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1 UVOD

Béhem kazdého bunééného deleni je nezbytné replikovat cely genom. Replikace DNA je ptesné fizeny
proces, ktery umoziuje zdvojeni genetické informace a jeji nasledné predani do dcefinych bunék.
Pro zajisténi spravného pribéhu syntézy DNA je dilezita regulace jeji rychlosti. Mezi negativni

regulatory rychlosti replika¢nich vidlic patii proteiny p21 a PARPI.

Rada vyzkumnych tymd se v soutasnosti vénuje pouziti a objasnéni funkce PARP inhibitort v 16¢bé
nadorovych onemocnéni. Mezi inhibitory PARP neboli poly (ADP-rib6za) polymeraz patii olaparib,
veliparib, rucaparib a dalsi, které jsou studovany v 1é¢bé nékterych typl nadort, jako napt. rakoviny
prsu, vajecnikii nebo prostaty. Vlivem PARP inhibitord dochazi ke zrychleni replikacnich vidlic,
replika¢nimu stresu, poSkozeni DNA a nestabilit¢ genomu a zménam v pribc¢hu S faze bunééného

cyklu, coz mize byt pro bunky fatalni.

Protein p21 je znamy piedevs§im pro svoji schopnost inhibovat komplexy cyklin-dependentnich kinaz
s cykliny a tedy schopnost regulovat bunéény cyklus. p53 je transkripénim faktorem proteinu p21
atidi tak prostfednictvim p21 aktivaci kontrolnich bodi bunétného cyklu vedouci ke zpomaleni
bunééného cyklu a jeho zastaveni. Proteiny p53, p21 a PARPI1 se spole¢né podileni na regulaci
replikace a jejich aktivita je dalezitd pro udrzeni idealni replika¢ni rychlosti. Nedostatek p21 ma stejné
jako inhibice PARP1 za néasledek zrychleni replikac¢nich vidlic. Zda v dtsledku indukce zrychleni
replikace snizenim hladiny p21 dochazi k replika¢nimu stresu, poskozeni DNA, nestabilit¢ genomu
a akumulaci bunék v pozdni S fazi bunééného cyklu, stejné jako vlivem inhibice PARPI, je

predmétem této prace.



2 CILE

Nasim cilem je stanovit, zda snizeni hladiny proteinu p21 pomoci siRNA (sip21) transfekce vede
k fenotypu spojovanému s rychlym postupem replikacnich vidlic, zahrnujicim replikacni stres,
aktivaci odpovédi na poskozeni DNA (DDR), nestabilitu genomu a akumulaci buné¢k v pozdni S fazi.
Navic budou tyto fenotypy sledované v bunkach po sip21, siTICRR a inhibici PARP porovnany

s buiitkami po inhibici p21 uzitim inhibitoru p21.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Replikace DNA u eukaryot

Replikace DNA je zasadni bunécny proces, béhem kterého je zdvojena molekula DNA. To je
podminkou pro nasledujici bunééné déleni — tedy pro vznik dvou dcefinych bun€k z jedné matetské
buniky (Alberts et al., 2014). K replikaci DNA dochazi v S fazi bunééného cyklu, kterd v lidskych
buiikach trva 6-8 h, a cela replikace probéhne jednou béhem jednoho bunécného cyklu (Masai et al.,

2010).

Syntéza nového vlakna DNA je katalyzovana DNA polymerdazami, které k 3’konci
polynukleotidového  vldkna  pfipojuji dal§i deoxyribonukleosidtrifosfaty (dNTP  z angl.
deoxyribonucleoside triphosphate). dNTP obsahujici dusikaté baze adenin, guanin, cytosin nebo
thymin (A, G, C, T) jsou knové syntetizovanému vladknu pfifazovany podle potfadi bazi
v templatovém vlakné. DNA polymeraza rozpozna bazi v templatovém fetézci a podle pravidel
komplementarity bazi, podle kterych se paruje adenin sthyminem a cytosin s guaninem, pfifadi
spravnou bazi (Alberts et al., 2014). Replikace DNA je semikonzervativni. To znamena, ze kazdé
rodicovské vlakno slouzi jako templat pro syntézu nového vlakna a je zachovano v dcefiné
dvousroubovici. Kazda nové syntetizovana molekula DNA tedy obsahuje jeden plvodni fetézec

rodicovské dvousroubovice a druhy fetézec nove syntetizovany (Snustad et Simmons, 2017).

Pti rozplétani dvousroubovice DNA a jeji replikaci vznika struktura, ktera se diky svému tvaru nazyva
replikac¢ni vidlice. Na obou templatovych vlaknech DNA probiha syntéza novych vldken soucasné a to
tak, ze se replikacni vidlice pohybuji opaénymi sméry od mista, kde replikace zacala —
od tzv. replikacniho pocatku (Bell et Dutta, 2002). Protoze jsou DNA polymerazy schopny ptidavat
nukleotidy pouze ve sméru 5'-3', probiha replikace na jednom vlakné¢ kontinualné (vedouci vlakno)
ana druhém diskontinualn€¢ (opozd'ujici se vlakno) za tvorby tzv. Okazakiho fragmentl. Replikacni
vidlice je tudiz asymetricka (Okazaki et al., 1968). U eukaryot se procesu replikace DNA ucastni
mnozstvi enzymii: DNA polymerdzy, DNA helikdzy, DNA topoizomerdzy, DNA primazy,
ribonukledzy, DNA ligdzy (Turchi et al., 1994; Masai et al., 2010).

Béhem duplikace DNA dochazi k chybam jen velmi ziidka. Chyby v parovani bazi mohou byt
zplisobeny piitomnosti baze s nadbytecnym protonem, kolisanim bazi, kdy urcity posun nukleotidd
v prostoru umozni chybné parovani, nebo tautomernimi presmyky (Pray, 2008). Adenin a cytosin se
obvykle nachdzeji v amino form¢, thymin a cytosin v keto formé. Nékdy u nukleotidd muze dojit
k pfesunu atomu vodiku a dvojné vazby, kdy baze vyskytujici se v amino formé, piejdou do keto
formy a naopak. Ob¢ formy jedné slouceniny jsou pak oznacovany jako tautomery (Pray, 2008). Diky
této zméné konformace nukleotidit DNA polymeraza chybné rozpoznd dusikatou bazi a ptifadi k ni

nukleotid, se kterym by se standardn€ podle pravidel komplementarity neparovala. Samotnd DNA



polymeraza piedchazi vzniku chybného parovani diky vyssi afinité ke spravné konformaci nukleotidu,
coz je energeticky vyhodnéjsi nez navazani neobvyklého tautomeru. Pii vazbé nukleotidi DNA
polymeraza snadnéji méni svoji konformaci, pokud je pfitomen spravny nukleotid a to je klicem dalsi
kontroly (Ganai et Johansson, 2016). I pfesto DNA polymerazy chybuji, avSak v bufice jsou pfitomny
i dal$i mechanismy, které vznik chyb redukuji nebo chyby nasledné opravuji (Pray, 2008).

3.1.1 Zahajeni replikace DNA

Syntéza DNA je zahajena pouze na urCitych usecich oznacovanych jako replikacni pocatky (Bell
et Dutta, 2002). Eukaryotické chromozomy jsou mnohem del$i nez ty prokaryotické — napt. velikost
lidského genomu je piiblizng 3,2 x 10° bp (Makatowski, 2001), zatimco u E. coli 4,6 x 10°
nukleotidt (Cho et al.,, 2009). Proto neni replikace eukaryotické DNA iniciovana z jednoho
replikacniho pocatku jako u prokaryot, ale je tfeba aktivace velkého mnozstvi replikacnich pocatku.
U cloveka je béhem kazdé replikace aktivovano asi 30 000—50 000 replikacnich pocatkti (Cadoret
et al., 2008; Sequeira-Mendes et al., 2009; Cayrou et al. 2011; Costas et al., 2011). V genomu
cukaryot jsou potencialni replikaéni pocatky v nadbytku, zn€hoZz je b&hem bunééného cyklu
aktivovana jen jejich ¢ast (Cayrou et al., 2011). Aby doslo k aktivaci daného replika¢niho pocatku
a nasledné replikaci, vazou se do oblasti replikaéniho pocatku DNA helikdzy. Ne vSechny replikacni
pocatky s navazanymi helikazami jsou nasledné aktivovany. Replikacni poc¢atky, které obvykle nejsou
aktivni, a jsou aktivovany az béhem replika¢niho stresu (Ge et al., 2007; Ibarra, 2008) nebo napf.
pii embryogenezy (Branzei et Foiani 2005; Woodward et al. 2006; Blow et al. 2011) se oznacuji jako
dormantni replika¢ni pocatky. Diky nadbytku potencialnich replikacnich pocatki mtze byt vzdy
aktivovan alespon jeden pocatek na replikon (isek duplikovaného vlakna DNA z jednoho replikacniho
pocatku) (Karschau et al., 2012) s cilem zabezpeceni dokoncéeni replikace DNA (Blumenthal et al.
1974; Ge et al., 2007; Ibarra, 2008).

Molekularni struktura replika¢nich pocatkti u eukaryot dosud neni zcela objasnéna. Na rozdil
od prokaryot, kde je replikacni pocCatek dan pfedevSim specifickou sekvenci nukleotidl, jsou
replikacni pocatky eukaryot (kromé kvasinek a jejich piibuznych) ovlivnény spiSe okolnim prostredim
(Gilbert, 2004). Konzervativni specifické sekvence nukleotidi v eukaryotickych replikacnich
pocatcich identifikovany nebyly. V lidskych buninkach proteinovy komplex ORC (z angl. origin
recognition complex), ktery se vaze do oblasti replikacnich pocatkll, nerozpoznava zadnou specifickou
sekvenci (Vashee etal., 2003). Replikacni pocatky eukaryot jsou urceny lokalni topologii DNA,
pozici, nékterymi strukturnimi vlastnostmi DNA a prostiedim okolniho chromatinu (Gilbert, 2004;
Prioleau a MacAlpine, 2016; Aladjem a Redon, 2017). Zaroven jsou s replikacnimi pocatky spojovany
sekvence bohaté¢ na A, T a CpG ostrivky (z angl. cytosine-phosphate-guanine). CpG ostrivky jsou
oblasti DNA s nadbytkem opakujici se sekvence dinukleotidi C, G. (Delgado et al. 1998; Cadoret
et al. 2008; Sequeira-Mendes et al. 2009; Cayrou et al. 2011). Selekce replikacnich pocatkd muze
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souviset s aktivnimi promotory v transkripci, které koreluji s nashromazdénim replikacnich pocatkt
(Sequeira-Mendes et Gomez, 2012). S replikacnimi pocatky jsou spojovany oblasti promotort
bez nukleozomtli nebo s useky, kde je chromatin nestabilni. V téchto mistech se mohou tvofit pre-

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

Prvni krok iniciace replikace spoCiva v navazani hexamerniho proteinového komplexu MCM2-
7 (z angl. minichromosome maintance proteins 2—7), ktery nese helikdzovou aktivitu, na replika¢ni
pocatek. Tento krok probihda béhem pozdni M a brzké G, faze (Geraghty et al., 2000; Bell et Dutta,
2002). K navazani MCM2-7 je pottebny ORC se svymi kofaktory Cdc6 (z angl. cell division cycle 6)
a Cdtl (z angl. Cdc10-dependent transcript 1 protein) (Nishitani et al., 2000; Matsunaga et al., 2010).
MCM?2-7 se nevaze na jednovlaknovou DNA, ale na cely duplex DNA ve formé dvojitého hexameru
(Remus et al., 2009; Gambus et al., 2011). Navazanim replikativni helikazy je vytvofen tzv. pre-
replikacni komplex (pre-RC z angl. pre-replication complex) skladajici se z ORC, MCM2-7, Cdc6
a Cdtl (viz obr. 1) (Bell et Dutta, 2002). Pre-replika¢ni komplex mize byt nasledné aktivovan cyklin-
dependentni kinazou (CDK z angl. cyclin-dependent kinase) a DDK (z angl. Dbf4-dependent kinase)
za soucasného prechodu z G; do S faze. Aktivita kinaz umoznuje navazani dalSich proteind k pre-RC
(Bell et Dutta, 2002). U savcii 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 soucasti aktivni DNA helikazy, 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 umozni tak navazani koaktivatoru helikazy Cdc45
(Sheu et Stillman, 2006). Po fosforylaci pre-RC disociuji Cdc6 a Cdtl, které nejsou pro dalsi aktivitu
helikazy potiebné (Bell a Dutta, 2002). Mechanismus zodpovédny za pfeménu dojitého hexameru
helikazy, ktery je navazany na dsDNA, na dva hexamery, z nichZ se kazdy vaze na jedno vlakno DNA,
neni zcela objasnén. Aktivni DNA helikdza tvoti tzv. CMG komplex, ktery se sklada z MCM2-7,
Cdc45 a GINS (Moyer et al., 2006; Pacek et al., 2006) (viz obr. 1). Aktivovany CMG komplex
rozrusuje vodikové vazby mezi bazemi obou vlaken a rozviji molekulu DNA. Jednotliva vlakna DNA
jsou pokryta proteinem RPA (z angl. replication protein A). Tento protein udrzuje DNA v jeji
rozvinuté jednovlaknové formé a umoziuje navazani komplexu DNA primazy a DNA polymerazy o,
ktery je zodpovédny za syntézu RNA primerQ a kratkého tseku DNA u eukaryot (viz obr. 1) (Burgers
et al., 2017). Soubor vSech proteinli v replika¢ni vidlici nezbytnych k syntéze DNA se nazyva

replizom.
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Obr. 1: Iniciace replikace DNA

Legenda: ORC (pocatek rozpoznavajici komplex), Cdc6 (cell division cycle 6), Cdtl (Cdc10-dependent transcript 1 protein),
MCM2-7 (minichromosome maintenance proteins 2-7), CDK (cyklin-dependentni kindza), DDK (Dbf4-dependentni
kinaza), GINS (Go-Ichi-Ni-San tj. 5-1-2-3), Cdc45 (cell division control protein 45), TopBP1 (DNA topoisomerase II-
binding protein 1), RPA (replikacni protein A), CMG komplex (Cdc45-MCM-GINS).

