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Inhibitory PARP (PARPi) jsou schvalené klinické 1éky pro 1écbu
nadorovych bunék s deficitem BRCA1/2. Nedavny vyzkum odhalil
novy mechanismus syntetické letality zpisobeny PARPi u rakoviny
s deficitem BRCA1/2. Jako hlavni mechanismus byly
identifikovany jednovlaknové mezery v DNA.

Cilem této bakalatské prace bylo analyzovat, na jakém vlakné¢ DNA
olaparib, jako inhibitor PARP, vyvolava vznik jednovlaknovych
mezer. Bylo prokdzédno, Ze olaparib vyvolavd vznik
jednovlaknovych DNA mezer na nascentnim vladkné DNA bez
konformacnich zmén na templatovém vldkné DNA. Soucasné bylo
zjisténo, Ze olaparibem indukované jednovladknové DNA mezery,
vykazuji neobvykle vysoky CIdU signdl po 16 hodinach. Bylo
pfedpokladano, ze vysoky CIdU signdl muze byt vysledkem
zpracovani jednovldknovych DNA mezer do dvouvldknovych
zlomt béhem druhé S-faze bunééného cyklu. Dale bylo prokazano,
ze umlceni klicového rozpoznavaciho faktoru dvouvldknovych
zlomu CtiP pomoci siRNA interference, zplsobilo drasticky pokles
CIdU signalu. Navic, inhibice nukleazy MRE11 pomoci inhibitorQ
PFMO1 a mirin, taktéz snizuje CIdU signal. Na druhou stranu
umléeni enzymi PRIMPOL a inhibice proteini spojenych se
zpracovanim Okazaki fragmentl nesnizily signal CldU.

V této bakalaiské praci byla pozornost zaméfena na analyzu vzniku
a nasledné detekce jednovlaknovych DNA mezer zpusobené
olaparibem pomoci imunofluorescencni mikroskopie a siRNA
interference. Cilem bylo pfinést nové poznatky do dané
problematiky.

DNA replikace, olaparib, jednovlaknové DNA mezery, CldU
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PARP inhibitors are approved clinical drugs for the
treatment of BRCA1/2-deficient cancer cells. In a recent
breakthrough, a novel mechanism uncovering PARPi-
induced synthetic lethality in BRCA1/2-deficient cancers
identified single-stranded DNA gaps as a major mechanism
of PARPi-induced synthetic lethality.

In this bachelor thesis, we aimed to analyze which DNA
strand olaparib, a PARP1 inhibitor, induces ssDNA gaps in.
We demonstrate that olaparib induces nascent ssDNA gaps
with no conformational changes in the template DNA strand.
Additionally, we show that olaparib-induced ssDNA gaps
exhibit an unusually high CIdU signal after prolonged
exposure to olaparib. We suggest that the hight CldU signal
may result from the processing of ssDNA gaps into double-
strand breaks during the second S-phase of the cell cycle.
Furthermore, we demonstrate that depletion of the crucial
DSB recognition factor CtiP causes a rapid decrease in
ssDNA gaps. Moreover, inhibition of MREI11 nuclease
aktivity via PFMO1 and mirin also reduces the CldU signal.
In contrast, depletion of PRIMPOL and OFP enzymes did
not decrease ssDNA gaps. Thus, in this work, we aimed to
further investigate the formation of PARPi-induced ssDNA
gaps and their subsequent recognition and processing into
double-strand ~ breaks  using  immunofluorescence
microscopy and siRNA interference methods.

DNA replication, olaparib, ssDNA gaps, CldU
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

AAA™ - ATPazové proteiny asociované s variabilni celularni aktivitou (z anglického terminu
,ATPases Associated with various cellular Activities®)

ATM - serin/threonin protein kindza (Ataxia Telangiectasia Mutated)

ATR (z anglického terminu ,,Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein®)
BER - bazova excizni oprava (z anglického terminu ,,Base Excision Repair*)
BLM/WRN - helikéza ucastnici se opravné drahy homologni rekombinace
BRCA1 — tumor supresorovy gen 1 (z anglického terminu ,,Breast Cancer gene 1)
BRCA2 — tumor supresorovy gen 2 (z anglického terminu ,,Breast Cancer gene 2%)

Cdc6 — kontrolni protein bunécného déleni 6 (z anglického terminu ,,Cell division control protein
6“)

Cdc45 — kontrolni protein bunécného déleni 45 (z anglického terminu ,,Cell division control
protein 45%)

CDK - cyklin-dependentni kinaza (z anglického terminu ,,Cyklin-Dependent Kinase®)

Cdt1 — faktor licencovani chromatinu a replikace DNA (z anglického terminu ,,Chromatin
licensing and DNA replication factor 1)

C1dU — 5-chloro-2‘-deoxyuridin
CMG - helikdzovy komplex proteind Cdc45-MCM2-7-GINS

CtiP — endonukleaza podilejici se na opravé dvouvlaknovych zlomtt DNA pomoci homologni
rekombinace (z anglického terminu ,,CtBP-Interacting Protein‘)

DAPI — 4°,6-diamino-2-fenylindol
DDK — Dbf4-dependentni kinaza (z anglického terminu ,,Dfb4-Dependent Kinase®)

DMEM - Dulbeccova modifikace Eaglova média (z anglického terminu ,,Dulbecco Modified
Eagle Medium*)

DNA-PKecs — katalyticka podjednotka DNA-dependentni serin/threonin kinazy (z anglického
terminu ,,DNA-dependent protein kinase catalytic subunit )

DNA2 — DNA helikaza/nukleaza 2 (z anglického terminu ,,DNA helicase/nuclease 2%)

DNA2i — DNA helikaza/nukleaza 2 inhibitor (z anglického terminu ,,DNA helicase/nuclease 2
inhibitor®)

DSBs — dvouvlaknové zlomy (z anglického terminu ,,double-strand breaks®)

dsDNA — dvouvlaknova DNA (z anglického terminu ,,double-strand DNA®)

EXO1 — exonukleaza 1 (z anglického terminu ,,Exonuclease 1)

FANCJ (z anglického terminu ,,Fanconi Anemia Complementation group J)
FBS — fetalni bovinni sérum (z anglického terminu ,,Fetal Bovine Serum*)

FEN1 — flap endonukleédza 1 (z anglického terminu ,,flap endonuclease 1)



FENT1i - flap endonukleaza 1 inhibitor (z anglického terminu ,,flap endonuclease 1 inhibitor®)
FP — ochrana replikac¢ni vidlice (z anglického terminu ,,Fork Protection®)

GINS - 5-1-2-3 (z japonského terminu ,,Go-Ichi-Ni-San‘)

