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1 ÚVOD 

Během každého buněčného dělení je nezbytné replikovat celý genom. Replikace DNA je přesně řízený 

proces, který umožňuje zdvojení genetické informace a její následné předání do dceřiných buněk. 

Pro zajištění správného průběhu syntézy DNA je důležitá regulace její rychlosti. Mezi negativní 

regulátory rychlosti replikačních vidlic patří proteiny p21 a PARP1.  

Řada výzkumných týmů se v současnosti věnuje použití a objasnění funkce PARP inhibitorů v léčbě 

nádorových onemocnění. Mezi inhibitory PARP neboli poly (ADP-ribóza) polymeráz patří olaparib, 

veliparib, rucaparib a další, které jsou studovány v léčbě některých typů nádorů, jako např. rakoviny 

prsu, vaječníků nebo prostaty. Vlivem PARP inhibitorů dochází ke zrychlení replikačních vidlic, 

replikačnímu stresu, poškození DNA a nestabilitě genomu a změnám v průběhu S fáze buněčného 

cyklu, což může být pro buňky fatální. 

Protein p21 je známý především pro svoji schopnost inhibovat komplexy cyklin-dependentních kináz 

s cykliny a tedy schopnost regulovat buněčný cyklus. p53 je transkripčním faktorem proteinu p21 

a řídí tak prostřednictvím p21 aktivaci kontrolních bodů buněčného cyklu vedoucí ke zpomalení 

buněčného cyklu a jeho zastavení. Proteiny p53, p21 a PARP1 se společně podílení na regulaci 

replikace a jejich aktivita je důležitá pro udržení ideální replikační rychlosti. Nedostatek p21 má stejně 

jako inhibice PARP1 za následek zrychlení replikačních vidlic. Zda v důsledku indukce zrychlení 

replikace snížením hladiny p21 dochází k replikačnímu stresu, poškození DNA, nestabilitě genomu 

a akumulaci buněk v pozdní S fázi buněčného cyklu, stejně jako vlivem inhibice PARP1, je 

předmětem této práce. 
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2 CÍLE 

Naším cílem je stanovit, zda snížení hladiny proteinu p21 pomocí siRNA (sip21) transfekce vede 

k fenotypu spojovanému s rychlým postupem replikačních vidlic, zahrnujícím replikační stres, 

aktivaci odpovědi na poškození DNA (DDR), nestabilitu genomu a akumulaci buněk v pozdní S fázi. 

Navíc budou tyto fenotypy sledované v buňkách po sip21, siTICRR a inhibici PARP porovnány 

s buňkami po inhibici p21 užitím inhibitoru p21.  
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3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Replikace DNA u eukaryot 

Replikace DNA je zásadní buněčný proces, během kterého je zdvojena molekula DNA. To je 

podmínkou pro následující buněčné dělení – tedy pro vznik dvou dceřiných buněk z jedné mateřské 

buňky (Alberts et al., 2014). K replikaci DNA dochází v S fázi buněčného cyklu, která v lidských 

buňkách trvá 6–8 h, a celá replikace proběhne jednou během jednoho buněčného cyklu (Masai et al., 

2010).  

Syntéza nového vlákna DNA je katalyzována DNA polymerázami, které k 3′ konci 

polynukleotidového vlákna připojují další deoxyribonukleosidtrifosfáty (dNTP z angl. 

deoxyribonucleoside triphosphate). dNTP obsahující dusíkaté báze adenin, guanin, cytosin nebo 

thymin (A, G, C, T) jsou k nově syntetizovanému vláknu přiřazovány podle pořadí bází 

v templátovém vlákně. DNA polymeráza rozpozná bázi v templátovém řetězci a podle pravidel 

komplementarity bází, podle kterých se páruje adenin s thyminem a cytosin s guaninem, přiřadí 

správnou bázi (Alberts et al., 2014). Replikace DNA je semikonzervativní. To znamená, že každé 

rodičovské vlákno slouží jako templát pro syntézu nového vlákna a je zachováno v dceřiné 

dvoušroubovici. Každá nově syntetizovaná molekula DNA tedy obsahuje jeden původní řetězec 

rodičovské dvoušroubovice a druhý řetězec nově syntetizovaný (Snustad et Simmons, 2017). 

Při rozplétání dvoušroubovice DNA a její replikaci vzniká struktura, která se díky svému tvaru nazývá 

replikační vidlice. Na obou templátových vláknech DNA probíhá syntéza nových vláken současně a to 

tak, že se replikační vidlice pohybují opačnými směry od místa, kde replikace začala – 

od tzv. replikačního počátku (Bell et Dutta, 2002). Protože jsou DNA polymerázy schopny přidávat 

nukleotidy pouze ve směru 5′–3′, probíhá replikace na jednom vlákně kontinuálně (vedoucí vlákno) 

a na druhém diskontinuálně (opožďující se vlákno) za tvorby tzv. Okazakiho fragmentů. Replikační 

vidlice je tudíž asymetrická (Okazaki et al., 1968). U eukaryot se procesu replikace DNA účastní 

množství enzymů: DNA polymerázy, DNA helikázy, DNA topoizomerázy, DNA primázy, 

ribonukleázy, DNA ligázy (Turchi et al., 1994; Masai et al., 2010). 

Během duplikace DNA dochází k chybám jen velmi zřídka. Chyby v párování bází mohou být 

způsobeny přítomností báze s nadbytečným protonem, kolísáním bází, kdy určitý posun nukleotidů 

v prostoru umožní chybné párování, nebo tautomerními přesmyky (Pray, 2008). Adenin a cytosin se 

obvykle nacházejí v amino formě, thymin a cytosin v keto formě. Někdy u nukleotidů může dojít 

k přesunu atomu vodíku a dvojné vazby, kdy báze vyskytující se v amino formě, přejdou do keto 

formy a naopak. Obě formy jedné sloučeniny jsou pak označovány jako tautomery (Pray, 2008). Díky 

této změně konformace nukleotidů DNA polymeráza chybně rozpozná dusíkatou bázi a přiřadí k ní 

nukleotid, se kterým by se standardně podle pravidel komplementarity nepárovala. Samotná DNA 
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polymeráza předchází vzniku chybného párování díky vyšší afinitě ke správné konformaci nukleotidu, 

což je energeticky výhodnější než navázání neobvyklého tautomeru. Při vazbě nukleotidů DNA 

polymeráza snadněji mění svoji konformaci, pokud je přítomen správný nukleotid a to je klíčem další 

kontroly (Ganai et Johansson, 2016). I přesto DNA polymerázy chybují, avšak v buňce jsou přítomny 

i další mechanismy, které vznik chyb redukují nebo chyby následně opravují (Pray, 2008).  

3.1.1 Zahájení replikace DNA 

Syntéza DNA je zahájena pouze na určitých úsecích označovaných jako replikační počátky (Bell 

et Dutta, 2002). Eukaryotické chromozomy jsou mnohem delší než ty prokaryotické – např. velikost 

lidského genomu je přibližně 3,2 × 109 bp (Makałowski, 2001), zatímco u E . coli 4 ,6 × 106 

nukleotidů (Cho et al., 2009). Proto není replikace eukaryotické DNA iniciována z jednoho 

replikačního počátku jako u prokaryot, ale je třeba aktivace velkého množství replikačních počátků. 

U člověka je během každé replikace aktivováno asi 30 000–50 000 replikačních počátků (Cadoret 

et al., 2008; Sequeira-Mendes et al., 2009; Cayrou et al. 2011; Costas et al., 2011). V genomu 

eukaryot jsou potenciální replikační počátky v nadbytku, z něhož je během buněčného cyklu 

aktivována jen jejich část (Cayrou et al., 2011). Aby došlo k aktivaci daného replikačního počátku 

a následné replikaci, vážou se do oblasti replikačního počátku DNA helikázy. Ne všechny replikační 

počátky s navázanými helikázami jsou následně aktivovány. Replikační počátky, které obvykle nejsou 

aktivní, a jsou aktivovány až během replikačního stresu (Ge et al., 2007; Ibarra, 2008) nebo např. 

při embryogenezy (Branzei et Foiani 2005; Woodward et al. 2006; Blow et al. 2011) se označují jako 

dormantní replikační počátky. Díky nadbytku potenciálních replikačních počátků může být vždy 

aktivován alespoň jeden počátek na replikon (úsek duplikovaného vlákna DNA z jednoho replikačního 

počátku) (Karschau et al., 2012) s cílem zabezpečení dokončení replikace DNA (Blumenthal et al. 

1974; Ge et al., 2007; Ibarra, 2008).  

Molekulární struktura replikačních počátků u eukaryot dosud není zcela objasněna. Na rozdíl 

od prokaryot, kde je replikační počátek dán především specifickou sekvencí nukleotidů, jsou 

replikační počátky eukaryot (kromě kvasinek a jejich příbuzných) ovlivněny spíše okolním prostředím 

(Gilbert, 2004). Konzervativní specifické sekvence nukleotidů v eukaryotických replikačních 

počátcích identifikovány nebyly. V lidských buňnkách proteinový komplex ORC (z angl. origin 

recognition complex), který se váže do oblastí replikačních počátků, nerozpoznává žádnou specifickou 

sekvenci (Vashee et al., 2003). Replikační počátky eukaryot jsou určeny lokální topologií DNA, 

pozicí, některými strukturními vlastnostmi DNA a prostředím okolního chromatinu (Gilbert, 2004; 

Prioleau a MacAlpine, 2016; Aladjem a Redon, 2017). Zároveň jsou s replikačními počátky spojovány 

sekvence bohaté na A, T a CpG ostrůvky (z angl. cytosine-phosphate-guanine). CpG ostrůvky jsou 

oblasti DNA s nadbytkem opakující se sekvence dinukleotidů C, G. (Delgado et al. 1998; Cadoret 

et al. 2008; Sequeira-Mendes et al. 2009; Cayrou et al. 2011). Selekce replikačních počátků může 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Maka%C5%82owski+W&cauthor_id=11833767
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souviset s aktivními promotory v transkripci, které korelují s nashromážděním replikačních počátků 

(Sequeira-Mendes et Gomez, 2012). S replikačními počátky jsou spojovány oblasti promotorů 

bez nukleozomů nebo s úseky, kde je chromatin nestabilní. V těchto místech se mohou tvořit pre-

replikační komplexy (MacAlpine et al. 2010; Stroud et al. 2012).  

První krok iniciace replikace spočívá v navázání hexamerního proteinového komplexu MCM2–

7 (z angl. minichromosome maintance proteins 2–7), který nese helikázovou aktivitu, na replikační 

počátek. Tento krok probíhá během pozdní M a brzké G1 fáze (Geraghty et al., 2000; Bell et Dutta, 

2002). K navázání MCM2–7 je potřebný ORC se svými kofaktory Cdc6 (z angl. cell division cycle 6) 

a Cdt1 (z angl. Cdc10-dependent transcript 1 protein) (Nishitani et al., 2000; Matsunaga et al., 2010). 

MCM2–7 se neváže na jednovláknovou DNA, ale na celý duplex DNA ve formě dvojitého hexameru 

(Remus et al., 2009; Gambus et al., 2011). Navázáním replikativní helikázy je vytvořen tzv. pre-

replikační komplex (pre-RC z angl. pre-replication complex) skládající se z ORC, MCM2–7, Cdc6 

a Cdt1 (viz obr. 1) (Bell et Dutta, 2002). Pre-replikační komplex může být následně aktivován cyklin-

dependentní kinázou (CDK z angl. cyclin-dependent kinase) a DDK (z angl. Dbf4-dependent kinase) 

za současného přechodu z G1 do S fáze. Aktivita kináz umožňuje navázání dalších proteinů k pre-RC 

(Bell et Dutta, 2002). U savců to jsou proteiny Cdc45 (z angl. cell division control protein 45), GINS 

(z japonského Go-Ichi-Ni-San tj. 5-1-2-3), které jsou součástí aktivní DNA helikázy, Treslin (z angl. 

