeabilizované¢ buiky byly znaceny primarni a sekundami protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
MCM?7, modry signal mistim lokalizace jaderné DNA. M¢ritko odpovida 50 um.
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Obrazek 19 Zastoupeni proteinu MCM7 v nadorovych buikach

Grafické znazoméni procentualniho zastoupeni proteinu MCM?7 v jednotlivych testovanych nadorovych
burikach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bunék, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazornéna jako prumér = smérodatna odchylka; pod grafem je priklad western blot detekce proteinu
MCM?7 v jademych lyzatech. Koncentrace nanesenych jademych proteini byla 4pg-pl™.

5.2.1.6 Analyza proteinit DNA polymerazy p a Cdc45

DNA polymerdza [ se dcastni oprav DNA (zejména opravy BER). Ddle také replikace nebo
rekombinace. (Kumar et al., 2022). Protein Cdc45 je dilezity pii zahdjen{ replikace, kdy spolecné
s helikdzovym komplexem napomahd rozplétini dvousroubovice DNA béhem jeji replikace (Petojevic
et al., 2015). V piipadé téchto dvou proteinil neposkytla ani jedna z pouZitych protildtek signifikantn{

imunofluorescencni signdl. Podobné nebyl pozorovan signdl ani na western blotu (viz obr. 20).

a) b)

HeLa NCI-H2009 HCT-116 U2-0s8 HeLa  NCI-H2009 HCT-116 U2-0S

Obrazek 20 Western blot detekce DNA polymerazy  a Cdc45
Na obrazku je zobrazen priklad detekce proteini DNA polymerazy B (vlevo) a Cdc45 (vpravo)
v jadernych lyzatech nadorovych bunék. Koncentrace nanesenych jadernych proteint byla 4pg-ul™.

5.2.2 Analyza obsahu vybranych proteinii u lidskych diploidnich bunék

Podobn¢ jako u nadorovych bunék byla i u dvou diploidnich bunéénych linii provedena analyza
obsahu vybranych proteinti s cilem popsat rozdily mezi obsahem proteini mezi imortalizovanymi

a b&znymi diploidnimi burikami. V experimentech byly pouzity diploidni fibroblasty IMR-90
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a imortalizované diploidni buriky hTERT RPE-1 (RPE-1). V pfipadé linie IMR-90 bylo rovnéz

sledovano, zda existuje rozdil v obsahu jednotlivych proteinti u senescentnich a rostoucich bunék.

5.2.2.1 Obsah vybranych proteinu u diploidnich bunécnych liniich

Provedena western blot analyza ukazala, Ze obsah vSech sledovanych proteinti byl mnohem
vys$si u imortalizovanych diploidnich RPE-1 bunék nez u IMR-90 diploidnich fibroblastt (viz obr. 21).
V pfipadé UNG2, RPA32, PCNA a MCMT7 proteinti byl tento rozdil pfiblizn¢ 90 % (viz obr. 21a, c, d,
¢). O néco mensi rozdily byly naméfeny v pripadé glykosylazy NTHI1. U tohoto proteinu byl rozdil
v jeho obsahu pfiblizné 40 % (viz obr. 21b).
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Obrazek 21 Obsah sledovanych proteinti u diploidnich bun¢k

Grafické znazomeéni procentualniho obsahu sledovanych proteint u diploidnich bun¢k. Hodnoty signalu
byly normalizovany na signal u RPE-1 bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou znazoména jako pramér
+ smérodatna odchylka.

5.2.2.2 Obsah vybranych proteinii u rostoucich a senescentnich bunék

Dale byl sledovan rozdil v obsahu vybranych proteint v senescentnich a rostoucich IMR-90
bunikach. Z provedenych analyz nebyl zjistén vyznamny rozdil v obsahu UNG?2 proteinu, rozdil mezi
senescentnimi a rostoucimi burikmi byl pfiblizn¢ 13 % (viz obr. 22a). Naopak, v pfipad¢ druhé
sledované glykosylazy — NTH1, doslo k poklesu obsahu tohoto proteinu u senescentnich bunck o cca
60 % (viz obr. 22b). U RPA32, PCNA i MCMY7 proteinu doslo naopak u senescentnich IMR-90 bun¢k
k vyraznému nartistu jejich obsahu. U proteinit RPA32 a MCM7 byl tento nartst témér 80 % (viz obr.
22¢, ¢) a u proteinu PCNA byl narust priblizn¢ 55 % (viz obr. 22d).
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Obrazek 22 Obsah sledovanych proteinti u rostoucich a senescentnich fibroblastu

Grafické znazornéni procentualniho obsahu proteini u rostoucich a senescentnich (IMR-90 S)
fibroblasti. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u IMR-90 S bun¢k, ktery je roven 100 %.
Data jsou znazomeéna jako pramér + smérodatna odchylka.