HLTF (z anglického terminu ,,Helicase-Like Transcription Factor®)

HPF1 (z anglického terminu ,,Histone PARylation Factor 1%)

HR - homologni rekombinace (z anglického terminu ,,Homologous Recombination®)
Ku70/80 — proteinovy komplex opravné drahy NHEJ (,,Ku autoantigen protein p70, p80*)
LIG1 — DNA ligaza I (z anglického terminu ,,DNA ligase 1)

LIG1i — inhibitor DNA ligazy I (z anglického terminu ,,DNA ligase 1 inhibitor*)

LIG3 — DNA ligaza III (z anglického terminu ,,DNA ligase 3°)

LOH - ztrata heterozygotnosti (z anglického terminu ,,Loss Of Heterozygosity*)

MCM2-7 (z anglického terminu ,,Minichromosome Maintance proteins 2-7°)

MCM10 (z anglického terminu ,,Minichromosome Maintance protein 10%)

MRET11 (z anglického terminu ,,Meiotic Recombination 11 homolog*)

MRN - proteinovy komplex homologni rekombinace (MRE11-Rad50-NBS1 complex)

NBSI1 (z anglického terminu ,,Nijmegen breakage syndrome 1 protein®)

NER — nukleotidova excizni oprava (z anglického terminu ,,Nucleotide Excision Repair)
NHEJ — nehomologni koncové spojeni (z anglického terminu ,,Non-Homologous Eng Joining®)
OFP - zpracovani Okazaki fragmentt (z anglického terminu ,,Okazaki Fragment Processing™)

ORC1-6 — komplex rozpoznavajici pocatek skladajici se z podjednotek 1-6 (z anglického terminu
,0rigin Recognition Complex 1-6%)

PAR - polymerni fetézce PARP (chains of poly(ADP) ribose)

PARP — Poly(ADP-ribdza) polymeraza (z anglického terminu ,,Poly(ADP-ribose) polymerase*)
PARPi — inhibitory PARP (z anglického terminu ,,Poly(ADP-ribose) polymerase inhibitors®)
PBS — fosfatovy pufr (z anglického terminu ,,Phosphate Buffered Saline*)

PCNA (z anglického terminu ,,Proliferating Cell Nuclear Antigen‘)

PFMO01 — MRE11 endonukle4dzovy inhibitor

Pre-RC — pre-replikacni komplex (z anglického terminu ,,pre-Replication Complex®)
PRIMPOL - DNA primaza/polymeraza (z anglického terminu ,,DNA primase/polymerase‘)

QIBC — kvantitativni cytometrie zaloZzena na obrazku (z anglického terminu ,,Quantitative Image
Based Cytometry*)

RAD51 — RADS51 rekombinaza



RECQ1 — ATP-dependentni DNA helikaza Q1 (z anglického terminu ,,ATP-dependent DNA
helicase Q-like 1)

RFC — replikac¢ni faktor C (z anglického terminu ,,Replication Factor C*)

RNAIi — RNA interference

RPA — replikaéni protein A (z anglického terminu ,,Replication Protein A*)

siRNA — mala interferujici RNA (z anglického terminu ,,small-interfering RNA*)

SSBs — jednovlaknové zlomy (z anglického terminu ,,single-strand breaks®)

ssDNA — jednovlaknova DNA (z anglického terminu ,,single-strand DNA®)

TRF-2 (z anglického terminu ,,Telomeric Repeat-binding Factor 2°)

U20S — epitelialni bunky lidského osteosarkomu (human bone osteosarkoma epithelial cells)
XRCCI1 (z anglického terminu ,,X-ray Repair Cross-Complementing protein 1)

XRCCH4 (z anglického terminu ,,X-ray Repair Cross-Complementing protein 4°)



1 UVOD

vvvvvv

byt prisn¢ kontrolovana, aby se zabranilo genomové nestabilité. Pro zivotaschopnost buiky je
nezbytné, aby byla zachovana integrita jeji genetické informace. Buiky jsou vSak béhem svého
zivota vystavovany riznym vnitinim i vn&j$im genotoxickym vliviim. Témito vlivy u bunék dochazi
k replikaénimu stresu, coz je charakteristicky znak nadorovych buné€k (Gaillard et al., 2015; Ubhi &
Brown, 2019). Buiiky vyvinuly slozit¢é mechanismy pro opravu poskozeni DNA zplsobené
replikacnim stresem. Jednd se zejména o zpomaleni nebo zastaveni pribéhu bunééného cyklu, dokud
neni DNA zcela opravena. Nedostate¢na oprava DNA nebo defekty v reakci na poSkozeni DNA
vedou ke genomové nestabilité, coz mize vést k potencialnimu nadorovému bujeni (Halazonetis et
al., 2008; Mazouzi et al., 2014; Zeman & Cimprich, 2014).

Poly(ADP-rib6za) polymeraza (PARP) je multifunkcni, post-translacné modifikaéni enzym, ktery
se ucastni riznych biologickych procesii, véetné regulace genové exprese, remodelace chromatinu,
opravy DNA a apoptdzy (Jubin et al., 2016; Fu et al., 2024). Terapeutické cileni na PARP1 pomoci
inhibitort PARP (PARP1i) se stalo G¢innou strategii pii 1é€b¢ rakoviny, a to zejména u naddorovych
bunék s deficitem v homologni rekombinaci (HR) a genech BRCA1/2 (Ragupathi et al., 2023). Tento
pfistup vyuziva mechanismu syntetické letality k selektivnimu cileni na nadorové bunky, pri¢emz
zachovava fyziologicky fungujici bunky.

Tato bakalarska prace byla zaméfena na analyzu vzniku a nasledné detekce jednovlaknovych
DNA mezer po ovlivnéni bunék olaparibem, inhibitorem PARP. Jednovlaknové DNA mezery byly
popsany jako alternativni model syntetické letality PARP1 inhibice v BRCA1/2 defektnich
nadorovych bunkach (Cong et al., 2021; Cong & Cantor, 2022).
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2 CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma DNA replikace v eukaryotickych buikéch,
jednovldknové DNA mezery a jejich cytotoxicky efekt v nddorovych bunkéch a
dasledky inhibice Poly(ADP-ribdzy) polymerazy (PARP) na DNA replikaci

