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Souhrn

Predkladana prace poskytuje piehled o casto pouzivanych technikach proteinové
detekce a souCasné se zabyva optimalizaci techniky western blotii a dot blotli pro analyzu
nekterych jadernych proteind, predevsim uracilovych DNA glykosylaz, které hraji zasadni roli
pti opravach DNA pomoci bazové excizni opravy. Vedle toho byla testovana nové vyvinuta
technika stanoveni aktivity uracilovych DNA glykosylaz. Soucasti prace je i prehled zakladnich
mechanismil oprav DNA se zaméfenim na opravy provadéné systémem bazové excizni opravy.

Vysledky experimentalni ¢asti ukazaly, ze technologie dot bloti neni, na rozdil od
technologie western blotd, vhodna pro detekci uracilovych DNA glykosylaz. Soucasné tyto
vysledky silné indikuji, Ze testovand, nové vyvinutd, technologie pro stanoveni uracilovych
DNA glykosylaz je vyznamné citlivéjsi nez technologie western blotli. Zatimco technologie
western bloti vyzadovala nanasku ptiblizn€¢ 5 pg celkového proteinu, v pfipad¢ stanoveni
aktivity uracilovych DNA glykosylaz bylo pro spolehlivou analyzu vyzadovano celkové asi

100 ng proteinu.
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Summary

The thesis presented provides overview of frequently used methods for protein detection
and simultaneously, it deals with the optimization of western blot and dot blot techniques for
the analysis of the selected nuclear proteins, particularly uracil DNA glycosylases that play
an essential role in the base excision repair. Further, a newly developed method for
the determination of the activity of uracil DNA glycosylases was tested. The thesis also includes
a review of basic DNA repair mechanisms with the focus on the base excision repair.

The results of the experimental part show that unlike the western blot, the dot blot
technique is not suitable for the detection of uracil DNA glycosylases. Concurrently, the results
strongly indicate that the tested, newly developed, approach for the determination of the activity
of uracil DNA glycosylases is significantly more sensitive than the western blot technology.
While the western blot method required the application of 5 pug of the total protein, only 100 ng
of the total protein was necessary for the reliable analysis in the case of the determination of

the activity of uracil DNA glycosylases.
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1 Uvod

Opravy DNA umoziuji vérné uchovani genetické informace a brani navozeni
patologickych stavii bun¢k. Jednim z velmi diilezitych opravnych mechanizmii je bazova
excisni oprava (BER). BER zajist'uje opravu poskozenych bazi nebo bazi, které byly nespravné
zafazeny v prib¢hu replikace. Proces bazové excizni opravy vyZaduje souhru mnoha proteint.
Studium proteind zacastnénych v bazové excizni opravé je dilleZité nejen z hlediska objasnéni
jejich funkce v prubéhu oprav DNA, ale i pro pochopeni patologickych jevll spojenych
sopravami DNA. Pro jejich studium jsou vyuzivany jak metody bézné pouzivané
v proteomickych analyzach, tak metody specialné uréené pro analyzu proteind podilejicich se
na BER.

V predkladané praci jsem se v piehledové ¢asti zabyval problematikou analyzy proteini
pomoci western blotu, dot blotu a ELISA, a postavenim BER v opravnych mechanismech DNA.
V experimentalni ¢asti jsem optimalizoval pfipravu bunéénych extraktli pro metodu western
blotu, optimalizoval metodu western blotu i dot blotu pro detekci proteinti ucastnicich se bazové
excisni opravy a testoval nové vyvinutou metodu pro stanoveni glykosylacni aktivity

v extraktech.



2 Cile prace

1.

Vypracovani literdrni reder$e na téma: Casto pouZivané techniky detekce proteini,
jejich porovnani a pouziti.

Vypracovani literarni reSerSe na téma: Role bazové excisni opravy v opravnych
systémech bunky.

Optimalizace piipravy bunécnych extraktli pro metodu western blotu.

Optimalizace metody western blotu i dot blotu pro detekci vybranych proteint
ucastnicich se bazové excizni opravy.

Testovani nové vyvinuté metody pro analyzu uracilové DNA glykosyla¢ni aktivity.



3 Literarni prehled
3.1 Waestern blot

Western blot (WB), n¢kdy také nazyvany immunoblotting, pfipadné protein blotting, je
technika, pomoci niz lze stanovovat pomérna mnozstvi specifickych proteint
(semi-kvantitativng), urCovat jejich pfibliznou velikost, ¢i sledovat post-translacni zmény
proteind.

Western blot zahrnuje nékolik krok. Jedna se zpravidla o (i) extrakci proteint z tkéni
nebo bungk; (ii) stanoveni koncentrace veskerych proteini ve vzorku; (iii) elektroforetickou
separaci protein(i; (iv) pfenos proteinit z gelu na membranu; (v) blokovani membrany;
(vi) reakci se specifickymi protilatkami rozeznavajicimi tyto proteiny; (vii) reakci se sekundarni
protilatkou s navazanou znackou (napiiklad chemiluminiscentni nebo fluorescencni);
(viii) detekei signalu a (ix) vyhodnoceni ziskanych dat (Bass et al., 2017). Obecné schéma

procedury je znazornéno na obrazku 1.

3.1.1 Ptiprava vzorku a extrakce proteinQ

Sledované proteiny mohou byt pfipraveny z riznych typt vzorkd. Typickym vzorkem
jsou tkané ¢i kultivované bunky. Pouzivané techniky extrakce proteini jsou zalozeny na
mechanickém nebo chemickém plisobeni (Grabski, 2009), pficemz nezbytnym piedpokladem
je naruseni bunécné membrany, v piipad¢ rostlinnych pletiv i bunécné stény. Zvoleny zptisob
extrakce vzorku by mél zohlednovat, jaky protein bude studovan, zda pochézi z rostlinnych
nebo zivocisnych bunék, o jaky druh tkané nebo pletiva se jedna a kde je v bunce lokalizovan
(Holden et Horton, 2009; Laing et Christeller, 2004).

Specidlnimi piistupy je mozné ziskat i extrakty z bunéénych organel. Pouzitd technika
a uspésnost separace zpravidla zavisi na velikosti a tvaru organel, jejich hustoté a povrchovém
naboji. V prib¢éhu izolace organel je nutné kontrolovat, zda zvoleny postup skutecné vede
k izolaci pozadovanych organel. Proizolaci organel se zpravidla pouzivaji rtizné druhy
centrifugace, gelova filtrace nebo gelova elektroforéza (Castle, 2001).

Ackoli pro kazdy studovany protein existuje optimalni postup extrakce vcetné€ lyzacniho
roztoku, nejbéznéjSim pristupem je pouziti extrakce pomoci lyzacnich roztokli s obsahem soli
(0-1 mol-I'"), neiontovych detergentli (0,1-2 %), iontovych detergentd (0,01-0,5 %),
dvojmocnych kationtd (0-10 mmol-1") a etylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA,
0—5 mmol-1"") pii pH 6-9 (Harlow et Lane, 1988).
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Obrazek 1: Schéma provedeni western blotu (pfevzato a upraveno z Bass et al., 2017).
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Béznou soucasti lyzacnich pufiii jsou rovnéz redukéni Cinidla. Prikladem je dithiotreitol
(DTT) nebo B-merkaptoetanol (B-ME). Jejich tlohou je redukce disulfidickych vazeb mezi
cysteinovymi zbytky a denaturace proteini (Bass et al., 2017).

Neiontové detergenty rozruSuji lipid-lipidové, lipid-proteinové a protein-proteinové
vazby bez vyznamného vlivu na denaturaci proteini. Do této skupiny patfi napf.
Triton X-100, Nonidet P-40 nebo Tween 20. lontové detergenty denaturuji proteiny, ptiCemz
se k nim nekovalentn¢ vazi. Inkubace bunék s témito detergenty vede zpravidla k Gplné lyze
bunék. Typickym piikladem iontovych detergentti je dodecylsiran sodny (SDS) a deoxycholat
sodny (Rosenberg, 2005).

Dalsi soucasti lyza¢nich roztok jsou rizné inhibitory protedz, ptipadné fosfataz. Jejich
ulohou je zabranit degradaci nebo modifikaci proteint (Bass et al., 2017).

Spravné pH roztoki je udrzovano pomoci vhodnych pufri. Nejcastéji se pouzivaji pufry
obsahujici Tris, HEPES, fosfore¢nany nebo glycin. Jednotlivé pufry lze rovnéz rizné
kombinovat, aby se pokrylo SirSi spektrum pH. Pfi jejich vybéru je nutné zohlednit mozné
interakce jak mezi vlastnimi ¢inidly, tak i s ostatnimi latkami a extrahovanymi slozkami (Stoll

et Blanchard, 2009).

3.1.2 Stanoveni koncentrace proteint

Pro porovnani mnozstvi proteinii mezi riznymi vzorky je nutné nanést stejnd mnozstvi
celkovych proteinti. Ty se vSak obvykle obsahem proteinti lisi. Proto se provadi kvantifikace
proteinti ve vzorku. Existuje nékolik metod pro stanoveni mnozstvi proteinti ve vzorku.

Ziejm¢ nejjednodussi metoda spoléhd na stanoveni koncentrace proteint v extraktu
pomoci UV absorbance. Metoda vyuziva absorbanci UV svétla pfi 280 nm aminokyselinami
s aromatickym jadrem (tyrosin, tryptofan, fenylalanin), ¢i disulfidickymi mustky. Metoda je
vhodna ptredevsim pro purifikované stejnorodé smési proteinil. V ostatnich ptipadech poskytuje
nespolehlivé vysledky (Desjardins et al., 2009).

Pro stanoveni koncentrace proteind jsou nejcastéji pouzivany kolorimetrické metody.
Ty jsou zalozeny na reakci ¢inidla s proteiny, ktera je doprovazena zménou barvy roztoku.
Barevna zména je nasledné kvantifikovana a data jsou porovnana s kalibra¢ni kiivkou roztokt
obsahujicich proteiny o znamé koncentraci. [ v téchto ptipadech vysledky zaviseji na obsahu
raznych proteint, nicméné diky skutecnosti, ze se zpravidla analyzuji smési riznych proteind,
dochazi k ¢astecné eliminaci chyb (Peterson, 1983). V tabulce 1 jsou shrnuty jednotlivé metody

spolu s jejich interferencnimi latkami.



Tabulka 1: Piehled kolorimetrickych metod stanoveni koncentrace proteint.
,»BCA* = bicinchoninova kyselina.

Metoda Rozsah méieni Princip metody Interference
Redukce méd'natych
iontll na méd’né Lipidy, dextran,
Biuret 5-160 mg-ml’! peptidovou vazbou chelatacni ¢inidla
v alkalickém prostiedi a mnoho dalsich

(Biuretova reakce)
Biuretova reakce + reakce

Detergenty, chelatacni

Lowry 1-1500 pg-ml! tyrosinu a tryptofanu cimidla. thiol
s folinovym cinidlem ’ Y
BCA 20-2000 pg-ml” Biuretova reakce spjata Redukujici cukry,

s chelataci pomoci BCA | chelatacni ¢inidla, thioly
Adsorpce barviva na
protein

Bradford 100-2000 pg-ml™! Surfaktanty

Prvni kolorimetricka metoda ke kvantifikaci proteinti ve vzorku byla vyvinuta jiz roku
1914 E. Rieglerem, ktery vyuzil tzv. biuretovou reakci. Reakce vyuziva redukce médnatych
iontll peptidovou vazbou v alkalickém prostfedi za vzniku méd’nych iontli a svétle modie az
fialové zbarveného roztoku s absorpénim maximem pii 540 nm. Intenzita zbarveni roztoku je
pfimo Umérnd mnozstvi peptidovych vazeb v roztoku. Metoda je vhodna pro stanoveni
koncentrace u koncentrovanych roztokdi proteinti (pracovni rozpéti je 5-160 mg-ml™).
S metodou vsak interferuje velka skupina chelatacnich ¢inidel (napt. EDTA nebo citrat) (Krohn,
2002).

Rovnéz tzv. Lowryho metoda vyuziva pro kvantifikaci proteinii biuretovou reakei.
V prvnim kroku jsou médnaté ionty v alkalickém prostfedi redukovany na médné iony.
Ve druhém kroku je kroztoku piidino Folin-Ciocalteovo c¢inidlo obsahujici kyselinu
fosfowolframovou a fosfomolybdenovou. To vede k oxidaci méd’nych iontil na ionty méd’naté
a vytvoreni molybdenové modri. Vedle toho pfispivaji k tvorbé molybdenové modie postranni
zbytky tyrosinu a tryptofanu v proteinech. Vysledkem uvedenych reakci je zména barvy
roztoku na syté modrou. Metoda je vhodna pro méfeni koncentraci proteinti v rozsahu 0,001 az
1,5 mg-ml™!'. Absorbance roztoku se méii pii 750 nm. Nevyhodou tohoto zpiisobu stanoveni
proteint je jeho citlivost na pH roztoku. Optimalni je alkalické prostedi s pH = 10-10,5. Navic
zbarveni roztoku, je ovlivnéno zastoupenim jednotlivych aminokyselin, a proto neni piimo
umérné koncentraci proteint (Lowry et al., 1951). Dalsi nevyhodou je interference s detergenty
¢i dalsimi latkami, které se mohou vyskytovat v biologickych materialech (Lovrien et Matulis,

2001).



Dalsi metoda, ktera rovnéz vyuziva biuretovou reakci a tvorbu atomil jednomocné médi
je metoda zaloZend na bicinchoninové kyseliné (BCA). Namisto Folin-Ciocalteova cinidla
vyuziva sodnou stl kyseliny bicinchoninové, ktera chelatuje médné ionty. V zasaditém
prostfedi reaguje v poméru 2:1 s médnymi ionty, pricemz vznika fialové zbarveny komplex
s absorpénim maximem pfi 582 nm. Metoda je vhodnd pro meéfeni koncentrace proteint
vrozsahu 0,02 az 2 mg'ml!. Protokol je nichylny na piitomnost redukujicich cukri
a chelatacnich latek. Optimalni pH metody je 11,25 (Smith, 1985).

Dalsim pfistupem pro kvantifikaci proteinti je Bradfordova metoda. Ta vyuziva vazbu
Coomassie Brilliant Blue G-250 na proteiny. Pouzité barvivo ma 2 formy: ¢ervenou a modrou.
Po navazani ptivodné cervené formy na protein dochazi ke zméné na modrou formu a ke zméné
absorp¢niho maxima z 365 nm na 595 nm. Metoda je 4x senzitivnéj$i nez Lowryho metoda,
ale dochazi pfi ni k nezddoucim interakcim v siln¢ alkalickém prostfedi a za pfitomnosti
velkého mnozstvi detergentti (> 1 %) (Bradford, 1976).

Jak je patrné, vhodnou metodu pro kvantifikaci jen nutné vybrat na zakladé znalosti
latek obsazenych v lyza¢nim roztoku. Na druhou stranu je mozné pouZit specialni separacni
metody k odstranéni nezadoucich, interferujicich latek (Lovrien ef Matulis, 2001). To vSak vede
k prodlouZeni procedur.

Firma Thermo Fisher Scientific (2012) uvadi na svych strankach seznam interferujicich
latek s kolorimetrickymi metodami a jejich limitni koncentrace pro spravné stanoveni

koncentrace proteind v lyzatech.

3.1.3 Elektroforeticka separace

Nejbéznéji jsou proteiny v lyzatech separovany pomoci SDS polyakrylamidové gelové
elektroforézy (SDS-PAGE). Pred vlastni elektroforetickou separaci jsou vzorky oSetfeny
redukénim cinidlem (napt. B-ME) a SDS. Pisobenim reduk¢niho ¢inidla dochazi k rozruSeni
disulfidickych vazeb mezi jednotlivymi podjednotkami proteinu nebo uvniti samotného fetézce
aminokyselin. SDS proteiny denaturuje za vzniku jejich linearni struktury a soucasné jim
udéluje zaporny naboj. Tento naboj je piimo umémy velikosti proteinu. Vzorky jsou pied
nanesenim kratce (2—5 min) zahtaty pfi teploté 95-100 °C. Tim je zvySena efektivita denaturace
proteint a také efektivita vazby SDS na proteiny (Smith, B. J., 1984).

Separace probiha zpravidla v polyakrylamidovém gelu. Polyakrylamidovy gel je tvoien
akrylamidem a N,N‘-metylenbisakrylamidem. Pro efektivni polymeraci akrylamidovych gelt
je do roztoku akrylamidu a N,N‘-metylenbisakrylamidu pfidavan peroxodisiran amonny (APS),
vytvarejici reaktivni radikaly, a N,N,N*,N*-tetrametyletylen diamin (TEMED) stabilizujici tyto



radikaly (Rosenberg, 2005). Pfi polymeraci se vytvati separacni sit. Velikost port v siti zavisi
na koncentraci akrylamidu. Po naneseni vzorkdl na gel a pouzitim vhodného roztoku
umoznujiciho pohyb iontil, negativné nabité proteiny putuji akrylamidovym sitem ke kladné
nabité elektrod¢. Proteiny se déli podle velikosti. Rychlost pohybu proteind je nepiimo tumérna
logaritmu jejich velikosti (Weber et Osborn, 1969). K separaci se pouziva konstantni napéti.
Optimalni napéti k separaci proteini se nachazi v rozmezi 10-20 V na centimetr délky gelu.
PriliS vysoké napéti mize zpusobit zahfivani gelu a deformace prouzki. Nizké napéti
prodluzuje dobu separace a umoziuje tak difuzi proteinti v gelu (Bio-Rad, 2019a; Yang et
Mahmood, 2012).

