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Inhibitory PARP (PARPi) jsou schvalen¢ klinické 1€ky pro lécbu
nadorovych bunék s deficitem BRCA1/2. Nedavny vyzkum odhalil
novy mechanismus syntetické letality zpusobeny PARPi u rakoviny
sdeficitem BRCA1/2. Jako hlavni mechanismus byly
identifikovany jednovlaknové mezery v DNA.

Cilem této bakalarské prace bylo analyzovat, na jakém vlakné DNA
olaparib, jako inhibitor PARP, vyvolava vznik jednovlaknovych
mezer. Bylo prokazano, Ze olaparib vyvolava vznik
jednovlaknovych DNA mezer na nascentnim vlakné DNA bez
konformacnich zmén na templatovém vlakné DNA. Soucasn¢ bylo
zjisténo, ze olaparibem indukované jednovlaknové DNA mezery,
vykazuji neobvykle vysoky CIdU signal po 16 hodinach. Bylo
predpokladano, ze vysoky CldU signal muze byt vysledkem
zpracovani jednovlaknovych DNA mezer do dvouvlaknovych
zlomu béhem druhé S-faze bunééného cyklu. Dale bylo prokazano,
ze umlceni klicového rozpoznavaciho faktoru dvouvlaknovych
zlomu CtiP pomoci siRNA interference, zpuisobilo drasticky pokles
CIdU signalu. Navic, inhibice nukleazy MRE11 pomoci inhibitoru
PFMO1 a mirin, taktéz snizuje CldU signal. Na druhou stranu
umlceni enzymi PRIMPOL a inhibice proteini spojenych se
zpracovanim Okazaki fragmentli nesnizily signal CIdU.

V této bakalarské praci byla pozornost zaméfena na analyzu vzniku
a nasledn¢ detekce jednovlaknovych DNA mezer zpusobené
olaparibem pomoci imunofluorescencni mikroskopic 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 CldU 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 celulami aktivitou (z anglického terminu
,,ATPases Associated with various cellular Activities®)

ATM - serin/threonin protein kinaza (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 - helikaza ucastnici se opravné drahy homologni rekombinace
BRCAL1 - tumor supresorovy gen 1 (z anglického terminu ,,Breast Cancer gene 1)
BRCAZ2 - tumor supresorovy gen 2 (z anglického terminu ,,Breast Cancer gene 2°)

Cdc6 — kontrolni protein buné¢cného déleni 6 (z anglického terminu ,,Cell division control protein
6(()

Cdc45 - kontrolni protein bunééného d€leni 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 - helikazovy komplex proteinti Cdc45-MCM2-7-GINS

CtiP - endonukleaza podilejici se na opravé dvouvlaknovych zlomi 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-PKcs — 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®)

FENT1 - flap endonukleaza 1 (z anglického terminu ,.flap endonuclease 1)



FENT1i - flap endonukleaza 1 inhibitor (z anglického terminu ,.flap endonuclease 1 inhibitor*)
FP — ochrana replikacni vidlice (z anglického terminu ,.Fork Protection®)

GINS - 5-1-2-3 (z japonskeho 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 Il (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°)

MCMI10 (z anglického terminu ,,Minichromosome Maintance protein 10°)

MREI11 (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
,,0Origin Recognition Complex 1-6)

PAR - polymemni 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 — MREI11 endonukleazovy 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 zaloZena 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 - replikaéni faktor C (z anglického terminu ,,Replication Factor C*)

RNAI - RNA interference

RPA - replika¢ni 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 buriky lidského osteosarkomu (human bone osteosarkoma epithelial cells)
XRCC1 (z anglického terminu ,,X-ray Repair Cross-Complementing protein 1%)

XRCC4 (z anglického terminu ,,X-ray Repair Cross-Complementing protein 4°)



1 UVOD

Jednou z nejdulezitéjSich biologickych funkei eukaryotickych bungk je replikace DNA, ktera musi
byt prisn¢ kontrolovana, aby se zabranilo genomové nestabilit¢. Pro zivotaschopnost burky je
nezbytné, aby byla zachovana integrita jeji genetické informace. Buriky jsou vSak béhem svého
zivota vystavovany riznym vnitinim i vnéj$im genotoxickym vlivim. Témito vlivy u bun¢k dochazi
k replika¢nimu stresu, coz je charakteristicky znak nadorovych bunék (Gaillard et al., 2015; Ubhi &
Brown, 2019). Bunky vyvinuly slozit¢ mechanismy pro opravu poskozeni DNA zpusobené
replikacnim stresem. Jedna se zejména o zpomaleni nebo zastaveni priubéhu bunééného cyklu, dokud
neni DNA zcela opravena. Nedostateéna oprava DNA nebo defekty v reakci na posSkozeni DNA
vedou ke genomove nestabilité, coz muze vést k potencialnimu nadorovému bujeni (Halazonetis et
al., 2008; Mazouzi et al., 2014; Zeman & Cimprich, 2014).

Poly(ADP-riboza) polymeraza (PARP) je multifunk¢ni, post-translacné modifikacni enzym, ktery
se ucastni raznych 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
inhibitora PARP (PARP1i) se stalo Géinnou strategii pii 1€¢bé rakoviny, a to zejména u nadorovych
bunék s deficitem v homologni rekombinaci (HR) a genech BRCA1/2 (Ragupathi et al., 2023). Tento
pristup vyuziva mechanismu syntetické letality k selektivnimu cileni na nadorové buriky, pficemz
zachovava fyziologicky fungujici buriky.

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

1. Vypracovani literarni reserSe na téma DNA replikace v eukaryotickych bunkach,
jednovlaknové DNA mezery a jejich cytotoxicky efekt v nddorovych buikach a
disledky inhibice Poly(ADP-ribozy) polymerazy (PARP) na DNA replikaci

2. Osvojeni si metodiky tkanovych kultur a imunofluorescen¢ni mikroskopie

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

4. Vyhledavani specifickych inhibitort zpusobujici pokles tvorby jednovlaknovych
DNA mezer



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Replikace DNA

3.1.1 Historie
Ve druhé poloving 19. stoleti Gregor Mendel ve své prukopnické praci o dédi¢nosti znaku u rostlin
hrachu naznadil, Ze za prenos vlastnosti organismu mezi generacemi jsou zodpoveédné specifické
faktory, dnes oznaCované jako geny (Mendel, 1865). Drive se predpokladalo, Ze dédiénym
materialem jsou proteiny, avSak Avery, MacLeod a McCarty o sto let pozd¢ji stanovili
deoxyribonukleotidovou kyselinu (DNA) jako nositelku genetické informace (Avery et al., 1944).
Diky témto poznatkim byla oteviena cesta k vyzkumu, ktery odhaloval chemickou podstatu DNA,
pravidla kodovani 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
trojrozmémé struktury DNA nasledné osvétlil mozné mechanismy, jimiz by se geneticka informace
mohla kopirovat semi-konzervativnim zptisobem. Tuto hypotézu pozdéji experimentalné potvrdili
Meselson a Stahl, kdyz ve svém experimentu pouzili izotopy dusiku, které¢ byly inkorporovany do
molekuly DNA pro rozliseni rodicovské DNA od nové syntetizované (Meselson & Stahl, 1958).
Klicovy predpoklad replikace DNA je, Ze musi probihat s vysokou ucinnosti presn¢ jednou za
bunéény cyklus. Tim se zabrani hromadéni genetickych zmén s potencionalné skodlivymi nasledky
pro preziti buiiky a Zivotaschopnost organismu (O'Donnell et al., 2013). Neuplnd, chybna nebo
nevcasna replikace DNA muze vést ke vzniku mutaci, chromozomalni polyploidii nebo aneuploidii
a zmén v poctu kopii gend, kde nasledkem mohou byt riizna onemocnéni véetné rakoviny (Barlow
& Nussenzweig, 2014). Veskeré procesy replikace DNA jsou prisné regulovany a také koordinovany
s dal§imi bunéénymi procesy, jako jsou transkripce, translace a oprava DNA. Diky tomu je zajiSténa
uplna a presna duplikace celého genomu a spravny tok genetické informace (Garcia-Muse &

Aguilera, 2016).

3.1.2 Struktura DNA

Urceni struktury genetick¢ho 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 vseobecn¢ povazovano za klicovy meznik ve vyvoji modernich biologickych a
biomedicinskych véd. Jednalo se o prvni makromolekularni biologickou strukturu uréenou na
atomami urovni. Vysledkem byla struktura se specifickymi rysy, zejména s antiparalelnim
pravoto¢ivym 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 pfesn¢ 10 parti bazi na jeden zavit
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a opakovani paru bazi o velikosti 3,4 A (Amott et al., 1966). Tyto strukturni rysy odpovidaji DNA
typu B a byva tak oznaCovana jako B-DNA. Pravé B-DNA byva stale povazovana za
nejreprezentativngjsi formu pro vétS§inu DNA v lidském genomu (Drew & Dickerson, 1981).

Drive se predpokladalo, ze molekuly DNA se stfidaji pouze ve dvou pfesné definovanych
pravoto¢ivych dvousroubovicovych strukturach typu A-DNA a B-DNA. Nasledné studie vSak
prokazaly, ze molekula DNA muze mit strukturni polymorfismus, ktery je dulezity pro jeji
biologickou funkci (Bansal, 1999). Nékteré ztéchto strukturnich polymorfismit 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 buiikach (Watson & Crick, 1953). U
vSech organismu byva replikace antiparalelnich dvouvlaknovych fetézci provadéna podobnym
zpusobem a oznacovana jako semi-diskontinualni. Vlakno syntetizované ve stejném sméru pohybu
replikacni vidlice, tedy ve sméru 5°-3°, je replikovano kontinualn¢ a oznacuje se jako vlakno vedouci
neboli templatové. Zatimco vlakno syntetizované proti sméru pohybu replikacni vidlice, ve sméru
3¢-5°, je replikovano diskontinualng a oznacuje se jako opozdujici neboli nascentni. Na opozd’ujicim
se vlakn¢ se béhem replikace vytvareji mal¢ fragmenty DNA o velikosti 100-200 nukleotidii. Na
pocest Reji Okazaki a Tuneko Okazaki, ktefi v roce 1968 poprvé navrhli model syntézy téchto
fragmentu, byvaji oznacované jako Okazaki fragmenty (Okazaki et al., 1968).

Replikace DNA se déli na tfi faze — iniciace, elongace a terminace. Béhem iniciace se na DNA
obousmérng sestavuji replizomy. Praveé replizomy predstavuji poc¢atecni mista replikace DNA neboli
replikacni pocatky. Elongacni faze se vyznacCuje pohybem replizomu v opaéném sméru, nez se
pohybuje replikaéni vidlice. Replizomy zde odvijeji dvousroubovici DNA a syntetizuji
komplementarni dcefinda vlakna DNA s vyuzitim obou rodi¢ovskych vlaken jako templatia. Po
dokonceni elongacni faze, dochazi ke specifickym termina¢nim procesum, které vedou k rozpadu
replizomu a ukonceni replikace. Cely proces replikace probihd pouze v S-fazi bunééného cyklu

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

3.1.3.1 Zahajeni replikace DNA

Replikace DNA zacind 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 pocatkem. Od tohoto pocatku replikace jsou sestavovany dvé replikacni vidlice, které se

pohybuji v opaénych smérech. Typickym prikladem je replikace kruhového genomu Escherichia
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coli. Eukaryota se vyznacuji tim, Ze maji vice linearnich chromozomi, kde se na kazdém z nich
nachazi velky pocet replikacnich pocatka. Vice pocatkl je pro eukaryota nutnosti, jelikoz maji
mnohem vEtsi genom nez bakterie (Samson & Bell, 2011).

Molekularni struktura replikacnich pocatka u bakterii je pfesné definovana na rozdil od téch
eukaryotickych. Zatimco bakterialni replika¢ni pocatky jsou dany specifickou sekvenci nukleotidu,
ty eukaryotické (s vyjimkou kvasinek Saccharomyces cerevisiae) jsou ovlivnény okolnim prostfedim
a organizaci chromatinu (Masai et al., 2010). V lidskych bunkach jsou replikaéni pocatky evolu¢né
stalé, coz naznacuje, ze jejich usporadani 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 sloZzeny z podjednotek proteinu rodiny AAA™ (Erzberger & Berger,
2006) ajejich funkce je charakterizovana jako multimerni stroje. Eukaryota vyuZzivaji protein vazajici
se na replikacni pocatek, ktery se sklada ze Sesti podjednotek a byva oznacen jako ORC1-6 (Stillman,
2005). ORC je slozen z péti podjednotek proteinu pribuznym rodiné AAA™ a spoleéné s dal§im
proteinem Cdc6 tvori hexamer, ktery se vaze na DNA. Protein Cdc6 je pibuzny nejvétsi podjednotce
ORC - Orcl (Sunetal., 2012).

Cilem proteinu, které se vazou k replikacnimu pocatku, je pripojeni dvou helikazovych
podjednotek k DNA. Helikaza je komplexni enzym, skladajici se ze Sesti podjednotek, ktery odviji
molekulu DNA tim, Ze se vaze a obklopuje vlakna rodicovské DNA. Aktivita DNA helikazy dava
vzniknout dvéma replika¢nim vidlickam, které se béhem replikace pohybuji v opa¢nych smérech od
kazdého replikacniho poc¢atku. K tomu je vSak zapotiebi hydrolyza ATP. Bunécné helikazy jsou Casto
podobné hexamemim enzymum pfitomnych v nckolika eukaryotickych virech jako je naptiklad
helikaza E1 lidského papilomaviru. Eukaryotni helikaza je heterohexamer oznacovany jako MCM2-
7 komplex (Enemark & Joshua-Tor, 2008). Tento hexamerni proteinovy komplex se vaze do
replikacniho pocatku béhem brzké Gi 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 helikazy 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 mechanismii koordinujici replikaci DNA s bunéénym cyklem (Bell & Dutta,
2002).

Po sestaveni tohoto komplexu dochazi k jeho aktivaci prostfednictvim cyklin-dependentni kinazy
(CDK) a DDK (Muramatsu et al., 2010) a pfechodu z G do S-faize bunéén¢ho cyklu. Pfeména
dvojitého hexameru helikazy, obklopujiciho dvouvlaknovou DNA, na dva odd¢€lené hexamery neni
prostfednictvim proteinkindz CDK a DDK a pfipojeni dalSich proteini jako je Cdc45 a GINS
komplexu. Fosforylace téchto faktori dava 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 replika¢nim vidlicim. Ob¢ vlakna
jsou zaroven pokryta proteinem RPA (Perez-Amaiz et al., 2016), ktery udrzuje DNA v jeji rozvinuté
jednovlaknové formé, a také vytvari prostor pro navazani komplexu DNA primazy a DNA
polymerazy alfa (DNA Pol a/primaza) pro syntézu vedouciho i opozd’ujiciho vlakna DNA (Burgers
& Kunkel, 2017). DNA Pol a je tvofena ¢tyfmi riaznymi podjednotkami — PriS, PriL, Poll a Pol12
(Muzi-Falconi et al., 2003). Podjednotky PriL a PriS se vyznacuji primazovou aktivitou. Katalyticka
podjednotka Poll ma polymerazovou aktivitu, nikoliv vSak exonukleazovou. Chyby, které muze
béhem své aktivity zplisobit, musi byt opravovany jinymi enzymy, napiiklad prostfednictvim DNA
polymerazy delta (Pavlov et al., 2006). Podjednotka Pol12 ma funkci regulacni (Klinge et al., 2009).

Ve vSech dosud studovanych typech bun¢k nemohou DNA polymerazy syntetizovat nové rfetézce
de novo. K zahajeni elongace replikace DNA je nutna syntéza kratkého RNA primeru o velikosti
pfiblizn¢ 10 nukleotidli. Tuto syntézu katalyzuje enzym DNA primaza (Frick & Richardson, 2001).
Po vytvoreni kratkého RNA primeru jej DNA Pol o prodlouzi a vytvori kratky usek DNA o velikosti
asi 20 nukleotidi (Clark & Pazdernik, 2013).

3.1.3.2 Pribéh replikace DNA

Syntézu novych vlaken katalyzuji tfi replikacni DNA polymerazy — DNA polymeraza alfa (DNA Pol
o), DNA polymeraza delta (DNA Pol &) a DNA polymeraza epsilon (DNA Pol ¢€). Jedna se o
enzymatické komplexy slozené ze ¢tyf podjednotek patfici do rodiny B-DNA polymeraz Jejich
vlastnosti se v§ak navzajem v mnoha ohledech odliSuji (Johansson & Dixon, 2013).

Holoenzym DNA Pol & obsahuje vysokomolekularni katalytickou podjednotku, oznacovanou
Pol2, ktera se vyznacuje katalytickou i exonukleazovou aktivitou. Dalsi, avSak nekatalytickou
esencialni podjednotkou je Dpb2. Neesencialni nekatalytické podjednotky jsou Dpb3 a Dpb4 (Hogg
& Johansson, 2012). Uginnost tohoto enzymu je zvy$ovana prostfednictvim Dpb3, Dpb4 a interakci
s replikacni svorkou PCNA. Prostfednictvim PCNA je zvySovana ucinnost také DNA Pol 6, diky
¢emuz maji DNA Pol €1 DNA Pol 6 srovnatelnou ucinnost (Chilkova et al., 2007). B€hem poslednich
n¢kolika let bylo potvrzeno, Zze DNA Pol ¢ je primarné zodpovédna za syntézu vedouciho fetézce a
DNA Pol ¢ za syntézu opozd'ujiciho fetézce (Miyabe et al., 2011).

Soucasny pohled na replikaci DNA u eukaryot, ktery vychazi predev§im ze studii in vitro je
takovy, zZe jak iniciace replikace vedouciho vlakna DNA, tak diskontinualni syntéza opozd'ujiciho
vlakna, vyzaduji pfepnuti mezi enzymem Pol o na Pol € nebo Pol d. S tim také souvisi kontinualni
recyklace PCNA prostiednictvim enzymatického komplexu RFC (Waga & Stillman, 1994). Bylo
prokazano, ze PCNA hraje ustfedni roli v koordinaci poradi udalosti béhem replikace DNA.
Nasednuti PCNA pomoci RFC na 3°-OH konec vznikajiciho vlakna DNA zpiisobi vytésnéni DNA
Pol a a umozni navazani DNA Pol 6 nebo DNA Pol ¢ pro syntézu DNA (Maga et al., 2000).
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Bezprostredné poté, co helikaza rozvine dvoutetézcovou DNA a vytvori replikaéni vidlicku,
obklopi RPA jednovlaknovou DNA. Vazba RPA chrani jednovlaknovou DNA pred ucinky nukleaz a
zaroven zabrariuje tvorbé vlasenkovych struktur, které by mohly branit v postupu replikaéni vidlicky.
DNA Pol o/primaza rozpozna oblast pokrytou RPA a zahaji syntézu primerii (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). Nasledné je Pol o 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 nukleotidi, aniz by se odd€lily od genomového templatu (Kuriyan & O'Donnell, 1993). Jelikoz
vznik Okazaki fragmentd je iniciovan vznikem RNA primert, nemuze dojit k jejich ligaci, dokud
neni primer odstranén. Na odstranéni primera se podili DNA Pol & v kooperaci s FENT a DNA2.
Jakmile DNA Pol 6 dosahne 5° konce predchoziho Okazaki fragmentu, pokracuje v replikaci
opozdujiciho vlakna DNA se soucasnym vytésnénim RNA primeru. Vytvoii se precnivajici konec,
ktery rozpozna a odstrani FEN1/DNA2. Predpoklada se ale vice moznych mechanismu (Bhagwat &
Nossal, 2001). Jakmile je RNA primer odstranén, vzniklé mezery mezi Okazaki fragmenty vyplni
DNA Pol ¢ a propoji DNA ligaza I v souvislé vlakno (Gloor et al., 2010).

