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Souhrn

Odpovéd’ na poskozeni DNA v BRCALI deficientnich bunécnych liniich

BRCAL je gen kodujici lidsky nadorovy supresorovy protein stejného jména, ktery hraje
dulezitou roli pti udrzovani genomové stability. To zahrnuje aktivaci kontrolnich bodii bunééného
cyklu v odpovédi na poSkozeni DNA a také samotnou opravu poSkozené DNA. Nékteré
zarodeéné mutace v BRCALl genu vedou u postizenych jedinci k vyznamné predispozici

k malignitam, jakou jsou rakovina prsu a vaje¢niki.

Cilem této diplomové prace bylo studium haploinsuficience BRCA1 v unikatnim
bunééném modelu v podobé primarnich porcinnich fibroblastl. Jedna se o bunécné linie
s konstituci alel BRCAL +/— a knim kontrolni BRCAL +/+, jez byly ziskany z nedavno
vytvofeného GMO prasete. Prase je vhodnym modelovym organismem pro lékaisky vyzkum,
a to diky jeho relativni fyziologické podobnosti ¢lovéku. Na rozdil od mySich modela je v8ak
tvorba GMO prasat velmi naro¢na a teprve az s modernimi systémy genovych ,knock-ini*

a ,.knock-outli” je lze vyuZit i pro vyzkum specifickych lidskych nemoci jako je rakovina.

U testovanych bunéénych modelti byla nejprve optimalizovana detekce a nasledné
i srovnana mira exprese BRCAL proteinu metodou western blotting. Linie byly dale testovany na
malignit. Inhibitory PARP1 se v terapii rakoviny ukazuji jako obzvlasté ucinné v piipadech
deficitu BRCA1 proteinu, kdy inhibice PARP1 enzymatické aktivity vede u postizenych bunék
k akumulaci toxického DNA poskozeni v podobé dvouvlaknovych DNA zlomii. Testy toxicity
byly provadény pomoci kolorometrické metody vyuzivajici druhou generaci tetrazoliovych soli

jejichz redukci vznika barevny formazan v disledku metabolické aktivity bunék (tzv. XTT test).

Dale byla u modelu pomoci kvantitativni imunofluorescenéni mikroskopie analyzovana
efektivita opravy dvouvlaknovych zlomit DNA. Vybérem vhodnych protilatek byla analyzovana
oprava DNA zlomil jak pomoci homologni rekombinace, tak i nehomologniho spojovani volnych
DNA konci. Rovnéz byla analyzovana odpovéd’ na replikaéni stres vedouci k zastaveni a kolapsu

replikacnich vidlic.

Protein BRCAL1 byl uspéSné detekovan ve vSech testovanych liniich s nejsilngj$i expresi
Vlinii 539 (+/+). Po podani inhibitoru PARP1 byla zaznamenana vyssi citlivosti
haploinsuficientnich linii. V ptipadé efektivity oprav DNA 1ézi se podafilo optimalizovat
a nasledné i kvantifikovat nékolik vhodnych proteinovych markerti, nicméné po ozateni bunék
gama zafenim se odpoveéd haploinsuficientnich linii neliSila od kontrol. Také po expozici
replikacnimu stresu nebyla u zkoumanych linii pozorovana zasadné rozdilna akumulace defektni

jedno-fetézcové DNA.



Kli¢ova slova: BRCAL; rakovina; haploinsuficience; odpovéd na poskozeni DNA;

dvouvlaknové DNA zlomy; mutace; porcinni model



Summary

DNA damage responses in BRCA1 deficient cell lines

BRCAL is a human tumour suppressor gene which product plays important role
in maintaining of genomic stability. That includes DNA-damage-induced cell cycle checkpoint
activation and DNA damage repair. Some of the germline mutation in BRCAL gene predispose

mainly to breast and ovarian cancer.

The aim of this diploma thesis was to study an impact of haploinsufficiency of BRCA1
gene in a unique cellular model involving primary porcine fibroblasts. The used BRCAL
+/—and BRCAL +/+ cell lines were derived from a recently developed GMO animals. The pig is
an excellent model organism for medical research because of its physiological similarity with
humans but instead of mouse models the GMO pig introduces much bigger technological
challenge. The advanced technological solutions of knock-ins and knock-outs finally allow

construction of cancer-relevant models.

In the primary porcine fibroblasts, the BRCAL protein detection was optimised and
compared between cell lines using western blot method. Cell lines were also tested for their
sensitivity towards the PARP1 enzyme inhibitor, which belongs to the most promising treatments
strategies of the woman malignancies currently available. Inhibitors of PARP1 seems
to particularly effective in BRCA1 deficient backgrounds which fact is explained as accumulation
of toxic double-stranded DNA lesions caused by PARP1 enzyme blockade which repair is vastly
dependent on BRCAL protein. The sensitivity of the cell lines was analysed calorimetrically
using the second generation of tetrasolium salts which are reduced to coloured formazan in the

presence of metabolically active cells (XTT test).