Pro vznik ostfe ohrani¢enych prouzkii odpovidajici jednotlivym proteinim na konci
separace se pouziva diskontinudlni systém, ve kterém se nachazeji 2 rozdilné typy gelt: ostiici
a separacni. Ostfici gel se sklada z akrylamidu o nizsi koncentraci (3—5 %). Hodnota pH je
okolo 6,8. V tomto gelu dochazi ke koncentraci proteinti na rozhrani se separacnim gelem.
Proteiny se tak dostavaji do podobné vychozi pozice pied vlastni separaci. Separacni gel
obsahuje zpravidla mezi 5-20 % akrylamid. pH je voleno kolem hodnoty 8,8. Tento gel slouzi
k vlastnimu rozdéleni proteint. Ke zvySeni rozliSeni je mozné pouzit gel obsahujici gradient
akrylamidu (Rosenberg, 2005).

Vedle popsaného zpasobu separace, existuji dalsi moznosti. Pfikladem je pouziti nativni
elektroforézy bez denaturacnich a redukénich €inidel. Vyhodou je prace s nativnimi proteiny,
nicméné riizné modifikace proteinii ovliviiuji jejich pohyb v elektrickém poli, a tudiz je nutna

optimalizace pro konkrétni vzorky (Arndt et al., 2012).

3.1.4 Pftenos proteinil z gelu na membranu

Po elektroforetické separaci proteinti jsou proteiny preneseny pomoci elektrického
proudu na membranu, na které je lze snadnéji detekovat. Ve srovnani s gelem membrana
poskytuje zvysenou odolnost pii manipulaci (Towbin et al., 1979).

I kdyZ Ize k ptenosu pouZit prostou difuzi nebo vakuum, pouziti elektrického proudu je
vyhodné zhlediska kombinace vysoké rychlosti a ucinnosti. Podle sestaveni aparatury
a zpusobu imerze transferové sestavy, lze rozlisit dva typy pfenosu: ,,wet blotting* (tankovy
zpusob prenosu) a ,,semi-dry blotting* (polosuchy zpiisob ptenosu) (Kurien et al., 2011).

V piipad¢ ,,wet blottingu® jsou jak gel, tak membrana ponofeny v transferovém roztoku.

Sestava je umisténa vertikalné. Gel je umistén blize k zaporné elektrodé¢ (katod€) a membrana
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transferového roztoku a je pomalejsi. Nicméné pokud je potieba zachovat vysoké rozliSeni
prouzk, je ,,wet blotting* lepsi volbou (GE Healthcare Life Sciences, 2014).

»Semi-dry blotting* vyuziva k transferu podobné usporadani transferové sestavy s tim
rozdilem, ze filtracni papiry, gel a membrana jsou v transferovém roztoku pouze navlhceny.
K pienosu dochézi v horizontalni poloze. Tento druh pfenosu je méné ¢asové naro¢ny, ma
mensi spotiebu roztoku, ale neni tak efektivni (GE Healthcare Life Sciences, 2014).

Mezi nejpouzivanéj$i druhy membran patfi nitrocelul6zova, nylonova a polyvinyliden
difluoridova membrana. Zékladni pozadavky na membrany jsou: vysokd vazebnd kapacita,
snadnd manipulace, efektivni uchovani imobilizovanych molekul a kompatibilita s detekénimi
metodami. Interakce proteinii s membranami jsou nekovalentni, ale zpusob interference neni
zcela znam (Kurien et al., 2011).

Uspé&snost transferu je vhodné ovéfit nespecifickym barvenim proteinii na membrang.
Lze tak rovnéz ovéfit, zda nanaska proteind u jednotlivych vzorkd byla pfiblizné stejna.
Nejcastéji pouzivané pristupy vyuzivaji barveni pomoci Ponceau S, Coomassie Brilliant Blue
R-250, amidovou Cerni 10B nebo koloidnim zlatem. Ponceau S i amidova cern jsou relativne
malo sensitivni (limit detekce je ptiblizné 50 ng proteinll). Pfesto jsou vice pouZivané nez
barvenim koloidnim zlatem s detekénim limitem okolo 2 ng. Divodem je vyrazné nizsi doba

barveni a snadn¢jsi vymyti (Yonan et al., 2005).

3.1.5 Blokovéani membrany

Blokovani membrany snizuje nespecifické interakce protilatek s membranou a spociva
v inkubaci s proteiny. Nejcastéji se pouzivaji relativn€ levné a dostupné proteiny. Piikladem je
vysusené mléko nebo hovézi sérovy albumin (BSA). Blokace snizuje moznost navazani
protilatky na membranu, ¢imz dochazi ke snizeni pozadi. Vysledné prouzky jsou tak ostiejsi
a vyraznéjsi (Jensen, 2012). Ackoli je mléko levnéjsi a dostupnéjsi, BSA miiZe poskytovat lepsi

vysledky jak ve smyslu snizeni Sumu, tak zvySeni citlivosti (Yang e Mahmood, 2012).

3.1.6 Vazba protilatek

Studované proteiny jsou zpravidla detekovany pomoci protilatek. Detekéni systémy
jsou zpravidla zaloZeny na nepfimé imunodetekci spocivajici v pouziti dvou protilatek. Nejprve
je membrana s pfenesenymi proteiny inkubovana s tzv. primarni protilatkou, ktera je specificka
vuci studovanému antigenu. Pfi vybéru protilatky je dtlezité brat ohled na to, zda je epitop
reagujici s protilatkou soucasti nativni konformace proteinu, nebo zda je protilatka specificka
viuéi denaturovanému proteinu (Bass er al., 2017). Nasleduje inkubace s tzv. sekundarni

protilatkou, ktera je specifickd vii¢i primarni protilatce. Sekundarni protilatky jsou znaceny
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napiiklad fluorescen¢né nebo enzymaticky. Jednodussi variantou je pouziti systému jediné
znaCené protilatky reagujici pfimo s detekovanym proteinem. V tomto piipadé se jedna
o tzv. ptfimou imunodetekci. Vyhodou nepiimé imunodetekce je zesileni signalu ve srovnani
s pfimou imunodetekci (Bass et al., 2017). Nezavisle na pouZitém systému mohou byt
protilatky znacCeny také napf. Casticemi zlata nebo pomoci radioaktivnich prvki (Kurien et
Scofield, 2006).

WB umoziuje alespon ¢asteéné ovértit specifitu protilatek. Je vSak nutno brat ohled na
podminky, za kterych jsou protilatky schopny vazat antigen, jelikoz epitop muze zahrnovat

konformacéni strukturu proteinu, ktera se denaturaci rozpadne (Kurien et al., 2011).

3.1.7 Detekce signalu a jeho vyhodnoceni

Jak jiz bylo uvedeno, je k dispozici né€kolik zptisobli znaceni protilatek. Rizné zpiisoby
znaceni zpravidla vyZzaduji odlisné detekeni strategie.

Napt. radioaktivné znacené protilatky se detekuji pomoci radiosenzitivniho filmu nebo
scintilatoru. U protilatek konjugovanych s enzymy dochazi zpravidla ke vzniku barevnych
produkt nebo produktl emitujicich svételné zareni. Protilatky nesouci kovové Castice napf.
zlato vytvaieji barevné produkty (Kurien et Scofield, 2006). Detekce pomoci protilatek
znacenych fluoroforem probihd pomoci snimani jejich fluorescence. Diky odlisnym excitacnim
a emisnim vlastnostem jednotlivych fluorofort lze detekovat vice antigenti na jediné
membrang. Takové vicenasobné znaceni umoznuje presné&jsi a efektivnéjsi vyhodnoceni blott
(GE Healthcare Life Sciences, 2014).

WB umoziuje piiblizné stanovit velikost proteinu na zékladé probehlé elektroforetické
separace a naslednym porovnanim polohy proteinu viici poloze velikostnich standarda
(markerti). Pokud se na membran¢ nachazi vice vzorkl, lze vzajemné porovnat mnozstvi
obsazeného proteinu v daném vzorku. Pro ptesnéjsi odhad je ovétovana stejnorodost nanasky
a transferu pomoci detekce tzv. ,house-keeping“ proteini (proteiny, které se
v bunikach/vzorcich vyskytuji v relativné stejném mnozstvi) a porovnani jejich signalti na téze
membrane. Pomoci WB vsak nelze zpravidla spolehlivé stanovit absolutni mnozstvi proteinu,

protoze mira signalu neni linearni s jeho koncentraci (Heidebrecht et al., 2009).

3.1.8 Dot blot

Dot blot neboli Dot-Immunobinding assay (Dot-Iba) je modifikaci western blotu. Jedna
se o metodu, kdy jsou vzorky pfimo nanaseny na nosi¢ (napf. nitrocelulézovou membranu).
Stejné jako u WB, nespecificka mista musi byt vyblokovana z hlediska dalSich reakci inertnim

proteinem. Poté nasleduje inkubace s primarni protilatkou, na kterou se dale vaze znacena
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sekundarni protilatka. Cely protokol mtize byt proveden béhem 6 hodin a to diky vynechani
elektroseparacniho kroku. Vyhodou Dot-Iba je, Ze se nepouzivaji relativné drahé chemikalie
nutné pro elektroforetickou separaci. Typicka je rovnéz nizsi spotieba vzorka (Prasad et al.,
1989; Surendran et al., 2015). Vyznamnou nevyhodou je vsak skutecnost, ze nelze jednoduse
ov¢etit, zda signal pochézi z vazby protilatky na studovany antigen nebo je disledkem vazby na

jiny protein. Typicka je rovnéz nizsi citlivost (Ni et al., 2016).

3.2 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

ELISA byla vyvinuta Engvallem, Perlmannem a Van Weememem, Schuursem jako
alternativa radioaktivni imunoanalyzy. Jednd se o imunochemickou metodu zaloZenou na
vysoce specifickych reakcich mezi protilatkou a antigenem. Signal je produkovan enzymem
katalyzujicim proménu substratu na barevny produkt. Metoda slouzi k detekci a kvantifikaci
riznych antigeni (Aydin, 2015).

V praxi jsou nejcastéji pouzivany dva typy metod enzymatickych imunoanalyz:
homogenni a heterogenni. V piipadé¢ homogenni analyzy jsou smichany protilatka i antigen
spolecné bez nutnosti ukotveni. Nektera ztéchto molekul nese enzym, jehoz aktivita je
pozménéna po vazbé antigenu a protilatky. Aktivita enzymu muiize tak byt sledovana piimo ve
vzorku bez nutnosti promyvani. Tento typ se pouziva predevsim pfi stanoveni latek v malych
mnozstvich (napf. terapeutickych 1€kt). V piipadé heterogenni analyzy jsou protilatka nebo
antigen ukotveny na pevny nosi¢ zriznych polymernich materidld (napi. na povrchu
mikrotitracni desticky) (Aydin, 2015; O’Kennedy et al., 1990). Heterogenni typ imunoanalyzy
je mnohem castéj$i. NejCastéji pouzivané varianty heterogenni ELISA jsou popsany

v nasledujicich ¢astech.

3.2.1 Ptima ELISA

U pfimé ELISA jsou na povrch nosice zpravidla ukotveny antigeny ze vzorku. Poté jsou
neobsazena mista na nosici vyblokovana pomoci nereaktivniho proteinu (napt. BSA), ¢imz se
snizi nespecificka vazba pouzitych protilatek na sténu nosice. Nasledné je ptidan roztok
obsahujici protilatku proti antigenu, ktera nese enzym. Po promyti, pfidani substratu, inkubaci
a terminaci reakce vhodnym cinidlem je zméten signal (viz obrazek 2). Obdobou je pfima
ELISA proti protilatce. V tomto pfipad€ je na nosi¢ nanesena protilatka ze vzorku, ktera je

nasledné detekovana vazbou s antigenem zna¢enym enzymem (Shah et Maghsoudlou, 2016).
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Obrazek 2: Pfima ELISA proti antigenu. Antigen je navazan na pevny nosic (a.), poté dochazi
k vazbé enzymové znacené protilatky na antigen (b.). Na zavér je substrat enzymaticky
prfeménén na chromogenni produkt (c.) (pfevzato a upraveno ze Shah et Maghsoudlou, 2016).

3.2.2 Nepiima ELISA

U nepiimé ELISA je navazan antigen na pevny nosic. Nasledné jsou neobsazena mista
vyblokovana nereaktivnim proteinem, a studovany antigen je pak inkubovan s primdrni
protilatkou. Nasleduje reakce se znacenou sekundarni protilatkou. Po kratké inkubaci se
substratem je reakce zastavena vhodnym ¢inidlem a zméfen signal (viz obrazek 3). Vyhodou
nepiimé ELISA je moznost amplifikace signdlu, a tudiz dosazeni vyssi senzitivity. Nevyhodou
je mozna nespecifickd vazba sekundarni protilatky na povrch nosice (Shah et Maghsoudlou,
2016).
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Obrazek 3: Nepiima ELISA. Antigen je navazan na pevny nosi¢ (a.). Nasledn€ je antigen
detekovan primarni protilatkou (b.). Poté dochazi k vazbé enzymové znacené protilatky na
priméarni protilatku (c.). Na zavér je substrat enzymaticky pfeménén na chromogenni produkt
(d.) (pfevzato a upraveno ze Shah et Maghsoudlou, 2016).
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3.2.3 Sendvic¢ova ELISA

Sendvicova ELISA je metoda Siroce pouzivana v klinické diagnostice, pro analyzu
vzorkil potravin nebo v proteomice jako microarray (Osmekhina ef al., 2010). Metoda vyuziva
antigeny se dvéma epitopy. Principem je inkubace antigenu se specifickou protilatkou, ktera je
ukotvena na pevném nosici. Po promyti, kdy dojde k odstran¢éni nenavazanych antigend, se
vzorky inkubuji s druhou protilatkou. Ta mlze nést enzym (pfima sendvicova ELISA) nebo
neni nijak znaCena (nepiima sendvicova ELISA). Ve druhém ptipad¢ jsou pak vzorky
inkubovany se tfeti protilatkou nesouci enzym. V dalsim kroku se k pfipravenym vzorkiim
prida substrat. Reakce enzymu se substratem vede ke vzniku signalu, ktery je nasledné zméien

(viz obrazek 4) (Crowther, 2009). Oproti pfedeslym metodam je vyhodou sendvicové ELISA
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vyvazani pouze hledaného antigenu ze vzorku a rovnéz vyssi specifita z divodu detekce dvou

epitopt na antigenu (Osmekhina et al., 2010).
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Obrazek 4: Neptima sendvicova ELISA. Protilatka je navdzana na pevny nosic¢ (a.). Ze vzorku
je nasledné vyvazan antigen (b.). Nasleduje vazba druhé protilatky na antigen (c.). Poté dochazi
k vazbé enzymové znacené protilatky na druhou protilatku (d.). Na zavér je substrat
enzymaticky pfeménén na chromogenni produkt (e.) (pfevzato a upraveno ze Shah et
Maghsoudlou, 2016).

3.2.4 Kompetitivni ELISA

U kompetitivni ELISA je na pevny nosi¢ ukotven specificky antigen, ktery je
rozeznavan analyzovanou protilatkou. Po navazani na nosi¢ a promyti, se pfida analyzovany
vzorek spolu s protilatkou nesouci enzym. Pokud vzorek obsahuje protilatku reagujici
s ukotvenym antigenem, tato protilatka soupeii se znacenou protiladtkou o vazbu na ukotveném
antigenu. Cim vice protilatky vzorek obsahuje, tim vice se ji vaZe na antigen, a tim méné se
navaze enzymem znacené protilatky. Oproti pfedeslym metodam je detekovany signal slabsi,
¢im vice studovaného proteinu vzorek obsahuje. Obdobné lze detekovat antigen ve vzorku
(obrazek 5) (Aydin, 2015).

Kompetitivni ELISA se Casto pouziva k analyze malych antigenil, které nemaji vice

epitoptl. Senzitivita metody je vSak relativné nizka (Shah et Maghsoudlou, 2016).

JL‘JL ,JL\ Enzymem znacena protilatka
%5

[ ] M Protilatka ze vzorku
N

(,0 @ Antigen
O Enzym
J (D Substrat — produkt

Obrazek 5: Pifima kompetltlvm ELISA Vpripadé ptitomnosti (1) nebo nepfitomnosti (2)
protilatky reagujici s antigenem v testovaném vzorku. Antigen je navazan na pevny nosic (a.).
Je pridan vzorek spolu s protilatkou znacenou enzymem (b). V piipadé€, Ze je ve vzorku
pritomna protilatka reagujici s antigenem, soupeii tato protilatky o vazbu na antigenu se
znacenou protilatkou (1c.). Pokud se na antigen navdze neznacend protilatka ze vzorku,
nedochazi k pteméné substratu (1d.). V pfipadé, Ze je pridan vzorek neobsahujici protilatku,
kterd reaguje s antigenem, enzymem znacena protilatka se efektivné vaze na antigen (2c.).
Nasledn¢ dochazi k preméné substratu na barevny produkt (2d.) (pfevzato a upraveno ze
Crowther, 2009).
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3.3 Opravné mechanismy DNA

Bunécnd DNA (deoxyribonukleova kyselina) je neustdle vystavovana bunéénym
metabolitim a exogennim faktortim, které ji mohou modifikovat ve smyslu jednoduchych zmén
vétsiho useku DNA (napf. translokace). Dalsim faktorem, ktery vede ke zménam genetické
informace je samotna replikace DNA. Neopravené zmény mohou zpUsobit smrt
jednobunécnych organismill nebo degenerativni zmény v mnohobunécnych organismech (a ve
vysledku mohou rovné€z zpiisobit smrt organismu). Odhaduje se, Zze béhem jediného dne musi
bunka opravit asi 20 000 poskozeni (Barnes et Lindahl, 2004).