2. Osvojeni si metodiky tkadnovych kultur a imunofluorescenéni mikroskopie

3. Detekce a lokalizace jednovldknovych DNA mezer pomoci imunofluorescencni
mikroskopie po ovlivnéni olaparibem

4. Vyhledavani specifickych inhibitorti zptsobujici pokles tvorby jednovldknovych
DNA mezer

13



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Replikace DNA

3.1.1 Historie
Ve druhé poloving 19. stoleti Gregor Mendel ve své prikopnické praci o dédi¢nosti znaki u rostlin
hrachu naznacil, Ze za prenos vlastnosti organismu mezi generacemi jsou zodpovédné specifické
faktory, dnes oznacované jako geny (Mendel, 1865). Dtive se ptedpokladalo, ze dédi¢nym
materidlem jsou proteiny, avSak Avery, MacLeod a McCarty o sto let pozdé€ji stanovili
deoxyribonukleotidovou kyselinu (DNA) jako nositelku genetické informace (Avery et al., 1944).
Diky témto poznatkiim byla oteviena cesta k vyzkumu, ktery odhaloval chemickou podstatu DNA,
pravidla kédovani genetické informace, a nakonec také vedl k navrhu dvousroubovicové struktury
molekuly DNA, na kterém se podileli Watson a Crick (Watson & Crick, 1953). Pravé tento model
trojrozmérné struktury DNA nasledné osvétlil mozné mechanismy, jimiz by se geneticka informace
mohla kopirovat semi-konzervativnim zptsobem. Tuto hypotézu pozdéji experimentalné potvrdili
Meselson a Stahl, kdyz ve svém experimentu pouzili izotopy dusiku, které byly inkorporovany do
molekuly DNA pro rozliseni rodi¢ovské DNA od nové syntetizované (Meselson & Stahl, 1958).
Klicovy predpoklad replikace DNA je, ze musi probihat s vysokou ucinnosti pfesné jednou za
bunécny cyklus. Tim se zabrani hromadéni genetickych zmén s potencionalné skodlivymi nasledky
pro pieziti buiky a Zivotaschopnost organismu (O'Donnell et al., 2013). Neuplna, chybna nebo
nevcasna replikace DNA muze vést ke vzniku mutaci, chromozomalni polyploidii nebo aneuploidii
a zmén v poctu kopii gentl, kde nasledkem mohou byt riizna onemocnéni v¢etné rakoviny (Barlow
& Nussenzweig, 2014). Veskeré procesy replikace DNA jsou pfisné€ regulovany a také koordinovany
s dal§imi bunénymi procesy, jako jsou transkripce, translace a oprava DNA. Diky tomu je zajisténa
uplna a presnad duplikace celého genomu a spravny tok genetické informace (Garcia-Muse &

Aguilera, 2016).

3.1.2 Struktura DNA

Urceni struktury genetického materialu, dvousroubovice DNA, na ¢emz se v roce 1953 podilel
Watson, Crick, Franklin a Wilkins (Watson & Crick, 1953; Franklin & Gosling, 1953; Wilkins et al.,
1953) je vSeobecné¢ povazovano za kliCovy meznik ve vyvoji modernich biologickych a
biomedicinskych véd. Jednalo se o prvni makromolekuldrni biologickou strukturu urenou na
atomarni Urovni. Vysledkem byla struktura se specifickymi rysy, zejména s antiparalelnim
pravotoCivym usporadanim dvojité Sroubovice, parovanim dusikatych bazi adeninu (A) s thyminem
(T) a cytosinu (C) s guaninem (G). Toto parovani bylo nasledné experimentalné potvrzeno a

oznaceno za kanonické parovani bazi podle Watsona a Cricka, dale ptesn¢ 10 parti bazi na jeden zavit
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a opakovani paru bazi o velikosti 3,4 A (Arnott et al., 1966). Tyto strukturni rysy odpovidaji DNA
typu B a byvd tak oznacovana jako B-DNA. Pravé B-DNA byva stidle povazovana za
nejreprezentativnéjsi formu pro vét§inu DNA v lidském genomu (Drew & Dickerson, 1981).

Driive se ptedpokladalo, ze molekuly DNA se stfidaji pouze ve dvou pifesné definovanych
pravotoc¢ivych dvousroubovicovych strukturdch typu A-DNA a B-DNA. Nasledné studie vSak
prokazaly, ze molekula DNA mutze mit strukturni polymorfismus, ktery je dilezity pro jeji
biologickou funkci (Bansal, 1999). Neékteré ztéchto strukturnich polymorfismi DNA byly
experimentalné pozorovany pomoci rentgenové difrakce, nuklearni magnetické rezonance nebo
jinych spektroskopickych metod, které se neomezuji pouze na strukturu Watson-Crickova typu

(Ghosh & Bansal, 2003).

3.1.3 Replikace DNA u eukaryot

Replikace DNA je ustaleny mechanismus v eukaryotickych buiikdch (Watson & Crick, 1953). U
vSech organismi byva replikace antiparalelnich dvouvldknovych fetézci provadéna podobnym
zpisobem a oznacCovand jako semi-diskontinudlni. VIdkno syntetizované ve stejném sméru pohybu
replikacni vidlice, tedy ve sméru 5°-3°, je replikovano kontinualné a oznacuje se jako vlakno vedouci
neboli templatové. Zatimco vlakno syntetizované proti sméru pohybu replikacni vidlice, ve sméru
3°-5¢, je replikovano diskontinualné a oznacuje se jako opozd’ujici neboli nascentni. Na opozd’ujicim
se vlakné se béhem replikace vytvareji malé fragmenty DNA o velikosti 100-200 nukleotidd. Na
pocest Reji Okazaki a Tuneko Okazaki, ktefi v roce 1968 poprvé navrhli model syntézy téchto
fragmentt, byvaji oznaCované jako Okazaki fragmenty (Okazaki et al., 1968).

Replikace DNA se dé€li na tii faze — iniciace, elongace a terminace. Béhem iniciace se na DNA
obousmérné sestavuji replizomy. Praveé replizomy predstavuji poc¢ateéni mista replikace DNA neboli
replikacni pocatky. Elongacni faze se vyznaCuje pohybem replizomid v opacném sméru, nez se
pohybuje replikacni vidlice. Replizomy zde odvijeji dvousroubovici DNA a syntetizuji
komplementarni dcefind vlakna DNA s vyuzitim obou rodi¢ovskych vlaken jako templatd. Po
dokonceni elongacni faze, dochazi ke specifickym termina¢nim procestim, které vedou k rozpadu
replizomt a ukonceni replikace. Cely proces replikace probiha pouze v S-fazi bunééného cyklu

(Leonard & Mechali, 2013; Creager et al., 2015).

3.1.3.1 Zahajeni replikace DNA

Replikace DNA zacina na specifickych mistech na chromozomu oznacujici se jako replikacni

......