Syntéza vedouciho vlakna je katalyzovana DNA Pol €. Ta se vyskytuje v komplexu s PCNA a
RFC podobné jako DNA Pol 6 (Tsurimoto et al., 1990). Po syntéze primeru dochazi k pfipojovani
deoxyribonukleotidii na 3°-OH konec primeru, a to na zakladé komplementarity templatového
vlakna. Syntéza vedouciho vlakna probiha ve sméru 3°-5°, tedy kontinualn¢ (Snustad & J. Simmons,
2017).

3.2 Poly(ADP-ribéza) polymeraza pri replikaci DNA

Poly(ADP-riboza) polymeraza (PARP) je enzym, ktery katalyzuje pfenos ADP ribozy na cilové
proteiny, v procesu znamém jako PARylace (Am¢ et al., 2004). Jedna se o post-translacni modifikaci
proteinu lincarimi nebo rozvétvenymi fetézei jednotek ADP ribozy pochazejici z NAD™. Podili se
na udrzovani integrity genomu, odpovédi na poskozeni DNA, opravé DNA a také na replikaci DNA
(Alemasova & Lavrik, 2019).

Existuje nejméné 18 znamych enzymu rodiny PARP, které jsou kodovany riznymi geny a sdileji
homologii v katalytické doméné. Nejlépe popsana funkce nékterych izoforem enzymd, jako je
napriklad PARP1 a PARP2, je ucast v opravnych procesech DNA. Bylo vSak prokazano, ze nejen
PARP1 a PARP2, ale i dalsi zastupci rodiny PARP hraji duleZitou roli v bunéénych procesech véetné
bunécné proliferace a bunééné smrti (Amé et al., 2004).

N2

sklada ze tfi hlavnich domén. N-terminalni doména pro detekci a vazbu poskozeni DNA, ktera
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obsahuje tfi motivy zinkovych prsti, auto-modifikacni doména a C-terminalni katalyticka doména.
Zinkovy prst 2 se vyznacuje nejvetsi afinitou k DNA zlomum, zatimco zinkovy prst 1 je zodpovédny
za aktivaci PARPI1, na niZ se také podili zinkovy prst 3 (Eustermann et al., 2010). PARP1 byva
aktivovan poskozenim DNA, zejména zlomy v DNA. Muze byt vSak aktivovan i narusenou
strukturou DNA, interakci s histony nebo jinymi post-transla¢nimi modifikacemi (Kamaletdinova et
al., 2019). Béhem PARylace PARP1 $tépi NAD™ za vzniku nikotinamidu a ADP-ribdzy. Vznikajici
ADP riboza tvofi linearizované nebo rozvétvené fetézce, oznacované jako PAR, které slouzi jako
signalni molekuly pro navazani akceptorovych proteint. Tyto proteiny hraji roli v opravé DNA (EI-
Khamisy, 2003).

Enzym PARPI 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 zlomu (DSBs). V lidskych
burikach je HPF1 schopen regulovat auto-modifika¢ni doménu PARP1, ¢imZ podporuje PARylaci
histonu, ktera zajistuje stabilitu genomu (Gibbs-Seymour et al., 2016). Dale mize post-translacné
modifikovat i proteiny zapojené do remodelace chromatinu, regulace transkripce ¢i bunééného cyklu,
coz byva oznacovano jako heteromodifikace (Gagné et al., 2008).

Chromozomy ecukaryotickych bunék se skladaji z dlouhé lineami molekuly DNA a z proteind,
které umoznuji svinuti vlakna DNA do kompaktnéjsi formy. Komplex DNA a proteint se oznacuje
jako chromatin. Zakladnimi bilkovinnymi slozkami chromatinu jsou histony. Chromatin existuje ve
dvou formach: euchromatin (rozvolnény) a heterochromatin (kondenzovany). Heterochromatin se
dale déli na fakultativni a konstitutivni.

Prav¢ struktura chromatinu muaze ovlivnit nékolik dulezitych procest v burice. Ovliviiuje
napriklad DNA replikaci, transkripci nebo opravu poskozené DNA. Zména struktury neboli
remodelace chromatinu umoziuje pfistup kondenzované genomové DNA k proteiniim regulacniho
transkrip¢niho aparatu, ¢imz reguluje genovou expresi. Remodelace chromatinu, na které se podili
rodina enzymu PARP, je tedy nezbytna pro Zivotaschopnost buriky (Morales et al., 2014). Drivéjsi
studie prokazaly, ze PARylace vede k celkovému uvolnéni struktury chromatinu, coZ usnadiuje
procesy jako je DNA replikace, transkripce ¢i oprava poskozené DNA. Rozvolnéna struktura
chromatinu také umoziiuje, aby se poskozena DNA stala pfistupnéjsi pro opravné enzymy (Poirier et
al., 1982).

Enzym PARP2 je uzce spojeny s PARPI a vyznacuje se 69% podobnosti v jejich katalytické
doméné (Amé et al., 2004). Rodina enzymi PARP se nachazi ve vSech eukaryotickych burikach
(Jubin et al., 2016) pfedev§im pak v bunééném jadre, kde hraji klicovou roli pfi opravach DNA a
zajistuji stabilitu genomu. Aktivita rodiny enzymu PARP byla vSak objevena i v cytoplazmé (Bai,
2015).
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3.2.1 Uplatnéni PARP1 v opravach poskozené DNA

Dulezita role PARP1 v opravé DNA byla prokazana zjisténim, ze poSkozeni zpusobené toxickymi
latkami, zafenim a akumulaci toxickych 1¢zi na DNA, vede ke zvysené hladiné PARP1 v buikach
(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 III (LIG3), DNA polymerazy beta (DNA Pol B) a proteinu XRCC1 (Caldecott et al.,
1996). Prestoze spolu PARP1 a PARP2 interaguji a sdileji nékteré spole¢né partnery v opravé SSBs
a v opravn¢ draze BER, PARP2 s¢ vyznacuje kooperaci s telomerickym proteinem TRF-2 (Dantzer
et al.,, 2004). Enzym PARPI je také vyznamny v opravné draze oznaCované jako nukleotidova
excizni oprava, zkracené NER (Morales et al., 2014).

Opravn¢ drahy BER a NER =zastfesuji opravu poskozeni v DNA, jezZ mohou byt zpusobena
alkylacnimi a chemoterapeutickymi latkami (Helleday et al., 2008). Chemoterapeutické latky mohou
zpusobovat ruzné typy poskozeni DNA. Jedna se zejména o SSBs, DSBs, chemické modifikace bazi,
ancbo vnitro-fetézcové ¢ mezi-fetézcové kiizové vazby. Poskozeni DNA zpusobena
chemoterapeutickymi latkami vedou ke genové nestabilit¢ a ke vzniku mutaci. Alkylaéni 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 dvouvldknové DNA na dvé jednovldknové DNA.
Prikladem chemoterapeutickych a alkylacnich latek jsou napfiklad hydroxyurea, cisplatina nebo
hot¢iény dusik (Weber, 2015).

Enzym PARPl ma také vyznamnou roli v opravach dvouvlaknovych zlomu, konkrétné

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

3.2.1.1 Homologni rekombinace
Homologni rekombinace (HR) je evoluéné staly mechanismus, ktery opravuje rizna poskozeni
DNA, vc¢etné DSBs, mezer v jednom vlakné DNA a mezi-fetézcovych kiizovych vazeb. Mezi témito
lézemi jsou DSBs vysoce toxické, jelikoz jediny neopraveny DSB mize vést k aneuploidii,
genetickym aberacim nebo smrti buriky (Paques & Haber, 1999). Dvouvlaknové zlomy mohou
vznikat exogenng, ale 1 pfirozenym zpusobem napriklad béhem replikace (Rothkamm et al., 2003).
Zaroven je HR dulezita pro prvni meiotické déleni, kde pfispiva k tvorbé chiasmat, ktera jsou
nezbytna pro spravné parovani a segregaci homolognich chromozomu a ke vzniku genetické
diverzity u vétSiny organismu (Paques & Haber, 1999).

Homologni rekombinace byva obvykle oznacovana za bezchybnou opravnou drahu, jelikoZz pro
syntézu nového fetézce je vyuzivana homologie sesterskych chromatid (Talens et al., 2017).
V né¢kterych pripadech vsak muze dochazet k porucham této opravné drahy. Napriklad dédi¢na forma

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

Mezi hlavni kroky HR je fazena resekce DSBs ve sméru 5°-3°. Resekci dvouvlaknovych zlomu
iniciuje nukleazovy komplex MRN (komplex MRE11-Rad50-NBS1), ktery rozpozna DSB a navaze
se na jeho volné konce (Lisby et al., 2004). Pomoci helikazy BLM/WRN dojde k rozvinuti DNA,
nasledné pak u¢inkem nukleazy DNA2/EXO1 dojde k odstranéni 5° konce (Mimitou & Symington,
2009). Na obou stranach zlomu se vytvori 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 pickonan kofaktory RADSI, které¢ se souhmné oznacuji jako mediatorové proteiny. Ty
vytésni RPA proteinem RADS51 (Beemink & Morrical, 1999). Jeden z vyznamnych mediatorovych
proteint je tumor supresorovy gen BRCA2, diky kterému protein RADS51 s jednovlaknovou DNA
zacne tvofit nukleoproteinovy filament neboli presynapticky komplex (Filippo et al., 2006).
Vytvorenim presynaptického komplexu se zajisti parovani ssDNA s templatovou dsDNA vykazujici
homologii se ssDNA, a tim i dokonceni opravy dvouvlaknového zlomu (Li & Heyer, 2008).

Nukleoproteinovy filament vstupuje do neporusené sesterské chromatidy a po naleznuti
komplementarni sekvence vytvori D-smycku neboli D-loop. Pro syntézu chybgjici casti DNA je
nutn¢ vytvorit misto pro komplementarni sekvence, coz je zajisténo odstranénim proteinu RADS1

(Moynahan & Jasin, 2010).

3.2.1.2 Nehomologni koncové spojeni

Dals$i vyznamna opravna draha, ktera se podili na opravé DSBs je nehomologni koncové spojeni
(NHEJ). Tato opravna draha je aktivni béhem celého bunééného cyklu, ale hlavni roli hraje béhem
G faze. V této fazi neni pfitomny homologni templat, ktery by mohl byt vyuzit pro HR, a proto se
pristupuje k NHEJ (Lieber, 2008). Mechanismus NHEJ muze byt rozdélen do ¢tyf jednotlivych
kroki: rozpoznani konce DNA a sestaveni a stabilizace komplexu NHEJ na DSB, pfemosténi koncu
DNA, terminalni zpracovani koncu DNA a ligace prerusenych konci (Davis & Chen, 2013).

Prvnim krokem NHE]J je rozpoznani DSB a navazani heterodimeru Ku70-Ku80 k obéma konctiim
DSB. Bylo prokazano, ze tento heterodimer rekrutuje do mista zlomu bud’ pfimo nebo nepfimo
hlavni NHEJ faktory, véetné DNA-PKcs. Ta muze fosforylovat proteiny, véetné DNA ligazy IV a
XRCCA4, které jsou dulezité pro nasledujici kroky NHEJ (Costantini et al., 2007).

Dalsi krok je vytvoreni dvou tupych koncti DNA. V nékterych pripadech jsou tupé konce jiz
pritomny, v jinych je potfeba konce upravit. K vytvoreni tupych koncu se vyuziva DNA polymeraza,
ktera vypliuje vzniklou mezeru po vytvoreni piesahu ssDNA (Lieber, 2008). Jinym, alternativnim
feSenim je vyuziti nukleazové aktivity komplexu Artemis/DNA-PKcs. Tento komplex §tépi presahy

ssDNA ve sméru 5°-3° a vytvaii 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 fetézcii DNA. Protein XRCC4 je dulezity pro rozpoznani mista zlomu a zacileni DNA ligazy
IV, kterou zaroven stabilizuje. Jakmile je DNA ligaza IV zacilena, dojde k ligaci obou fetézci DNA,

atim i k dokonceni celého procesu opravy (Pastink et al., 2001).

3.2.2 Inhibice PARP1

Inhibice PARP1 vede ke genomové nestabilit¢, akumulaci poskozenych bun¢k a k naslednému
zastaveni bunécného cyklu. To znamena, Ze PARylace, je v souvislosti s poskozenim DNA, nezbytna
pro prechod bun¢k fazemi G, a M bunééného cyklu (Jacobson et al., 1985). Enzym PARPI je
kli¢ovou slozkou kontrolniho bodu faze G; bunééného cyklu, ¢imz zabraniuje poSkozené buiice se
zlomy v DNA vstoupit do mitdzy (Schreiber et al., 1995). Inhibice PARP1 ma potencial pro vyuziti
v 1é€bé nadorovych onemocnéni, a to zejména dvéma mechanismy. Za prvé, zvySovanim citlivosti
nadoru na chemoterapeutika, ktera poskozuji DNA a za druhé, indukci syntetické letality u bunék,
které jsou vysoce zavislé na PARP1 v dasledku defektni homologni rekombinace. Piikladem jsou
buriky 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 Zzen rakovina prsu a vajecniku. Tyto mutace mohou u
zen také zpusobit rakovinu vejcovodil nebo rakovinu primarniho peritonea. U muza 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 BRCA?2 jsou geny, jejichz mutované fenotypy predisponuji ke
vzniku rakoviny prsu a vajecnikd. Proteiny kodované témito 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
transkripcné reguluji jiné geny zapojené do opravy DNA, bunééného cyklu a apoptdzy. Mnohé
z téchto funkci jsou zprostiedkovany velkym poctem bunécénych proteini, které s geny BRCA
interaguji (Yoshida & Miki, 2004).

V roce 1990 prinesly genetické studie prvni dikazy o tom, Ze riziko vzniku karcinomu prsu je
spojeno s chromozomem 17q21 (Hall et al., 1990). Bylo potvrzeno, Ze se jedna o autozomalné
dominantni dédi¢nost s neuplnou penetraci. U vétSiny familiamich nadorti prsu a vajeéniki byla
zjiSténa ztrata heterozygotnosti (Loss Of Heterozygosity — LOH), do které jsou zapojeny praveé tyto
tumor supresorove geny (Smith et al., 1992).

Gen BRCAL, lokalizovany na chromozomu 17q21, byva asociovan s rakovinou prsu. Je znamy

pro jeho dilezitou roli pfi opravé DSBs prostfednictvim homologni rekombinace. Buiky s
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nedostatkem v genu BRCAI, 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, Zze pouze u 45 %
familiarnich pfipadi rakoviny prsu byla prokazana pfima vazba na gen BRCAIL, pokracovaly
vyzkumy k objeveni druhého genu asociovanc¢ho s rakovinou prsu (Wooster et al., 1995).

V roce 1995 byl identifikovany gen BRCA2 na chromozomu 13q12.3 (Wooster et al., 1995). Gen
BRCA2? interaguje s proteinem RADSI, ktery se podili na opravé DNA a zarover hraje duleZitou roli
v HR. Pravé defekty v HR, které¢ vznikaji v disledku nedostatku klicovych opravnych proteini
(prikladem RADS1, RPA), zvysuji zavislost bunck na aktivit¢ PARP1, atim i citlivost na jeho inhibici
(McCabe et al., 2006).

Starsi model popisuje, Ze inhibice PARP1 narusuje opravu SSBs, které se mohou béhem replikace
preménit na mnohem toxictéj§i DSBs. Ty, pokud nejsou opraveny, mohou zpusobit bunéénou smrt
(Morales et al., 2014). Alternativni model predpoklada, Ze hlavnim mechanismem, ktery je zakladem
letality bungk, je indukce jednovlaknovych DNA mezer. V burikach s deficitem v HR mohou PARP
inhibitory (PARPi) vytvaret trvalé¢ ssDNA mezery tim, Ze inhibuji véasné zpomaleni replikacni
vidlicky. Inhibitory PARP mohou také narusovat ligaci Okazaki fragmentil inhibici vyplilovani mezer
na opozd'ujicim vlakn¢. Kombinace pretrvavajicich jednovlaknovych DNA mezer a nespojenych
Okazaki fragmentii muze vést k bunécéné letalité u bunck s deficitem v HR (Thakar & Moldovan,
2021).

Buriky s defekty v genech BRCA1/2 jsou priblizné 133x citlivéj§i na PARP1 nez normalni buriky,
coz muze byt cilen¢ vyuzito pro inhibici jejich opravnych drah vedouci k syntetické letalité bunck

(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 ucely molekularné cilené terapie rakoviny a poskytuje koncepcni
ramec pro vyvoj cytotoxickych latek specifickych pro rakovinu. Vychazi se tedy ze skuteénosti, Ze
burika s mutaci pouze v jednom genu preziva, av§ak sou¢asna mutace i ve druhém genu je pro buriku
letalni. Cilena toxicita PARP inhibitorii vii¢i nddorovym buiikam s deficitem v HR je vyznamnym
konceptem v onkologii, jelikoZz vede k letalit¢ nadorovych bun¢k (O'Neil et al., 2017).

Velky potencial v 1€¢b¢ 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 PARPI1. U pacienti st¢mito mutacemi je tedy moznost 1é¢it nadorova
onemocnéni prostiednictvim PARPi (Farmer et al., 2005). Inhibitory PARP jsou prvni klinicky
schvalené I¢ky vyuzivajici syntetické letality (O'Neil et al., 2017).