Opravy DNA Ize rozdélit do 6 zakladnich kategorii: bazovou excisni opravu, piimou
opravu, opravu chybného parovani, nukleotidovou excisni opravu, opravu homologni
rekombinaci a opravu spojovanim nehomolognich konci. Jednotlivé opravné mechanismy se
vSak navzajem prolinaji, dopliuji a v piipad€ potfeby mize jeden mechanismus zastoupit jiny

(Cox, 2001; Hakem, 2008; Zhou et al., 2001).

3.3.1 Bazova excisni oprava

Bazova excisni oprava (BER) opravuje jednonukleotidové 1éze DNA, které vyrazné
neméni jeji strukturu. Na jejich vzniku se podili napt. reaktivni kyslikové radikaly, rtizné
oxidacni a alkyla¢ni agens, a také zafazeni chybné baze béhem replikace DNA. Rovnéz mize
dochazet k samovolnému odlouceni dusikaté baze. Vedle téchto faktorti, mohou byt zmény
v DNA vyvolény i ionizujicim zafenim (Emmanouil, 2011).

Schéma bazové excisni opravy je na obrazku 6. V prvnim kroku je poskozend baze
odstranéna z DNA pomoci DNA glykosylaz, které stépi N-glykosidickou vazbu mezi bazi
a deoxyribozou za vzniku tzv. abazického mista (AP-misto) (Kow, 1994). Nasledny postup
zéavisi na DNA glykosylaze, ktera se ucastni opravy. DNA glykosylazy se rozd€luji na dva typy:
monofunkéni a bifunkéni. Pisobenim monofunkénich DNA glykosylaz je po odsStépeni
poskozené dusikaté baze vytvoreno pieruseni na 5’ konci opravovaného nukleotidu pomoci
APEl lyazy. Tim je vytvofen 3’ konec s hydroxylovou skupinou a 5’ konec
s deoxyribosofosfatem (dRP). dRP je odstranén pomoci DNA polymerazy . Tato polymeraza
rovnez zapliuje vzniklou mezeru novym nukleotidem. Posledni krok je katalyzovan ligazou III
za asistence proteinu XRCCl, ktera odstrani pferuSeni v opravovaném fetézci DNA. Bifunk¢ni
DNA glykosylazy odstrani chybnou bazi a soucasné $tépi fosfodiesterovou vazbu na 3’ konci

opravované¢ho nukleotidu. To vede bud’ k  nebo 3,5-eliminaci a k vytvofeni preruseni v DNA.
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Obrazek 6: Schéma bazové excisni opravy (BER). Vlevo je znazornéna konecné faze LP-BER,
vpravo pak jednotlivé cesty SP-BER. (pfevzato a upraveno ze Krokan et Bjorés, 2013).

3'-a,B-nesaturovany aldehyd (PUA), ktery vznika jako produkt B-eliminace, mize byt nasledné
odstranén fosfodiesterazovou aktivitou enzymu APEl. V pfipad¢, Ze bifunkéni DNA
glykosyldza vyuziva mechanismus B,56-eliminace, vytvorena fosfatova skupina na 3’ konci je
odstranéna polynukleotidovou kinazou/fosfatdzou (PNKP). Jak APE1, tak PNKP zanechavaji
na 3’ konci hydroxylovou skupinu, coz dovoluje ndsledné zaplnéni mezery pomoci DNA
polymerazy [ a ligaci pomoci ligazy Il a XRCC1. Toto schéma opravy se nazyva tzv. ,,short-

patch® BER (SP-BER). V n¢kterych ptipadech klastrovanych oxidativnich poskozeni je pouzita
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tzv. ,,long-patch® BER (LP-BER). V tomto ptipad¢ se na opravé podileji rovnéz enzymy bézné
provadéjici replikaci DNA. Jedna se o proteiny: DNA polymeraza 6 a/nebo &, FEN1, PCNA
a DNA ligaza [ (Whitaker et al., 2017).

Eukaryotické DNA glykosylazy jsou diky zachovanému enzymatickému jadru podobné
prokaryotickym. Obsahuji vSak specidlni aminokyselinové sekvence na C- a N- koncich, které
enzymiim udéluji subcellularni lokalizaci a umoziuji interakci s ostatnimi proteiny. Ptikladem
je Uracil DNA N-glykosylaza (UNG), kdy alternativnim pouzitim promotoru a alternativnim
sestithem transkriptu UNG genu vznikaji dvé formy: UNGI1 - mitochondridlni forma
a UNG?2 - jaderna forma (Schormann et al., 2014).

Vsechny savci DNA glykosylazy Stépici uracil v DNA jsou monofunkéni. Piikladem je
pravé UNG (homolog Ung u E. coli), ktera $tépi uracil obsazeny v DNA fetézci. Ten vznika
bud’ deaminaci cytosinu nebo chybnym zatazenim nékterou z DNA polymeraz. Naopak vétSina
DNA glykosylaz stépici oxidované baze jsou bifunkcni. Jak jiz bylo uvedeno, bifunkéni DNA
glykosylazy mohou mit B-lyazovou nebo B,5-lydzovou aktivitu (Krokan et Bjeras, 2013).
Ptikladem proteinu s B-lyazovou aktivitou, je DNA glykosylaza NTH1. Tato glykosylaza
odstranuje Sirokou Skalu oxidovanych pyrimidinovych bazi (Aspinwall et al., 1997). Ptikladem
DNA glykosylazy s B,5-lyazovou aktivitou je glykosylaza NEIL1, ktera také $tépi prevazné
oxidované pyrimidinové baze. (Grin et al., 2010).

U prokaryotickych bun¢k je mechanismus opravy stejny. Opravy se vsak Gcastni méné

proteint (Kow, 1994).

3.3.2 Dalsi mechanismy oprav DNA
3.3.2.1 Piima oprava DNA

Piimou opravu DNA zabezpecuje n€kolik skupin enzymu. Jednou z nich jsou enzymy
patfici do skupiny fotolydz. Fotolydzy se tucCastni fotoreaktivace a Stépi napiiklad
cyklobutanpyrimidinové dimery a (6-4) fotoprodukty indukované UV zafenim. Fotolyazy se
nachazi jak u prokaryotickych, tak eukaryotickych bunék, nicméné u placentali nebyly
nalezeny (Sancar, G. B., 1990; Sancar, A., 2003; Sancar, A. et al., 2004).

Piikladem enzymu, ktery se Ucastni piimych oprav DNA, je O®-alkylguanin-DNA
alkyltransferaza (AGT). Tento enzym odstrafiuje alkylové zbytky vazané na O°® guaninu
a O* tyminu. (Pegg et al., 1995). K alkylaci O° guaninu a O* tyminu mie dojit endogenné
metylaci nebo exogenné riznymi vnéjsimi vlivy. AGT se nachazi u vSech typi bunék (Daniels

et al., 2000; Kanugula et Pegg, 2003).
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Z dalgich poskozeni jsou pomoci pfimych oprav opravovany napiiklad N'-metyladenin
a N3-metylcytosin a to oxidativni dealkylaci pomoci dioxygenaz (napf. AIkB u E. coli nebo
ALKBH1-8 u lidi) (Sedgwick et al., 2007; Yi et He, 2013; Fedeles et al., 2015).
3.3.2.2 Oprava chybného parovani

Oprava chybného parovani (MMR) je opravny mechanismus, ktery opravuje chybné
zatazené baze v DNA. Jedna se vétSinou o chybné zarazeni bazi DNA polymerazou béhem
replikace (napft. polymerazou & nebo €) (Kunz et al., 2009).

Existuji dva typy MMR. U obou typl jsou substratem nové syntetizované chybné
sparované useky DNA (Fukui, 2010).

U prvniho typu, ktery se vyskytuje pouze u nékterych prokaryotickych bungk, je
rozpoznavana chybna baze nebo sekundarni struktura DNA vnové vznikajicim
nemetylovaném fetézci a odstranéna pomoci MutS a MutL proteinti. Dochazi ke Sté€peni fetézce
v oblasti chybné baze, kterd je odstépena zfetézce exonukleazou. Chybéjici Cast je
dosyntetizovana pomoci DNA polymerdzy III a pieruseni odstranéno pomoci DNA ligdzy.
Obecné se tento typ MMR nazyva metylaci fizenda MMR (Fukui, 2010).

U druhého typu, ktery se vyskytuje u eukaryotickych bunék, je signalem pro rozliseni
nové syntetizované¢ho fetézce od starého pravdépodobné asymetricky naneseny PCNA
u vedouciho fetézce nebo preruseni u opozd'ujiciho se fetézce. K rozpoznani chybn¢ zatazené
baze dochazi MutS proteiny. Chybnd baze je odstépena za tuCasti MutL proteinu
a exonukledzy I. Chybéjici cast DNA je pak doplnéna DNA polymerazou d a pferuseni v fetézci

DNA je zaceleno ligazou I (Liu et al., 2017). Obecné schéma pribéhu MMR lze vidét na

obrazku 7.
Detekce Odstranéni g o Syntéza ¢ 2o Ligace g2
Q
MutS EXO1 #
O " ’ > U’_ ’ L » ()
RPA 5 polymeraza & ligaza
e

@ » o m

Obrazek 7: Obecné schéma opravy chybného parovani bazi (MMR) (pfevzato a upraveno
ze Storici, 2011).

3.3.2.3 Nukleotidova excisni oprava

Nukleotidova excisni oprava (NER) je vicekrokovy proces, ktery slouzi k odstranéni
prevazné rozsahlych poskozeni DNA. Tato poskozeni mohou vzniknout mnoha zptisoby (UV
indukované poskozeni, mutagenni ¢inidla nebo vazbou proteinti na DNA). Diky Siroké Skale
substratii opravovanych NER se predpokladd, ze pro aktivaci NER je diilezita spiSe zména
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struktury v cukrfosfatové kostfe DNA zptsobend poSkozenim nez ptesna chemicka struktura
(Sancar, A. et al., 2004).

Pribéh NER Ize rozdélit do 3 krokt (viz obrazek 8): V prvnim kroku je rozpoznano
poskozené misto, nasledné dochazi k rozstépeni fetézce pomoci endonukleazové aktivity, a to
po obou stranach poskozeného mista a k uvolnéni vysttizeného segmentu. Ve druhém kroku je
syntetizovana chybéjici ¢ast fetézce pomoci DNA polymerazy. Ve tfetim kroku je oprava
dokoncena ligazou, ktera odstraniuje pferuseni v opravovaném fetézci (Sancar, A. et Reardon,
2004).

Ackoli je obecné schéma NER u prokaryotickych i eukaryotickych bunék stejné, nékteré
kroky se lisi. Zatimco u prokaryotickych bunék je vystiizeny usek, obsahujici poskozeni DNA,
dlouhy 12-13 bazi (Kisker et al., 2013), u eukaryotickych bunék je tento tsek dlouhy 25-30
nukleotidti (Prakash et Prakash, 2000).

Rovnéz je odlisny priibéh NER béhem transkripce a mimo transkripcni aktivitu bunky.
Proto Ize rozdé¢lit NER na globalni genomovou NER (GG-NER), ktera vyuziva specidlnich
enzymi a NER spjatou s transkripci (TC-NER), kde je poSkozené misto detekovano RNA
polymerazou béhem transkripce. Ta nasledné rekrutuje do poskozeného mista opravné enzymy.
TC-NER vsak muze probihat pouze na transkribovaném vlakné DNA (Hakem, 2008).

Detekce Vystiizeni Dosyntetizovani ~ Ligace

'a ,‘9 L::TFIIH é? Y polp &
XPA ;
: XPC > RPA :{\ () Ligl

\

Obrazek 8: Obecné schéma nukleotidové excisni opravy (NER). Chyba je detekovana
komplexem XPC. Léze je stabilizovana pomoci TFIIH a XPA za ptitomnosti RPA. Poskozena
cast fetézce je odstranéna pomoci endonukleaz XPG a XPF. Novy fetézec je syntetizovan DNA
polymerazou B a pferuseni zaceleno ligazou I (pievzato a upraveno ze Storici, 2011).

3.3.2.4 Oprava homologni rekombinaci

Oprava homologni rekombinaci (HRR) je jeden ze dvou mechanismi ucastnicich se
opravy dvouvldknovych zlom (DSB). Systém je zaloZzen na nalezeni homologie v jiné
molekule DNA. Homologni molekuly DNA lze nalézt v homolognim chromosomu nebo

sesterské chromatid¢€. Preferovanéjsi cestou je oprava podle sesterské chromatidy chromozomu.
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Proto je HRR piednostné omezena na S a G2 fazi bunééného cyklu (Storici, 2011). Schéma
HRR je na obrazku 9.

DSB mohou vznikat pfimou indukci rGznymi chemickymi latkami, ozafenim
ionizujicim zafenim nebo UV zafenim. Vznik DSB mohou vyvolat i vnitrobuné&éné vlivy (napft.
reaktivni kyslikové radikaly), které zptisobi poSkozeni DNA a nasledny kolaps replikacni
vidlice beéhem replikace (Negritto, 2010).

DNA zlom

Zpracovani koncta J’

Invaze fetézce ~l

Opravna syntéza l

Rozvolnéni l

Obrazek 9: Obecné schéma opravy homologni rekombinaci (HRR) (ptfevzato ze Thacker,
2011).

3.3.2.5 Oprava spojovanim nehomolognich koncii
Oprava spojovanim nehomolognich konct (NHEJ) vyuziva piimé ligace tupych koncti

nebo existence mikrohomolognich sekvenci (do 4 nukleotidl), které umoziuji docasnou
synapsi presahujicich konci DNA a nasledné spojeni fetézct. Tvorba tupych koncti nebo
mikrohomologii (do 4 nukleotidll) je zprostiedkovana prodluzovanim nebo zkracovanim
n&kterého z vldken. Stépeni zprostfedkovava endonukledza Artemis, ktera musi byt aktivovana
katalytickou podjednotkou DNA dependentni protein kindzy (DNA-PKcs). Prodluzovani
3’ konce nezavisle na feté¢zci je zprostiedkovano DNA polymerdzou p. Po vytvoreni synapse je
chybéjici cast fetézce syntetizovana DNA polymerdzou A a pferuseni odstranéno DNA
ligdzou IV (viz obrazek 10). Touto cestou vSak dochazi ke ztrat¢ genetické informace, ktera

byla obsazena v poskozeném misté (Brissett er Doherty, 2009; Chang et al., 2017).
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Obrazek 10: Schéma opravy spojovanim nehomolognich koncti (NHEJ). DSB jsou
rozpoznany proteinem Ku. Endonukledzova aktivita Artemis je zprostfedkovana pomoci
katalytické podjednotky DNA dependentni protein kindazy (DNA-PKcs). (a) Tupé konce jsou
prednostné opravovany piimou ligaci bez ptedchozi tipravy (pomoci XRCC4 a DNA ligazy 1V,
nékdy také s pomoci proteinu PAXX). (b) Nekompatibilni 5’ konce jsou Stépeny Artemis
a DNA-PKcs. Ligace je zprostiedkovana stejné jako u tupych koncti za pomoci proteinu XLF.
(c) U kompatibilnich konct dochazi k vazbé komplementarnich mist a odStépeni presahujicich
konci pomoci Artemis a DNA-PKcs. (d) Nekompatibilni 3’ konce jsou zpracovany
endonukledzou Artemis a polymerazou jsou ptridany nukleotidy na 3’ konce za vytvofeni
mikrohomologie. (e) Fosfoglykovany konec mize byt odStépen tyrosyl DNA
fosfodiesterazou 1 (TDP1) nebo odstépenim casti fetézce endonukledzou Artemis (pfevzato
a upraveno ze Chang et al., 2017).

Eukaryoticky systém NHEJ vyuziva oproti prokaryotické NHEJ mnohem vice proteint
prokaryotické DNA ligdzy zprostiedkovava velké mnozstvi proteintl). Nicmén¢ schéma
pribéhu NHEJ je velmi podobné. U savciti je NHEJ hlavnim mechanismem opravy DSB. NHEJ
je také vyuzivano béhem tzv. V(D)J rekombinace (dochazi k ni pii maturaci B i T lymfocytt)

(Chang et al., 2017).
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V ptipadé, ze systém NHEJ neni kompletni, existuji alternativni zplisoby nahrazujici
NHEJ. Jedna se o alternativni spojovani koncti (a-EJ) a tzv. ,,single strand annealing® (SSA).
Tyto opravné mechanismy vyZzaduji del$i homologickou sekvenci. Oprava je zprostfedkovana
jinymi proteiny nez se déje u NHEJ. Nicméné, stejn€ jako u NHEJ, dochazi ke ztraté genetické

informace (nukleotidll) (Chang et al., 2017).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro experimenty byly pouzity nasledujici bunétné linie: HeLa (karcinomové buiky
z délozniho ¢ipku, dar od Dr. Davida Starika, Ustav molekulédrni genetiky AV CR, Praha), 143B
(osteosarkom, Sigma Aldrich), 143B PML BK TK (osteosarkom, buiiky stabilné exprimujici
virovou tymidin kinazu, American Culture Tissue Collection), NCI-H2009 (plicni karcinom,
dar od doc. Mariana Hajducha, Univerzita Palackého, Olomouc), A549 (plicni karcinom, dar
od doc. Mariana Hajducha, Univerzita Palackého, Olomouc) a V79 (transformované diploidni
plicni buiiky z kiecka, Sigma Aldrich).

