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SEZNAM SYMBOLŮ A ZKRATEK  

AAA+ - ATPázové proteiny asociované s variabilní celulární aktivitou (z anglického termínu 

„ATPases Associated with various cellular Activities“) 

ATM – serin/threonin protein kináza (Ataxia Telangiectasia Mutated) 

ATR (z anglického termínu „Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein“) 

BER – bázová excizní oprava (z anglického termínu „Base Excision Repair“) 

BLM/WRN – helikáza účastnící se opravné dráhy homologní rekombinace  

BRCA1 – tumor supresorový gen 1 (z anglického termínu „Breast Cancer gene 1“) 

BRCA2 – tumor supresorový gen 2 (z anglického termínu „Breast Cancer gene 2“) 

Cdc6 – kontrolní protein buněčného dělení 6 (z anglického termínu „Cell division control protein 

6“) 

Cdc45 – kontrolní protein buněčného dělení 45 (z anglického termínu „Cell division control 

protein 45“) 

CDK – cyklin-dependentní kináza (z anglického termínu „Cyklin-Dependent Kinase“) 

Cdt1 – faktor licencování chromatinu a replikace DNA (z anglického termínu „Chromatin 

licensing and DNA replication factor 1“) 

CldU – 5-chloro-2‘-deoxyuridin  

CMG – helikázový komplex proteinů Cdc45-MCM2-7-GINS  

CtiP – endonukleáza podílející se na opravě dvouvláknových zlomů DNA pomocí homologní 

rekombinace (z anglického termínu „CtBP-Interacting Protein“) 

DAPI – 4‘,6-diamino-2-fenylindol  

DDK – Dbf4-dependentní kináza (z anglického termínu „Dfb4-Dependent Kinase“) 

DMEM – Dulbeccova modifikace Eaglova média (z anglického termínu „Dulbecco Modified 

Eagle Medium“) 

DNA-PKcs – katalytická podjednotka DNA-dependentní serin/threonin kinázy (z anglického 

termínu „DNA-dependent protein kinase catalytic subunit “) 

DNA2 – DNA helikáza/nukleáza 2 (z anglického termínu „DNA helicase/nuclease 2“)  

DNA2i – DNA helikáza/nukleáza 2 inhibitor (z anglického termínu „DNA helicase/nuclease 2 

inhibitor“)  

DSBs – dvouvláknové zlomy (z anglického termínu „double-strand breaks“) 

dsDNA – dvouvláknová DNA (z anglického termínu „double-strand DNA“) 

EXO1 – exonukleáza 1 (z anglického termínu „Exonuclease 1“) 

FANCJ (z anglického termínu „Fanconi Anemia Complementation group J“)  

FBS – fetální bovinní sérum (z anglického termínu „Fetal Bovine Serum“)  

FEN1 – flap endonukleáza 1 (z anglického termínu „flap endonuclease 1“) 



 

 

FEN1i - flap endonukleáza 1 inhibitor (z anglického termínu „flap endonuclease 1 inhibitor“) 

FP – ochrana replikační vidlice (z anglického termínu „Fork Protection“)  

GINS – 5-1-2-3 (z japonského termínu „Go-Ichi-Ni-San“) 

HLTF (z anglického termínu „Helicase-Like Transcription Factor“)  

HPF1 (z anglického termínu „Histone PARylation Factor 1“) 

HR – homologní rekombinace (z anglického termínu „Homologous Recombination“) 

Ku70/80 – proteinový komplex opravné dráhy NHEJ („Ku autoantigen protein p70, p80“) 

LIG1 – DNA ligáza I (z anglického termínu „DNA ligase 1“) 

LIG1i – inhibitor DNA ligázy I (z anglického termínu „DNA ligase 1 inhibitor“) 

LIG3 – DNA ligáza III (z anglického termínu „DNA ligase 3“) 

LOH – ztráta heterozygotnosti (z anglického termínu „Loss Of Heterozygosity“)  

MCM2-7 (z anglického termínu „Minichromosome Maintance proteins 2-7“)  

MCM10 (z anglického termínu „Minichromosome Maintance protein 10“) 

MRE11 (z anglického termínu „Meiotic Recombination 11 homolog“) 

MRN – proteinový komplex homologní rekombinace (MRE11-Rad50-NBS1 complex) 

NBS1 (z anglického termínu „Nijmegen breakage syndrome 1 protein“) 

NER – nukleotidová excizní oprava (z anglického termínu „Nucleotide Excision Repair“) 

NHEJ – nehomologní koncové spojení (z anglického termínu „Non-Homologous Eng Joining“) 

OFP – zpracování Okazaki fragmentů (z anglického termínu „Okazaki Fragment Processing“) 

ORC1-6 – komplex rozpoznávající počátek skládající se z podjednotek 1-6 (z anglického termínu 

„Origin Recognition Complex 1-6“) 

PAR – polymerní řetězce PARP (chains of poly(ADP) ribose) 

PARP – Poly(ADP-ribóza) polymeráza (z anglického termínu „Poly(ADP-ribose) polymerase“) 

PARPi – inhibitory PARP (z anglického termínu „Poly(ADP-ribose) polymerase inhibitors“)  

PBS – fosfátový pufr (z anglického termínu „Phosphate Buffered Saline“) 

PCNA (z anglického termínu „Proliferating Cell Nuclear Antigen“) 

PFM01 – MRE11 endonukleázový inhibitor  

Pre-RC – pre-replikační komplex (z anglického termínu „pre-Replication Complex“) 

PRIMPOL – DNA primáza/polymeráza (z anglického termínu „DNA primase/polymerase“) 

QIBC – kvantitativní cytometrie založena na obrázku (z anglického termínu „Quantitative Image 

Based Cytometry“)  

RAD51 – RAD51 rekombináza   



 

 

RECQ1 – ATP-dependentní DNA helikáza Q1 (z anglického termínu „ATP-dependent DNA 

helicase Q-like 1“) 

RFC – replikační faktor C (z anglického termínu „Replication Factor C“) 

RNAi – RNA interference 

RPA – replikační protein A (z anglického termínu „Replication Protein A“)  

siRNA – malá interferující RNA (z anglického termínu „small-interfering RNA“) 

SSBs – jednovláknové zlomy (z anglického termínu „single-strand breaks“) 

ssDNA – jednovláknová DNA (z anglického termínu „single-strand DNA“) 

TRF-2 (z anglického termínu „Telomeric Repeat-binding Factor 2“) 

U2OS – epiteliální buňky lidského osteosarkomu (human bone osteosarkoma epithelial cells)  

XRCC1 (z anglického termínu „X-ray Repair Cross-Complementing protein 1“) 

XRCC4 (z anglického termínu „X-ray Repair Cross-Complementing protein 4“) 
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1 ÚVOD 

Jednou z nejdůležitějších biologických funkcí eukaryotických buněk je replikace DNA, která musí 

být přísně kontrolována, aby se zabránilo genomové nestabilitě. Pro životaschopnost buňky je 

nezbytné, aby byla zachována integrita její genetické informace. Buňky jsou však během svého 

života vystavovány různým vnitřním i vnějším genotoxickým vlivům. Těmito vlivy u buněk dochází 

k replikačnímu stresu, což je charakteristický znak nádorových buněk (Gaillard et al., 2015; Ubhi & 

Brown, 2019). Buňky vyvinuly složité mechanismy pro opravu poškození DNA způsobené 

replikačním stresem. Jedná se zejména o zpomalení nebo zastavení průběhu buněčného cyklu, dokud 

není DNA zcela opravena. Nedostatečná oprava DNA nebo defekty v reakci na poškození DNA 

vedou ke genomové nestabilitě, což může vést k potenciálnímu nádorovému bujení (Halazonetis et 

al., 2008; Mazouzi et al., 2014; Zeman & Cimprich, 2014).  

Poly(ADP-ribóza) polymeráza (PARP) je multifunkční, post-translačně modifikační enzym, který 

se účastní různých biologických procesů, včetně regulace genové exprese, remodelace chromatinu, 

opravy DNA a apoptózy (Jubin et al., 2016; Fu et al., 2024). Terapeutické cílení na PARP1 pomocí 

inhibitorů PARP (PARPi) se stalo účinnou strategií při léčbě rakoviny, a to zejména u nádorových 

buněk s deficitem v homologní rekombinaci (HR) a genech BRCA1/2 (Ragupathi et al., 2023). Tento 

přístup využívá mechanismu syntetické letality k selektivnímu cílení na nádorové buňky, přičemž 

zachovává fyziologicky fungující buňky.  

Tato bakalářská práce byla zaměřena na analýzu vzniku a následné detekce jednovláknových 

DNA mezer po ovlivnění buněk olaparibem, inhibitorem PARP. Jednovláknové DNA mezery byly 

popsány jako alternativní model syntetické letality PARP1 inhibice v BRCA1/2 defektních 

nádorových buňkách (Cong et al., 2021; Cong & Cantor, 2022).   
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2 CÍLE PRÁCE 

1. Vypracování literární rešerše na téma DNA replikace v eukaryotických buňkách, 

jednovláknové DNA mezery a jejich cytotoxický efekt v nádorových buňkách a 

důsledky inhibice Poly(ADP-ribózy) polymerázy (PARP) na DNA replikaci  

2. Osvojení si metodiky tkáňových kultur a imunofluorescenční mikroskopie  

3. Detekce a lokalizace jednovláknových DNA mezer pomocí imunofluorescenční 

mikroskopie po ovlivnění olaparibem  

4. Vyhledávání specifických inhibitorů způsobující pokles tvorby jednovláknových 

DNA mezer  
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY  

 

3.1 Replikace DNA 

3.1.1 Historie 

Ve druhé polovině 19. století Gregor Mendel ve své průkopnické práci o dědičnosti znaků u rostlin 

hrachu naznačil, že za přenos vlastností organismu mezi generacemi jsou zodpovědné specifické 

faktory, dnes označované jako geny (Mendel, 1865). Dříve se předpokládalo, že dědičným 

materiálem jsou proteiny, avšak Avery, MacLeod a McCarty o sto let později stanovili 

deoxyribonukleotidovou kyselinu (DNA) jako nositelku genetické informace (Avery et al., 1944). 

Díky těmto poznatkům byla otevřena cesta k výzkumu, který odhaloval chemickou podstatu DNA, 

pravidla kódování genetické informace, a nakonec také vedl k návrhu dvoušroubovicové struktury 

molekuly DNA, na kterém se podíleli Watson a Crick (Watson & Crick, 1953). Právě tento model 

trojrozměrné struktury DNA následně osvětlil možné mechanismy, jimiž by se genetická informace 

mohla kopírovat semi-konzervativním způsobem. Tuto hypotézu později experimentálně potvrdili 

Meselson a Stahl, když ve svém experimentu použili izotopy dusíku, které byly inkorporovány do 

molekuly DNA pro rozlišení rodičovské DNA od nově syntetizované (Meselson & Stahl, 1958).  

Klíčový předpoklad replikace DNA je, že musí probíhat s vysokou účinností přesně jednou za 

buněčný cyklus. Tím se zabrání hromadění genetických změn s potencionálně škodlivými následky 

pro přežití buňky a životaschopnost organismu (O'Donnell et al., 2013). Neúplná, chybná nebo 

nevčasná replikace DNA může vést ke vzniku mutací, chromozomální polyploidii nebo aneuploidii 

a změn v počtu kopií genů, kde následkem mohou být různá onemocnění včetně rakoviny (Barlow 

& Nussenzweig, 2014). Veškeré procesy replikace DNA jsou přísně regulovány a také koordinovány 

s dalšími buněčnými procesy, jako jsou transkripce, translace a oprava DNA. Díky tomu je zajištěna 

úplná a přesná duplikace celého genomu a správný tok genetické informace (García-Muse & 

Aguilera, 2016).   

 

3.1.2 Struktura DNA  

Určení struktury genetického materiálu, dvoušroubovice DNA, na čemž se v roce 1953 podílel 

Watson, Crick, Franklin a Wilkins (Watson & Crick, 1953; Franklin & Gosling, 1953; Wilkins et al., 

1953) je všeobecně považováno za klíčový mezník ve vývoji moderních biologických a 

biomedicínských věd. Jednalo se o první makromolekulární biologickou strukturu určenou na 

atomární úrovni. Výsledkem byla struktura se specifickými rysy, zejména s antiparalelním 

pravotočivým uspořádáním dvojité šroubovice, párováním dusíkatých bází adeninu (A) s thyminem 

(T) a cytosinu (C) s guaninem (G). Toto párování bylo následně experimentálně potvrzeno a 

označeno za kanonické párování bází podle Watsona a Cricka, dále přesně 10 párů bází na jeden závit 
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a opakování páru bází o velikosti 3,4 Å (Arnott et al., 1966). Tyto strukturní rysy odpovídají DNA 

typu B a bývá tak označována jako B-DNA. Právě B-DNA bývá stále považována za 

nejreprezentativnější formu pro většinu DNA v lidském genomu (Drew & Dickerson, 1981). 

Dříve se předpokládalo, že molekuly DNA se střídají pouze ve dvou přesně definovaných 

pravotočivých dvoušroubovicových strukturách typu A-DNA a B-DNA. Následné studie však 

prokázaly, že molekula DNA může mít strukturní polymorfismus, který je důležitý pro její 

biologickou funkci (Bansal, 1999). Některé z těchto strukturních polymorfismů DNA byly 

experimentálně pozorovány pomocí rentgenové difrakce, nukleární magnetické rezonance nebo 

jiných spektroskopických metod, které se neomezují pouze na strukturu Watson-Crickova typu 

(Ghosh & Bansal, 2003).  