TopBP1-interacting checkpoint and replication regulator) a TopBP1 (z angl. DNA topoisomerase II-

binding protein 1) (viz obr. 1) (Mimura et Takisawa, 1998; Kanemaki et al., 2003; Kumagai et al., 

2010). DDK fosforyluje komplex MCM2–7 DNA a umožní tak navázání koaktivátoru helikázy Cdc45 

(Sheu et Stillman, 2006). Po fosforylaci pre-RC disociují Cdc6 a Cdt1, které nejsou pro další aktivitu 

helikázy potřebné (Bell a Dutta, 2002). Mechanismus zodpovědný za přeměnu dojitého hexameru 

helikázy, který je navázaný na dsDNA, na dva hexamery, z nichž se každý váže na jedno vlákno DNA, 

není zcela objasněn. Aktivní DNA helikáza tvoří tzv. CMG komplex, který se skládá z MCM2–7, 

Cdc45 a GINS (Moyer et al., 2006; Pacek et al., 2006) (viz obr. 1). Aktivovaný CMG komplex 

rozrušuje vodíkové vazby mezi bázemi obou vláken a rozvíjí molekulu DNA. Jednotlivá vlákna DNA 

jsou pokryta proteinem RPA (z angl. replication protein A). Tento protein udržuje DNA v její 

rozvinuté jednovláknové formě a umožňuje navázání komplexu DNA primázy a DNA polymerázy α, 

který je zodpovědný za syntézu RNA primerů a krátkého úseku DNA u eukaryot (viz obr. 1) (Burgers 

et al., 2017). Soubor všech proteinů v replikační vidlici nezbytných k syntéze DNA se nazývá 

replizom.  
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Obr. 1: Iniciace replikace DNA 

Legenda: ORC (počátek rozpoznávající komplex), Cdc6 (cell division cycle 6), Cdt1 (Cdc10-dependent transcript 1 protein), 

MCM2–7 (minichromosome maintenance proteins 2–7), CDK (cyklin-dependentní kináza), DDK (Dbf4-dependentní 

kináza), GINS (Go-Ichi-Ni-San tj. 5-1-2-3), Cdc45 (cell division control protein 45), TopBP1 (DNA topoisomerase II-

binding protein 1), RPA (replikační protein A), CMG komplex  (Cdc45-MCM-GINS). 

DNA polymerázy katalyzující elongaci řetězců DNA neumí syntetizovat DNA de novo. Proto DNA 

primázy nejprve syntetizují krátké úseky DNA – DNA primery o velikosti asi 10 nukleotidů (Snustad 

et Simmons, 2017), které na 3′ konci poskytují DNA polymeráze volné -OH skupiny pro přidávání 

nukleotidů. Tímto způsobem je syntetizovaný krátký RNA primer komplementární k vláknu DNA, 

který je později odstraněn a nahrazen DNA (Alberts et al., 2014). 

3.1.2 Průběh syntézy DNA na vedoucím vlákně 

Na vedoucím vlákně je přidávání dNTP katalyzováno DNA polymerázou ε, která se vyskytuje 

v komplexu s PCNA (z angl. proliferating cell nuclear antigen) a Rf-C (z angl. replication factor C) 

(viz obr. 2) (Tsurimoto et Stillman, 1990). PCNA zodpovídá za udržení DNA polymerázy na vlákně 

DNA a znemožňuje její předčasné uvolnění. PCNA je na vlákno DNA vázán díky konformační změně 
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vyvolané navázáním Rf-C. Zatímco v roztoku má PCNA uzavřenou prstencovitou strukturu 

znemožňující vazbu na DNA, po navázání Rf-C se PCNA otevře a naváže na DNA (Fukuda et al., 

1995). Oba proteiny jsou tedy nezbytné pro správné fungování DNA polymeráz. Po nasyntetizování 

primeru přidává DNA polymeráza k volné 3′-OH skupině ribonukleotidu deoxyribonukleotidy 

a vytváří nové vlákno DNA ve směru 5′–3′, tedy kontinuálně. Přidávání nukleotidů je dáno 

templátovým vláknem, které na základě komplementarity určuje přesné pořadí jednotlivých bází 

v nově nasyntetizované DNA. Pokud je DNA polymerázou rozpoznán dNTP komplementární 

k templátovému vláknu, dochází k nukleofilnímu ataku 3′-OH skupiny nukleotidu primeru (resp. nově 

syntetizovaného vlákna) na vnitřní atom fosforu přicházejícího dNTP. Nukleofilní kyslík, který má 

dostatek elektronů, napadá fosfor za vzniku fosfodiesterové vazby a uvolnění pyrofosfátu (Snustad 

et Simmons, 2017). 

Rozvíjení DNA pomocí DNA helikázy jako i samotná replikace vyžadují, aby se molekula DNA 

otáčela. Vlákna DNA zůstávají před i za replikační bublinou vzájemně spojena vodíkovými můstky, 

což znemožňuje jejich volnou rotaci. Kvůli rozvolňování vláken v replikační bublině by tedy vznikaly 

na DNA superspiralizované úseky. Tento problém v buňce řeší DNA topoizomerázy: topoizomeráza I 

a topoizomeráza II. DNA topoizomeráza I vytváří jednovláknové zlomy na DNA, Toto rozrušení 

jednoho vlákna umožní, že kolem sebe úseky dvoušroubovice mohou rotovat a tím odstraňovat 

nadšroubovicové smyčky vzniklé během replikace (Poccia et al., 1978). DNA topoizomeráza II váže 

obě vlákna DNA a způsobuje dvouvláknové zlomy DNA (DSB z angl. double-strand breaks). 

Topoizomeráza II se kovalentně váže na jeden z duplexů, štěpí obě jeho vlákna a tvoří bránu, kterou 

prochází nerozštěpená dvoušroubovice. Tímto způsobem je schopná odstraňovat pozitivní i negativní 

nadšroubovicové otáčky (Berger et al., 1996). 

Protože eukaryotické chromozomy obsahují komplexy histonů, kolem kterých se váže vlákno DNA 

(tzv. nukleozomy), nastává problém, jak DNA vázanou na histony replikovat. Průchodu replizomu 

přes histony napomáhají chromatinové remodelační komplexy, které vazbu mezi DNA a histony 

uvolňují. Oktamery histonů se rozpadají na tetramery a dimery, uvolněná DNA je replikovaná 

a následně jsou opět seznavovány nukleozomy s již replikovanou DNA (Annunziato et Seale, 1983). 

3.1.3 Průběh syntézy DNA na opožďujícím se vlákně 

Syntéza DNA na opožďujícím vlákně probíhá diskontinuálně za tvorby Okazakiho fragmentů (viz 

obr. 2) (Okazaki et al., 1968). Syntézu DNA katalyzují DNA polymeráza α a DNA polymeráza δ. 

DNA polymeráza α se nachází v komplexu s DNA primázou a společně zahajují replikaci syntézou 

krátkých RNA-DNA vláken. DNA primáza syntetizuje RNA primer, ke kterému DNA polymeráza α 

připojuje několik dNTP. DNA polymeráza δ dosyntetizuje vlákno DNA až k následujícímu RNA 

primeru (Wang 1991; Bambara et Murante, 1997). RNA primery mohou být u eukaryot odstraněny 

třemi mechanismy zahrnujícími působení nukleáz.  
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Prvním z mechanismů je působení RNázy H a FEN1 (z angl. flap endonuclease 1). RNáza H 

degraduje nukleotidy RNA primeru pravděpodobně kromě posledního nukleotidu, který je odštěpen 

FEN1 (Turchi et Bambara, 1993; Turchi et al., 1994; Waga et Stillman, 1994). Dalším mechanismem 

je přemístění RNA primeru komplexem DNA polymerázy a PCNA za vzniku krátkého 

5′ přečnívajícího konce, který obsahuje asi 2–10 nukleotidů (Bambara et al., 1997)  FEN1 rozpoznává 

toto rozvětvení DNA a RNA primeru a 5′ přečnívající konec RNA primeru odštěpí (Zheng a Shen, 

2011). Třetím mechanismem jsou odstraňovány dlouhé 5′ přečnívající konce RNA, které nemohou být 

odštěpeny jen FEN1. Tyto asi 30 nukleotidů dlouhé přečnívající konce mohou být rozpoznány 

proteinem RPA, který štěpení FEN1 inhibuje (Bae et al., 2001; Chai et al., 2003). V tomto případě se 

odštěpení RNA primeru a DNA účastní DNA2 nukleáza (Bae et al., 2001), která rozpozná 

5′ přečnívající konec a odstraňuje jeho prostřední část, čímž je 5′ přečnívající konec zkrácen. RPA se 

pak na krátké přečnívající vlákno už neváže a to může být odštěpeno pomocí FEN1 (Zheng a Shen, 

2011). Štěpení pomocí DNA2 se pravděpodobně týká jen nižších eukaryot, nikoli savců a člověka 

(Zheng et al., 2008; Zheng et Shen, 2011). 

Jednotlivé Okazakiho fragmenty nejsou po nasyntetizování a odstranění primerů vzájemně spojeny. 

Propojení úseku nově syntetizované DNA zajistí DNA ligáza, která katalyzuje vznik fosfodiesterové 

vazby mezi nukleotidy. DNA ligáza spojuje 3′konec jednoho Okazakiho fragmentu s 5′ koncem 

následujícího fragmentu. Reakce probíhá za dodání ATP, který poskytuje fosfát k aktivaci 5′ vlákna 

navázáním druhého fosfátu. 3′ -OH skupina reaguje s 5′ koncem za uvolněné anorganického fosfátu 

a tvorby fosfodiesterové vazby (Alberts et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2: Zjednodušené schéma replikační vidlice a průběhu syntézy DNA na vedoucím a opožďujícím 

se vlákně 

Legenda: PCNA (proliferating cell nuclear antigen), Pol ε (DNA polymeráza ε), Pol δ (DNA polymeráza), Pol α (DNA 

polymeráza α), Rf-C (replikační faktor C), RPA (replinační protein A), MCM2–7 (minichromosome maintenance proteins 2–

7), GINS (Go-Ichi-Ni-San tj. 5-1-2-3), Cdc45 (cell division control protein 45), Top (topoizomeráza), Lig 1 (ligáza 1), 

zeleně: RNA primer, modře: nové vlákno DNA. 
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U lineárních chromozomů nastává na opožďujícím se vlákně problém se syntézou konců chromozomů 

– tzv. telomer. Protože DNA polymerázy pracují pouze ve směru 5′–3′ a nejsou schopny syntetizovat 

vlákno DNA de novo, zůstávala by koncová část chromozomu po odstranění posledního primeru 

nedosyntetizovaná, a tudíž by docházelo během každého buněčného dělení ke ztrátě koncové sekvence 

a zkracování molekuly DNA. Telomery v lidských chromozomech obsahují tandemově se opakující 

repetice. Problém syntézy DNA na koncích telomer reší enzymy telomerázy. Telomerázy obsahují 

molekulu RNA komplementární k repetitivním sekvencím TTAGGG, rozeznávají na 3′konci 

templátového vlákna oblast bohatou na G a prodlužují 3′konec templátového vlákna. Podle RNA 

telomerázy je syntetizována sekvence telomer na templátovém vlákně, poté se telomeráza posune 

a celý proces se několikrát opakuje. Po dostatečném prodloužení templátového vlákna je syntetizován 

RNA primer poskytující volnou 3′-OH skupinu DNA polymeráze, která dosyntetizuje zbývající 

fragment na opožďujíím se vlákně (Greider et Blackburn, 1987). 

3.2 Regulace rychlosti replikace DNA 

Pro správný průběh replikace DNA je důležitá regulace její rychlosti. Rychlost replikačních vidlic 

nemůže být příliš nízká ani vysoká. Vychýlení rychlosti replikace DNA o 40 % vede k poškození 

DNA, naopak s méně výraznými výkyvy rychlosti je buňka schopná se vyrovnat (Maya-Mendoza 

et al., 2018).  

V důsledku působení různých endogenních a exogenních činitelů jsou replikační vidlice často 

vystaveny řadě problémů. Odchylky od správného průběhu replikace se označují jako replikační stres 

(RS z angl. replication stress) a v konečném důsledku mohou vést až k nestabilitě genomu 

(Halazonetis et al., 2008). Příčinou replikačního stresu jsou události, které narušují replikační 

program. Patří mezi ně neadekvátní aktivace replikačních počátků, nevhodné metabolické podmínky 

pro replikaci, překážky, které brání průchodu replikačních vidlic (DNA léze, sekundární struktury 

DNA, komplexy DNA a proteinů) nebo střet s transkripcí probíhající na stejném vlákně DNA 

(Magdalou et al., 2014).  

Na replikační stres buňka odpovídá vysoce specifickou buněčnou odpovědí, čímž stimuluje návrat 

k přesné replikaci DNA, chrání buňku před nádorovou transformací a zabezpečuje její přežití. 