5.2.3. Analyza obsahu vybranych proteinii u celobunécnych lyzata HeLa a NCI-
H2009 bunék

V dalsi ¢asti prace byl sledovan obsah vybranych proteinii u celobunéénych lyzati pripravenych
ze dvou nadorovych linii — HeLa a NCI-H2009. Cilem bylo zjistit, nakolik se 1isi obsah sledovanych
proteintd u jadernych a celobunécnych lyzath.

Provedené analyzy ukazaly, Zze obsah sledovanych proteint byl ve vSech pripadech vyssi u HeLa
bun¢k nez u NCI-H2009 bungk (viz obr. 23). V pripadé UNG2 a NTH1 glykosylazy byl jeho obsah
vyssi o cca 70 % (viz obr 23a, b, ). Jesté vEtsi byl rozdil v obsahu RPA32 proteinu. V tomto pripadé
obsahovaly celobunééné lyzaty HeLa bunék o 80 % vice RPA32 nez NCI-H2009 buriky (viz obr. 23c,
). U PCNA byl obsah tohoto proteinu u linie HeLa o 22 % vys$§i nez u bunécéné linie NCI-H2009 (viz
obr. 23d, f). U MCM7 proteinu byl rozdil v obsahu cca 40 % (viz obr. 23e, f).
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Obrazek 23 Obsah vybranych proteinii v celobunéénych lyzatech
a-e) Grafické znazornéni procentualniho obsahu vybranych proteint v celobunéénych lyzatech Hela
a NCI-H2009 bunék. Pouzitd koncentrace proteinii na western blotu byla 4 pg-ul”. Hodnoty signalu
byly normalizovany na signal u HeLa bun¢k, ktery je roven 100 %. Data jsou znazornéna jako pramér
+ smérodatna odchylka. f) Priklad western blot detekce sledovanych proteina v celobunéénych lyzatech
bunék. Koncentrace nanesenych jadernych proteint byla 4 pg-pl™.

V pripad€ urceni korelace mezi jednotlivymi proteiny u jadernych a celobunéénych lyzati byl
Pearsonuv koeficient roven 0,801. Ackoli se jedna o silnou pozitivni korelaci (viz obr. 24), nebyl tento
vysledek statisticky vyznamny (p = 0,103). Opét by byla nutna dikladnéjsi analyza s vy$sim poétem
vzorki.
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Obrazek 24 Analyza vzajemnc¢ho vztahu mezi studovanymi proteiny u jaderych a celobunécnych
lyzata

Korela¢ni diagram znazorujici vztah mezi proteiny v jadernych a celobunéénych lyzatech. Body
v grafu znazornuji jednotlivé hodnoty obsahu sledovanych proteinti.
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5.2.4. Porovnani obsahu vybranych proteinu mezi testovanymi bunéénymi liniemi

Na zavér byl porovnan rozdil v obsahu proteint v ramci vsech sledovanych bunck. V tomto
pfipad¢ byly vzorky normalizovany pomoci vzorku HeLa bunék. Tento vzorek byl soucasti vsech
analyzovanych gelti. Pouziita koncentrace vzorku byla 4 pg-ml™ celkového proteinu.

Nejvice proteinu UNG2 obsahovala bunééna linie RPE-1 (viz obr. 25a). Oproti bunééné linii
HeLa bylo v bunééné linii RPE-1 naméfeno piiblizné¢ o 40 % tohoto proteinu vice. Naopak proteinu
NTH]1 obsahovaly nejvice HeLa buriky, a to pfiblizné o 25 % vice nez RPE-1 buiiky (viz obr. 25b). Jesté
vétsi rozdily byly naméfeny v obsahu proteinu RPA32, kdy nejvysSi obsah tohoto proteinu byl
u HCT-116 bun¢k (viz obr. 25¢). Ve srovnani s HeLa burikami byl obsah RPA32 u imortalizovanych
RPE-1 bun¢k podobny. U proteinu PCNA byl jeho obsah u HeLa bun¢k naopak nizsi, a to priblizné
0 70 % nez u bunck RPE-1 (viz obr. 25d). Obsah proteinu MCM?7 byl vyssi u HeLa bungk, a to pfiblizné
0 40 % nez u bunék RPE-1 (viz obr. 25¢). Obecné byl u vSech sledovanych proteini naméren jejich
nejniz§i obsah u linie diploidnich fibroblastt IMR-90. Nejvétsi rozdil mezi linii IMR-90 a Hela
burikami byl naméfen v pfipad¢€ proteini RPA32 a MCM?7, tento rozdil byl piiblizné 96 %.
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Obrazek 25 Porovnani obsahu proteinti u v§ech testovanych bunéénych linii

Grafické znazomnéni procentualniho obsahu vybranych proteinu u vSech testovanych bunék. Pouzita
koncentrace proteinii na western blotu byla 4 pg-ul™. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u
kontrolnich HeLa bun¢k, které byly naneseny na vSech gelech, tento signal byl roven 1. Data jsou
znazornéna jako prumeér = smérodatna odchylka.