 

3.1.3 Replikace DNA u eukaryot  

Replikace DNA je ustálený mechanismus v eukaryotických buňkách (Watson & Crick, 1953). U 

všech organismů bývá replikace antiparalelních dvouvláknových řetězců prováděna podobným 

způsobem a označovaná jako semi-diskontinuální. Vlákno syntetizované ve stejném směru pohybu 

replikační vidlice, tedy ve směru 5‘-3‘, je replikováno kontinuálně a označuje se jako vlákno vedoucí 

neboli templátové. Zatímco vlákno syntetizované proti směru pohybu replikační vidlice, ve směru 

3‘-5‘, je replikováno diskontinuálně a označuje se jako opožďující neboli nascentní. Na opožďujícím 

se vlákně se během replikace vytvářejí malé fragmenty DNA o velikosti 100-200 nukleotidů. Na 

počest Reji Okazaki a Tuneko Okazaki, kteří v roce 1968 poprvé navrhli model syntézy těchto 

fragmentů, bývají označované jako Okazaki fragmenty (Okazaki et al., 1968).   

Replikace DNA se dělí na tři fáze – iniciace, elongace a terminace. Během iniciace se na DNA 

obousměrně sestavují replizomy. Právě replizomy představují počáteční místa replikace DNA neboli 

replikační počátky. Elongační fáze se vyznačuje pohybem replizomů v opačném směru, než se 

pohybuje replikační vidlice. Replizomy zde odvíjejí dvoušroubovici DNA a syntetizují 

komplementární dceřiná vlákna DNA s využitím obou rodičovských vláken jako templátů. Po 

dokončení elongační fáze, dochází ke specifickým terminačním procesům, které vedou k rozpadu 

replizomů a ukončení replikace. Celý proces replikace probíhá pouze v S-fázi buněčného cyklu 

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

 

3.1.3.1 Zahájení replikace DNA  

Replikace DNA začíná na specifických místech na chromozomu označující se jako replikační 

počátky. Na tyto počátky se vážou charakteristické iniciační proteiny, čímž se zahájí proces replikace 

DNA (Stillman, 2005; Kaguni, 2011). U bakterií se často nachází pouze jeden chromozom s jedním 

replikačním počátkem. Od tohoto počátku replikace jsou sestavovány dvě replikační vidlice, které se 

pohybují v opačných směrech. Typickým příkladem je replikace kruhového genomu Escherichia 
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coli. Eukaryota se vyznačují tím, že mají více lineárních chromozomů, kde se na každém z nich 

nachází velký počet replikačních počátků. Více počátků je pro eukaryota nutností, jelikož mají 

mnohem větší genom než bakterie (Samson & Bell, 2011).  

Molekulární struktura replikačních počátků u bakterií je přesně definovaná na rozdíl od těch 

eukaryotických. Zatímco bakteriální replikační počátky jsou dány specifickou sekvencí nukleotidů, 

ty eukaryotické (s výjimkou kvasinek Saccharomyces cerevisiae) jsou ovlivněny okolním prostředím 

a organizací chromatinu (Masai et al., 2010). V lidských buňkách jsou replikační počátky evolučně 

stálé, což naznačuje, že jejich uspořádání není náhodné. Na chromozomech vytvářejí shluky, které 

jsou aktivovány v určitou dobu během S-fáze buněčného cyklu (Gilbert et al., 2011). 

Bakterie, archea i eukaryota používají k zahájení procesu aktivace proteiny vázající se na počátek 

replikace. Tyto proteiny jsou složeny z podjednotek proteinů rodiny AAA+ (Erzberger & Berger, 

2006) a jejich funkce je charakterizována jako multimerní stroje. Eukaryota využívají protein vázající 

se na replikační počátek, který se skládá ze šesti podjednotek a bývá označen jako ORC1-6 (Stillman, 

2005). ORC je složen z pěti podjednotek proteinů příbuzným rodině AAA+ a společně s dalším 

proteinem Cdc6 tvoří hexamer, který se váže na DNA. Protein Cdc6 je příbuzný největší podjednotce 

ORC – Orc1 (Sun et al., 2012).  

Cílem proteinů, které se vážou k replikačnímu počátku, je připojení dvou helikázových 

podjednotek k DNA. Helikáza je komplexní enzym, skládající se ze šesti podjednotek, který odvíjí 

molekulu DNA tím, že se váže a obklopuje vlákna rodičovské DNA. Aktivita DNA helikázy dává 

vzniknout dvěma replikačním vidličkám, které se během replikace pohybují v opačných směrech od 

každého replikačního počátku. K tomu je však zapotřebí hydrolýza ATP. Buněčné helikázy jsou často 

podobné hexamerním enzymům přítomných v několika eukaryotických virech jako je například 

helikáza E1 lidského papilomaviru. Eukaryotní helikáza je heterohexamer označovaný jako MCM2-

7 komplex (Enemark & Joshua-Tor, 2008). Tento hexamerní proteinový komplex se váže do 

replikačního počátku během brzké G1 fáze buněčného cyklu. K tomu je zapotřebí ORC a jeho 

kofaktory Cdc6 a Cdt1 (Bell & Dutta, 2002). MCM2-7 se váže na celý duplex DNA ve formě 

dvojitého hexameru (Ticau et al., 2015). Po navázání helikázy dochází ke vzniku pre-replikačního 

komplexu (pre-RC), který je složen z ORC, Cdc6, Cdt1 a MCM2-7. Regulace tvorby pre-RC je 

klíčovým prvkem mechanismů koordinující replikaci DNA s buněčným cyklem (Bell & Dutta, 

2002).  

Po sestavení tohoto komplexu dochází k jeho aktivaci prostřednictvím cyklin-dependentní kinázy 

(CDK) a DDK (Muramatsu et al., 2010) a přechodu z G1 do S-fáze buněčného cyklu. Přeměna 

dvojitého hexameru helikázy, obklopujícího dvouvláknovou DNA, na dva oddělené hexamery není 

v současné době zcela známa. Předpokládá se, že závisí na předchozí fosforylaci iniciačních faktorů 

prostřednictvím proteinkináz CDK a DDK a připojení dalších proteinů jako je Cdc45 a GINS 

komplexu. Fosforylace těchto faktorů dává za vznik helikázovému komplexu CMG (Ilves et al., 

2010). 
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Aktivní CMG komplex se pohybuje podél obou vedoucích vláken DNA, rozrušuje vodíkové 

vazby mezi bázemi, čímž rozvíjí molekulu DNA a dává vzniknout replikačním vidlicím. Obě vlákna 

jsou zároveň pokryta proteinem RPA (Perez-Arnaiz et al., 2016), který udržuje DNA v její rozvinuté 

jednovláknové formě, a také vytváří prostor pro navázání komplexu DNA primázy a DNA 

polymerázy alfa (DNA Pol α/primáza) pro syntézu vedoucího i opožďujícího vlákna DNA (Burgers 

& Kunkel, 2017). DNA Pol α je tvořena čtyřmi různými podjednotkami – PriS, PriL, Pol1 a Pol12 

(Muzi-Falconi et al., 2003). Podjednotky PriL a PriS se vyznačují primázovou aktivitou. Katalytická 

podjednotka Pol1 má polymerázovou aktivitu, nikoliv však exonukleázovou. Chyby, které může 

během své aktivity způsobit, musí být opravovány jinými enzymy, například prostřednictvím DNA 

polymerázy delta (Pavlov et al., 2006). Podjednotka Pol12 má funkci regulační (Klinge et al., 2009).   

Ve všech dosud studovaných typech buněk nemohou DNA polymerázy syntetizovat nové řetězce 

de novo. K zahájení elongace replikace DNA je nutná syntéza krátkého RNA primeru o velikosti 

přibližně 10 nukleotidů. Tuto syntézu katalyzuje enzym DNA primáza (Frick & Richardson, 2001). 

Po vytvoření krátkého RNA primeru jej DNA Pol α prodlouží a vytvoří krátký úsek DNA o velikosti 

asi 20 nukleotidů (Clark & Pazdernik, 2013). 

 

3.1.3.2 Průběh replikace DNA 

Syntézu nových vláken katalyzují tři replikační DNA polymerázy – DNA polymeráza alfa (DNA Pol 

α), DNA polymeráza delta (DNA Pol δ) a DNA polymeráza epsilon (DNA Pol ε). Jedná se o 

enzymatické komplexy složené ze čtyř podjednotek patřící do rodiny B-DNA polymeráz Jejich 

vlastnosti se však navzájem v mnoha ohledech odlišují (Johansson & Dixon, 2013).  

Holoenzym DNA Pol ε obsahuje vysokomolekulární katalytickou podjednotku, označovanou 

Pol2, která se vyznačuje katalytickou i exonukleázovou aktivitou. Další, avšak nekatalytickou 

esenciální podjednotkou je Dpb2. Neesenciální nekatalytické podjednotky jsou Dpb3 a Dpb4 (Hogg 

& Johansson, 2012). Účinnost tohoto enzymu je zvyšována prostřednictvím Dpb3, Dpb4 a interakcí 

s replikační svorkou PCNA. Prostřednictvím PCNA je zvyšována účinnost také DNA Pol δ, díky 

čemuž mají DNA Pol ε i DNA Pol δ srovnatelnou účinnost (Chilkova et al., 2007). Během posledních 

několika let bylo potvrzeno, že DNA Pol ε je primárně zodpovědná za syntézu vedoucího řetězce a 

DNA Pol δ za syntézu opožďujícího řetězce (Miyabe et al., 2011).   

Současný pohled na replikaci DNA u eukaryot, který vychází především ze studií in vitro je 

takový, že jak iniciace replikace vedoucího vlákna DNA, tak diskontinuální syntéza opožďujícího 

vlákna, vyžadují přepnutí mezi enzymem Pol α na Pol ε nebo Pol δ. S tím také souvisí kontinuální 

recyklace PCNA prostřednictvím enzymatického komplexu RFC (Waga & Stillman, 1994). Bylo 

prokázáno, že PCNA hraje ústřední roli v koordinaci pořadí událostí během replikace DNA. 

Nasednutí PCNA pomocí RFC na 3‘-OH konec vznikajícího vlákna DNA způsobí vytěsnění DNA 

Pol α a umožní navázání DNA Pol δ nebo DNA Pol ε pro syntézu DNA (Maga et al., 2000).   
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Bezprostředně poté, co helikáza rozvine dvouřetězcovou DNA a vytvoří replikační vidličku, 

obklopí RPA jednovláknovou DNA. Vazba RPA chrání jednovláknovou DNA před účinky nukleáz a 

zároveň zabraňuje tvorbě vlásenkových struktur, které by mohly bránit v postupu replikační vidličky. 

DNA Pol α/primáza rozpozná oblast pokrytou RPA a zahájí syntézu primerů (Wold, 1997). Asociace 

RFC s DNA Pol α způsobí přepnutí z iniciační fáze replikace na elongační. Enzymatický komplex 

RFC váže a otevírá PCNA a umisťuje ji na 3‘-OH konec DNA. K tomuto procesu je zapotřebí 

hydrolýza ATP (Tsurimoto & Stillman, 1991). Následně je Pol α vytěsněna prostřednictvím PCNA, 

na kterou se váže DNA Pol δ katalyzující syntézu opožďujícího vlákna DNA (Tsurimoto et al., 1990). 

Právě PCNA je zodpovědná za rychlou aktivitu polymeráz, které jsou schopny rychle polymerizovat 

tisíce nukleotidů, aniž by se oddělily od genomového templátu (Kuriyan & O'Donnell, 1993). Jelikož 

vznik Okazaki fragmentů je iniciován vznikem RNA primerů, nemůže dojít k jejich ligaci, dokud 

není primer odstraněn. Na odstranění primerů se podílí DNA Pol δ v kooperaci s FEN1 a DNA2. 

Jakmile DNA Pol δ dosáhne 5‘ konce předchozího Okazaki fragmentu, pokračuje v replikaci 

opožďujícího vlákna DNA se současným vytěsněním RNA primeru. Vytvoří se přečnívající konec, 

který rozpozná a odstraní FEN1/DNA2. Předpokládá se ale více možných mechanismů (Bhagwat & 

Nossal, 2001). Jakmile je RNA primer odstraněn, vzniklé mezery mezi Okazaki fragmenty vyplní 

DNA Pol δ a propojí DNA ligáza I v souvislé vlákno (Gloor et al., 2010).   

Syntéza vedoucího vlákna je katalyzována DNA Pol ε. Ta se vyskytuje v komplexu s PCNA a 

RFC podobně jako DNA Pol δ (Tsurimoto et al., 1990). Po syntéze primeru dochází k připojování 

deoxyribonukleotidů na 3‘-OH konec primeru, a to na základě komplementarity templátového 

vlákna. Syntéza vedoucího vlákna probíhá ve směru 3‘-5‘, tedy kontinuálně (Snustad & J. Simmons, 

2017).  

 

3.2 Poly(ADP-ribóza) polymeráza při replikaci DNA  

Poly(ADP-ribóza) polymeráza (PARP) je enzym, který katalyzuje přenos ADP ribózy na cílové 

proteiny, v procesu známém jako PARylace (Amé et al., 2004). Jedná se o post-translační modifikaci 

proteinů lineárními nebo rozvětvenými řetězci jednotek ADP ribózy pocházející z NAD+. Podílí se 

na udržování integrity genomu, odpovědi na poškození DNA, opravě DNA a také na replikaci DNA 

(Alemasova & Lavrik, 2019). 