Dalsim pfikladem syntetické letality je interakce genu ATM a proteinu p53. ATM hraje dilezitou
roli v bunécné odpovédi na poskozeni DNA. U bunck, které postradaji funkéni protein pS53, 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 zarodeénych BRCA mutovanych malignit,
vcetn¢ karcinomu prostaty a slinivky biisni (Kaufman et al., 2015). Otazkou vsak zistalo, zda je
mozn¢ tuto ucinnost rozsifit i na dalsi typy nadoru s deficitem opravy DNA bez zarodecnych mutaci
BRCA1/2. Byl tak popsan fenotyp, spojovany se sporadickymi karcinomy, ktery je oznaovan jako
fenotyp “BRCAness®. Terminem BRCAness se oznacuji malignity, které nevznikly na zakladé
zarodecnych mutaci geni BRCA1 nebo BRCA2, ale presto sdileji fenotypové a molekularni rysy v
poskozené HR. Patfi 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 PARPI inhibitory

Inhibice opravy DNA v nadorovych burikach predstavuje v soucasné dobé atraktivni strategii pro
zesileni cytotoxickych ucinkt chemoterapie, a proto se stala predmétem védeckych studii. Nejdal ve
vyvoji jsou ze znamych inhibitori opravy poskozené DNA, inhibitory PARP (PARPi). Tyto
inhibitory se zdaji byt slibnou cestou pro 1écbu ruznych typu rakoviny, véetné rakoviny prsu a
vajec¢niku (Javle & Curtin, 2011).

Inhibitory PARP jsou typem cilenych protinadorovych 1éka, které blokuji mechanismus opravy
DNA prostfednictvim PARP1 nebo PARP2. Inhibitory PARP brani v opravé poskozené DNA
v nadorovych bunkach, ¢imz pomahaji tyto buiky nicit (Turk & Wisinski, 2018). Bylo popsano
n¢kolik selektivnich a Géinnych inhibitort rodiny enzymu PARP, z nichZ vSechny jsou analogy
nikotinamidu (Curtin & Szabo, 2013). V soucasné dob¢ existuje pét nejznaméjsi inhibitorti rodiny
enzymu PARP —jsou to olaparib, rucaparib, niraparib, talazoparib a veliparib. Zatim se zda, z¢ PARPi
jsou nad&jnou chemoterapii pro osoby s dédi¢nou mutaci v genu BRCA1/2 (Turk & Wisinski, 2018).

Inhibitory PARP maji nékolik znamych mechanismi u€inku. Piikladem je inhibice bazové excizni
opravy nebo jejich schopnost zachycovat enzymy rodiny PARP (tzv. PARP trapping) na vlakné¢ DNA.
Tyto mechanismy vedou k indukci DSBs ihned po zastaveni a nasledném kolapsu replikacéni vidlicky.
Zda se, ze nadory, u nichz je zjevny defekt v HR, a tedy i v opravé DSBs, jsou citlivé na PARPi
(Kaufman et al., 2015).

Drive se predpokladalo, ze PARPi zplisobuji vyhradné inhibici katalytické aktivity PARPI a
PARP2. Bylo vsak prokazano, Ze katalyticka inhibice neni jediny mechanismus, kterym PARPi
pusobi cytotoxicky. Vybrané PARPi mohou zachycovat PARP1/PARP2 na poskozené DNA — tzv.
PARP trapping (Murai et al., 2012). Vzniklé komplexy PARP-DNA zachycené na poskozené DNA

jsou pro buriku mnohem toxictéj§i nez samotna katalytické inhibice. Ne vSechny PARPi maji
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ekvivalentni aktivitu PARP trappingu. Ve skutecnosti se v klinické fazi jejich schopnost zachycovat
enzymy rodiny PARP mezi n¢kolika PARPi vyznamné 1isi (Shen et al., 2015). Z péti testovanych
PARPi byl veliparib uréen predevsim jako katalyticky inhibitor s nizkou aktivitou PARP trappingu.
Olaparib, niraparib a rucaparib jsou schopny zachycovat enzymy rodiny PARP prfiblizn¢ stokrat
ucinnéji nez veliparib. NejvEtsi ucinnosti se vyznacuje talazoparib, ktery byl ve spojitosti s PARP
trappingem nejvice studovan (Murai et al., 2012).

Inhibice katalytické aktivity vede soucasn¢ k inhibici auto-PARylace, coz brani PARP1 disociovat
od DNA. Vznikaji tak komplexy PARP-DNA, kter¢ zlstavaji uvéznéné na poskozené DNA.
Zabranuje se tak opravé SSBs a jejich hromadéni v buiice muze vést ke vzniku DSBs a nasledné

k bunééné smrti (Helleday, 2011).

3.2.3.1 Olaparib
Olaparib se vyuziva zejména k 1¢¢b¢ ovarialniho karcinomu. Jeho funkce spociva v inhibici enzymu
rodiny PARP, ¢imz nasledné blokuje opravu SSBs. Nasledkem je synteticka letalita nadorovych
bun¢k asociovanych s genem BRCA1/2, u kterych je narusena HR (Goulooze et al., 2016).

Rakovina vajecnikd je patym nejéastéj§im nadorovym onemocnénim u zen v Evropé (Goulooze
et al., 2016). Vcasna diagndza byva velmi vzacna a nasledna chemoterapie byva ucinna jen
kratkodob¢. Zarode¢na mutace v genu BRCA1/2 se vyskytuje piiblizné u 20 % pfipadi ser6zniho
karcinomu ovarii (Clamp & Jayson, 2015). Olaparib byva indikovan u dospélych pacientek se
seroznim epitelidlnim karcinomem vajec¢niku, vejcovodu a primarnim karcinomem peritonea
(Goulooze et al., 2016).

Evropska I¢kova agentura (EMA) schvalila tento 1ék k udrZzovaci 1€¢bé narodu vzniklych
v souvislosti s mutaci v genu BRCA1/2 a zaroven, které byvaji citlivé k platiné¢ (Goulooze et al.,
2016). U bun¢k, které ziskavaji rezistenci viici chemoterapeutickym latkam, jako je naptiklad prave
platina, se Casto vyskytuje zvySena schopnost opravy DNA. Studie in vitro ukazuji, Zze buiky
rezistentni k cis-plating, vykazuji zvySenou schopnost opravovat poskozeni zpusobena cis-platinou
(Parker et al., 1991). Cis-platina, karboplatina a oxaliplatina se staly tfemi nejcastcji
predepisovanymi chemoterapeutiky pouzivanymi k 1é¢bé solidnich nadort (Rosenberg et al., 1969).
Rezistence na platinu, at” uz vlastni ¢i ziskana béhem cyklické 1écby, je zavaznym klinickym
problémem. V soucasn¢ dob¢ totiz neexistuji dalsi latky, které by bylo mozn¢ pridat k 1é¢b¢, abychom

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

3.3 Jednovliknové DNA mezery

Obvykle se citlivost na PARP1 pfipisuje tomu, ze buiiky s deficitem v genech BRCA nejsou schopny
zabranit vzniku dvouvlaknovych zlomu a opravit je. Tento pfedpoklad vychazi z funkce genit BRCA

pri opravé DSBs homologni rekombinaci (Cong & Cantor, 2022). Zaroven se ocekava, ze proteiny
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BRCA podporuji ochranu replikacni vidlice (fork protection - FP), a tim omezuji kolaps a nadmémou
nukleolytickou degradaci zastavené replikacni vidlice. V pfipad¢ jejich nepfitomnosti se
predpoklada, Ze se zastavena vidlice zhrouti do DSBs (Schlacher et al., 2012). Defekty v homologni
rekombinaci, FP nebo fenotyp BRCAness jsou tak voditkem pro klinické vyuziti PARPi (Cong &
Cantor, 2022). Bylo v$ak zjisténo, Ze olaparib, jako inhibitor rodiny enzymu PARP, nezpomaluje ani
neblokuje replikaci DNA, ale naopak ji urychluje (Maya-Mendoza et al., 2018). Enzym PARPI se¢
tak podili na tom, Ze umoziuje reverzi replikacni vidlicky, ¢imz se vidlicky zpomaluji, pozastavuji
¢i méni smér, kdyz ¢eli replikacnim prekazkam (Berti et al., 2013). Dnes se vSak navrhuje jiz odliSny
model, ve kterém toxicita PARPi vychazi ze vzniku jednovlaknovych DNA mezer béhem replikace
DNA. Jednovlaknové DNA mezery se na rozdil od DSBs tvoii bezprostfedné po terapii PARPi,
byvaji vyrazn¢ zhorSeny v burikach s deficitem BRCA1/2, a také byvaji potlaceny pfi rezistenci na
PARPi (Cong & Cantor, 2022).

Spole¢nou zranitelnosti nadorovych bun¢k citlivych na PARPi je pravé aberantni tvorba
jednovlaknovych DNA mezer béhem replikace DNA (Wong et al., 2021). Defekty v potlaceni vzniku
mezer odpovidaji presnéji na citlivost terapie nez DSBs (Panzarino et al., 2021) a zaroven vice
odpovidaji na PARPi (Cong et al., 2021). Na omezeni vzniku mezer se podili draha BRCA-RADS1
(Panzarino et al., 2021). Zdroj jednovlaknovych DNA mezer je spojovan jak s defekty v syntéze
opozdujiciho vlakna, tak v repriming reakcich probihajicich na vedoucim vlakné (Cantor, 2021).
Predpoklada se, ze nadory s mutacemi v genech BRCA1/2, kter¢ sdileji fenotyp BRCAness, jsou
senzitivni viiéi genotoxickym terapiim prostifednictvim PARPi a indukuji tak vznik jednovlaknovych
DNA mezer. Zaroven se ocekava, ze mezery jsou relevantni pro fadu synteticky letalnich ¢i toxickych

interakci (Cong & Cantor, 2022).

3.3.1 Vznik jednovlaknovych DNA mezer

Pfi neuplném kanonickém zpracovani Okazaki fragmenti (OFP), atedy pokud v opozd'ujicim fetézci
zustavaji jednovlaknové mezery, dochazi k aktivaci enzymu PARPI1. Auto-PARylace PARPI
rekrutuje protein XRCCl, ktery interaguje s DNA ligazou III (LIG3) a DNA Pol B, aby zpracoval a
vyplnil mezery v mechanismu oznacovaném jako rezervni zpracovani Okazaki fragmentd. Tento
proces je zasadnim krokem pro dokoncéeni syntézy opozd'ujiciho vlakna ve zdravych buikach
(Hanzlikova et al., 2018). Rezervni zpracovani Okazaki fragmenti vyZzaduje drahu BRCA-RADS1.
V burnikach s deficitem v BRCAL1 je aktivace PARP1 na opozdujicim vlakn¢ abnormalné zvysena.
Hyper-aktivovany enzym PARPI vSak nedokaze ucinn¢ rekrutovat XRCC1 a LIG3. Vzhledem
k tomuto defektu, vykazuji buiky s deficittm BRCAI1 vétsi zavislost na kanonické syntéze
opozdujiciho fetézce a zaroven maji zvySenou citlivost na ztratu kanonické FEN1 (Cong et al.,
2021). Ztrata FEN1 je synteticky letalni v buiikach s deficitem BRCA-Fanconiho anémie, a proto
jsou mezery vzniklé na opozd'ujicim vlakné pficinou jejich toxicity (Guo et al., 2020). Predpoklada

se, z¢ PARPi narusi OFP a vytvori tak mezery na opozdujicim vlakné¢ (van Wietmarschen &
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Nussenzweig, 2018). Inhibitory PARP brani vzniku nascentnich vlaken b&hem replikace DNA
(Vaitsiankova et al., 2022), a proto je syntéza opozd’ujicich vlaken jako zaklad cytotoxicity PARPi,
zranitelnosti pro buriky s deficitem v genech BRCA (Cong & Cantor, 2022).

Zdroj jednovlaknovych DNA mezer v bunkach s deficitem v genech BRCA je také spojovan
s repriming reakcemi na vedoucim vlakné prostfednictvim komplexu DNA primazy/polymerazy
neboli PRIMPOL (Kang et al., 2021). Reverze replikaéni vidlice je proces, ke kterému dochazi,
pokud je replikacni vidlice vystavena genotoxickému stresu. Tento ochranny mechanismus umoziuje
vidlici zménit smér a vytvofit strukturu podobnou Hollidayové spoji, ktery podporuje opravu
poskozeni DNA béhem replikace (Neelsen & Lopes, 2015). Pokud je ohrozena reverze replikacni
vidlice, komplex PRIMPOL umozni replikaci kolem vzniklych bariér. Repriming reakce spojena
s komplexem PRIMPOL probiha béhem terapie prostfednictvim PARPi. Bez PARylované¢ho PARP1
je reverze vidlicky potlacena proteinem RECQ1 (Zellweger et al., 2015). Tento protein je zapojen do
mnoha bunéénych procesu véetné opravy DNA, bunééného cyklu a transkripce (Debnath & Sharma,
2020). Podobné ztrata proteinu HLTF snizuje reverzi vidlicek (Bai et al., 2020). Repriming reakce
jsou také spojeny s defekty v OFP. Predpoklada se, Ze mezery vyvolané defektnim reprimingem se

mohou vytvofit jak na vedoucim, tak opozd’ujicim vlakn¢ (Cong & Cantor, 2022).

3.3.2 Nové pojeti syntetické letality mezi PARPi a deficitnimi geny BRCA

Analyza jednovlaknovych DNA mezer bezprostredné po terapii PARPi odhalila zasadni rozdily mezi
citivymi a rezistentnimi liniemi bunék. U rezistentnich BRCA-kontrolnich bun¢k vznikaly
jednovlaknové DNA mezery jen omezené, zatimco u citlivych BRCA-deficientnich bun¢k vznikaly
exponencialné (Cong et al., 2021). Mezery byly naopak potlaceny v fadé genetickych a ziskanych
modelt, u nichz se predpokladalo, ze rezistence k PARPi pochazi z obnovené HR nebo FP.
Rezistence k PARPi byla pozorovana u bunck s deficitem v HR a FP. Jednalo se zejména o buiky
FANCJ (Fanconi Anemia Complementation group J), které¢ nebyly citlivé k PARPi navzdory
defektim v HR a FP a zaroven nedochazelo k indukci jednovlaknovych DNA mezer (Maya-
Mendoza et al., 2018).

Jednovlaknové DNA mezery vznikaji po oSetfeni PARPi mnohem rychleji nez DSBs. Tato latence
by mohla odrazet skutecnost, Ze neopravené jednovlaknové zlomy v DNA nebo komplexy PARP-
DNA blokuji replikaci DNA a indukuji tak vznik DSBs (Maya-Mendozaet al., 2018). Ackoliv mohou
byt mezery zdrojem DSBs v nasledné S-fazi bunécného cyklu (Simoneau et al., 2021), existuji i jiné
potencialni zdroje pro jejich tvorbu. Inhibitory PARP také indukuji apoptdzu, jakozto proces bunécné
smrti vyuzivajici enzymy, které preruSuji DNA. Inhibice apoptdzy snizuje tvorbu DSBs, coz
naznacuje, ze zlomy mohou pochazet z velké Casti z apoptozy (Cong et al., 2021). Mezery také
nemusi byt pri¢inou zastavenych replikacnich vidlic. Vyskytuji se jako samostatné entity a degraduji

se €1 rozsifuji za odlisnych podminek (Somyajit et al., 2021).
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3.3.3 Jednovliknové DNA mezery jako mediatory syntetické letality
Toxicita jednovlaknovych DNA mezer po terapii PARPi nebo jinych latkach bude pravdépodobné
vy$$i u bunék s deficitem v genech BRCA1/2. Napfriklad proti repriming reakcim plisobi BRCA2
spolu s proteinem MCM10, ktery je soucasti replizomu (Kang et al., 2021). Geny BRCA1/2 vsak
omezuji prodluzovani mezer nukleazou MREII ¢i jinymi nukleazami a zapojuji se do post-
replikacnich mechanismu oprav jednovlaknovych DNA mezer spolu s PARP1 (Quinet et al., 2020).
Inhibitory PARP senzibiluji nejen buriky s deficitem, mutaci nebo poruchou kanonickych faktori
OFP, v¢etné exonukleazy 1 (EXO1), DNA helikazy/nukleazy 2 (DNA2), LIGI nebo PCNA, ale také
bunky s deficitem rezervnich faktora OFP jako je XRCC1, LIG3 a DNA Pol B (Hewitt et al., 2021).
Inhibitory PARP jsou také senzitivni pro buriky se ztratou enzymu RNazy H2, ktery je schopny
odstraiiovat RNA primery, jez vznikaji béhem syntézy opozd'ujiciho vlakna. Schopnost odstrafiovat
RNA primery, a tedy funkce RNazy H2, je kritickym procesem pro zrani Okazaki fragmentu
(Zimmermann et al., 2018). Zaroven jsou PARPi synteticky letalni pfi ztrat¢ HPF1, ktery moduluje
katalytickou aktivitu PARPI a podporuje proces rezervniho OFP (Hewitt et al., 2021). Bylo také
zjisténo, ze LIG3, DNA Pol B a HPF1 zvysuyji citlivost PARPi (Fuggeretal., 2021). Lze predpokladat,
ze jednovlaknové DNA mezery poskytuji fadu dalSich synteticky letalnich interakci, ¢imz se stavaji

vysoce toxickymi (Ali et al., 2021).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Biologicky material:
Adherentni bunécna linie lidského osteosarkomu U20S (HTB-96, ATCC, USA)

Chemikalie:

0,2% Triton X-100 (ROTH, Némecko)

0,5% Triton X-100 (ROTH, Némecko)

1% smgs antibiotik penicilin/streptomycin (Thermo Fisher Scientific, USA)
4% formaldehyd (Sigma Aldrich, USA)

Chlorid sodny (Sigma Aldrich, USA)

Chlorid draselny (Sigma Aldrich, USA)

CldU (Abcam, UK)

DAPI (Sigma Aldrich, USA)

Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma Aldrich, USA)
Dihydrogenfosforec¢nan draselny (Sigma Aldrich, USA)

DNAZ? inhibitor (Sigma Aldrich, USA)

FENI1 inhibitor (Sigma Aldrich, USA)

LIG1 inhibitor (Sigma Aldrich, USA)

Lipofektamin (Thermo Fisher Scientific, USA)

M¢dium DMEM (Biosera, Francie)

M¢édium FBS 10270 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Mirin (Sigma Aldrich, USA)

VECTASHIELD® Mounting Medium (Vector Laboratories, USA)
Olaparib (Selleckchem, USA)

PFMO1 (Selleckchem, USA)

Primami protilatka anti-CldU (Abcam, UK)

Sekundarni protilatka Alexa Fluor 568 anti-rat (Abcam, UK)
siRNA (OriGene, USA)

Trypsin (Thermo Fisher Scientific, USA)

Pristrojové vybaveni:

Laminarni box Scanlaf Mars Safety Classe 2 (LaboGene, Dansko)
Pipetor (Gilson, USA)

Rastovy inkubator (Thermo Fisher Scientific, USA)

Skenovaci mikroskop Olympus ScanR (Olympus, Japonsko)
Stolni centrifuga (Sigma Aldrich, USA)
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Svételny mikroskop (Zeiss, Némecko)
Trepacka Vortex (IKA, Némecko)
ViCell (Beckman Coulter, USA)

Prislusenstvi a pomucky:

15 ml plastové falkony (Sigma Aldrich, USA)

1,5 ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Kultivaéni sklicka o priméru 12 mm (Thermo Fisher Scientific, USA)
Parafilm (Thermo Fisher Scientific, USA)

Plastové kultivaéni lahve 75 cm? (TPP, Svycarsko)

Plastové kultivagni misky 75 cm? (TPP, Svycarsko)

Plastov¢ pipety (Thermo Fisher Scientific, USA)

Software:
GraphPad Prism 8 (USA)
ScanR Analysis software (Olympus, Japonsko)

4.1 Kultivace bunécéné linie U20S

Pro experiment byla vyuzita adherentni bunécna linie lidského osteosarkomu U20S. Bunky byly
kultivovany v zivném médiu DMEM obsahujici 10% FBS sérum a 1% smés antibiotik
penicilin/streptomycin v kultivaénich lahvich o plose 75 em? v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5 %
oxidu uhlicitého. Burniky byly pasaZovany tfikrat tydné. Proces pasazovani probihal odsatim Zivného
meédia pomoci vakuové pumpy s naslednym osetfenim bun¢k roztokem trypsinu (tzv. trypsinizace) o
objemu 500 pl pro jejich uvolnéni ze dna plastové kultivacni nadoby. Trypsinizace probihala po dobu
5 minut v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5 % oxidu uhli¢it¢ho. Nasledné bylo pfidano 5 ml éerstvého
zivného média DMEM (10% FBS sérum; 1% sm¢s antibiotik penicilin/streptomycin). Bunééna
suspenze byla prepipetovana do 15ml plastové falkony. Do specialni kyvety bylo odebrano 550 ul
dobfe promichané bunécné suspenze pro zméfeni koncentrace bunék pristrojem ViCell.