Bunécéné linie byly kultivovany v kultivacnich lahvich nebo Petriho miskach pii 37 °C,
v 5% atmosféfe CO2 v inkubatoru Thermo Scientific Steri Cycle. Linie HeLa, V79
a NCI-H2009 (NCI) byly kultivovany v Dulbecové modifikovaném Eaglové médiu (DMEM,
Gibco) s pridavkem 3,7 g-1I! hydrogenuhli¢itanu sodného. Linie 143B byla kultivovana
v DMEM s piidavkem 48,8umol 1" BrdU a piidavkem 3,7 g-1"! hydrogenuhli¢itanu sodného.
Linie 143B PML BK TK (143B TK) byla kultivovina v DMEM s ptidavkem 3,7 g-1'!
hydrogenuhli¢itanu sodného a HAT (0,Immol-1"" hypoxantin, 400nmol-1" aminopterin
a 0,16mmol-1"" dT, Sigma Aldrich), linie A549 byla kultivovana v médiu F12K (Sigma Aldrich)
s piidavkem 1,5 g-1"! hydrogenuhli¢itanu sodného. Do vSech médii bylo ptidano fetalni hovézi
sérum (Gibco) v kone¢né koncentraci 10 % a gentamicin (Lek Pharmaceuticals) v kone¢né
koncentraci 50 ug-ml!. U linie 143B TK bylo tyden pied experimentem DMEM médium
s HAT vyménéno za médium bez HAT. Linie 143B TK byla ziskana transfekci linie 143B
vektorem obsahujicim pML1 plazmid, sekvenci z BK viru a gen Asv/ TK virové tymidin kindzy.

Transfekovana linie 143B TK stabilné exprimuje virovou tymidin kinazu (Milanesi et al., 1984).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

Seznam pouzitych chemikalii je uveden v tabulce 2. Tabulka 3 obsahuje seznam

pouzitych oligonukleotidt, které byly pripraveny firmou Generi Biotech.
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Tabulka 2: Seznam pouzitych chemikalii.

Chemikalie Vyrobce Katalogové cislo
2-merkaptoetanol Merck 805740
Azid sodny >99,9% Sigma Aldrich | 71290
Bromfenolova modft Sigma Aldrich B0126
BSA Sigma Aldrich | A7906
CaCl, Lach Ner 30974
Coomassie brilliant blue R250 Sigma Aldrich 27816
Deoxycholat sodny Sigma Aldrich ~ |30970
Dithiotreitol (100 mmol-1"") Promega P1171
EDTA (99,4-100,6%) Sigma Aldrich | E9884
Etanol Merck 100983
fzegg’r(l)q(;‘)c;msulfonyl fluorid (PMSF) Sigma Aldrich 73330
Glycin (299,0%) Sigma Aldrich G7126
HCI (35%) Lach Ner 10033-A35
Isopropylalkohol Sigma Aldrich 19516
Kapalny dusik

KCl (299,5%) Sigma Aldrich | 60130
KH2PO4 Serva 26887
Kyselina octova (299,85%) Sigma Aldrich | 537020
Luminata Forte Merck WBLUF0500
Metanol Merck 106007
MgCl Lach Ner 30390
Na;HPO4-2H,O Merck 106580
NacCl (>99,0%) Sigma Aldrich S9888
NaF (>99%) Sigma Aldrich S7920
ok T PO oo |won20s0
NaOH (98-100,5%) Sigma Aldrich 06203
Peroxodisiran amonny Serva 13375
Ponceau S Sigma Aldrich P3504
i’;eri:(llzlr(g; Plus Protein Dual Color Bio-Rad 1610374
Primarni protilatka proti f-aktinu Sigma Aldrich A2228
Primérni protilatka proti CDD (D-5) Santa Cruz sc-365292
Primarni protilatka proti DCTD (F-9) |Santa Cruz sc-376659
Primarni protilatka proti MBD4 (A-8) | Santa Cruz sc-365974
Primarni protilatka proti NTH1 Abcam ab70726
Primarni protilatka proti RPA-32 Abcam ab2175
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Pokracovani tabulky 2

Chemikalie Vyrobce Katalogové cislo
Primérni protilatka proti SMUGI (A-1) | Santa Cruz sc-514343
Primarni protilatka proti TDG Abcam ab167641
Primarni protilatka proti UNG2 Pierce PAS5-34551
SDS (=98,5%) Sigma Aldrich  |L3771
Sekundarni protilatka proti kralikovi Jackson Immuno

znadena peroxidazou Research Lab IRIER
Smeés proteazovych inhibitort Sigma Aldrich P2714
Susené mléko Santa Cruz sc-2325
TEMED (299,0%) Sigma Aldrich 87689
Triton X-100 Sigma Aldrich X100
Trizma base >99,9% Sigma Aldrich T6066
Tween® 20 Sigma Aldrich P9416

Tabulka 3: Pouzité oligonukleotidy.

Oligonukleotid

Sekvence (orientace 5° — 3°)

Kotvici fetézec

Biotin-CGCCTACAGCAGCGCCAAATTCTTAAGTGC-FAM

Ret&zec By

TTTAAGAAUTCACG-BHQI1

Retézec Bt

TTTAAGAATTCACG-BHQI1

4.2.2 Pouzité soupravy

V tabulce 4 jsou uvedeny pouzité soupravy.

Tabulka 4: Seznam pouzitych komercné dodavanych pracovnich souprav.

Souprava Vyrobce Katalogové ¢islo
Pierce BCA Protein Assay Kit Pierce 23227
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit Bio-Rad 1610183

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich ptiprava

Zasobni a pracovni roztoky:

e 0.5mol-I"" EDTA (pH 8.0) ve vodé: 29,23 g EDTA bylo piiddno ke 150 ml deionizované

vody, pH bylo upraveno pomoci Imol-1"! roztoku NaOH na hodnotu 8,0. Po rozpusténi

EDTA byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 200 ml.
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0.5mol-I"" Tris (pH 6.8) ve vodé: 6,06 g Trizma base bylo ptidano k 60 ml deionizované

vody, pH bylo upraveno pomoci 1mol-1"! roztoku HCI na hodnotu 6,8. Po rozpusténi Trizma

base byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 100 ml.

10% APS ve vodé: 1 g peroxodisiranu amonného bylo rozpusténo v 8 ml deionizované vody.
Po rozpusténi byl objem doplnén deionizovanou vodou na 10 ml.

100mmol-1"" PMSF v etanolu: 0,1741 g PMSF bylo rozpusténo v 10 ml etanolu.

10x PBS: 80 g NaCl, 2,0 g KCl, 14,4 g Na,HPO4 a 2,4 g KH>PO4 bylo pfidano k 300 ml

deionizované vody. Po rozpusténi latek byl roztok doplnén deionizovanou vodou do
1000 ml. Pied pouzitim byl roztok natedén deionizovanou vodou na pracovni koncentraci
Ix.

1mol-1"' KCl ve vodé: 74,55 g KCl bylo pfiddno k 900 ml deionizované vody. Po rozpusténi

KCI byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml.
Imol-1"' NaCl ve vodé: 58,44 g NaCl bylo piidiano k 900 ml deionizované vody. Po

rozpusténi NaCl byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml.

Imol-I"" NaOH ve vodé&: 40 g NaOH bylo pfiddno k 350 ml deionizované vody. Po

rozpusténi NaOH byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml.

1mol-1"! Tris (pH 7.5) ve vodé: 121,14 g Trizma base bylo ptidano k 800 ml deionizované

vody a pH bylo upraveno pomoci 1mol-1"! roztoku HCI na hodnotu 7,5. Po rozpusténi Trizma
base byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml.

1mol-1"" Tris (pH 8.0) ve vodé: 121,14 g Trizma base bylo ptidano k 800 ml deionizované

vody a pH bylo upraveno pomoci 1mol-1"! roztoku HCI na hodnotu 8,0. Po rozpusténi Trizma
base byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml.

3mol-I'! KCI ve vodé&: 111,825 g KCI bylo pfiddno k 250 ml deionizované vody. Po

rozpusténi KCl byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 500 ml.
Roztok A (promyvaci roztok): bylo smichano 500 pl 1mol-1" Tris (pH 7,5), 500 pl
Imol-1"' KCI a 49 ml deionizované H>O.

Roztok 0,25% bromfenolové modfi ve vodé: 25 mg bromfenolové modii bylo rozpusténo

v 10 ml deionizované vody.

Roztok smési protedzovych inhibitord: prasek byl rozpustén v 80 ml deionizované H>O. Po

rozpusténi byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 100 ml.
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Roztoky pro pripravu bunécnych extrakti:

Lyzaéni roztok s Tritonem: 20 pl Imol-1"' Tris (pH 7,5), 20 ul 1mol-1"' KCI, 2 ul 0,5mol-1"!

EDTA, 200 pl roztoku smési proteazovych inhibitortt a 200 pl Tritonu X-100 bylo pfidano
k 1,5 ml deionizované vody. Po promichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou do
2 ml.

Lyzaéni roztok RIPA (radioimunoprecipita¢ni analyza): 15 ml 1mol-1"" NaCl, 1 ml

Tritonu X-100, 0,5 g deoxycholatu sodného, 0,1 g SDS, 0,5 ml 1mol-1"! Tris (pH 8,0), 1 ml

100mmol-1"! PMSF, 0,021 g NaF bylo piidano k 50 ml deionizované vody. Po rozpusténi
a promichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 90 ml. Tésn¢€ pred pouzitim bylo
pridano 10 ml roztoku smési protedzovych inhibitori.

5x Laemmliho vzorkovy pufr (LSB): bylo smichano 3,75 ml 0,5mol-1"! Tris (pH 6,8), 4,5 ml

glycerolu, 0,5 g SDS, 0,5 ml 0,25% bromfenolové modie a 1,25 ml 2-merkaptoetanolu.
5% LSB byl ptidan ke vzorku v poméru 1:4.
Roztok B (hypotonicky lyzaéni roztok): 200 pl 1mol-1"" Tris (pH 7,5), 200 pl 1mol 1" KCI,

20 pl 0,5mol 1! EDTA a 2 ml roztoku smési protedzovych inhibitord bylo ptidano k 15 ml
deionizované vody. Po promichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 20 ml.

Roztok C (roztok pro extrakci jadernych proteinti): 10 ul 1mol-1"' Tris (pH 7,5), 166,7 pl

3mol-I"" KCI, 1 pl 0,5mol-I"" EDTA a 100 ul roztoku smési protedzovych inhibitori bylo
pridano k 500 pl deionizované vody. Po promichani byl roztok doplnén deionizovanou

vodou do 1 ml.

Roztoky pro western blot:

10x TBSA: 24,2 g Trizma base a 80 g NaCl bylo pfidano k 800 ml deionizované vody a pH
bylo upraveno pomoci 1mol-1"! roztoku HCI na hodnotu 7,6. Po rozpusténi byl roztok
doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml. Pfed pouzitim byl roztok nafedén deionizovanou
vodou na pracovni koncentraci 1x.

10x TGS: 30 g Trizma base, 144 g glycinu a 10 g SDS bylo ptidano k 500 ml deionizované
vody. Po promichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml. Pied pouzitim
byl roztok natedén deionizovanou vodou na pracovni koncentraci 1x.

Barvici roztok Ponceau S: 1,25 g Ponceau S a 2,5 ml kyseliny ledové octové bylo ptidano

k 200 ml deionizované vody. Po rozpusténi byl roztok doplnén deionizovanou vodou do

250 ml.
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Barvici roztok Coomassie Blue: 6 mg Coomassie brilliant blue R250 a 10 ml kyseliny octové

bylo ptidano k 50 ml deionizované vody. Po rozpusténi a promichani byl roztok doplnén
deionizovanou vodou do 100 ml.

Blokovaci roztok A (BRA): 1 g mléka nebo BSA byl rozpustén ve 20 ml TBS/TA.

Fixacni roztok: bylo smichano 25 ml isopropylalkoholu, 10 ml kyseliny octové a 65 ml
deionizované H>O.

Roztok primarni protilatky: 0,15 g mléka nebo BSA a 1,5 pl Tween® 20 bylo pfidano

ke 2 ml 1x TBSA. Po rozpusténi a promichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou do

3 ml 1x TBSA. Pouzita fedéni protilatek jsou uvedeny v tabulce 5:

Tabulka 5: Pouzita fedéni protilatek.

Primarni protilatka proti Redéni
B-aktin 1:1000
CDD 1:1000
DCTD 1:1000
MBD4 1:1000
NTH1 1:500
RPA-32 1:1000
SMUGI (A-1) 1:500
TDG 1:500
UNG2 1:1000

Roztok sekundarni protilatky: 1 g mléka nebo BSA byl ptidan ke 20 ml TBS/TA a rozpustén.

Pted pouzitim byla ptidana specificka protilatka proti protilatce primarni v poméru 1:10000.

Roztok TBS/TA: k 1000 ml 1x TBSA byl ptidan 1 ml Tween® 20 a roztok byl promichan.

Transferovy roztok A (TRA): 6 g Trizma base, 28,8 g glycinu a 400 ml metanolu bylo

pridano k 1000 ml deionizované vody. Po rozpusténi byl roztok doplnén deionizovanou

vodou do 2000 ml.

Roztoky pro dot blot:

Blokovaci roztok B (BRB): 1 g BSA byl rozpustén ve 20 ml roztoku TBS/TB.
Roztok TBSB: 10 ml 1mol-1"" Tris (pH 7,5), 75 ml 1mol-1"! NaCl bylo piiddno ke 400 ml

deionizované vody. Po promichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou do 500 ml.

Roztok TBS/TB: 150 pl Tween® 20 bylo pfidano k 300 ml TBSB roztoku a roztok byl

promichan.
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Transferovy roztok B (TRB): 0,3 g Trizma base, 1,44 g glycinu a 10 ml metanolu bylo

pridano k 60 ml deionizované vody. Po rozpusténi a promichani byl roztok doplnén

deionizovanou vodou do 100 ml.

Roztoky pro studium DNA glykosylazové aktivity:

Roztok D: 500 pl 1mol-1"! Tris (pH 7,5), 100 pl 0,5mol-1"' EDTA a 5 ml 1mol-1"' NaCl bylo
pridano k 20 ml deionizované vody. Po smichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou
do 50 ml.

Roztok E (Roztok pro piipravu magnetickych ¢astic s oligonukleotidy): 0,5 g BSA, 12,5 ml
Imol-I"! Tris (pH 7,5), 75 ml Imol-I"' NaCl, 250 ul Tween® 20 a 0,1 g azidu sodného bylo

pfidano ke 200 ml deionizované vody. Po rozpusténi a promichani byl roztok doplnén
deionizovanou vodou do 500 ml.

Roztok F: bylo smichano 500 pl 1mol-1"! Tris (pH 7,5), 100 ul 0,5mol-1"' EDTA a 49,4 ml
deionizované vody.

Roztok komplementarniho oligonukleotidu Br: bylo pfiddno 25 ul 0,1mmol-1"!

komplementarniho oligonukleotidu s tyminem (feté¢zce Br) ke 475 pl roztoku F.

Roztok komplementarniho oligonukleotidu By: bylo ptiddno 25 pl 0,Immol-1"!

komplementarniho oligonukleotidu s uracilem (fetézce Bu) ke 475 pl roztoku F.

Roztok s biotinylovanym kotvicim oligonukleotidem: 25 pl 0,1 mmol-1" kotviciho

oligonukleotidu a 2,5 pl 0,Immol-1" oligonukleotidu s Cy5 bylo piidano k 500 pl

deionizované vody, po smichani byl roztok doplnén roztokem F do 1 ml.

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Aparatura k nanaSeni geltt Dual Gel Caster (Hoefer)
Centrifuga Microspin 12 (Biosan)

Ctecka desti¢ek Infinite M200 Pro (Tecan)

Digestot PurAir P5-24XT (Air Science)

Digitalni sonikator 450 (Branson)

Dounceriv homogenizator (Sigma Aldrich)
Hlubokomrazici box Innova U725 (New Brunswick)

Inkubator Thermo Scientific Steri Cycle 150 (Thermo Fisher Scientific)
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o Laboratorni tfepacka Mixer Lab Dancer Vortex (IKA)

e Magneticka michacka ARE (Velp)

e Mikroskop IX81 s CCD kamerou Hamamatsu Orca II (Olympus)
e Mraznicka LGv 5010 (Liebherr)

e (Odsavacka F-40 (Fazzini)

e pH metr XS pH 8 (Giorgio-Bormac)

e Sada mikropipet (Gilson)

o Separator magnetickych ¢astic Unitrap

e Souprava na dot blot DHM-48 (Scie-Plas)

e Temperovana tiepacka Thermomixer comfort (Eppendorf)

e Termoblok MD-02N (Major Science)

e Transferova nadoba TE22 (Hoefer)

e Ttepacka PMR-30 (Grant-Bio)

e Vahy 770 (Kern)

o Vertikalni elektroforeticka komora SE 260 (Hoefer)

e Vyrobnik ledu NTF SL70 - A (FrigoPro)

e Zdroj stejnosmérného elektrického proudu EV200 (Consort)
e Zobrazovaci systém ChemiDoc MP (Bio-Rad)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Priprava bunécnych extrakti

Veskeré experimenty pfipravy extraktd probihaly ve 3 opakovanich. V nasledujici ¢asti
jsou popsany jednotlivé pouzité metody piipravy extrakti.