Existuje nejméně 18 známých enzymů rodiny PARP, které jsou kódovány různými geny a sdílejí 

homologii v katalytické doméně. Nejlépe popsaná funkce některých izoforem enzymů, jako je 

například PARP1 a PARP2, je účast v opravných procesech DNA. Bylo však prokázáno, že nejen 

PARP1 a PARP2, ale i další zástupci rodiny PARP hrají důležitou roli v buněčných procesech včetně 

buněčné proliferace a buněčné smrti (Amé et al., 2004).  

PARP1 je nejlépe popsaný a nejrelevantnější člen rodiny PARP v rámci opravy DNA, který se 

skládá ze tří hlavních domén. N-terminální doména pro detekci a vazbu poškození DNA, která 



19 

 

obsahuje tři motivy zinkových prstů, auto-modifikační doména a C-terminální katalytická doména. 

Zinkový prst 2 se vyznačuje největší afinitou k DNA zlomům, zatímco zinkový prst 1 je zodpovědný 

za aktivaci PARP1, na níž se také podílí zinkový prst 3 (Eustermann et al., 2010). PARP1 bývá 

aktivován poškozením DNA, zejména zlomy v DNA. Může být však aktivován i narušenou 

strukturou DNA, interakcí s histony nebo jinými post-translačními modifikacemi (Kamaletdinova et 

al., 2019). Během PARylace PARP1 štěpí NAD+ za vzniku nikotinamidu a ADP-ribózy. Vznikající 

ADP ribóza tvoří linearizované nebo rozvětvené řetězce, označované jako PAR, které slouží jako 

signální molekuly pro navázání akceptorových proteinů. Tyto proteiny hrají roli v opravě DNA (El-

Khamisy, 2003).  

Enzym PARP1 je schopný post-translačně modifikovat sám sebe. K automodifikaci dochází 

v jeho auto-modifikační doméně. V souvislosti s automodifikací PARP1, byl objeven protein HPF1, 

který je zapojen do interakce s PARP1 během opravy dvouvláknových zlomů (DSBs). V lidských 

buňkách je HPF1 schopen regulovat auto-modifikační doménu PARP1, čímž podporuje PARylaci 

histonů, která zajišťuje stabilitu genomu (Gibbs-Seymour et al., 2016). Dále může post-translačně 

modifikovat i proteiny zapojené do remodelace chromatinu, regulace transkripce či buněčného cyklu, 

což bývá označováno jako heteromodifikace (Gagné et al., 2008).  

Chromozomy eukaryotických buněk se skládají z dlouhé lineární molekuly DNA a z proteinů, 

které umožňují svinutí vlákna DNA do kompaktnější formy. Komplex DNA a proteinů se označuje 

jako chromatin. Základními bílkovinnými složkami chromatinu jsou histony. Chromatin existuje ve 

dvou formách: euchromatin (rozvolněný) a heterochromatin (kondenzovaný). Heterochromatin se 

dále dělí na fakultativní a konstitutivní.  

Právě struktura chromatinu může ovlivnit několik důležitých procesů v buňce. Ovlivňuje 

například DNA replikaci, transkripci nebo opravu poškozené DNA. Změna struktury neboli 

remodelace chromatinu umožňuje přístup kondenzované genomové DNA k proteinům regulačního 

transkripčního aparátu, čímž reguluje genovou expresi. Remodelace chromatinu, na které se podílí 

rodina enzymů PARP, je tedy nezbytná pro životaschopnost buňky (Morales et al., 2014). Dřívější 

studie prokázaly, že PARylace vede k celkovému uvolnění struktury chromatinu, což usnadňuje 

procesy jako je DNA replikace, transkripce či oprava poškozené DNA. Rozvolněná struktura 

chromatinu také umožňuje, aby se poškozená DNA stala přístupnější pro opravné enzymy (Poirier et 

al., 1982).  

Enzym PARP2 je úzce spojený s PARP1 a vyznačuje se 69% podobností v jejich katalytické 

doméně (Amé et al., 2004). Rodina enzymů PARP se nachází ve všech eukaryotických buňkách 

(Jubin et al., 2016) především pak v buněčném jádře, kde hrají klíčovou roli při opravách DNA a 

zajišťují stabilitu genomu. Aktivita rodiny enzymů PARP byla však objevena i v cytoplazmě (Bai, 

2015). 
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3.2.1 Uplatnění PARP1 v opravách poškozené DNA  

Důležitá role PARP1 v opravě DNA byla prokázána zjištěním, že poškození způsobené toxickými 

látkami, zářením a akumulací toxických lézí na DNA, vede ke zvýšené hladině PARP1 v buňkách 

(Juarez-Salinas et al., 1979; Skidmore et al., 1979). Enzym PARP1 uplatňuje svoji roli v opravné 

dráze DNA, označované jako bázová excizní oprava (BER), v odpovědi na jednovláknové zlomy 

DNA (SSBs). Tyto zlomy jsou rozpoznávány a opravovány proteinovým komplexem, který se skládá 

z DNA ligázy III (LIG3), DNA polymerázy beta (DNA Pol β) a proteinu XRCC1 (Caldecott et al., 

1996). Přestože spolu PARP1 a PARP2 interagují a sdílejí některé společné partnery v opravě SSBs 

a v opravné dráze BER, PARP2 se vyznačuje kooperací s telomerickým proteinem TRF-2 (Dantzer 

et al., 2004). Enzym PARP1 je také významný v opravné dráze označované jako nukleotidová 

excizní oprava, zkráceně NER (Morales et al., 2014). 

Opravné dráhy BER a NER zastřešují opravu poškození v DNA, jež mohou být způsobena 

alkylačními a chemoterapeutickými látkami (Helleday et al., 2008). Chemoterapeutické látky mohou 

způsobovat různé typy poškození DNA. Jedná se zejména o SSBs, DSBs, chemické modifikace bází, 

anebo vnitro-řetězcové či mezi-řetězcové křížové vazby. Poškození DNA způsobená 

chemoterapeutickými látkami vedou ke genové nestabilitě a ke vzniku mutací. Alkylační látky 

reagují s nukleofilními centry v DNA, což vede ke vzniku modifikovaných bází DNA nebo ke vzniku 

mezi-řetězcových či vnitro-řetězcových křížových vazeb. Tyto vazby pak blokují replikaci a 

transkripci, jelikož znemožňují rozdělení dvouvláknové DNA na dvě jednovláknové DNA. 

Příkladem chemoterapeutických a alkylačních látek jsou například hydroxyurea, cisplatina nebo 

hořčičný dusík (Weber, 2015).  

Enzym PARP1 má také významnou roli v opravách dvouvláknových zlomů, konkrétně 

v nehomologním koncovém spojení (NHEJ) a homologní rekombinaci (Hochegger et al., 2006).   

 

3.2.1.1 Homologní rekombinace   

Homologní rekombinace (HR) je evolučně stálý mechanismus, který opravuje různá poškození 

DNA, včetně DSBs, mezer v jednom vlákně DNA a mezi-řetězcových křížových vazeb. Mezi těmito 

lézemi jsou DSBs vysoce toxické, jelikož jediný neopravený DSB může vést k aneuploidii, 

genetickým aberacím nebo smrti buňky (Pâques & Haber, 1999). Dvouvláknové zlomy mohou 

vznikat exogenně, ale i přirozeným způsobem například během replikace (Rothkamm et al., 2003). 

Zároveň je HR důležitá pro první meiotické dělení, kde přispívá k tvorbě chiasmat, která jsou 

nezbytná pro správné párování a segregaci homologních chromozomů a ke vzniku genetické 

diverzity u většiny organismů (Pâques & Haber, 1999).  

Homologní rekombinace bývá obvykle označována za bezchybnou opravnou dráhu, jelikož pro 

syntézu nového řetězce je využívána homologie sesterských chromatid (Talens et al., 2017). 

V některých případech však může docházet k poruchám této opravné dráhy. Například dědičná forma 

rakoviny prsu a vaječníku, anebo Fanconiho anémie bývá úzce spojena s defekty v HR (Beernink & 
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Morrical, 1999) jako je kolaps replikační vidlice nebo například chromozomové přeskupení 

(Symington et al., 2014).  

Mezi hlavní kroky HR je řazena resekce DSBs ve směru 5‘-3‘. Resekci dvouvláknových zlomů 

iniciuje nukleázový komplex MRN (komplex MRE11-Rad50-NBS1), který rozpozná DSB a naváže 

se na jeho volné konce (Lisby et al., 2004). Pomocí helikázy BLM/WRN dojde k rozvinutí DNA, 

následně pak účinkem nukleázy DNA2/EXO1 dojde k odstranění 5‘ konce (Mimitou & Symington, 

2009). Na obou stranách zlomu se vytvoří 3‘ koncové přesahy ssDNA. Na jednovláknovou DNA se 

váže RPA, který se vyznačuje vyšší afinitou a specifitou k ssDNA než rekombináza RAD51 (Li & 

Heyer, 2008). In vitro RPA inhibuje nukleaci vlákna jednovláknové DNA. Tento inhibiční účinek 

RPA je překonán kofaktory RAD51, které se souhrnně označují jako mediátorové proteiny. Ty 

vytěsní RPA proteinem RAD51 (Beernink & Morrical, 1999). Jeden z významných mediátorových 

proteinů je tumor supresorový gen BRCA2, díky kterému protein RAD51 s jednovláknovou DNA 

začne tvořit nukleoproteinový filament neboli presynaptický komplex (Filippo et al., 2006). 

Vytvořením presynaptického komplexu se zajistí párování ssDNA s templátovou dsDNA vykazující 

homologii se ssDNA, a tím i dokončení opravy dvouvláknového zlomu (Li & Heyer, 2008).  

Nukleoproteinový filament vstupuje do neporušené sesterské chromatidy a po naleznutí 

komplementární sekvence vytvoří D-smyčku neboli D-loop. Pro syntézu chybějící části DNA je 

nutné vytvořit místo pro komplementární sekvence, což je zajištěno odstraněním proteinu RAD51 

(Moynahan & Jasin, 2010).  

 

3.2.1.2 Nehomologní koncové spojení   

Další významná opravná dráha, která se podílí na opravě DSBs je nehomologní koncové spojení 

(NHEJ). Tato opravná dráha je aktivní během celého buněčného cyklu, ale hlavní roli hraje během 

G1 fáze. V této fázi není přítomný homologní templát, který by mohl být využit pro HR, a proto se 

přistupuje k NHEJ (Lieber, 2008). Mechanismus NHEJ může být rozdělen do čtyř jednotlivých 

kroků: rozpoznání konce DNA a sestavení a stabilizace komplexu NHEJ na DSB, přemostění konců 

DNA, terminální zpracování konců DNA a ligace přerušených konců (Davis & Chen, 2013).  

Prvním krokem NHEJ je rozpoznání DSB a navázání heterodimeru Ku70-Ku80 k oběma koncům 

DSB. Bylo prokázáno, že tento heterodimer rekrutuje do místa zlomu buď přímo nebo nepřímo 

hlavní NHEJ faktory, včetně DNA-PKcs. Ta může fosforylovat proteiny, včetně DNA ligázy IV a 

XRCC4, které jsou důležité pro následující kroky NHEJ (Costantini et al., 2007).  

Další krok je vytvoření dvou tupých konců DNA. V některých případech jsou tupé konce již 

přítomny, v jiných je potřeba konce upravit. K vytvoření tupých konců se využívá DNA polymeráza, 

která vyplňuje vzniklou mezeru po vytvoření přesahu ssDNA (Lieber, 2008). Jiným, alternativním 

řešením je využití nukleázové aktivity komplexu Artemis/DNA-PKcs. Tento komplex štěpí přesahy 

ssDNA ve směru 5‘-3‘ a vytváří tak tupé konce (Davis & Chen, 2013).  
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V posledním kroku NHEJ musí dojít k vytvoření komplexu DNA ligáza IV-XRCC4 a k ligaci 

obou řetězců DNA. Protein XRCC4 je důležitý pro rozpoznání místa zlomu a zacílení DNA ligázy 

IV, kterou zároveň stabilizuje. Jakmile je DNA ligáza IV zacílena, dojde k ligaci obou řetězců DNA, 

a tím i k dokončení celého procesu opravy (Pastink et al., 2001).  

 

3.2.2 Inhibice PARP1 

Inhibice PARP1 vede ke genomové nestabilitě, akumulaci poškozených buněk a k následnému 

zastavení buněčného cyklu. To znamená, že PARylace, je v souvislosti s poškozením DNA, nezbytná 

pro přechod buněk fázemi G2 a M buněčného cyklu (Jacobson et al., 1985). Enzym PARP1 je 

klíčovou složkou kontrolního bodu fáze G2 buněčného cyklu, čímž zabraňuje poškozené buňce se 

zlomy v DNA vstoupit do mitózy (Schreiber et al., 1995). Inhibice PARP1 má potenciál pro využití 

v léčbě nádorových onemocnění, a to zejména dvěma mechanismy. Za prvé, zvyšováním citlivosti 

nádoru na chemoterapeutika, která poškozují DNA a za druhé, indukcí syntetické letality u buněk, 

které jsou vysoce závislé na PARP1 v důsledku defektní homologní rekombinace. Příkladem jsou 

buňky s mutací v genu BRCA1/2 (Morales et al., 2014).  

Mutantní formy genu BRCA1/2 zvyšují riziko vzniku rakoviny. Nejznámější typ rakoviny 

asociovaný s mutovanými geny BRCA1/2 je u žen rakovina prsu a vaječníku. Tyto mutace mohou u 

žen také způsobit rakovinu vejcovodů nebo rakovinu primárního peritonea. U mužů jsou mutace 

v genech BRCA1/2 spojovány s rakovinou prostaty. U obou pohlaví 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, jejichž mutované fenotypy predisponují ke 

vzniku rakoviny prsu a vaječníků. Proteiny kódované těmito geny se podílejí na mnoha důležitých 

buněčných procesech. Jedná se zejména o opravu poškozené DNA, regulaci transkripce v reakci na 

poškození DNA a udržování chromozomální stability. Tumor supresorové geny BRCA1/2 také 

transkripčně regulují jiné geny zapojené do opravy DNA, buněčného cyklu a apoptózy. Mnohé 

z těchto funkcí jsou zprostředkovány velkým počtem buněčných proteinů, které s geny BRCA 

interagují (Yoshida & Miki, 2004). 