Po zméteni koncentrace byly butiky vysazeny na sklicka o priméru 12 mm do kultivaéni misky
o plose 75 cm?. Koncentrace ¢inila 200 000 bunék na 5 ml Zivného média z divodu ziskani 90 %
konfluence bunck v den pfipravy vzorku na fluorescenc¢ni mikroskopii a z diivodu inkubace po dobu
48 hodin s 5-chloro-2°-deoxyuridinem (CldU).

Veskeré chemikalie, které byly pouzivany pro praci s zivymi buitikami, byly vzdy pred praci

ohraté na 37 °C ve vodni lazni. Prace probihala za sterilnich podminek v laminamim boxu.



4.1.1 OSetieni bunék 5‘-chloro-2¢-deoxyuridinem (CldU) a olaparibem pro zaznaceni
templatového vlakna DNA a pro stanoveni inhibitoru

Po vysazeni byla k buitkam pridana pseudobaze CldU v koncentraci 10 pmol/l. Buiiky byly

kultivovany po dobu 48 hodin pfi teploté 37 °C a s 5 % oxidu uhli¢itého v inkubatoru. Po 48 hodinach

byla sklicka s buiikami pfenesena do cerstvého Zivného média DMEM. Nasledn¢ byla osetfena

inhibitory: olaparib (10 umol/l), mirin (50 umol/l), PFMO1 (50 umol/I), DNA2i (10 umol/l), LIG1i

(10 umol/l), FEN1i (10 umol/l) a kultivovana po dobu 16 hodin pies noc pfi teploté 37 °Cas 5 %

oxidu uhliéitého v inkubatoru.

4.1.2 OSetieni bunék 5-chloro-2¢-deoxyuridinem (CldU) a olaparibem pro zaznaceni
nascentniho vlakna DNA

Buiiky byly vysazeny na skli¢ka o praméru 12 mm do kultivaéni misky o plose 75 cm? a ponechany

kultivaci po dobu 48 hodin pfi teploté 37 °C a s 5 % oxidu uhlicitého v riistovém inkubatoru. Po 48

hodinach byla sklicka sbuikami pfenesena do cerstvého zivného média DMEM a

oSetfena kombinaci CldU (10 pmol/l) s olaparibem (10 umol/l) a kultivovana po dobu 16 hodin pfes

noc pii teploté 37 °C a s 5 % oxidu uhli¢itého v riistovém inkubatoru.

4.2 Imunofluorescence

Po osetfeni bunék a jejich kultivaci bylo pfitomné médium odsato pomoci vakuové pumpy a buriky
byly dvakrat promyty ledové vychlazenym fosfatovym pufrem PBS. Nasledné byla provedena pre-
extrakce ledové vychlazenym 0,2% roztokem Triton X-100 po dobu 5 minut pfi laboratomi teploté
na ledu. Po inkubaci bylo pre-extrakéni ¢inidlo odsato pomoci vakuoveé pumpy a buiiky byly dvakrat
promyty ledové vychlazenym PBS. Nasledn¢ byly buriky zafixovany 4% roztokem formaldehydu po
dobu 15 minut pfi laboratomi teploté na ledu. Po inkubaci byl formaldehyd odpipetovan do specialni
odpadni lahve. Buiky byly opét dvakrat promyty PBS.

Po fixaci byly buriky permeabilizovany 0,2% roztokem Triton X-100 po dobu 5 minut pfi
laboratorni teploté. Po permeabilizaci byly buiky pfeneseny na parafilm na podloznim skle. Na
jednotliva sklicka bylo naneseno 300 ul zivného média DMEM z duvodu ekvilibrace skla na médium
s protilatkou.

Byla pfipravena sm¢s primami protilatky anti-CldU v poméru 1:100 do zivného média. Smés
primarni protilatky byla fadné promichana na tfepacce Vortex. Na jednotliva sklicka bylo naneseno
50 ul smési primarni protilatky a nasledovala inkubace po dobu 60 minut v tmavém prostedi pfi
laboratomni teploté. Po inkubaci byla sklicka tfikrat promyta PBS a bylo opét naneseno 300 pl

zivného média.



Byla pfipravena smés sekundarni znacené protilatky Alexa Fluor 568 anti-rat v poméru 1:500 do
zivného média. Smés sekundarni protilatky byla fadn¢ promichana na tfepacce Vortex. Na jednotliva
sklicka bylo naneseno 50 pl smési sekundarni protilatky a opét nasledovala inkubace po dobu 60
minut v tmavém prostiedi pri laboratorni teploté.

Po inkubaci se smési sekundarni znacené protilatky byla sklicka tfikrat promyta PBS. Byla
pfipravena smés barviva DAPI (4°,6-diamino-2-fenylindol) v poméru 1:1000 do PBS. Zasobni
koncentrace barviva DAPI ¢inila 1 pg/ml. Na jednotliva sklicka bylo naneseno 80 ul smési barviva
DAPI a nasledovala inkubace po dobu 15 minut ve tmé pfi laboratorni teploté. Po inkubaci
s barvivem DAPI byla sklicka trikrat promyta v PBS a jedenkrat v destilované vod¢. Pomoci reverzni
pinzety byla sklicka pfenesena na papirovy ubrousek a byla zde ponechana po dobu 1-2 hodin pro
kompletni vysuseni sklicka.

Na podlozni sklo bylo v kapickach naneseno 1,5 pl specialniho mountovaciho média Vectashield.
Sucha sklicka s oSetfenymi burikami byla po jednom pfenesena pomoci reverzni pinzety do
jednotlivych kapicek buikami smérem dolu. Sklicka byla nakonec zafixovana k podloznimu sklu
pomoci laku na nehty.

Takto pfipravena sklicka byla nasledn¢ analyzovana nebo pfipadné odloZena do tmavého

prostredi pri teploté 4 °C.

4.2.1 Umlceni polymerazy PRIMPOL a esencialnich proteinu MRE11, EXO1 a CtiP
pomoci siRNA interference

Do dvou 1,5ml mikrozkumavek byly pfipraveny dva reakéni mixy. Prvni mikrozkumavka
obsahovala 500 pl média OPTIMEM obsahujici lipofektamin. Druha mikrozkumavka obsahovala
500 pl média OPTIMEM obsahujici siRNA o finalni koncentraci 10 nmol/l. Po 5 minutach byly oba
reakéni mixy smichany do jedné mikrozkumavky, promichany a inkubovany po dobu 15 minut pfi
laboratorni teplotg.

Z kultivacni misky s buiikkami byly odsaty 3 ml Zivného média, poté byl pfidan 1 ml siRNA
transfekéniho mixu. Buriky byly nasledné kultivovany v inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C s 5 % oxidu
uhlic¢it¢tho po dobu 16 hodin. Na druhy den byly buriky pasazovany a pfipraveny na

imunofluorescencni experimenty podobné jako je popsano v kapitolach 4.1 a 4.2.

4.3 Imunofluorescencni mikroskopie

Po provedeni imunofluorescence byla zafixovana sklicka nasnimana a analyzovana pomoci
skenovaciho mikroskopu Olympus ScanR. Podlozni sklo se zafixovanymi sklicky bylo otoceno o
180° a vloZeno na stolek nachazejici se té¢sné nad objektivem. V ramci snimani bylo nastaveno 64 az
100 pozic na sklicko v zavislosti na poctu bun¢k na sklicku. Za ostfeni byl zodpovédny hardwarovy

autofokus firemniho nastaveni, hrubé ostfeni bylo v poctu 10 ostficich rovin a jemné ostfeni také
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v poctu 10 ostficich rovin. Intenzita vybojky byla nastavena v poméru 1000 milisekund pro ¢ervené
excitacni spektrum. Intenzita modrého excitacniho spektra byla 3 sekundy pro DAPI. Buiiky byly
nasnimany objektivem v suchém prostiedi se zvétSenim 40x. Nasledn¢ byly manualn¢ uréeny stiedy
na sklickach a bylo spusténo jejich foceni, které trvalo priblizné 1 hodinu.

Analyza probihala v softwaru ScanR Analysis software, kde se hodnotila priméma intenzita
Alexa Azide 568 na buikach, které prosly filtraci na spravnou velikost a odstranéni nespecifického
signalu. Vysledkem analyzy byl textovy soubor obsahujici intenzity signalu odpovidajici Alexa
Azide 568 pro kazdou bunku jednotlivé. Timto zpusobem bylo vyexportovano kazdé sklicko zvlast.
Ziskana data slouzila pro pfipravu kvantitativniho vyhodnoceni. Dale byly vyexportovany ¢tvercove
mozaiky ve velikosti 4x4 odpovidajici nahodnym buiikam po nafoceni. Ctvercové mozaiky rovnéz
slouzily jako reprezentativni obrazky ke kvantitativnimu vyhodnoceni. Na ¢tvercovych mozaikach
je z duvodu lepsiho rozliseni a detekce zobrazen zeleny signal, ktery byl manualné preveden v ScanR
analysis software z ¢erveného signalu odpovidajici protilatce AlexaAzide 568. Tato analyza se také
oznacuje jako kvantitativni cytometrie zaloZzena na obrazku a je bézné pouzivanou analyzou pro
skenovaci mikroskop Olympus ScanR.

Grafy byly vytvoreny v programu GraphPad Prism 8. V ramci analyzy bylo nasnimano vice nez

1000 bungk na jednotlivé podminky oSetfeni bunck.
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5 VYSLEDKY

5.1 Analyza jednovliknovych DNA mezer na templitovém a nascentnim

vlakné DNA po oSetfeni olaparibem

Cilem metody znaceni DNA pomoci pseudobaze CldU s naslednym oSetfenim bunék olaparibem
bylo zjistit pozici jednovlaknovych DNA mezer, které vznikaji béhem replikace DNA. Pro uréeni
pozic jednovlaknovych DNA mezer na nascentni ¢i templatové DNA byly provedeny dva odlisné
principy znaceni s naslednym oSetfenim bunék olaparibem (PARPi) v riznych ¢asovych intervalech
od 2 do 16 hodin (Obrazek 1A).

Jestlize se jednovlaknové DNA mezery nachazely na nascentnim vlakné DNA, detekovany CldU
signal bude pochazet ze znaeného templatového vlakna DNA. Tato vizualizace je mozna diky
navazané anti-CldU protilatce na pseudobazi CldU inkorporované na templatovém vlakné DNA.
K tomu dochazi pouze v pripadg, jestlize se na nascentnim vlakné DNA nachazi jednovlaknové DNA
mezery, ¢imz dojde k odhaleni chloridové baze s navazanou anti-CldU protilatkou na templatové
DNA. Mezery nemohou byt vizualizovany samy o sobg, jelikoZ se nejedna o strukturu. Naopak,
pokud se jednovlaknové DNA mezery nachazely na templatovém vlakné DNA, detekovany CldU

signal bude pochazet ze znaceného nascentniho vlakna DNA (Obrazek 1B).

Znaceni templatové DNA Znaceni nascentni DNA

A Cldu 48h Promyti Olaparib 2-16h CldU+olaparib 2-16h

5
>

v

CldU-znacenda templatovda DNA  Expozice templatového vidkna DNA

B —

Neznacena DNA /’ ?ﬂ
— il B
\\\ Olaparib
—/_/_

\ _\_\ ﬁ_\

il

CldU-znacend nascentni DNA Expozice nascentniho vidkna DNA

Obrdzek 1: (A) Reprezentativni schéma znaceni templatové a nascentni DNA prostiednictvim CldU. (B)
Reprezentativni schéma expozice templatového a nascentniho vldkna DNA pro uréeni pozice vzniku
jednovldknovych DNA mezer po ovlivnéni olaparibem na templdtovém nebo nascentnim vldkn¢é DNA
vizualizovanych pomoci anti-CldU protilatky. Pfevzato a upraveno podle (Leung et al., 2023).

Analyza jednovlaknovych DNA mezer po oSetieni bunck olaparibem v raznych casovych
intervalech (od 2 do 16 hodin) ukazala, Ze doslo k detekei narastu CldU signalu, pravdépodobné

pochazejiciho ze znafené templatové DNA korespondujici jednovlaknovym DNA mezeram
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lokalizovanych na nascentni DNA (Obrazek 2A). Byl tispésné detekovan nartst CldU signalu pomoci
skenovaciho mikroskopu Olympus ScanR, a to uz po 4 hodinach inkubace s olaparibem o
koncentraci 10 umol/l. Zaroven muzeme pozorovat slaby narast CldU signalu jiz po 4 hodinach
inkubace s olaparibem, coZz muze znacit rychlou tvorbu jednovlaknovych DNA mezer béhem
replikace DNA, ackoliv je kvantitativni analyza obtizn¢ vyhodnotitelna. Naopak nejvyssi signal byl
detekovany po 16 hodinach inkubace s olaparibem (Obrazek 2A, 2B).
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Obrazek 2: (A) Graf zndzoriyjici intenzitu detekovaného CIdU signalu odpovidajiciho jednovlaknovym DNA mezeram
lokalizovanych na nascentnim vlakn¢ DNA pfi zaznaCeni templatového vlakna DNA po riznych ¢asovych intervalech (2,
4, 6, 8 hodin + 16 h pies noc) inkubace buné¢né linie U20S s olaparibem o koncentraci 10 umol/l. V grafu jsou vyneseny
prumémé hodnoty naméfené intenzity signalu CldU a chybové usecky znazoriwujici smérodatnou odchylku (SD). (B)
Reprezentativni obrazky bunééné linie U20S potizené pomoci skenovaciho mikroskopu Olympus ScanR pfi zvétSeni 40x
v suchém prostiedi. Jednotlivé obrazky zobrazuji detekovany CldU signal (zeleng), ktery odpovida jednovldknovym DNA
mezeram lokalizovanych na nascentnim vlakn¢ DNA pfi zaznaceni templatového vidkna DNA. Modfe jsou zobrazena jadra
jednotlivych bunck diky fluorescenc¢nimu barvivu DAPI. Buiiky byly oSetfeny pseudobazi CldU po dobu 48 hodin a
nasledné oSetfeny olaparibem po dobu ruznych Casovych intervalu (2, 4, 6, 8 hodin + 16 h pies noc). Buiky byly
vizualizovany pomoci anti-CldU protilatky.

Na druhou stranu, pfi zaznaceni nascentniho vlakna DNA, nebyl oproti kontrole zaznamenan
narast CldU signalu (Obrazek 3A). V casovych intervalech od 2 do 8 hodin inkubace bunck
s olaparibem o koncentraci 10 umol/l byl narist CldU signalu nezavisle na kontrole minimalni, coz
znamena, ze se jednovlaknové DNA mezery s nejvétsi pravdépodobnosti nevytvareji na templatovém
vlakné DNA. Oproti pfedchozimu piipadu byl zaznamenan pouze minimalni nartst CldU signalu po
16 hodinach inkubace s olaparibem (Obrazek 3A). Ackoli se jedna o minimalni narust, je velmi
pravdépodobné, Zze bunky osetfené pseudobazi CldU v kombinaci s olaparibem po dobu 16 hodin,
jiz presly z prvni S-faze bunééného cyklu do druhé S-faze. Ve druhé S-fazi bunééného cyklu se
pseudobaze CldU jiz nemusi nachazet na nascentnim vlakné DNA, avSak na templatovém vlakné

DNA, kter¢ bylo olaparibem exponovano (Obrazek 3A, 3B).
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Obrdzek 3: (A) Graf zndzoriyjici intenzitu detekovaného CIdU signalu odpovidajiciho jednovlaknovym DNA mezeram
lokalizovanych na templatovém vlakné¢ DNA pfi zaznaCeni nascentniho vlakna DNA po ruznych ¢asovych intervalech (2,
4, 6, 8 hodin + 16 h pies noc) inkubace buné¢né linie U20S s olaparibem o koncentraci 10 umol/l. V grafu jsou vyneseny
prumémé hodnoty naméfené intenzity signalu CldU a chybové usecky zndzoriujici smérodatnou odchylku (SD). (B)
Reprezentativni obrazky buné€éné linie U20S potizené pomoci skenovaciho mikroskopu Olympus ScanR pfi zvétSeni 40x
v suchém prostiedi. Jednotlivé obrazky zobrazuji detekovany CldU signal (zeleng), ktery odpovida jednovldknovym DNA
mezeram lokalizovanych na templatovém vlakné DNA pfi zaznaCeni nascentniho vldkna DNA. Modie jsou zobrazena jadra
jednotlivych bun¢k diky fluorescen¢nimu barvivu DAPI Buiiky byly oSetfeny pseudobazi CldU o koncentraci 10 pmol/l
v kombinaci s olaparibem o koncentraci 10 umol/l po dobu riznych ¢asovych intervalu (2, 4, 6, 8 hodin + 16 h pies noc).

Buiiky byly vizualizovany pomoci anti-CldU protilatky.

5.2 Stanoveni moznych inhibitoru nukleaz zodpovédnych za tvorbu

jednovliknovych DNA mezer

Tato cast experimentu si kladla za cil vyhledat specifické inhibitory esencialnich proteinu
zodpovédnych za vznik jednovlaknovych DNA mezer. Pokud by doslo k poklesu CIdU signalu po
jejich inhibici, mohlo by se potencialn¢ jednat o faktory pfispivajici ke zvySené tvorbé
jednovlaknovych DNA mezer. Zaroven nas zajimalo, jaky faktor stoji za vysokym narustem CldU
signalu, ktery pochazel ze znacené¢ho templatového vlakna DNA po 16 hodinach inkubace
s olaparibem o koncentraci 10 pmol/l.