Piiprava celobunéénych extraktii pomoci RIPA lyzac¢niho roztoku:

Buriky byly kultivovany bud’ v 75 cm? kultivaéni 1ahvi (dale 14hvi), nebo v Petriho
misce o praméru 10 cm (dale misce). Piiblizny pocet bunék byl stanoven pomoci mikroskopu
vybaveného CCD kamerou. Bylo nasnimano 10 snimkl, pfi¢emz velikost snimku byla
57,2 um?. Nasledng byl manudlné uréen pocet bun&k na kazdém snimku a vypoéitan primérny
pocet bun€k piipadajici na jeden snimek. Pfiblizny pocet bun€k v kultivacni nadobé byl
vypocéten podle nasledujiciho vzorce: P = %x c, kde P oznacuje celkovy pocet bunck,

a pramérny pocet bunék na snimku, b plochu snimku a ¢ plochu kultiva¢ni nadoby. Kultiva¢ni
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meédium bylo odsato a byl ptidan ledove chladny roztok 1x PBS. 1x PBS bylo nahrazeno ledove
chladnym lyza¢nim roztokem RIPA. Bylo pouZito 0,1-0,2 ml roztoku RIPA na 1 milion bun¢k.
Bunky byly seSkrabany bunécnou Skrabkou a suspenze byla pfemisténa do nové zkumavky
o objemu 2 ml. Vzorek byl inkubovan 30 minut na ledu a nasledn¢ centrifugovan 10 minut pfi
14000 rpm a 4 °C. Supernatant byl premistén do nové zkumavky o objemu 2 ml.

V nékterych piipadech byl vzorek pted centrifugaci sonikovan digitalnim sonikatorem
po dobu 10 minut s hodnotou amplitudy 20 %, s periodou sonikace 30 s a intervalem sonikace
30 s (maximalni vykon sonikéatoru byl 200 W). Béhem sonikace byl vzorek udrzovan v ledové
lazni. Nasledné byl vzorek centrifugovan 10 minut pti 14000 rpm a 4 °C. Supernatant byl
prenesen do nové zkumavky o objemu 2 ml.

V nékterych experimentech byl ke vzorku ptidan Laemmliho vzorkovy pufr v poméru
1:4. Nasledn¢ byl vzorek rozsuspendovan opakovanym pipetovanim.

Vzorky byly pted pouzitim uskladnény v mrazicim boxu (-80 °C).

Ptiprava jadernych extraktii pomoci lyza¢niho roztoku RIPA:

Bunky byly kultivovany v Petriho miskach. Z misek bylo odsato médium a bunky byly
3x promyty roztokem 1x PBS. Nasledné byly bunky promyty 10 ml ledové chladného roztoku
A. Roztok A byl odsat a ke vzorkiim byly pridany 2 ml vychlazeného roztoku B. Misky byly
inkubovany 20 minut na ledu a nasledné byly buiiky seskrabany bunécnou skrabkou. Bunécna
suspenze byla pfemisténa do homogenizatoru. Vzorek byl homogenizovan pomoci Douncerova
homogenizatoru a nasledné premistén do nové vychlazené zkumavky o objemu 2 ml. Vzorek
byl centrifugovan po dobu 10 minut pii 4 °C a 12400 x g. Po centrifugaci byl supernatant
pfemistén do nové zkumavky oobjemu 2 ml (cytoplasmaticky extrakt). Pelet byl
rozsuspendovan ve 200 pl lyzac¢niho roztoku RIPA a inkubovan 40 minut na ledu. V pribé¢hu
inkubace byl vzorek kazdych 10 minut promichan po dobu 10 sekund na laboratorni tfepacce.
Poté byl vzorek centrifugovan po dobu 20 minut pii 4 °C a 12400 x g. Supernatant byl
pfemistén do nové zkumavky o objemu 2 ml (jaderny extrakt). Vzorky byly uskladnény
v mrazicim boxu (-80 °C).

Piiprava cytoplazmatickych a jadernych extrakti pomoci homogenizatoru:

Buiiky byly kultivovany v Petriho miskach. Z misek bylo odsato médium a buiky byly
3x promyty roztokem 1x PBS. Poté byly buiiky promyty 10 ml ledové chladného roztoku A.
Roztok A byl odsat a ke vzorklim byly ptfidany 2 ml vychlazeného roztoku B. Misky byly
inkubovany 20 minut na ledu a bunky byly seSkrabany bunécnou Skrabkou. Buné¢na suspenze
byla pfemisténa do homogenizatoru. Vzorek byl homogenizovan pomoci Douncerova

homogenizatoru a nasledné premistén do nové vychlazené zkumavky o objemu 2 ml. Vzorek
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byl centrifugovan po dobu 10 minut pfi 4 °C a 12400 x g. Po centrifugaci byl supernatant
odebran a ptenesen do nové vychlazené zkumavky o objemu 2 ml (tato frakce je dale
oznacovana jako cytoplasmaticky extrakt). Pelet byl rozsuspendovan ve 100 pl roztoku B. Ke
vzorku bylo ptfidano 400 pl roztoku C. Vzorek byl inkubovan 40 minut na ledu. V pribéhu
inkubace byl vzorek kazdych 10 minut promichan po dobu 10 sekund na laboratorni tfepacce.
Poté byl vzorek centrifugovan po dobu 20 minut pii 4 °C a 12400 x g. Supernatant byl
pfemistén do nové zkumavky o objemu 2 ml (dale je tato frakce oznaCovana jako jaderny
extrakt). Vzorky byly uskladnény v mrazicich boxu (-80 °C).

Piiprava cytoplazmatickych a jadernych extrakti s vyuZzitim kapalného dusiku:

Buiiky byly kultivovany v Petriho miskach. Z misek bylo odsato médium a buiky byly
3x promyty roztokem 1x PBS a nasledné¢ byly promyty ledovym roztokem A. Po odsati
roztoku A byly pfidany 2 ml roztoku B a miska byla ponotena az po okraj do kapalného dusiku
na dobu 2 minut. Nasledn¢ byla miska vyjmuta a poloZena na laboratorni sttl, kde byla
ponechana do tplného rozmrazeni. Mrazici/rozmrazovaci cyklus byl zopakovan jesté 2x. Po
konecném rozmraZeni byly zbytky bunék seSkrabany bunécnou Skrabkou a suspenze byla
pfemisténa do nové vychlazené zkumavky o objemu 2 ml. Vzorek byl centrifugovan 5 minut
pii 4 °C a 12400 x g. Supernatant byl pfenesen do nové zkumavky o objemu 2 ml
(cytoplasmaticky extrakt). Pelet byl rozsuspendovan ve 100 pl roztoku B. Ke vzorku bylo
ptidano 400 pl roztoku C. Vzorek byl inkubovan 40 minut na ledu. V prubéhu inkubace byl
vzorek kazdych 10 minut promichan po dobu 10 sekund na laboratorni tfepacce. Poté byl
vzorek centrifugovan po dobu 20 minut pii 4 °C a 12400 x g. Supernatant byl pfemistén do
nové zkumavky o objemu 2 ml (dale je tato frakce oznacovana jako jaderny extrakt). Vzorky
byly uskladnény v mrazicim boxu (-80 °C).

Priprava cytoplazmatickych a jadernych extrakti pomoci lyza¢niho roztoku s Tritonem:

Buiniky byly kultivovany v Petriho miskach. Z misek bylo odsato médium, bunky byly
3% promyty roztokem 1x PBS a nasledné byly promyty 10 ml ledové chladnym roztokem A.
Po odsati bylo ke vzorkiim ptidano 1,8 ml vychlazeného roztoku B. Misky byly inkubovany
20 minut na ledu. Po inkubaci bylo do roztoku pipetou pfidano 0,2 ml lyzacniho roztoku
s Tritonem, opakovanym pipetovanim byl roztok promichéan a buiiky byly inkubovany 5 minut
na ledu. Bunky byly seskrabany bunécnou Skrabkou a suspenze byla premisténa do nové
vychlazené zkumavky o objemu 2 ml. Vzorek byl centrifugovan po dobu 10 minut pii 4 °C
a 12400 x g. Supernatant byl pfemistén do nové zkumavky o objemu 2 ml (cytoplasmaticky
extrakt). Pelet byl rozsuspendovan ve 100 pl roztoku B. Ke vzorku bylo ptfidano 400 pl
roztoku C. Vzorek byl inkubovan 40 minut na ledu. V prabéhu inkubace byl vzorek kazdych
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10 minut promichan po dobu 10 sekund na laboratorni tfepacce. Poté byl vzorek centrifugovan
po dobu 20 minut pti 4 °C a 12400 x g. Supernatant byl premistén do nové zkumavky o objemu
2 ml (dale je tato frakce oznacovéana jako jaderny extrakt). Vzorky byly uskladnény v mrazicim

boxu (-80 °C).

4.4.2 Mgéfteni koncentrace proteini pomoci BCA assay

Koncentrace proteinii v extraktech byla stanovena pomoci soupravy Pierce BCA Protein
Assay Kit. Bylo postupovano podle pokynil vyrobce. Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny
koncentra¢ni fady BSA. Redéni bylo pomoci roztoku, ktery byl pouzit pro piipravu
analyzovanych extraktd. Koncentrac¢ni fada obsahovala 9 rozdilnych koncentraci BSA. Do
jamek mikrotitra¢ni desticky byla nanesena koncentracni fada ve 3 opakovanich (25 pl roztoku
do kazdé jamky). Spolu s koncentra¢ni fadou byly na desticku naneseny i studované vzorky.
Jaderné extrakty byly fedény 1:1 roztokem pouZzitym pro piipravu analyzovaného extraktu.
Cytoplasmatické extrakty nebyly fedény. Do jamek bylo ptidano 200 pl pracovniho roztoku.
Poté byla desticka prikryta a vlozena do temperované ttepacky a vzorky byly tfepany 30 sekund
ptfi 300 rpm. Nasledné byly vzorky inkubovany 30 minut pii 37 °C. M¢éfeni signalu vzorkd
probéhlo ve cteccee desticek. Pro vyhodnoceni byl pouzit program Excell. Koncentrace proteini

byla piepocitdna na 1 milion lyzovanych bunék.

4.4.3 Denaturujici polyakrylamidové elektroforéza (SDS-PAGE)
Pro SDS-PAGE byla pouzita vertikalni elektroforetickd komora SE 260

s polyakrylamidovymi gely o tloustce 0,75 mm. K ptipravé gela (zaostfovaciho a separacniho)
byla pouzita aparatura k nandseni geld Dual Gel Caster a souprava TGX Stain-Free™
FastCast™ Acrylamide Kit. Bylo postupovano podle navodu vyrobce.

Gel byl prenesen do elektroforetické komory a komory s gelem byly zality 1x TGS
roztokem. Pro elektroforetickou separaci bylo pouzito 5 nebo 10 pg proteind. Jednotlivé vzorky
ptipravenych extrakti byly nafedény na uvedené koncentrace roztokem, ktery byl pouzit
k jejich piiprave. Ke vzorkim byl pfidan Laemmliho vzorkovy pufr v poméru 1:4. Po
promichani na laboratorni tfepacce byl vzorek umistén do termobloku a denaturovan pti 95 °C
po dobu 10 minut. Vzorek byl centrifugovan 3 s a po ochlazeni na pokojovou teplotu byl
nanesen na gel. Spolu se vzorky byly do samostatné jamky naneseny 3 pl standardu relativni
molekulové hmotnosti (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards)

Elektroforeticka separace probihala 10 minut pfi 100 V. Nasledné bylo napéti zvyseno

na 120 V. Separace byla ukoncena v okamziku, kdy indika¢ni prouzek bromfenolové modri
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dosahl vzdalenosti 0,5 cm od spodniho okraje gelu (ptiblizné po 110 minutach). Po ukonceni

separace byla aparatura rozebrana, vyjmut gel a byl oddélen zaostfovaci gel.

4.4.4 Western blot

Transfer elektroforeticky separovanych proteinti probihal v transferové nadobé Hoefer
TE22 (,,wet blotting*). Nadoba byla naplnéna vychlazenym roztokem TRA. Nitrocelul6zova
membrana s velikosti pord 0,2 pm byla aktivovana ponofenim do roztoku TRA na dobu
5—-10 minut. Pfed sestavenim blotovaciho sendvice byly jednotlivé ¢asti ponoieny do roztoku
TRA na dobu 5 minut. Pii sestaveni sendvice se postupovalo podle pokyni vyrobce. Nejprve
byla do kazety vloZena houba o tloustce 3 mm, poté blotovaci papir, na né byla ptilozena
membrana, nasledoval separacni gel, blotovaci papir a 6 mm silna houba.

Kazeta byla vlozena do transferové nadoby tak, aby membrana byla mezi gelem
a anodou. Nadoba byla napInéna roztokem TRA az po rysku. Pienos probihal pii konstantnim
napéti 75 V po dobu 60 minut. Roztok byl udrzovan v mirném pohybu pomoci magnetického
michadla na magnetické michacce.

Po ukonceni pienosu byla aparatura rozebrana, membrana vyinata a promyta
v 1x roztoku TBSA po dobu 1 minuty. Membrana a v n€kterych piipadech i gel byly
reverzibilné obarveny proteinovymi barvivy. Membrana byla inkubovana v roztoku barviva
Ponceau S po dobu 10 minut. Gel byl nejprve inkubovan s fixacnim roztokem po dobu
45 minut, a nasledn¢ s barvicim roztokem Commassie blue po dobu 30 minut. Membrana byla
odbarvena ponofenim do roztoku TBS/TA, kde byla ponechdna az do uplného odbarveni.
Pokud neni uvedeno jinak, blokace membrany byla provedena v BRA s BSA po dobu 60 minut.
Promyti membrany po blokaci probéhlo v roztoku TBS/TA za stdlého michani. Roztok byl
v pribéhu promyvani 2x vyménén. Celkova doba promyvani byla 15 minut. Nasledn¢ byla
provedena inkubace se 3 ml roztoku primarni protilatky. Inkubace byla provedena po dobu cca
16 hodin v uzaviratelném igelitovém sacku. Vzorky byly po celou dobu inkubace tfepany pfi
4 °C. Dalsi den byla membrana ze sacku vynata a promyta v roztoku TBS/TA. Celkova doba
promyvani v roztoku TBS/TA byla 15 minut. V prab¢hu této doby byl roztok 2x vyménén. Po
promyti byla membrana inkubovana pfi pokojové teploté s 20 ml roztoku sekundarni protilatky
po dobu jedné hodiny. Membrana byla nasledné promyta v roztoku TBS/TA. Celkova doba
promyvani byla 20 minut a roztok byl v pribéhu 3x vyménén. Inkubace probihala za stalého
tiepani. Po inkubaci byla membrana pievrstvena 2 ml Luminata Forte a snimana CCD kamerou
na pristroji ChemiDoc. Pokud neni uvedeno jinak, vyhodnoceni prob&hlo pomoci programu

ImageLab. Velikost proteini byla porovnavana s databazi The UniProt Consortium (2019).
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Veskeré experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich a odectené hodnoty byly

zprimeérovany.

4.4.5 Dot blot

Membrana spolu s jednim az tfemi filtranimi papiry byla na 5—-10 minut ponofena do
TRB a vloZena do soupravy na dot blot. Nepouzité jamky byly utésnény tésnici membranou.
Souprava byla pfipojena k odsavacimu zafizeni a jednotlivé jamky byly naplnény 150 ul
TBS/TB roztoku. Roztok byl odsat a do jamek byly naneseny jednotlivé vzorky. Pokud neni
uvedeno jinak, bylo do jamky naneseno 15 pg celkového proteinu. Objem jednotlivych vzorki
byl upraven pomoci roztoku TBSB nebo TRB na 150 pl. Odsavani bylo odpojeno. Vzorky byly
inkubovany po dobu 60 minut. Nasledn€ bylo pfipojeno odsavaci zatfizeni a zbytkové objemy
byly odsaty. Jamky byly 3% promyty 150 pul TBS/TB roztoku (roztok byl po naneseni ihned
odsat). Blokace jednotlivych jamek probihala ve 150 pl BRB po dobu 60 minut. Pfebytek
roztoku byl odsat. Jamky byly 3x promyty 150 ul TBS/TB roztoku (po naneseni byl roztok
ihned odsat). Do jamek bylo naneseno 100 pl roztoku primarni protilatky. Inkubace probihala
po dobu 60 minut. Nasledné byl pfebytek roztoku s protilatkou odsat a jamky byly 3% promyty
150 pl roztoku TBS/TB (po naneseni byl roztok ihned odsat). Nasledn€ bylo do jamek ptidano
100 pl roztoku sekundarni protilatky. Po 60 minutach byl piebytek roztoku s protilatkou odsat
a jamky byly 3x promyty 150 pl roztoku TBS/TB (po naneseni byl roztok ihned odsat).
Membrana byla vyjmuta a promyta 2x v roztoku TBSB. Po promyti byla membrana ptevrstvena
2 ml Luminata Forte a snimana CCD kamerou na pfistroji ChemiDoc. Vyhodnoceni blotu

probéhlo pomoci programu Imagel.