V roce 1990 přinesly genetické studie první důkazy o tom, že riziko vzniku karcinomu prsu je 

spojeno s chromozomem 17q21 (Hall et al., 1990). Bylo potvrzeno, že se jedná o autozomálně 

dominantní dědičnost s neúplnou penetrací. U většiny familiárních nádorů prsu a vaječníků byla 

zjištěna ztráta heterozygotnosti (Loss Of Heterozygosity – LOH), do které jsou zapojeny právě tyto 

tumor supresorové geny (Smith et al., 1992). 

Gen BRCA1, lokalizovaný na chromozomu 17q21, bývá asociován s rakovinou prsu. Je známý 

pro jeho důležitou roli při opravě DSBs prostřednictvím homologní rekombinace. Buňky s 
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nedostatkem v genu BRCA1, vykazují defekt v této opravné dráze, a tím i neschopnost opravit 

poškozené chromozomy (Moynahan et al., 1999). Bylo identifikováno více než 200 zárodečných 

mutací vedoucí k rakovině prsu (Wooster et al., 1994). Vzhledem k tomu, že pouze u 45 % 

familiárních případů rakoviny prsu byla prokázána přímá vazba na gen BRCA1, pokračovaly 

výzkumy k objevení druhého genu asociovaného s rakovinou prsu (Wooster et al., 1995).   

V roce 1995 byl identifikovaný gen BRCA2 na chromozomu 13q12.3 (Wooster et al., 1995). Gen 

BRCA2 interaguje s proteinem RAD51, který se podílí na opravě DNA a zároveň hraje důležitou roli 

v HR. Právě defekty v HR, které vznikají v důsledku nedostatku klíčových opravných proteinů 

(příkladem RAD51, RPA), zvyšují závislost buněk na aktivitě PARP1, a tím i citlivost na jeho inhibici 

(McCabe et al., 2006).  

Starší model popisuje, že inhibice PARP1 narušuje opravu SSBs, které se mohou během replikace 

přeměnit na mnohem toxičtější DSBs. Ty, pokud nejsou opraveny, mohou způsobit buněčnou smrt 

(Morales et al., 2014). Alternativní model předpokládá, že hlavním mechanismem, který je základem 

letality buněk, je indukce jednovláknových DNA mezer. V buňkách s deficitem v HR mohou PARP 

inhibitory (PARPi) vytvářet trvalé ssDNA mezery tím, že inhibují včasné zpomalení replikační 

vidličky. Inhibitory PARP mohou také narušovat ligaci Okazaki fragmentů inhibicí vyplňovaní mezer 

na opožďujícím vlákně. Kombinace přetrvávajících jednovláknových DNA mezer a nespojených 

Okazaki fragmentů může vést k buněčné letalitě u buněk s deficitem v HR (Thakar & Moldovan, 

2021).  

Buňky s defekty v genech BRCA1/2 jsou přibližně 133x citlivější na PARP1 než normální buňky, 

což může být cíleně využito pro inhibici jejich opravných drah vedoucí k syntetické letalitě buněk 

(Bryant et al., 2005). 

 

3.2.2.2 Syntetická letalita a fenotyp BRCAness 

Syntetická letalita je genetická interakce, při níž kombinace dvou genetických událostí vede 

k buněčné smrti. Je využitelná pro účely molekulárně cílené terapie rakoviny a poskytuje koncepční 

rámec pro vývoj cytotoxických látek specifických pro rakovinu. Vychází se tedy ze skutečnosti, že 

buňka s mutací pouze v jednom genu přežívá, avšak současná mutace i ve druhém genu je pro buňku 

letální. Cílená toxicita PARP inhibitorů vůči nádorovým buňkám s deficitem v HR je významným 

konceptem v onkologii, jelikož vede k letalitě nádorových buněk (O'Neil et al., 2017).  

Velký potenciál v léčbě rakoviny na bázi syntetické letality mají nádorové supresory BRCA1/2 a 

proteiny podílející se na opravě DNA. Mutantní geny BRCA1/2 vykazují syntetickou letalitu 

s opravným enzymem PARP1. U pacientů s těmito mutacemi je tedy možnost léčit nádorová 

onemocnění prostřednictvím PARPi (Farmer et al., 2005). Inhibitory PARP jsou první klinicky 

schválené léky využívající syntetické letality (O'Neil et al., 2017).  
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Dalším příkladem syntetické letality je interakce genu ATM a proteinu p53. ATM hraje důležitou 

roli v buněčné odpovědi na poškození DNA. U buněk, které postrádají funkční protein p53, stačí 

pouze inaktivace ATM k tomu, aby byly citlivé na genotoxickou terapii (Jiang et al., 2009). 

Byly taktéž zjištěny údaje o účinnosti PARPi u dalších zárodečných BRCA mutovaných malignit, 

včetně karcinomů prostaty a slinivky břišní (Kaufman et al., 2015). Otázkou však zůstalo, zda je 

možné tuto účinnost rozšířit i na další typy nádorů s deficitem opravy DNA bez zárodečných mutací 

BRCA1/2. Byl tak popsán fenotyp, spojovaný se sporadickými karcinomy, který je označován jako 

fenotyp “BRCAness“. Termínem BRCAness se označují malignity, které nevznikly na základě 

zárodečných mutací genů BRCA1 nebo BRCA2, ale přesto sdílejí fenotypové a molekulární rysy v 

poškozené HR. Patří sem somatická mutace v genech BRCA1/2, hypermetylace promotoru BRCA1 

nebo mutace v jiných genech zapojených do oprav DSBs (Lord & Ashworth, 2016). Tyto malignity 

sdílí stejnou terapeutickou zranitelnost jako nádory spojené s BRCA, včetně citlivosti na 

chemoterapii platinou (Timms et al., 2014).  

 

3.2.3 PARP1 inhibitory 

Inhibice opravy DNA v nádorových buňkách představuje v současné době atraktivní strategii pro 

zesílení cytotoxických účinků chemoterapie, a proto se stala předmětem vědeckých studií. Nejdál ve 

vývoji jsou ze známých inhibitorů opravy poškozené DNA, inhibitory PARP (PARPi). Tyto 

inhibitory se zdají být slibnou cestou pro léčbu různých typů rakoviny, včetně rakoviny prsu a 

vaječníků (Javle & Curtin, 2011).  

Inhibitory PARP jsou typem cílených protinádorových léků, které blokují mechanismus opravy 

DNA prostřednictvím PARP1 nebo PARP2. Inhibitory PARP brání v opravě poškozené DNA 

v nádorových buňkách, čímž pomáhají tyto buňky ničit (Turk & Wisinski, 2018). Bylo popsáno 

několik selektivních a účinných inhibitorů rodiny enzymů PARP, z nichž všechny jsou analogy 

nikotinamidu (Curtin & Szabo, 2013). V současné době existuje pět nejznámější inhibitorů rodiny 

enzymů PARP – jsou to olaparib, rucaparib, niraparib, talazoparib a veliparib. Zatím se zdá, že PARPi 

jsou nadějnou chemoterapií pro osoby s dědičnou mutací v genu BRCA1/2 (Turk & Wisinski, 2018).  

Inhibitory PARP mají několik známých mechanismů účinku. Příkladem je inhibice bázové excizní 

opravy nebo jejich schopnost zachycovat enzymy rodiny PARP (tzv. PARP trapping) na vlákně DNA. 

Tyto mechanismy vedou k indukci DSBs ihned po zastavení a následném kolapsu replikační vidličky. 

Zdá se, že nádory, u nichž je zjevný defekt v HR, a tedy i v opravě DSBs, jsou citlivé na PARPi 

(Kaufman et al., 2015). 

Dříve se předpokládalo, že PARPi způsobují výhradně inhibici katalytické aktivity PARP1 a 

PARP2. Bylo však prokázáno, že katalytická inhibice není jediný mechanismus, kterým PARPi 

působí cytotoxicky. Vybrané PARPi mohou zachycovat PARP1/PARP2 na poškozené DNA – tzv. 

PARP trapping (Murai et al., 2012). Vzniklé komplexy PARP-DNA zachycené na poškozené DNA 

jsou pro buňku mnohem toxičtější než samotná katalytické inhibice. Ne všechny PARPi mají 
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ekvivalentní aktivitu PARP trappingu. Ve skutečnosti se v klinické fázi jejich schopnost zachycovat 

enzymy rodiny PARP mezi několika PARPi významně liší (Shen et al., 2015). Z pěti testovaných 

PARPi byl veliparib určen především jako katalytický inhibitor s nízkou aktivitou PARP trappingu. 

Olaparib, niraparib a rucaparib jsou schopny zachycovat enzymy rodiny PARP přibližně stokrát 

účinněji než veliparib. Největší účinností se vyznačuje talazoparib, který byl ve spojitosti s PARP 

trappingem nejvíce studován (Murai et al., 2012).  

Inhibice katalytické aktivity vede současně k inhibici auto-PARylace, což brání PARP1 disociovat 

od DNA. Vznikají tak komplexy PARP-DNA, které zůstávají uvězněné na poškozené DNA. 

Zabraňuje se tak opravě SSBs a jejich hromadění v buňce může vést ke vzniku DSBs a následně 

k buněčné smrti (Helleday, 2011).  

 

3.2.3.1 Olaparib 

Olaparib se využívá zejména k léčbě ovariálního karcinomu. Jeho funkce spočívá v inhibici enzymů 

rodiny PARP, čímž následně blokuje opravu SSBs. Následkem je syntetická letalita nádorových 

buněk asociovaných s genem BRCA1/2, u kterých je narušena HR (Goulooze et al., 2016).  

Rakovina vaječníků je pátým nejčastějším nádorovým onemocněním u žen v Evropě (Goulooze 

et al., 2016). Včasná diagnóza bývá velmi vzácná a následná chemoterapie bývá účinná jen 

krátkodobě. Zárodečná mutace v genu BRCA1/2 se vyskytuje přibližně u 20 % případů serózního 

karcinomu ovarií (Clamp & Jayson, 2015). Olaparib bývá indikován u dospělých pacientek se 

serózním epiteliálním karcinomem vaječníků, vejcovodů a primárním karcinomem peritonea 

(Goulooze et al., 2016).  

Evropská léková agentura (EMA) schválila tento lék k udržovací léčbě národů vzniklých 

v souvislosti s mutací v genu BRCA1/2 a zároveň, které bývají citlivé k platině (Goulooze et al., 

2016). U buněk, které získávají rezistenci vůči chemoterapeutickým látkám, jako je například právě 

platina, se často vyskytuje zvýšená schopnost opravy DNA. Studie in vitro ukazují, že buňky 

rezistentní k cis-platině, vykazují zvýšenou schopnost opravovat poškození způsobená cis-platinou 

(Parker et al., 1991). Cis-platina, karboplatina a oxaliplatina se staly třemi nejčastěji 

předepisovanými chemoterapeutiky používanými k léčbě solidních nádorů (Rosenberg et al., 1969). 

Rezistence na platinu, ať už vlastní či získaná během cyklické léčby, je závažným klinickým 

problémem. V současné době totiž neexistují další látky, které by bylo možné přidat k léčbě, abychom 

se rezistenci vyhnuli (Helleday et al., 2008).  

 

3.3 Jednovláknové DNA mezery 

Obvykle se citlivost na PARPi připisuje tomu, že buňky s deficitem v genech BRCA nejsou schopny 

zabránit vzniku dvouvláknových zlomů a opravit je. Tento předpoklad vychází z funkce genů BRCA 

při opravě DSBs homologní rekombinací (Cong & Cantor, 2022). Zároveň se očekává, že proteiny 
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BRCA podporují ochranu replikační vidlice (fork protection - FP), a tím omezují kolaps a nadměrnou 

nukleolytickou degradaci zastavené replikační vidlice. V případě jejich nepřítomnosti se 

předpokládá, že se zastavená vidlice zhroutí do DSBs (Schlacher et al., 2012). Defekty v homologní 

rekombinaci, FP nebo fenotyp BRCAness jsou tak vodítkem pro klinické využití PARPi (Cong & 

Cantor, 2022). Bylo však zjištěno, že olaparib, jako inhibitor rodiny enzymů PARP, nezpomaluje ani 

neblokuje replikaci DNA, ale naopak ji urychluje (Maya-Mendoza et al., 2018). Enzym PARP1 se 

tak podílí na tom, že umožňuje reverzi replikační vidličky, čímž se vidličky zpomalují, pozastavují 

či mění směr, když čelí replikačním překážkám (Berti et al., 2013). Dnes se však navrhuje již odlišný 

model, ve kterém toxicita PARPi vychází ze vzniku jednovláknových DNA mezer během replikace 

DNA. Jednovláknové DNA mezery se na rozdíl od DSBs tvoří bezprostředně po terapii PARPi, 

bývají výrazně zhoršeny v buňkách s deficitem BRCA1/2, a také bývají potlačeny při rezistenci na 

PARPi (Cong & Cantor, 2022).  