Vzhledem k ostatnim nadorovym bunécnym liniim byl obsah proteinti UNG2, NTH1 a MCM7v
HeLa burikach vyssi. U proteint RPA32 a PCNA byl naopak jejich obsah proteinu nizsi v HeLa buiikach

nez v ostatnich bunéénych liniich.
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5.3 Analyza glykosylazové aktivity

V posledni ¢dsti price byla analyzovdna aktivita bunéénych uracilovych DNA glykosylaz
v jadernych lyzdtech jak nddorovych, tak i diploidnich bunék. Aktivita byla méfena pomoci metody
zaloZené na pouZiti fluorescencné znacenych oligonukleotidovych sond ukotvenych na povrchu
magnetickych cdstic pokrytych streptavidinem (Ligasovd et al., 2021, viz podkapitola 4.4.7). Aktivita
byla testovdna v jadernych lyzdtech nddorovych bun€k - Hel.a, NCI-H2009, HCT-116 a U2-OS
a v jadernych lyzdtech diploidnich fibroblasti IMR-90 (senescentnich i rostoucich) a imortalizované
diploidn{ linie RPE-1.

7. vysledki je zjevné, Ze v piipad€ nddorovych bun€k byla nejvyssi aktivita uracilovych DNA
glykosyldz u bunécné linie U2-OS (viz obr. 26a). V bunécné linii HCT-116 byla aktivita uracilovych
DNA glykosyldz o 14 % niZsi neZ v bunécné linii U2-OS. V linii Hel.a byla aktivita uracilovych DNA
NCI-H2009. U této linie byla aktivita uracilovych DNA glykosylaz ptiblizné o 49 % niZsi nez u U2-OS

bunék.
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Obrazek 26 Analyza aktivity uracilovych DNA glykosylaz

a) Grafické znazomeéni procentualniho zastoupeni aktivity uracilovych DNA glykosylaz v nadorovych
burikach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bunék, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazoréna jako prumér £ smérodatna odchylka; b) Grafické znazoméni procentualniho zastoupeni
aktivity uracilovych DNA glykosylaz v diploidnich buikach. Hodnoty signalu byly normalizovany na
signal u RPE-1 bun¢k, ktery je roven 100 %. Data jsou znazornéna jako primér + smérodatna odchylka;
¢) Grafické znazoméni procentualniho zastoupeni aktivity uracilovych DNA glykosylaz v buiikach
rostoucich a senescentnich (IMR-90 S) diploidnich fibroblasti. Hodnoty signalu byly normalizovany na
signal u IMR-90 S bunck, ktery je roven 100 %. Data jsou znazornéna jako prumér + smérodatna
odchylka; d) Grafické znazoméni procentualniho zastoupeni aktivity uracilovych DNA glykosylaz
u nadorovych bunécnych linii a diploidnich bunék. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u
HeLa bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou znazornéna jako + smérodatna odchylka.
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V piipad€ porovndni diploidnich bunék byla vyrazné€ vyssi aktivita naméfena u imortalizované
diploidni bunécné linie RPE-1 (viz obr. 26b). Rozdil v aktivit¢ uracilovych DNA glykosyldz byl
priblizn€ 89 %. Pri porovndni senescentnich a rostoucich IMR-90 buné¢k byla vyssi aktivita naméfena
u rostoucich IMR-90 bunék (viz obr. 26¢), pficemz rozdil ¢inil piiblizné 62 %. Na zavér byly porovndany
rozdily v aktivité¢ uracilovych DNA glykosyldz mezi vSemi testovanymi bunkami. V rdmci tohoto
porovndni byla nejvyssi aktivita uracilovych glykosyldz naméfena u bunécné linie RPE-1 (viz obr. 26d).
Naopak, u IMR-90 bunék, a to jak rostoucich, tak senescentnich byla aktivita uracilovych glykosylaz
nejniZsi. Rozdil mezi buiitkami RPE-1 a U2-OS, které mély v rdmci nddorovych linif nejvyssi aktivitu

uracilovych glykosylaz, byl priblizné€ 41 %.

5.4 Korelativni analyza

5.4.1 Korelativni analyza proteinti v nadorovych bunécnych liniich

Pro uréeni vzajemného vztahu mezi jednotlivymi proteiny byl pouzit Pearsontiv koeficient (viz

tabulka 8). Soucasn¢ byla pro kazdy Pearsontv koeficient vypoctena p-hodnota (viz tabulka 8).