Replikační stres je spojen s tvorbou ssDNA, která je stabilizována navázáním RPA. ssDNA slouží také 

k navázání a aktivaci ATR kinázy (z angl. ataxia telangiectasia and Rad3 related kinase), která spouští 

odpověď na RS (Zou et Elledge., 2003). To zahrnuje vazbu opravných proteinů DNA, zablokování 

aktivace dormantních replikačních počátků, zabezpečení stability replikačních vidlic a jejich opětovné 

spuštění (Lopes et al., 2001; Chanoux et al., 2009). Fosforylace RPA v důsledku poškození DNA je 

signálem k zastavení S fáze buněčného cyklu, což poskytuje čas pro opravu DNA a správné obnovení 

replikace (Zou et Elledge., 2003; Olson et al., 2006). Transduktory signálu k zastavení buněčného 
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cyklu jsou kinázy Chk1 (z angl. checkpoint kinase 1) a Chk2 (z angl. checkpoint kinase 2) a jejich 

fosforylace proteiny ATR nebo ATM (z angl. ataxia-telangiectasia mutated) vede k aktivaci 

S fázového kontrolního bodu (Zhao et al., 2001; Ahn et al., 2000). Chybná odpověď na RS může mít 

za následek kolaps replikačních vidlic, definovaný jako stav, kdy už není možný návrat k replikaci 

a v buňce dochází k nejtoxičtějšímu poškozní DNA – dvouvláknovým zlomům (Petermann et al., 

2010). Signalizace a samotné opravy dvouvláknových zlomů DNA se účastní proteiny γH2AX 

(fosforylovaný histon H2AX), 53BP1 (z angl. tumor suppressor p53-binding protein 1) a RAD51 

(RAD51 rekombináza), které jsou tedy znakem přetrvávajícího RS (Shinohara et al., 1992; Xie et al., 

2007; Dimitrova et al., 2008). 

Pokud je replikační rychlost příliš nízká např. kvůli vyčerpání nukleotidů, histonů nebo ostatních 

komponentů, které jsou pro průběh replikace nezbytné, je výsledkem replikační stres (Anglana et al., 

2003; Poli et al., 2012; Sørensen et al., 2012; Aguilera et al., 2013). Nová studie Maya-Mendoza et al. 

(2018) poukazuje na zcela nový fenomén, kterým je asociace replikačního stresu i se zvýšenou 

rychlostí replikace. Tato práce dále popisuje důležitou roli proteinů PARP1 a p21 v regulaci rychlosti 

replikace.   

3.2.1 PARylace a rychlost replikace DNA 

PARylace neboli poly (ADP-ribosylace) je posttranslační modifikace, kdy jsou na protein navazovány 

jednotky ADP-ribózy. Donorem ADP-ribóz je NAD+ (nikotinamidadenindinukleotid – oxidovaná 

forma) (Chambon et al., 1966). Jednotlivé ADP-ribózy tvoří polymery ADP-ribózy (PAR), které mají 

záporný náboj, a slouží jako transduktory signálu. (D’Amours et al., 1999; Amé et al., 2004). Reakce 

je katalyzovaná poly (ADP-ribóza) polymerázami (PARP z angl. poly (ADP-ribose) polymerase) 

a často dochází k této modifikaci na samotných PAR polymerázách, které tak signalizují poškození 

DNA (D’Amours et al., 1999). Kovalentně vázané PAR mohou být pak hydrolyzovány na volné 

poly (ADP-ribózy) nebo na mono (ADP-ribózy) PARP glykohydrolázou (PARG z angl. poly (ADP-

ribose) glycohydrolase) nebo PAR hydrolázou (ARH3 z angl. ADP ribosyl-acceptor hydrolase 3) (Oka 

et al.,. 2006; Min et Wang, 2009).  

Rodina poly (ADP-ribóza) polymeráz má nejméně 18 členů, kteří jsou konzervativní v katalytické 

doméně (Amé et al., 2004). Nejznámějšími izomorfami jsou PARP1 a PARP2 (Morales et al., 2014). 

PARP1 je protein o molekulové hmotnosti 116 kDa schopný katalyzovat vazbu ADP-ribóz na cílový 

protein (D’Amours et al., 1999). Obsahuje DNA-vazebnou doménu na N-konci umožňující vazbu 

na DNA, katalytickou doménu na C-konci zodpovědnou za katalýzu syntézy PAR a centrální 

automodifikující doménu, díky které jsou přídávány PAR na samotný PARP (viz obr. 3).  
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Obr. 3: Schéma funkčních domén proteinu PARP1 (převzato z Toss et Cortezi, 2013) 

PARylace proteinem PARP1 je významnou součástí dějů jako oprava poškozené DNA, replikace 

DNA, transkripce, rekombinace, modulace chromatinu a apoptóza (viz obr. 4). PARP1 rozeznává 

dvouvláknové zlomy, ssDNA a jednovláknové zářezy na vláknu DNA, kde není fosfodiesterová vazba 

(angl. tzv. nick) (D’Amours et al., 1999; Malanga et Althaus, 2004), na které se váže prostřednictvím 

DNA-vazebné domény. To stimuluje jeho katalytickou aktivitu. PARP1 syntetizuje řetězce PAR 

na substrátových proteinech a tím přispívá ke správné lokalizaci a aktivitě opravných proteinů v místě 

poškození DNA. Nadměrná autoPARylace PARP1 vede kvůli negativnímu náboji PAR polymeru 

k uvolnění PARP1 z vlákna DNA (D’Amours et al., 1999; Huambachano et al., 2011). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4: Role PARP1 v buňce (převzato z Mangerich et Bürkle, 2012) 

Legenda: PARP1 (poly (ADP-ribóza) polymeráza 1), ATM (ataxia-telangiectasia mutated kinase), MRE11 (nukleáza 

opravující dvouvláknové zlomy), DNA-PK (katalytická podjednotka DNA-dependentní protein kinázy), Ku70/80 (protein Ku 

tvořený doménami Ku70 a Ku80), PCNA (proliferating cell nuclear antigen), DNA pol (DNA polymezázy), RPA (replikační 

protein A), p21 (protein p21), p53 (protein p53), XPA (Xeroderma pigmentosum complementation group A), CSB (cockayne 

syndrome group B), DNA pol β (DNA polymeráza β), XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein 1). 

U normálně se dělících buněk probíhá PARylace zejména v S fázi buněčného cyklu. PARylace 

ovlivňuje aktivitu enzymů, účastnících se replikace, mezi které patří DNA polymerázy, 

topoizomerázy, RPA a PCNA (Simbulan-Rosenthal et al., 1998; Bauer et al., 2001). PARP je 

nezbytný pro správnou syntézu Okazakiho fragmentů, protože díky schopnosti rozpoznat zářezy 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=B%C3%BCrkle+A&cauthor_id=23050038
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na vláknech DNA rozpoznává nespojené Okazakiho fragmenty (Lönn et Lönn, 1985; Hanzlíková 

et al., 2018).  

Kvůli zásadní roli proteinu PARP1 v replikaci a opravě DNA se mnoho současných exerimentálních 

studií věnuje právě inhibici PARP1 jako novému terapeutickému přístupu v léčbě rakoviny 

(Ledermann et al., 2014; de Bono et al., 2020; Kuemmel et al., 2020). Inhibice PARP1 je toxická 

pro buňky, ve kterých nejsou aktivní tumorsupresorové proteiny BRCA1 (z angl. breast cancer type 1 

susceptibility protein) a BRCA2 (z angl. breast cancer type 2 susceptibility protein), které se účastní 

opravy DNA. Proto tento způsob léčby dobře funguje u nádorů defektních v BRCA1 a BRCA2 

(Farmer et al., 2005), jako jsou nádory prsu, vaječníků, prostaty a slinivky břišní (Fong et al., 2009; 

Golan et al., 2019). Původně se předpokládalo, že citlivost BRCA1-deficitních nádorů vůči PARP 

inhibitorům (PARPi z angl. PARP inhibitor) vychází z nedostatečné ochrany replikačních vidlic, 

zastavení nebo kolapsu replikačních vidlic v těchto buňkách (Bryant et al., 2005).  

V rozporu s tímto pozorováním je nedávna studie, která poprvé ukazuje, že PARPi nezpůsobuje 

zastavení replikace, ale naopak vede ke zvýšení replikační rychlosti (Maya-Mendoza et al., 2018). 

U buněčné linie U2OS ovlivněné Olaparibem (PARPi) o koncentraci 10 μmol·l-1 sledovali autoři 60% 

nárůst rychlosti replikačních vidlic. Avšak v kontrastu s dříve přijímaným modelem nevyvolal PARPi 

žádné zastavení a kolaps replikační vidlice. Působením PARPi v BRCA-deficitních tumorech by místo 

zastavení replikačních vidlic mohlo tedy docházet k natolik markantnímu zrychlení replikace, 

po kterém by vznikalo množství poškození DNA, jež by nebyla v důsledku nefunkčního PARP1 

a nepřítomných BRCA1 a BRCA2 rozpoznána a opravena (Maya-Mendoza et al., 2018). 

Ve stejné studii (Maya-Mendoza et al., 2018) byl navrhnut model tzv. ‚fork speed regulatory network‘, 

podle kterého proteiny PARP1, p53 a p21 společně negativně regulují rychlost replikace DNA v S fázi 

buněčného cyklu. Replikační stres vyvolaný poškozením DNA je zaznamenán PARP1, PARylace 

potlačí postup replikačních vidlic, aktivuje p53 a následně je akumulován p21, který může zastavit 

defektní replikační vidlice (viz. obr. 7). Spolupráce PARP1, p53 a p21 je důležitá pro zachování 

optimální rychlosti a průběhu replikace DNA (Maya-Mendoza et al., 2018). 

3.2.2 Protein p21 v regulaci rychlosti replikace DNA 

Protein p21 známý také jako p21CDKN1A (z angl. cyclin-dependent kinase inhibitor 1A), p21Cip1 (z angl. 

Cdk-interacting protein 1) nebo p21Waf1 (wild type p53-activated fragment 1) je malý protein 

o molekulové hmotnosti 21 kDa. p21 je kódovaný genem CDKN1A, který se nachází na krátkém 

raménku chromozomu 6 (Gene-NCBI, 2021), a významně přispívá k regulaci buněčného cyklu. Díky 

schopnosti inhibovat cyklin-dependentní kinázy může zpomalovat buněčný cyklus a popř. ho zastavit 

při přechodech z G1 do S nebo z G2 do M fáze (Gartel et al., 1996). Transkripčním faktorem p21 je 

protein p53, který prostřednictvím p21 řídí kromě zastavení buněčného cyklu také buněčnou 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=L%C3%B6nn+S&cauthor_id=2982139
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senescenci. Kromě aktivace proteinem p53 může být p21 aktivován také nezávisle na p53 a to faktory 

Sp1 (z angl. specific protein 1), STAT (z angl. signal transducer and activator of transcription) a AP2 

(z angl. adipocyte protein 2) (Karimian et al., 2016). 

p21 je tvořen 165 aminokyselinami. Pro jeho funkci jsou zásadní domény na N- a C-konci. Regulaci 

buněčného cyklu a tedy interakci s cyklin-CDK komplexem zajišťuje především N-terminální doména 

p21, která inhibuje aktivitu cyklin-dependentní kinázy a tím zamezí dalšímu postupu buněčným 

cyklem. (Fotedar et al., 1996). N-terminální doména p21 váže CDK a motiv Cy1 (z angl. cyclin-

binding motif 1) na N-koci váže cyklin. Tato interakce je navíc podpořena Cy2 (z angl. cyclin-binding 

motif 2) motivem na C-konci, který také slabě váže cyklin (Chen et al., 1995; Goubin et Ducommun, 

1995; Chen et al., 1996; Fotedar et al., 1996). Na C-konci p21 je PCNA-vazebná doména – tzv. PIR 

(z angl. PCNA-interacting region), která má vysokou afinitu k PCNA (viz obr. 5). Prostřednictvím PIR 

váže p21 protein PCNA v oblasti zvané IDCL (z angl. interdomain connecting loop). Do stejné oblasti 

na PCNA se vážou i DNA polymerázy (Warbrick, 1998; Moldovan et al., 2007). 

Obr. 5: Schéma funkčních domén proteinu p21 

Legenda: Cy1 (cyklin-vazebný motiv 1), CDK (CDK-vazebná doména), PIR (PCNA interagující oblast), Cy2 (cyklin-

vazebný motiv 2). 

Protein p21 se účastní v buňce mnoha procesů: regulace buněčného cyklu, apoptózy, senescence, 

replikace a opravy DNA (viz obr. 6). Buněčný cyklus je pozitivně regulován fosforylací pRb (z angl. 

retinoblastoma protein) aktivními cyklin-dependentními kinázami v komplexu s cykliny 

(Beijersbergen et Bernards, 1996). Nadměrná aktivita CDK je inhibována p21 a tím je zabráněno 

postupu buněčným cyklem a nádorové transformaci (Harper et al., 1995). p21 interaguje s komplexy 

cyklin A/CDK1, cyklin A/CDK2, cyklin E/CDK2, cyklin D1/CDK4 a cyklin D2/CDK4. Exprese p53 

a následně p21 po poškození DNA vede k inhibici komplexu cyklin E/CDK2 a zamezení přechodu 

z G1 do S fáze, který je komplexem cyklin E/CDK2 pozitivně regulován. Tím je zabráněno replikaci 

poškozené DNA. Interakce p21 s cyklinem A/CDK1 a cyklinem A/CDK2 pak inhibuje buněčný 

cyklus přímo v S fázi (Sherr et Roberts, 1999; Bertoli et al., 2013; Karimian et al., 2016).  
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Obr. 6: Role p21 v buňce 

Legenda: p21 (protein p21), CDK (cyklin-dependentní kinázy), Cdc6 (cell division cycle 6), Cdt1 (Cdc10-dependent 

transcript 1 protein), PCNA (proliferating cell nuclear antigen), SAPK (stress-activated protein kinase), ASK1 (apoptosis 

signal-regulating kinase 1), DNA pol (DNA polymezázy). 