Společnou zranitelností nádorových buněk citlivých na PARPi je právě aberantní tvorba 

jednovláknových DNA mezer během replikace DNA (Wong et al., 2021). Defekty v potlačení vzniku 

mezer odpovídají přesněji na citlivost terapie než DSBs (Panzarino et al., 2021) a zároveň více 

odpovídají na PARPi (Cong et al., 2021). Na omezení vzniku mezer se podílí dráha BRCA-RAD51 

(Panzarino et al., 2021). Zdroj jednovláknových DNA mezer je spojován jak s defekty v syntéze 

opožďujícího vlákna, tak v repriming reakcích probíhajících na vedoucím vlákně (Cantor, 2021). 

Předpokládá se, že nádory s mutacemi v genech BRCA1/2, které sdílejí fenotyp BRCAness, jsou 

senzitivní vůči genotoxickým terapiím prostřednictvím PARPi a indukují tak vznik jednovláknových 

DNA mezer. Zároveň se očekává, že mezery jsou relevantní pro řadu synteticky letálních či toxických 

interakcí (Cong & Cantor, 2022).  

 

3.3.1 Vznik jednovláknových DNA mezer 

Při neúplném kanonickém zpracování Okazaki fragmentů (OFP), a tedy pokud v opožďujícím řetězci 

zůstávají jednovláknové mezery, dochází k aktivaci enzymu PARP1. Auto-PARylace PARP1 

rekrutuje protein XRCC1, který interaguje s DNA ligázou III (LIG3) a DNA Pol β, aby zpracoval a 

vyplnil mezery v mechanismu označovaném jako rezervní zpracování Okazaki fragmentů. Tento 

proces je zásadním krokem pro dokončení syntézy opožďujícího vlákna ve zdravých buňkách 

(Hanzlikova et al., 2018). Rezervní zpracovaní Okazaki fragmentů vyžaduje dráhu BRCA-RAD51. 

V buňkách s deficitem v BRCA1 je aktivace PARP1 na opožďujícím vlákně abnormálně zvýšená. 

Hyper-aktivovaný enzym PARP1 však nedokáže účinně rekrutovat XRCC1 a LIG3. Vzhledem 

k tomuto defektu, vykazují buňky s deficitem BRCA1 větší závislost na kanonické syntéze 

opožďujícího řetězce a zároveň mají zvýšenou citlivost na ztrátu kanonické FEN1 (Cong et al., 

2021). Ztráta FEN1 je synteticky letální v buňkách s deficitem BRCA-Fanconiho anémie, a proto 

jsou mezery vzniklé na opožďujícím vlákně příčinou jejich toxicity (Guo et al., 2020). Předpokládá 

se, že PARPi naruší OFP a vytvoří tak mezery na opožďujícím vlákně (van Wietmarschen & 
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Nussenzweig, 2018). Inhibitory PARP brání vzniku nascentních vláken během replikace DNA 

(Vaitsiankova et al., 2022), a proto je syntéza opožďujících vláken jako základ cytotoxicity PARPi, 

zranitelností pro buňky s deficitem v genech BRCA (Cong & Cantor, 2022).  

Zdroj jednovláknových DNA mezer v buňkách s deficitem v genech BRCA je také spojován 

s repriming reakcemi na vedoucím vlákně prostřednictvím komplexu DNA primázy/polymerázy 

neboli PRIMPOL (Kang et al., 2021). Reverze replikační vidlice je proces, ke kterému dochází, 

pokud je replikační vidlice vystavená genotoxickému stresu. Tento ochranný mechanismus umožňuje 

vidlici změnit směr a vytvořit strukturu podobnou Hollidayově spoji, který podporuje opravu 

poškození DNA během replikace (Neelsen & Lopes, 2015). Pokud je ohrožena reverze replikační 

vidlice, komplex PRIMPOL umožní replikaci kolem vzniklých bariér. Repriming reakce spojena 

s komplexem PRIMPOL probíhá během terapie prostřednictvím PARPi. Bez PARylovaného PARP1 

je reverze vidličky potlačena proteinem RECQ1 (Zellweger et al., 2015). Tento protein je zapojen do 

mnoha buněčných procesů včetně opravy DNA, buněčného cyklu a transkripce (Debnath & Sharma, 

2020). Podobně ztráta proteinu HLTF snižuje reverzi vidliček (Bai et al., 2020). Repriming reakce 

jsou také spojeny s defekty v OFP. Předpokládá se, že mezery vyvolané defektním reprimingem se 

mohou vytvořit jak na vedoucím, tak opožďujícím vlákně (Cong & Cantor, 2022).  

 

3.3.2 Nové pojetí syntetické letality mezi PARPi a deficitními geny BRCA 

Analýza jednovláknových DNA mezer bezprostředně po terapii PARPi odhalila zásadní rozdíly mezi 

citlivými a rezistentními liniemi buněk. U rezistentních BRCA-kontrolních buněk vznikaly 

jednovláknové DNA mezery jen omezeně, zatímco u citlivých BRCA-deficientních buněk vznikaly 

exponenciálně (Cong et al., 2021). Mezery byly naopak potlačeny v řadě genetických a získaných 

modelů, u nichž se předpokládalo, že rezistence k PARPi pochází z obnovené HR nebo FP. 

Rezistence k PARPi byla pozorována u buněk s deficitem v HR a FP. Jednalo se zejména o buňky 

FANCJ (Fanconi Anemia Complementation group J), které nebyly citlivé k PARPi navzdory 

defektům v HR a FP a zároveň nedocházelo k indukci jednovláknových DNA mezer (Maya-

Mendoza et al., 2018).  

Jednovláknové DNA mezery vznikají po ošetření PARPi mnohem rychleji než DSBs. Tato latence 

by mohla odrážet skutečnost, že neopravené jednovláknové zlomy v DNA nebo komplexy PARP-

DNA blokují replikaci DNA a indukují tak vznik DSBs (Maya-Mendoza et al., 2018). Ačkoliv mohou 

být mezery zdrojem DSBs v následné S-fázi buněčného cyklu (Simoneau et al., 2021), existují i jiné 

potenciální zdroje pro jejich tvorbu. Inhibitory PARP také indukují apoptózu, jakožto proces buněčné 

smrti využívající enzymy, které přerušují DNA. Inhibice apoptózy snižuje tvorbu DSBs, což 

naznačuje, že zlomy mohou pocházet z velké části z apoptózy (Cong et al., 2021). Mezery také 

nemusí být příčinou zastavených replikačních vidlic. Vyskytují se jako samostatné entity a degradují 

se či rozšiřují za odlišných podmínek (Somyajit et al., 2021).  
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3.3.3 Jednovláknové DNA mezery jako mediátory syntetické letality 

Toxicita jednovláknových DNA mezer po terapii PARPi nebo jiných látkách bude pravděpodobně 

vyšší u buněk s deficitem v genech BRCA1/2. Například proti repriming reakcím působí BRCA2 

spolu s proteinem MCM10, který je součástí replizomu (Kang et al., 2021). Geny BRCA1/2 však 

omezují prodlužování mezer nukleázou MRE11 či jinými nukleázami a zapojují se do post-

replikačních mechanismů oprav jednovláknových DNA mezer spolu s PARP1 (Quinet et al., 2020).  

Inhibitory PARP senzibilují nejen buňky s deficitem, mutací nebo poruchou kanonických faktorů 

OFP, včetně exonukleázy 1 (EXO1), DNA helikázy/nukleázy 2 (DNA2), LIG1 nebo PCNA, ale také 

buňky s deficitem rezervních faktorů OFP jako je XRCC1, LIG3 a DNA Pol β (Hewitt et al., 2021). 

Inhibitory PARP jsou také senzitivní pro buňky se ztrátou enzymu RNázy H2, který je schopný 

odstraňovat RNA primery, jež vznikají během syntézy opožďujícího vlákna. Schopnost odstraňovat 

RNA primery, a tedy funkce RNázy H2, je kritickým procesem pro zrání Okazaki fragmentů 

(Zimmermann et al., 2018). Zároveň jsou PARPi synteticky letální při ztrátě HPF1, který moduluje 

katalytickou aktivitu PARP1 a podporuje proces rezervního OFP (Hewitt et al., 2021). Bylo také 

zjištěno, že LIG3, DNA Pol β a HPF1 zvyšují citlivost PARPi (Fugger et al., 2021). Lze předpokládat, 

že jednovláknové DNA mezery poskytují řadu dalších synteticky letálních interakcí, čímž se stávají 

vysoce toxickými (Ali et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

  



29 

 

4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

Biologický materiál: 

Adherentní buněčná linie lidského osteosarkomu U2OS (HTB-96, ATCC, USA) 

 

Chemikálie: 

0,2% Triton X-100 (ROTH, Německo) 

0,5% Triton X-100 (ROTH, Německo) 

1% směs antibiotik penicilin/streptomycin (Thermo Fisher Scientific, USA) 

4% formaldehyd (Sigma Aldrich, USA)  

Chlorid sodný (Sigma Aldrich, USA) 

Chlorid draselný (Sigma Aldrich, USA)  

CldU (Abcam, UK)  

DAPI (Sigma Aldrich, USA) 

Dihydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Sigma Aldrich, USA) 

Dihydrogenfosforečnan draselný (Sigma Aldrich, USA) 

DNA2 inhibitor (Sigma Aldrich, USA) 

FEN1 inhibitor (Sigma Aldrich, USA) 

LIG1 inhibitor (Sigma Aldrich, USA)  

Lipofektamin (Thermo Fisher Scientific, USA)  

Médium DMEM (Biosera, Francie) 

Médium FBS 10270 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Mirin (Sigma Aldrich, USA)  

VECTASHIELD® Mounting Medium (Vector Laboratories, USA) 

Olaparib (Selleckchem, USA) 

PFM01 (Selleckchem, USA) 

Primární protilátka anti-CldU (Abcam, UK) 

Sekundární protilátka Alexa Fluor 568 anti-rat (Abcam, UK) 

siRNA (OriGene, USA) 

Trypsin (Thermo Fisher Scientific, USA) 

 

Přístrojové vybavení: 

Laminární box Scanlaf Mars Safety Classe 2 (LaboGene, Dánsko)  

Pipetor (Gilson, USA) 

Růstový inkubátor (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Skenovací mikroskop Olympus ScanR (Olympus, Japonsko)  

Stolní centrifuga (Sigma Aldrich, USA) 



30 

 

Světelný mikroskop (Zeiss, Německo) 

Třepačka Vortex (IKA, Německo) 

ViCell (Beckman Coulter, USA) 

 

Příslušenství a pomůcky: 

15 ml plastové falkony (Sigma Aldrich, USA)  

1,5 ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Německo)  

Automatické pipety (Eppendorf, Německo)  

Kultivační sklíčka o průměru 12 mm (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Parafilm (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Plastové kultivační lahve 75 cm2 (TPP, Švýcarsko) 

Plastové kultivační misky 75 cm2 (TPP, Švýcarsko) 

Plastové pipety (Thermo Fisher Scientific, USA) 

 

Software: 

GraphPad Prism 8 (USA)  

ScanR Analysis software (Olympus, Japonsko)  

 

4.1 Kultivace buněčné linie U2OS 

Pro experiment byla využita adherentní buněčná linie lidského osteosarkomu U2OS. Buňky byly 

kultivovány v živném médiu DMEM obsahující 10% FBS sérum a 1% směs antibiotik 

penicilin/streptomycin v kultivačních lahvích o ploše 75 cm2 v inkubátoru při teplotě 37 °C a 5 % 

oxidu uhličitého. Buňky byly pasážovány třikrát týdně. Proces pasážování probíhal odsátím živného 

média pomocí vakuové pumpy s následným ošetřením buněk roztokem trypsinu (tzv. trypsinizace) o 

objemu 500 µl pro jejich uvolnění ze dna plastové kultivační nádoby. Trypsinizace probíhala po dobu 

5 minut v inkubátoru při teplotě 37 °C a 5 % oxidu uhličitého. Následně bylo přidáno 5 ml čerstvého 

živného média DMEM (10% FBS sérum; 1% směs antibiotik penicilin/streptomycin). Buněčná 

suspenze byla přepipetována do 15ml plastové falkony. Do speciální kyvety bylo odebráno 550 µl 

dobře promíchané buněčné suspenze pro změření koncentrace buněk přístrojem ViCell.  

Po změření koncentrace byly buňky vysazeny na sklíčka o průměru 12 mm do kultivační misky 

o ploše 75 cm2. Koncentrace činila 200 000 buněk na 5 ml živného média z důvodu získání 90 % 

konfluence buněk v den přípravy vzorku na fluorescenční mikroskopii a z důvodu inkubace po dobu 

48 hodin s 5-chloro-2‘-deoxyuridinem (CldU).  

Veškeré chemikálie, které byly používány pro práci s živými buňkami, byly vždy před prací 

ohřáté na 37 °C ve vodní lázni. Práce probíhala za sterilních podmínek v laminárním boxu.  
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4.1.1 Ošetření buněk 5‘-chloro-2‘-deoxyuridinem (CldU) a olaparibem pro zaznačení 

templátového vlákna DNA a pro stanovení inhibitorů  

Po vysazení byla k buňkám přidána pseudobáze CldU v koncentraci 10 µmol/l. Buňky byly 

kultivovány po dobu 48 hodin při teplotě 37 °C a s 5 % oxidu uhličitého v inkubátoru. Po 48 hodinách 

byla sklíčka s buňkami přenesena do čerstvého živného média DMEM. Následně byla ošetřena 

inhibitory: olaparib (10 µmol/l), mirin (50 µmol/l), PFM01 (50 µmol/l), DNA2i (10 µmol/l), LIG1i 

(10 µmol/l), FEN1i (10 µmol/l) a kultivována po dobu 16 hodin přes noc při teplotě 37 °C a s 5 % 

oxidu uhličitého v inkubátoru.  