DNA (Stillman, 2005; Kaguni, 2011). U bakterii se ¢asto nachazi pouze jeden chromozom s jednim
replikacnim poc¢atkem. Od tohoto pocatku replikace jsou sestavovany dvé replikaéni vidlice, které se

pohybuji v opa¢nych smérech. Typickym piikladem je replikace kruhového genomu Escherichia
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coli. Eukaryota se vyznacuji tim, Ze maji vice linearnich chromozomd, kde se na kazdém z nich
nachdzi velky pocet replikacnich pocatkl. Vice pocatkli je pro eukaryota nutnosti, jelikoz maji
mnohem vétsi genom nez bakterie (Samson & Bell, 2011).

Molekularni struktura replikacnich pocatkd u bakterii je pfesné definovana na rozdil od téch
eukaryotickych. Zatimco bakterialni replikacni poc¢atky jsou dany specifickou sekvenci nukleotidd,
ty eukaryotické (s vyjimkou kvasinek Saccharomyces cerevisiae) jsou ovlivnény okolnim prostiedim
a organizaci chromatinu (Masai et al., 2010). V lidskych buikach jsou replika¢ni pocatky evolu¢né
stalé, coz naznacuje, Ze jejich uspofadani neni nahodné. Na chromozomech vytvareji shluky, které
jsou aktivovany v ur¢itou dobu béhem S-faze bunééného cyklu (Gilbert et al., 2011).

Bakterie, archea i eukaryota pouzivaji k zahajeni procesu aktivace proteiny vazajici se na pocatek
replikace. Tyto proteiny jsou slozeny z podjednotek proteint rodiny AAA* (Erzberger & Berger,
20006) a jejich funkce je charakterizovana jako multimerni stroje. Eukaryota vyuZzivaji protein vazajici
se na replikaéni pocatek, ktery se sklada ze Sesti podjednotek a byva oznacen jako ORC1-6 (Stillman,
2005). ORC je slozen z péti podjednotek proteini piibuznym rodiné AAA™ a spole¢né s dal§im
proteinem Cdc6 tvoii hexamer, ktery se vaZze na DNA. Protein Cdc6 je pribuzny nejvétsi podjednotce
ORC - Orcl (Sun et al., 2012).

Cilem proteinti, které se vazou k replikatnimu pocatku, je pfipojeni dvou helikdzovych
podjednotek k DNA. Helikdza je komplexni enzym, skladajici se ze Sesti podjednotek, ktery odviji
molekulu DNA tim, Ze se vaze a obklopuje vlakna rodic¢ovské DNA. Aktivita DNA helikazy dava
vzniknout dvéma replika¢nim vidlickam, které se béhem replikace pohybuji v opacnych smérech od
kazdého replikac¢niho poc¢atku. K tomu je vSak zapotiebi hydrolyza ATP. Bunécné helikazy jsou Casto
podobné hexamernim enzymtm piitomnych v n€kolika eukaryotickych virech jako je naptiklad
helikaza E1 lidského papilomaviru. Eukaryotni helikdza je heterohexamer oznacovany jako MCM2-
7 komplex (Enemark & Joshua-Tor, 2008). Tento hexamerni proteinovy komplex se vaze do
replikacniho pocatku béhem brzké G; faze bunééného cyklu. K tomu je zapotiebi ORC a jeho
kofaktory Cdc6 a Cdtl (Bell & Dutta, 2002). MCM2-7 se vaze na cely duplex DNA ve formé
dvojitého hexameru (Ticau et al., 2015). Po navazani helikdzy dochazi ke vzniku pre-replikacniho
komplexu (pre-RC), ktery je slozen z ORC, Cdc6, Cdtl a MCM2-7. Regulace tvorby pre-RC je
klicovym prvkem mechanismt koordinujici replikaci DNA s bunéénym cyklem (Bell & Dutta,
2002).

Po sestaveni tohoto komplexu dochazi k jeho aktivaci prosttednictvim cyklin-dependentni kinazy
(CDK) a DDK (Muramatsu et al., 2010) a pfechodu z G do S-faze bunécného cyklu. Pifeména
dvojitého hexameru helikazy, obklopujiciho dvouvlaknovou DNA, na dva odd€lené hexamery neni
prostfednictvim proteinkinaz CDK a DDK a pfipojeni dalSich proteinti jako je Cdc45 a GINS
komplexu. Fosforylace téchto faktorti ddva za vznik helikdzovému komplexu CMG (Ilves et al.,

2010).
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Aktivni CMG komplex se pohybuje podél obou vedoucich vlaken DNA, rozrusuje vodikové
vazby mezi bazemi, ¢imz rozviji molekulu DNA a dava vzniknout replikacnim vidlicim. Obé vlakna
jsou zéroven pokryta proteinem RPA (Perez-Arnaiz et al., 2016), ktery udrzuje DNA v jeji rozvinuté
jednovldknové formé, a také vytvaii prostor pro navazani komplexu DNA primazy a DNA
polymerazy alfa (DNA Pol a/priméza) pro syntézu vedouciho i opozd’ujiciho vlakna DNA (Burgers
& Kunkel, 2017). DNA Pol a je tvofena ¢tyfmi riznymi podjednotkami — PriS, PriL, Poll a Pol12
(Mugzi-Falconi et al., 2003). Podjednotky PriL a PriS se vyznacuji primazovou aktivitou. Katalyticka
podjednotka Poll ma polymerazovou aktivitu, nikoliv vSak exonukleazovou. Chyby, které miize
beéhem své aktivity zplsobit, musi byt opravovany jinymi enzymy, napiiklad prostfednictvim DNA
polymerazy delta (Pavlov et al., 2006). Podjednotka Pol12 ma funkci regula¢ni (Klinge et al., 2009).

Ve vsech dosud studovanych typech bun¢k nemohou DNA polymerazy syntetizovat nové fetézce
de novo. K zahajeni elongace replikace DNA je nutna syntéza kratkého RNA primeru o velikosti
ptiblizn¢ 10 nukleotidt. Tuto syntézu katalyzuje enzym DNA primaza (Frick & Richardson, 2001).
Po vytvofeni kratkého RNA primeru jej DNA Pol a prodlouZi a vytvoii kratky usek DNA o velikosti
asi 20 nukleotidt (Clark & Pazdernik, 2013).

3.1.3.2 Priibéh replikace DNA

Syntézu novych vldken katalyzuji tii replikacni DNA polymerdzy — DNA polymeraza alfa (DNA Pol
a), DNA polymeraza delta (DNA Pol 6) a DNA polymeraza epsilon (DNA Pol ¢). Jedna se o
enzymatické komplexy slozené ze Ctyt podjednotek patiici do rodiny B-DNA polymeraz Jejich
vlastnosti se vSak navzajem v mnoha ohledech odlisuji (Johansson & Dixon, 2013).