DNA polymerazy katalyzujici elongaci fetézci DNA neumi syntetizovat DNA de novo. Proto DNA
primazy nejprve syntetizuji kratké useky DNA — DNA primery o velikosti asi 10 nukleotidti (Snustad
et Simmons, 2017), které na 3’ konci poskytuji DNA polymerdze volné -OH skupiny pro piidavani
nukleotidi. Timto zplsobem je syntetizovany kratky RNA primer komplementarni k vlaknu DNA,
ktery je pozd€ji odstranén a nahrazen DNA (Alberts et al., 2014).

3.1.2 Priibéh syntézy DNA na vedoucim vlakné

Na vedoucim vlakné je pridavani dNTP katalyzovano DNA polymerazou e, ktera 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 zodpovida za udrzeni DNA polymerdzy na vlakné

DNA a znemoziuje jeji pfedcasné uvolnéni. PCNA je na vlakno DNA vazan diky konformacéni zméné
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vyvolané navazanim Rf-C. Zatimco vroztoku ma PCNA uzavienou prstencovitou strukturu
znemoznujici vazbu na DNA, po navazani Rf-C se PCNA otevie a navaze na DNA (Fukuda et al.,
1995). Oba proteiny jsou tedy nezbytné pro spravné fungovani DNA polymeraz. Po nasyntetizovani
primeru pfidava DNA polymeraza k volné 3'-OH skupiné ribonukleotidu deoxyribonukleotidy
avytvaii nové vladkno DNA ve sméru 5-3', tedy kontinualné. Ptridavani nukleotidd je dano
templatovym vlaknem, které na zakladé komplementarity urcuje piesné potradi jednotlivych bazi
v nové nasyntetizované DNA. Pokud je DNA polymerazou rozpozndn dNTP komplementarni
k templatovému vlaknu, dochazi k nukleofilnimu ataku 3'-OH skupiny nukleotidu primeru (resp. noveé
syntetizované¢ho vldkna) na vnitini atom fosforu ptichazejiciho dNTP. Nukleofilni kyslik, ktery ma
dostatek elektroni, napada fosfor za vzniku fosfodiesterové vazby a uvolnéni pyrofosfatu (Snustad

et Simmons, 2017).

Rozvijeni DNA pomoci DNA helikazy jako i samotna replikace vyzaduji, aby se molekula DNA
otacela. Vlakna DNA zistavaji pied i za replikacni bublinou vzajemné spojena vodikovymi mistky,
coz znemoziuje jejich volnou rotaci. Kvili rozvoliiovani vlidken v replikacni bubling by tedy vznikaly
na DNA superspiralizované uiseky. Tento problém v bunice fe§i DNA topoizomerazy: topoizomeraza |
a topoizomeraza II. DNA topoizomerdza 1 vytvaii jednovlaknové zlomy na DNA, Toto rozruSeni
jednoho vlakna umozni, Ze kolem sebe useky dvousSroubovice mohou rotovat atim odstraiiovat
nadsroubovicové smycky vzniklé béhem replikace (Poccia et al., 1978). DNA topoizomeraza Il vaze
ob¢ vlakna DNA a zpisobuje dvouvlaknové zlomy DNA (DSB zangl. double-strand breaks).
Topoizomeraza Il se kovalentn¢ vaze na jeden z duplexi, $tépi ob¢ jeho vladkna a tvofi branu, kterou
prochazi nerozstépena dvousroubovice. Timto zptisobem je schopné odstrafiovat pozitivni i negativni

nadSroubovicové otacky (Berger et al., 1996).

Protoze eukaryotické chromozomy obsahuji komplexy histonti, kolem kterych se vaze vlakno DNA
(tzv. nukleozomy), nastava problém, jak DNA vazanou na histony replikovat. Prichodu replizomu
ptes histony napomahaji chromatinové remodela¢ni komplexy, které vazbu mezi DNA a histony
uvoliiuji. Oktamery histonli se rozpadaji na tetramery a dimery, uvolnéna DNA je replikovana

a nasledn€ jsou opét seznavovany nukleozomy s jiz replikovanou DNA (Annunziato et Seale, 1983).
3.1.3 Priibéh syntézy DNA na opozd’ujicim se vlakné

Syntéza DNA na opozd'ujicim vlakné probiha diskontinualné za tvorby Okazakiho fragmentt (viz
obr. 2) (Okazaki et al., 1968). Syntézu DNA katalyzuji DNA polymeraza o a DNA polymeraza 9.
DNA polymeraza o se nachazi v komplexu s DNA primazou a spolecné¢ zahajuji replikaci syntézou
kratkych RNA-DNA vlaken. DNA primdza syntetizuje RNA primer, ke kterému DNA polymeraza o
pripojuje nékolik dANTP. DNA polymeraza & dosyntetizuje vldkno DNA az k nésledujicimu RNA
primeru (Wang 1991; Bambara et Murante, 1997). RNA primery mohou byt u eukaryot odstranény

tfemi mechanismy zahrnujicimi piisobeni nukleaz.



Prvnim z mechanismii je plisobeni RNazy H a FEN1 (z angl. flap endonuclease 1). RNaza H
degraduje nukleotidy RNA primeru pravdépodobné kromé posledniho nukleotidu, ktery je odstépen
FENI (Turchi et Bambara, 1993; Turchi et al., 1994; Waga et Stillman, 1994). Dalsim mechanismem
je premisténi RNA primeru komplexem DNA polymerazy a PCNA za vzniku kratkého
5’ pre¢nivajiciho konce, ktery obsahuje asi 2—10 nukleotid (Bambara et al., 1997) FENI rozpoznava
toto rozvétveni DNA a RNA primeru a 5’ precnivajici konec RNA primeru odstépi (Zheng a Shen,
2011). Ttetim mechanismem jsou odstranovany dlouhé 5’ pte¢nivajici konce RNA, které nemohou byt
odstépeny jen FEN1. Tyto asi 30 nukleotidi dlouhé piecnivajici konce mohou byt rozpoznany
proteinem RPA, ktery Stépeni FEN1 inhibuje (Bae et al., 2001; Chai et al., 2003). V tomto ptipad¢ se
odstépeni RNA primeru a DNA ucéastni DNA2 nukleaza (Bae et al.,, 2001), kterd rozpozna
5' pfeCnivajici konec a odstranuje jeho prostfedni ¢ast, ¢imz je 5’ pre¢nivajici konec zkradcen. RPA se
pak na kratké precnivajici vlakno uz nevaze a to mize byt odstépeno pomoci FEN1 (Zheng a Shen,
2011). St&peni pomoci DNA2 se pravdépodobné tyka jen nizsich eukaryot, nikoli savct a élovéka
(Zheng et al., 2008; Zheng et Shen, 2011).

Jednotlivé Okazakiho fragmenty nejsou po nasyntetizovani a odstranéni primerti vzajemné spojeny.
Propojeni tiseku nové syntetizované DNA zajisti DNA ligaza, ktera katalyzuje vznik fosfodiesterové
vazby mezi nukleotidy. DNA ligdza spojuje 3'konec jednoho Okazakiho fragmentu s 5’ koncem
nasledujiciho fragmentu. Reakce probiha za dodani ATP, ktery poskytuje fosfat k aktivaci 5’ vlakna
navazanim druhého fosfatu. 3’ -OH skupina reaguje s 5’ koncem za uvolnéné anorganického fosfatu

a tvorby fosfodiesterové vazby (Alberts et al., 2014).
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Obr. 2: Zjednodusené schéma replikacni vidlice a pribéhu syntézy DNA na vedoucim a opozd’ujicim

se vlakné

Legenda: PCNA (proliferating cell nuclear antigen), Pol ¢ (DNA polymeraza ¢), Pol 3 (DNA polymeraza), Pol a (DNA
polymeraza a), Rf-C (replikacni faktor C), RPA (replina¢ni 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 (topoizomeraza), Lig 1 (ligaza 1),

zelené: RNA primer, modfe: nové vlakno DNA.



U linearnich chromozomil nastava na opozd’ujicim se vlakné problém se syntézou konct chromozomi
— tzv. telomer. Protoze DNA polymerazy pracuji pouze ve sméru 5'-3' a nejsou schopny syntetizovat
vlakno DNA de novo, zlstavala by koncova ¢ast chromozomu po odstranéni posledniho primeru
nedosyntetizovana, a tudiz by dochédzelo béhem kazdého bunécného déleni ke ztraté koncové sekvence
a zkracovani molekuly DNA. Telomery v lidskych chromozomech obsahuji tandemové se opakujici
repetice. Problém syntézy DNA na koncich telomer resi enzymy telomerazy. Telomerazy obsahuji
molekulu RNA komplementarni k repetitivnim sekvencim TTAGGG, rozeznavaji na 3'konci
templatového vlakna oblast bohatou na G a prodluzuji 3'konec templatového vldkna. Podle RNA
telomerazy je syntetizovana sekvence telomer na templatovém vlakné, poté se telomeraza posune
a cely proces se n€kolikrat opakuje. Po dostate¢ném prodlouzeni templatového vlakna je syntetizovan
RNA primer poskytujici volnou 3-OH skupinu DNA polymeraze, ktera dosyntetizuje zbyvajici

fragment na opozd’ujiim se vlakn¢ (Greider et Blackburn, 1987).
3.2 Regulace rychlosti replikace DNA

Pro spravny prub¢h replikace DNA je dulezita regulace jeji rychlosti. Rychlost replikac¢nich vidlic
nemuze byt piili§ nizka ani vysok4. Vychyleni rychlosti replikace DNA o 40 % vede k poskozeni
DNA, naopak s mén¢ vyraznymi vykyvy rychlosti je bunikka schopna se vyrovnat (Maya-Mendoza
etal., 2018).

V dusledku piisobeni riznych endogennich a exogennich ¢initeld jsou replikacni vidlice Casto
vystaveny fadé problému. Odchylky od spravného priubéhu replikace se oznacuji jako replikacni stres
(RS zangl. replication stress) a vkoneéném disledku mohou vést az k nestabilit¢ genomu
(Halazonetis etal., 2008). Pric¢inou replika¢niho stresu jsou udalosti, které naruSuji replikacni
program. Patfi mezi n¢ neadekvatni aktivace replikacnich poc¢atkti, nevhodné metabolické podminky
pro replikaci, prekazky, které brani prichodu replikacnich vidlic (DNA Iéze, sekundéarni struktury
DNA, komplexy DNA a proteinli) nebo stiet s transkripci probihajici na stejném vlakné DNA
(Magdalou et al., 2014).

Na replika¢ni stres buiika odpovida vysoce specifickou bunéénou odpovedi, ¢imz stimuluje navrat
k ptesné replikaci DNA, chrani bunku pfed nadorovou transformaci a zabezpeCuje jeji preziti.
Replikacni stres je spojen s tvorbou ssDNA, ktera je stabilizovana navazanim RPA. ssDNA slouzi také
k navazani a aktivaci ATR kindzy (z angl. ataxia telangiectasia and Rad3 related kinase), kterd spousti
odpovéd’ na RS (Zou et Elledge., 2003). To zahrnuje vazbu opravnych proteini DNA, zablokovani
aktivace dormantnich replikacnich pocatkti, zabezpeceni stability replikacnich vidlic a jejich opétovné
spusténi (Lopes et al., 2001; Chanoux et al., 2009). Fosforylace RPA v disledku poskozeni DNA je
signalem k zastaveni S faze buné¢ného cyklu, coz poskytuje cas pro opravu DNA a spravné obnoveni

replikace (Zou et Elledge., 2003; Olson et al., 2006). Transduktory signalu k zastaveni bunétného



cyklu jsou kinazy Chkl (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 fazového kontrolniho bodu (Zhao et al., 2001; Ahn et al., 2000). Chybna odpovéd’ na RS mlze mit
za nasledek kolaps replikacnich vidlic, definovany jako stav, kdy uz neni mozny navrat k replikaci
2010). Signalizace a samotné opravy dvouvladknovych zlomid DNA se ucastni proteiny yH2AX
(fosforylovany histon H2AX), 53BP1 (z angl. tumor suppressor p53-binding protein 1) a RADSI
(RADS1 rekombinaza), které jsou tedy znakem pietrvavajiciho RS (Shinohara et al., 1992; Xie et al.,
2007; Dimitrova et al., 2008).