 

4.1.2 Ošetření buněk 5-chloro-2‘-deoxyuridinem (CldU) a olaparibem pro zaznačení 

nascentního vlákna DNA  

Buňky byly vysazeny na sklíčka o průměru 12 mm do kultivační misky o ploše 75 cm2 a ponechány 

kultivaci po dobu 48 hodin při teplotě 37 °C a s 5 % oxidu uhličitého v růstovém inkubátoru. Po 48 

hodinách byla sklíčka s buňkami přenesena do čerstvého živného média DMEM a 

ošetřena kombinací CldU (10 µmol/l) s olaparibem (10 µmol/l) a kultivována po dobu 16 hodin přes 

noc při teplotě 37 °C a s 5 % oxidu uhličitého v růstovém inkubátoru.  

 

4.2 Imunofluorescence  

Po ošetření buněk a jejich kultivaci bylo přítomné médium odsáto pomocí vakuové pumpy a buňky 

byly dvakrát promyty ledově vychlazeným fosfátovým pufrem PBS. Následně byla provedena pre-

extrakce ledově vychlazeným 0,2% roztokem Triton X-100 po dobu 5 minut při laboratorní teplotě 

na ledu. Po inkubaci bylo pre-extrakční činidlo odsáto pomocí vakuové pumpy a buňky byly dvakrát 

promyty ledově vychlazeným PBS. Následně byly buňky zafixovány 4% roztokem formaldehydu po 

dobu 15 minut při laboratorní teplotě na ledu. Po inkubaci byl formaldehyd odpipetován do speciální 

odpadní lahve. Buňky byly opět dvakrát promyty PBS.  

Po fixaci byly buňky permeabilizovány 0,2% roztokem Triton X-100 po dobu 5 minut při 

laboratorní teplotě. Po permeabilizaci byly buňky přeneseny na parafilm na podložním skle. Na 

jednotlivá sklíčka bylo naneseno 300 µl živného média DMEM z důvodu ekvilibrace skla na médium 

s protilátkou.  

Byla připravena směs primární protilátky anti-CldU v poměru 1:100 do živného média. Směs 

primární protilátky byla řádně promíchána na třepačce Vortex. Na jednotlivá sklíčka bylo naneseno 

50 µl směsi primární protilátky a následovala inkubace po dobu 60 minut v tmavém prostředí při 

laboratorní teplotě. Po inkubaci byla sklíčka třikrát promyta PBS a bylo opět naneseno 300 µl 

živného média.  
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Byla připravena směs sekundární značené protilátky Alexa Fluor 568 anti-rat v poměru 1:500 do 

živného média. Směs sekundární protilátky byla řádně promíchána na třepačce Vortex. Na jednotlivá 

sklíčka bylo naneseno 50 µl směsi sekundární protilátky a opět následovala inkubace po dobu 60 

minut v tmavém prostředí při laboratorní teplotě.  

Po inkubaci se směsí sekundární značené protilátky byla sklíčka třikrát promyta PBS. Byla 

připravena směs barviva DAPI (4‘,6-diamino-2-fenylindol) v poměru 1:1000 do PBS. Zásobní 

koncentrace barviva DAPI činila 1 µg/ml. Na jednotlivá sklíčka bylo naneseno 80 µl směsi barviva 

DAPI a následovala inkubace po dobu 15 minut ve tmě při laboratorní teplotě. Po inkubaci 

s barvivem DAPI byla sklíčka třikrát promyta v PBS a jedenkrát v destilované vodě. Pomocí reverzní 

pinzety byla sklíčka přenesena na papírový ubrousek a byla zde ponechána po dobu 1-2 hodin pro 

kompletní vysušení sklíčka.  

Na podložní sklo bylo v kapičkách naneseno 1,5 µl speciálního mountovacího média Vectashield. 

Suchá sklíčka s ošetřenými buňkami byla po jednom přenesena pomocí reverzní pinzety do 

jednotlivých kapiček buňkami směrem dolů. Sklíčka byla nakonec zafixována k podložnímu sklu 

pomocí laku na nehty.  

Takto připravená sklíčka byla následně analyzována nebo případně odložena do tmavého 

prostředí při teplotě 4 °C.   

 

4.2.1 Umlčení polymerázy PRIMPOL a esenciálních proteinů MRE11, EXO1 a CtiP 

pomocí siRNA interference   

Do dvou 1,5ml mikrozkumavek byly připraveny dva reakční mixy. První mikrozkumavka 

obsahovala 500 µl média OPTIMEM obsahující lipofektamin. Druhá mikrozkumavka obsahovala 

500 µl média OPTIMEM obsahující siRNA o finální koncentraci 10 nmol/l. Po 5 minutách byly oba 

reakční mixy smíchány do jedné mikrozkumavky, promíchány a inkubovány po dobu 15 minut při 

laboratorní teplotě.  

Z kultivační misky s buňkami byly odsáty 3 ml živného média, poté byl přidán 1 ml siRNA 

transfekčního mixu. Buňky byly následně kultivovány v inkubátoru při teplotě 37 °C s 5 % oxidu 

uhličitého po dobu 16 hodin. Na druhý den byly buňky pasážovány a připraveny na 

imunofluorescenční experimenty podobně jako je popsáno v kapitolách 4.1 a 4.2.  

 

4.3 Imunofluorescenční mikroskopie  

Po provedení imunofluorescence byla zafixovaná sklíčka nasnímána a analyzována pomocí 

skenovacího mikroskopu Olympus ScanR. Podložní sklo se zafixovanými sklíčky bylo otočeno o 

180° a vloženo na stolek nacházející se těsně nad objektivem. V rámci snímání bylo nastaveno 64 až 

100 pozic na sklíčko v závislosti na počtu buněk na sklíčku. Za ostření byl zodpovědný hardwarový 

autofokus firemního nastavení, hrubé ostření bylo v počtu 10 ostřících rovin a jemné ostření také 
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v počtu 10 ostřících rovin. Intenzita výbojky byla nastavena v poměru 1000 milisekund pro červené 

excitační spektrum. Intenzita modrého excitačního spektra byla 3 sekundy pro DAPI. Buňky byly 

nasnímány objektivem v suchém prostředí se zvětšením 40x. Následně byly manuálně určeny středy 

na sklíčkách a bylo spuštěno jejich focení, které trvalo přibližně 1 hodinu.  

Analýza probíhala v softwaru ScanR Analysis software, kde se hodnotila průměrná intenzita 

Alexa Azide 568 na buňkách, které prošly filtrací na správnou velikost a odstranění nespecifického 

signálu. Výsledkem analýzy byl textový soubor obsahující intenzity signálu odpovídající Alexa 

Azide 568 pro každou buňku jednotlivě. Tímto způsobem bylo vyexportováno každé sklíčko zvlášť. 

Získaná data sloužila pro přípravu kvantitativního vyhodnocení. Dále byly vyexportovány čtvercové 

mozaiky ve velikosti 4x4 odpovídající náhodným buňkám po nafocení. Čtvercové mozaiky rovněž 

sloužily jako reprezentativní obrázky ke kvantitativnímu vyhodnocení. Na čtvercových mozaikách 

je z důvodu lepšího rozlišení a detekce zobrazen zelený signál, který byl manuálně převeden v ScanR 

analysis software z červeného signálu odpovídající protilátce AlexaAzide 568. Tato analýza se také 

označuje jako kvantitativní cytometrie založená na obrázku a je běžně používanou analýzou pro 

skenovací mikroskop Olympus ScanR.  

Grafy byly vytvořeny v programu GraphPad Prism 8. V rámci analýzy bylo nasnímáno více než 

1000 buněk na jednotlivé podmínky ošetření buněk.  
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Analýza jednovláknových DNA mezer na templátovém a nascentním 

vlákně DNA po ošetření olaparibem  

Cílem metody značení DNA pomocí pseudobáze CldU s následným ošetřením buněk olaparibem 

bylo zjistit pozici jednovláknových DNA mezer, které vznikají během replikace DNA. Pro určení 

pozic jednovláknových DNA mezer na nascentní či templátové DNA byly provedeny dva odlišné 

principy značení s následným ošetřením buněk olaparibem (PARPi) v různých časových intervalech 

od 2 do 16 hodin (Obrázek 1A).  

Jestliže se jednovláknové DNA mezery nacházely na nascentním vlákně DNA, detekovaný CldU 

signál bude pocházet ze značeného templátového vlákna DNA. Tato vizualizace je možná díky 

navázané anti-CldU protilátce na pseudobázi CldU inkorporované na templátovém vlákně DNA. 

K tomu dochází pouze v případě, jestliže se na nascentním vlákně DNA nachází jednovláknové DNA 

mezery, čímž dojde k odhalení chloridové báze s navázanou anti-CldU protilátkou na templátové 

DNA. Mezery nemohou být vizualizovány samy o sobě, jelikož se nejedná o strukturu. Naopak, 

pokud se jednovláknové DNA mezery nacházely na templátovém vlákně DNA, detekovaný CldU 

signál bude pocházet ze značeného nascentního vlákna DNA (Obrázek 1B).  

 

 

 

 

 

Analýza jednovláknových DNA mezer po ošetření buněk olaparibem v různých časových 

intervalech (od 2 do 16 hodin) ukázala, že došlo k detekci nárůstu CldU signálu, pravděpodobně 

pocházejícího ze značené templátové DNA korespondující jednovláknovým DNA mezerám 

Obrázek 1: (A) Reprezentativní schéma značení templátové a nascentní DNA prostřednictvím CldU. (B) 

Reprezentativní schéma expozice templátového a nascentního vlákna DNA pro určení pozice vzniku 

jednovláknových DNA mezer po ovlivnění olaparibem na templátovém nebo nascentním vlákně DNA 

vizualizovaných pomocí anti-CldU protilátky. Převzato a upraveno podle (Leung et al., 2023). 
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lokalizovaných na nascentní DNA (Obrázek 2A). Byl úspěšně detekován nárůst CldU signálu pomocí 

skenovacího mikroskopu Olympus ScanR, a to už po 4 hodinách inkubace s olaparibem o 

koncentraci 10 µmol/l. Zároveň můžeme pozorovat slabý nárůst CldU signálu již po 4 hodinách 

inkubace s olaparibem, což může značit rychlou tvorbu jednovláknových DNA mezer během 

replikace DNA, ačkoliv je kvantitativní analýza obtížně vyhodnotitelná. Naopak nejvyšší signál byl 

detekovaný po 16 hodinách inkubace s olaparibem (Obrázek 2A, 2B).  

 

Na druhou stranu, při zaznačení nascentního vlákna DNA, nebyl oproti kontrole zaznamenán 

nárůst CldU signálu (Obrázek 3A). V časových intervalech od 2 do 8 hodin inkubace buněk 

s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l byl nárůst CldU signálu nezávisle na kontrole minimální, což 

znamená, že se jednovláknové DNA mezery s největší pravděpodobností nevytvářejí na templátovém 

vlákně DNA. Oproti předchozímu případu byl zaznamenán pouze minimální nárůst CldU signálu po 

16 hodinách inkubace s olaparibem (Obrázek 3A). Ačkoli se jedná o minimální nárůst, je velmi 

pravděpodobné, že buňky ošetřené pseudobází CldU v kombinaci s olaparibem po dobu 16 hodin, 

již přešly z první S-fáze buněčného cyklu do druhé S-fáze. Ve druhé S-fázi buněčného cyklu se 

pseudobáze CldU již nemusí nacházet na nascentním vlákně DNA, avšak na templátovém vlákně 

DNA, které bylo olaparibem exponováno (Obrázek 3A, 3B).  

Obrázek 2: (A) Graf znázorňující intenzitu detekovaného CldU signálu odpovídajícího jednovláknovým DNA mezerám 

lokalizovaných na nascentním vlákně DNA při zaznačení templátového vlákna DNA po různých časových intervalech (2, 

4, 6, 8 hodin + 16 h přes noc) inkubace buněčné linie U2OS s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l. V grafu jsou vyneseny 

průměrné hodnoty naměřené intenzity signálu CldU a chybové úsečky znázorňující směrodatnou odchylku (SD). (B) 

Reprezentativní obrázky buněčné linie U2OS pořízené pomocí skenovacího mikroskopu Olympus ScanR při zvětšení 40x 

v suchém prostředí. Jednotlivé obrázky zobrazují detekovaný CldU signál (zeleně), který odpovídá jednovláknovým DNA 

mezerám lokalizovaných na nascentním vlákně DNA při zaznačení templátového vlákna DNA. Modře jsou zobrazena jádra 

jednotlivých buněk díky fluorescenčnímu barvivu DAPI. Buňky byly ošetřeny pseudobází CldU po dobu 48 hodin a 

následně ošetřeny olaparibem po dobu různých časových intervalů (2, 4, 6, 8 hodin + 16 h přes noc). Buňky byly 

vizualizovány pomocí anti-CldU protilátky. 
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5.2 Stanovení možných inhibitorů nukleáz zodpovědných za tvorbu 

jednovláknových DNA mezer  

Tato část experimentu si kladla za cíl vyhledat specifické inhibitory esenciálních proteinů 

zodpovědných za vznik jednovláknových DNA mezer. Pokud by došlo k poklesu CldU signálu po 

jejich inhibici, mohlo by se potenciálně jednat o faktory přispívající ke zvýšené tvorbě 

jednovláknových DNA mezer. Zároveň nás zajímalo, jaký faktor stojí za vysokým nárůstem CldU 

signálu, který pocházel ze značeného templátového vlákna DNA po 16 hodinách inkubace 

s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l.  