4.4.6 Priprava magnetickych Castic pro studium DNA glykosylazové aktivity
Magnetické ¢astice pro studium DNA glykosylazové aktivity byly pfipraveny ve dvou
krocich. Nejprve byly streptavidinem pokryté magnetické ¢astice (1 um, Nanolink Streptavidin
Magnetic Bead) inkubovany s kotvicimi oligonukleotidem obsahujicim na 5' konci
karboxyfluorescein (FAM). Nasledn¢ byly takto pfipravené magnetické castice inkubovany
s parujicim oligonukleotidem obsahujicim na 3' konci zhaSe¢ fluorescence BHQ1. Tento druhy
fetézec obsahoval nebo neobsahoval ve svém fetézci uracil. V pribéhu piipravy byl nejprve do
zkumavky o objemu 2 ml pfidan 1 ml roztoku E a k nému byl pfidan 1 mg magnetickych Castic.
Céstice byly rozmichdny a separovany pomoci separatoru magnetickych &astic Unitrap.

Po 2 minutach byl roztok odsat.
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Zkumavky byly nasledné vyjmuty ze separatoru a k magnetickym ¢asticim byl ptidan
1 ml roztoku E, roztok byl promichan a Castice byly separovany na magnetickém separatoru.
Tento postup byl opakovan jesté 2x.

Po magnetické separaci byl roztok pomoci pipety odstranén a byl pfidan 1 ml roztoku
s biotinylovanym kotvicim oligonukleotidem obsahujici karboxyfluorescein (FAM, viz
tabulka 3) a biotinylovany fluorochrom Cy5. Zkumavka byla inkubovana po dobu 1 hodiny na
ttepacce (300 rpm) pii pokojové teploté. Pripraveny roztok s konjugovanymi magnetickymi
¢asticemi byl rozdélen po 0,5 ml do dvou zkumavek o objemu 2 ml. Zkumavky byly umistény
na magneticky separator.

Po separaci byl roztok odstranén pipetou. K ¢asticim byl pfidan 1 ml roztoku E. Roztok
byl promichan a castice byly separovany na magnetickém separatoru. Tento postup byl
opakovan jesté 2x.

Po odsati roztoku pipetou bylo do jedné mikrozkumavky ptidano 500 pl roztoku
komplementarniho oligonukleotidu By, a do druhé mikrozkumavky 500 pl roztoku
komplementarniho oligonukleotidu Br. Castice byly inkubovany na tfepa¢ce (300 rpm) po dobu
1 hodiny pfi pokojové teploté. Pripravené Castice byly skladovany pii 4 °C.

4.4.7 Analyza DNA glykosylazové aktivity

10 pl pfipraveného roztoku magnetickych castic snavazanym kotvicim
oligonukleotidem a komplementarnim fetézcem Bt nebo Bu obsahujici uracil bylo pfidano
k 1 ml roztoku D a ¢astice byly separovany na magnetickém separatoru. Po 2 minutach byl
roztok odebran a nésledné byl ptidan 1 ml roztoku D. Tento postup byl opakovan jesté 2%, aniz
by doslo k rozsuspendovani Castic. Studované vzorky byly zfedény roztokem E tak, aby
obsahovaly 2 pg celkovych proteinil v jednom ml roztoku.

Do jamek 384 jamkové desticky bylo pfidano 50 pl zfedénych magnetickych castic
s oligonukleotidy (alesponn 3 jamky obsahovaly castice snavazanym komplementarnim
fetézcem By a 3 jamky castice s navazanym komplementarnim fetézcem Br). Nasledné bylo
k ¢asticim ptridano 50 pl zfedéného vzorku (celkem 100 ng celkového proteinu). Signal FAM
a Cy5 byl sniman pomoci ¢tecky desticek kazdé 2 nebo 4 minuty. Hodnoty signalu FAM byly
vydéleny signalem Cy5. Signal FAM byl excitovan pfi vinové délce v rozmezi 483-493 nm
a sniman pfi emisni vinové délce v rozmezi 510-530 nm. Signal Cy5 byl excitovan pii vinové

délce v rozmezi 625-635 nm a sniman pii emisni vinové délce v rozmezi 670-690 nm.
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5 Vysledky

5.1 Priprava bunécnych extraktii a méreni koncentrace

celkovych proteini v raznych liniich

Jako zakladni metoda pfipravy bunécnych extraktli pro stanoveni mnozstvi vybranych
DNA glykosylaz byla pouzita metoda zaloZena na extrakci proteinii z bun¢k pomoci lyza¢niho
roztoku RIPA. Tato metoda pfedstavuje bézny pfistup pro naslednou analyzu proteinti pomoci
elektroforetické separace a blotl. Mnozstvi pouzitého lyza¢niho roztoku bylo stanoveno na
zakladé poctu bunék v kultivacni nadobé. Pocet bunck byl odhadnut na zdkladée
mikroskopickych dat. Bylo pouzito 0,1 ml roztoku RIPA na cca 1 milion bun¢k. Celkové
mnozstvi proteinii v extraktech bylo urCeno pomoci kitu zaloZeném na biuretové reakci
anasledné interakci se sodnou soli kyseliny bicinchoninové (BCA metoda). Koncentrace
proteini byla vypoctena z absorbance vzorkli méfené pti vinové délce 562 nm. Priblizna
koncentrace sledovanych proteinti byla ur¢ena vypoctem z rovnice kalibracni kfivky pro znamé
koncentrace BSA. Vyhodnoceni probéhlo v programu Excel 2016.

Byly pfipraveny extrakty z bunécnych linii HeLa, NCI, 143 B, 143B TK a V79.
V nasledujici tabulce (tabulka 6) jsou uvedeny zjisténé koncentrace celkovych proteind

v prepoctu na 1 milion bunék.

Tabulka 6: Koncentrace celkovych proteinti v celobunéénych extraktech u bunécnych linii
HeLa, NCI, 143 B, 143B TK a V79 za pouziti RIPA lyza¢niho roztoku. Hodnoty jsou uvedeny
jako aritmeticky pramér + smérodatnéd odchylka.

Bunécna linie MnoZstvi proteini na 1 mil. bunék [pg]

HeLa 23122 +£24%
NCI 223,80 +3,6 %
143 B 185,43 £14%
143B TK 210,53 +£4,1 %
V79 157,81 £2,1%

Nejvyssi koncentrace proteinti byla naméfena u bunééné linie HeLLa. Naopak nejnizsi
hodnota koncentrace byla zjisténa v extraktech z bunécné linie V79. JelikoZz extrakty pfipravené
pomoci RIPA roztoku nejsou vhodné pro stanovovani enzymatické aktivity z davodu
pfitomnosti denaturacnich Cinidel, a soucésti prace bylo i testovani metody pro stanoveni
aktivity uracilovych DNA glykosylaz, byly testovany alternativni pfistupy pro piipravu

extraktu.
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Jednalo se o nasledujici tfi pfistupy pfipravy extraktd: (i) homogenizace pomoci
Douncerova homogenizatoru (H); (ii) cyklické zmrazovani a rozmrazovani bunécné kultury
v kapalném dusiku (N); (iii) pouziti roztoku s piidavkem Tritonu X-100 (T). Byly pfipraveny

cytoplazmatické a jaderné extrakty. Zjisténé koncentrace proteini jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Koncentrace celkovych proteinti v bunéénych extraktech u bunécné linie HeLa po
pouziti homogenizatoru (H), zmrazovani kapalnym dusikem (N) a pomoci roztoku s obsahem
Tritonu X-100 (T). Cytoplasmaticky extrakt je oznacen jako ,,cyt“, jaderny extrakt jako ,,nuk*.
Hodnota koncentrace je uvedena jako aritmeticky primeér + smérodatna odchylka.

Extrakt | MnoZstvi proteint na 1 milion bunék [pg]
H cyt 151,98 +£4,5%
N_cyt 202,09 £6,7 %
T cyt 207,27 £5,8%
H _nuk 13,37 £2,3 %
N_nuk 15,59 £4,7%
T nuk 16,99 +1,2%

Nejvyssi mnozstvi proteini bylo ziskano extrakci pomoci roztoku s ptfidavkem
Tritonu X-100 (jak v cytoplasmatickém, tak jaderném extraktu). Druhd nejvyssi koncentrace
byla naméfena v piipadé cyklického zmrazovani/rozmrazovani. Nejmensi vytézek proteint byl
pfi pouziti homogenizacni techniky pomoci Douncerova homogenizatoru.

Z vysledkli je patrné, Ze piiprava extrakti pomoci homogenizatoru poskytuje
metody poskytly pfiblizné 10x mén¢ proteinti v jadernych extraktech nez v cytoplasmatickych
extraktech (viz tabulka 7). Ackoli z testovanych metod byla nejucinnéjsi extrakce pomoci RIPA
roztoku, jeho denaturacni uc¢inky omezuji pouziti extraktli pro sledovani DNA glykosylazové
aktivity. Z nedenaturacnich pfistupt bylo nejefektivnéjsi pouziti roztoku s Tritonem X-100.
Tento pfistup vSak nedovoluje jednoduse odstranit detergent ze ziskanych lyzati a je proto

mén¢ vhodny pro nasledné analyzy enzymatickych aktivit nez dal$i nedenaturacni testované

piistupy.

5.2 Western blot

V pribéhu optimalizace metody western blotu byly detekovany vybrané DNA
glykosylazy pomoci protilatek proti MBD4, UNG2, TDG, SMUGI1 a NTHI1. Jako kontrolni

proteiny ke studiu optimalizace slouzily tyto proteiny: B-aktin a jaderny protein RPA. Protein
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RPA se sklada ze 3 rozdilnych podjednotek (Chen e Wold, 2014), pficemz pouzita protilatka
byla namifena proti podjednotce o velikosti 32 kDa. Vedle toho byly v nékterych
experimentech rovnéz pouzity protilatky proti proteiniim ucastnicich se deaminace cytosinu.
Jednalo se o proteiny CDD a DCTD. U téchto deamindz se piedpoklada, ze jsou prevazné
lokalizovany v cytoplasmé.

Nejprve byla provedena analyza pomoci protilatek proti B-aktinu a proteinu RPA-32
v celobunéénych extraktech HeLa bun€k piipravenych pomoci RIPA lyzacniho roztoku
(obrazek 11). Na gel bylo naneseno 10 pg proteini. Pro blokovani nespecifickych interakci
bylo v experimentu pouzito 5% mléko. Western blot analyza poskytla jasné prouzky

s minimalnim pozadim.

< < < <
-— B-aktin —— RPA-32

Obrazek 11: Western blot analyza B-aktinu a proteinu RPA-32 v celobunéénych extraktech
bunééné linie HeLa.

V nasledném experimentu byla provedena analyza proteinit MBD4, UNG2, TDG
a SMUGTI v celobunéénych extraktech z bunécénych linii HeLa, NCI, 143 B, 143B TK a V79,
které byly pfipraveny pomoci RIPA roztoku. Nandska proteini byla 10 pg. Koncentrace
pouzitych protilatek jsou uvedeny v tabulce 4. Pro blokovani nespecifickych interakci bylo
pouzito 5% mléko. Snimky zwestern blot analyzy téchto proteinti jsou na obrazku 12.
Vyhodnoceni prouzkli probihalo v programu Image]J stanovenim intenzity signalu na plose
312 pixeld v centralni oblasti prouzku. Primérné hodnoty relativni intenzity vypoctené ze

3 méfeni jsou uvedeny v tabulce 8.
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20kDa e

TDG

MBD4 UNG2 SMUG]I

Obrazek 12: Western blot analyza proteint MBD4, UNG2, TDG a SMUGT1 v celobunéénych
extraktech linii HeLa, NCI, 143 B, 143B TK a V79. Pro extrakci proteint byl pouzit RIPA
roztok. Standard relativnich molekulovych hmotnosti je spole¢né pro vS§echny snimky vlevo.

Tabulka 8: Relativni intenzita signdlu z western blot analyzy proteini MBD4, UNG2, TDG
a SMUGI1 zobrazku 12 a dvou dalSich opakovani. ,,NA“ znamena nepfitomnost signalu
v oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti detekovaného proteinu. Hodnoty jsou uvedeny
jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka.

MBD4 1,00 = 0,00 0,20 +0,07 0,22 +0,03 0,24+0,07 | 0,14+0,08
UNG2 NA NA NA NA NA
TDG NA NA NA NA NA
SMUGLI NA NA NA NA NA

Z obrazku 12 je patrné, ze protilatkami proti UNG2, TDG a SMUG1 nebyly detekovany
zadné prouzky, které by odpovidaly detekovanym proteiniim. Jednou z pfic¢in mohla byt
interakce protilatek s proteiny mléka obsazeného v jiz zminénych roztocich nebo nedostatecna
extrakce jadernych proteind. Pomoci protilatek proti proteinu MBD4 byly u vSech linii
detekovany prouzky pftiblizné v oblasti odpovidajici 70 kDa, coZz odpovida velikosti proteinu
MBD4 (predpokladana velikost cca 70 kDa). NejvysSsi intenzita signalu byla detekovana
u bunécné linie HeLa, nejnizsi pak u transformovanych plicnich bun¢k kiecka (V79). Relativné
nizky pomér signal/pozadi zapfi¢inil zhorSenou analyzu téchto prouzka. Z tohoto diivodu bylo

testovano pouziti BSA namisto mléka a rovnéz dalsi protokoly zaloZzené na RIPA roztoku.
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Kromé proteinli zobrazku 12 a proteinu RPA-32 byly v dalsim experimentu
analyzovany i proteiny NTH1, CDD a DCTD. Byly pouZity tyto zplsoby pfipravy
celobunécnych extraktl: (i) pomoci samotného RIPA lyzacniho roztoku; (ii) za pouziti RIPA
roztoku s pridavkem Laemmliho pufru; (iii) pomoci RIPA roztoku s naslednou sonikaci. Na gel
bylo naneseno 10 pg proteinll. V piipadé vzorku s Laemmliho pufrem byla nanaska pouze
orientacni (objem vzorku byl stejny jako u vzorku ptipravené¢ho pouze pomoci RIPA roztoku).
Dtvodem je pritomnost 2-merkaptoetanolu a bromfenolové modfi, které interaguji s BCA
stanovenim koncentrace proteinti. Pro blokovani bylo pouzito BSA. Vysledek western blot
analyzy je na obrazku 13. Relativni hodnoty intenzity signalu jsou uvedeny v tabulce 9.

V ptipadé vyskytu mnohocetnych vyraznych prouzki nebyla intenzita signalu urcena.
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Obrazek 13: Western blot analyza proteinit MBD4, RPA-32, TDG, UNG2, SMUGI1, NTH1,
CDD a DCTD bunécné linie HeLa, za pouziti rozdilnych ptistupti pii ptipraveé celobunéénych
extraktd: (i) pouziti pouze RIPA lyzac¢niho roztoku (RIPA); (ii) za pouziti RIPA roztoku
s ptidavkem Laemmliho pufru (Laemmli); (iii) za pouziti RIPA roztoku s néaslednou sonikaci
(sonikace). Vlevo je uvedena poloha prouzkt standardu.
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Tabulka 9: Normované relativni intenzity signalu z western blot analyzy proteinit MBD4,
UNG2, TDG, SMUGI, RPA-32, NTH1, CDD a DCTD z obrazku 13. Ptiprava celobunécnych
extraktd byla pomoci tfech riznych ptistupti: (i) pouziti pouze RIPA lyzacniho roztoku (RIPA);
(i1) za pouziti RIPA roztoku s ptidavkem Laemmliho pufru (Laemmli); (iii) za pouziti RIPA
roztoku s naslednou sonikaci (sonikace). ,,NA“ znamena nemoZnost identifikace proteinu na
zéklad¢ ziskanych dat. Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky priimeér + smérodatna odchylka.
Hodnota 1,00 = hodnota signalu za pouziti RIPA puftru.

Metoda

Protein RIPA Laemmli Sonikace
MBD4 1,00 + 0,00 1,25+0,12 0,90 £ 0,07
RPA-32 1,00 = 0,00 1,32 £ 0,09 1,10+ 0,12
TDG NA NA NA
UNG2 NA NA NA
SMUGI1 NA NA NA
NTHI 1,00 = 0,00 1,34 £ 0,10 1,18 £ 0,06
CDD 1,00 = 0,00 0,50 £ 0,03 0,49 £ 0,09
DCTD 1,00 = 0,00 0,70+ 0,12 0,70 = 0,04

Z obrazku 13 je patrné, Ze u proteini MBD4 (pfedpokladand velikost 70 kDa),
RPA-32 (ocekavana velikost 32 kDa), NTH1 (ocekavana velikost 35 kDa), CDD (o¢ekévana
velikost 18 kDa) a DCTD (piedpokladana velikost 20 kDa) byl detekovan signal v oblasti
membrany, ktera odpovida jejich velikosti. Porovnani intenzity prouzkt jednotlivych proteinti
je uvedeno v tabulce 9. U proteinit MBD4, RPA-32 a NTHI1 byl nejvyssi signal u vzorki
s Laemmliho pufrem. V porovnani s obrazkem 12 je kontrast detekovanych prouzki u proteinu
MBD4 vyraznéjsi, coz je pravdépodobné dusledek pouziti BSA misto mléka. U proteintit CDD
a DCTD byl nejvyssi signal ve vzorku pii pouziti samotného RIPA lyza¢niho roztoku. Vyrazny
pokles signalu byl detekovan ve zbylych dvou vzorcich. U proteintt TDG (ocekavana velikost
46 kDa) a UNG2 (s predpokladanou velikosti 35 kDa) byly detekovany mnohocetné prouzky,
coz naznacuje nespecifickou vazbu protilatek. U proteinu SMUG1 (o¢ekavana velikost 30 kDa)
nebyl detekovan zadny prouzek.