Holoenzym DNA Pol ¢ obsahuje vysokomolekularni katalytickou podjednotku, oznacovanou
Pol2, ktera se vyznacuje katalytickou i exonukledzovou aktivitou. Dalsi, avsak nekatalytickou
esencialni podjednotkou je Dpb2. Neesencialni nekatalytické podjednotky jsou Dpb3 a Dpb4 (Hogg
& Johansson, 2012). Uginnost tohoto enzymu je zvy$ovéana prostiednictvim Dpb3, Dpb4 a interakci
s replika¢ni svorkou PCNA. Prostfednictvim PCNA je zvySovana ucinnost také DNA Pol 6, diky
¢emuz maji DNA Pol € i DNA Pol & srovnatelnou u€innost (Chilkova et al., 2007). Béhem poslednich
nekolika let bylo potvrzeno, Zze DNA Pol ¢ je primarné zodpovédna za syntézu vedouciho fetézce a
DNA Pol 8 za syntézu opozd'ujiciho fetézce (Miyabe et al., 2011).

Soucasny pohled na replikaci DNA u eukaryot, ktery vychazi pfedevsim ze studii in vitro je
takovy, Ze jak iniciace replikace vedouciho vldkna DNA, tak diskontinuélni syntéza opozd’ujiciho
vlakna, vyzaduji pfepnuti mezi enzymem Pol o na Pol € nebo Pol 3. S tim také souvisi kontinualni
recyklace PCNA prostednictvim enzymatického komplexu RFC (Waga & Stillman, 1994). Bylo
prokdzano, ze PCNA hraje ustfedni roli v koordinaci pofadi udalosti béhem replikace DNA.
Nasednuti PCNA pomoci RFC na 3°-OH konec vznikajiciho vldkna DNA zptisobi vytésnéni DNA
Pol o a umozni navazani DNA Pol & nebo DNA Pol € pro syntézu DNA (Maga et al., 2000).
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Bezprosttedné poté, co helikdaza rozvine dvouietézcovou DNA a vytvori replikacni vidlicku,
obklopi RPA jednovlaknovou DNA. Vazba RPA chrani jednovldknovou DNA pted u€inky nukledz a
zarovei zabranuje tvorbe€ vlasenkovych struktur, které by mohly brénit v postupu replikacni vidlicky.
DNA Pol o/priméza rozpozna oblast pokrytou RPA a zahéji syntézu primerti (Wold, 1997). Asociace
RFC vaze a otevira PCNA a umistuje ji na 3°‘-OH konec DNA. K tomuto procesu je zapotiebi
hydrolyza ATP (Tsurimoto & Stillman, 1991). Nasledn¢ je Pol a vytésnéna prostiednictvim PCNA,
na kterou se vaze DNA Pol ¢ katalyzujici syntézu opozd’ujiciho vlakna DNA (Tsurimoto et al., 1990).
Pravé PCNA je zodpovédna za rychlou aktivitu polymeraz, které jsou schopny rychle polymerizovat
tisice nukleotid, aniz by se odd¢lily od genomového templatu (Kuriyan & O'Donnell, 1993). Jelikoz
vznik Okazaki fragmentd je iniciovan vznikem RNA primert, nemtze dojit k jejich ligaci, dokud
neni primer odstranén. Na odstranéni primerQ se podili DNA Pol & v kooperaci s FEN1 a DNA2.
Jakmile DNA Pol & dosadhne 5° konce ptedchoziho Okazaki fragmentu, pokracuje v replikaci
opozd'ujiciho vlakna DNA se soucasnym vytésnénim RNA primeru. Vytvoii se pre¢nivajici konec,
ktery rozpozna a odstrani FEN1/DNA2. Pfedpoklada se ale vice moznych mechanismti (Bhagwat &
Nossal, 2001). Jakmile je RNA primer odstranén, vzniklé mezery mezi Okazaki fragmenty vyplni
DNA Pol 8 a propoji DNA ligaza I v souvislé vlakno (Gloor et al., 2010).

Syntéza vedouciho vladkna je katalyzovana DNA Pol €. Ta se vyskytuje v komplexu s PCNA a
RFC podobné jako DNA Pol & (Tsurimoto et al., 1990). Po syntéze primeru dochazi k pfipojovani
deoxyribonukleotidi na 3°-OH konec primeru, a to na zakladé komplementarity templatového
vlakna. Syntéza vedouciho vldkna probihd ve sméru 3°-5°¢, tedy kontinualné (Snustad & J. Simmons,

2017).

3.2 Poly(ADP-rib6za) polymeraza pri replikaci DNA

Poly(ADP-riboza) polymeraza (PARP) je enzym, ktery katalyzuje ptenos ADP ribézy na cilové
proteiny, v procesu znaimém jako PARylace (Amé et al., 2004). Jedna se o post-translacni modifikaci
proteint linearnimi nebo rozvétvenymi fetézci jednotek ADP ribozy pochazejici z NAD™. Podili se
na udrzovani integrity genomu, odpovedi na poskozeni DNA, opravé DNA a také na replikaci DNA
(Alemasova & Lavrik, 2019).

Existuje nejméné 18 znamych enzymi rodiny PARP, které jsou kédovany riznymi geny a sdileji
homologii v katalytické doméné. Nejlépe popsanad funkce né€kterych izoforem enzymt, jako je
napiiklad PARP1 a PARP2, je tcast v opravnych procesech DNA. Bylo vsak prokdzano, Ze nejen
PARP1 a PARP2, ale i dalsi zastupci rodiny PARP hraji dilezitou roli v bunéénych procesech vcetné
bunécné proliferace a bunééné smrti (Amé et al., 2004).

24

sklada ze tfi hlavnich domén. N-terminalni doména pro detekci a vazbu poskozeni DNA, ktera
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obsahuje tfi motivy zinkovych prstt, auto-modifika¢ni doména a C-terminalni katalyticka doména.
Zinkovy prst 2 se vyznacuje nejveétsi afinitou k DNA zlomidim, zatimco zinkovy prst 1 je zodpovédny
za aktivaci PARP1, na niz se také podili zinkovy prst 3 (Eustermann et al., 2010). PARP1 byva
aktivovadn poskozenim DNA, zejména zlomy v DNA. Muze byt vSak aktivovan i naruSenou
strukturou DNA, interakci s histony nebo jinymi post-translaénimi modifikacemi (Kamaletdinova et
al., 2019). Béhem PARylace PARP1 $tépi NAD" za vzniku nikotinamidu a ADP-ribdzy. Vznikajici
ADP riboza tvoii linearizované nebo rozvétvené fetézce, oznacované jako PAR, které slouzi jako
signalni molekuly pro navazani akceptorovych proteinti. Tyto proteiny hraji roli v opravé DNA (El-
Khamisy, 2003).