Pokud je replikacni rychlost pfiliS nizka napt. kvili vycerpani nukleotidd, histoni nebo ostatnich
komponenti, které jsou pro pribéh replikace nezbytné, je vysledkem replikaéni stres (Anglana et al.,
2003; Poli et al., 2012; Serensen et al., 2012; Aguilera et al., 2013). Nova studiec Maya-Mendoza et al.
(2018) poukazuje na zcela novy fenomén, kterym je asociace replikacniho stresu ise zvySenou
rychlosti replikace. Tato prace dale popisuje dilezitou roli proteintt PARP1 a p21 v regulaci rychlosti

replikace.
3.2.1 PARylace a rychlost replikace DNA

PARylace neboli poly (ADP-ribosylace) je posttranslacni modifikace, kdy jsou na protein navazovany
jednotky ADP-ribozy. Donorem ADP-rib6z je NAD" (nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana
forma) (Chambon et al., 1966). Jednotlivé ADP-ribozy tvofi polymery ADP-ribozy (PAR), které maji
zaporny naboj, a slouzi jako transduktory signalu. (D’ Amours et al., 1999; Amé et al., 2004). Reakce
je katalyzovana poly (ADP-rib6za) polymerazami (PARP zangl. poly (ADP-ribose) polymerase)
a asto dochazi k této modifikaci na samotnych PAR polymerazach, které tak signalizuji poskozeni
DNA (D’Amours et al.,, 1999). Kovalentn¢ vazané PAR mohou byt pak hydrolyzovany na volné
poly (ADP-ribézy) nebo na mono (ADP-ribozy) PARP glykohydrolazou (PARG z angl. poly (ADP-
ribose) glycohydrolase) nebo PAR hydrolazou (ARH3 z angl. ADP ribosyl-acceptor hydrolase 3) (Oka
et al.,. 2006; Min et Wang, 2009).

Rodina poly (ADP-ribéza) polymeraz ma nejméné 18 clentl, kteti jsou konzervativni v katalytické
doméné (Amé et al., 2004). Nejznaméjsimi izomorfami jsou PARP1 a PARP2 (Morales et al., 2014).
PARP1 je protein o molekulové hmotnosti 116 kDa schopny katalyzovat vazbu ADP-ribdz na cilovy
protein (D’Amours et al., 1999). Obsahuje DNA-vazebnou doménu na N-konci umoziujici vazbu
na DNA, katalytickou doménu na C-konci zodpovédnou za katalyzu syntézy PAR a centralni

automodifikujici doménu, diky které jsou ptidavany PAR na samotny PARP (viz obr. 3).
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Obr. 3: Schéma funk¢nich domén proteinu PARP1 (pfevzato z Toss et Cortezi, 2013)

PARylace proteinem PARPI je vyznamnou soucasti d€ju jako oprava poskozené DNA, replikace
DNA, transkripce, rekombinace, modulace chromatinu a apoptoza (viz obr. 4). PARP1 rozeznava
dvouvlaknové zlomy, ssDNA a jednovlaknové zafezy na vlaknu DNA, kde neni fosfodiesterova vazba
(angl. tzv. nick) (D’ Amours et al., 1999; Malanga et Althaus, 2004), na které se vaze prostfednictvim
DNA-vazebné¢ domény. To stimuluje jeho katalytickou aktivitu. PARP1 syntetizuje fetézce PAR
na substratovych proteinech a tim pfispiva ke spravné lokalizaci a aktivit¢ opravnych proteinti v misté
poskozeni DNA. Nadmérnd autoPARylace PARP1 vede kvili negativnimu néaboji PAR polymeru
k uvolnéni PARP1 z vlakna DNA (D’ Amours et al., 1999; Huambachano et al., 2011).

Oprava vystfizenim baze
- Homologni rekombinace
Nehomologni spojeni
- koncti

Oprava vystfizenim

nukleotidu .

Kontrola bungéného . . -
cyklu
. . . Replikace DNA

Struktura chromatinu a jadra

Obr. 4: Role PARP1 v bunice (pfevzato z Mangerich et Biirkle, 2012)

Legenda: PARP1 (poly (ADP-rib6éza) polymeraza 1), ATM (ataxia-telangiectasia mutated kinase), MRE11 (nukleaza
opravujici dvouvlaknové zlomy), DNA-PK (katalyticka podjednotka DNA-dependentni protein kinazy), Ku70/80 (protein Ku
tvofeny doménami Ku70 a Ku80), PCNA (proliferating cell nuclear antigen), DNA pol (DNA polymezazy), RPA (replikacni
protein A), p21 (protein p21), p53 (protein p53), XPA (Xeroderma pigmentosum complementation group A), CSB (cockayne
syndrome group B), DNA pol § (DNA polymeraza §), XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein 1).

U normalné se délicich bun€k probihd PARylace zejména v S fazi bunécného cyklu. PARylace
ovliviiuje  aktivitu enzymu, ucastnicich se replikace, mezi které patii DNA polymerazy,
topoizomerazy, RPA a PCNA (Simbulan-Rosenthal et al., 1998; Bauer et al., 2001). PARP je

nezbytny pro spravnou syntézu Okazakiho fragmenti, protoze diky schopnosti rozpoznat zatezy
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na vlaknech DNA rozpoznava nespojené Okazakiho fragmenty (Lonn et Lonn, 1985; Hanzlikova

et al., 2018).

Kwvili zasadni roli proteinu PARP1 v replikaci a opravé DNA se mnoho soucasnych exerimentalnich
studii vénuje pravé inhibici PARP1 jako novému terapeutickému pfistupu v I1écbé rakoviny
(Ledermann et al., 2014; de Bono et al., 2020; Kuemmel et al., 2020). Inhibice PARP1 je toxicka
pro bunky, ve kterych nejsou aktivni tumorsupresorové proteiny BRCAT1 (z angl. breast cancer type 1
susceptibility protein) a BRCA2 (z angl. breast cancer type 2 susceptibility protein), které se ucastni
opravy DNA. Proto tento zptsob 1éCby dobfe funguje unadort defektnich v BRCA1 a BRCA2
(Farmer et al., 2005), jako jsou nadory prsu, vajecnikl, prostaty a slinivky bfisni (Fong et al., 2009;
Golan et al., 2019). Pivodné se predpokladalo, ze citlivost BRCA1-deficitnich nadord vuci PARP
inhibitorim (PARPi z angl. PARP inhibitor) vychazi znedostate¢né ochrany replikacnich vidlic,
zastaveni nebo kolapsu replika¢nich vidlic v téchto bunkach (Bryant et al., 2005).

V rozporu s timto pozorovanim je nedavna studie, ktera poprvé ukazuje, ze PARPi nezplisobuje
zastaveni replikace, ale naopak vede ke zvySeni replikacni rychlosti (Maya-Mendoza et al., 2018).
U bunééné linie U20S ovlivnéné Olaparibem (PARPi) o koncentraci 10 pmol-1"' sledovali autoti 60%
narust rychlosti replikacnich vidlic. AvSak v kontrastu s diive pfijimanym modelem nevyvolal PARPi
zadné zastaveni a kolaps replikacni vidlice. Piisobenim PARPi v BRCA-deficitnich tumorech by misto
zastaveni replikac¢nich vidlic mohlo tedy dochazet k natolik markantnimu zrychleni replikace,
po kterém by vznikalo mnozstvi poskozeni DNA, jez by nebyla v disledku nefunkéniho PARP1
a neptitomnych BRCA1 a BRCA?2 rozpoznana 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 spole¢né negativné reguluji rychlost replikace DNA v S fazi
bunééného cyklu. Replika¢ni stres vyvolany poSkozenim DNA je zaznamenan PARP1, PARylace
potla¢i postup replikac¢nich vidlic, aktivuje p53 a nasledné je akumulovan p21, ktery mlze zastavit
defektni replikacni vidlice (viz. obr. 7). Spoluprace PARPI1, p53 ap21 je dilezitd pro zachovani
optimalni rychlosti a prubéhu replikace DNA (Maya-Mendoza et al., 2018).

3.2.2 Protein p21 v regulaci rychlosti replikace DNA

ICDKNIA

Protein p21 znamy také jako p2 (z angl. cyclin-dependent kinase inhibitor 1A), p21<*! (z angl.
Cdk-interacting protein 1) nebo p21%V*" (wild type p53-activated fragment 1) je maly protein
o molekulové hmotnosti 21 kDa. p21 je kodovany genem CDKNIA, ktery se nachazi na kratkém
raménku chromozomu 6 (Gene-NCBI, 2021), a vyznamné pfispiva k regulaci bunéného cyklu. Diky
schopnosti inhibovat cyklin-dependentni kinazy muze zpomalovat bunéény cyklus a popt. ho zastavit
pti ptechodech z G1 do S nebo z G2 do M faze (Gartel et al., 1996). Transkripcnim faktorem p21 je

protein p53, ktery prostiednictvim p21 fidi kromé zastaveni bunéfného cyklu také bunécnou
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senescenci. Kromé aktivace proteinem p53 muze byt p21 aktivovan také nezavisle 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 tvofen 165 aminokyselinami. Pro jeho funkci jsou zasadni domény na N- a C-konci. Regulaci
bunécného cyklu a tedy interakci s cyklin-CDK komplexem zajistuje predevsim N-terminalni doména
p21, ktera inhibuje aktivitu cyklin-dependentni kinazy a tim zamezi dalSimu postupu bunécnym
cyklem. (Fotedar et al., 1996). N-terminalni doména p21 vaze CDK a motiv Cyl (z angl. cyclin-
binding motif 1) na N-koci vaze cyklin. Tato interakce je navic podpofena Cy2 (z angl. cyclin-binding
motif 2) motivem na C-konci, ktery také slabé vaze cyklin (Chen et al., 1995; Goubin et Ducommun,
1995; Chen et al., 1996; Fotedar et al., 1996). Na C-konci p21 je PCNA-vazebna doména — tzv. PIR
(z angl. PCNA-interacting region), ktera ma vysokou afinitu k PCNA (viz obr. 5). Prostfednictvim PIR
vaze p21 protein PCNA v oblasti zvané IDCL (z angl. interdomain connecting loop). Do stejné oblasti

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

N-konec | ICyl l:l CDK | ‘ PIR | - C-konec

Obr. 5: Schéma funkénich domén proteinu p21

Legenda: Cyl (cyklin-vazebny motiv 1), CDK (CDK-vazebna doména), PIR (PCNA interagujici oblast), Cy2 (cyklin-

vazebny motiv 2).

Protein p21 se Ucastni v bufice mnoha procest: regulace bunéného cyklu, apoptdzy, senescence,
replikace a opravy DNA (viz obr. 6). Bunécny cyklus je pozitivin€ regulovan fosforylaci pRb (z angl.
retinoblastoma  protein) aktivnimi  cyklin-dependentnimi  kindzami v komplexu s cykliny
(Beijersbergen et Bernards, 1996). Nadméra aktivita CDK je inhibovana p21 a tim je zabranéno
postupu bunéénym cyklem a nadorové 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
anasledné p21 po poskozeni DNA vede k inhibici komplexu cyklin E/CDK2 a zamezeni pfechodu
z G1 do S faze, ktery je komplexem cyklin E/CDK2 pozitivné regulovan. Tim je zabranéno replikaci
poskozené DNA. Interakce p21 scyklinem A/CDK1 a cyklinem A/CDK2 pak inhibuje bunéény
cyklus ptimo v S fazi (Sherr et Roberts, 1999; Bertoli et al., 2013; Karimian et al., 2016).

13



Regulace replikace

a opravy DNA Inhibice bun&éného
'\ / cyklu
PCNA pNa pol CDK
/\ cyklin
/l‘g
p21 7, .
/ O"jf“ P"f
IENGS
rnescence Cdce
Senescence kaspézy c
. ASK1 Cdi1 PCNA
APK
~N
l Replikaéni stres
a nestabilita genomu

Inhibice apoptozy
Obr. 6: Role p21 v bunce

Legenda: p21 (protein p21), CDK (cyklin-dependentni kinazy), Cdc6 (cell division cycle 6), Cdtl (Cdcl0-dependent
transcript 1 protein), PCNA (proliferating cell nuclear antigen), SAPK (stress-activated protein kinase), ASK1 (apoptosis
signal-regulating kinase 1), DNA pol (DNA polymezazy).