Tabulka 8 Korelace mezi jednotlivymi sledovanymi proteiny v ramci nadorovych bunéénych linii

Porovnavané proteiny Pearsoniiv koeficient p-hodnota

UNG2/NTHI 0,995 0,005
UNG2/RPA32 0,0004 1

UNG2/PCNA -0,852 0,148
UNG2/MCM7 0,440 0,560
NTHI1/RPA32 0,094 0,906
NTHI1/PCNA -0,821 0,179
NTHI/MCM7 0,524 0,476
RPA32/PCNA 0,213 0,787
RPA32/MCM7 0,880 0,120
PCNA/MCM7 -0,103 0,897

Ze vzajemného porovnani vyplynulo, Ze u nadorovych bun¢k je mezi proteiny UNG2 a NTH1
velmi silna pozitivni korelace, s obsahem UNG?2 roste i obsah NTH1 (Pearsontiv koeficient = 0,995;
p = 0,005). Tato korelace je zfejma i z bodového grafu na obr. 27a. Mezi proteiny UNG2 a PCNA
a rovnéz mezi proteiny NTHI a PCNA byla dle Pearsonova koeficientu zapomna korelace, ovSem
vzhledem k nizkému poctu sledovanych nadorovych linii nebyla tato korelace statisticky vyznamna
(p=0,148 pro UNG2/PCNA ap= 0,178 pro NTH1 a PCNA; viz tabulka 8 a obrazek 27b, c). Pro jasné;jsi
odraz vzajemné korelace by bylo nutné provést tyto analyzy na vétSim poctu nadorovych bunéénych
liniich. Z vypoctenych dat byla rovnéz zfejma pozitivni korelace mezi replikac¢nimi proteiny RPA32

a MCM?7 (Pearsonuv koeficient = 0,880, p = 0,119; viz tabulka 8 a obrazek 27d). I v tomto pripadé by

57



pro presnéjsi vysledky byla nutna analyza vyssiho poétu nadorovych bunéénych liniich. Mezi zbylymi

kombinacemi proteinii nebyla nalezena zadna korelace.
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Obrazek 27 Analyza vzajemného vztahu mezi nékterymi studovanymi proteiny u nadorovych bunék
Korelaé¢ni diagram znazomujici vztah mezi proteiny UNG2 a NTHI1 (a), UNG2 a PCNA (b), NTHI1
a PCNA (c¢) a RPA32 a MCM7 (d) u nadorovych bun¢k. Body v grafech znazormiuji jednotlivé hodnoty
obsahu sledovanych protein.

5.4.2 Korelativni analyza proteinii u vSech sledovanych bunéénych linii

Vztah mezi jednotlivymi proteiny byl soufasn¢ analyzovan v ramci vSech testovanych
bunécnych linii - nadorovych a diploidnich. Pro ur¢eni vzajemného vztahu byl opét pouzit Pearsontv
koeficient a p-hodnota (viz tabulka 9). Vzajemné porovnani v§ech bun¢k potvrdilo pozitivni korelaci
mezi proteiny UNG2 a NTHI (Pearsonuv koeficient = 0,705, p = 0,077; viz tabulka 9 a obrazek 28a).
Soucasné se potvrdila pozitivni korelace mezi replikacnimi proteiny RPA32 a MCM7 (Pearsonuv
koeficient = 0,693, p = 0,085; viz tabulka 9 a obrazek 28b). V obou dvou pfipadech, ale nebyly tyto
vysledky statisticky vyznamné¢ a pro jejich potvrzeni by byla nutna analyza vét§iho poctu bunéénych

linii.
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Obrazek 28 Analyza vzajemného vztahu mezi nékterymi studovanymi proteiny u vSech bunck
Korelaéni diagram znazomujici vztah mezi proteiny UNG2 a NTH1 (a) a RPA32 a MCM7 (b) u vSech
sledovanych bun¢k. Body v grafech znazoriuji jednotlivé hodnoty obsahu sledovanych proteint.

Tabulka 9 Korelace mezi jednotlivymi proteiny u vSech sledovanych bunck

Porovnavané proteiny Pearsoniiv koeficient p-hodnota

UNG2/NTHI 0,705 0,077
UNG2/RPA32 0,349 0,442
UNG2/PCNA 0,729 0,063
UNG2/MCM7 0,491 0,263
NTHI1/RPA32 0,214 0,645
NTHI1/PCNA 0,080 0,864
NTH1/MCM7 0,454 0,306
RPA32/PCNA 0,471 0,286
RPA32/MCM7 0,693 0,085
PCNA/MCM7 0,399 0,375