Enzym PARPI1 je schopny post-translacné modifikovat sam sebe. K automodifikaci dochazi
v jeho auto-modifikacni doméné. V souvislosti s automodifikaci PARP1, byl objeven protein HPF1,
ktery je zapojen do interakce s PARP1 béhem opravy dvouvlaknovych zlomi (DSBs). V lidskych
bunkach je HPF1 schopen regulovat auto-modifikacni doménu PARP1, ¢imz podporuje PARylaci
histonti, ktera zajistuje stabilitu genomu (Gibbs-Seymour et al., 2016). Dale muZe post-translaéné
modifikovat i proteiny zapojené do remodelace chromatinu, regulace transkripce ¢i bunééného cyklu,
coz byva oznacovano jako heteromodifikace (Gagné et al., 2008).

Chromozomy eukaryotickych bun¢k se skladaji z dlouhé linearni molekuly DNA a z proteint,
které umoznuji svinuti vlakna DNA do kompaktné&jsi formy. Komplex DNA a proteinti se oznacuje
jako chromatin. Zakladnimi bilkovinnymi slozkami chromatinu jsou histony. Chromatin existuje ve
dvou formach: euchromatin (rozvolnény) a heterochromatin (kondenzovany). Heterochromatin se
dale d¢li na fakultativni a konstitutivni.

Pravé struktura chromatinu muze ovlivnit nékolik dilezitych procesit v buiice. Ovliviiuje
napiiklad DNA replikaci, transkripci nebo opravu poskozené DNA. Zmeéna struktury neboli
remodelace chromatinu umoziuje piistup kondenzované genomové DNA k proteiniim regula¢niho
transkripéniho aparatu, ¢imz reguluje genovou expresi. Remodelace chromatinu, na které se podili
studie prokazaly, Zze PARylace vede k celkovému uvolnéni struktury chromatinu, coz usnadiuje
procesy jako je DNA replikace, transkripce ¢i oprava poskozené DNA. Rozvolnéna struktura
chromatinu také umoznuje, aby se poskozena DNA stala ptistupnéjsi pro opravné enzymy (Poirier et
al., 1982).

Enzym PARP2 je uzce spojeny s PARP1 a vyznacuje se 69% podobnosti v jejich katalytické
doméné (Amé et al., 2004). Rodina enzym PARP se nachazi ve vSech eukaryotickych bunkach
(Jubin et al., 2016) pfedevs§im pak v bunééném jadie, kde hraji kliCovou roli pfi opravach DNA a
zajist'uji stabilitu genomu. Aktivita rodiny enzyma PARP byla vSak objevena i v cytoplazmé (Bai,

2015).
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3.2.1 Uplatnéni PARP1 v opraviach poSkozené DNA

Dilezita role PARP1 v opravé DNA byla prokazéana zjisténim, ze poskozeni zplsobené toxickymi
latkami, zafenim a akumulaci toxickych 1ézi na DNA, vede ke zvySené hladiné PARP1 v buiikdch
(Juarez-Salinas et al., 1979; Skidmore et al., 1979). Enzym PARP1 uplatiiuje svoji roli v opravné
draze DNA, oznacované jako bazova excizni oprava (BER), v odpovédi na jednovlaknové zlomy
DNA (SSBs). Tyto zlomy jsou rozpoznavany a opravovany proteinovym komplexem, ktery se sklada
z DNA ligazy Il (LIG3), DNA polymerazy beta (DNA Pol p) a proteinu XRCC1 (Caldecott et al.,
1996). Ptestoze spolu PARP1 a PARP2 interaguji a sdileji nekteré spolecné partnery v opravé SSBs
a v opravné draze BER, PARP2 se vyznacuje kooperaci s telomerickym proteinem TRF-2 (Dantzer
et al., 2004). Enzym PARPI1 je také vyznamny v opravné draze oznacované jako nukleotidova
excizni oprava, zkracené NER (Morales et al., 2014).

Opravné drahy BER a NER zastiesuji opravu poskozeni v DNA, jez mohou byt zplisobena
alkyla¢nimi a chemoterapeutickymi latkami (Helleday et al., 2008). Chemoterapeutické latky mohou
zpusobovat rtizné typy poskozeni DNA. Jedna se zejména o SSBs, DSBs, chemické modifikace bazi,
anebo vnitro-fetézcové ¢i mezi-fetézcové kiizové vazby. Poskozeni DNA zplsobena
chemoterapeutickymi latkami vedou ke genové nestabilit¢ a ke vzniku mutaci. Alkylacni latky
reaguji s nukleofilnimi centry v DNA, coz vede ke vzniku modifikovanych bazi DNA nebo ke vzniku
mezi-fetézcovych ¢i vnitro-fetézcovych kiizovych vazeb. Tyto vazby pak blokuji replikaci a
transkripci, jelikoz znemoziuji rozdéleni dvouvladknové DNA na dvé jednovldknové DNA.
Ptikladem chemoterapeutickych a alkylacnich latek jsou naptiklad hydroxyurea, cisplatina nebo
hot¢i¢ny dusik (Weber, 2015).

Enzym PARPI ma také vyznamnou roli v opravach dvouvldknovych zlomu, konkrétné

v nehomolognim koncovém spojeni (NHEJ) a homologni rekombinaci (Hochegger et al., 2006).

3.2.1.1 Homologni rekombinace
Homologni rekombinace (HR) je evolu¢né staly mechanismus, ktery opravuje rizna poskozeni
DNA, v¢etné DSBs, mezer v jednom vldkné DNA a mezi-fetézcovych kiiZovych vazeb. Mezi témito
lézemi jsou DSBs vysoce toxické, jelikoz jediny neopraveny DSB muze vést k aneuploidii,
genetickym aberacim nebo smrti builkky (Paques & Haber, 1999). Dvouvldknové zlomy mohou
vznikat exogenné, ale i pfirozenym zplsobem napiiklad béhem replikace (Rothkamm et al., 2003).
Zaroven je HR dulezitd pro prvni meiotické dé€leni, kde piispiva k tvorbé chiasmat, ktera jsou
nezbytnad pro spravné parovani a segregaci homolognich chromozomt a ke vzniku genetické
diverzity u vétSiny organismu (Paques & Haber, 1999).

Homologni rekombinace byva obvykle oznacovana za bezchybnou opravnou drahu, jelikoz pro
syntézu nového fetézce je vyuzivana homologie sesterskych chromatid (Talens et al., 2017).
V nékterych pripadech vSak mtze dochazet k porucham této opravné drahy. Naptiklad dédi¢na forma

rakoviny prsu a vajecniku, anebo Fanconiho anémie byva uzce spojena s defekty v HR (Beernink &
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Morrical, 1999) jako je kolaps replika¢ni vidlice nebo napiiklad chromozomové pieskupeni
(Symington et al., 2014).