Vyznamnym transkripénim faktorem p21 je tumor-supresorovy protein p53 (Finlay et al., 1989; Baker
et al., 1990; El-Deiry et al., 1993). Aktivace p53 obecn¢ vede k zastaveni bunécného rtistu, senescenci,
nebo apoptdze. p53 indukované zastaveni bunécného cyklu probiha ptes expresi p21 (Deng et al.,
1995). Po poskozeni DNA je proteinem p53 indukovana exprese p21. Za podminek, kdy funguje
signalni draha p53 spravné, je p2l exprimovan diky zpétné regulaci jen docasné a vysledkem je
zastaveni bunécéného cyklu, které poskytuje Cas pro opravu DNA, nebo nevratny ptechod
do senescence (El-Deiry et al., 1994; Campisi et al., 2007). Tento proces brani existenci a proliferaci
poskozenych bungk, a tudiz je nezbytny pro potlaceni vzniku nadoru. AvSak kromé ochrany stability
genomu a potlaceni onkogeneze se v pS53-deficitnim prostfedi ukazuje i opacna role proteinu p21.
Bylo zjisténo, ze nadmérna exprese p21 v prostiedi chybéjiciho p53 umozni subpopulaci bunék
uniknout ze stadia podobného senescenci a vede k replikaénimu stresu (Galanos et al., 2016). Tato
subpopulace bun€k se zvySenou a prodlouzenou expresi p21 vykazuje nestabilitu genomu
a chemorezistenci k protinddorovému 1éku doxorubicinu (Galanos et al., 2016). V p53-deficitnim
prostiedi je p21 déle exprimovan a vaze PCNA, ktery se kvili interakci s p21 nemtize ucastnit
odbouravani replikaci iniciujicich faktord CdC6 a Cdtl (Galanos et al., 2016). Iniciace replikace je
odbourdvanim faktort Cdc6 a Cdtl regulovéna tak, aby aktivace replika¢niho pocatku a cela replikace
probéhly jen jednou béhem S faze. Jejich vysoka hladina méa za nésledek re-replikaci — stav, kdy
replikace DNA probéhne vice nez jednou béhem jednoho cyklu buiky (Galanos et al., 2016).
Neschopnost PCNA odbouravat Cdc6 a Cdtl ma tedy za nasledek replikacni stres (Galanos et al.,

2016), akumulaci DSB a ptfechod z opravy homologni rekombinaci na vice chybové opravné drahy
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(Galanos et al., 2016; Mansilla et al., 2020). Re-replikace i oprava DNA nachylnad na chyby vedou
k nestabilit¢ genomu a ukazuji na pro-onkogeni roli p21 v p53-deficitnim prostfedi (Mansilla et al.,

2020).

p21 miize vykazovat rizné funkce v zavislosti na své lokalizaci v buiice. Pokud je pfitomen v jadre,
vykazuje spiSe tumor-supresorovou funkci diky schopnosti inhibovat bunéc¢ny rast. Naopak pokud se
nachazi ve vyssi koncentraci v cytoplazmé, projevi se jeho antiapoptoticky efekt a tim podporuje
onkogenezi (Romanov et al., 2012; 2016). V cytoplazmé p21 inhibuje proteiny, které¢ indukuji
apoptozu veetné prokaspazy 3, kaspazy 8, kaspazy 10, SAPK (z angl. stress-activated protein kinase)
a ASK1 (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1) (Dotto, 2000; Roninson, 2002). Inhibici rdstu
kontroluje p21 dvéma zplsoby. Prvnim znich je vySe zminéna interakce komplexu cyklin/CDK
a CDK/cyklin inhibujici domény na N-konci. Druhym mechanismem je potlaceni syntézy DNA
prostfednictvim PCNA-vazebné domény na C-konci. p21 soutézi o PCNA s dal§imi PCNA-
vazebnymi proteiny, které jsou potfebné pro syntézu DNA. Mezi né patii i DNA polymerazy a tak p21
ovliviyje replikaci a opravu DNA (Gulbis et al., 1996; Moldovan et al., 2007).

V S fazi bunécného cyklu je hladina p21 vyrazné niz$i nez béhem ostatnich fazi a p21 tak neni
schopny inhibovat CDK (Mansilla et al., 2020). OvSem bylo pozorovano, ze i malé zmény nizké
koncentrace p21 mohou ovlivnit pribéh replikace a p21 je i pii téchto nizkych koncentracich v S fazi
dualezity pro zachovani stability genomu v nestresovanych bunkach (Mansilla et al., 2016). Ztrata p21
vede k defektiim béhem replikace, které ukazuji nutnost p21 pro spravnou elongaci replikacnich vidlic
(Mansilla et al., 2016). Nasledujici poznatky ukazuji, Zze p21 v S fazi ovliviiuje funkce, které jsou
zavislé na PCNA, a to kompetici s ostatnimi proteiny, které interaguji s PCNA. Pravé PIR doména
p21, ktera vaze PCNA, je esencialni pfi prevenci nestability genomu a replikac¢nich defektti (Mansilla
et al., 2016). p21 je negativni regulator alternativnich DNA polymeraz, které se ti€astni translézni
syntézy DNA (TLS z angl. translesion syntesis) (Avkin et al., 2006). p21 ptedchdzi méné¢ vhodnému
pouziti transléznich polymeraz «, n, 1 a Revl béhem replikace neposkozené DNA (Mansilla et al.,
2016). Alternativni polymerazy se ucastni replikace v piipadé poskozeni DNA (napt. UV-zéfenim)
ajsou mén¢ presné nez replikativni polymerdazy. Pokud na DNA nejsou zadné léze, aktivita
alternativnich polymeraz je nezadouci. Aby se alternativni polymerdzy mohly navazat na DNA, PCNA
musi byt nejprve ubikvitinovany (Choe et Moldovan, 2017; Ripley et al., 2020). Samotna ubikvitinace
PCNA je ovlivnéna hladinou p21. V pfipad¢ potieby translézni syntézy je tedy nutna degradace p21
prostiednictvim E3 ubikvitin ligdzy CRL4 (z angl. cullin-RING) a nasledn¢ se do replizomu mohou
vazat alternativni DNA polymerazy (Mansilla et al., 2016). p21 témito zplsoby reguluje vybér
adekvatni DNA polymerazy (Mansilla et al., 2016) a ptispiva tak k regulaci stability genomu.

Role p21 v replikaci DNA je zaloZena na jeho schopnosti prerusit interakci PCNA-vazebnych partneri
s PCNA. Diky PIR doméné ma p21 nejvyssi afinitu k PCNA (Bruning et Shamoo, 2004) a mtze tak
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soutezit s témito proteiny a vazat PCNA misto nich. Endogenni zbytkova hladina p21 béhem S faze
mize kontrolovat elongaci DNA a ovliviiovat rychlost syntézy DNA (Mansilla et al., 2016; Maya-
Mendoza et al., 2018).

Ve studii Maya-Mendoza et al. (2018) byl p21 popsan jako negativni regulator rychlosti replikace
DNA. Po siRNA (z angl. small interfering RNA) nebo shRNA (z angl. short hairpin RNA) transfekci
p21 bunécné linie U20S bylo pozorovano zrychleni replikacnich vidlic bez ovlivnéni hladiny PARP1.
Béhem nenarusené S faze inaktivovany PARPI1 inhibuje p21 (Frouin et al., 2003) a zaroven je ko-
represorem promotoru CDKNI1A (Madison et Lundbland, 2010) (viz obr. 7A). Aktivaci PARP1
v disledku poskozeni DNA je aktivovana transkripce p21 a zaroven je p21 uvolnén z komplexu
PARPI-p21 (Maya-Mendoza et al., 2018). p21 tak muze vazat PCNA, blokovat pfitomnost
replikativnich polymeraz v replizomu, tim isyntézu DNA (Waga et al.,, 1994), a zastavit postup
poskozenych replikacnich vidlic. Autoparylovany PARP1 navic interaguje s p53, ktery pak také
aktivuje expresi p21 (Maya-Mendza et al., 2018) (viz obr. 7B, 8).
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Obr. 7: Funkce p21 a PARP1 béhem A: nenaruSené S faze, B: poskozeni DNA (pfevzato z Maya-
Mendoza et al., 2018)

Legenda: p21 (protein p21), pS3 (protein p53), PCNA (proliferating cell nuclear antigen), PARP1 (poly (ADP-ribdza)
polymeraza 1), Pol a (DNA polymeraza a), Pol € (DNA polymeraza ¢), Pol 3 (DNA polymeraza d).
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Obr. 8: Schématické zndzornéni interakci mezi PARP1, p53 a p21 (pfevzato z Maya-Maendoza et al.,

2018)
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3.2.3 Fenotypy asociované se zvySenou rychlosti replikace DNA

Maya-Mendoza et al. (2018) popsali v nedavné studii nasledky zrychlené replikace DNA. Zvysena
replika¢ni rychlost je spojena s akumulaci poskozeni DNA a indukci opravnych drah, s nestabilitou

genomu a se zménami v bunééném cyklu.

Nadmérnym zrychlenim se replika¢ni vidlice dopousteji vice chyb, mohou se dostat pies poSkozenou
DNA a ptes meziprodukty rekombinace. Autofi vyse zminéného ¢lanku pozorovali PARP inhibitorem
vyvolané zrychleni replikace DNA vedouci k poskozeni DNA a k indukci DNA opravnych drah
(Maya-Mendoza et al., 2018). S vyuzitim imunofluorescencnich technik a kvantitativni analyzy
sledovali autofi studie zmény v tvorbé fokusil proteind opravnych drah — subnukledrnich struktur
na vlaknu DNA, které vznikaji po jejim poSkozeni a podileji se na signalizaci a opravé DNA.
U buné&éné linie U20S vystavené na 24 h ptisobeni PARPi o koncentraci 10 pmol-1" vyznamé vzriista
pocet fokust protein YH2AX, 53BP1, RADS1 a RPA32. To ukazuje na zvySeny vyskyt ssDNA
a pretrvavajici replikacni stres vedouci az ke vzniku dvouvlaknovych zlomi DNA. Na imunoblotu
autofi pozorovali zvys$enou fosforylaci proteinit RPA32, Chkl a Chk2 (pRPA32 S4/S8, pRPA32 S33,
pChkl S317 apChk2 T68). Tyto posttranslaéni modifikace vedou k zastaveni bunécného cyklu
v dusledku replika¢niho stresu. Zrychlena replikace DNA po PARPi dale vyvolava zmény distribuce
bun¢k v bunééném cyklu. V ramci S faze se buiiky ovlivnéné PARPi shromazd'uji v pozdni S fazi
bunééného cyklu. Analyza bunék ovlivnénych PARPi poukazuje na vyskyt jednovlaknovych zarezi
a dvouvlaknovych zlomiit DNA a naruSeni stability genomu (Maya-Mendoza et al., 2018). Jako
markery nestability genomu byla kvantifikovana tzv. mikrojadra, ktera vznikaji z fragmenti nebo
iz celych chromozomi, které se pii bunécném déleni nedostaly do dcefiné buiiky, a tvoii malé

struktury v blizkosti buiiky (Fenech et al., 2016).

Krom¢é mechanismu pusobeni PARPi Maya-Mendoza et al. (2018) sledovali nasledky vycerpani
dalsiho z proteinti ucastnicich se replikace DNA — Treslinu. Treslin se podili na aktivaci replika¢nich
pocatki obratlovci, kde interaguje s TopBP1 (Kumagai et al., 2010). Nedostatek Treslinu vyvolava
zrychleni replika¢nich vidlic a aktivuje drahy odpovédi na poSkozeni DNA. Po ubytku Treslinu
se buitkky akumuluji v pozni S fazi bunééného cyklu stejné¢ jako po PARPi (Maya-Mendoza et al.,
2018). Autofi popisované studie pozorovali fenotyp zrychlené replikace iv dasledku nedostatku
proteinu p21, dosaZzené¢ho pomoci siRNA, nebo shRNA transfekce. Timto také poukazali na schopnost
p21 negativné regulovat rychlost replikace DNA (Maya-Mendoza et al., 2018). Fenotypy asociavané
se zrychlenim replikace DNA po sniZeni hladiny p21 doposud nejsou znamé a dale se jimi zabyvam
ve své praci, kde jsou srovndvany sjiz popsanymi fenotypy pozorovanymi po snizeni hladiny

Treslinu.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Experimenty byly provedeny na 2 bunéénych liniich: lidsky osteosarkom U20S (ATCC HTB-96)
a lidska imortalizovand nenadorova linie epitelu sitnice RPE1 s aktivnim enzymem prodluzujicim

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

ovliviilovany inhibitorem proteinu p21 UC2288.