Nejprve bylo provedeno umlčení polymerázy PRIMPOL pomocí siRNA (Obrázek 4A). Jedná se 

o proces umlčení genu, jehož produkt, který tento gen kóduje, není exprimován. Polymeráza 

PRIMPOL je zodpovědná za repriming v případě přítomnosti léze na vlákně DNA. Léze, které se 

nachází na vlákně DNA, bývají opravovány prostřednictvím enzymu PARP1. Avšak po ovlivnění 

buněk olaparibem, zůstane opravný enzym PARP1 na vlákně DNA zablokovaný.  Umlčení bylo 

provedeno z toho důvodu, že v případě zablokovaného enzymu PARP1 na vlákně a přítomnosti 

polymerázy PRIMPOL, polymeráza tuto překážku přeskočí a vynechá krátký úsek během syntézy 

Obrázek 3: (A) Graf znázorňující intenzitu detekovaného CldU signálu odpovídajícího jednovláknovým DNA mezerám 

lokalizovaných na templátovém vlákně DNA při zaznačení nascentního vlákna DNA po různých časových intervalech (2, 

4, 6, 8 hodin + 16 h přes noc) inkubace buněčné linie U2OS s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l. V grafu jsou vyneseny 

průměrné hodnoty naměřené intenzity signálu CldU a chybové úsečky znázorňující směrodatnou odchylku (SD). (B) 

Reprezentativní obrázky buněčné linie U2OS pořízené pomocí skenovacího mikroskopu Olympus ScanR při zvětšení 40x 

v suchém prostředí. Jednotlivé obrázky zobrazují detekovaný CldU signál (zeleně), který odpovídá jednovláknovým DNA 

mezerám lokalizovaných na templátovém vlákně DNA při zaznačení nascentního vlákna DNA. Modře jsou zobrazena jádra 

jednotlivých buněk díky fluorescenčnímu barvivu DAPI. Buňky byly ošetřeny pseudobází CldU o koncentraci 10 µmol/l 

v kombinaci s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l po dobu různých časových intervalů (2, 4, 6, 8 hodin + 16 h přes noc). 

Buňky byly vizualizovány pomocí anti-CldU protilátky. 
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(Kang et al., 2021). To by mohl být jeden z možných zdrojů jednovláknových DNA mezer po ošetření 

buněk olaparibem.  

Zároveň byla provedena inhibice enzymů podílejících se na zpracování Okazaki fragmentů, 

FEN1/DNA2 a LIG1 (Obrázek 4B). Za fyziologické situace je tato dráha plně funkční, avšak 

v BRCA defektních buňkách nikoliv, což by mohl být další zdroj vzniku jednovláknových DNA 

mezer (Cong et al., 2021). Bylo však zjištěno, že jak umlčení polymerázy PRIMPOL, tak ani inhibice 

FEN1/DNA2 a LIG1 nepřispívá ke zvýšenému vzniku jednovláknových DNA mezer po 16 hodinách 

inkubace s olaparibem (Obrázek 4A černě, 4B černě). Umlčení polymerázy PRIMPOL a inhibice 

FEN1/DNA2 a LIG1 bez přítomnosti olaparibu taktéž nepřispívá ke vzniku jednovláknových DNA 

mezer (Obrázek 4A modře, 4B modře).  

Na základě získaných výsledků bylo dále předpokládáno, zda za vysokým nárůstem CldU signálu 

po inkubaci buněk s olaparibem, a tedy za přítomnost jednovláknových DNA mezer na nascentním 

vlákně DNA, nestojí zvýšená aktivita nukleázového komplexu MRN (MRE11-RAD50-NBS1). Tyto 

jednovláknové DNA mezery mohou být zpracovány do dvouvláknových zlomů z důvodu opravy 

DNA pomocí HR nebo NHEJ. Byla provedena inhibice nukleázy MRE11 prostřednictvím 

specifických inhibitorů PFM01 a mirin o koncentraci 50 µmol/l spolu s olaparibem po dobu 16 hodin 

inkubace (Obrázek 5A, 5B). Výsledky ukázaly, že při inhibici MRE11 pomocí inhibitorů mirin a 

PFM01 v kombinaci s olaparibem došlo k výraznému poklesu CldU signálu, tudíž by MRE11 mohla 

být důležitým faktorem, který by mohl přispívat ke zvýšené tvorbě jednovláknových DNA mezer 

Obrázek 4: (A) Graf znázorňující průměrnou intenzitu detekovaného CldU signálu po umlčení polymerázy PRIMPOL. 

(B) Graf znázorňující průměrnou intenzitu detekovaného CldU signálu po inhibici faktorů podílejících se na zpracování 

Okazaki fragmentů (FEN1, LIG1, DNA2) pomocí inhibitorů FEN1i, LIG1i, DNA2i o koncentracích 10 µmol/l po dobu 

16 hodin inkubace v růstovém inkubátoru při 37 °C s 5 % oxidu uhličitého. Modře jsou zde znázorněny intenzity 

signálu CldU detekovaného u buněčné linie U2OS bez ovlivnění olaparibem. Černě jsou zde znázorněny intenzity 

signálu CldU u buněčné linie U2OS, která byla ovlivněna olaparibem o koncentraci 10 µmol/l po dobu 16 hodin. 

Červeně je vyznačena průměrná hodnota intenzity signálu CldU. 
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(Obrázek 5A, 5B černě). Navíc, inhibice MRE11 pomocí PFM01 a mirin nezpůsobuje jednovláknové 

DNA mezery sama o sobě (Obrázek 5A, 5B modře). To naznačuje, že samotná inhibice nukleáz 

nezpůsobuje konformační změny na DNA, avšak v kombinaci s olaparibem již ano. 

 

5.3 Umlčení esenciálního DSB proteinu CtiP způsobující největší pokles 

CldU signálu po ovlivnění buněk olaparibem  

Na základě zjištění, že inhibice MRE11 způsobuje pokles CldU signálu po ovlivnění buněk 

olaparibem, bylo rozhodnuto vyřadit esenciální DNA nukleázy MRE11 a EXO1 současně 

s důležitým rozpoznávacím faktorem dvouvláknových zlomů, proteinem CtiP. Rozhodnutí bylo 

provedeno za účelem ověření hypotézy, zdali zvýšený nárůst CldU signálu po ovlivnění olaparibem 

po dobu 16 hodin nesouvisí se zpracováním jednovláknových DNA mezer na dvouvláknové zlomy 

ve druhé S-fázi buněčného cyklu.  

V tomto experimentu bylo provedeno umlčení esenciálních proteinů MRE11, EXO1 a CtiP, 

hrající roli v homologní rekombinaci a oprav dvouvláknových zlomů, pomocí siRNA interference. 

Bylo zjištěno, že umlčení MRE11, na rozdíl od její inhibice pomocí inhibitorů mirin a PFM01, 

nezpůsobila výrazný pokles jednovláknových DNA mezer (Obrázek 6A černě, 6B) po ovlivnění 

buněk olaparibem. Výraznější pokles CldU signálu byl zaznamenán až po umlčení faktoru EXO1 a 

současně nejvýraznější pokles (přibližně 50 %) byl zaznamenán po umlčení faktoru CtiP za 

současného ovlivnění buněk olaparibem (Obrázek 6A černě, 6B). Umlčení jednotlivých nukleáz 

Obrázek 5: (A) Graf znázorňující průměrnou intenzitu detekovaného CldU signálu po inhibici MRE11 pomocí 

inhibitoru mirin o koncentraci 50 µmol/l po dobu 16 hodin inkubace. (B) Graf znázorňující průměrnou intenzitu 

detekovaného CldU signálu po inhibici MRE11 pomocí inhibitoru PFM01 o koncentraci 50 µmol/l po dobu 16 

hodin inkubace. Modře jsou zde znázorněny intenzity signálu CldU detekovaného u buněčné linie U2OS bez 

ovlivnění olaparibem. Černě jsou zde znázorněny intenzity signálu CldU u buněčné linie U2OS, která byla 

ovlivněna olaparibem o koncentraci 10 µmol/l po dobu 16 hodin. Červeně je vyznačena průměrná hodnota 

intenzity signálu CldU. 
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nezpůsobilo zvýšení CldU signálu oproti kontrolnímu umlčení, což znamená, že samotné umlčení 

daných nukleáz nezpůsobuje zvýšenou tvorbu jednovláknových DNA mezer bez přítomnosti 

olaparibu (Obrázek 6A bíle, 6B).  

Naše výsledky naznačují, že vysoký nárůst CldU signálu, odpovídající jednovláknovým DNA 

mezerám, souvisí s jejich zpracováním do dvouvláknových zlomů ve druhé S-fázi buněčného cyklu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6: (A) Graf znázorňující intenzitu detekovaného signálu CldU po umlčení esenciálních nukleáz MRE11, EXO1 

a rozpoznávacího faktoru dvouvláknových zlomů CtiP. Umlčení bylo provedeno pomocí siRNA interference. Bíle je zde 

znázorněno umlčení faktorů MRE11, EXO1 a CtiP u buněčné linie U2OS bez ovlivnění olaparibem. Černě je zde 

znázorněno umlčení faktorů MRE11, EXO1 a CtiP u buněčné linie U2OS, která byla ovlivněna olaparibem o koncentraci 

10 µmol/l po dobu 16 hodin. V grafu jsou vyneseny průměrné hodnoty naměřené intenzity signálu CldU a chybové úsečky 

znázorňující směrodatnou odchylku (SD). (B) Reprezentativní obrázky buněčné linie U2OS pořízené pomocí skenovacího 

mikroskopu Olympus ScanR při zvětšení 40x v suchém prostředí. Jednotlivé obrázky zobrazují detekovaný CldU signál 

(zeleně), po umlčení faktorů MRE11, EXO1 a CtiP bez olaparibu (nahoře) a s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l po dobu 

16 hodin inkubace (dole). Modře jsou zobrazena jádra jednotlivých buněk díky fluorescenčnímu barvivu DAPI. 
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6 DISKUZE 

V této bakalářské práci byla pozornost zaměřena na olaparibem indukované jednovláknové DNA 

mezery jakožto alternativní model buněčné letality zprostředkované inhibitory PARP, na rozdíl od 

původního modelu degradace replikační vidličky a indukce dvouvláknových zlomů v BRCA 

defektních buňkách (Helleday, 2011; Thakar & Moldovan, 2021). Náš přístup vycházel z článku 

(Leung et al., 2023), kde bylo zkoumáno, jak ATR kináza chrání replikační vidličky vystavené 

replikačnímu stresu. Jejich výsledky se zabývaly zejména lokalizací jednovláknových DNA mezer 

indukovaných inhibitory ATR prostřednictvím expozice templátového či nascentního vlákna DNA a 

zaznačení jednotlivých vláken pomocí CldU za nedenaturujících podmínek s následnou detekcí 

signálu (Leung et al., 2023). Jejich přístup byl námi využit pro určení, na jakém vlákně DNA olaparib 

indukuje vznik jednovláknových DNA mezer.  

Naše výsledky ukázaly, že při zaznačení templátového vlákna DNA prostřednictvím CldU, 

olaparib indukuje vznik jednovláknových DNA mezer na nascentním vlákně DNA, což může odrážet 

různé změny struktury replikační vidličky. Příkladem je rozpojení DNA helikázy a polymerázy, 

degradace nascentního vlákna DNA, tvorba jednovláknových DNA mezer nebo resekce nascentního 

vlákna DNA z konců DNA. Na druhou stranu, při zaznačení nascentního vlákna DNA, se nám 

nepodařilo jednovláknové DNA mezery na templátovém vlákně detekovat. To znamená, že 

jednovláknové DNA mezery indukované olaparibem se netvoří na obráceném rameni replikační 

vidličky, nebo prostřednictvím degradace templátového vlákna DNA (Leung et al., 2023). Bylo 

zaznamenáno, že vysoká tvorba olaparibem indukovaných jednovláknových DNA mezer je závislá 

na čase, jelikož detekovaný CldU signál v průběhu času taktéž roste, což je v souladu s důkazy, že 

PARPi způsobují defekty v průběhu replikace (Maya-Mendoza et al., 2018; Cong et al., 2021). Na 

druhou stranu byl zaznamenán až neobvykle vysoký CldU signál, spojený s tvorbou 

jednovláknových DNA mezer, po 16 hodinách inkubace s olaparibem. To by mohlo odpovídat třem 

možným situacím, které by tento vysoký signál mohly způsobovat. Po šestnáctihodinové expozici 

olaparibem by mohlo jednovláknových DNA mezer vznikat více, jednovláknové DNA mezery by 

mohly být větší nebo by mohly být zpracovány do dvouvláknových zlomů. Naším cílem bylo zjistit, 

co je příčinou tak neobvykle vysokého CldU signálu po 16 hodinách inkubace s olaparibem.  

Bylo provedeno umlčení PRIMPOL, specializované polymerázy, která je zodpovědná za 

repriming DNA v případě přítomnosti léze na vlákně (Kang et al., 2021). Vzhledem k tomu, že 

olaparib zachycuje PARP1 na vlákně DNA, je možné, že repriming zprostředkovaný PRIMPOL 

může zodpovídat za vzniklé jednovláknové DNA mezery indukované olaparibem po 16 hodinách 

inkubace. Bylo také zjištěno, že ovlivnění buněk PARPi, způsobuje urychlení replikační vidličky 

(Maya-Mendoza et al., 2018). Aktualizované poznatky však naznačují, že zvýšená citlivost 

karcinomů s deficitem BRCA1 k inhibici PARP, by mohla být způsobena spíše jednovláknovými 

DNA mezerami než urychlením replikačních vidliček (Cong et al., 2021; Panzarino et al., 2021). 
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Dále bylo zjištěno, že urychlení replikačních vidliček po ovlivnění buněk olaparibem, může být 

spojeno s PRIMPOL repriming procesy. Tento závěr je podpořen tím, že deplece PRIMPOL vrací 

rychlost replikačních vidliček na úroveň podobnou normálním buněčným typům (Giansanti et al., 

2022). V souladu s tím jsme předpokládali, že neobvykle vysoký nárůst CldU signálu, který je spojen 

s olaparibem indukovanými jednovláknovými DNA mezerami, může záviset na PRIMPOL 

reprimingu, stejně jako na urychlení replikačních vidliček (Giansanti et al., 2022). Naše výsledky 

však ukázaly, že jednovláknové DNA mezery indukované olaparibem, nejsou způsobené procesem 

PRIMPOL repriming, jelikož při depleci PRIMPOL nebyl detekovaný pokles CldU signálu. 