Nejprve bylo provedeno umlceni polymerazy PRIMPOL pomoci siRNA (Obrazek 4A). Jedna se
o proces umléeni genu, jehoZ produkt, ktery tento gen kdduje, neni exprimovan. Polymeraza
PRIMPOL je zodpovédna za repriming v piipad¢ pritomnosti léze na vlakn¢ DNA. Léze, které¢ se
nachazi na vlakné DNA, byvaji opravovany prostfednictvim enzymu PARP1. AvSak po ovlivnéni
bun¢k olaparibem, ziistane opravny enzym PARPI1 na vlakné DNA zablokovany. Umlceni bylo
provedeno z toho divodu, ze v pripadé zablokovaného enzymu PARPI na vlakné a pfitomnosti

polymerazy PRIMPOL, polymeraza tuto piekazku preskoci a vynecha kratky tsek béhem syntézy
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(Kang etal., 2021). To by mohl byt jeden z moznych zdroju jednovlaknovych DNA mezer po osSetieni
bunék olaparibem.

Zaroven byla provedena inhibice enzymu podilejicich se na zpracovani Okazaki fragment,
FENI/DNA2 a LIG1 (Obrazek 4B). Za fyziologické situace je tato draha plné funkéni, avsak
v BRCA defektnich burikach nikoliv, coz by mohl byt dalsi zdroj vzniku jednovlaknovych DNA
mezer (Cong etal., 2021). Bylo vSak zjisténo, Ze jak umlceni polymerazy PRIMPOL, tak ani inhibice
FEN1/DNAZ2 a LIG1 nepfispiva ke zvySenému vzniku jednovlaknovych DNA mezer po 16 hodinach
inkubace s olaparibem (Obrazek 4A Cemé¢, 4B cemn¢). Umléeni polymerazy PRIMPOL a inhibice
FEN1/DNA2 a LIG1 bez pritomnosti olaparibu taktéZ nepfispiva ke vzniku jednovlaknovych DNA
mezer (Obrazek 4A modre, 4B modie).
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Obrdzek 4: (A) Graf znazoriujici primérnou intenzitu detekovaného C1dU signalu po uml¢eni polymerazy PRIMPOL.
(B) Graf znazorujici pramérnou intenzitu detekovaného CIdU signalu po inhibici faktori podilejicich se na zpracovani
Okazaki fragmentu (FEN1, LIG1, DNA2) pomoci inhibitori FENT1i, LIG1i, DNA2i o koncentracich 10 umol/l po dobu
16 hodin inkubace v ristovém inkubatoru pfi 37 °C s 5 % oxidu uhli¢it¢ho. Modfe jsou zde znazornény intenzity
signalu CldU detekovaného u buné¢né linie U20S bez ovlivnéni olaparibem. Cern¢ jsou zde zndzomény intenzity
signdlu CldU u bunécné linie U20S, ktera byla ovlivnéna olaparibem o koncentraci 10 pmol/l po dobu 16 hodin.
Cerveng je vyznacena prumérna hodnota intenzity signalu CIldU.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki bylo dale predpokladano, zda za vysokym narastem CIdU signalu
po inkubaci bun¢k s olaparibem, a tedy za pritomnost jednovlaknovych DNA mezer na nascentnim
vlakn¢ DNA, nestoji zvySena aktivita nukleazového komplexu MRN (MRE11-RADS50-NBS1). Tyto
jednovlaknové DNA mezery mohou byt zpracovany do dvouvlaknovych zlomu z davodu opravy
DNA pomoci HR nebo NHEJ. Byla provedena inhibice nukleazy MREI11 prostiednictvim
specifickych inhibitord PFMO01 a mirin o koncentraci 50 pmol/l spolu s olaparibem po dobu 16 hodin
inkubace (Obrazek 5A, 5B). Vysledky ukazaly, Ze pii inhibici MREI11 pomoci inhibitort mirin a
PFMO1 v kombinaci s olaparibem doslo k vyraznému poklesu CIdU signalu, tudiz by MRE11 mohla

byt dulezitym faktorem, ktery by mohl pfispivat ke zvySené tvorbé jednovlaknovych DNA mezer
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(Obrazek 5A, 5B cemg). Navic, inhibice MRE11 pomoci PFMO01 a mirin nezpiisobuje jednovlaknové
DNA mezery sama o sob¢ (Obrazek 5SA, 5B modie). To naznacuje, ze samotna inhibice nukleaz

nezpusobuje konformacni zmény na DNA, avS§ak v kombinaci s olaparibem jiz ano.
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Obrdzek 5: (A) Graf znazoriujici pramérnou intenzitu detekovaného CldU signalu po inhibici MRE11 pomoci
inhibitoru mirin o koncentraci 50 pmol/l po dobu 16 hodin inkubace. (B) Graf znazoriujici primérnou intenzitu
detekovaného CldU signalu po inhibici MRE11 pomoci inhibitoru PFMO1 o koncentraci 50 pumol/l po dobu 16
hodin inkubace. Modfe jsou zde zndzornény intenzity signalu CldU detekovaného u bunécné linie U20S bez
ovlivnéni olaparibem. Cerng jsou zde zndzomény intenzity signalu CIdU u bunééné linie U20S, ktera byla
ovlivnéna olaparibem o koncentraci 10 pmol/l po dobu 16 hodin. Cervené je vyznadena praméma hodnota
intenzity signalu CIdU.

5.3 Uml¢eni esencialniho DSB proteinu CtiP zpusobujici nejvétsi pokles

CldU signalu po ovlivnéni bunék olaparibem

Na zaklad¢é zjisténi, ze inhibice MREII zpasobuje pokles CldU signalu po ovlivnéni bunck
olaparibem, bylo rozhodnuto vyfadit esencialni DNA nukleazy MRE1l a EXOI soucasné
s dalezitym rozpoznavacim faktorem dvouvlaknovych zloma, proteinem CtiP. Rozhodnuti bylo
provedeno za ucelem ovéreni hypotézy, zdali zvySeny narust CldU signalu po ovlivnéni olaparibem
po dobu 16 hodin nesouvisi se zpracovanim jednovlaknovych DNA mezer na dvouvlaknové zlomy
ve druhé S-fazi bunééného cyklu.

V tomto experimentu bylo provedeno umlceni esencialnich proteint MREI11, EXO1 a CtiP,
hrajici roli v homologni rekombinaci a oprav dvouvlaknovych zlomi, pomoci siRNA interference.
Bylo zjisténo, ze uml¢eni MRE11, na rozdil od jeji inhibice pomoci inhibitorii mirin a PFMO1,
nezpusobila vyrazny pokles jednovlaknovych DNA mezer (Obrazek 6A ¢emné, 6B) po ovlivnéni
bun¢k olaparibem. Vyrazn¢jsi pokles CldU signalu byl zaznamenan az po umlceni faktoru EXO1 a
souCasn¢ nejvyraznéjsi pokles (pfiblizné 50 %) byl zaznamenan po umlceni faktoru CtiP za

sou¢asn¢ho ovlivnéni bun¢k olaparibem (Obrazek 6A cem¢, 6B). Umlceni jednotlivych nukleaz
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nezpusobilo zvySeni CldU signalu oproti kontrolnimu umlceni, coz znamena, ze samotn¢ umléeni
danych nukleaz nezpusobuje zvySenou tvorbu jednovlaknovych DNA mezer bez pritomnosti
olaparibu (Obrazek 6A bile, 6B).

Nase vysledky naznacuji, ze vysoky narast CldU signalu, odpovidajici jednovlaknovym DNA

mezeram, souvisi s jejich zpracovanim do dvouvlaknovych zlomi ve druhé S-fazi bunééného cyklu.
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Obrazek 6: (A) Graf znazorujici intenzitu detekovaného signalu CldU po umlceni esencialnich nukleaz MRE11, EXO1
a rozpoznavaciho faktoru dvouvlaknovych zlomi CtiP. Uml¢eni bylo provedeno pomoci siRNA interference. Bile je zde
znazomnéno umléeni faktora MREL1, EXO1 a CtiP u bun&né linie U20S bez ovlivnéni olaparibem. Cerné je zde
znazornéno uml¢eni faktora MRE11, EXOL1 a CtiP u buné¢né linie U20S, ktera byla ovlivnéna olaparibem o koncentraci
10 umol/l po dobu 16 hodin. V grafu jsou vyneseny prumérné hodnoty namétené intenzity signalu CldU a chybové usecky
znazoriujici smérodatnou odchylku (SD). (B) Reprezentativni obrazky bunécné linie U20S potizené pomoci skenovaciho
mikroskopu Olympus ScanR pii zvétSeni 40x v suchém prostiedi. Jednotlivé obrazky zobrazuji detekovany CldU signal
(zeleng), po umlceni faktora MRE11, EXOL1 a CtiP bez olaparibu (nahote) a s olaparibem o koncentraci 10 umol/l po dobu
16 hodin inkubace (dole). Modfe jsou zobrazena jadra jednotlivych bunck diky fluorescen¢nimu barvivu DAPL.
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6 DISKUZE

V této bakalarské praci byla pozornost zaméfena na olaparibem indukované jednovlaknové DNA
mezery jakozto alternativni model bunééné letality zprostiedkované inhibitory PARP, na rozdil od
puvodniho modelu degradace replikacéni vidlicky a indukce dvouvlaknovych zlomu v BRCA
defektnich buikach (Helleday, 2011; Thakar & Moldovan, 2021). Na§ pfistup vychazel z ¢lanku
(Leung et al., 2023), kde bylo zkoumano, jak ATR kinaza chrani replikac¢ni vidlicky vystavené
replikacnimu stresu. Jejich vysledky se zabyvaly zejména lokalizaci jednovlaknovych DNA mezer
indukovanych inhibitory ATR prostfednictvim expozice templatového ¢i nascentniho vlakna DNA a
zaznaceni jednotlivych vlaken pomoci CldU za nedenaturujicich podminek s naslednou detekci
signalu (Leung et al., 2023). Jejich pfistup byl nami vyuzit pro urceni, na jakém vlakné DNA olaparib
indukuje vznik jednovlaknovych DNA mezer.

Nase vysledky ukazaly, ze pfi zaznaCeni templatového vlakna DNA prostiednictvim CldU,
olaparib indukuje vznik jednovlaknovych DNA mezer na nascentnim vlakné DNA, coz muze odrazet
ruzn¢ zmény struktury replikacni vidlicky. Prikladem je rozpojeni DNA helikazy a polymerazy,
degradace nascentniho vlakna DNA, tvorba jednovlaknovych DNA mezer nebo resekce nascentniho
vlakna DNA z konci DNA. Na druhou stranu, pfi zaznaceni nascentniho vlakna DNA, se nam
nepodafilo jednovlaknové DNA mezery na templatovém vlakn€ detekovat. To znamena, Ze
jednovlaknové DNA mezery indukované olaparibem se netvori na obraceném rameni replikaéni
vidlicky, nebo prostiednictvim degradace templatového vlakna DNA (Leung et al., 2023). Bylo
zaznamenano, ze¢ vysoka tvorba olaparibem indukovanych jednovlaknovych DNA mezer je zavisla
na Case, jelikoz detekovany CldU signal v prubéhu Casu taktéz roste, coz je v souladu s dukazy, ze
PARPi zptsobuji defekty v pritbéhu replikace (Maya-Mendoza et al., 2018; Cong et al., 2021). Na
druhou stranu byl zaznamenan az neobvykle vysoky CIdU signal, spojeny s tvorbou
jednovlaknovych DNA mezer, po 16 hodinach inkubace s olaparibem. To by mohlo odpovidat tfem
moznym situacim, které by tento vysoky signal mohly zptsobovat. Po Sestnactihodinové expozici
olaparibem by mohlo jednovlaknovych DNA mezer vznikat vice, jednovlaknové DNA mezery by
mohly byt vét§i nebo by mohly byt zpracovany do dvouvlaknovych zlomt. Nasim cilem bylo zjistit,
co je pri¢inou tak neobvykle vysokého CldU signalu po 16 hodinach inkubace s olaparibem.

Bylo provedeno umléeni PRIMPOL, specializované polymerazy, ktera je zodpovédna za
repriming DNA v pfipad¢ pfitomnosti léze na vlakné (Kang et al., 2021). Vzhledem k tomu, Ze
olaparib zachycuje PARPI na vlakné DNA, je mozné, Ze repriming zprostfedkovany PRIMPOL
muze zodpovidat za vzniklé jednovlaknové DNA mezery indukované olaparibem po 16 hodinach
inkubace. Bylo také zjisténo, ze ovlivnéni bunck PARPi, zpusobuje urychleni replikacni vidlicky
(Maya-Mendoza et al., 2018). Aktualizované poznatky vSak naznacuji, ze zvySena citlivost
karcinomu s deficitem BRCA1 k inhibici PARP, by mohla byt zplsobena spise jednovlaknovymi
DNA mezerami neZ urychlenim replikac¢nich vidlicek (Cong et al., 2021; Panzarino et al., 2021).
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Dale bylo zjisténo, ze urychleni replikacnich vidlicek po ovlivnéni bunék olaparibem, muze byt
spojeno s PRIMPOL repriming procesy. Tento zavér je podporen tim, Ze deplece PRIMPOL vraci
rychlost replikacnich vidlicek na uroven podobnou normalnim bunéénym typim (Giansanti et al.,
2022). V souladu s tim jsme predpokladali, ze neobvykle vysoky nartst CldU signalu, ktery je spojen
s olaparibem indukovanymi jednovlaknovymi DNA mezerami, muze zaviset na PRIMPOL
reprimingu, stejn¢ jako na urychleni replikacnich vidlicek (Giansanti et al., 2022). Nase vysledky
vSak ukazaly, ze jednovlaknové DNA mezery indukované olaparibem, nejsou zpusobené procesem
PRIMPOL repriming, jelikoz pfi depleci PRIMPOL nebyl detekovany pokles CldU signalu.
Soucasné bylo navrzeno, Ze olaparib indukuje vznik jednovlaknovych DNA mezer v dasledku
defektni syntézy opozdujicitho vlakna skrze prekazky vznikajici v mistech zpracovani Okazaki
fragmentu (Cong et al., 2021). Bylo rovnéz prokazano, ze PARPi brani v dokondeni syntézy Okazaki
fragmentu (Vaitsiankova et al., 2022), proto jsme predpokladali, ze defektni OFP mohou pfispivat ke
zvySené tvorbé jednovlaknovych DNA mezer. Na zaklad¢é toho, byla provedena inhibice OFP
proteinii (FEN1, DNA2, LIG1) jak s olaparibem, tak bez néj. Nicméné, podobné jako pii umléeni
PRIMPOL, nebyl zaznamenan pokles CldU signalu. To naznacuje, Ze ani jeden z téchto mechanismu
neprispiva k abnormalni tvorbé jednovlaknovych DNA mezer po Sestnactihodinovém pusobeni
olaparibu.

Zajimavym zjisténim je, ze PARPi generuje tvorbu dvouvlaknovych zlomu ve druhé S-fazi
bunééného cyklu. V prvni S-fazi PARPi vyvola tvorbu jednovlaknovych DNA mezer za replikacni
vidlickou. Tim, Zze PARPi zablokuje enzym PARP1 na poskozeném vlakné DNA, zabrani tak
dokonceni opravy a vyplnéni mezer az do druhé S-faze. To vede ke kolizim replikac¢ni vidlicky
s jednovlaknovymi DNA mezerami, coz zpusobuje tvorbu kritickych dvouvlaknovych zlomu
(Simoneau et al., 2021). Na zaklad¢ toho jsme predpokladali, Ze zvySeny CldU signal by mohl byt
zpusoben zpracovanim jednovlaknovych DNA mezer do dvouvlaknovych zlomu skrze homologni
rekombinaci. Tento predpoklad byl v souladu s nasimi vysledky. Doba déleni bun¢k U20S odpovida
pfiblizné¢ 14 hodinam, proto se mizeme domnivat, Ze po Sestnactihodinové inkubaci bunck
s olaparibem, jsou mezery rozpoznany prostrednictvim BRCA1 a faktoru CtiP a nasledné zpracovany
do dvouvlaknovych zlomu pomoci komplexu RAD5S0/MRN/NBSI1. Jeden z kli¢ovych krokti opravy
dvouvlaknovych zlomu je rovnéz zpracovani koncii DNA. Proto jsme predpokladali, ze zvysena
aktivita DNA nukleaz by mohla byt zdrojem neobvykle vysokého CldU signalu, ktery je spojen se
vznikem jednovlaknovych DNA mezer. Podle ocekavani bylo detekovano podstatné snizeni CldU
signalu po inhibici MREI11 prostfednictvim inhibitora mirin a PFMO1. To nas ovSem vedlo k dalsi
hypotéze, zda naruseni MRE11 a EXOI1, které jsou zodpovédné za kratkou, respektive dlouhou
resekci DNA, spolu s kli¢ovym rozpoznavacim faktorem CtiP, nemohou byt zdrojem zvySenc¢ho
CIdU signalu. Bylo tak provedeno umlceni téchto faktoru, pficemz vysledky ukazaly, ze umlceni
EXO1 a CtiP vedla k podstatnému snizeni CldU signalu. Snizeni CldU signalu po umlceni

rozpoznavaciho faktoru CtiP muze byt vSak zpusobeno i snizenou replikaci DNA, jelikoz

41



jednovlaknové DNA mezery vznikaji pouze béhem funkéni replikace DNA. Umléeni MRE11 vSak
nezpusobilo vyrazné snizeni CldU signalu na rozdil od jeji inhibice. Nemuzeme vyloucit, ze by
umlceni MREI1 nemohla v burikach spustit kompenzaéni mechanismy, které by tuto nukleazu
nahradily. Navic se ukazalo, Zze resekce konci DNA muze probihat i bez funk¢ni nukleazy MRE11.