4.2 Chemikalie, roztoky, soupravy

Tab. 1: Pouzité chemikalie

Nazev

Vyrobce

Katalogové cislo

30% Akrylamid / Bis solution 29:1

Bio-Rad

1610156

4% paraformaldehyd Sigma-Aldrich HT501128-4L
Aceton Penta 10050-11000
Azid sodny Sigma-Aldrich SAFS71289-5G
Bovinni sérovy albumin Sigma-Aldrich A7906-100G
Deionizovana voda - -

Dimethyl sulfoxide Cell culture grade | PanReac AppliChem A3672,0250
DMEM high glucose Biosera LM-D1111/500
Dodecylsiran sodny (SDS) Sigma-Alrich 11667289001
Ethalnol 96% Penta 70390-12501
Ethanol 70% - -

Fetalni bovinni sérum Gibco 26140079
Hoechst 33342 Molecular probes H1399
Inhibitor p21 UC2288 Sigma-Aldrich 5328130001

Izopropanol Penta 17500-20005
Kyselina octova 99,8% Penta 19990-11000
Lipofectamin RNAIMAX Invitrogen 13778075
transfection reagent

Methanol Penta 21210-12500
Montovaci médium Vectashield Vector laboratories H-1000
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin | Sigma-Aldrich T9281-25ML
(TEMED)

Odtucnéné susené mléko Samatha 1559
OptiMEM Thermo Fisher Scientific 31985062
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Pokracovani Tab. 1: Pouzité chemikalie

Nazev Vyrobce Katalogové ¢islo
Penicilin-Strepromycin Sigma-Aldrich P4333-100ML
Peroxodisiran amonny (APS) Sigma-Aldrich A3678-25G
Pierce detergent compatible Bradford | Thermo Fisher Scientific 23246S

assay reagent

Ponceau S Sigma-Aldrich P3504-10G
Precision plus protein dual color Bio-Rad 1610394
standard

siRNA Con Ambion AMA4635
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: Pouzité roztoky a jejich ptiprava

Nazev roztoku Priprava roztoku
1.5 M Tris (pH 8,8) 18,17 g Tris
rozpustit v 80 ml ddH,O

upravit pH na 8,8

doplnit do 100 ml ddH,O
1.5M Tris (pH 6,8) 18,17 g Tris

rozpustit v 80 ml ddH>O

upravit pH na 6,8
doplnit do 100 ml ddH,O

1x elektrodovy pufr 100 ml 10x elektrodovy pufr
doplnit do 1000 ml ddH,O
1x PBS 10 ml 10x PBS

doplnit do 100 ml ddH,O

1x pfenosovy pufr 100 ml 10x pfenosovy pufr
100 ml MetOH
doplnit do 1000 ml ddH,O
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Pokracovani Tab. 2: Pouzité roztoky a jejich pfiprava

Nazev roztoku

Priprava roztoku

10% APS 1 g APS
rozpustit v 8 ml ddH,O
doplnit do 10 ml ddH,O
10% SDS 10 g SDS
rozpustit v 90 ml ddH,O

doplnit do 100 ml ddH,O

10x elektrodovy pufr

144,1 g glycin

30,3 g Tris

10 g SDS

doplnit do 1000 ml ddH,O

10x PBS (pH 7,4)

80 g NaCl

2 g KCl

32,1 g Na,HPO4 x 12 H,O
2 g KH,PO4

upravit pH na 7,4-7,5
doplnit ddH,O do 1000 ml

10x ptenosovy pufr

144,1 g glycin
30,3 g Tris
doplnit do 1000 ml ddH,O

10x TBS

24,2 g Tris

80 g NaCl

upravit pH na 7,6

doplnit do 1000 ml ddH,O

5% mléko v TBS
s 0,1% Tween-20

5 g suseného mléka

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

Barvici roztok Ponceau S

0,5 g Ponceau S
5 ml 99,8% kyselina octova
doplnit do 100 ml ddH,O

DMEM high glucose +
10% FBS + 0,02% azid
sodny

5 ml FBS
100 pl 10% azidu sodné
doplnit do 50 ml DMEM high glucose
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Pokracovani Tab. 2: Pouzité roztoky a jejich pfiprava

Nazev roztoku Priprava roztoku

LSB 8 ml 1M Tris-HCI (pH 6,8)
3,2 g SDS

16 ml Glycerol

700 pl 10% roztok bromfenolové modfi
2,7¢gDTT

doplnit do 40 ml ddH,O

TBS s 0,1% Tween-20 100 ml 10x TBS

1 ml Tween-20

doplnit do 1000 ml ddH,O

Tab. 3: Pouzité soupravy

Nazev Dodavatel Katalogové cislo
Click-iT plus EdU Fluor 594 Imaging | Molecular probes C10639

Kit

Pre-diluted protein assay standards: Thermo Fisher Scientific 23208

BSA set

SuperSignal west femto plus Thermo Fisher Scientific 34095
chemiluminescent substrate

SuperSignal west pico plus Thermo Fisher Scientific 34580
chemiluminescent substrate

4.3  PouZzité pristroje

Aparatura na elektroforézu Mini-Protean Tetra systém (Bio-Rad)
Blotovaci aparatura Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad)
Centrifuga Scanspeed 1236R (Labgene)

Fluorescenéni mikroskop Imager.A2 (Carl Zeiss)

Inkubator Hera Cell 1501 (Thermo Fisher Scientific)

Invertovany fluorescen¢ni mikroskop ScanR IX81 (Olympus) s EM CCD kamerou C9100

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

Mikroskop CKX53 (Olympus) s kamerou DS126621 (Canon)

Mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss)

Mrazici box -80 °C Ultra-Low Temperature Freezer U725 (New Brunswick)
Napajeci zdroj EV202 (Consort)

Orbitélni tfrepacka PSU-10i (Biosan)

Pocitacka bunék Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer (Beckman coulter life sciences)
Stolni mikrocentrifuga FLV-2400N (Biosan)

Temperovana tfepacka Thermo Mixer C (Eppendorf)

Termoblok Dry bath incubator (Major science)

Vodni lazen (Memmert)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Vyrobnik ledu

Zobrazovaci a dokumentacéni systém ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad)

4.4  Kutivace bunéénych linii

Bunécéné linie byly kultivovany v ziviném médiu DMEM high glucose s 10% FBS a 1% smési
antibiotik penicilin, streptomycin v kultivaénich lahvich (75 cm?) v inkubatoru pii 37 °C. 2-3x tydné
byly bunky pasdZzovany — po odsati zivného média byly promyty 2 ml PBS, pfi 37 °C 5 min
trypsinizovany v 1 ml trypsinu (TrypLE Express), ktery byl nasledné neutralizovan 9 ml zivného
média. V kultivaéni 1ahvi byl ponechdn pozadovany objem bunééné suspenze, ke kterému bylo
pridano zivné médium pro dopInéni na 10 ml. VSechny pouzivané chemikalie byly pfed praci s zivymi

bunkami ohtaté na 37 °C ve vodni lazni a pracovalo se za sterilnich podminek v laminarnim boxu.
4.5  Pocitani bunék s pouzitim Vi-CELL

Do vialky bylo odebrano 500 pl dobfe promichané bunécné suspenze a vialka byla vloZena

do pfistroje Vi-CELL. Z pfistroje byl odecten pocet zivych bun¢k v 1 ml bunééné suspenze.

23



4.6 RNA interference

24 h pred siRNA transfekci byl nasazen takovy pocet bunck, aby v den transfekce byly z 50 %
az 70 % konfluentni. Na kazdou z Petriho misek o priméru 6 cm bylo nasazeno piiblizn¢
700 000 bunék napipetovanim homogenni bunécné suspenze piislusné bunécné linie (U20S, RPE1)
v 5 ml média DMEM high glucose obsahujiciho 10 % FBS a 1 % smési penicilin, streptomycin. V den
experimentu byla pfipravena mikrozkumavka obsahujici 500 pl OPTIMEM a 10 pl Lipofectaminu
RNAIMAX a druha mikrozkumavka obsahujici 500 ul OPTIMEM a 2 ul kontrolni siRNA (siCon)
o koncentraci 20 pmol-I'. Po 5 min byly obsahy téchto mikrozkumavek smichany a inkubovany
15 min pfi laboratorni teploté. Stejnym postupem byla pfipravena transfekéni smés obsahujici siRNA
pro p21 (sip21) nebo TICRR (siTICRR). Z Petriho misek byly odebrany 3 ml média a do kazd¢é misky
bylo pfiddno po 1 ml transfekéni smési pro siCon, sip21, nebo siTICRR. Po 8 hodinach bylo
vyménéno kultivaéni médium a po 24 h byly bunkami porostlé Petriho misky (siCon, sip21, siTICRR)
trypsinizovany a rozdéleny na dal$i dvé Petriho misky — jedna miska byla urena pro pfipravu
celobunéénych lyzatd, ve druhé misce byla rozmistéla mikroskopicka sklicka pro néslednou
imunofluorescenci. Po 48—72 hodinach od transfekce byly buiky fixovany, nebo lyzovany. Pouzité

siRNA jsou uvedeny v tab. 4. Pro transfekci TICRR byla pouzita smés tii siRNA (viz tab. 4).

Tab. 4: Pouzité 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 pouzitim UC2288

24 h pred pouzitim p21 inhibitoru UC2288 bylo na kazdou ze tii Petriho misek o priméru 6 cm
vysazeno 700 000 bun€k v 5 ml zivného média DMEM high glucose obsahujiciho 10 % FBS a 1 %
smési penicilin, streptomycin. Dalsi den byl do dvou misek piidan p21 inhibitor UC2288 o vyslednych
koncentracich 10 pmol-1" a 30 umol-1"". Buiiky ve tieti misce slouZily jako negativni kontrola (Mock).

Petriho misky s buiikami byly 24 h kultivovany pti 37 °C v inkubatoru. Po 24 h byly buiky lyzovany.
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4.8  Kvantitativni stanoveni koncentrace proteini pomoci Pierce Detergent

Compatible Bradford Assay

Do jamek 96 jamkové mikrodesticky bylo napipetovano po 10 ul deionizované vody, standardi Pre-
diluted protein assay standards: BSA set, nebo 2x fedéného (v ddH»O) vzorku lyzovanych proteinti —
vSe ve tiech opakovanich. Do kazdé jamky bylo pfidano 300 ul Pierce Detergent Compatible Bradford
Assay Reagent zahtatého na laboratorni teplotu a obsah jamky byl propipetovan. Vzorky byly
inkubovany 10 min pfi laboratorni teploté. Spektrofotomentrem Tecan Infinite MP200PRO byly
pii 595 nm stanoveny absorbance blanku (deionizované vody), vSech standardii a ptisluSnych vzorkt.
Z hodnot absorbanci byla v programu Microsoft Excel sestavena kalibra¢ni kfivka a byly vypocitany

koncentrace proteinti ve vzorcich.
4.9  Western blotting a priprava polyakrylamidovych geli

Pro elektroforetickou separaci proteinti za denaturujicich podminek byly pouzivany 10% a 8%
polyakrylamidové gely. VSechny slozky d¢liciho gelu byly v digestofi smichany (viz tab. 5),
napipetovany mezi dvé skla a prevrstveny nékolika kapkami isopropanolu. Po ztuhnuti byl odstranén
izopropanol a prostor mezi skly byl promyt deionizovanou vodou. Smichanim pfislusnych slozek byl
pripraven zaostfovaci gel (viz tab. 6), ktery byl napipetovan mezi skla na vrstvu déliciho gelu. Thned
po napipetovani zaostfovaciho gelu byl mezi skla vlozen hiebinek. Pro pozdéjsi vyuziti byly gely

po ztuhnuti uchovavany v navlhéeném ubrousku s elektrodovym pufrem v lednici pii 4 °C.