V nasledujicim experimentu byly pouzity cytoplazmatické ajaderné extrakty
ptipravené pomoci kapalného dusiku nebo pomoci Douncerova homogenizatoru. Tyto extrakty
jsou pln€ kompatibilni s analyzou DNA glykosyla¢ni aktivity. Byla provedena analyza proteinii
MBD4, NTH1, SMUG1 a TDG za pomoci western blotu. Nanaseno bylo 5 ug proteind
(obrazek 14). Hodnoty relativni intenzity signdlu jsou uvedeny v tabulce 10. Protilatka proti

UNG2 nebyla testovana, protoze vysledky ukdzaly, ze snizeni exprese této glykosylazy
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zalozené na siRNA technologii nevedlo ke zméné vysky signalu v odpovidajici oblasti blotu
(viz dale).
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Obrazek 14: Western blot analyza proteint MBD4, NTH1, TDG a SMUGI1 bunééné linie
HeLa za pouziti homogenizatoru (HC — cytoplasmaticky extrakt, HN — jaderny extrakt) a za
pouziti kapalného dusiku (NC — cytoplasmaticky extrakt, NN — jaderny extrakt) k pfipravé
extraktd. Vlevo je uvedena poloha prouzkii standardu (St.).

Tabulka 10: Normovana relativni intenzita signalu z western blot analyzy proteini MBD4,
NTHI1, SMUG1 a TDG z obrazku 14 a dalSich dvou opakovani. ,,NA*“ znamena nepfitomnost
signalu v oblasti blotu odpovidajici molekulové hmotnosti detekovaného proteinu. Hodnoty
jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smerodatna odchylka. Hodnota 1,00 = hodnota signalu
v jaderném extraktu za pouziti homogenizatoru.

MBD4 0,03 £0,01 1,00 £ 0,00 0,09 £ 0,02 0,38 £ 0,06
NTHI 0,08 £ 0,03 1,00 = 0,00 0,09 £ 0,03 0,43 £0,07
SMUGLI NA NA NA NA
TDG NA NA NA NA

Z obrazku 14 je patrné, ze pomoci protilatek proti MBD4 a NTH1 byl detekovan
nejsiln€jsi signal v oblasti membrany, kterda odpovidala ocekavané molekulové hmotnosti.

U obou proteinit byl signal v jadernych extraktech vyrazné vyssi nez v cytoplazmatickych
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extraktech. Soucasn¢ byl signal ve vzorcich ptipravenych pomoci homogenizatoru vyssi nez
v pripad€ zmrazovani. Vyssi signal v jadernych extraktech pravdépodobné souvisel s jadernou
lokalizaci uvedenych proteinti. Naopak protilatky proti TDG a SMUGI reagovaly s celou fadou
proteinti a neumoznovaly detekci proteinu TDG respektive SMUGH.

V nasledujicim experimentu byla western blot analyzou porovnavéna extrakce
vybranych DNA glykosylaz v jadernych a celobunéénych extraktech. Jaderné extrakty byly
ptfipraveny pomoci homogenizatoru a nasledn¢ ovlivnény pufrovanym roztokem o vysoké
iontové sile nebo RIPA roztokem. Celobunééné extrakty byly ptipraveny pomoci RIPA roztoku.
Sledovany byly proteiny NTH1, MBD4 a RPA-32. Na gel bylo naneseno 5 pg proteind.
Vysledek western blot analyzy je na obrazku 15. Relativni hodnoty intenzity signalu jsou

uvedeny v tabulce 11.
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Obrazek 15: Western blot analyza proteini MBD4, NTH1 a RPA-32 v jaderném extraktu
bunééné linie Hela pfipraveného za pouziti homogenizatoru a vysoké iontové sily
(HN — jaderny extrakt), pomoci homogenizatoru a RIPA roztoku (HRN — jaderny extrakt)
a v celobunééném extraktu ptipraveného pomoci RIPA lyza¢niho roztoku (R — celobunécny
extrakt). Vlevo je uvedena poloha prouzkii standardu (St.).
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Tabulka 11: Normovana relativni intenzita signalu detekovanych proteinh MBD4, NTHI1
a RPA-32 z obrazku 15 v jaderném a celobunécném extraktu bunééné linie HeLa, za pouziti
homogenizatoru a vysoké iontové sily, kombinace homogenizace pomoci homogenizatoru
a RIPA roztoku a RIPA lyza¢niho roztoku. Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky pramér ze
tfi opakovani £ smérodatna odchylka. Hodnota 1,00 = hodnota signalu v jaderném extraktu za
pouziti homogenizatoru a vysoké iontové sily.

Extrakt
Metoda Iontova sila Kombinace RIPA roztok
Protein Jadro Jadro Celobunécny
NTH1 1,00 £ 0,00 0,52 +0,02 0,24 + 0,06
MBD4 1,00 = 0,00 0,74 = 0,09 0,21 £ 0,09
RPA-32 1,00 £+ 0,00 0,96 = 0,03 0,97 £ 0,05

Z obrazku 15 atabulky 11 je zfejmé, Ze nejvyssi intenzita signalu u proteintt NTH1
a MBD4 (jaderné proteiny) byla detekovana v jadernych extraktech ziskanych pomoci
homogenizatoru a vysoké iontové sily. Protein RPA-32 poskytl ptiblizné stejny signal ve vSech
extraktech. VSechny proteiny byly detekovany v oblasti o¢ekavané molekulové hmotnosti.

Western blot analyza je relativné citliva metoda. Pro abundantni proteiny jako jsou napft.
B-aktin nebo RPA-32 je tato metoda dostatecné citlivd. Nicméné v piipadé nizce
exprimovanych proteinli poskytla tato metoda sniZzenou kvalitu detekce. Soucasné vysledky
ukazaly, ze pfinejmenSim u nekterych proteinti 1ze zvysit pomér signal/pozadi pouzitim BSA
misto mléka. Metoda je zavisla na specifité a afinité pouzitych protilatek (viz obrazek 13 a 14).
V tomto ohledu u testovanych proteint SMUG1, TDG a UNG?2 nebyl detekovan zadny signal
z divodu nizké afinity protilatky nebo byl signal lokalizovan ve vice oblastech, coz bylo
pravdépodobné zpisobeno nespecifickou vazbou protilatky. Soucasné vysledky ukazaly, ze ze
dvou testovanych technologii dovolujicich ziskat cytoplazmatické a jaderné extrakty je pro
testované DNA glykosylazy vhodnéjsi technologie zalozena na pouziti homogenizatoru nez na
opakovaném zmrazovani arozmrazovani. Ob¢ technologie navic nevyzaduji pouziti
denaturacnich Cinidel, atudiz pfedstavuji vhodnou variantu pro studie zaméfené na
enzymatickou aktivitu studovanych proteinii. Soucasné bylo zjevné, Zze v piipad¢ studia
jadernych proteinti poskytuji jaderné extrakty obecné vyssi signal nez celobunécné extrakty.
Jedna se ziejmé o disledek extrakce velkého mnozstvi rGznych proteini v celobunéénych
extraktech oproti jadernym extraktiim, ¢imz pfi naneseni konstantniho mnozstvi proteinu na gel
dochazi k zakoncentrovani jadernych proteinii v jadernych extraktech. Proto celobunécné

extrakty nejsou vhodné k western blot analyze jadernych DNA glykosylaz.
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5.3 Dot blot

Kromé western blotu byla testovana i metoda dot blotu. Jedna se o metodu, ktera je
mén¢ ¢asoveé narocnd. Diky mensim nanaskam protilatek a praci s mensimi objemy roztoku je
tato metoda rovnéz levnéjsi. Zatizeni pro dot blot bylo pofizeno v pribchu bakalaiské prace
a v jejim pribéhu optimalizovano. Jako zasadni se ukazalo dostatecné tésnéni jamek. Pro
utésnéni byl pouzit filtracni papir. Pro optimalizaci byla pouzita protilatka proti f-aktinu. Na
obrazku 16 je vysledek dot blot analyzy bunécné linie HeLa. Byly pouzity celobunécné extrakty
pfipravené pomoci RIPA roztoku, které se liSily riznym mnozstvim nanesen¢ho proteinu.
Jednalo se 0 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 nebo 20 ug proteinu. Vzorky byly fedény roztokem TBSB.
U negativni kontroly nebyl pfidan vzorek. Pro utésnéni jamek byl pouzit jeden filtra¢ni papir.
Intenzita signalu byla méfena ve vsech ptipadech ve stfedové oblasti jamky o poloméru 1 mm

(viz tabulka 12).

20 2,5
10 1,25
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50625 NK
5 / I‘.y

Obrazek 16: Dot blot analyza B-aktinu u bunécné linie HeLa za pouziti celobunéénych
extrakti pfipravenych pomoci RIPA roztoku. Ciselné hodnoty odpovidaji mnoZstvi
nanesen¢ho celkového proteinu v pg. Vzorek oznaceny jako ,,NK* neobsahoval vzorek
(negativni kontrola). K utésnéni jamek byl pouzit jeden filtra¢ni papir.

Tabulka 12: Relativni intenzita signalu p-aktinu detekovana dot blot analyzou z obrazku 16
pfi riznych mnozstvich naneseného proteinu. ,,NK“ = negativni kontrola. Hodnoty jsou
uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka. Hodnota 1,00 = hodnota signalu
v roztoku s 20 pg proteinu.

Nanaska [ug] | 20 10 5 2.5 125 | 0,625 NK
ﬁg;g 1,00+ | 027+ | 026+ | 030+ | 024+ | 023+ | 024+
Lenz 0,00 0,02 0,04 0.05 0,05 0,03 0,04
signalu
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Z obrazku 16 a tabulky 12 je zfejmé, ze nejintenzivnéjsi signal byl zméfen u vzorku
s 20 pg proteinu. V dalSich vzorcich se velikost signalu pohybovala na Urovni negativni
kontroly.

Z divodu nedostatecné tésnosti jamek byly v nasledujici analyze pouzity 3 filtracni
papiry kutésnéni jamek. Byl analyzovan protein RPA-32 v celobunéénych extraktech
pripravenych pomoci RIPA lyzacniho roztoku z bunécnych linii HeLa, NCI, 143 B, 143B TK
a V79. Bylo naneseno 15 pg proteinu na jamku a objemy jednotlivych vzorka byly upraveny
pomoci roztoku TBSB. Spolu se vzorky byla nanesena negativni kontrola bez vzorku. Vysledky
jsou shrnuty na obrazku 17 a v tabulce 13. Intenzita signalu byla méfena ve vsech ptipadech ve

stiedové oblasti jamky o poloméru 1 mm.
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Obrazek 17: Dot blot analyza proteinu RPA-32 u bunéénych linii HeLa, NCI, 143 B, 143B TK
a V79 v celobunécnych extraktech pfipravenych pomoci RIPA roztoku. ,,NK* = negativni
kontrola.

Tabulka 13: Relativni intenzita signalu proteinu RPA-32 z dot blot analyzy z obrazku 17.

Hodnoty jsou wuvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka.
Hodnota 1,00 = hodnota signalu v extraktu z bunééné linie NCI.
V79 143B TK 143 B NCI HeLa NK
Relativni
intenzita | 0,15+0,01 | 0,30+ 0,02 | 0,24 £0,01 | 1,00 + 0,00 | 0,94 + 0,21 | 0,15 + 0,01
signalu

V ptipadé bunécné linie V79 byla hodnota detekovaného signalu stejna jako v piipadé
negativni kontroly (0,11). Divodem mize byt skutecnost, Ze se jedna o kiecci bunky, pficemz
primarni protilatka je namifena proti lidskému proteinu. Nejvyssi signal byl zjistén u linie NCIL.
Druhy nevyssi signal vykazovala bunécna linie HeLa. Naopak nejslabsi signal vykazovala linie
143 B a143B TK (0,17 20,21). Podobny obsah proteinu RPA-32 u téchto dvou linii je v souladu
s ocekavanim. Jedna se totiz o rodi¢ovskou linii (143 B) a dcefinou linii (143B TK), které se
1i81 pouze ptitomnosti virové tymidin kinazy. | pfes mirné sniZeni tiniku vzorkl do sousednich

jamek neustéale dochazelo k tniku vzorkl a kontaminaci jamek sousednich. Dalsi experimenty
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ukazaly, Ze ani dal§i zvySeni poctu filtracnich papird nevede ke snizeni tniku vzorkt. Jelikoz
pouziti dvou papirt poskytlo stejné vysledky jako 3 filtra¢ni papiry, v dalSich experimentech
byly pouzivany pro utésnéni dva filtracni papiry.

V nasledném experimentu byl detekovan protein NTH1 v jadernych extraktech bunécné
linie HeLa pfipravenych pomoci homogenizatoru s néslednou extrakci jadernych proteinti
roztokem s vysokou iontovou silou nebo RIPA lyza¢nim roztokem. Celobunécné extrakty byly
ptipraveny pomoci RIPA lyza¢niho roztoku. Roztoky byly nafedény na pozadovany objem
pomoci roztoku TRB. Do jedné jamky nebyl nanesen vzorek. Tato jamka slouzila jako

negativni kontrola. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Relativni intenzita signalu proteinu NTH1 bunécné linie HeLa z dot blot analyzy
jadernych extraktli pfipravenych pomoci homogenizace a vysoké iontové sily (HN) nebo
pomoci homogenizace a RIPA roztokem (HRN) nebo v celobunéénych extraktech
ptipravenych RIPA lyza¢nim roztokem (R). ,,NK* = negativni kontrola. Hodnoty jsou uvedeny
jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka. Hodnota 1,00 = hodnota signalu v jaderném
extraktu za pouziti homogenizatoru a vysoké iontové sily.

Vzorek NK HN HRN R

Relativni

. o 0,90+0,12 1,00 + 0,00 0,89 +£0,7 0,88+0,9
intenzita signalu

Z tabulky 14 lIze vidét, Ze nebyl detekovan signifikantni signal. Signal detekovany
u vSech vzorkl byl pfiblizn€ stejny jako v kontrolnim vzorku. Podobné vysledky poskytla
analyza signalu u proteinu MBD4.

Pouzitim blotovaci aparatury Scie-Plas dochazelo ke vzajemné kontaminaci
vzorkl z divodu nedostatecné tésnosti jamek. Vedle toho tato aparatura neumoziovala pouziti
standardni multikanalové pipety, ¢imZ byla omezena manipulace a dochazelo k ¢asovym
prodlevam. Z vysledkl je patrné, Ze technika dot blotu je daleko méné citliva ve srovnani

s western blotem a je nevhodna pro detekci DNA glykosylaz.

5.4 Studium DNA glykosylazové aktivity

V této Casti prace byla studovana citlivost vyvijené technologie pro stanoveni aktivity
uracilovych DNA  glykosylaz. Technologie je zalozena na  dvojfetézcovych
oligonukleotidovych sekvencich, které jsou ukotveny na magnetickych Casticich o priméru
kolem 1 pm. Tyto oligonukleotidy obsahuji v jednom svém fetézci fluorochrom a ve druhém

zhase¢ fluorescence. Oligonukleotid s fluorochromem je ukotven pomoci biotinové kotvy
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k magnetickym c¢asticim prostfednictvim streptavidinu. Komplementarni oligonukleotid se
zhaSecem fluorescence obsahuje misto tyminu uracil. V kontrolnich experimentech byl pouzit
oligonukleotid bez této modifikace. Po odstépeni uracilu DNA glykosyldzami, dochazi
k destabilizaci parovani oligonukleotidii ak oddaleni fluorochromu od zhaSece. Narst
fluorescence je tudiz pfimo Umeérny aktivit¢ DNA glykosylaz. V pfipad¢ kontrolniho
experimentu s oligonukleotidem obsahujicim tymin nedochazi k destabilizaci parovani
oligonukleotidt a tudiz ani k nartstu fluorescence.

Pro piipravu extraktli byly pouzity dva pfistupy: pomoci homogenizatoru a pomoci
roztoku s Tritonem X-100. Protokol zalozeny na pouziti Tritonu X-100 byl testovan z divodu
jednoduchosti provedeni. Navic tento protokol nevyzadoval specialni vybaveni. V grafu 1 je

zobrazena zavislost fluorescence na Case u takto pfipravenych vzorku.
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Graf 1: Priklad stanoveni uracilové DNA glykosylacni aktivity v cytoplasmatickém (C)
a jaderném (J) extraktu bunécné linie HeLa za pouziti homogenizace pomoci homogenizatoru
(H) nebo lyza¢niho roztoku s Tritonem X-100 (T). Hodnoty signalu v jednotlivych bodech
grafu byly ziskany odectenim hodnoty signalu pro oligonukleotid obsahujici tymin od hodnoty
signalu pro oligonukleotid obsahujici uracil.