5.4.3 Korelativni analyza proteini u diploidnich bunék

Dalsi korelativni analyza byla provedena s cilem porovnat vztah mezi jednotlivymi proteiny
u diploidnich fibroblasti IMR-90 a imortalizované diploidni linii RPE-1 (viz obr. 29). Na zakladé
provedené analyzy byla zjisténa pozitivni korelace mezi obéma bunéénymi liniemi (Pearsonuv
koeficient = 0,740), ale p-hodnota naznacovala, Ze se nejedna o statisticky vyznamnou hodnotu
(p=0,153). Jelikoz se jednalo o porovnani jenom dvou linii, pro pfesnéjsi analyzu by bylo nutné testovat

veétsi pocet diploidnich bunék.
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Obrazek 29 Analyza vzajemného vztahu mezi studovanymi proteiny u diploidnich bunék

Korela¢ni diagram znazorujici vztah mezi sledovanymi proteiny u diploidnich fibroblasti IMR-90
aimortalizované diploidni linie RPE-1. Body v grafu znazormiuji jednotlivé hodnoty obsahu sledovanych
proteind.

5.4.4 Korelativni analyza mezi aktivitou uracilovych DNA glykosylaz a obsahem

UNG2

Na zdvér byl analyzovdn vzdjemny vztah mezi aktivitou uracilovych DNA glykosyldz
v jednotlivych bunéénych liniich a obsahem UNG?2 proteinu v t€chto bunécnych liniich (viz obr. 30)
pomoci Pearsonova koeficientu. Na zdklad€ vypoctu byla hodnota Pearsonova koeficientu rovna 0,820
(p = 0,024). To ukazuje na silnou pozitivni korelaci mezi obsahem UNG2 proteinu a aktivitou

uracilovych DNA glykosyldz (viz obr. 30).
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Obrazek 30 Analyza vzajemného vztahu mezi obsahem UNG?2 a aktivitou uracilovych DNA glykosylaz
Korelaéni diagram znazomujici vztah mezi obsahem UNG?2 a aktivitou uracilovych DNA glykosylaz u
nadorovych bunécnych liniich.
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6 Diskuze

V diplomové préci byla provedena srovndvaci analyza proteint ticastnicich se replikace a oprav
DNA z hlediska jejich obsahu v rliznych buné¢nych liniich. Sledovanymi proteiny byly UNG?2, NTHI,
RPA32, PCNA, MCM?7, DNA polymerdza 3 a CDC45. JelikoZ je DNA syntetizovdna kromé jddra
1 v mitochondriich, byly v experimentech primarné pouZiviny jaderné lyzdty. Analyzovanymi
bunéénymi liniemi byly ndadorové linie Hel.a, NCI-H2009, HCT-116 a U2-OS. Didle byly pouZity
diploidni fibroblasty IMR-90, kde byl analyzovdn rozdil v obsahu proteinu mezi rostoucimi
a senescentnimi buitkami a rovnéZ byla pouZita diploidni imortalizovand linie RPE-1. Kromé jadernych
lyzdtd byly z bunécné linie Hel.a a NCI-H2009 piipraveny i celobunécné lyzaty, které byly vyuZity pro
dokumentaci prfpadnych rozdild v obsahu proteinti mezi jadernymi a celobunénymi lyzaty.

Prvnim analyzovanym proteinem byla uracilovd glykosyldza UNG?2, kterd hraje dileZitou roli
v bdzové excizni opravé (napi. Pettersen et al., 2007). Provedend fluorescencni analyza prokdzala
lokalizaci tohoto proteinu v bunééném jadre. Tato pozorovani jsou v souladu, s jiZ diive publikovanymi
vysledky napi. Otterleiho a kolektivu (Otterlei et al., 1999). Z ndsledné provedené analyzy obsahu
UNG?2 pomoci western blotu bylo ziejmé, Ze v rdmci nddorovych bunék obsahovala nejvice proteinu
UNG?2 bunéénd linie HelLa. V prdci Ivelanda a kolektivu (Iveland et al., 2020) byl v buiikdch Hel.a
rovnéZ naméien vysoky obsah proteinu UNG?2. V diplomové praci se nicméné nejednalo o nejvyssi
obsah tohoto proteinu v rdmci celého souboru analyzovanych bunéénych linif. Nejvyssi obsah UNG2
byl naméfen v imortalizované diploidn{ linii RPE-1. Tento ndlez mohl souviset s rychlym rtstem téchto
bunék. To je v souladu se zdavéry n€kterych dalsich studif (napf. Robin et al., 2015). Navic analyzy
aktivity uracilovych DNA glykosyldz provedené v diplomové praci ukdzaly, Ze aktivita uracilovych
DNA glykosyldz byla ze vSech testovanych bunéénych linif nejvyssi pravé v buinkach RPE-1.