Tab. 5: Piiprava 10% a 8% déliciho polyakrylamidového gelu

10% délici gel [ml] 8% délici gel [ml]
Celkovy objem 5 5
ddH,O 2 2,3
30% Akrylamid / Bis solution 29:1 1,7 1,3
Tris 1,5 mol-I" (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: Piiprava zaosttovaciho polyakrylamidového gelu

Zaostiovaci gel [ml]
Celkovy objem 3
ddH,O 2,1
30% Akrylamid / Bis solution 29:1 0,5
Tris 0,5 mol-I" (pH 6,8) 0,38
10% SDS 0,03
10% APS 0,03
TEMED 0,003

Bunky konfluentni ze 70 % az 90 % na Petriho miskéach o priméru 6 cm byly 1x promyty studenym
PBS (4 °C). Celobunécné extrakty byly ptipraveny ve 100-350 ul LSB za krouzivych pohybii Petriho
miskou, odpipetovany do mikrozkumavek a 5 min povaieny pii 95 °C v termobloku. Bunécné lyzaty
byly elektroforeticky separovany v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE) pfi proudu 20 mA na 1 gel v elektrodovém pufru (pfiblizné 1 hod a 30 min). Do kazdé
jamky bylo naneseno stejné mnozstvi vzorkl (13—15 ul v zavislosti na koncentraci proteint a velikosti
jamek). Jako marker molekulovych hmotnosti byl pouzit Precision plus protein dual color standard
(4 ul do jamky). Proteiny zgelu byly pieblotovany na nitrocelulosovou membranu (Bio-Rad)
pfinapéti 12 V (45 min). Proteiny na nitrocelulosové membrané byly vizualizovany pomoci barviciho
roztoku Ponceau S a poté 3x promyty deionizovanou vodou. Nasledné byly nitrocelulosové membrany
blokovany 1 h v 5% mléku v TBS s0,1% Tween-20 na orbitalni tfepacce piipokojové teploté
a inkubovany s primarni protilatkou v 5% mléku v TBS s 0,1% Tween-20 pfes noc v lednici (4 °C).
Dalsi den byly membrany 3x promyty v TBS s 0,1% Tween-20 a inkubovany 1 h za pokojové teploty
se sekundarni protilatkou oznaCenou kienovou peroxidazou fedénou v 5% mléku v TBS
$ 0,1% Tween-20. Po opétovném promyvani v TBS s 0,1% Tween-20 (3% po 5 min) byl na membrany
napipetovan chemiluminiscen¢ni substrat (SuperSignal west pico plus chemiluminescent substrate
a SuperSignal west femto plus chemiluminescent substrate) kifenové peroxidazy. Signal detekovanych
proteini byl méfen chemiluminiscenéné za pouziti zobrazovaciho a dokumentacniho systému

ChemiDoc XRS+ a softwaru Image Lab. Pouzité protilatky jsou uvedeny v tab. 7.
4.10 Imunofluorescence

Buiikky nasazené na mikroskopickych sklickach o priméru 13 mm v Petriho misce byly na ledu
1x promyty PBS vychlazenym na 4 °C. Pouze pro vizualizaci proteinu RPA32 byla pfed fixaci
provedena preextrakce bunek 0,2% Tritonem X (5 min) a sklicka byla 3x promyta studenym PBS
(4 °C). Bunky urcené pro pozorovani proteini YH2AX a 53BP1 preextrahovany nebyly. Buiiky byly
15 min fixovany 4% PFA pii teploté 4 °C, permeabilizovany 0,5% tritonem X (5 min za pokojové
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teploty), 3% promyty PBS a 1 h blokovany v roztoku DMEM high glucose + 10% FBS + 0,02% azid

sodny pii pokojové teploté. Nasledné byly pres noc inkubovany s primarni protilatkou v lednici (4 °C).

Dalsi den byla sklicka sbunikami 4x promyta PBS a inkubovana s Alexa Fluor 568 nebo 488

konjugovanou sekundarni protilatkou 1 h ve tm¢ pti pokojové teploté (viz tab. 7). VSechny protilatky

byly fedéné v roztoku DMEM high glucose + 10% FBS + 0,02% azid sodny. Po inkubaci byla sklicka

3x promyta PBS a pro vizualizaci DNA byl na 5 min ptidan Hoechst 33342 (Molecular probes) fedény

v PBS vpoméru 1:1000 (ve tm¢), pot¢é PBS (5 min, vetm&) a sklicka byla promyta ddH-O.

Po vysuseni byla sklicka pfenesena na kapku montovaciho média Vectashield (Vector Laboratories)

na podloznim sklicku (buiikami smérem dolli). Bunécna jadra byla nafocena na mikroskopu ScanR

a analyzovana pomoci ScanR Analysis. Ziskana data byla zpracovana v programu GraphPad Prism 8.

Tab. 7: Seznam pouzitych protilatek

Pivod Dodavatel Katalogové ¢islo Redéni
primarni protilatky (western blotting)
Chkl mys$ Santa Cruz sc-8408 1:500
fosorylovany Chk1 S317 kralik Cell Signaling 23448 1:250
Chk2 mys Santa Cruz sc-5278 1:500
fosorylovany Chk2 T68 kralik Cell Signaling 2661S 1:500
p21 kralik Cell Signaling 2947 1:1000
PARP1 mys$ Santa Cruz sc-8007 1:1000
RPA32 mys$ Abcam ab2175 1:500
fosorylovany RPA32 S4/S8 kralik Bethyl A300-245A 1:500
fosorylovany RPA32 T21 kralik Abcam ab61065 1:500
SMC1 kralik Abcam ab9262 1:1000
Division of Biology 147-75 California
Treslin kralik Institute of Technology Pasadena, CA 1:200
91125, USA (Kumagai et al, 2010)
B-actin mys$ Santa Cruz sc-47778 1:500
YH2AX mys$ Millipore 05-636 1:500
primarni protilatky (imunofluorescence)
53BP1 kralik Santa Cruz sc-22760 1:500
RPA32 mys Abcam ab2175 1:200
YH2AX mys$ Millipore 05-636 1:1000
sekundarni protilatky (western blotting — zna¢ené HRP)
kozi IgG mys$ Santa Cruz sc-2354 1:500
kralici IgG mys$ Santa Cruz sc-2357 1:1000
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Pokracovani Tab. 7: Seznam pouzitych protilatek

Antigen Pivod Dodavatel Katalogové ¢islo | Redéni
mysi [gG kralik Santa Cruz sc-358914 1:1000
sekundarni protilatky (imunofluorescence — Alexa Fluor 488/568 konjugované)
krali¢i IgG (488) koza Invitrogen A11034 1:1000
mysi IgG (568) koza Invitrogen A11004 1:1000

4.11 Analyza replikace a detekce fokusi EdU

K bunkam péstovanym na sklickach bylo za sterilnich podminek v laminarni boxu pfidano na 30 min
EdU (z angl. 5-ethynyl-2'-deoxyuridine) o vysledné koncentraci 10 pmol-1'. Poté byly misky
s bunkami pfeneseny na led, 3% promyty studenym PBS (4 °C), preextrahovany 5 min
0,2% Tritonem X, opét 1x promyty studenym PBS (4 °C) a fixovany 15 min ve 4% PFA v digestofi
na ledu. Po fixaci byla sklicka 2x promyta roztokem DMEM high glucose + 10% FBS + 0,02% azid
sodny a permeabilizovana 20 min 0,5% Tritonem-X za pokojové teploty. Podle navodu od vyrobce
koméréné dodavaného kitu Click-IT® EdU Alexa Fluor 568 Imaging Assay kit (Molecular probes) byl
ptipraven reakcni koktejl obsahujici 1% Click-IT® reakéni pufr, CuSOs, Alexa Fluor azid a aditivum
k reakénimu pufru. Po odstranéni 0,5% Tritonu X byla sklicka 2x promyta roztokem DMEM high
glucose + 10% FBS + 0,02% azid sodny, na kazdé sklicko bylo naneseno 100 pl Cerstvé pripraveného
reakéniho koktejlu a sklicka byla 30 min ve tmé inkubovana. Poté byly buniky promyty 1x
roztokem DMEM high glucose + 10% FBS + 0,02% azid sodny, 1x PBS a inkubovany 30 min
s Hoechstem 33342 v PBS (fedéni 1:2000) ve tmé. Sklicka byla promyta 2x PBS, 1x ddH,O
apo usuSeni ve tmé prenesena na kapku montovaciho média Vectashield (Vector Laboratories)
na podloznim sklicku (bunkami smérem dolll). Buné¢na jadra byla nafocena na mikroskopu ScanR
a analyzovana pomoci ScanR Analysis. Ze zavislosti intenzity signalu inkorporovaného EdU

na intenzité jaderného signalu byl analyzovan prub¢h S faze bunécného cyklu.
4.12 Kvantitativni mikroskopicka analyza za pouZziti ScanR

Kvantitativni obrazova analyza ptipravenych vzorkl byla provedena ze 150 nahodné nasnimanych
poli s bunkami na mikroskopu ScanR IX81 (Olympus) s EM CCD kamerou C9100 (Hamamatsu
Photonics) pomoci softwaru ScanR Acquisition. Pocty fokusii opravnych proteinti, inkorporace EAU

a jaderny signal DNA byly kvantitativné hodnoceny pomoci ScanR Analysis (Olympus).
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5 VYSLEDKY

Jak jiz zminuji vySe v teoretické Casti prace, Maya-Mendoza et al. (2018) popsal asociaci PARPi-
indukovaného zvyseni rychlosti replikace se vznikem poskozeni DNA, aktivaci opravnych drah,
nestabilitou genomu a zménami v pribéhu Sfaze bunééného cyklu. Ve stejném clanku bylo
publikovano, ze podobné jako PARPi i siRNA transfekce p21 vede ke zvysené rychlosti replikace,
a tudiz by p21 mohl negativné¢ regulovat rychlost replika¢nich vidlic. Cilem moji bakalaiské prace
bylo zjistit, zda pozorovana zvySena rychlost replikace po siRNA transfekci p21 vede ke stejnym
fenotyptim, jaké byly popsané v souvislosti s PARP inhibitorem a siRNA transfekci TICRR —
konkrétné zvysena formace opravnych fokust proteint RPA32, yYH2AX, 53BP1, zmény v signalizaci
odpovédi na poSkozeni DNA, zvySend tvorba mikrojader a zmény v S fazi bunécného cyklu.
Analogicky, ke snizeni hladiny proteinu p21 pomoci siRNA transfekce byl k objasnéni ptitomnosti

sledovanych fenotypt pouzit inhibitor p21 — UC2288.

S cilem pozorovat vySe zminéné zmény v butice pii nedostatku proteinu p21 byla provedena siRNA
transfekce p21 (,knockdown® p21), nebo byly bunky vystaveny na 24 h pisobeni inhibitoru p21
UC2288. Na nadorovée epitelialni bunécné linii U20S byla siRNA transfekce p21 provedena ve dvou
opakovanich. Ve druhém opakovani experimentu na linii U20S byla jako pozitivni kontrola pfidana
jiz charakterizovana siRNA transfekce TICRR. Pro nésledné ovéfeni specificity sledovanych fenotypi
byly experimenty opakovany na dal§i bunécné linii — imoralizované epitelialni linii RPE-1 ziskané
z bunék retiny. Fenotypy sledované po snizeni hladiny p21 pomoci siRNA transfekce (sip21) byly
srovnavany s nedavno popsanymi fenotypy vyvolanymi zrychlenim replikace DNA (Maya-Mendoza
et al., 2018) — s siRNA transfekci Treslinu (siTICRR) v kontrastu ke kontrolni siRNA transfekci
(siCon). Fenotypy pozorované v buitkkdch ovlivnénych riznymi koncentracemi UC2288 byly
srovnavany sp2l inhibitorem neovlivnénou kontrolou (Mock). Vzorky byly analyzovany
a vyhodnoceny pomoci metody western blotting a imunofluorescence s vyuzitim mikroskopu ScanR

a nasledné kvantitativni analyzy.

SniZeni hladiny p21 nezpusobuje tvorbu dvouvliknovych zlomi DNA a nespousti

signalizaci opravnych drah

Z experimentalnich dat imunofluorescence ziskanych pomoci ScanR analyzy je zrejmé, ze siRNA
transfekce p21 nezplsobuje vyrazny nartst tvorby fokusti analyzovanych opravnych proteinti (viz obr.
9A, B). Ze snimku 9A a kvantifikace jader s vice nez 5 fokusy opravnych proteind v grafu 9B je
patrné, ze po Géinném ,knockdownu‘ p21 (viz obr. 9C) nedochazi k témét Zadnému nardstu tvorby
fokusi RPA32, ktery se vaze na jednovlaknovou DNA. Stejné tak celkova hladina proteinu RPA32
(viz obr. 9C) sledovana prostiednictvim imunoblotu zistava po ,knockdownu‘ p21 nezménéna.

Snizeni hladiny p21 tedy nemd za nasledek zvysSeny vyskyt ssDNA. Naopak, po ucinné siRNA
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transfekci Treslinu (viz obr. 9C) dochazi k nartstu tvorby fokust RPA32, tedy k signalizaci
replika¢niho stresu. Dale se po ubytku Treslinu zveda hladina fosforylovanych forem RPA32
ato pRPA32 T21 a pRPA32 S4/S8 (viz obr. 9C) a dochazi tak k aktivaci opravnych drah DNA.
Ve srovnani s ,knockdownem* Treslinu jsou po ,knockdownu‘ p21 fosforylované formy RPA32 jen
nepatrné zvyseny. V bunkach s niz§i hladinou p21 tedy nebyla pfitomna ssDNA ve zvySené mife, coz
neukazuje na pfitomnost replikaéniho stresu v disledku zrychleni replikace indukované siRNA

transfekci p21.