Navrhujeme tedy, ze neobvyklé zvyseni CldU signalu by mohlo byt zpisobeno rozpoznanim a
naslednym zpracovanim jednovlaknovych DNA mezer do kritickych dvouvlaknovych zlomu
zejména ve druhé S-fazi bunééného cyklu. V souladu stim taktéz navrhujeme, Zze zdrojem
detekovaného neobvykle vysokého CldU signalu, je proces resekce konci DNA, ktery odhaluje
templatovou DNA s navazanou pseudobazi CldU, ktera je pak detekovana anti-CldU protilatkou.
Pokud by bylo vlakno DNA neporusené, anti-CldU protilatka by se nemohla navazat na vycnivajici
chloridovou bazi, tudiz by nedoslo k detekci CldU signalu. Soucasné nejvEtsi snizeni CldU signalu
zpusobilo umléeni rozpoznavaciho faktoru CtiP, pravdépodobné diky neschopnosti rozpoznat
jednovlaknové DNA mezery. To znamena, Zze zpracovani jednovlaknovych DNA mezer na
dvouvlaknové zlomy neni funkéni a tyto mezery tak nejsou do DSB zpracovany. Nase vysledky se
shoduji s poznatky v ¢lanku (Hale et al., 2023), kde je popisovano, ze jednovlaknové mezery v DNA
po ovlivnéni hydroxyureou a cisplatinou, jsou také zpracovavany do dvouvlaknovych zlomu

prostrednictvim MRN komplexu.
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7 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméfena na analyzu a naslednou detekcei jednovlaknovych DNA mezer
po ovlivnéni bun¢k olaparibem. Soucasné byla zaméfena na pficinu neobvyklého narustu CldU
signalu po prodlouzené expozici olaparibem po dobu 16 hodin a na faktory, které mohou byt
odpovédné za tento neobvykly narust CldU signalu.

Bylo zjisténo, ze olaparib indukuje vznik jednovlaknovych DNA mezer na nové syntetizovaném
vlakné DNA. Bylo taktéz zjisténo, Ze jednovlaknové DNA mezery po ovlivnéni bunck olaparibem
po dobu 16 hodin, jsou pravdépodobné zpracovavany do dvouvlaknovych zlomu prostfednictvim
kli¢ovych proteint pro rozpoznani a zpracovani jednovlaknovych DNA mezer, jako jsou MREIL,
EXO1 a CtiP. Dale bylo zjisténo, Zze toto zpracovani probiha ve druhé S-fazi bunééného cyklu a
umlceni esencialniho proteinu CtiP snizuje CIdU signal pfiblizné o 50 %. Navic inhibice nukleazy
MREI11 takté¢z prispiva k poklesu olaparibem indukovaného CIldU signalu. Naopak umlceni
specializované polymerazy PRIMPOL a inhibice OFP proteinu nepfispivaji ke zvysenému CldU
signalu po ovlivnéni bun¢k olaparibem po dobu 16 hodin.

Zavérem lze konstatovat, ze toxicita jednovlaknovych DNA mezer je zvysena ve druhé S-fazi
bunééného cyklu z divodu vzniku dvouvlaknovych zlomu. Tato zji§téni prispivaji k rozsireni
znalosti o problematice PARP inhibitorti a jednovlaknovych DNA mezer a mohou slouzit jako zaklad
pro navazujici vyzkum cytotoxicity PARP inhibitorii, které¢ hraji roli v genomové nestabilité

nadorovych bunék.



8 LITERATURA

Alemasova, E., & Lavrik, O. (2019). Poly(ADP-ribosyl)ation by PARP1: reaction mechanism and
regulatory proteins. Nucleic Acids Research, 47(8), 3811-3827. https://doi.org/10.1093/nar/gkz120

Ali, R., Alabdullah, M., Algethami, M., Alblihy, A., Miligy, 1., Shoqafi, A., Mesquita, K., Abdel-
Fatah, T., Chan, S., Chiang, P., Mongan, N., Rakha, E., Tomkinson, A., & Madhusudan, S. (2021).
Ligase 1 is a predictor of platinum resistance and its blockade is synthetically lethal in XRCClI
deficient epithelial ovarian cancers. Theranostics, 11(17), 8350-8361.
https://doi.org/10.7150/thno.51456

Amg, J., Spenlehauer, C., & de Murcia, G. (2004). The PARP superfamily. BioEssays, 26(8), 882-
893. https://doi.org/10.1002/bies.20085

Amott, S., Hutchinson, F., Spencer, M., Wilkins, M., Fuller, W., & Langridge, R. (1966). X-Ray
Diffraction Studies of Double Helical Ribonucleic Acid. Nature, 211(5046), 227-232.
https://doi.org/10.1038/211227a0

Avery, O., MacLeod, C., & McCarty, M. (1944). STUDIES ON THE CHEMICAL NATURE OF
THE SUBSTANCE INDUCING TRANSFORMATION OF PNEUMOCOCCAL TYPES. Journal
of Experimental Medicine, 79(2), 137-158. https://doi.org/10.1084/jem.79.2.137

Bai, G., Kermi, C., Stoy, H., Schiltz, C., Bacal, J., Zaino, A., Hadden, M., Eichman, B., Lopes,
M., & Cimprich, K. (2020). HLTF Promotes Fork Reversal, Limiting Replication Stress Resistance
and Preventing Multiple Mechanisms of Unrestrained DNA Synthesis. Molecular Cell, 78(6), 1237-
1251.¢e7. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2020.04.031

Bai, P. (2015). Biology of Poly(ADP-Ribose) Polymerases: The Factotums of Cell Maintenance.
Molecular Cell, 58(6), 947-958. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2015.01.034

Bansal, P. (1999). Book Reviews. Indian Journal of Public Administration, 45(1), 106-108.
https://doi.org/10.1177/0019556119990112

Barlow, J., & Nussenzweig, A. (2014). Replication initiation and genome instability: a crossroads
for DNA and RNA synthesis. Cellular and Molecular Life Sciences, 71(23), 4545-4559.
https://doi.org/10.1007/s00018-014-1721-1

Beemink, H., & Morrical, S. (1999). RMPs: recombination/replication mediator proteins. 7rends
in Biochemical Sciences, 24(10), 385-389. https://doi.org/10.1016/S0968-0004(99)01451-6

Bell, S., & Dutta, A. (2002). DNA Replication in Eukaryotic Cells. Annual Review of
Biochemistry, 71(1), 333-374. https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.71.110601.135425

Berti, M., Ray Chaudhuri, A., Thangavel, S., Gomathinayagam, S., Kenig, S., Vujanovic, M.,
Odreman, F., Glatter, T., Graziano, S., Mendoza-Maldonado, R., Marino, F., Lucic, B., Biasin, V.,
Gstaiger, M., Aebersold, R., Sidorova, J., Monnat, R., Lopes, M., & Vindigni, A. (2013). Human
RECQI1 promotes restart of replication forks reversed by DNA topoisomerase I inhibition. Nature
Structural & Molecular Biology, 20(3), 347-354. https://doi.org/10.1038/nsmb.2501

44


https://doi.org/10.1093/nar/gkzl20
https://doi.org/10.1002/bies.20085
https://doi.org/10.1038/211227a0
https://doi.org/10.1084/jem.792.137
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2020.04.031
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2015.01.034
https://doi.org/10.1177/0019556119990112
https://doi.org/10.1007/s00018-014-1721-l
https://doi.org/10.1016/S0968-0004(99)01451-6
https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.71.110601.135425
https://doi.org/10.1038/nsmb.2501

Bhagwat, M., & Nossal, N. (2001). Bacteriophage T4 RNase H Removes Both RNA Primers and
Adjacent DNA from the 5' End of Lagging Strand Fragments. Journal of Biological Chemistry,
276(30), 28516-28524. https://doi.org/10.1074/jbc. M103914200

Bryant, H., Schultz, N., Thomas, H., Parker, K., Flower, D., Lopez, E., Kyle, S., Meuth, M,
Curtin, N., & Helleday, T. (2005). Specific killing of BRCA2-deficient tumours with inhibitors of
poly(ADP-ribose) polymerase. Nature, 434(7035), 913-917. https://doi.org/10.1038/nature03443

Burgers, P, & Kunkel, T. (2017). Eukaryotic DNA Replication Fork. Annual Review of
Biochemistry, 86(1), 417-438. https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-061516-044709

Caldecott, K., Aoufouchi, S., Johnson, P., & Shall, S. (1996). XRCCI1 Polypeptide Interacts with
DNA Polymerase and Possibly Poly (ADP-Ribose) Polymerase, and DNA Ligase III Is a Novel
Molecular  'Nick-Sensor' In  Vitro. Nucleic Acids Research, 24(22), 4387-4394.
https://doi.org/10.1093/nar/24.22 4387

Cantor, S. (2021). Revisiting the BRCA-pathway through the lens of replication gap suppression.
DNA Repair, 107. https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2021.103209

Clamp, A., & Jayson, G. (2015). PARP inhibitors in BRCA mutation-associated ovarian cancer.
The Lancet Oncology, 16(1), 10-12. https://doi.org/10.1016/S1470-2045(14)71172-6

Clark, D., & Pazdemik, N. (2013). Cell Division and DNA Replication. In Molecular Biology
(pp. 274-308). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-378594-7.00010-X

Cong, K., & Cantor, S. (2022). Exploiting replication gaps for cancer therapy. Molecular Cell,
82(13), 2363-2369. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2022.04.023

Cong, K., Peng, M., Kousholt, A, Lee, W., Lee, S., Nayak, S., Krais, J., VanderVere-Carozza, P.,
Pawelczak, K., Calvo, J., Panzarino, N., Turchi, J., Johnson, N., Jonkers, J., Rothenberg, E., &
Cantor, S. (2021). Replication gaps are a key determinant of PARP inhibitor synthetic lethality with
BRCA deficiency. Molecular Cell, 81(15), 3128-3144.¢7.
https://doi.org/10.1016/j. molcel.2021.06.011

Costantini, S., Woodbine, L., Andreoli, L., Jeggo, P., & Vindigni, A. (2007). Interaction of the Ku
heterodimer with the DNA ligase [V/Xrcc4 complex and its regulation by DNA-PK. DNA Repair,
6(6), 712-722. https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2006.12.007

Creager, R., Li, Y., & MacAlpine, D. (2015). SnapShot: Origins of DNA Replication. Cell, 161(2),
418-418.¢el. https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.03.043

Curtin, N., & Szabo, C. (2013). Therapeutic applications of PARP inhibitors: Anticancer therapy
and beyond. Molecular Aspects of Medicine, 34(6), 1217-1256.
https://doi.org/10.1016/j.mam.2013.01.006

Dantzer, F., Giraud-Panis, M., Jaco, 1., Amé, J., Schultz, 1., Blasco, M., Koering, C., Gilson, E.,
Ménissier-de Murcia, J., de Murcia, G., & Schreiber, V. (2004). Functional Interaction between

Poly(ADP-Ribose) Polymerase 2 (PARP-2) and TRF2: PARP Activity Negatively Regulates TRF2.

45


https://doi.org/10.1074/jbc.M103914200
https://doi.org/10.1038/nature03443
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-061516-044709
https://doi.Org/10.1016/j.dnarep.2021.103209
https://doi.org/10.1016/S1470-2045(14)71172-6
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-378594-7.00010-X
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2022.04.023
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2021.06.011
https://doi.Org/10.1016/j.dnarep.2006.12.007
https://doi.Org/10.1016/j.cell.2015.03.043
https://doi.Org/10.1016/j.mam.2013.01.006

Molecular and Cellular Biology, 24(4), 1595-1607. https://doi.org/10.1128/MCB.24.4.1595-
1607.2004

Davis, A., & Chen, D. (2013). DNA double strand break repair via non-homologous end-joining.
Translational Cancer Research. https://doi.org/10.3978/j.issn.2218-676X.2013.04.02

Debnath, S., & Sharma, S. (2020). RECQ1 Helicase in Genomic Stability and Cancer. Genes,
11(6). https://doi.org/10.3390/genes11060622

Drew, H., & Dickerson, R. (1981). Structure of a B-DNA dodecamer. Journal of Molecular
Biology, 151(3), 535-556. https://doi.org/10.1016/0022-2836(81)90009-7

El-Khamisy, S. (2003). A requirement for PARP-1 for the assembly or stability of XRCCI nuclear
foci at sites of oxidative DNA damage. Nucleic Acids Research, 31(19), 5526-5533.
https://doi.org/10.1093/nar/gkg761

Enemark, E., & Joshua-Tor, L. (2008). On helicases and other motor proteins. Current Opinion
in Structural Biology, 18(2), 243-257. https://doi.org/10.1016/j.sbi.2008.01.007

Erzberger, J., & Berger, J. (2006). EVOLUTIONARY RELATIONSHIPS AND STRUCTURAL
MECHANISMS OF AAA+ PROTEINS. Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure,
35(1), 93-114. https://doi.org/10.1146/annurev.biophys.35.040405.101933

Eustermann, S., Brockmann, C., Mehrotra, P., Yang, J., Loakes, D., West, S., Ahel, I., & Neuhaus,
D. (2010). Solution structures of the two PBZ domains from human APLF and their interaction with
poly(ADP-ribose).  Nature  Structural &  Molecular  Biology, 17(2), 241-243.
https://doi.org/10.1038/nsmb.1747

Farmer, H., McCabe, N., Lord, C., Tutt, A., Johnson, D., Richardson, T., Santarosa, M., Dillon,
K., Hickson, 1., Knights, C., Martin, N., Jackson, S., Smith, G., & Ashworth, A. (2005). Targeting
the DNA repair defect in BRCA mutant cells as a therapeutic strategy. Nature, 434(7035), 917-921.
https://doi.org/10.1038/nature03445

Filippo, J., Chi, P., Sehorn, M., Etchin, J., Krejci, L., & Sung, P. (2006). Recombination Mediator
and Rad51 Targeting Activities of a Human BRCA2 Polypeptide. Journal of Biological Chemistry,
281(17), 11649-11657. https://doi.org/10.1074/jbc.M601249200

Franklin, R., & Gosling, R. (1953). Molecular Configuration in Sodium Thymonucleate. Nature,
171(4356), 740-741. https://doi.org/10.1038/171740a0

Frick, D., & Richardson, C. (2001). DNA Primases. Annual Review of Biochemistry, 70(1), 39-
80. https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.70.1.39

Fugger, K., Bajrami, 1., Silva Dos Santos, M., Young, S., Kunzelmann, S., Kelly, G., Hewitt, G.,
Patel, H., Goldstone, R., Carell, T., Boulton, S., MacRae, J., Taylor, 1., & West, S. (2021). Targeting
the nucleotide salvage factor DNPH1 sensitizes BRCA -deficient cells to PARP inhibitors. Science,
372(6538), 156-165. https://doi.org/10.1126/science.abb4542

46


https://doi.org/10.1128/MCB.24A
https://doi.Org/10.3978/j.issn.2218-676X.2013.04.02
https://doi.org/10.3390/genesll060622
https://doi.org/10.1016/0022-2836(81)90009-7
https://doi.Org/10.1016/j.sbi.2008.01.007
https://doi.org/10.1146/annurev.biophys.35.040405.101933
https://doi.org/10.1038/nsmb.1747
https://doi.org/10.1074/jbc.M601249200
https://doi.org/10.1038/171740a0
https://doi.Org/10.1146/annurev.biochem.70.l.39
https://doi.org/10.1126/science.abb4542

Fu, X., Li, P, Zhou, Q., He, R., Wang, G., Zhu, S., Bagheri, A., Kupfer, G., Pei, H., & Li, J.
(2024). Mechanism of PARP inhibitor resistance and potential overcoming strategies. Genes &
Diseases, 11(1), 306-320. https://doi.org/10.1016/j.gendis.2023.02.014

Gagné, J., Isabelle, M., Lo, K., Bourassa, S., Hendzel, M., Dawson, V., Dawson, T., & Poirier, G.
(2008). Proteome-wide identification of poly(ADP-ribose) binding proteins and poly(ADP-ribose)-
associated  protein  complexes.  Nucleic  Acids  Research,  36(22), 6959-6976.
https://doi.org/10.1093/nar/gkn771

Gaillard, H., Garcia-Muse, T., & Aguilera, A. (2015). Replication stress and cancer. Nature
Reviews Cancer, 15(5), 276-289. https://doi.org/10.1038/nrc3916

Garcia-Muse, T., & Aguilera, A. (2016). Transcription—replication conflicts: how they occur and
how they are resolved. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 17(9), 553-563.
https://doi.org/10.1038/nrm.2016.88

Ghosh, A., & Bansal, M. (2003). A glossary of DNA structures from A to Z. Acta
Crystallographica Section D Biological Crystallography, 59(4), 620-626.
https://doi.org/10.1107/S0907444903003251

Giansanti, C., Manzini, V., Dickmanns, A., Dickmanns, A., Palumbieri, M., Sanchi, A., Kienle,
S., Rieth, S., Scheffner, M., Lopes, M., & Dobbelstein, M. (2022). MDM?2 binds and ubiquitinates
PARP1 to enhance DNA replication fork progression. Cell  Reports,  39(9).
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2022.110879

Gibbs-Seymour, 1., Fontana, P, Rack, J., & Ahel, 1. (2016). HPF1/C4orf27 Is a PARP-1-
Interacting Protein that Regulates PARP-1 ADP-Ribosylation Activity. Molecular Cell, 62(3), 432-
442. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2016.03.008

Gilbert, D., Takebayashi, S., Ryba, T., Lu, J., Pope, B., Wilson, K., & Hiratani, I. (2011). Space
and Time in the Nucleus: Developmental Control of Replication Timing and Chromosome
Architecture. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, 75(0), 143-153.
https://doi.org/10.1101/sqb.2010.75.011

Gloor, J., Balakrishnan, L., & Bambara, R. (2010). Flap Endonuclease 1 Mechanism Analysis
Indicates Flap Base Binding Prior to Threading. Journal of Biological Chemistry, 285(45), 34922-
34931. https://doi.org/10.1074/jbc. M110.165902

Goulooze, S., Cohen, A., & Rissmann, R. (2016). Olaparib. British Journal of Clinical
Pharmacology, 81(1), 171-173. https://doi.org/10.1111/bcp.12761

Guo, E,, Ishii, Y., Mueller, J., Srivatsan, A., Gahman, T., Putnam, C., Wang, J., & Kolodner, R.
(2020). FEN1 endonuclease as a therapeutic target for human cancers with defects in homologous
recombination. Proceedings of the National Academy of Sciences, 117(32), 19415-19424.
https://doi.org/10.1073/pnas.2009237117

Halazonetis, T., Gorgoulis, V., & Bartek, J. (2008). An Oncogene-Induced DNA Damage Model
for Cancer Development. Science, 319(5868), 1352-1355. https://doi.org/10.1126/science.1140735

47


https://doi.Org/10.1016/j.gendis.2023.02.014
https://doi.org/10.1038/nrc3916
https://doi.org/10.1038/nrm.2016.88
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/j.celrep.2022.110879
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2016.03.008
https://doi.org/10.1101/sqb.2010.75.011
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.165902
https://doi.org/10.llll/bcp.12761
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1126/science.1140735

Hale, A., Dhoonmoon, A, Straka, J., Nicolae, C., & Moldovan, G. (2023). Multi-step processing
of replication stress-derived nascent strand DNA gaps by MRE11 and EXOI1 nucleases. Nature
Communications, 14(1). https://doi.org/10.1038/s41467-023-42011-0

Hall, J., Lee, M., Newman, B., Morrow, J., Anderson, L., Huey, B., & King, M. (1990). Linkage
of Early-Onset Familial Breast Cancer to Chromosome 17q21. Science, 250(4988), 1684-1689.
https://doi.org/10.1126/science.2270482