Mezi hlavni kroky HR je fazena resekce DSBs ve sméru 5°-3¢. Resekci dvouvldknovych zlomt
iniciuje nukledzovy komplex MRN (komplex MRE11-Rad50-NBS1), ktery rozpoznd DSB a navéze
se na jeho volné konce (Lisby et al., 2004). Pomoci helikdzy BLM/WRN dojde k rozvinuti DNA,
nasledné pak u¢inkem nukledzy DNA2/EXO1 dojde k odstranéni 5° konce (Mimitou & Symington,
2009). Na obou stranach zlomu se vytvoii 3° koncové presahy ssDNA. Na jednovlaknovou DNA se
vaze RPA, ktery se vyznacuje vyssi afinitou a specifitou k ssDNA nez rekombinaza RADS1 (Li &
Heyer, 2008). In vitro RPA inhibuje nukleaci vlakna jednovlaknové DNA. Tento inhibi¢ni ucinek
RPA je ptekonan kofaktory RADS1, které se souhrnné oznacuji jako mediatorové proteiny. Ty
vytésni RPA proteinem RADS51 (Beernink & Morrical, 1999). Jeden z vyznamnych mediatorovych
proteind je tumor supresorovy gen BRCA2, diky kterému protein RADS1 s jednovlaknovou DNA
zacne tvorit nukleoproteinovy filament neboli presynapticky komplex (Filippo et al., 2006).
Vytvotenim presynaptického komplexu se zajisti parovani ssDNA s templatovou dsDNA vykazujici
homologii se ssDNA, a tim i dokon¢eni opravy dvouvlaknového zlomu (Li & Heyer, 2008).

Nukleoproteinovy filament vstupuje do neporusené sesterské chromatidy a po naleznuti
komplementarni sekvence vytvoii D-smycku neboli D-loop. Pro syntézu chybéjici ¢asti DNA je
nutné vytvofit misto pro komplementarni sekvence, coz je zajisténo odstranénim proteinu RADS1

(Moynahan & Jasin, 2010).

3.2.1.2 Nehomologni koncové spojeni

Dalsi vyznamna opravna draha, ktera se podili na opravé DSBs je nehomologni koncové spojeni
(NHEJ). Tato opravna draha je aktivni béhem celého buné¢ného cyklu, ale hlavni roli hraje béhem
G faze. V této fazi neni pritomny homologni templat, ktery by mohl byt vyuzit pro HR, a proto se
ptistupuje k NHEJ (Lieber, 2008). Mechanismus NHEJ miize byt rozdélen do ¢tyt jednotlivych
krokd: rozpoznani konce DNA a sestaveni a stabilizace komplexu NHEJ na DSB, pfemosténi konct
DNA, terminalni zpracovani konci DNA a ligace pterusenych koncti (Davis & Chen, 2013).

Prvnim krokem NHEJ je rozpoznani DSB a navazéani heterodimeru Ku70-Ku80 k obéma konctim
DSB. Bylo prokézano, ze tento heterodimer rekrutuje do mista zlomu bud’ pfimo nebo neptimo
hlavni NHEJ faktory, véetné DNA-PKcs. Ta mize fosforylovat proteiny, véetné DNA ligazy IV a
XRCCA4, které jsou dulezité pro nasledujici kroky NHEJ (Costantini et al., 2007).

Dalsi krok je vytvofeni dvou tupych konci DNA. V nékterych ptipadech jsou tupé konce jiz
pfitomny, v jinych je potfeba konce upravit. K vytvoreni tupych koncii se vyuziva DNA polymeraza,
ktera vypliuje vzniklou mezeru po vytvoreni presahu ssDNA (Lieber, 2008). Jinym, alternativnim
feSenim je vyuziti nukledzové aktivity komplexu Artemis/DNA-PKcs. Tento komplex §tépi presahy

ssDNA ve sméru 5°-3° a vytvati tak tupé konce (Davis & Chen, 2013).
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V poslednim kroku NHEJ musi dojit k vytvofeni komplexu DNA ligaza IV-XRCC4 a k ligaci
obou fetézci DNA. Protein XRCC4 je dillezity pro rozpoznani mista zlomu a zacileni DNA ligazy
IV, kterou zéaroven stabilizuje. Jakmile je DNA ligdza IV zacilena, dojde k ligaci obou fetézcti DNA,

a tim 1 k dokonceni celého procesu opravy (Pastink et al., 2001).

3.2.2 Inhibice PARP1

Inhibice PARP1 vede ke genomové nestabilité, akumulaci poSkozenych bun¢k a k naslednému
zastaveni bunécného cyklu. To znamena, Ze PARylace, je v souvislosti s poskozenim DNA, nezbytna
pro piechod bunék fazemi G, a M bunécného cyklu (Jacobson et al., 1985). Enzym PARPI je
klicovou slozkou kontrolniho bodu faze G> bunécného cyklu, ¢imz zabraiiuje poSkozené buiice se
zlomy v DNA vstoupit do mitozy (Schreiber et al., 1995). Inhibice PARP1 ma potencial pro vyuziti
v 1é¢be nadorovych onemocnéni, a to zejména dvéma mechanismy. Za prvé, zvySovanim citlivosti
nadoru na chemoterapeutika, ktera poskozuji DNA a za druhé, indukci syntetické letality u bunek,
které jsou vysoce zavislé na PARP1 v diisledku defektni homologni rekombinace. Pfikladem jsou
buiiky s mutaci v genu BRCA1/2 (Morales et al., 2014).

Mutantni formy genu BRCA1/2 zvysuji riziko vzniku rakoviny. Nejznaméjsi typ rakoviny
asociovany s mutovanymi geny BRCA1/2 je u zen rakovina prsu a vajecniku. Tyto mutace mohou u
zen také zpusobit rakovinu vejcovodi nebo rakovinu primarniho peritonea. U muzl jsou mutace
v genech BRCA1/2 spojovany s rakovinou prostaty. U obou pohlavi pak s rakovinou pankreatu

(Mersch et al., 2015).