Nejrychlejsi rist fluorescence byl pozorovan u jaderného extraktu pfipraveného pomoci
homogenizatoru. Hodnota linearniho koeficientu byla rovna cca 5,8. V ostatnich pfipadech byly
hodnoty linedrnich koeficientl rovny nebo nizsi nez 3,8, a to vcetné jaderného extraktu
pripraveného pomoci Tritonu X-100. Tyto vysledky potvrdily piedpoklad, Ze ptitomnost
Tritonu X-100 mize vést i pies vyssi obsah proteini k inhibici glykosylazové aktivity. Navic
obdrzené vysledky naznacily, Ze ¢ast v jadie vazanych DNA glykosylaz mtze byt v piipade
pouziti Tritonu X-100 uvolnéna do cytoplazmatické frakce. Experimenty provedené

Dr. Kobernou dale ukazaly, Zze v pfipadé, Ze se pouziji extrakty pfipravené pomoci
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opakovaného zamrazovani/rozmrazovani, je aktivita DNA glykosylaz rovnéz vyrazné€ nizsi nez
v pripad¢ extraktl ptipravenych pomoci homogenizatoru.

Dalsi experimenty jiz byly provadény pouze s extrakty, které byly pfipraveny pomoci
homogenizatoru s naslednou extrakci jadernych proteinti pufrovanym roztokem s vysokou
iontovou silou. V grafu 2 je zndzornéna rychlost nardstu fluorescence v jadernych

a cytoplasmatickych extraktech z bunécnych linii HeLa, NCI a A549.
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Graf 2: Priklad stanoveni uracilové DNA glykosylacni aktivity v cytoplasmatickém (C)
a jaderném (J) extraktu bunécnych linii HeLa, NCI a A549. Hodnoty signalu v jednotlivych
bodech grafu byly ziskany odectenim hodnoty signalu pro oligonukleotid obsahujici tymin od
hodnoty signalu pro oligonukleotid obsahujici uracil.

Nejvyssi DNA glykosylazova aktivita byla zjisténa v jadernych extraktech bunécéné
linie HeLa, nasledovala linie A549 a nejnizsi signal byl naméfen u bunécné linie NCIL.

Technologie pro stanoveni uracilové DNA glykosylacni aktivity byla rovnéz pouzita
pro analyzu specifity protilatky namifené proti UNG2. V tomto experimentu byla provedena
western blot analyza jadernych extraktii se sniZenou expresi proteinu UNG2. Exprese byla
snizena pomoci siRNA. Extrakty z ovlivnénych a rovnéz extrakty z neovlivnénych bunék byly
pfipraveny Dr. Ligasovou. Vzorky byly pfipraveny pomoci Douncerova homogenizatoru.
Snizena exprese proteinu UNG2 byla ovéfena stanovenim uracil DNA glykosylazové aktivity.
Na gel bylo naneseno 5 pg proteint. Vysledky western blot analyzy i stanoveni glykosylazové

aktivity v extraktech jsou na obrazku 18.
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Obrazek 18: Western blot analyza proteinu UNG2 bunécné linie HeLa v jadernych extraktech
pfipravenych homogenizaci (vlevo, CTRL — kontrolni vzorky, UNG2 — vzorky se snizenou
expresi UNG2) a graf s vysledky stanoveni uracil DNA glykosyla¢ni aktivity v jadernych
extraktech (vpravo).

Western blot analyza ukazala podobny signal jak v kontrolnich, tak i experimentalnich
vzorcich se snizenou aktivitou UNG2. Tyto vysledky siln¢ indikovaly, ze tato protilatka
poskytuje signal v nespecifickych oblastech blotu.

Z vysledki je patrné, ze aktivita DNA glykosylaz $tépicich uracil je vyznamné vyssi
v jaderném extraktu. To plné odpovida lokalizaci danych proteinti vzhledem k jejich funkei (jak
je popisuje The UniProt Consortium, 2019). Soucasné je zjevné, ze ackoli extrakty pfipravené
pomoci Tritonu X-100 obsahovaly vyssi koncentrace proteintl nez extrakty piipravené pomoci
homogenizatoru (tabulka 7), naméfena aktivita uracilovych DNA glykosylaz byla vyssi
v pripad¢ pouziti homogenizatoru. Vysledky analyzy extraktd se snizenou expresi UNG2 navic
ukdzaly, ze pouzitd protilatka proti UNG2 neposkytuje specifické znaceni za pouziti western

blotd.
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6 Diskuze

Jednim z cili experimentalni ¢asti predkladané bakalaiské prace byla optimalizace
pfipravy bunécnych extrakti pro metodu western blotu. V rdmci tohoto cile doslo
k optimalizaci ptipravy extraktd pro detekci proteind ucastnicich se bazové excizni opravy.
Vysledky ukazaly, Ze optimalni volbou pro ptipravu bunéénych extraktl je metoda zaloZzena na
homogenizaci pomoci homogenizatoru, a to i ptes okolnost, Ze dalsi testované metody poskytly
vyssi proteinové vytézky. VSechny testované technologie, s vyjimkou technologie zaloZzené na
RIPA pufru, umoziovaly ziskat odd€lené cytoplazmatické a jaderné proteiny. V ptipad¢€ pouziti
technologie zaloZené na ptitomnosti neiontového detergentu Tritonu X-100 doslo ke snizeni
aktivity DNA glykosylaz. Tento efekt je pravdépodobné zavisly na druhu analyzovaného
proteinu. Perna et al. (2017) demonstrovali zvySenou stabilitu i aktivitu lipazy v pfitomnosti
Tritonu. Vysledky bakalaiské prace ukazaly, Ze pfitomnost tohoto detergentu pravdépodobné
vedla k caste¢né extrakci DNA glykosyldz zjaderné frakce a jejich piechodu do
cytoplazmatické frakce. Proto tato technologie nebyla zahmuta do analyzy extraktii pomoci
western a dot bloti. Na druhou stranu tato technologie je rychla a v ptipadé jinych proteind
muze predstavovat vyhodnou variantu piipravy extraktt. Je vSak nutné peclivé testovani.

V piipadé¢ pouziti cyklického zmrazovani a rozmrazovani pro pfipravu
cytoplazmatickych a jadernych extraktt byl signal z western blot analyzy nizsi nez v extraktech
ptipravenych pomoci homogenizatoru. Nevyhodou této technologie je rovnéz relativné vyssi
casova narocnost a nutnost pouziti tekuté¢ho dusiku. Alternativou mtize byt pouziti kombinace
suchého ledu s etanolem, jak popisuji Johnson et Hecht (1994). Nicméné opctovnym
zmrazovanim a rozmrazovanim muize dochazet k postupné degradaci proteinti (Cao et al.,
2003), coz je v souladu s pozorovanim nizsi aktivity uracilovych DNA glykosylaz v takto
pripravenych extraktech ve srovnani s extrakty pfipravenymi za pomoci homogenizatoru.
Z hlediska materidlové narocnosti je nejjednodussi technologie zalozena na pouziti
Tritonu X-100, kterd mtze byt vhodnou alternativou v ptipadech, kdy je vyZadovana analyza
cytoplazmatickych proteinii nebo proteinti pevné vazanych v jaderné frakci. Homogenizacni
technika pomoci Dounceho homogenizatoru sice vyZzaduje pouziti specialniho zafizeni,
nicméné je rychld a nevyzaduje pfitomnost denaturujicich ¢inidel, coz umoznuje zachovat
aktivitu enzymu (Griffin et al., 2015). Navic pouzity homogenizator je levny a extrahuje kromé
intaktnich jader také mitochondrie (Dounce, 1955). Tato technologie nejlépe z pouzitych metod
separuje proteiny cytoplasmy od jadernych proteinti (spolu s proteiny mitochondrii, coz nebylo

v této praci ovéfeno). Navic nevyzaduje odstranéni nezddoucich Ccinidel pifed vlastnim
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stanovenim DNA glykosylazové aktivity. Zachovana aktivita uracilovych DNA glykosylaz
a dostateCna separace jadernych proteini homogenizacni technikou tak pirevazuji nad
nedostatecnou celkovou extrakci proteinti. Cytoplazmatické extrakty obsahovaly ve vSech
pfipadech vyrazné vyssi koncentrace proteinit nez jaderné extrakty. Jednalo se az o cca
10x vyssi koncentrace proteind v cytoplazmatické frakci. Ackoli celobunécéné extrakty ziskané
pomoci RIPA lyzacniho roztoku poskytly celkové vysoké vytézky proteintl, z divodu obsahu
denaturacnich slozek nebylo mozné tyto vzorky pouzit ke studiu DNA glykosyla¢ni aktivity
(Abcam, 2019). Alternativu by mohla pfedstavovat extrakce jadernych proteind pomoci
centrifugace v hustotnim gradientu sachardzy (Komatsu, 2006). Metoda je ale mnohem vice
Casové a instrumentalné naro¢na nez homogenizacni technika. Navic vysledky western blot
analyzy prokazaly relativné spolehlivou separaci jadernych proteini od proteint
cytoplasmatickych. Nebyla v§ak ovéfena schopnost extrakce histonovych proteint, jak popisuje
Komatsu (2006).

V pribéhu optimalizace podminek western blot analyzy bylo zjisténo, ze pro detekci
veétSiny studovanych proteint je vyhodné pouzit pro blokovani membrany namisto mléka BSA.
Stejné¢ tak uvadi Yang et Mahmood (2012). Pouziti BSA vedlo ke zvyseni poméru mezi
signalem a pozadim. Pouzité protilatky spolehlivé detekovaly proteiny B-aktin, RPA-32,
MBD4, NTH1, CDD a DCTD. U proteint SMUG1, TDG a UNG2 nebyl detekovan zadny
signal z dtivodu nizké afinity protilatky nebo byl signal lokalizovan ve vice oblastech, coz bylo
zjevné zplisobeno nespecifickou vazbou protilatky (Bio-Rad, 2019b). Soucasné bylo patrné, ze
pro analyzu testovanych DNA glykosyldz pomoci western blotu je vyhodnéjsi pouzit jaderné
extrakty. Diky jejich prevazné jaderné lokalizaci (jak popisuje The UniProt Consortium, 2019)
se jednd o ocekavany vysledek. Domena et Mosbaugh (1985) ukézali, ze nékteré DNA
glykosylazy se vyskytuji také v mitochondriich. Ackoli mitochondrialni formy mohou piispivat
k nespravnym vysledkim méteni glykosylacni aktivity, byl jejich vliv snizen piipravou
jadernych extraktq.

Vedle toho bylo porovnano pouziti dot blotu pro uvedené detekce s pouzitim western
blotu. Vysledky ukazaly, Ze tato metoda umoznuje analyzovat proteiny, které se v buiikach
vyskytuji ve vysokém poctu kopii. Pfikladem je protein RPA-32. Pro méné pocetné proteiny,
jako je napt. NTHI, tato metoda neni vhodna. Pouzita komer¢ni aparatura navic nedovolovala
dostatecné utésnit jednotlivé jamky. V tomto ohledu i Saint-Jean er al. (2003) uvadéji, ze
metoda dot blott je relativné levna, ¢asové nenaro¢nd, ovsem ve srovnani s jinymi metodami

neni piilis citliva. Dal$im problémem techniky dot blotti je nutnost pouziti vysoce specifickych
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protilatek, a proto je pro spolehlivé vyhodnoceni vysledkli dot blotu nevyhnutelné znat specifitu
protilatek (Renart et al., 1996).

Jako posledni byla testovana nové vyvinuta metoda pro stanoveni DNA glykosyla¢ni
aktivity uracilovych DNA glykosylaz. Jedna se o metodu zaloZenou na dvojietézcovych
oligonukleotidech nesouci v jednom fetézci fluorescenéni molekulu a ve druhém zhasec
fluorescence. Vyuziti oligonukleotidovych sond pro stanoveni DNA glykosylazové aktivity
popsali Maksimenko et al. (2004). Popsana metoda byla zaloZena na jednotetézcové DNA
(ssDNA) nesouci na jednom konci fluorescenéni molekulu a na druhém zhase¢ fluorescence.
Diky vhodnému sekvencnimu uspofadani molekula ssDNA vytvaii smycku a kratky
dvojtetézcovy parujici tsek na jehoz koncich se do té€sné blizkosti dostava fluorescencéni
molekula a zhaSe¢ fluorescence. To vede k potlaceni fluorescence fluorochromu. V parujici
oblasti je obsazeno nékolik uracil. V pfitomnosti aktivni uracilové DNA glykosylazy dochazi
k odstépeni uracili a destabilizaci parujicich oblasti, k oddaleni fluorochromu od zhasece
a postupnému narustu fluorescence. Tato metoda je vhodnd pro stanoveni uracilové DNA
glykosylacni aktivity v jednoduchych smésich obsahujici analyzovanou glykosylazu, ovsem je
zcela nevhodné pro jaderné extrakty piipravené pomoci homogenizatoru (Koberna et al.,
nepublikované vysledky).

Novée vyvinuta metoda pracuje s magnetickymi ¢asticemi, na kterych je ukotven kratky
dvojtetézcovy oligonukleotid. Ten obsahuje na sousedicich koncich molekulu fluorochromu
a zhaSe¢ fluorescence. V fetézci je souCasné obsazen jeden uracil. Obecné je mozné pouzit
ivice uracili nebo jiny modifikovany nukleotid. V pfitomnosti aktivni uracilové DNA
glykosylazy dochazi k odstépeni wuracilu, disociaci fetézcti oligonukleotidu a nardstu
fluorescence. Metoda byla pouzita pro analyzu uracilovych DNA glykosylaz v jadernych
a cytoplazmatickych extraktech. Tato metoda jasn¢ ukazala, ze v jadrech je daleko vyssi
aktivita uracilovych DNA glykosylaz nez v cytoplazmé.

Ve srovnani s western blot metodou je testovand, noveé vyvinutd metoda mnohem méné
Casov€ naroc¢na. Samotna piiprava magnetickych castic vyzaduje pfiblizné¢ 30-60 minut
a analyza aktivity dalSich 30—60 minut v¢etné méfeni. Analyza pomoci western blotu vyZaduje
ptiblizné 30 hodin. I kdyz existuji protokoly na provedeni western blot analyzy bez
elektroseparacniho kroku za 1 hodinu (jak uvadi napt. GenScript, 2019 na svych strankach),
stale je nove€ vyvinuta metoda stejn¢ rychla nebo i rychlejsi. Spotieba vzorku u nové vyvinuté
metody cCinila 100 ng proteint, spotfeba u western blot analyzy Cinila 5 pg, coz je 50x vice.
Novée vyvinutd metoda je tedy vyrazné citlivejsi a to 1 pres fakt, Zze noveé vyvinuta technologie

stanovuje celkovou uracilovou DNA glykosyla¢ni aktivitu. Ta je totiz podle riiznych zdroju
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pravdépodobné dominantné zajistovana pomoci UNG2 (Nilsen et al., 2000). V ptipad¢ potreby
je mozné inhibovat aktivitu vybranych glykosylaz pomoci specifickych metod a zjistit celkovy
prispévek vybrané DNA glykosylazy k této aktivité. Vhodnou zdmeénou uracilu je mozné tuto
technologii rovnéz ptizplsobit pro potieby analyzy jinych glykosylaz. Kazdopadné western
blot analyza a nové vyvinutd technologie poskytuji odlisna data, ktera se mohou vzajemné
doplnovat, avSak nikoli vzajemn¢ nahrazovat. Pfikladem vhodné kombinace zminénych metod
je analyza specificity protilatky namifené proti UNG2. Ackoli tato protilatka detekuje na
western blotu nékolik oblasti veetné oblasti mozného vyskytu UNG2, vysledky ukazaly, ze
protilatka proti UNG2 neni dostatecné specificka. V pfipadé snizené exprese UNG2 pomoci
specifické siRNA doslo k dramatickému poklesu uracilové DNA glykosyla¢ni aktivity
vjaderném extraktu, avSak nikoli ke zméné intenzity signdlu poskytovaném pouzitou

protilatkou na western blotu.
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7 Zavér

Predkladana bakalaiska prace obsahuje dvé zakladni casti: teoretickou a praktickou ¢ast.

V ramci teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe zabyvajici
se western blotem, jeho modifikaci - dot blotem a metodou ELISA. Tato ¢ast rovnéz zahrnuje
ptehled soucasnych znalosti o postaveni bazové excisni opraveé v opravnych systémech bunky
a jejich vzajemné srovnani.

V praktické c¢asti byla optimalizovana technika pro piipravu bunéénych extraktd
k nasledné analyze uracilovych DNA glykosylaz pomoci metody western blotu a nove vyvinuté
metody, kterd umoznuje stanovit jejich aktivitu. Ziskana data mimo jiné ukazala, Ze optimalnim
pfistupem je detekce téchto proteinii v jadernych extraktech bunék ptipravenych pomoci
Douncerova homogenizatoru.

Soucasné byla optimalizovdna metoda western blotu pro analyzu proteinit bazové
excisni opravy. Vedle western blotu byla testovana metoda dot blotu pro analyzu uracilovych
DNA glykosylaz. Vysledky ukazaly, ze tato technika neni vhodna pro tento typ proteind,
pravdépodobné z diivodu jejich nizké exprese.

Soucasti bakalaiské prace bylo i testovani nove vyvinuté metody pro analyzu uracilové
DNA glykosylazové aktivity. Obdrzené vysledky ukazaly, ze se jednd o velice rychlou
technologii vhodnou i pro rozsahld testovani mnoha vzorkd. Vysledky je mozné ziskat

v pribéhu 2 hodin a citlivost je ptiblizné 50% vyssi, nez je citlivost western blotu.
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