Hanzlikova, H., Kalasova, I., Demin, A, Pennicott, L., Cihlarova, Z., & Caldecott, K. (2018). The
Importance of Poly(ADP-Ribose) Polymerase as a Sensor of Unligated Okazaki Fragments during
DNA Replication. Molecular Cell, 71(2), 319-331.e3. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2018.06.004

Helleday, T. (2011). The underlying mechanism for the PARP and BRCA synthetic lethality:
Clearing up  the misunderstandings.  Molecular Oncology, 54), 387-393.
https://doi.org/10.1016/j.molonc.2011.07.001

Helleday, T., Petermann, E., Lundin, C., Hodgson, B., & Sharma, R. (2008). DNA repair pathways
as targets for cancer therapy. Nature Reviews Cancer, 8(3), 193-204. https://doi.org/10.1038/nrc2342

Hewitt, G., Borel, V., Segura-Bayona, S., Takaki, T., Ruis, P., Bellelli, R., Lehmann, L.,
Sommerova, L., Vancevska, A., Tomas-Loba, A., Zhu, K., Cooper, C., Fugger, K., Patel, H.,
Goldstone, R., Schneider-Luftman, D., Herbert, E., Stamp, G., Brough, R. et al. (2021). Defective
ALCI nucleosome remodeling confers PARPi sensitization and synthetic lethality with HRD.
Molecular Cell, §1(4), 767-783.e11. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2020.12.006

Hogg, M., & Johansson, E. (2012). DNA Polymerase €. In S. MacNeill (ed.), The Eukaryotic
Replisome: a Guide to Protein Structure and Function (pp. 237-257). Springer Netherlands.
https://doi.org/10.1007/978-94-007-4572-8 13

Hochegger, H., Dejsuphong, D., Fukushima, T., Morrison, C., Sonoda, E., Schreiber, V., Zhao,
G., Saberi, A., Masutani, M., Adachi, N., Koyama, H., de Murcia, G., & Takeda, S. (2006). Parp-1
protects homologous recombination from interference by Ku and Ligase IV in vertebrate cells. 7#e
EMBO Journal, 25(6), 1305-1314. https://doi.org/10.1038/sj.emboj.7601015

Chilkova, O., Stenlund, P, Isoz, I., Stith, C., Grabowski, P., Lundstrom, E., Burgers, P., &
Johansson, E. (2007). The eukaryotic leading and lagging strand DNA polymerases are loaded onto
primer-ends via separate mechanisms but have comparable processivity in the presence of PCNA.
Nucleic Acids Research, 35(19), 6588-6597. https://doi.org/10.1093/nar/gkm741

Ilves, L., Petojevic, T., Pesavento, J., & Botchan, M. (2010). Activation of the MCM2-7 Helicase
by Association with Cdc45 and GINS Proteins. Molecular Cell, 37(2), 247-258.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2009.12.030

Jacobson, E., Smith, J., Wielckens, K., Hilz, H., & Jacobson, M. (1985). Cellular recovery of
dividing and confluent C3H10T1/2 cells from N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine in the presence
of ADP ribosylation inhibitors. Carcinogenesis, 6(5), 715-718.
https://doi.org/10.1093/carcin/6.5.715

48


https://doi.org/10.1038/s41467-023-42011-0
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2018.06.004
https://doi.Org/10.1016/j.molonc.2011.07.001
https://doi.org/10.1038/nrc2342
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2020.12.006
https://doi.org/10.1007/978-94-007-4572-8_13
https://doi.org/10.1038/sj.emboj.7601015
https://doi.org/10.1093/nar/gkm741
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2009.12.030

Javle, M., & Curtin, N. (2011). The role of PARP in DNA repair and its therapeutic exploitation.
British Journal of Cancer, 105(8), 1114-1122. https://doi.org/10.1038/bjc.2011.382

Jiang, H., Reinhardt, H., Bartkova, J., Tommiska, J., Blomqvist, C., Nevanlinna, H., Bartek, J.,
Yaffe, M., & Hemann, M. (2009). The combined status of ATM and p53 link tumor development
with therapeutic response. Genes & Development, 23(16), 1895-1909.
https://doi.org/10.1101/gad.1815309

Johansson, E., & Dixon, N. (2013). Replicative DNA Polymerases. Cold Spring Harbor
Perspectives in Biology, 5(6), a012799-a012799. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a012799

Juarez-Salinas, H., Sims, J., & Jacobson, M. (1979). Poly(ADP-ribose) levels in carcinogen-
treated cells. Nature, 282(5740), 740-741. https://doi.org/10.1038/282740a0

Jubin, T., Kadam, A., Jariwala, M., Bhatt, S., Sutariya, S., Gani, A., Gautam, S., & Begum, R.
(2016). The PARP family: insights into functional aspects of poly (ADP-ribose) polymerase-1 in cell
growth and survival. Cell Proliferation, 49(4), 421-437. https://doi.org/10.1111/cpr.12268

Jubin, T., Kadam, A., Jariwala, M., Bhatt, S., Sutariya, S., Gani, A., Gautam, S., & Begum, R.
(2016). The PARP family ADP -ribose) polymerase-1 in cell growth and survival: insights into
functional aspects of poly ( ADP -ribose) polymerase-1 in cell growth and survival. Cell
Proliferation, 49(4), 421-437. https://doi.org/10.1111/cpr. 12268

Kaguni, J. (2011). Replication initiation at the Escherichia coli chromosomal origin. Current
Opinion in Chemical Biology, 15(5), 606-613. https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2011.07.016

Kamaletdinova, T., Fanaci-Kahrani, Z., & Wang, Z. (2019). The Enigmatic Function of PARP1:
From PARylation Activity to PAR Readers. Cells, 8(12). https://doi.org/10.3390/cells8121625

Kang, Z., Fu, P., Alcivar, A, Fu, H,, Redon, C., Foo, T., Zuo, Y., Ye, C., Baxley, R., Madireddy,
A., Buisson, R., Bielinsky, A., Zou, L., Shen, Z., Aladjem, M., & Xia, B. (2021). BRCA2 associates
with MCM10 to suppress PRIMPOL-mediated repriming and single-stranded gap formation after
DNA damage. Nature Communications, 12(1). https://doi.org/10.1038/s41467-021-26227-6

Kaufman, B., Shapira-Frommer, R., Schmutzler, R., Audeh, M., Friedlander, M., Balmaiia, J.,
Mitchell, G., Fried, G., Stemmer, S., Hubert, A., Rosengarten, O., Steiner, M., Loman, N., Bowen,
K., Fielding, A., & Domchek, S. (2015). Olaparib Monotherapy in Patients With Advanced Cancer
and a Germline BRCAI1/2 Mutation. Journal of Clinical Oncology, 33(3), 244-250.
https://doi.org/10.1200/JC0O.2014.56.2728

Klinge, S., Nufiez-Ramirez, R., Llorca, O., & Pellegrini, L. (2009). 3D architecture of DNA Pol
o reveals the functional core of multi-subunit replicative polymerases. The EMBO Journal, 28(13),
1978-1987. https://doi.org/10.1038/emboj.2009.150

Kuriyan, J., & O'Donnell, M. (1993). Sliding Clamps of DNA Polymerases. Journal of Molecular
Biology, 234(4), 915-925. https://doi.org/10.1006/jmbi.1993.1644

Leonard, A., & Mechali, M. (2013). DNA Replication Origins. Cold Spring Harbor Perspectives
in Biology, 5(10),a010116-a010116. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a010116

49


https://doi.org/10.1038/bjc.2011.382
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a012799
https://doi.org/10.1038/282740a0
https://doi.org/10.llll/cpr.12268
https://doi.org/10.llll/cpr.12268
https://doi.Org/10.1016/j.cbpa.2011.07.016
https://doi.org/10.3390/cells8121625
https://doi.org/10.1038/s41467-021-26227-6
https://doi.org/10.1200/JCO.2014.56.2728
https://doi.org/10.1038/emboj.2009.150
https://doi.org/10.1006/jmbi.1993.1644
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a010116

Leung, W., Simoneau, A., Saxena, S., Jackson, J., Patel, P., Limbu, M., Vindigni, A., & Zou, L.
(2023). ATR protects ongoing and newly assembled DNA replication forks through distinct
mechanisms. Cell Reports, 42(7). https://doi.org/10.1016/j.celrep.2023.112792

Lieber, M. (2008). The Mechanism of Human Nonhomologous DNA End Joining. Journal of
Biological Chemistry, 283(1), 1-5. https://doi.org/10.1074/jbc.R700039200

Lisby, M., Barlow, J., Burgess, R., & Rothstein, R. (2004). Choreography of the DNA Damage
Response. Cell, 118(6), 699-713. https://doi.org/10.1016/j.cell.2004.08.015

Li, X., & Heyer, W. (2008). Homologous recombination in DNA repair and DNA damage
tolerance. Cell Research, 18(1), 99-113. https://doi.org/10.1038/cr.2008.1

Lord, C., & Ashworth, A. (2016). BRCAness revisited. Nature Reviews Cancer, 16(2), 110-120.
https://doi.org/10.1038/nrc.2015.21

Maga, G., Stucki, M., Spadari, S., & Hiibscher, U. (2000). DNA polymerase switching: I.
Replication factor C displaces DNA polymerase a prior to PCNA loading. Journal of Molecular
Biology, 295(4), 791-801. https://doi.org/10.1006/jmbi.1999.3394

Masai, H., Matsumoto, S., You, Z., Yoshizawa-Sugata, N., & Oda, M. (2010). Eukaryotic
Chromosome DNA Replication: Where, When, and How?. Annual Review of Biochemistry, 79(1),
89-130. https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.052308.103205

Maya-Mendoza, A., Moudry, P, Merchut-Maya, J., Lee, M., Strauss, R., & Bartek, J. (2018). High
speed of fork progression induces DNA replication stress and genomic instability. Nature, 559(7713),
279-284. https://doi.org/10.1038/s41586-018-0261-5

Mazouzi, A., Velimezi, G., & Loizou, J. (2014). DNA replication stress: Causes, resolution and
disease. Experimental Cell Research, 329(1), 85-93. https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2014.09.030

McCabe, N., Turner, N., Lord, C., Kluzek, K., Bialkowska, A., Swift, S., Giavara, S., O'Connor,
M., Tutt, A., Zdzienicka, M., Smith, G., & Ashworth, A. (2006). Deficiency in the Repair of DNA
Damage by Homologous Recombination and Sensitivity to Poly(ADP-Ribose) Polymerase
Inhibition. Cancer Research, 66(16), 8109-8115. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-0140

Mendel, G. (1865). Versuche iiber Pflanzen-Hybriden. Briinn, Czechoslovakia, Verlage des
Vereines, 3-47.

Mersch, J., Jackson, M., Park, M., Nebgen, D., Peterson, S., Singletary, C., Arun, B, & Litton, J.
(2015). Cancers associated with BRCA 1 and BRCA 2 mutations other than breast and ovarian.
Cancer, 121(2), 269-275. https://doi.org/10.1002/cncr.2904 1

Meselson, M., & Stahl, F. (1958). The replication of DNA in Escherichia coli. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 44(7), 671-682. https://doi.org/10.1073/pnas.44.7.671

Mimitou, E., & Symington, L. (2009). Nucleases and helicases take center stage in homologous
recombination. Trends in Biochemical Sciences, 34(5), 264-272.

https://doi.org/10.1016/j.tibs.2009.01.010

50


https://doi.Org/10.1016/j.celrep.2023.112792
https://doi.org/10.1074/jbc.R700039200
https://doi.Org/10.1016/j.cell.2004.08.015
https://doi.Org/10.1038/cr.2008.l
https://doi.org/10.1038/nrc.2015.21
https://doi.org/10.1006/jmbi.1999.3394
https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.052308.103205
https://doi.org/10.1038/s41586-018-0261-5
https://doi.Org/10.1016/j.yexcr.2014.09.030
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-0140
https://doi.org/10.1002/cncr.29041
https://doi.Org/10.1073/pnas.44.7.671
https://doi.Org/10.1016/j.tibs.2009.01.010

Miyabe, 1., Kunkel, T., Carr, A., & Copenhaver, G. (2011). The Major Roles of DNA Polymerases
Epsilon and Delta at the Eukaryotic Replication Fork Are Evolutionarily Conserved. PLoS Genetics,
7(12). https://doi.org/10.1371/journal .pgen.1002407

Morales, J., Li, L., Fattah, F., Dong, Y., Bey, E., Patel, M., Gao, J., & Boothman, D. (2014).
Review of Poly (ADP-ribose) Polymerase (PARP) Mechanisms of Action and Rationale for
Targeting in Cancer and Other Diseases. Crifical Reviews in Eukaryotic Gene Expression, 24(1), 15-
28. https://doi.org/10.1615/CritRevEukaryotGene Expr.2013006875

Moynahan, M., Chiu, J., Koller, B., & Jasin, M. (1999). Brcal Controls Homology-Directed DNA
Repair. Molecular Cell, 4(4), 511-518. https://doi.org/10.1016/S1097-2765(00)80202-6

Moynahan, M., & Jasin, M. (2010). Mitotic homologous recombination maintains genomic
stability and suppresses tumorigenesis. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 11(3), 196-207.
https://doi.org/10.1038/nrm2851

Murai, J., Huang, S., Das, B., Renaud, A., Zhang, Y., Doroshow, J., Ji, J., Takeda, S., & Pommier,
Y. (2012). Trapping of PARP1 and PARP2 by Clinical PARP Inhibitors. Cancer Research, 72(21),
5588-5599. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-12-2753

Muramatsu, S., Hirai, K., Tak, Y., Kamimura, Y., & Araki, H. (2010). CDK-dependent complex
formation between replication proteins Dpbll, Sld2, Pol e, and GINS in budding yeast. Genes &
Development, 24(6), 602-612. https://doi.org/10.1101/gad. 1883410

Muzi-Falconi, M., Giannattasio, M., Foiani, M., & Plevani, P. (2003). The DNA Polymerase -
Primase Complex: Multiple Functions and Interactions. 7he Scientific World JOURNAL, 3, 21-33.
https://doi.org/10.1100/tsw.2003.05

Neelsen, K., & Lopes, M. (2015). Replication fork reversal in eukaryotes: from dead end to
dynamic  response. Nature  Reviews Molecular  Cell  Biology, 16(4), 207-220.
https://doi.org/10.1038/nrm3935

O'Donnell, M., Langston, L., & Stillman, B. (2013). Principles and Concepts of DNA Replication
in Bacteria, Archaca, and Eukarya. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 5(7), a010108-
a010108. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a010108

Okazaki, R., Okazaki, T., Sakabe, K., Sugimoto, K., & Sugino, A. (1968). Mechanism of DNA
chain growth. I. Possible discontinuity and unusual secondary structure of newly synthesized chains.
Proceedings of  the National  Academy of  Sciences, 59(2), 598-605.
https://doi.org/10.1073/pnas.59.2.598

O'Neil, N., Bailey, M., & Hieter, P. (2017). Synthetic lethality and cancer. Nature Reviews
Genetics, 18(10), 613-623. https://doi.org/10.1038/nrg.2017.47

Panzarino, N, Krais, J., Cong, K., Peng, M., Mosqueda, M., Nayak, S., Bond, S., Calvo, J., Doshi,
M., Bere, M., Ou, J., Deng, B., Zhu, L., Johnson, N., & Cantor, S. (2021). Replication Gaps Underlie
BRCA Deficiency and Therapy Response. Cancer Research, 81(5), 1388-1397.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-20-1602

51


https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1002407
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1016/S1097-2765(00)80202-6
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-12-2753
https://doi.org/10.1101/gad.1883410
https://doi.org/10.1100/tsw.2003.05
https://doi.org/10.1038/nrm3935
https://doi.Org/l
https://doi.Org/10.1073/pnas.59.2.598
https://doi.org/10.1038/nrg.2017.47
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-20-1602

Paques, F., & Haber, J. (1999). Multiple Pathways of Recombination Induced by Double-Strand
Breaks in Saccharomyces cerevisiae. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 63(2), 349-404.
https://doi.org/10.1128/MMBR.63.2.349-404.1999

Parker, R., Eastman, A., Bostick-Bruton, F., & Reed, E. (1991). Acquired cisplatin resistance in
human ovarian cancer cells is associated with enhanced repair of cisplatin-DNA lesions and reduced
drug accumulation. Journal of  Clinical Investigation, 87(3), 772-771.
https://doi.org/10.1172/JCI115080

Pastink, A., Eeken, J., & Lohman, P. (2001). Genomic integrity and the repair of double-strand
DNA breaks. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 480-
481, 37-50. https://doi.org/10.1016/S0027-5107(01)00167-1

Pavlov, Y., Frahm, C., McElhinny, S., Niimi, A., Suzuki, M., & Kunkel, T. (2006). Evidence that
Errors Made by DNA Polymerase o are Corrected by DNA Polymerase 6. Current Biology, 16(2),
202-207. https://doi.org/10.1016/j.cub.2005.12.002

Perez-Amaiz, P., Bruck, 1., & Kaplan, D. (2016). Mcm10 coordinates the timely assembly and
activation of the replication fork helicase. Nucleic Acids Research, 44(1), 315-329.
https://doi.org/10.1093/nar/gkv1260

Poirier, G., de Murcia, G., Jongstra-Bilen, J., Niedergang, C., & Mandel, P. (1982). Poly(ADP-
ribosyl)ation of polynucleosomes causes relaxation of chromatin structure. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 79(11), 3423-3427. https://doi.org/10.1073/pnas.79.11.3423

Quinet, A., Tirman, S., Jackson, J., Svikovié, S., Lemagon, D., Carvajal-Maldonado, D.,
Gonzalez-Acosta, D., Vessoni, A., Cybulla, E., Wood, M., Tavis, S., Batista, L., Méndez, J., Sale, J.,
& Vindigni, A. (2020). PRIMPOL-Mediated Adaptive Response Suppresses Replication Fork
Reversal in BRCA-Deficient Cells. Molecular Cell, 77(3), 461-474 .¢9.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2019.10.008

Ragupathi, A, Singh, M, Perez, A., & Zhang, D. (2023). Targeting the BRCA 1/2 deficient cancer
with PARP inhibitors: Clinical outcomes and mechanistic insights. Frontiers in Cell and
Developmental Biology, 11. https://doi.org/10.3389/fcell.2023.1133472

Rosenberg, B., Vancamp, L., Trosko, J., & Mansour, V. (1969). Platinum Compounds: a New
Class of Potent Antitumour Agents. Nature, 222(5191), 385-386. https://doi.org/10.1038/222385a0

Rothkamm, K., Kriiger, I., Thompson, L., & Liibrich, M. (2003). Pathways of DNA Double-
Strand Break Repair during the Mammalian Cell Cycle. Molecular and Cellular Biology, 23(16),
5706-5715. https://doi.org/10.1128/MCB.23.16.5706-5715.2003