Významným transkripčním faktorem p21 je tumor-supresorový protein p53 (Finlay et al., 1989; Baker 

et al., 1990; El-Deiry et al., 1993). Aktivace p53 obecně vede k zastavení buněčného růstu, senescenci, 

nebo apoptóze. p53 indukované zastavení buněčného cyklu probíhá přes expresi p21 (Deng et al., 

1995). Po poškození DNA je proteinem p53 indukována exprese p21. Za podmínek, kdy funguje 

signální dráha p53 správně, je p21 exprimován díky zpětné regulaci jen dočasně a výsledkem je 

zastavení buněčného cyklu, které poskytuje čas pro opravu DNA, nebo nevratný přechod 

do senescence (El-Deiry et al., 1994; Campisi et al., 2007). Tento proces brání existenci a proliferaci 

poškozených buněk, a tudíž je nezbytný pro potlačení vzniku nádoru. Avšak kromě ochrany stability 

genomu a potlačení onkogeneze se v p53-deficitním prostředí ukazuje i opačná role proteinu p21. 

Bylo zjištěno, že nadměrná exprese p21 v prostředí chybějícího p53 umožní subpopulaci buněk 

uniknout ze stádia podobného senescenci a vede k replikačnímu stresu (Galanos et al., 2016). Tato 

subpopulace buněk se zvýšenou a prodlouženou expresí p21 vykazuje nestabilitu genomu 

a chemorezistenci k protinádorovému léku doxorubicinu (Galanos et al., 2016). V p53-deficitním 

prostředí je p21 déle exprimován a váže PCNA, který se kvůli interakci s p21 nemůže účastnit 

odbourávání replikaci iniciujících faktorů CdC6 a Cdt1 (Galanos et al., 2016). Iniciace replikace je 

odbouráváním faktorů Cdc6 a Cdt1 regulována tak, aby aktivace replikačního počátku a celá replikace 

proběhly jen jednou během S fáze. Jejich vysoká hladina má za následek re-replikaci – stav, kdy 

replikace DNA proběhne více než jednou během jednoho cyklu buňky (Galanos et al., 2016). 

Neschopnost PCNA odbourávat Cdc6 a Cdt1 má tedy za následek replikační stres (Galanos et al., 

2016), akumulaci DSB a přechod z opravy homologní rekombinací na více chybové opravné dráhy 
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(Galanos et al., 2016; Mansilla et al., 2020). Re-replikace i oprava DNA náchylná na chyby vedou 

k nestabilitě genomu a ukazují na pro-onkogení roli p21 v p53-deficitním prostředí (Mansilla et al., 

2020).  

p21 může vykazovat různé funkce v závislosti na své lokalizaci v buňce. Pokud je přítomen v jádře, 

vykazuje spíše tumor-supresorovou funkci díky schopnosti inhibovat buněčný růst. Naopak pokud se 

nachází ve vyšší koncentraci v cytoplazmě, projeví se jeho antiapoptotický efekt a tím podporuje 

onkogenezi (Romanov et al., 2012; 2016). V cytoplazmě p21 inhibuje proteiny, které indukují 

apoptózu včetně prokaspázy 3, kaspázy 8, kaspázy 10, SAPK (z angl. stress-activated protein kinase) 

a ASK1 (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1) (Dotto, 2000; Roninson, 2002). Inhibici růstu 

kontroluje p21 dvěma způsoby. Prvním z nich je výše zmíněná interakce komplexu cyklin/CDK 

a CDK/cyklin inhibující domény na N-konci. Druhým mechanismem je potlačení syntézy DNA 

prostřednictvím PCNA-vazebné domény na C-konci. p21 soutěží o PCNA s dalšími PCNA-

vazebnými proteiny, které jsou potřebné pro syntézu DNA. Mezi ně patří i DNA polymerázy a tak p21 

ovlivňuje replikaci a opravu DNA (Gulbis et al., 1996; Moldovan et al., 2007). 

V S fázi buněčného cyklu je hladina p21 výrazně nižší než během ostatních fází a p21 tak není 

schopný inhibovat CDK (Mansilla et al., 2020). Ovšem bylo pozorováno, že i malé změny nízké 

koncentrace p21 mohou ovlivnit průběh replikace a p21 je i při těchto nízkých koncentracích v S fázi 

důležitý pro zachování stability genomu v nestresovaných buňkách (Mansilla et al., 2016). Ztráta p21 

vede k defektům během replikace, které ukazují nutnost p21 pro správnou elongaci replikačních vidlic 

(Mansilla et al., 2016). Následující poznatky ukazují, že p21 v S fázi ovlivňuje funkce, které jsou 

závislé na PCNA, a to kompeticí s ostatními proteiny, které interagují s PCNA. Právě PIR doména 

p21, která váže PCNA, je esenciální při prevenci nestability genomu a replikačních defektů (Mansilla 

et al., 2016). p21 je negativní regulátor alternativních DNA polymeráz, které se účastní translézní 

syntézy DNA (TLS z angl. translesion syntesis) (Avkin et al., 2006). p21 předchází méně vhodnému 

použití translézních polymeráz κ, η, ι a Rev1 během replikace nepoškozené DNA (Mansilla et al., 

2016). Alternativní polymerázy se účastní replikace v případě poškození DNA (např. UV-zářením) 

a jsou méně přesné než replikativní polymerázy. Pokud na DNA nejsou žádné léze, aktivita 

alternativních polymeráz je nežádoucí. Aby se alternativní polymerázy mohly navázat na DNA, PCNA 

musí být nejprve ubikvitinovaný (Choe et Moldovan, 2017; Ripley et al., 2020). Samotná ubikvitinace 

PCNA je ovlivněná hladinou p21. V případě potřeby translézní syntézy je tedy nutná degradace p21 

prostřednictvím E3 ubikvitin ligázy CRL4 (z angl. cullin-RING) a následně se do replizomu mohou 

vázat alternativní DNA polymerázy (Mansilla et al., 2016). p21 těmito způsoby reguluje výběr 

adekvátní DNA polymerázy (Mansilla et al., 2016) a přispívá tak k regulaci stability genomu.  

Role p21 v replikaci DNA je založená na jeho schopnosti přerušit interakci PCNA-vazebných partnerů 

s PCNA. Díky PIR doméně má p21 nejvyšší afinitu k PCNA (Bruning et Shamoo, 2004) a může tak 
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soutěžit s těmito proteiny a vázat PCNA místo nich. Endogenní zbytková hladina p21 během S fáze 

může kontrolovat elongaci DNA a ovlivňovat rychlost syntézy DNA (Mansilla et al., 2016; Maya-

Mendoza et al., 2018).  

Ve studii Maya-Mendoza et al. (2018) byl p21 popsán jako negativní regulátor rychlosti replikace 

DNA. Po siRNA (z angl. small interfering RNA) nebo shRNA (z angl. short hairpin RNA) transfekci 

p21 buněčné linie U2OS bylo pozorováno zrychlení replikačních vidlic bez ovlivnění hladiny PARP1. 

Během nenarušené S fáze inaktivovaný PARP1 inhibuje p21 (Frouin et al., 2003) a zároveň je ko-

represorem promotoru CDKN1A (Madison et Lundbland, 2010) (viz obr. 7A). Aktivací PARP1 

v důsledku poškození DNA je aktivována transkripce p21 a zároveň je p21 uvolněn z komplexu 

PARP1-p21 (Maya-Mendoza et al., 2018). p21 tak může vázat PCNA, blokovat přítomnost 

replikativních polymeráz v replizomu, tím i syntézu DNA (Waga et al., 1994), a zastavit postup 

poškozených replikačních vidlic. Autoparylovaný PARP1 navíc interaguje s p53, který pak také 

aktivuje expresi p21 (Maya-Mendza et al., 2018) (viz obr. 7B, 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7: Funkce p21 a PARP1 během A: nenarušené S fáze, B: poškození DNA (převzato z Maya-

Mendoza et al., 2018) 

Legenda: p21 (protein p21), p53 (protein p53), PCNA (proliferating cell nuclear antigen), PARP1 (poly (ADP-ribóza) 

polymeráza 1), Pol α (DNA polymeráza α), Pol ε (DNA polymeráza ε), Pol δ (DNA polymeráza δ). 

 

 

 

 

Obr. 8: Schématické znázornění interakcí mezi PARP1, p53 a p21 (převzato z Maya-Maendoza et al., 

2018) 
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3.2.3 Fenotypy asociované se zvýšenou rychlostí replikace DNA 

Maya-Mendoza et al. (2018) popsali v nedávné studii následky zrychlené replikace DNA. Zvýšená 

replikační rychlost je spojená s akumulací poškození DNA a indukcí opravných drah, s nestabilitou 

genomu a se změnami v buněčném cyklu. 

Nadměrným zrychlením se replikační vidlice dopouštějí více chyb, mohou se dostat přes poškozenou 

DNA a přes meziprodukty rekombinace. Autoři výše zmíněného článku pozorovali PARP inhibitorem 

vyvolané zrychlení replikace DNA vedoucí k poškození DNA a k indukci DNA opravných drah 

(Maya-Mendoza et al., 2018). S využitím imunofluorescenčních technik a kvantitativní analýzy 

sledovali autoři studie změny v tvorbě fokusů proteinů opravných drah – subnukleárních struktur 

na vláknu DNA, které vznikají po jejím poškození a podílejí se na signalizaci a opravě DNA. 

U buněčné linie U2OS vystavené na 24 h působení PARPi o koncentraci 10 μmol·l-1  významě vzrůstá 

počet fokusů proteinů γH2AX, 53BP1, RAD51 a RPA32. To ukazuje na zvýšený výskyt ssDNA 

a přetrvávající replikační stres vedoucí až ke vzniku dvouvláknových zlomů DNA. Na imunoblotu 

autoři pozorovali zvýšenou fosforylaci proteinů RPA32, Chk1 a Chk2 (pRPA32 S4/S8, pRPA32 S33, 

pChk1 S317 a pChk2 T68). Tyto posttranslační modifikace vedou k zastavení buněčného cyklu 

v důsledku replikačního stresu. Zrychlená replikace DNA po PARPi dále vyvolává změny distribuce 

buněk v buněčném cyklu. V rámci S fáze se buňky ovlivněné PARPi shromažďují v pozdní S fázi 

buněčného cyklu. Analýza buněk ovlivněných PARPi poukazuje na výskyt jednovláknových zářezů 

a dvouvláknových zlomů DNA a narušení stability genomu (Maya-Mendoza et al., 2018). Jako 

markery nestability genomu byla kvantifikována tzv. mikrojádra, která vznikají z fragmentů nebo 

i z celých chromozomů, které se při buněčném dělení nedostaly do dceřiné buňky, a tvoří malé 

struktury v blízkosti buňky (Fenech et al., 2016).  

Kromě mechanismu působení PARPi Maya-Mendoza et al. (2018) sledovali následky vyčerpání 

dalšího z proteinů účastnících se replikace DNA – Treslinu. Treslin se podílí na aktivaci replikačních 

počátků obratlovců, kde interaguje s TopBP1 (Kumagai et al., 2010). Nedostatek Treslinu vyvolává 

zrychlení replikačních vidlic a aktivuje dráhy odpovědi na poškození DNA. Po úbytku Treslinu 

se buňky akumulují v pozní S fázi buněčného cyklu stejně jako po PARPi (Maya-Mendoza et al., 

2018). Autoři popisované studie pozorovali fenotyp zrychlené replikace i v důsledku nedostatku 

proteinu p21, dosaženého pomocí siRNA, nebo shRNA transfekce. Tímto také poukázali na schopnost 

p21 negativně regulovat rychlost replikace DNA (Maya-Mendoza et al., 2018). Fenotypy asociavané 

se zrychlením replikace DNA po snížení hladiny p21 doposud nejsou známé a dále se jimi zabývám 

ve své práci, kde jsou srovnávány s již popsanými fenotypy pozorovanými po snížení hladiny 

Treslinu. 
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4 MATERIÁL A METODY 
4.1 Biologický materiál 

Experimenty byly provedeny na 2 buněčných liniích: lidský osteosarkom U2OS (ATCC HTB-96) 

a lidská imortalizovaná nenádorová linie epitelu sítnice RPE1 s aktivním enzymem prodlužujícím 

telomery hTERT (ATCC CRL-4000). U buněk byla provedena siRNA transfekce, nebo byly 

ovlivňovány inhibitorem proteinu p21 UC2288. 