Naproti tomu béZné neimortalizované diploidnf fibroblasty obsahovaly vyrazné niZs{ mnoZstvi
UNG?2. Takto vyrazny rozdil (priblizné 80 %) pravdépodobné souvisel s faktem, Ze proliferacnf aktivita
téchto bun€k byla vyrazné niZ${ neZ proliferacni aktivita ostatnich lini{. Podobné vysledky byly
publikovdny 1 v praci Weekse a kolektivu (Weeks ef al., 2013). Autofi zde porovndvali mnoZstvi UNG
proteinu v riznych nddorovych a diploidnich buné¢nych liniich. I v tomto piipadé€ testované diploidni
fibroblasty obsahovaly vyrazné€ méné proteinu UNG?2 neZ nddorové buiiky, pficemz rozdil mezi nejvyssi
naméfenou hodnotou u nddorovych bunék a diploidnimi fibroblasty byl priblizné 90 %.

V ramci diplomové priace byl ddle porovndn obsah proteinu UNG?2 u rostoucich a senescentnich
fibroblastii. V senescentnich buiikich bylo naméfeno méné proteinu UNG?2 neZ v buiikdch rostoucich
a tento pokles byl doprovdzen i poklesem aktivity uracilovych DNA glykosyldz. V tomto ohledu
napiiklad Yamamoto a kolektiv sledovali rozdily v aktivit¢ UNG u rostoucich a postupné stirnoucich
bunék pochdzejici z fibroblasti Wernerova syndromu. Rovnéz jejich vysledky ukdzaly pokles obsahu

uracilovych DNA glykosyldz u senescentnich buné€k (Yamamoto et al., 1987).
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Korelativni analyza obsahu UNG2 a aktivity uracilovych DNA glykosyldz provedend
v diplomové prici jasné ukdzala, Ze existuje silnd pozitivni korelace mezi obsahem UNG?2 a aktivitou
uracilovych DNA glykosyldz (Pearsontv koeficient = 0,8201; p-hodnota = 0,0238). Tato pozorovan{
jsou v souladu s vysledky Ligasové a kolektivu (Ligasovd et al., 2021), ktef{ ve své praci pozorovali
silnou korelaci mezi obsahem UNG2 a glykosyldzovou aktivitou. Tyto vysledky tak poukazuji na
dominantn{ roli UNG?2 v opravé chybné zafazeného uracilu do DNA.

Dalsim sledovanym proteinem byla glykosyldza NTH1, kterd hraje roli v bazové exciznf opravé
(Odell et al., 2011). Stejné tak jako UNG2, byl protein NTHI1 lokalizovdn pomoci fluorescen¢ni
mikroskopie prevazné v bunécném jddre. To je v souladu s diive publikovanymi vysledky lokalizace
proteinu NTH1 v Hel.a buiikdch (LLuna et al., 2000). Vysledky analyzy western blotu provedeného
v ramci diplomové prace ukdzaly, Ze stejné€ jako v piipadé proteinu UNG?2, byl nejvyssi obsah proteinu
NTH1 v bunéc¢né linii Hel.a. Ndslednd korela¢ni analyza ukdzala extrémné silny pozitivni vztah mezi
obsahem UNG?2 a NTH1 u nddorovych linii (Pearsontiv koeficient = 0,995; p-hodnota = 0,005). Takto
silnd korelace je v souladu s difve publikovanymi vysledky, které ukdzaly, Ze UNG2 a NTHI1 se
spole¢né vyskytuji na noveé vznikajici DNA (Bjgras et al., 2017).

Na druhou stranu diploidn{ buiiky vykazovaly oproti UNG?2 stejny nebo vyssi obsah proteinu
NTH1 neZ nddorové bunéc¢né linie (s vyjimkou bunék Hela). V tomto ohledu napiiklad i Goto a kolektiv
(Goto et al., 2009) pii sledovani exprese proteinu NTH1 u nddorovych linii odvozenych z nadort
Zaludku a u normadln{ Zalude¢ni mukdzy zjistili, Ze exprese NTH1 byla u vSech sledovanych nddorovych
liniich vyrazné sniZena. Podobné autofi Williams a Parsons (Williams e# Parsons, 2018) ve svych
pozorovani zjistili, Ze hladina proteinu NTH1 je sniZena v prostatickych, Zalude¢nich a stfevnich
nddorovych buiikdch. Tato pozorovani ukazujf na odli$nosti mezi nddorovymi a nenddorovymi liniemi
v piipadé organizace bazové exciznf opravy.

Podobné jako u proteinu UNG?2, byl v diplomové praci naméfen vyssi obsah proteinu NTHI1
u rostoucich diploidnich fibroblasti neZ u senescentnich bunék. Tato pozorovdni jsou v souladu
s vysledky publikovanymi napiiklad Li a kolektivem (Li et al., 2018), ktei{ sledovali mnoZstvi proteinu
NTH1 u diploidnich fibroblastii, a to u tif riznych pasazi. Autori uvedené studie zjistili nejvyssi obsah
NTH1 u rostoucich mladych bunék ve tfeti pasdzi. Naopak, nejnizZsi obsah NTH1 naméfili u nejstarsich
bunék v 50. pasdzi (Li et al., 2018).