Podobn¢ jako v publikaci Maya Mendoza et al. (2018) i nase data ukazuji po siRNA transfekci
Treslinu vyznamny nartst tvorby fokusid YH2AX, ktery je vSeobecné uznavany jako univerzalni
marker dvojvlaknovych zlomii DNA (viz obr. 9A, B). Naproti tomu po sip21 byl pozorovan mirny
ubytek fokusi fosforylovaného histonu YH2AX (viz obr. 9A). Po snizeni hladiny p21 nedochazi ani
ke zvySené tvorbé fokust dals§iho opravného proteinu — 53BP1. Z mikroskopickych snimki
imunofluorescence je ale patrny intenzivnej$i signal proteinu 53BP1 v jadfe po sip21, coz muze
signalizovat zvySenou translokaci proteinu do jadra bunky. Stejny trend byl pozorovan i po tbytku
Treslinu, kdy se mnozstvi 53BP1 v jadie jest¢ vyraznéji zvysuje a dochazi také k nepatrnému zvyseni
tvorby fokusti 53BP1 (viz obr. 9A, B). Tato data ukazuji, ze v kontrastu k tibytku Treslinu nedostatek
proteinu p21 v bunce nezptsobuje akumulaci dvouvldknovych zlomu DNA, na které se vaZzou proteiny

YH2AX a 53BP1 ucastnici se signalizace poSkozeni DNA a jeji opravy.

Pokles hladiny p21 dale vyvolal mirné zvyseni fosforylovaného Chk1 S317 a Chk2 T68 podobné jako
jiz bylo popsano v piipadé siTICRR (Maya-Mendoza et al., 2018). Fosforylované formy proteint
Chkl a Chk2 jsou signalem k zastaveni bunécného cyklu a mtizou poukazovat na problém b&¢hem
replikace DNA. Nedostatek Treslinu mé¢l podle imunoblotu za nasledek ubytek PARP1 a zajimavy

je soucasny vyznamny nartst p21 (viz obr. 9C).
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Obr. 9: SniZeni hladiny proteinu p21 u linie U20S neaktivuje opravné drahy DNA

—— —— — IB-actin

A: Tvorba fokust opravnych proteinti. Srovnani kontrolniho vzorku (siCon), siRNA transfekce p21
(sip21) asiRNA transfekce TICRR (siTICRR). Snimky byly zhotoveny na mikroskopu ScanR
a kvantitativné analyzovany pomoci ScanR analyzy. B: Graf srovnavajici procentualni podil jader,
ve kterych se formovalo vice nez 5 fokust opravnych proteini v siCon a ve vzorcich sip21 a siTICRR.
Hodnoty byly ziskany ze ScanR analyzy C: Srovnani hladiny proteinti signalizujicich odpovéd
na poskozeni DNA v siCon, sip21 a siTICRR. B-actin slouZzi jako kontrola naneseni stejného mnozstvi

proteint.

S cilem ovéftit, zda jsou pozorované fenotypy po sip21 u nadorové linie U20S stejné i u nenadorové
primarni linie, experimenty byly provedeny s epitelialnimi bunikami sitnice RPE1. Pocet jader s vice
nez péti fokusy RPA32 po transfekci p21 zistal u bunécné linie RPE1 témét nezménény stejné jako
v experimentu na linii U20S. Podobné¢ jako u U20S byl ulinie RPEI po snizeni hladiny p21
zaznamenan mirny pokles tvorby fokusi YH2AX (viz obr. 10A, B). Vlivem nedostatku Treslinu
v buiikach RPE1 byla zvysena tvorba fokust vSech tfi analyzovanych opravnych proteint. Tento efekt

byl pozorovan u proteini RPA32 a yH2AX i v buikach U20S, avsak pocet fokust 53BP1 u U20S
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zlstava priblizné stejny pro siCon, sip21 i siTICRR. Kromé toho, Ze u linie RPEI se tvofi po siTICRR
vyrazng vice fokusti 53BP1, dochazi také ke zvyseni celkového signalu 53BP1 uvnitf jadra stejné jako

u U20S. (viz obr. 10A, B).

V linii RPE1 siRNA transfekce p21 téméf neovliviiuje mnozstvi jednotlivych proteint signalizujicich
poskozeni DNA. S tibytkem Treslinu byl protein RPA32 fosforylovan jesté intenzivnéji nez v ptipadé
U20S. Dale byl u RPE1 pozorovan vyznamny nartist hladiny fosforylovaného Chk2 T68 signalizujici
zmény v prubéhu bunééného cyklu podobné jako v linii U20S. ,Knockdown® p21 zplsobil mirny
ubytek Chkl a fosforylovaného Chkl S317. Vzhledem k tomu, Ze byla tlumena exprese negativniho
regulatoru bunécného cyklu je pochopitelné, ze dochazi ke zménam v regulaci kontrolnich bodu —
,checkpointii® bunétného cyklu. Nicméné nartst pChkl S317 apChk2 T68, ktery je spojovan
s siTICRR u U208, v nenadorovych bunkach RPE1 pozorovan nebyl. Stejné¢ jako v bunikach U20S
byl vlivem siRNA transfekce Treslinu zaznamenan ubytek PARP1 asoucasny narlst p21. (viz

obr. 10C).

32



RPE1

A B
RPA32 _
siCon sip21 SITICRR S B RPAD
HEEEEE RN :
g 40
i B (H2AX
HEE NN EEN -
ur
A
HEEENEEEE
=
HEEEEE NN -
:S‘;_, 0-
siCon sip21 siTICRR
yH2AX
siCon sip21 siTICRR C

EREEEREEE =—= e ——
B - — - | | chi1
EEEEEREEE == ... P
HEEREREEN ==, — P

S3BP1 ' i pRPA32T21 [P = W Chi2 T68
siCon sip21 SiTICRR - - — i
= ‘ e -‘ pRPA32 S4/88 |—-- — ....__] PARP1

EEC OO RS |
HEE SEE S0
(I FIRE S0E

Obr. 10: siRNA transfekce p21 nevede k aktivaci opravnych drah DNA ani u linie RPE1

A: Tvorba fokust opravnych proteinti. Srovnani kontrolniho vzorku (siCon), siRNA transfekce p21
(sip21) a siRNA transfekce TICRR (siTICRR). Snimky byly nafoceny pomoci mikroskopu ScanR
a analyzovany s vyuzitim ScanR analyzy. B: Graf srovnavajici procentualni podil jader, kde
se formovalo vice nez 5 fokusti opravnych proteinti v siCon, sip21 a siTICRR. Hodnoty byly ziskany
ze ScanR analyzy C: Imunobloty proteinii signalizujicich poskozeni DNA pro siCon, sip2l

a siTICRR. B-actin slouzi jako kontrola naneseni stejného mnozstvi proteind.

Nedostatek proteinu p21 nezpisobuje akumulaci bunék v pozdni S fazi a nevede

k nestabilité genomu

S cilem sledovat zmény vbunééném cyklu byly buiky po siCon, sip21 a siTICRR
znaceny thymidinovym analogem EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridin). EdU se inkorporuje do DNA
béhem jeji replikace — tedy v S fazi bunécného cyklu. Na zékladé ScanR analyzy, kde byla hodnocena
intenzita jaderné DNA a intenzita signalu inkorporovaného EdU, byla zjisténa distribuce bunék

vramci S faze bunééného cyklu. V distribuci bunék linie U20S vramci S faze byly pozorovany
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pomérme nevyrazné odchylky mezi kontrolou a sip21 (viz obr. 11A). V buiikach s ,knockdownem*
p21 nebyla pozorovana akumulace bun€k v pozdni S fazi — fenotyp asociovany se zrychlenim
replikace. Naproti tomu ubytek Treslinu v butikach U20S zpisobuje vyrazné zmény v prubéhu S faze,

kdy dochazi také k hromadéni bunék v pozdni S fazi (viz obr. 11A).

Problémy béhem S faze a mitézy mohou podnécovat vznik mikrojader jako jednoho z markeru
genomové nestability. Nestabilita genomu byla vnaSich experimentech hodnocena pomoci
kvantifikace mikrojader, ktera se formovala v blizkosti bunécnych jader. Jaderna DNA byla barvela
Hoechstem 33342 a pomoci ScanR analyzy byly kvantifikovany preddefinované malé objekty pobliz
jader pozitivni na Hoechst 33342. SniZzeni hladiny Treslinu vyvolava narGst tvorby mikrojader —
pomér mikrojader ku celkovému poctu jader byl 30 %. Tento zvySeny vyskyt mikrojader, a tedy ani
nestabilita genomu po poklesu hladiny proteinu p21 ale pozorovany nebyly (viz obr. 11B). To je
v souladu s vy$e zminénymi daty, ktera neukazuji na poskozeni DNA a vznik dvouvlaknovych zlomi

v dasledku tbytku p21.
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Obr. 11: siRNA transfekce p21 u linie U20S nezpiisobuje vyrazné zmény v bunééném cyklu ani

zvySenou tvorbu mikrojader

A: Rozlozeni bun€k v S fazi bunééného cyklu. B: Srovnéni tvorby mikrojader. Data byla ziskana

po nafoceni jader a ScanR analyze.
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V kontrastu s ptisobenim ,knockdownu‘ Treslinu na S fazi v linii U20S ubytek Treslinu v bunkach
RPEl vede kjejich akumulaci v brzké S fazi, nikoli v pozdni. Nedostatek kli¢ového regulatoru
bunécéného cyklu p21 miiZze mit za nasledek zmény béhem S faze, avsak ani tyto zmény nejsou piili§
vyrazné (viz obr. 12A). Tvorba mikrojader po ,knockdownnu‘ p21, podobné jako v nadorové linii
U208, ovlivnéna nebyla. Avsak v porovnani s U20S nedochazi v linii RPE1 ke zvy$enému vyskytu

mikrojader ani po ,knockdownu‘ TICRR (viz obr. 12B).
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Obr. 12: siRNA transfekce p21 a zmény v bunécném cyklu v buitkach RPE1

A: Distribuce bunék vramci S faze. B: Tvorba mikrojader po siRNA transfekci p21. Data byla

ziskana po nafoceni jader na mikroskopu s vyuzitim ScanR analyzy.
Inhibitor p21-UC2288 ma na buiiky U20S i RPE1 vyrazné toxicky efekt

S cilem ovéfit sledované fenotypy po snizeni hladiny proteinu p21 pomoci siRNA transfekce i dalSim

zptisobem, byly buniky U20S i RPE1 vystaveny inhibitoru p21 UC2288.

Wettersten et al. (2013) publikovali ¢lanek o novém inhibitoru p21 UC2288, ktery syntetizovali,
a ktery snizuje expresi p21 mRNA bez ovlivnéni stability proteinu p21 (Wettersten et al., 2013).
Autofi studie testovali p21 inhibitor na nékolika bunécénych liniich: HK2 (primarni epitelialni bunécna
linie odvozena od bunék proximalnich tubull lidskych ledvin), 786-O (karcinom ledviny), Caki-1
(svétlobunécny karcinom ledviny), ACHN (metastaticky renalni karcinom) a HEY (karcinom epitelu
vajecniku). Bunécné linie byly ovlivnény p21 inhibitorem UC2288 po dobu 24 h a snizeni hladiny p21

bylo pozorovano pomoci western blotu pii koncentraci 10 umol-1™.

p21 inhibitor UC2288 jsme nejprve testovali na bunécné linii U20S. Bunky byly po dobu 24 h
vystaveny UC2288 o koncentracich 1 pumol-I" a 10 umol-I". Pfi téchto koncentracich ale nebyl

pozorovan zadny efekt inhibitoru na mnozstvi proteinu p21 (viz obr. 13A). Ke zvyseni potencialniho
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efektu UC2288, byl experiment s U20S opakovan za pouziti vyssich koncentraci UC2288 (10 pmol-1"
a 30 umol-I'") a zarovén byl p2li testovan i na dal§i bunéné linii — RPEL. p2li dosahoval
pii koncentraci 30 pmol-1" vysoké toxicity, kdy byl pozorovan enormni ubytek Zivych bungk (viz
obr. 13D). U linie RPE1 nebylo ani piisobenim p21 inhibitoru o koncentraci 30 pumol-1"" dosazeno
snizeni hladiny p21 (viz obr. 13B). V buiikdach U20S pouzitim UC2288 o koncentraci 30 pmol-1" jiz
k poklesu p21 doslo. V téchto buiikach vzrostla hladina YH2AX a fosforylovanych forem RPA32 —
pRPA32 T21, pRPA32 S4/S8 (viz obr. 13C). Na rozdil od bunéénych linii sledovanych v publikaci
Wettersten et al. (2013) je pouziti inhibitoru UC2288 o koncentracich 10 pmol-I"' a 30 pmol-1"
pro analyzované linie U20S aRPE1 toxické. Extrémni snizeni Zzivotaschnopnosti bunék bylo
pozorovano v kulturach obou pouzitych bun&nych linii po pridani UC2288 o koncentraci 30 pmol-1™!
na 24 h. Ve srovnani s kontrolou, kde jsou buniky U20S konfluentni, dochazi ptisobenim UC2288
po 24 h (10 umol-I"") k jejich tibytku. P#i vy$si koncentraci UC2288 (30 pumol 1), bylo po 24 h dno
focené misky témét bez bunck a pozorovali jsme zde predev$im mrtvé builky plavajici v médiu (viz
obr. 13D). Z téchto divodt nebyl UC2288 dale pouzivan v dalSich experimentech pro ovéfeni
pozorovanych fenotypti popsanych vyse pro sip21.
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Obr. 13: p21 inhibitor UC2288 je pro bunky toxicky