4.2 Chemikálie, roztoky, soupravy  

Tab. 1: Použité chemikálie 

Název Výrobce Katalogové číslo 

30% Akrylamid / Bis solution 29:1 Bio-Rad 1610156 

4% paraformaldehyd Sigma-Aldrich HT501128-4L 

Aceton Penta 10050-11000 

Azid sodný Sigma-Aldrich SAFS71289-5G 

Bovinní sérový albumin Sigma-Aldrich A7906-100G 

Deionizovaná voda - - 

Dimethyl sulfoxide Cell culture grade PanReac AppliChem A3672,0250 

DMEM high glucose Biosera LM-D1111/500 

Dodecylsíran sodný (SDS) Sigma-Alrich 11667289001 

Ethalnol 96% Penta 70390-12501 

Ethanol 70% - - 

Fetální bovinní sérum Gibco 26140079 

Hoechst 33342 Molecular probes H1399 

Inhibitor p21 UC2288 Sigma-Aldrich 5328130001 

Izopropanol Penta 17500-20005 

Kyselina octová 99,8% Penta 19990-11000 

Lipofectamin RNAiMAX 

transfection reagent 

Invitrogen 13778075 

Methanol Penta 21210-12500 

Montovací médium Vectashield  Vector laboratories H-1000 

N,N,N′,N′-tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Sigma-Aldrich T9281-25ML 

Odtučněné sušené mléko Samatha 1559 

OptiMEM Thermo Fisher Scientific 31985062 
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Pokračování Tab. 1: Použité chemikálie 

Název Výrobce Katalogové číslo 

Penicilin-Strepromycin Sigma-Aldrich P4333-100ML 

Peroxodisíran amonný (APS) Sigma-Aldrich A3678-25G 

Pierce detergent compatible Bradford 

assay reagent 

Thermo Fisher Scientific 23246S 

Ponceau S Sigma-Aldrich P3504-10G 

Precision plus protein dual color 

standard 

Bio-Rad 1610394 

siRNA Con Ambion AM4635 

siRNA p21 Ambion 4390824 

siRNA TICRR 1# Ambion 4392420 

siRNA TICRR 2# Ambion 4392420 

siRNA TICRR 3# Ambion 4392420 

Triton X-100 Carl Roth 3051.4 

TrypLE Express Gibco 12305-028 

 

Tab. 2: Použité roztoky a jejich příprava 

Název roztoku Příprava roztoku 

1.5 M Tris (pH 8,8) 

 

18,17 g Tris 

rozpustit v 80 ml ddH2O 

upravit pH na 8,8 

doplnit do 100 ml ddH2O 

1.5M Tris (pH 6,8) 

 

18,17 g Tris 

rozpustit v 80 ml ddH2O 

upravit pH na 6,8 

doplnit do 100 ml ddH2O 

1× elektrodový pufr 100 ml 10× elektrodový pufr 

doplnit do 1000 ml ddH2O 

1× PBS 10 ml 10× PBS 

doplnit do 100 ml ddH2O 

1× přenosový pufr 100 ml 10× přenosový pufr 

100 ml MetOH 

doplnit do 1000 ml ddH2O 
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Pokračování Tab. 2: Použité roztoky a jejich příprava 

Název roztoku Příprava roztoku 

10% APS 1 g APS 

rozpustit v 8 ml ddH2O 

doplnit do 10 ml ddH2O 

10% SDS 10 g SDS 

rozpustit v 90 ml ddH2O 

doplnit do 100 ml ddH2O 

10× elektrodový pufr 144,1 g glycin 

30,3 g Tris 

10 g SDS 

doplnit do 1000 ml ddH2O 

10× PBS (pH 7,4) 80 g NaCl 

2 g KCl 

32,1 g Na2HPO4 × 12 H2O 

2 g KH2PO4 

upravit pH na 7,4–7,5  

doplnit ddH2O do 1000 ml 

10× přenosový pufr 144,1 g glycin 

30,3 g Tris 

doplnit do 1000 ml ddH2O 

10× TBS 24,2 g Tris  

80 g NaCl 

upravit pH na 7,6 

doplnit do 1000 ml ddH2O 

5% mléko v TBS 

s 0,1% Tween-20 

5 g sušeného mléka 

doplnit do 100 ml TBS s 0,1% Tween-20 

Barvící roztok Ponceau S  0,5 g Ponceau S  

5 ml 99,8% kyselina octová 

doplnit do 100 ml ddH2O 

DMEM high glucose + 

10% FBS + 0,02% azid 

sodný 

5 ml FBS 

100 μl 10% azidu sodné 

doplnit do 50 ml DMEM high glucose  
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Pokračování Tab. 2: Použité roztoky a jejich příprava 

Název roztoku Příprava roztoku 

LSB 8 ml 1M Tris-HCl (pH 6,8) 

3,2 g SDS 

16 ml Glycerol 

700 μl 10% roztok bromfenolové modři 

2,7 g DTT 

doplnit do 40 ml ddH2O 

TBS s 0,1% Tween-20 100 ml 10× TBS 

1 ml Tween-20 

doplnit do 1000 ml ddH2O 

 

Tab. 3: Použité soupravy 

Název Dodavatel Katalogové číslo 

Click-iT plus EdU Fluor 594 Imaging 

Kit 

Molecular probes C10639 

Pre-diluted protein assay standards: 

BSA set 

Thermo Fisher Scientific 23208 

 

SuperSignal west femto plus 

chemiluminescent substrate 

Thermo Fisher Scientific 34095 

SuperSignal west pico plus 

chemiluminescent substrate 

Thermo Fisher Scientific 

 

34580 

 

 

4.3 Použité přístroje 

Aparatura na elektroforézu Mini-Protean Tetra systém (Bio-Rad) 

Blotovací aparatura Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) 

Centrifuga Scanspeed 1236R (Labgene) 

Fluorescenční mikroskop Imager.A2 (Carl Zeiss) 

Inkubátor Hera Cell 150i (Thermo Fisher Scientific) 

Invertovaný fluorescenční mikroskop ScanR IX81 (Olympus) s EM CCD kamerou C9100 

(Hamamatsu Photonics) 
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Laminární box Msc-Advantage (Thermo Fisher Scientific) 

Mikroskop CKX53 (Olympus) s kamerou DS126621 (Canon) 

Mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss) 

Mrazící box -80 °C Ultra-Low Temperature Freezer U725 (New Brunswick) 

Napájecí zdroj EV202 (Consort) 

Orbitální třepačka PSU–10i (Biosan)  

Počítačka buněk Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer (Beckman coulter life sciences) 

Stolní mikrocentrifuga FLV–2400N (Biosan) 

Temperovaná třepačka Thermo Mixer C (Eppendorf) 

Termoblok Dry bath incubator (Major science) 

Vodní lázeň (Memmert) 

Vortex Genie 2 (Scientific Industries) 

Výrobník ledu 

Zobrazovací a dokumentační systém ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) 

4.4 Kutivace buněčných linií 

Buněčné linie byly kultivovány v živném médiu DMEM high glucose s 10% FBS a 1% směsí 

antibiotik penicilin, streptomycin v kultivačních lahvích (75 cm2) v inkubátoru při 37 °C. 2–3× týdně 

byly buňky pasážovány – po odsátí živného média byly promyty 2 ml PBS, při 37 °C 5 min 

trypsinizovány v 1 ml trypsinu (TrypLE Express), který byl následně neutralizován 9 ml živného 

média. V kultivační láhvi byl ponechán požadovaný objem buněčné suspenze, ke kterému bylo 

přidáno živné médium pro doplnění na 10 ml. Všechny používané chemikálie byly před prací s živými 

buňkami ohřáté na 37 °C ve vodní lázni a pracovalo se za sterilních podmínek v laminárním boxu. 

4.5 Počítání buněk s použitím Vi-CELL 

Do vialky bylo odebráno 500 μl dobře promíchané buněčné suspenze a vialka byla vložena 

do přístroje Vi-CELL. Z přístroje byl odečten počet živých buněk v 1 ml buněčné suspenze. 
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4.6 RNA interference 

24 h před siRNA transfekcí byl nasazen takový počet buněk, aby v den transfekce byly z 50 % 

až 70 % konfluentní. Na každou z Petriho misek o průměru 6 cm bylo nasazeno přibližně 

700 000 buněk napipetováním homogenní buněčné suspenze příslušné buněčné linie (U2OS, RPE1) 

v 5 ml média DMEM high glucose obsahujícího 10 % FBS a 1 % směsi penicilin, streptomycin. V den 

experimentu byla připravena mikrozkumavka obsahující 500 μl OPTIMEM a 10 μl Lipofectaminu 

RNAiMAX a druhá mikrozkumavka obsahující 500 μl OPTIMEM a 2 μl kontrolní siRNA (siCon) 

o koncentraci 20 μmol·l-1. Po 5 min byly obsahy těchto mikrozkumavek smíchány a inkubovány 

15 min při laboratorní teplotě. Stejným postupem byla připravena transfekční směs obsahující siRNA 

pro p21 (sip21) nebo TICRR (siTICRR). Z Petriho misek byly odebrány 3 ml média a do každé misky 

bylo přidáno po 1 ml transfekční směsi pro siCon, sip21, nebo siTICRR. Po 8 hodinách bylo 

vyměněno kultivační médium a po 24 h byly buňkami porostlé Petriho misky (siCon, sip21, siTICRR) 

trypsinizovány a rozděleny na další dvě Petriho misky – jedna miska byla určena pro přípravu 

celobuněčných lyzátů, ve druhé misce byla rozmístěla mikroskopická sklíčka pro následnou 

imunofluorescenci. Po 48–72 hodinách od transfekce byly buňky fixovány, nebo lyzovány. Použité 

siRNA jsou uvedeny v tab. 4. Pro transfekci TICRR byla použita směs tří siRNA (viz tab. 4). 

Tab. 4: Použité siRNA 

siRNA siRNA ID Sekvence  

siCon AM4635 5′-AGUACUGCUUACGAUACGGTT-3′ 

sip21 s416 5′-GCACCCUAGUUCUACCUCATT-3′ 

siTICRR 1# s40362 5′-GUACCUCUCUUGAAACGAATT-3′ 

siTICRR 2# s40361 5′-CAGAUGUUGUGGAUAGUAUTT-3′  

siTICRR 3# s40363 5′-GACUCACCAUUGGAUUCAATT-3′ 

 

4.7 Inhibice p21 s použitím UC2288 

24 h před použitím p21 inhibitoru UC2288 bylo na každou ze tří Petriho misek o průměru 6 cm 

vysazeno 700 000 buněk v 5 ml živného média DMEM high glucose obsahujícího 10 % FBS a 1 % 

směsi penicilin, streptomycin. Další den byl do dvou misek přidán p21 inhibitor UC2288 o výsledných 

koncentracích 10 μmol·l-1 a 30 μmol·l-1. Buňky ve třetí misce sloužily jako negativní kontrola (Mock). 

Petriho misky s buňkami byly 24 h kultivovány při 37 °C v inkubátoru. Po 24 h byly buňky lyzovány.  
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4.8 Kvantitativní stanovení koncentrace proteinů pomocí Pierce Detergent 

Compatible Bradford Assay 

Do jamek 96 jamkové mikrodestičky bylo napipetováno po 10 μl deionizované vody, standardů Pre-

diluted protein assay standards: BSA set, nebo 2× ředěného (v ddH2O) vzorku lyzovaných proteinů – 

vše ve třech opakováních. Do každé jamky bylo přidáno 300 μl Pierce Detergent Compatible Bradford 

Assay Reagent zahřátého na laboratorní teplotu a obsah jamky byl propipetován. Vzorky byly 

inkubovány 10 min při laboratorní teplotě. Spektrofotomentrem Tecan Infinite MP200PRO byly 

při 595 nm stanoveny absorbance blanku (deionizované vody), všech standardů a příslušných vzorků. 

Z hodnot absorbancí byla v programu Microsoft Excel sestavena kalibrační křivka a byly vypočítány 

koncentrace proteinů ve vzorcích. 

4.9 Western blotting a příprava polyakrylamidových gelů 

Pro elektroforetickou separaci proteinů za denaturujících podmínek byly používány 10% a 8% 

polyakrylamidové gely. Všechny složky dělícího gelu byly v digestoři smíchány (viz tab. 5), 

napipetovány mezi dvě skla a převrstveny několika kapkami isopropanolu. Po ztuhnutí byl odstraněn 

izopropanol a prostor mezi skly byl promyt deionizovanou vodou. Smícháním příslušných složek byl 

připraven zaostřovací gel (viz tab. 6), který byl napipetován mezi skla na vrstvu dělícího gelu. Ihned 

po napipetování zaostřovacího gelu byl mezi skla vložen hřebínek. Pro pozdější využití byly gely 

po ztuhnutí uchovávány v navlhčeném ubrousku s elektrodovým pufrem v lednici při 4 °C. 