Dile byly v diplomové praci porovndany obsahy proteini tcastnicich se replikace DNA. Jednalo
se o proteiny RPA32, PCNA a MCM?7. Proteiny RPA32 a MCM?7 byly pomoci fluorescence
lokalizovdny v bunééném jddie, zatimco protein PCNA byl lokalizovan jak v bunécném jddie, tak
1 v cytoplazmé. Jadernd lokalizace proteini RPA32 a MCM?7 je v souladu s jejich funkci a s diive
publikovanymi vysledky (Treuner et al., 1998; Wu et al., 2005; Nowinska et al., 2015). Cytoplazmatickd
lokalizace PCNA byla pozorovdna rovnéZ nékterymi dal$imi autory studii zaméfenymi na lokalizaci

PCNA (napf. Naryzhny et Lee, 2010; Tang et al., 2020).



V rdmci srovndni nddorovych buné¢nych linif byl v diplomové prici naméfen nejvyssi obsah
proteinu RPA32 v bunéc¢né linii HCT-116, kterd je odvozena z tkdn€ pochdzejici z karcinomu stieva.
7. n€kterych publikovanych vysledki (napf. Zhang et Yu, 2020), je zfejmé, 7e protein RPA32 miiZe byt
zvySen v rliznych typech nddorovych onemocnéni, jako je pravé rakovina stfev, jater, nebo mocového
méchyte. V praci Givalose a kolektivu (Givalos ef al., 2007) byla studovdna tloha proteinu RPA jako
prognostického markeru rakoviny stfeva, pfi¢emzZ jeho vyss$i hodnoty byly zaznamendny u pacientl
s metastazemi.

V rdmci této diplomové prace bylo naméfeno vysoké mnozZstvi proteinu MCM?7 u bunécné linie
HCT-116 odvozené z nddoru tlustého streva. Dle publikovanych praci miiZe protein MCM?7 a jeho
vysokd exprese slouZit rovnéZ jako prognosticky znak rakoviny stfev (napf. Nishihara et al., 2008).
Vysledky srovndvaci analyzy nddorovych a diploidnich linii provedené v rimci diplomové prace
ukdzaly, 7e obecné bylo v nddorovych liniich a v linii imortalizovanych diploidnich bunék RPE-1
naméfeno vEtsi mnoZstvi proteinu MCM7 neZ v buiikdch diploidnich bunék. Tyto vysledky jsou
v souladu s pozorovdanim napfi. Ishimiho a kolektivu (Ishimi et al., 2003), ktefi porovnanim uroven
exprese MCM7 proteinu v nddorové bunééné linii HelLa a diploidnich fibroblasti WI-38, pficemz
rovnéZ pozorovali vyrazn€ vyssi expresi proteinu MCM7 v nadorovych Hel.a buiikdch. Podobné Loffler
a kolektiv (Loffler et al., 2003) pozorovali vyssi obsah proteinu MCM?7 v nddorové linii (pf. MCF7 a
BT20) neZ v imortalizované linit HMEI.

Korelativni analyza mezi proteiny RPA32 a MCM?7 sice naznacovala silny pozitivn{ vztah
(Pearsoniiv koeficient = 0,880), nicméné¢ se nejednalo o statisticky pritkaznou korelaci (p-hodnota =
0,120). Divodem mohl byt nedostatecny pocet testovanych linii. U proteinu PCNA nebyla zjist€na
korelace ani s proteinem RPA32 ani MCM7 (PCNA/RPA32: Pearsontiv koeficient = 0,213, p-hodnota
= 0,787, PCNA/MCM?7: Pearsontiv koeficient = -0,102, p-hodnota = 0,897).

7. hlediska porovnani obsahu proteinii v rostoucich a senescentnich buiikdach bylo dle vysledkt
diplomové price ve veétSin€ pifpadi naméfeno vyssi mnoZstvi proteinu v buiikdch senescentnich.
Jednalo se o prekvapivé zjisténi, nebot primdrni role téchto proteini je spojovdna
s replikaci DNA. Nicméné¢ napiiklad v praci Hegyi a Skeppera (Heygi et Skepper, 2000) je popisovdna
dloha proteinu PCNA v srdeénich buiikdch, které nepodstupuji syntézu DNA. Taky Ino a Chiba (Ino ef
Chiba, 2000) sledovali vysokou turoven exprese proteinu PCNA v neproliferujicich mozkovych
bunkdch. Ziskand pozorovdni by tudiZ mohla indikovat, Ze proteiny, které jsou primdrné asociovany
s replikaci, maji v buiikdch jest¢ i dalsi funkce, které vedou v senescentnich buiikich k jejich vyssi
expresi.