A: Utinek UC2288 na hladinu p21 v buitkach U20S ovlivnénych 24 h UC2288 o koncentracich
1 umol-I" a 10 ymol-1" (1pM, 10uM p21 inhibitor) ve srovnani s kontrolou (Mock). B: Uginek
UC2288 o koncentracich 10 umol-I" a 30 pmol-I" (10uM, 30uM) na linii RPEI. C: Uginek
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koncentraci 10 pmol-1"" a 30 umol-1" UC2288 na buné&enou linii U20S. SMCI1 slouzi jako kontrola
nanesen¢ho mnozstvi proteinti. D: Srovnani bunéénych kultur U20S neovlivnénych p21 inhibitorem

a po ptisobeni UC2288 o koncentracich 10 umol-1", 30 umol-1™".
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6 DISKUZE

Pojem replikaéni stres zahrnuje odchylky od spravného pribéhu replikace. Obecné bylo piijimano, ze
RS je zplisobeny zpomalenim nebo zastavenim replika¢nich vidlic (Zeman et Cimprich, 2014). Stejné
tak se predpokladalo, ze citlivost bunék k PARP inhibitorim je navozena zpomalenim a pfipadnym
zastavenim replikace DNA (Bryant et al., 2005). V kontrastu s t¢mito piedpoklady je studie Maya-
Mendoza et al., (2018), podle které je priCinou replikacniho stresu také vysokd rychlost replikace
DNA. Podle soucasného modelu ptsobeni PARPi vede inhibice PARP ke zrychleni replikacnich
vidlic, coz méa za nésledek replikacni stres. Zrychlenou replikaci indukovany replikac¢ni stres pak vede
k tvorbé dvouvaknovych zlomd DNA a nestabilit¢ genomu (Maya-Mendoza et al., 2018). AvSak
nejnovéjsi studie Cong et al. (2019), Nayak et al. (2019) a Panzarino et al. (2021) popisuji zcela novy
fenomén, ktery jako pfi¢inu senzitivity k PARPi uvadi vznik jednovlaknovych mezer na DNA
(ssDNA gaps). Data Cong et al. (2019) naznacuji, Ze samotné zrychleni replikace neni dostatecné
k vyvolani senzitivity bunck k PARPi. Autofi popisuji zvySenou tvorbu jednovldknoovych mezer
po PARPi pravé v BRCA1-deficitnich bunikach (Cong et al., 2019). Z literatury je znamo, ze tvorba
jednovlaknovych mezer DNA mize byt potlacena translézni syntézou (Goodman, 2002; Rattray
et Strathern, 2003), kdy TLS polymerazy dosyntetizuji jednovlaknové mezery a chrani tak buiku pred
jejich genotoxickym ucinkem (Nayak et al., 2019).

Inhibice PARP i siRNA transfekce TICRR maji za nasledek zrychleni replikace DNA, tvorbu
dvouvlaknovych zlomt, mikrojader a akumulaci bun€¢k v pozdni S fazi buné¢ného cyklu (Maya-
Mendoza et al., 2018). Stejn¢ tak snizeni hladiny p21 vede k vyraznému zrychleni replikacnich vidlic
(Maya-Mendoza et al., 2018). V kontrastu s fenotypy pozorovanymi po PARPi (Maya-Mendoza et al.,
2018) nebo siTICRR nebylo v naSich experimentech vlivem siRNA transfekce p21 pozorovano
zvySeni formace fokusti RPA32, yYH2AX ani 53BP1, které by ukazovaly na pfitomnost poskozeni
DNA a aktivaci opravnych drah. Na rozdil od PARPi (Maya-Mendoza et al., 2018) a siTICRR pokles
hladiny p21 nevyvolal ani vznik mikrojader nebo zmény v zastoupeni bunék v S fazi. Pfestoze
nedostatek p21 vyvoldva zvySeni replikacni rychlosti, fenotypy spojované se zvySenou replikacni
rychlosti vlivem PARPi nebo siTICRR nebyly pozorovany. Moznym vysvétlenim mtize byt role p21
béhem aktivace enzymu translézni syntézy — transléznich DNA polymeraz. p21 negativné reguluje
TLS zabranénim ubikvitinace PCNA, kterd je potiebna pro vazbu transléznich polymeraz na DNA
(Mansilla et al., 2016). Ubikvitinaci PCNA je umoznéna vazba alternativnich DNA polymeraz (pol 1,
pol 1, pol x, REVI1, pol , pol 8 a pol v), které katalyzuji syntézu DNA ptes léze (Vaisman
et Woodgate, 2017).

Vlivem snizeni p21 by mohla byt umoznéna ubikvitinace PCNA a nasledna aktivace transléznich
DNA polymerdz. Témito alternativnimi polymerazami by byly v bunikdch s nedostatkem p21

dosyntetizované rozsahl¢ jednovladknové mezery DNA a nedochdzelo by tak kakumulaci
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jednovlaknovych mezer DNA, ke vzniku poskozeni DNA a nestabilit¢ genomu, jako bylo popsano
u PARPi a siTICRR. Nase hypotéza koreluje i s nedavnou studii Cong et al. (2019), ve které autofi
ukazuji signifikantni ubytek poctu jednovlaknovych mezer DNA v lini U20S po sniZzeni hladiny p21
prostfednictvim shRNA (z angl. short hairpin) pro p21. V souladu s nasi hypotézou je i studie Nayak
et al. (2019), kde autofi popisuji v buiikach U20S ovlivnénych hydroxymocovinou pokles vyskytu
ssDNA po shp21 ve srovnani s buiikami ovlivnénych samotnou hydroxymocovinou, ktera vede

ke zvy$enému vyskytu ssDNA.

Stejné jako ve studii Maya-Mendoza et al., (2018) byla u linie U20S s tlumenou expresi TICRR
pozorovana vyrazna tvorba mikrojader ukazujici na nestabilitu genomu — index mikrojader vzrostl
z piiblizné 5 % u siCon na 30 % u siTICRR. Avsak nenadorova linie RPE1 po siRNA transfekci
TICRR nartst vzniku mikrojader nevykazovala. Nadorové buniky maji pravdépodobné vyssi index
mutagenity a rizné chromozové piestavby se u nich mohou projevit rychleji. Je tedy mozné, Ze se
v bunikach RPE1 efekt siTICRR na nestabilitu genomu v pozorovaném case nestihl projevit. S nasimi
dosavadnimi vysledky koreluje také distribuce bunék vramci S faze bunééného cyklu. Na rozdil
od popsané akumulace bunék v pozdni S fazi asociované se zrychlenou replikaci DNA indukovanou
,knockdownem*‘ Treslinu se distribuce bun¢k v jednotlivych c¢astech S faze po ubytku p21 témét
nemeéni, coZ neukazuje na stejné problémy s poskozenim DNA a s tim spojenou bunécnou odpoveédi

jako u siTICRR.

Vlivem ubytku Treslinu v buikach U20S i RPE1 vyznamné vzrostlo mnozstvi p21. To by mohlo
souviset se sou¢asnym poklesem PARP1 u bunék s siRNA transfekci TICRR. PARP1 inhibuje p21
a je 1 korepresorem genu CDKN1A (Maya-Mendoza et al., 2018). V diisledku snizeni hladiny Treslinu
klesa v bunce ptitomnost PARP1. Transkripce CDKN1A by tak nebyla PARP1 inhibovana a p21 by
byl bez negativni regulace PARP1 zvySené exprimovan. Dal§im vysvétlenim mtZze byt reakce

na pritomnost bunécného stresu v bunkach po siTICRR.

Na rozdil od Wettersten et al. (2013) jsme pouzitim p21 inhibitoru UC2288 o koncentraci 10 pmol-1"!
nedosahli poklesu hladiny proteinu p21. Péisobenim UC2288 o koncentraci 30 pmol-1" byla hladina
p21 u linie U20S snizena, nicméné tato koncentrace byla pro buiiky vysoce toxicka a nebylo mozné ji
pouzit pii dalsich experimentech. V buiikach U20S ovlivnénnych UC2288 o koncentraci 30 pmol-1"!
doslo knartstu proteini YH2AX, pRPA32T21 a pRPA32 S4/S8. Tyto fenotypy nebyly
pravdépodobné zplisobeny specifickym tU¢inkem nedostatku p21, ale celkovou cytotoxicitou
p21 inhibitoru, kdy byli zlyzovany a analyzovany spiSe apoptotické nebo jiz mrtvé bunky. Wettersten
et al. (2013) testovali p21 inhibitor na n€kolika buné¢nych liniich, mezi kterymi nebyly zatfazeny
U20S ani RPEI. Pro ovéfeni nami pozorovanych fenotypli po siRNA transfekci p21 by bylo vhodné
pouzit inhibitor p21, ktery funguje na liniich U20S a RPE1, nebo provedené experimenty zopakovat
také na liniich, na kterych funguje UC2288.
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K lep§imu objasnéni a pochopeni nasi hypotézy o asociaci p21 se zvySenou rychlosti replikace
a soucasné absenci diivé popsanych fenotypi (Maya-Mendoza et al., 2018) by mohly pfispét dalsi
experimenty. Detekce ubikvitinace PCNA (tj. podminky pro aktivaci TLS) v buiikach s sip21,
siTICRR a v bunkach ovlivnénych PARPi by pfispéla k vysvétleni zavislosti fenotypi asociovanych
se zvySenou rychlosti replikace na aktivaci translézni syntézy. Podle naSich pozorovani a soucasnych
praci zminénych vyse by kubikvitinaci PCNA, a tedy i k aktivaci TLS, mélo dochazet pouze
v ptipad¢ sip21. Zaroven by k potvrzeni nasi teorie mohl slouzit i experiment, kde by byla pomoci
imunofluorescence nebo immunoblotu sledovana hladina translézni polymerazy po sip21, siTICRR
a PARPi. K dalsimu potvrzeni naSich ptfedpodkladii by mohly analogicky kjiz vySe popsanym
experimentiim prispét také experimenty s funkénim inhibitorem p21, ktery by bez extrémni toxicity

vedl k vyznamnymu poklesu hladiny p21.
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7 ZAVER

V teoretické Casti této prace jsem popsala proces replikace DNA, vyznam regulace jeji rychlosti

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

S pouzitim siRNA pro p21 byly sledovany fenotypy navozené v dasledku nedostatku proteinu p21.
Utinek siRNA transfekce p21 byl hodnocen pomoci western blottingu a imunofluorescence

s kvantitativni ScanR analyzou.

Prestoze podle Maya-Mendoza et al. (2018) dochazi vlivem snizeni hladiny proteinu p21 ke zrychleni
replikace DNA stejné jako po siRNA transfekci Treslinu nebo PARP inhibici, v souvislosti
s nedostatkem p21 nebyly pozorovany stejné fenotypy jako po siRNA transfekci Treslinu a PARP
inhibitoru. siRNA transfekce p21 nevede ke zvySené formaci fokusl proteinii RPA32, ktery je
signadlem pfitomnosti jednovldknové DNA, ani yYH2AX a 53BP1, které ukazuji na vznik
dvouvlaknovych zlomii DNA. Ubytek p21 nema za nasledek ani zvyseny vyskyt mikrojader nebo
akumulaci bun€k v pozdni S fazi bunééného cyklu. Snizeni hladiny p21 tedy narozdil od PARPi

a siTICRR nevede k poskozeni DNA, replika¢nimu stresu a nestabilité genomu.

Moznym vysvétlenim pro nase pozorovani mize byt aktivace translézni syntézy v nepfitomnosti p21.
Pokud by v dusledku snizeni hladiny p21 dochazelo k ubikvitinaci PCNA potiebné pro vazbu
transléznich polymeraz, mohly by byt dosyntetizovany jednovlaknové mezery DNA, které jsou
pravdépodobné pti¢inou toxicity PARPi. Nedostatek p21 by tedy i pfes pfitomnost zvySené rychlosti
replikace neohrozoval stabilitu genomu, ale naopak by vedl kvyfeSeni problému vyskytu

jednovlaknovych mezer.
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