Tab. 5: Příprava 10% a 8% dělícího polyakrylamidového gelu 

 10% dělící gel [ml] 8% dělící gel [ml] 

Celkový objem 5  5  

ddH2O 2  2,3 

30% Akrylamid / Bis solution 29:1 1,7 1,3 

Tris 1,5 mol·l-1   (pH 8,8) 1,3 1,3 

10% SDS 0,05 0,05 

10% APS 0,05 0,05 

TEMED 0,002 0,003 
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Tab. 6: Příprava zaostřovacího polyakrylamidového gelu 

 Zaostřovací gel [ml] 

Celkový objem 3  

ddH2O 2,1  

30% Akrylamid / Bis solution 29:1 0,5  

Tris 0,5 mol·l-1   (pH 6,8) 0,38 

10% SDS 0,03 

10% APS 0,03 

TEMED 0,003 

 

Buňky konfluentní ze 70 % až 90 % na Petriho miskách o průměru 6 cm byly 1× promyty studeným 

PBS (4 °C). Celobuněčné extrakty byly připraveny ve 100–350 μl LSB za krouživých pohybů Petriho 

miskou, odpipetovány do mikrozkumavek a 5 min povařeny při 95 °C v termobloku. Buněčné lyzáty 

byly elektroforeticky separovány v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu sodného 

(SDS-PAGE) při proudu 20 mA na 1 gel v elektrodovém pufru (přibližně 1 hod a 30 min). Do každé 

jamky bylo naneseno stejné množství vzorků (13–15 μl v závislosti na koncentraci proteinů a velikosti 

jamek). Jako marker molekulových hmotností byl použit Precision plus protein dual color standard 

(4 μl do jamky). Proteiny z gelu byly přeblotovány na nitrocelulosovou membránu (Bio-Rad) 

při napětí 12 V (45 min). Proteiny na nitrocelulosové membráně byly vizualizovány pomocí barvícího 

roztoku Ponceau S a poté 3× promyty deionizovanou vodou. Následně byly nitrocelulosové membrány 

blokovány 1 h v 5% mléku v TBS s 0,1% Tween-20 na orbitální třepačce při pokojové teplotě 

a inkubovány s primární protilátkou v 5% mléku v TBS s 0,1% Tween-20 přes noc v lednici (4 °C). 

Další den byly membrány 3× promyty v TBS s 0,1% Tween-20 a inkubovány 1 h za pokojové teploty 

se sekundární protilátkou označenou křenovou peroxidázou ředěnou v 5% mléku v TBS 

s 0,1% Tween-20. Po opětovném promývání v TBS s 0,1% Tween-20 (3× po 5 min) byl na membrány 

napipetován chemiluminiscenční substrát (SuperSignal west pico plus chemiluminescent substrate 

a SuperSignal west femto plus chemiluminescent substrate) křenové peroxidázy. Signál detekovaných 

proteinů byl měřen chemiluminiscenčně za použití zobrazovacího a dokumentačního systému 

ChemiDoc XRS+ a softwaru Image Lab. Použité protilátky jsou uvedeny v tab. 7. 

4.10 Imunofluorescence 

Buňky nasazené na mikroskopických sklíčkách o průměru 13 mm v Petriho misce byly na ledu 

1× promyty PBS vychlazeným na 4 °C. Pouze pro vizualizaci proteinu RPA32 byla před fixací 

provedena preextrakce buněk 0,2% Tritonem X (5 min) a sklíčka byla 3× promyta studeným PBS 

(4 °C). Buňky určené pro pozorování proteinů γH2AX a 53BP1 preextrahovány nebyly. Buňky byly 

15 min fixovány 4% PFA při teplotě 4 °C, permeabilizovány 0,5% tritonem X (5 min za pokojové 



27 
 

teploty), 3× promyty PBS a 1 h blokovány v roztoku DMEM high glucose + 10% FBS + 0,02% azid 

sodný při pokojové teplotě. Následně byly přes noc inkubovány s primární protilátkou v lednici (4 °C). 

Další den byla sklíčka s buňkami 4× promyta PBS a inkubována s Alexa Fluor 568 nebo 488 

konjugovanou sekundární protilátkou 1 h ve tmě při pokojové teplotě (viz tab. 7). Všechny protilátky 

byly ředěné v roztoku DMEM high glucose + 10% FBS + 0,02% azid sodný. Po inkubaci byla sklíčka 

3× promyta PBS a pro vizualizaci DNA byl na 5 min přidán Hoechst 33342 (Molecular probes) ředěný 

v PBS v poměru 1:1000 (ve tmě), poté PBS (5 min, ve tmě) a sklíčka byla promyta ddH2O. 

Po vysušení byla sklíčka přenesena na kapku montovacího média Vectashield (Vector Laboratories) 

na podložním sklíčku (buňkami směrem dolů). Buněčná jádra byla nafocena na mikroskopu ScanR 

a analyzována pomocí ScanR Analysis. Získaná data byla zpracována v programu GraphPad Prism 8.  

Tab. 7: Seznam použitých protilátek 

Antigen Původ Dodavatel Katalogové číslo Ředění 

primární protilátky (western blotting) 

Chk1 myš Santa Cruz sc-8408 1:500 

fosorylovaný Chk1 S317 králík Cell Signaling 2344S 1:250 

Chk2 myš Santa Cruz sc-5278 1:500 

fosorylovaný Chk2 T68 králík Cell Signaling 2661S 1:500 

p21 králík Cell Signaling 2947 1:1000 

PARP1 myš Santa Cruz sc-8007 1:1000 

RPA32 myš Abcam ab2175 1:500 

fosorylovaný RPA32 S4/S8 králík Bethyl A300-245A 1:500 

fosorylovaný RPA32 T21 králík Abcam ab61065 1:500 

SMC1 králík Abcam ab9262 1:1000 

Treslin králík 
Division of Biology 147-75 California 

Institute of Technology Pasadena, CA 

91125, USA (Kumagai et al, 2010) 

1:200 

β-actin myš Santa Cruz sc-47778 1:500 

γH2AX myš Millipore 05-636 1:500 

primární protilátky (imunofluorescence) 

53BP1 králík Santa Cruz sc-22760 1:500 

RPA32 myš Abcam ab2175 1:200 

γH2AX myš Millipore 05-636 1:1000 

sekundární protilátky (western blotting – značené HRP) 

kozí IgG myš Santa Cruz sc-2354 1:500 

králičí IgG myš Santa Cruz sc-2357 1:1000 
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Pokračování Tab. 7: Seznam použitých protilátek 

Antigen Původ Dodavatel Katalogové číslo Ředění 

myší IgG králík Santa Cruz sc-358914 1:1000 

sekundární protilátky (imunofluorescence – Alexa Fluor 488/568 konjugované) 

králičí IgG (488) koza Invitrogen A11034 1:1000 

myší IgG (568) koza Invitrogen A11004 1:1000 

  

4.11 Analýza replikace a detekce fokusů EdU 

K buňkám pěstovaným na sklíčkách bylo za sterilních podmínek v laminární boxu přidáno na 30 min 

EdU (z angl. 5-ethynyl-2′-deoxyuridine) o výsledné koncentraci 10 μmol·l-1. Poté byly misky 

s buňkami přeneseny na led, 3× promyty studeným PBS (4 °C), preextrahovány 5 min 

0,2% Tritonem X, opět 1× promyty studeným PBS (4 °C) a fixovány 15 min ve 4% PFA v digestoři 

na ledu. Po fixaci byla sklíčka 2× promyta roztokem DMEM high glucose + 10% FBS + 0,02% azid 

sodný a permeabilizována 20 min 0,5% Tritonem-X za pokojové teploty. Podle návodu od výrobce 

koměrčně dodávaného kitu Click-IT® EdU Alexa Fluor 568 Imaging Assay kit (Molecular probes) byl 

připraven reakční koktejl obsahující 1× Click-IT® reakční pufr, CuSO4, Alexa Fluor azid a aditivum 

k reakčnímu pufru. Po odstranění 0,5% Tritonu X byla sklíčka 2× promyta roztokem DMEM high 

glucose + 10% FBS + 0,02% azid sodný, na každé sklíčko bylo naneseno 100 μl čerstvě připraveného 

reakčního koktejlu a sklíčka byla 30 min ve tmě inkubována. Poté byly buňky promyty 1× 

roztokem DMEM high glucose + 10% FBS + 0,02% azid sodný, 1× PBS a inkubovány 30 min 

s Hoechstem 33342 v PBS (ředění 1:2000) ve tmě. Sklíčka byla promyta 2× PBS, 1× ddH2O 

a po usušení ve tmě přenesena na kapku montovacího média Vectashield (Vector Laboratories) 

na podložním sklíčku (buňkami směrem dolů). Buněčná jádra byla nafocena na mikroskopu ScanR 

a analyzována pomocí ScanR Analysis. Ze závislosti intenzity signálu inkorporovaného EdU 

na intenzitě jaderného signálu byl analyzován průběh S fáze buněčného cyklu. 

4.12 Kvantitativní mikroskopická analýza za použití ScanR 

Kvantitativní obrazová analýza připravených vzorků byla provedena ze 150 náhodně nasnímaných 

polí s buňkami na mikroskopu ScanR IX81 (Olympus) s EM CCD kamerou C9100 (Hamamatsu 

Photonics) pomocí softwaru ScanR Acquisition. Počty fokusů opravných proteinů, inkorporace EdU 

a jaderný signál DNA byly kvantitativně hodnoceny pomocí ScanR Analysis (Olympus). 

   



29 
 

5 VÝSLEDKY  

Jak již zminuji výše v teoretické části práce, Maya-Mendoza et al. (2018) popsal asociaci PARPi-

indukovaného zvýšení rychlosti replikace se vznikem poškození DNA, aktivací opravných drah, 

nestabilitou genomu a změnami v průběhu Sfáze buněčného cyklu. Ve stejném článku bylo 

publikováno, že podobně jako PARPi i siRNA transfekce p21 vede ke zvýšené rychlosti replikace, 

a tudíž by p21 mohl negativně regulovat rychlost replikačních vidlic. Cílem mojí bakalářské práce 

bylo zjistit, zda pozorovaná zvýšená rychlost replikace po siRNA transfekci p21 vede ke stejným 

fenotypům, jaké byly popsané v souvislosti s PARP inhibitorem a siRNA transfekcí TICRR – 

konkrétně zvýšená formace opravných fokusů proteinů RPA32, γH2AX, 53BP1, změny v signalizaci 

odpovědi na poškození DNA, zvýšená tvorba mikrojader a změny v S fázi buněčného cyklu. 

Analogicky, ke snížení hladiny proteinu p21 pomocí siRNA transfekce byl k objasnění přítomnosti 

sledovaných fenotypů použit inhibitor p21 – UC2288. 

S cílem pozorovat výše zmíněné změny v buňce při nedostatku proteinu p21 byla provedena siRNA 

transfekce p21 (‚knockdown‘ p21), nebo byly buňky vystaveny na 24 h působení inhibitoru p21 

UC2288. Na nádorové epiteliální buněčné linii U2OS byla siRNA transfekce p21 provedena ve dvou 

opakováních. Ve druhém opakování experimentu na linii U2OS byla jako pozitivní kontrola přidána 

již charakterizovaná siRNA transfekce TICRR. Pro následné ověření specificity sledovaných fenotypů 

byly experimenty opakovány na další buněčné linii – imoralizované epiteliální linii RPE-1 získané 

z buněk retiny. Fenotypy sledované po snížení hladiny p21 pomocí siRNA transfekce (sip21) byly 

srovnávány s nedávno popsanými fenotypy vyvolanými zrychlením replikace DNA (Maya-Mendoza 

et al., 2018) – s siRNA transfekcí Treslinu (siTICRR) v kontrastu ke kontrolní siRNA transfekci 

(siCon). Fenotypy pozorované v buňkách ovlivněných různými koncentracemi UC2288 byly 

srovnávány s p21 inhibitorem neovlivněnou kontrolou (Mock). Vzorky byly analyzovány 

a vyhodnoceny pomocí metody western blotting a imunofluorescence s využitím mikroskopu ScanR 

a následné kvantitativní analýzy.  

Snížení hladiny p21 nezpůsobuje tvorbu dvouvláknových zlomů DNA a nespouští 

signalizaci opravných drah 

Z experimentálních dat imunofluorescence získaných pomocí ScanR analýzy je zrejmé, že siRNA 

transfekce p21 nezpůsobuje výrazný nárůst tvorby fokusů analyzovaných opravných proteinů (viz obr. 