3.2.2.1 Tumor supresorové geny BRCA1 a BRCA2

Tumor supresorové geny BRCA1 a BRCA2 jsou geny, jejichZ mutované fenotypy predisponuji ke
vzniku rakoviny prsu a vajecnikd. Proteiny kodované t€mito geny se podileji na mnoha dilezitych
bunécnych procesech. Jedna se zejména o opravu poSkozené DNA, regulaci transkripce v reakci na
poskozeni DNA a udrZzovani chromozomalni stability. Tumor supresorové geny BRCA1/2 také
transkripéné reguluji jiné geny zapojené do opravy DNA, bunécného cyklu a apoptézy. Mnohé
z téchto funkci jsou zprostfedkovany velkym poctem bunéénych proteind, které s geny BRCA
interaguji (Yoshida & Miki, 2004).

V roce 1990 prinesly genetické studie prvni diikazy o tom, ze riziko vzniku karcinomu prsu je
spojeno s chromozomem 1721 (Hall et al., 1990). Bylo potvrzeno, Ze se jedna o autozomalné
dominantni dédi¢nost s neuplnou penetraci. U vétSiny familiarnich nador prsu a vaje¢nikt byla
zjisténa ztrata heterozygotnosti (Loss Of Heterozygosity — LOH), do které jsou zapojeny pravé tyto
tumor supresorové geny (Smith et al., 1992).

Gen BRCAL, lokalizovany na chromozomu 17g21, byva asociovan s rakovinou prsu. Je znamy

pro jeho dilezitou roli pfi opravé DSBs prostiednictvim homologni rekombinace. Buiky s
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nedostatkem v genu BRCAI1, vykazuji defekt v této opravné draze, a tim i neschopnost opravit
poskozené chromozomy (Moynahan et al., 1999). Bylo identifikovano vice nez 200 zarode¢nych
mutaci vedouci k rakoviné prsu (Wooster et al., 1994). Vzhledem ktomu, Ze pouze u 45 %
familidrnich pfipadd rakoviny prsu byla prokazdna pfima vazba na gen BRCAI, pokracovaly
vyzkumy k objeveni druhého genu asociovaného s rakovinou prsu (Wooster et al., 1995).

V roce 1995 byl identifikovany gen BRCA2 na chromozomu 13q12.3 (Wooster et al., 1995). Gen
BRCA? interaguje s proteinem RADS51, ktery se podili na opravé DNA a zaroven hraje dulezitou roli
v HR. Pravé defekty v HR, které vznikaji v disledku nedostatku klicovych opravnych proteind
(prikladem RADS51, RPA), zvysuji zavislost bunék na aktivité¢ PARP1, a tim i citlivost na jeho inhibici
(McCabe et al., 20006).

Starsi model popisuje, ze inhibice PARP1 naruSuje opravu SSBs, které se mohou béhem replikace
pfeménit na mnohem toxi¢téj$i DSBs. Ty, pokud nejsou opraveny, mohou zplsobit bunéénou smrt
(Morales et al., 2014). Alternativni model pfedpoklada, ze hlavnim mechanismem, ktery je zakladem
letality bungk, je indukce jednovlaknovych DNA mezer. V bunkach s deficitem v HR mohou PARP
inhibitory (PARPi) vytvaret trvalé ssDNA mezery tim, Ze inhibuji v€asné zpomaleni replikacni
vidlicky. Inhibitory PARP mohou také narusovat ligaci Okazaki fragmentti inhibici vypliiovani mezer
na opozd'ujicim vladkn€. Kombinace pfetrvavajicich jednovldknovych DNA mezer a nespojenych
Okazaki fragmentti mtize vést k bunécné letalité u bun¢k s deficitem v HR (Thakar & Moldovan,
2021).

Buniky s defekty v genech BRCA1/2 jsou ptiblizné 133x citlivéjsi na PARP1 nez normalni buriky,
coz miiZze byt cilen¢ vyuzito pro inhibici jejich opravnych drah vedouci k syntetické letalité bunék

(Bryant et al., 2005).

3.2.2.2 Synteticka letalita a fenotyp BRCAness

Synteticka letalita je geneticka interakce, pfi niz kombinace dvou genetickych udalosti vede
k bunééné smrti. Je vyuzitelna pro Gcely molekularné cilené terapie rakoviny a poskytuje koncepcni
ramec pro vyvoj cytotoxickych latek specifickych pro rakovinu. Vychazi se tedy ze skutecnosti, ze
buiika s mutaci pouze v jednom genu pieziva, avSak sou¢asnd mutace i ve druhém genu je pro buitku
letalni. Cilena toxicita PARP inhibitorti vii¢i nddorovym buiitkdm s deficitem v HR je vyznamnym
konceptem v onkologii, jelikoz vede k letalit¢ nadorovych bunék (O'Neil et al., 2017).

Velky potencial v 1é€beé rakoviny na bazi syntetické letality maji nadorové supresory BRCA1/2 a
proteiny podilejici se na opravé DNA. Mutantni geny BRCA1/2 vykazuji syntetickou letalitu
s opravnym enzymem PARPI. U pacientd s témito mutacemi je tedy moznost 1é¢it nadorova
onemocnéni prostiednictvim PARPi (Farmer et al., 2005). Inhibitory PARP jsou prvni klinicky
schvalené léky vyuzivajici syntetické letality (O'Neil et al., 2017).
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Dalsim ptikladem syntetické letality je interakce genu ATM a proteinu p53. ATM hraje dulezitou
roli v bunécné odpovédi na poSkozeni DNA. U bunek, které postradaji funkeni protein p53, staci
pouze inaktivace ATM k tomu, aby byly citlivé na genotoxickou terapii (Jiang et al., 2009).

Byly taktéz zjistény udaje o ucinnosti PARPi u dalSich zdrode¢nych BRCA mutovanych malignit,
vcetné karcinomi prostaty a slinivky bfisni (Kaufman et al., 2015). Otdzkou vsak zlstalo, zda je
mozné tuto ucinnost rozsifit i na dalsi typy nadort s deficitem opravy DNA bez zarode¢nych mutaci
BRCA1/2. Byl tak popsan fenotyp, spojovany se sporadickymi karcinomy, ktery je oznacovan jako
fenotyp “BRCAness“. Terminem BRCAness se oznacuji malignity, které nevznikly na zakladé¢
zarode¢nych mutaci geni BRCA1 nebo BRCA2, ale ptesto sdileji fenotypové a molekularni rysy v
poskozené HR. Patii sem somaticka mutace v genech BRCA1/2, hypermetylace promotoru BRCA1
nebo mutace v jinych genech zapojenych do oprav DSBs (Lord & Ashworth, 2016). Tyto malignity
sdili stejnou terapeutickou zranitelnost jako nadory spojené s BRCA, vcetné citlivosti na

chemoterapii platinou (Timms et al., 2014).

3.2.3 PARP1 inhibitory

Inhibice opravy DNA v nadorovych bunkach predstavuje v soucasné dob¢ atraktivni strategii pro
zesileni cytotoxic