Současně bylo navrženo, že olaparib indukuje vznik jednovláknových DNA mezer v důsledku 

defektní syntézy opožďujícího vlákna skrze překážky vznikající v místech zpracování Okazaki 

fragmentů (Cong et al., 2021). Bylo rovněž prokázáno, že PARPi brání v dokončení syntézy Okazaki 

fragmentů (Vaitsiankova et al., 2022), proto jsme předpokládali, že defektní OFP mohou přispívat ke 

zvýšené tvorbě jednovláknových DNA mezer. Na základě toho, byla provedena inhibice OFP 

proteinů (FEN1, DNA2, LIG1) jak s olaparibem, tak bez něj. Nicméně, podobně jako při umlčení 

PRIMPOL, nebyl zaznamenán pokles CldU signálu. To naznačuje, že ani jeden z těchto mechanismů 

nepřispívá k abnormální tvorbě jednovláknových DNA mezer po šestnáctihodinovém působení 

olaparibu.  

Zajímavým zjištěním je, že PARPi generuje tvorbu dvouvláknových zlomů ve druhé S-fázi 

buněčného cyklu. V první S-fázi PARPi vyvolá tvorbu jednovláknových DNA mezer za replikační 

vidličkou. Tím, že PARPi zablokuje enzym PARP1 na poškozeném vlákně DNA, zabrání tak 

dokončení opravy a vyplnění mezer až do druhé S-fáze. To vede ke kolizím replikační vidličky 

s jednovláknovými DNA mezerami, což způsobuje tvorbu kritických dvouvláknových zlomů 

(Simoneau et al., 2021). Na základě toho jsme předpokládali, že zvýšený CldU signál by mohl být 

způsoben zpracováním jednovláknových DNA mezer do dvouvláknových zlomů skrze homologní 

rekombinaci. Tento předpoklad byl v souladu s našimi výsledky. Doba dělení buněk U2OS odpovídá 

přibližně 14 hodinám, proto se můžeme domnívat, že po šestnáctihodinové inkubaci buněk 

s olaparibem, jsou mezery rozpoznány prostřednictvím BRCA1 a faktoru CtiP a následně zpracovány 

do dvouvláknových zlomů pomocí komplexu RAD50/MRN/NBS1. Jeden z klíčových kroků opravy 

dvouvláknových zlomů je rovněž zpracování konců DNA. Proto jsme předpokládali, že zvýšená 

aktivita DNA nukleáz by mohla být zdrojem neobvykle vysokého CldU signálu, který je spojen se 

vznikem jednovláknových DNA mezer. Podle očekávání bylo detekováno podstatné snížení CldU 

signálu po inhibici MRE11 prostřednictvím inhibitorů mirin a PFM01. To nás ovšem vedlo k další 

hypotéze, zda narušení MRE11 a EXO1, které jsou zodpovědné za krátkou, respektive dlouhou 

resekci DNA, spolu s klíčovým rozpoznávacím faktorem CtiP, nemohou být zdrojem zvýšeného 

CldU signálu. Bylo tak provedeno umlčení těchto faktorů, přičemž výsledky ukázaly, že umlčení 

EXO1 a CtiP vedla k podstatnému snížení CldU signálu. Snížení CldU signálu po umlčení 

rozpoznávacího faktoru CtiP může být však způsobeno i sníženou replikací DNA, jelikož 
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jednovláknové DNA mezery vznikají pouze během funkční replikace DNA. Umlčení MRE11 však 

nezpůsobilo výrazné snížení CldU signálu na rozdíl od její inhibice. Nemůžeme vyloučit, že by 

umlčení MRE11 nemohla v buňkách spustit kompenzační mechanismy, které by tuto nukleázu 

nahradily. Navíc se ukázalo, že resekce konců DNA může probíhat i bez funkční nukleázy MRE11.  

Navrhujeme tedy, že neobvyklé zvýšení CldU signálu by mohlo být způsobeno rozpoznáním a 

následným zpracováním jednovláknových DNA mezer do kritických dvouvláknových zlomů 

zejména ve druhé S-fázi buněčného cyklu. V souladu s tím taktéž navrhujeme, že zdrojem 

detekovaného neobvykle vysokého CldU signálu, je proces resekce konců DNA, který odhaluje 

templátovou DNA s navázanou pseudobází CldU, která je pak detekována anti-CldU protilátkou. 

Pokud by bylo vlákno DNA neporušené, anti-CldU protilátka by se nemohla navázat na vyčnívající 

chloridovou bázi, tudíž by nedošlo k detekci CldU signálu. Současně největší snížení CldU signálu 

způsobilo umlčení rozpoznávacího faktoru CtiP, pravděpodobně díky neschopnosti rozpoznat 

jednovláknové DNA mezery. To znamená, že zpracování jednovláknových DNA mezer na 

dvouvláknové zlomy není funkční a tyto mezery tak nejsou do DSB zpracovány. Naše výsledky se 

shodují s poznatky v článku (Hale et al., 2023), kde je popisováno, že jednovláknové mezery v DNA 

po ovlivnění hydroxyureou a cisplatinou, jsou také zpracovávány do dvouvláknových zlomů 

prostřednictvím MRN komplexu.  
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7 ZÁVĚR  

Tato bakalářská práce byla zaměřena na analýzu a následnou detekci jednovláknových DNA mezer 

po ovlivnění buněk olaparibem. Současně byla zaměřena na příčinu neobvyklého nárůstu CldU 

signálu po prodloužené expozici olaparibem po dobu 16 hodin a na faktory, které mohou být 

odpovědné za tento neobvyklý nárůst CldU signálu.  

Bylo zjištěno, že olaparib indukuje vznik jednovláknových DNA mezer na nově syntetizovaném 

vlákně DNA. Bylo taktéž zjištěno, že jednovláknové DNA mezery po ovlivnění buněk olaparibem 

po dobu 16 hodin, jsou pravděpodobně zpracovávány do dvouvláknových zlomů prostřednictvím 

klíčových proteinů pro rozpoznání a zpracování jednovláknových DNA mezer, jako jsou MRE11, 

EXO1 a CtiP. Dále bylo zjištěno, že toto zpracování probíhá ve druhé S-fázi buněčného cyklu a 

umlčení esenciálního proteinu CtiP snižuje CldU signál přibližně o 50 %. Navíc inhibice nukleázy 

MRE11 taktéž přispívá k poklesu olaparibem indukovaného CldU signálu. Naopak umlčení 

specializované polymerázy PRIMPOL a inhibice OFP proteinů nepřispívají ke zvýšenému CldU 

signálu po ovlivnění buněk olaparibem po dobu 16 hodin.  

Závěrem lze konstatovat, že toxicita jednovláknových DNA mezer je zvýšena ve druhé S-fázi 

buněčného cyklu z důvodu vzniku dvouvláknových zlomů. Tato zjištění přispívají k rozšíření 

znalostí o problematice PARP inhibitorů a jednovláknových DNA mezer a mohou sloužit jako základ 

pro navazující výzkum cytotoxicity PARP inhibitorů, které hrají roli v genomové nestabilitě 

nádorových buněk.  
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9 SEZNAM OBRÁZKŮ  

Obrázek 1: (A) Reprezentativní schéma značení templátové a nascentní DNA prostřednictvím 

CldU. (B) Reprezentativní schéma expozice templátového a nascentního vlákna DNA pro určení 

pozice vzniku jednovláknových DNA mezer po ovlivnění olaparibem na templátovém nebo 

nascentním vlákně DNA vizualizovaných pomocí anti-CldU protilátky. Převzato a upraveno podle 

(Leung et al., 2023). ......................................................................................................................... 34 

Obrázek 2: (A) Graf znázorňující intenzitu detekovaného CldU signálu odpovídajícího 

jednovláknovým DNA mezerám lokalizovaných na nascentním vlákně DNA při zaznačení 

templátového vlákna DNA po různých časových intervalech (2, 4, 6, 8 hodin + 16 h přes noc) 

inkubace buněčné linie U2OS s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l. V grafu jsou vyneseny 

průměrné hodnoty naměřené intenzity signálu CldU a chybové úsečky znázorňující směrodatnou 

odchylku (SD). (B) Reprezentativní obrázky buněčné linie U2OS pořízené pomocí skenovacího 

mikroskopu Olympus ScanR při zvětšení 40x v suchém prostředí. Jednotlivé obrázky zobrazují 

detekovaný CldU signál (zeleně), který odpovídá jednovláknovým DNA mezerám lokalizovaných 

na nascentním vlákně DNA při zaznačení templátového vlákna DNA. Modře jsou zobrazena jádra 

jednotlivých buněk díky fluorescenčnímu barvivu DAPI. Buňky byly ošetřeny pseudobází CldU po 

dobu 48 hodin a následně ošetřeny olaparibem po dobu různých časových intervalů (2, 4, 6, 8 hodin 

+ 16 h přes noc). Buňky byly vizualizovány pomocí anti-CldU protilátky. .................................... 35 

Obrázek 3: (A) Graf znázorňující intenzitu detekovaného CldU signálu odpovídajícího 

jednovláknovým DNA mezerám lokalizovaných na templátovém vlákně DNA při zaznačení 

nascentního vlákna DNA po různých časových intervalech (2, 4, 6, 8 hodin + 16 h přes noc) inkubace 

buněčné linie U2OS s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l. V grafu jsou vyneseny průměrné hodnoty 

naměřené intenzity signálu CldU a chybové úsečky znázorňující směrodatnou odchylku (SD). (B) 

Reprezentativní obrázky buněčné linie U2OS pořízené pomocí skenovacího mikroskopu Olympus 

ScanR při zvětšení 40x v suchém prostředí. Jednotlivé obrázky zobrazují detekovaný CldU signál 

(zeleně), který odpovídá jednovláknovým DNA mezerám lokalizovaných na templátovém vlákně 

DNA při zaznačení nascentního vlákna DNA. Modře jsou zobrazena jádra jednotlivých buněk díky 
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v kombinaci s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l po dobu různých časových intervalů (2, 4, 6, 8 

hodin + 16 h přes noc). Buňky byly vizualizovány pomocí anti-CldU protilátky. .......................... 36 

Obrázek 4: (A) Graf znázorňující průměrnou intenzitu detekovaného CldU signálu po umlčení 

polymerázy PRIMPOL. (B) Graf znázorňující průměrnou intenzitu detekovaného CldU signálu po 
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signálu CldU u buněčné linie U2OS, která byla ovlivněna olaparibem o koncentraci 10 µmol/l po 

dobu 16 hodin. Červeně je vyznačena průměrná hodnota intenzity signálu CldU. ......................... 37 

Obrázek 5: (A) Graf znázorňující průměrnou intenzitu detekovaného CldU signálu po inhibici 

MRE11 pomocí inhibitoru mirin o koncentraci 50 µmol/l po dobu 16 hodin inkubace. (B) Graf 

znázorňující průměrnou intenzitu detekovaného CldU signálu po inhibici MRE11 pomocí inhibitoru 

PFM01 o koncentraci 50 µmol/l po dobu 16 hodin inkubace. Modře jsou zde znázorněny intenzity 

signálu CldU detekovaného u buněčné linie U2OS bez ovlivnění olaparibem. Černě jsou zde 

znázorněny intenzity signálu CldU u buněčné linie U2OS, která byla ovlivněna olaparibem o 

koncentraci 10 µmol/l po dobu 16 hodin. Červeně je vyznačena průměrná hodnota intenzity signálu 

CldU. ................................................................................................................................................ 38 

Obrázek 6: (A) Graf znázorňující intenzitu detekovaného signálu CldU po umlčení esenciálních 

nukleáz MRE11, EXO1 a rozpoznávacího faktoru dvouvláknových zlomů CtiP. Umlčení bylo 

provedeno pomocí siRNA interference. Bíle je zde znázorněno umlčení faktorů MRE11, EXO1 a 

CtiP u buněčné linie U2OS bez ovlivnění olaparibem. Černě je zde znázorněno umlčení faktorů 

MRE11, EXO1 a CtiP u buněčné linie U2OS, která byla ovlivněna olaparibem o koncentraci 10 

µmol/l po dobu 16 hodin. V grafu jsou vyneseny průměrné hodnoty naměřené intenzity signálu CldU 

a chybové úsečky znázorňující směrodatnou odchylku (SD). (B) Reprezentativní obrázky buněčné 

linie U2OS pořízené pomocí skenovacího mikroskopu Olympus ScanR při zvětšení 40x v suchém 

prostředí. Jednotlivé obrázky zobrazují detekovaný CldU signál (zeleně), po umlčení faktorů 

MRE11, EXO1 a CtiP bez olaparibu (nahoře) a s olaparibem o koncentraci 10 µmol/l po dobu 16 

hodin inkubace (dole). Modře jsou zobrazena jádra jednotlivých buněk díky fluorescenčnímu barvivu 

DAPI. ............................................................................................................................................... 39 

 