9A, B).  Ze snímku 9A a kvantifikace jader s více než 5 fokusy opravných proteinů v grafu 9B je 

patrné, že po účinném ‚knockdownu‘ p21 (viz obr. 9C) nedochází k téměř žádnému nárůstu tvorby 

fokusů RPA32, který se váže na jednovláknovou DNA. Stejně tak celková hladina proteinu RPA32 

(viz obr. 9C) sledovaná prostřednictvím imunoblotu zůstává po ‚knockdownu‘ p21 nezměněná. 

Snížení hladiny p21 tedy nemá za následek zvýšený výskyt ssDNA. Naopak, po účinné siRNA 
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transfekci Treslinu (viz obr. 9C) dochází k nárůstu tvorby fokusů RPA32, tedy k signalizaci 

replikačního stresu. Dále se po úbytku Treslinu zvedá hladina fosforylovaných forem RPA32 

a to pRPA32 T21 a pRPA32 S4/S8 (viz obr. 9C) a dochází tak k aktivaci opravných drah DNA. 

Ve srovnání s ‚knockdownem‘ Treslinu jsou po ‚knockdownu‘ p21 fosforylované formy RPA32 jen 

nepatrně zvýšeny. V buňkách s nižší hladinou p21 tedy nebyla přítomná ssDNA ve zvýšené míře, což 

neukazuje na přítomnost replikačního stresu v důsledku zrychlení replikace indukované siRNA 

transfekcí p21. 

Podobně jako v publikaci Maya Mendoza et al. (2018) i naše data ukazují po siRNA transfekci 

Treslinu významný nárůst tvorby fokusů γH2AX, který je všeobecně uznávaný jako univerzální 

marker dvojvláknových zlomů DNA (viz obr. 9A, B). Naproti tomu po sip21 byl pozorován mírný 

úbytek fokusů fosforylovaného histonu γH2AX (viz obr. 9A). Po snížení hladiny p21 nedochází ani 

ke zvýšené tvorbě fokusů dalšího opravného proteinu – 53BP1. Z mikroskopických snímků 

imunofluorescence je ale patrný intenzivnejší signál proteinu 53BP1 v jádře po sip21, což může 

signalizovat zvýšenou translokaci proteinu do jádra buňky. Stejný trend byl pozorován i po úbytku 

Treslinu, kdy se množství 53BP1 v jádře ještě výrazněji zvyšuje a dochází také k nepatrnému zvýšení 

tvorby fokusů 53BP1 (viz obr. 9A, B). Tato data ukazují, že v kontrastu k úbytku Treslinu nedostatek 

proteinu p21 v buňce nezpůsobuje akumulaci dvouvláknových zlomu DNA, na které se vážou proteiny 

γH2AX a 53BP1 účastnící se signalizace poškození DNA a její opravy. 

Pokles hladiny p21 dále vyvolal mírné zvýšení fosforylovaného Chk1 S317 a Chk2 T68 podobně jako 

již bylo popsáno v případě siTICRR (Maya-Mendoza et al., 2018). Fosforylované formy proteinů 

Chk1 a Chk2 jsou signálem k zastavení buněčného cyklu a můžou poukazovat na problém během 

replikace DNA. Nedostatek Treslinu měl podle imunoblotu za následek úbytek PARP1 a zajímavý 

je současný významný nárůst p21 (viz obr. 9C). 
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Obr. 9: Snížení hladiny proteinu p21 u linie U2OS neaktivuje opravné dráhy DNA 

A: Tvorba fokusů opravných proteinů. Srovnání kontrolního vzorku (siCon), siRNA transfekce p21 

(sip21) a siRNA transfekce TICRR (siTICRR). Snímky byly zhotoveny na mikroskopu ScanR 

a kvantitativně analyzovány pomocí ScanR analýzy. B: Graf srovnávající procentuální podíl jader, 

ve kterých se formovalo více než 5 fokusů opravných proteinů v siCon a ve vzorcích sip21 a siTICRR. 

Hodnoty byly získány ze ScanR analýzy C: Srovnání hladiny proteinů signalizujících odpověď 

na poškození DNA v siCon, sip21 a siTICRR. β-actin slouží jako kontrola nanesení stejného množství 

proteinů. 

S cílem ověřit, zda jsou pozorované fenotypy po sip21 u nádorové linie U2OS stejné i u nenádorové 

primární linie, experimenty byly provedeny s epiteliálními buňkami sítnice RPE1. Počet jader s více 

než pěti fokusy RPA32 po transfekci p21 zůstal u buněčné linie RPE1 téměř nezměněný stejně jako 

v experimentu na linii U2OS. Podobně jako u U2OS byl u linie RPE1 po snížení hladiny p21 

zaznamenán mírný pokles tvorby fokusů γH2AX (viz obr. 10A, B). Vlivem nedostatku Treslinu 

v buňkách RPE1 byla zvýšena tvorba fokusů všech tří analyzovaných opravných proteinů. Tento efekt 

byl pozorován u proteinů RPA32 a γH2AX i v buňkách U2OS, avšak počet fokusů 53BP1 u U2OS 
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zůstává přibližně stejný pro siCon, sip21 i siTICRR. Kromě toho, že u linie RPE1 se tvoří po siTICRR 

výrazně více fokusů 53BP1, dochází také ke zvýšení celkového signálu 53BP1 uvnitř jádra stejně jako 

u U2OS. (viz obr. 10A, B).  

V linii RPE1 siRNA transfekce p21 téměř neovlivňuje množství jednotlivých proteinů signalizujících 

poškození DNA. S úbytkem Treslinu byl protein RPA32 fosforylován ještě intenzivněji než v případě 

U2OS. Dále byl u RPE1 pozorován významný nárůst hladiny fosforylovaného Chk2 T68 signalizující 

změny v průběhu buněčného cyklu podobně jako v linii U2OS. ‚Knockdown‘ p21 způsobil mírný 

úbytek Chk1 a fosforylovaného Chk1 S317. Vzhledem k tomu, že byla tlumena exprese negativního 

regulátoru buněčného cyklu je pochopitelné, že dochází ke změnám v regulaci kontrolních bodů – 

‚checkpointů‘ buněčného cyklu. Nicméně nárůst pChk1 S317 a pChk2 T68, který je spojován 

s siTICRR u U2OS, v nenádorových buňkách RPE1 pozorován nebyl. Stejně jako v buňkách U2OS 

byl vlivem siRNA transfekce Treslinu zaznamenán úbytek PARP1 a současný nárůst p21. (viz 

obr. 10C).  
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Obr. 10: siRNA transfekce p21 nevede k aktivaci opravných drah DNA ani u linie RPE1 

A: Tvorba fokusů opravných proteinů. Srovnání kontrolního vzorku (siCon), siRNA transfekce p21 

(sip21) a siRNA transfekce TICRR (siTICRR). Snímky byly nafoceny pomocí mikroskopu ScanR 

a analyzovány s využitím ScanR analýzy. B: Graf srovnávající procentuální podíl jader, kde 

se formovalo více než 5 fokusů opravných proteinů v siCon, sip21 a siTICRR. Hodnoty byly získány 

ze ScanR analýzy C: Imunobloty proteinů signalizujících poškození DNA pro siCon, sip21 

a siTICRR. β-actin slouží jako kontrola nanesení stejného množství proteinů. 

Nedostatek proteinu p21 nezpůsobuje akumulaci buněk v pozdní S fázi a  nevede 

k nestabilitě genomu 

S cílem sledovat změny v buněčném cyklu byly buňky po siCon, sip21 a siTICRR 

značeny thymidinovým analogem EdU (5-ethynyl-2′-deoxyuridin). EdU se inkorporuje do DNA 

během její replikace – tedy v S fázi buněčného cyklu. Na základě ScanR analýzy, kde byla hodnocena 

intenzita jaderné DNA a intenzita signálu inkorporovaného EdU, byla zjištěna distribuce buněk 

v rámci S fáze buněčného cyklu. V distribuci buněk linie U2OS v rámci S fáze byly pozorovány 
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poměrně nevýrazné odchylky mezi kontrolou a sip21 (viz obr. 11A). V buňkách s ‚knockdownem‘ 

p21 nebyla pozorována akumulace buněk v pozdní S fázi – fenotyp asociovaný se zrychlením 

replikace. Naproti tomu úbytek Treslinu v buňkách U2OS způsobuje výrazné změny v průběhu S fáze, 

kdy docházi také k hromadění buněk v pozdní S fázi (viz obr. 11A).   

Problémy během S fáze a mitózy mohou podněcovat vznik mikrojader jako jednoho z markeru 

genomové nestability. Nestabilita genomu byla v našich experimentech hodnocena pomocí 

kvantifikace mikrojader, která se formovala v blízkosti buněčných jader. Jaderná DNA byla barvela 

Hoechstem 33342 a pomocí ScanR analýzy byly kvantifikovány předdefinované malé objekty poblíž 

jader pozitivní na Hoechst 33342. Snížení hladiny Treslinu vyvolává nárůst tvorby mikrojader – 

poměr mikrojader ku celkovému počtu jader byl 30 %. Tento zvýšený výskyt mikrojader, a tedy ani 

nestabilita genomu po poklesu hladiny proteinu p21 ale pozorovány nebyly (viz obr. 11B). To je 

v souladu s výše zmíněnými daty, která neukazují na poškození DNA a vznik dvouvláknových zlomů 

v důsledku úbytku p21. 

Obr. 11: siRNA transfekce p21 u linie U2OS nezpůsobuje výrazné změny v buněčném cyklu ani 

zvýšenou tvorbu mikrojader 

A: Rozložení buněk v S fázi buněčného cyklu. B: Srovnání tvorby mikrojader. Data byla získána 

po nafocení jader a ScanR analýze. 
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V kontrastu s působením ‚knockdownu‘ Treslinu na S fázi v linii U2OS úbytek Treslinu v buňkách 

RPE1 vede k jejich akumulaci v brzké S fázi, nikoli v pozdní. Nedostatek klíčového regulátoru 

buněčného cyklu p21 může mít za následek změny během S fáze, avšak ani tyto změny nejsou příliš 

výrazné (viz obr. 12A). Tvorba mikrojader po ‚knockdownnu‘ p21, podobně jako v nádorové linii 

U2OS, ovlivněna nebyla. Avšak v porovnání s U2OS nedochází v linii RPE1 ke zvýšenému výskytu 

mikrojader ani po ‚knockdownu‘ TICRR (viz obr. 12B).  

Obr. 12: siRNA transfekce p21 a změny v buněčném cyklu v buňkách RPE1 

A: Distribuce buněk v rámci S fáze. B: Tvorba mikrojader po siRNA transfekci p21. Data byla 

získána po nafocení jader na mikroskopu s využitím ScanR analýzy. 

Inhibitor p21-UC2288 má na buňky U2OS i RPE1 výrazně toxický efekt 

S cílem ověřit sledované fenotypy po snížení hladiny proteinu p21 pomocí siRNA transfekce i dalším 

způsobem, byly buňky U2OS i RPE1 vystaveny inhibitoru p21 UC2288. 

Wettersten et al. (2013) publikovali článek o novém inhibitoru p21 UC2288, který syntetizovali, 

a který snižuje expresi p21 mRNA bez ovlivnění stability proteinu p21 (Wettersten et al., 2013). 