Poslednimi sledovanymi proteiny byly DNA polymerdza f a CDC45. Tyto proteiny ovsem
neposkytly signifikantni fluorescencni signdl a ani signdl na western blotu. Proto byly tyto dva proteiny
vylouceny z dalsich analyz.

Soucasné¢ byla ve vybranych pifpadech provedena srovndvaci analyza jadernych

a celobunécnych lyzdtd. Tato srovndvaci analyza probéhla za pouZiti nddorovych buné¢nych linif Hel a
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a NCI-H2009. Jaderné lyzaty poskytly s ohledem na obsah proteinti podobné vysledky jako celobunécné
lyzdty (Pearsontiv koeficient = 0,801, p-hodnota= 0,103) téméf u vsech proteint. Vyrazné rozdilné
vysledky byly pozorovdny pouze v piipadé proteinu UNG2. Tento rozdil Ize vysvétlit piitomnosti
mitochondridlni UNG1 v celobunéénych lyzitech (napf. Blasiak et al. 2013), kterd je rovnéz
rozeznavana pouzitou protildtkou. Po odstranéni vlivu UNG?2 doslo ke zvyseni Pearsonova koeficientu
na hodnotu 0,946, pri¢emZ p-hodnota byla 0,05.

7. provedenych experimentt bylo zjevné, Ze analyzované proteiny ticastnici se syntézy a oprav
DNA se svym obsahem mezi riznymi bunéénymi liniemi liSily. RovnéZ bylo patrné, Ze diploidnf linie
lidskych fibroblasti vykazovala celkové nejniZsi drovné vSech sledovanych proteint s vyjimkou
proteinu NTH1. Nejednd se vSak o prekvapivé zjisténi, jelikoZ tyto proteiny se ucastni bunécnych déj,
které jsou duleZité pro bunéénou proliferaci. Soucasné se také obsah jednotlivych sledovanych proteinti
lisil v zdvislosti na jejim stdfi. Z provedenych analyz bylo zjevné, Ze mezi proteiny icastnici se oprav
DNA je silnd pozitivni korelace (UNG2 a NTH1). Soucasné korelativn{ analyza ukdzala, Ze s rostoucim
obsahem UNG?2, roste i aktivita uracilovych DNA glykosyldz. Zajimavé vysledky prinesla analyza

proteinu MCM7, kterd indikuje moZnost pouZiti tohoto proteinu jako znaku nddorového onemocnéni.
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7 Zaveér

Predkladana diplomova prace se sklada ze dvou zakladnich ¢asti — teoretické a experimentalni.
V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma syntézy a opravy DNA a na popis postupt
pro analyzu obsahu proteint a aktivity uracilovych glykosylaz. Zavérecna cast byla zamétena na popis
zakladnich znaku bunécéné senescence a nadorového bujeni.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly porovnavany zejména obsahy vybranych proteintu
ucastnicich se syntézy a oprav DNA mezi riiznymi nadorovymi a diploidnimi buitkami. Krom¢ obsahu
proteint byla sledovana i jejich lokalizace pomoci imunofluorescence. Na zavér byly sledovany rozdily
v aktivit¢ uracilovych glykosylaz u testovanych bunék.

Na zaklad¢ lokaliza¢nich experimenti provedenych na modelovych nadorovych buiikach HeLa
byla prokazana lokalizace proteinti ucastnicich se replikace a oprav DNA prevazné v bunééném jadre.
Lokalizace proteinu PCNA byla krom¢ jadra prokazana také v cytoplazmé.

Ziskana data ukazala, ze se obsah sledovanych proteini mezi jednotlivymi bunécnymi liniemi
li§i. Obecné je mozné fici, Ze nadorové bunécné linie mély vyssi obsah sledovanych proteinii nez buriky
diploidni. Vyjimkou byly imortalizované diploidni buiiky RPE-1, kter¢ v n¢kterych pfipadech mély
dokonce vyssi obsah nékterych proteinu nez nadorové linie (napf. UNG2 a PCNA).

Prekvapivé vysledky pfineslo porovnani obsahu proteinit mezi rostouci a senescentni linii, kde
n¢které proteiny zacastnéné v syntéze DNA, byly ve vEtsi mife zastoupeny pravé u populaci bungk se
zvySenym vyskytem senescentnich bunck. V té€chto populacich byla pfitom vyrazn€ snizena replikaéni
aktivita.

Zajimavym vysledkem bylo pozorovani silné korelace mezi proteiny tiéastnici se bazové excizni
opravy - UNG2 a NTH1 pouze u nadorovnych linii. Silna korelace mezi obsahem a aktivitou UNG2

mimoto siln¢ indikovala, ze UNG?2 hraje dominantni ulohu v bazové excizni opravé uracilu.
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