Samson, R., & Bell, S. (2011). Cell cycles and cell division in the archaca. Current Opinion in
Microbiology, 14(3), 350-356. https://doi.org/10.1016/1.mib.2011.04.005

Shen, Y., Aoyagi-Scharber, M., & Wang, B. (2015). Trapping Poly(ADP-Ribose) Polymerase.
Journal  of  Pharmacology  and  Experimental  Therapeutics,  353(3),  446-457.
https://doi.org/10.1124/jpet.114.222448

52


https://doi.Org/10.1128/MMBR.63.2.349-404.1999
https://doi.org/10.1016/S0027-5107(01)00167-l
https://doi.Org/10.1016/j.cub.2005.12.002
https://doi.org/10.1073/pnas.79.ll.3423
https://doi.Org/10.1016/j.molcel.2019.10.008
https://doi.org/10.3389/fcell.2023.1133472
https://doi.org/10.1038/222385a0
https://doi.org/10.1128/MCB.23.16.5706-5715.2003
https://doi.Org/10.1016/j.mib.2011.04.005
https://doi.org/10.1124/jpet.114.222448

Schlacher, K., Wu, H., & Jasin, M. (2012). A Distinct Replication Fork Protection Pathway
Connects Fanconi Anemia Tumor Suppressors to RADS1-BRCA1/2. Cancer Cell, 22(1), 106-116.
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2012.05.015

Schreiber, V., Hunting, D., Trucco, C., Gowans, B., Grunwald, D., De Murcia, G., & De Murcia,
J. (1995). A dominant-negative mutant of human poly(ADP-ribose) polymerase affects cell recovery,
apoptosis, and sister chromatid exchange following DNA damage. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 92(11), 4753-4757. https://doi.org/10.1073/pnas.92.11.4753

Simoneau, A., Xiong, R., & Zou, L. (2021). The trans cell cycle effects of PARP inhibitors
underlie their selectivity toward BRCA1/2-deficient cells. Genes & Development, 35(17-18), 1271-
1289. https://doi.org/10.1101/gad.348479.121

Skidmore, C., Davies, M., Goodwin, P., Halldorsson, H., Lewis, P., Shall, S., & Zia'ee, A. (1979).
The Involvement of Poly(ADP-ribose) Polymerase in the Degradation of NAD Caused by gamma-
Radiation and N-Methyl-N-Nitrosourea. European Journal of Biochemistry, 101(1), 135-142.
https://doi.org/10.1111/5.1432-1033.1979.tb04225 x

Smith, S., Easton, D., Evans, D., & Ponder, B. (1992). Allele losses in the region 17q12-21 in
familial breast and ovarian cancer involve the wild—type chromosome. Nature Genetics, 2(2), 128-
131. https://doi.org/10.1038/ng1092-128

Snustad, D., & J. Simmons, M. (2017). Genetika (druhé aktualizované vydani). Brno,
Masarykova Univerzita.

Somyajit, K., Spies, J., Coscia, F., Kirik, U., Rask, M_, Lee, J., Neelsen, K., Mund, A., Jensen, L.,
Paull, T., Mann, M., & Lukas, J. (2021). Homology-directed repair protects the replicating genome
from metabolic assaults. Developmental Cell, 56(4), 461-477 ¢7.
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2021.01.011

Stillman, B. (2005). Origin recognition and the chromosome cycle. FEBS Letters, 579(4), 877-
884. https://doi.org/10.1016/].febslet.2004.12.011

Sun, J., Kawakami, H., Zech, J., Speck, C., Stillman, B., & Li, H. (2012). Cdc6-Induced
Conformational Changes in ORC Bound to Origin DNA Revealed by Cryo-Electron Microscopy.
Structure, 20(3), 534-544. https://doi.org/10.1016/j.str.2012.01.011

Symington, L., Rothstein, R., & Lisby, M. (2014). Mechanisms and Regulation of Mitotic
Recombination in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 198(3), 795-835.
https://doi.org/10.1534/genetics.114.166140

Talens, F., Jalving, M., Gictema, J., & Van Vugt, M. (2017). Therapeutic targeting and patient
selection for cancers with homologous recombination defects. Expert Opinion on Drug Discovery,
12(6), 565-581. https://doi.org/10.1080/17460441.2017.1322061

Thakar, T., & Moldovan, G. (2021). The emerging determinants of replication fork stability.
Nucleic Acids Research, 49(13), 7224-7238. https://doi.org/10.1093/nar/gkab344


https://doi.org/10.1073/pnas.92.ll.4753
https://doi.org/10.1101/gad.348479.121
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1038/ngl092-128
https://doi.Org/10.1016/j.devcel.2021.01.011
https://doi.Org/10.1016/j.febslet.2004.12.011
https://doi.Org/10.1016/j.str.2012.01.011
https://doi.org/10.1534/genetics.114.166140
https://doi.org/10.1080/17460441.2017.1322061
https://doi.org/10.1093/nar/gkab344

Ticau, S., Friedman, L., Ivica, N., Gelles, J., & Bell, S. (2015). Single-Molecule Studies of Origin
Licensing Reveal Mechanisms Ensuring Bidirectional Helicase Loading. Cell, 161(3), 513-525.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.03.012

Timms, K., Abkevich, V., Hughes, E., Neff, C., Reid, J., Morris, B., Kalva, S., Potter, J., Tran, T,
Chen, J., lliev, D., Sangale, Z., Tikishvili, E., Perry, M., Zharkikh, A., Gutin, A., & Lanchbury, J.
(2014). Association of BRCA1/2defects with genomic scores predictive of DNA damage repair
deficiency among  breast cancer subtypes. Breast Cancer  Research, 16(6).
https://doi.org/10.1186/s13058-014-0475-x

Tsurimoto, T., Melendy, T., & Stillman, B. (1990). Sequential initiation of lagging and leading
strand synthesis by two different polymerase complexes at the SV40 DNA replication origin. Nature,
346(6284), 534-539. https://doi.org/10.1038/346534a0

Tsurimoto, T., & Stillman, B. (1991). Replication factors required for SV40 DNA replication in
vitro. II. Switching of DNA polymerase alpha and delta during initiation of leading and lagging strand
synthesis. Journal of Biological Chemistry, 266(3), 1961-1968. https://doi.org/10.1016/S0021-
9258(18)52386-3

Turk, A., & Wisinski, K. (2018). PARP inhibitors in breast cancer: Bringing synthetic lethality to
the bedside. Cancer, 124(12), 2498-2506. https://doi.org/10.1002/cncr.31307

Ubhi, T., & Brown, G. (2019). Exploiting DNA Replication Stress for Cancer Treatment. Cancer
Research, 79(8), 1730-1739. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-18-3631

Vaitsiankova, A., Burdova, K., Sobol, M., Gautam, A, Benada, O., Hanzlikova, H., & Caldecott,
K. (2022). PARP inhibition impedes the maturation of nascent DNA strands during DNA replication.
Nature Structural & Molecular Biology, 29(4), 329-338. https://doi.org/10.1038/s41594-022-00747-
1

van Wietmarschen, N., & Nussenzweig, A. (2018). Mechanism for Synthetic Lethality in BRCA-
Deficient Cancers: No Longer Lagging Behind. Molecular Cell, 71(6), 877-878.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2018.08.045

Waga, S., & Stillman, B. (1994). Anatomy of a DNA replication fork revealed by reconstitution
of SV40 DNA replication in vitro. Nature, 369(6477), 207-212. https://doi.org/10.1038/369207a0

Watson, J., & Crick, F. (1953). THE STRUCTURE OF DNA. Cold Spring Harbor Symposia on
Quantitative Biology, 18(0), 123-131. https://doi.org/10.1101/SQB.1953.018.01.020

Watson, J., & Crick, F. (1953). Genetical Implications of the Structure of Deoxyribonucleic Acid.
Nature, 171(4361), 964-967. https://doi.org/10.1038/171964b0

Weber, G. (2015). DNA Damaging Drugs. In Molecular Therapies of Cancer (pp. 9-112).
Springer International Publishing. https://doi.org/10.1007/978-3-319-13278-5 2

Wilkins, M., Stokes, A., & Wilson, H. (1953). Molecular Structure of Nucleic Acids: Molecular
Structure of  Deoxypentose Nucleic  Acids. Nature, 171(4356), 738-740.
https://doi.org/10.1038/171738a0

54


https://doi.Org/10.1016/j.cell.2015.03.012
https://doi.org/10.1186/sl3058-014-0475-x
https://doi.org/10.1038/346534a0
https://doi.org/10.1016/S0021-
https://doi.org/10.1002/cncr.31307
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-18-3631
https://doi.org/10.1038/s41594-022-00747-
https://doi.org/10.1038/369207a0
https://doi.org/10.1101/SQB.1953.018.01.020
https://doi.org/10.1038/171964b0
https://doi.org/10.1007/978-3-319-13278-5_2
https://doi.org/10.1038/171738a0

Wold, M. (1997). REPLICATION PROTEIN A: A Heterotrimeric, Single-Stranded DNA-
Binding Protein Required for Eukaryotic DNA Metabolism. Annual Review of Biochemistry, 66(1),
61-92. https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.66.1.61

Wong, R., Petriukov, K., & Ulrich, H. (2021). Daughter-strand gaps in DNA replication —
substrates of lesion processing and initiators of distress signalling. DNA Repair, 105.
https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2021.103163

Wooster, R., Bignell, G., Lancaster, J., Swift, S., Seal, S., Mangion, J., Collins, N., Gregory, S.,
Gumbs, C., Micklem, G., Barfoot, R., Hamoudi, R, Patel, S., Rices, C., Biggs, P., Hashim, Y., Smith,
A., Connor, F., Arason, A. et al. (1995). Identification of the breast cancer susceptibility gene
BRCAZ2. Nature, 378(6559), 789-792. https://doi.org/10.1038/378789a0

Wooster, R., Neuhausen, S., Mangion, J., Quirk, Y., Ford, D., Collins, N., Nguyen, K., Seal, S.,
Tran, T., Averill, D., Fields, P, Marshall, G., Narod, S., Lenoir, G., Lynch, H., Feunteun, J., Devilee,
P., Comelisse, C., Menko, F. et al. (1994). Localization of a Breast Cancer Susceptibility Gene,
BRCA2 , to Chromosome 13q12-13. Science, 265(5181), 2088-2090.
https://doi.org/10.1126/science.8091231

Yoshida, K., & Miki, Y. (2004). Role of BRCA1 and BRCA?2 as regulators of DNA repair,
transcription, and cell cycle in response to DNA damage. Cancer Science, 95(11), 866-871.
https://doi.org/10.1111/j.1349-7006.2004.tb02195 x

Zellweger, R., Dalcher, D., Mutreja, K., Berti, M., Schmid, J., Herrador, R., Vindigni, A., &
Lopes, M. (2015). Rad51-mediated replication fork reversal is a global response to genotoxic
treatments in  human cells. Journal of Cell  Biology, 208(5), 563-579.
https://doi.org/10.1083/jcb.201406099

Zeman, M., & Cimprich, K. (2014). Causes and consequences of replication stress. Nature Cell
Biology, 16(1), 2-9. https://doi.org/10.1038/ncb2897

Zimmermann, M., Murina, O., Reijns, M., Agathanggelou, A, Challis, R., Tarnauskaite, Z., Muir,
M., Fluteau, A., Aregger, M., McEwan, A, Yuan, W., Clarke, M., Lambros, M., Paneesha, S., Moss,
P., Chandrashekhar, M., Angers, S., Moffat, J., Brunton, V. et al. (2018). CRISPR screens identify
genomic ribonucleotides as a source of PARP-trapping lesions. Nature, 559(7713), 285-2809.
https://doi.org/10.1038/s41586-018-0291-z

55


https://doi.Org/10.1146/annurev.biochem.66.l.61
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1038/378789a0
https://doi.org/10.1126/science.8091231
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1083/jcb.201406099
https://doi.org/10.1038/ncb2897
https://doi.org/10.1038/s41586-018-0291-z

9 SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: (A) Reprezentativni schéma znaceni templatové a nascentni DNA prostiednictvim
CIdU. (B) Reprezentativni schéma expozice templatového a nascentniho vlakna DNA pro urceni
pozice vzniku jednovlaknovych DNA mezer po ovlivnéni olaparibem na templatovém nebo
nascentnim vlakné DNA vizualizovanych pomoci anti-CldU protilatky. Pfevzato a upraveno podle
(Leung €t al., 2023). ...eiiiieiieieeeerteetee st ee sttt ete et e e et et e st e et e et e et aesseessseseteenseenseenseenneanneeneenes 34

Obrazek 2. (A) Graf znazorujici intenzitu detekované¢ho CldU signalu odpovidajiciho
jednovlaknovym DNA mezeram lokalizovanych na nascentnim vlakn¢ DNA pii zaznaceni
templatového vlakna DNA po raznych ¢asovych intervalech (2, 4, 6, 8 hodin + 16 h pies noc)
inkubace bunééné linie U20S s olaparibem o koncentraci 10 umol/l. V grafu jsou vyneseny
priumémé hodnoty nameétené intenzity signalu CldU a chybové tisecky znazoriujici smérodatnou
odchylku (SD). (B) Reprezentativni obrazky bunécéné linie U20S pofizené pomoci skenovaciho
mikroskopu Olympus ScanR pii zvétseni 40x v suchém prostiedi. Jednotlivé obrazky zobrazuji
detekovany CldU signal (zelen¢), ktery odpovida jednovlaknovym DNA mezeram lokalizovanych
na nascentnim vlakné¢ DNA pfi zaznaceni templatového vlakna DNA. Modfe jsou zobrazena jadra
jednotlivych bun¢k diky fluorescen¢nimu barvivu DAPI. Bunky byly osetfeny pseudobazi CldU po
dobu 48 hodin a nasledn¢ osetfeny olaparibem po dobu riznych ¢asovych intervali (2, 4, 6, 8 hodin
+ 16 h pres noc). Burky byly vizualizovany pomoci anti-CIdU protilatky. .......ccccoecvevverieriiennnene 35

Obrazek 3: (A) Graf znazomujici intenzitu detekovaného CldU signalu odpovidajiciho
jednovlaknovym DNA mezeram lokalizovanych na templatovém vlakné DNA pfi zaznaceni
nascentniho vlakna DNA po riznych ¢asovych intervalech (2, 4, 6, 8 hodin + 16 h pfes noc) inkubace
bunécné linie U20S s olaparibem o koncentraci 10 umol/l. V grafu jsou vyneseny primémé hodnoty
nam¢érené intenzity signalu CldU a chybové usecky znazoriujici smérodatnou odchylku (SD). (B)
Reprezentativni obrazky bunééné linie U20S pofizené pomoci skenovaciho mikroskopu Olympus
ScanR pfi zvétSeni 40x v suchém prostiedi. Jednotlivé obrazky zobrazuji detekovany CldU signal
(zeleng), ktery odpovida jednovlaknovym DNA mezeram lokalizovanych na templatovém vlakné
DNA pfi zaznaceni nascentniho vlakna DNA. Modfe jsou zobrazena jadra jednotlivych bunck diky
fluorescencnimu barvivu DAPI. Buriky byly oSetfeny pseudobazi CldU o koncentraci 10 umol/l
v kombinaci s olaparibem o koncentraci 10 umol/l po dobu riznych ¢asovych intervalu (2, 4, 6, 8
hodin + 16 h pfes noc). Buriky byly vizualizovany pomoci anti-CIldU protilatky. .......c.ccceevervennee. 36

Obrazek 4: (A) Graf znazomiujici primémou intenzitu detekovaného CldU signalu po umléeni
polymerazy PRIMPOL. (B) Graf znazornujici primémou intenzitu detekovan¢ho CIdU signalu po
inhibici faktorti podilejicich se na zpracovani Okazaki fragmenti (FEN1, LIG1, DNA2) pomoci
inhibitora FEN1i, LIG1i, DNAZ2i o koncentracich 10 umol/l po dobu 16 hodin inkubace v ristovém
inkubatoru pfi 37 °C s 5 % oxidu uhli¢itého. Modfe jsou zde znazornény intenzity signalu CldU

detekovaného u bunééné linie U20S bez ovlivnéni olaparibem. Cemé jsou zde znazornény intenzity
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signalu CldU u bunééné linie U20S, ktera byla ovlivnéna olaparibem o koncentraci 10 pmol/l po
dobu 16 hodin. Cervené je vyznaéena priméma hodnota intenzity signalu C1dU. ......................... 37

Obrazek 5: (A) Graf znazoriujici primérnou intenzitu detekované¢ho CIdU signalu po inhibici
MREI11 pomoci inhibitoru mirin o koncentraci 50 umol/l po dobu 16 hodin inkubace. (B) Graf
znazoriujici primémmou intenzitu detekovaného CldU signalu po inhibici MRE11 pomoci inhibitoru
PFMO1 o koncentraci 50 pumol/l po dobu 16 hodin inkubace. Modfe jsou zde znazornény intenzity
signalu CIdU detekovaného u bunééné linie U20S bez ovlivnéni olaparibem. Cernd jsou zde
znazomnény intenzity signalu CIdU u bunééné linie U20S, ktera byla ovlivnéna olaparibem o
koncentraci 10 umol/l po dobu 16 hodin. Cervené je vyznadena praméma hodnota intenzity signalu
CLAUL. .ttt e sttt eb et b bt ettt se s et s e st eh e et e b st en et st et 38

Obrazek 6: (A) Graf znazormiujici intenzitu detekovaného signalu CldU po umlceni esencialnich
nukleaz MREI1, EXO1 a rozpoznavaciho faktoru dvouvladknovych zlomu CtiP. Umlceni bylo
provedeno pomoci siRNA interference. Bile je zde znazoméno umléeni faktorat MRE11, EXO1 a
CtiP u bundéné linie U20S bez ovlivnéni olaparibem. Cemné je zde znazorndno umléeni faktord
MREI11, EXOI a CtiP u bunééné linie U208, ktera byla ovlivnéna olaparibem o koncentraci 10
umol/l po dobu 16 hodin. V grafu jsou vyneseny primérmé hodnoty naméfené intenzity signalu CldU
a chybov¢ usecky znazoriujici smérodatnou odchylku (SD). (B) Reprezentativni obrazky bunééné
linie U20S pofizené pomoci skenovaciho mikroskopu Olympus ScanR pfi zvétSeni 40x v suchém
prostfedi. Jednotlivé obrazky zobrazuji detekovany CldU signal (zeleng), po umléeni faktoru
MREI11, EXO1 a CtiP bez olaparibu (nahote) a s olaparibem o koncentraci 10 umol/l po dobu 16
hodin inkubace (dole). Modie jsou zobrazena jadra jednotlivych buné¢k diky fluorescenénimu barvivu
DIAPL ..ottt et ettt e h et et et et en et en et st e 39
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