Autoři studie testovali p21 inhibitor na několika buněčných liniích: HK2 (primární epiteliální buněčná 

linie odvozená od buněk proximálních tubulů lidských ledvin), 786-O (karcinom ledviny), Caki-1 

(světlobuněčný karcinom ledviny), ACHN (metastatický renální karcinom) a HEY (karcinom epitelu 

vaječníku). Buněčné linie byly ovlivněny p21 inhibitorem UC2288 po dobu 24 h a snížení hladiny p21 

bylo pozorováno pomocí western blotu při koncentraci 10 μmol·l-1. 

p21 inhibitor UC2288 jsme nejprve testovali na buněčné linii U2OS. Buňky byly po dobu 24 h 

vystaveny UC2288 o koncentracích 1 μmol·l-1 a 10 μmol·l-1. Při těchto koncentracích ale nebyl 

pozorován žádný efekt inhibitoru na množství proteinu p21 (viz obr. 13A). Ke zvýšení potenciálního 
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efektu UC2288, byl experiment s U2OS opakován za použití vyšších koncentrací UC2288 (10 μmol·l-1 

a 30 μmol·l-1) a zárověň byl p21i testován i na další buněčné linii – RPE1. p21i dosahoval 

při koncentraci 30 μmol·l-1 vysoké toxicity, kdy byl pozorován enormní úbytek živých buněk (viz 

obr. 13D). U linie RPE1 nebylo ani působením p21 inhibitoru o koncentraci 30 μmol·l-1 dosaženo 

snížení hladiny p21 (viz obr. 13B). V buňkách U2OS použitím UC2288 o koncentraci 30 μmol·l-1 již 

k poklesu p21 došlo. V těchto buňkách vzrostla hladina γH2AX a fosforylovaných forem RPA32 – 

pRPA32 T21, pRPA32 S4/S8 (viz obr. 13C). Na rozdíl od buněčných linií sledovaných v publikaci 

Wettersten et al. (2013) je použití inhibitoru UC2288 o koncentracích 10 μmol·l-1 a 30 μmol·l-1 

pro analyzované linie U2OS a RPE1 toxické. Extrémní snížení životaschnopnosti buněk bylo 

pozorováno v kulturách obou použitých buněčných linií po přidání UC2288 o koncentraci 30 μmol·l-1 

na 24 h. Ve srovnání s kontrolou, kde jsou buňky U2OS konfluentní, dochází působením UC2288 

po 24 h (10 μmol·l-1 ) k jejich úbytku. Při vyšší koncentraci UC2288 (30 μmol·l-1), bylo po 24 h dno 

focené misky téměř bez buněk a pozorovali jsme zde především mrtvé buňky plavající v médiu (viz 

obr. 13D). Z těchto důvodů nebyl UC2288 dále používán v dalších experimentech pro ověření 

pozorovaných fenotypů popsaných výše pro sip21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 13: p21 inhibitor UC2288 je pro buňky toxický  

A: Účinek UC2288 na hladinu p21 v buňkách U2OS ovlivněných 24 h UC2288 o koncentracích 

1 μmol·l-1 a 10 μmol·l-1 (1μM, 10μM p21 inhibitor) ve srovnání s kontrolou (Mock). B: Účinek 

UC2288 o koncentracích 10 μmol·l-1 a 30 μmol·l-1 (10μM, 30μM) na linii RPE1. C: Účinek 



37 
 

koncentrací 10 μmol·l-1 a 30 μmol·l-1 UC2288 na buněčnou linii U2OS. SMC1 slouží jako kontrola 

naneseného množství proteinů. D: Srovnání buněčných kultur U2OS neovlivněných p21 inhibitorem 

a po působení UC2288 o koncentracích 10 μmol·l-1, 30 μmol·l-1. 
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6 DISKUZE 

Pojem replikační stres zahrnuje odchylky od správného průběhu replikace. Obecně bylo přijímáno, že 

RS je způsobený zpomalením nebo zastavením replikačních vidlic (Zeman et Cimprich, 2014).  Stejně 

tak se předpokládalo, že citlivost buněk k PARP inhibitorům je navozená zpomalením a případným 

zastavením replikace DNA (Bryant et al., 2005). V kontrastu s těmito předpoklady je studie Maya-

Mendoza et al., (2018), podle které je příčinou replikačního stresu také vysoká rychlost replikace 

DNA. Podle současného modelu působení PARPi vede inhibice PARP ke zrychlení replikačních 

vidlic, což má za následek replikační stres. Zrychlenou replikací indukovaný replikační stres pak vede 

k tvorbě dvouváknových zlomů DNA a nestabilitě genomu (Maya-Mendoza et al., 2018). Avšak 

nejnovější studie Cong et al. (2019), Nayak et al. (2019) a Panzarino et al. (2021) popisují zcela nový 

fenomén, který jako příčinu senzitivity k PARPi uvádí vznik jednovláknových mezer na DNA 

(ssDNA gaps). Data Cong et al. (2019) naznačují, že samotné zrychlení replikace není dostatečné 

k vyvolání senzitivity buněk k PARPi. Autoři popisují zvýšenou tvorbu jednovláknoových mezer 

po PARPi právě v BRCA1-deficitních buňkách (Cong et al., 2019). Z literatury je známo, že tvorba 

jednovláknových mezer DNA může být potlačena translézní syntézou (Goodman, 2002; Rattray 

et Strathern, 2003), kdy TLS polymerázy dosyntetizují jednovláknové mezery a chrání tak buňku před 

jejich genotoxickým účinkem (Nayak et al., 2019). 

Inhibice PARP i siRNA transfekce TICRR mají za následek zrychlení replikace DNA, tvorbu 

dvouvláknových zlomů, mikrojader a akumulaci buněk v pozdní S fázi buněčného cyklu (Maya-

Mendoza et al., 2018). Stejně tak snížení hladiny p21 vede k výraznému zrychlení replikačních vidlic 

(Maya-Mendoza et al., 2018). V kontrastu s fenotypy pozorovanými po PARPi (Maya-Mendoza et al., 

2018) nebo siTICRR nebylo v našich experimentech vlivem siRNA transfekce p21 pozorováno 

zvýšení formace fokusů RPA32, γH2AX ani 53BP1, které by ukazovaly na přítomnost poškození 

DNA a aktivaci opravných drah. Na rozdíl od PARPi (Maya-Mendoza et al., 2018) a siTICRR pokles 

hladiny p21 nevyvolal ani vznik mikrojader nebo změny v zastoupení buněk v S fázi. Přestože 

nedostatek p21 vyvolává zvýšení replikační rychlosti, fenotypy spojované se zvýšenou replikační 

rychlostí vlivem PARPi nebo siTICRR nebyly pozorovány. Možným vysvětlením může být role p21 

během aktivace enzymů translézní syntézy – translézních DNA polymeráz. p21 negativně reguluje 

TLS zabráněním ubikvitinace PCNA, která je potřebná pro vazbu translézních polymeráz na DNA 

(Mansilla et al., 2016). Ubikvitinací PCNA je umožněna vazba alternativních DNA polymeráz (pol η, 

pol ι, pol κ, REV1, pol ζ, pol θ a pol ν), které katalyzují syntézu DNA přes léze (Vaisman 

et Woodgate, 2017). 

Vlivem snížení p21 by mohla být umožněna ubikvitinace PCNA a následná aktivace  translézních 

DNA polymeráz. Těmito alternativními polymerázami by byly v buňkách s nedostatkem p21 

dosyntetizované rozsáhlé jednovláknové mezery DNA a nedocházelo by tak k akumulaci 
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jednovláknových mezer DNA, ke vzniku poškození DNA a nestabilitě genomu, jako bylo popsáno 

u PARPi a siTICRR. Naše hypotéza koreluje i s nedávnou studií Cong et al. (2019), ve které autoři 

ukazují signifikantní úbytek počtu jednovláknových mezer DNA v lini U2OS po snížení hladiny p21 

prostřednictvím shRNA (z angl. short hairpin) pro p21. V souladu s naší hypotézou je i studie Nayak 

et al. (2019), kde autoři popisují v buňkách U2OS ovlivněných hydroxymočovinou pokles výskytu 

ssDNA po shp21 ve srovnání s buňkami ovlivněných samotnou hydroxymočovinou, která vede 

ke zvýšenému výskytu ssDNA. 

Stejně jako ve studii Maya-Mendoza et al., (2018) byla u linie U2OS s tlumenou expresí TICRR 

pozorována výrazná tvorba mikrojader ukazující na nestabilitu genomu – index mikrojader vzrostl 

z přibližně 5 % u siCon na 30 % u siTICRR. Avšak nenádorová linie RPE1 po siRNA transfekci 

TICRR nárůst vzniku mikrojader nevykazovala. Nádorové buňky mají pravděpodobně vyšší index 

mutagenity a různé chromozové přestavby se u nich mohou projevit rychleji. Je tedy možné, že se 

v buňkách RPE1 efekt siTICRR na nestabilitu genomu v pozorovaném čase nestihl projevit. S našimi 

dosavadními výsledky koreluje také distribuce buněk v rámci S fáze buněčného cyklu. Na rozdíl 

od popsané akumulace buněk v pozdní S fázi asociované se zrychlenou replikací DNA indukovanou 

‚knockdownem‘ Treslinu se distribuce buněk v jednotlivých částech S fáze po úbytku p21 téměř 

nemění, což neukazuje na stejné problémy s poškozením DNA a s tím spojenou buněčnou odpovědí 

jako u siTICRR. 

Vlivem úbytku Treslinu v buňkách U2OS i RPE1 významně vzrostlo množství p21. To by mohlo 

souviset se současným poklesem PARP1 u buněk s siRNA transfekcí TICRR. PARP1 inhibuje p21 

a je i korepresorem genu CDKN1A (Maya-Mendoza et al., 2018). V důsledku snížení hladiny Treslinu 

klesá v buňce přítomnost PARP1. Transkripce CDKN1A by tak nebyla PARP1 inhibována a p21 by 

byl bez negativní regulace PARP1 zvýšeně exprimován. Dalším vysvětlením může být reakce 

na přítomnost buněčného stresu v buňkách po siTICRR. 

Na rozdíl od Wettersten et al. (2013) jsme použitím p21 inhibitoru UC2288 o koncentraci 10 μmol·l-1 

nedosáhli poklesu hladiny proteinu p21. Působením UC2288 o koncentraci 30 μmol·l-1 byla hladina 

p21 u linie U2OS snížena, nicméně tato koncentrace byla pro buňky vysoce toxická a nebylo možné ji 

použít při dalších experimentech. V buňkách U2OS ovlivněnných UC2288 o koncentraci 30 μmol·l-1 

došlo k nárůstu proteinů γH2AX, pRPA32 T21 a pRPA32 S4/S8. Tyto fenotypy nebyly 

pravděpodobně způsobeny specifickým účinkem nedostatku p21, ale celkovou cytotoxicitou 

p21 inhibitoru, kdy byli zlyzovány a analyzovány spíše apoptotické nebo již mrtvé buňky. Wettersten 

et al. (2013) testovali p21 inhibitor na několika buněčných liniích, mezi kterými nebyly zařazeny 

U2OS ani RPE1. Pro ověření námi pozorovaných fenotypů po siRNA transfekci p21 by bylo vhodné 

použít inhibitor p21, který funguje na liniích U2OS a RPE1, nebo provedené experimenty zopakovat 

také na liniích, na kterých funguje UC2288. 
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K lepšímu objasnění a pochopení naší hypotézy o asociaci p21 se zvýšenou rychlostí replikace 

a současné absenci dřívě popsaných fenotypů (Maya-Mendoza et al., 2018) by mohly přispět další 

experimenty. Detekce ubikvitinace PCNA (tj. podmínky pro aktivaci TLS) v buňkách s sip21, 

siTICRR a v buňkách ovlivněných PARPi by přispěla k vysvětlení závislosti fenotypů asociovaných 

se zvýšenou rychlostí replikace na aktivaci translézní syntézy. Podle našich pozorování a současných 

prací zmíněných výše by k ubikvitinaci PCNA, a tedy i k aktivaci TLS, mělo docházet pouze 

v případě sip21. Zároveň by k potvrzení naší teorie mohl sloužit i experiment, kde by byla pomocí 

imunofluorescence nebo immunoblotu sledována hladina translézní polymerázy po sip21, siTICRR 

a PARPi. K dalšímu potvrzení našich předpodkladů by mohly analogicky k již výše popsaným 

experimentům přispět také experimenty s funkčním inhibitorem p21, který by bez extrémní toxicity 

vedl k významnýmu poklesu hladiny p21. 
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7 ZÁVĚR 

V teoretické části této práce jsem popsala proces replikace DNA, význam regulace její rychlosti 

v souvislosti s proteinem PARP1 a roli proteinu p21 v replikaci DNA. 

S použitím siRNA pro p21 byly sledovány fenotypy navozené v důsledku nedostatku proteinu p21. 

Účinek siRNA transfekce p21 byl hodnocen pomocí western blottingu a imunofluorescence 

s kvantitativní ScanR analýzou. 

Přestože podle Maya-Mendoza et al. (2018) dochází vlivem snížení hladiny proteinu p21 ke zrychlení 

replikace DNA stejně jako po siRNA transfekci Treslinu nebo PARP inhibici, v souvislosti 

s nedostatkem p21 nebyly pozorovány stejné fenotypy jako po siRNA transfekci Treslinu a PARP 

inhibitoru. siRNA transfekce p21 nevede ke zvýšené formaci fokusů proteinů RPA32, který je 

signálem přítomnosti jednovláknové DNA, ani γH2AX a 53BP1, které ukazují na vznik 

dvouvláknových zlomů DNA. Úbytek p21 nemá za následek ani zvýšený výskyt mikrojader nebo 

akumulaci buněk v pozdní S fázi buněčného cyklu. Snížení hladiny p21 tedy na rozdíl od PARPi 

a siTICRR nevede k poškození DNA, replikačnímu stresu a nestabilitě genomu. 

Možným vysvětlením pro naše pozorování může být aktivace translézní syntézy v nepřítomnosti p21. 

Pokud by v důsledku snížení hladiny p21 docházelo k ubikvitinaci PCNA potřebné pro vazbu 

translézních polymeráz, mohly by být dosyntetizovány jednovláknové mezery DNA, které jsou 

pravděpodobně příčinou toxicity PARPi. Nedostatek p21 by tedy i přes přítomnost zvýšené rychlosti 

replikace neohrožoval stabilitu genomu, ale naopak by vedl k vyřešení problému výskytu 

jednovláknových mezer. 
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