Next, the DNA lesions repair efficacy was analysed in the cell lines using quantitative
imunofluorescence microscopy. The ability of cells to repair DNA lesions either by homologous
recombination or by non-homologous enjoining explored in details. Cells were also flowed under
the replication stress conditions which are causing stalling and collapses of replication forks and

accumulation of single stranded DNA.

The BRCAL1 protein was successfully detected in all tested porcine fibroblasts with the
strongest expression in 539 (+/+) cell line. After the treatment with PARP1 inhibitor the
haploinsufficient cell lines display higher sensitivity. In case of the repair efficacy of DNA lesions
few antibodies were optimized against proper DNA lesion markers but the quantification of
gamma irradiation induced DNA damage did not reveal any differences between the tested cell
lines. Also the exposition of cells towards replication stress displayed constant increase in the

amount of defective single stranded DNA throughout the all tested cell lines.
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53BP1 p53-binding protein
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5 Uvod

Breast cancer susceptibility gene 1 (BRCA1) je tumor supresorovy protein, ktery se
zucastnuje mnoha bunéénych drah, které udrzuji genomovou stabilitu. Ta zahrnuje odpovéd’ na
poskozeni DNA a aktivaci kontrolnich bodi bunééného cyklu — tzv. checkpointii. Ma rovnéz
homeostatickou funkci, ktera v§ak neni nutné spojena s poskozenim DNA, viz kapitola Struktura
a funkce BRCA1 (Wu et al., 2010; Pathania et al., 2014). Mutace BRCA1 genu v zarode¢né linii
vede k predispozici pro rakovinu prsu a vajecnikli (Futreal et al., 1994). Vznik tumoru je zde
pfimo asociovan se ztratou ¢i potlacenim exprese jedné alely, coz je zaroven i dukaz tumor
supresivni funkce BRCA1 (Neuhausen a Marshall, 1994). Mutace v jedné alele zpravidla
zpusobuje vyznamné sniZzeni produkce celkového proteinu (tzv. haploinsuficience) (Pathania
etal., 2014).

Ve vétsiné ptipadti mutované alely tumor-supresorového genu BRCA1, nasleduje béhem
tumorogeneze mutace nebo ztrata i druhé, zdravé alely. Mutovani tohoto genu se tak Fidi
Knudsenovym "two hits" modelem (Merajver et al., 1995; Rosen, 2013). "Two hits" model
Knudsen definoval jiZ v roce 1971 u tumor-supresorového genu kédujici retinoblastoma protein
(RB) v burikach retiny oka. Mutace se tak jevi jako autosomalné dominantni, ale dédi se recesivné
(Rosen, 2013). Knudsentv "two hits" model je typicky pro lidské a také porcinni buiiky, nikoliv
v8ak pro mysi, coz je divodem, pro¢ neni my$ vhodnym modelovym organismem pro studium

rakoviny asociované s mutovanou BRCA1 (Luo et al., 2011).

Uplna ztrata BRCA1 ma za nasledek vyznamnou genomovou nestabilitu, ktera za
normalnich podminek vede az k zastaveni proliferace postizenych bunck. Pro dal§i fazi
onkogenni transformace tak buiika nutné musi prodélat dal$i mutaci ¢i mutace. Velmi bézna je
napiiklad soucasna mutace v tumor-supresorovém genu kédujicim p53 protein (piipadné p21), ta
vsak pro pokracovani bunécného ristu neni dostate¢na (Hakem et al., 1997). V ptipadé genu pro
53BP1 protein je jeho mutace pro piekonani ochrannych mechanismii butiky zpravidla dostacujici
(Cao et al., 2009).



Tato diplomova prace je zaméfend na vybrané analyzy v primarnich porcinnich
fibroblastech zahrnujici analyzu odpovédi téchto bunék na DNA poskozeni a také jejich citlivost
na inhibici PARP-1 enzymu. Prase je velmi dobrym modelovym organismem pro lidsky
medicinalni vyzkum, protoze jeho genom, vyvoj a velikost organd, metabolismus, fyziologie
zvitatim (Wernersson et al., 2005; Luo et al., 2011). V této praci je navic pouzit unikatni bunéény
model derivovany z nedavno dokon¢eného GMO prasete s vnesenou zarode¢nou mutaci do jedné
z alel BRCAL genu (Luo et al., 2011). Nakolik je tento BRCAL haploinsuficientni GMO
organismus vhodnym modelem pro spontanni vznik nadord prsu a/nebo vajeénikll je$té neni
znamo z divodu velkych ¢asovych narokl na takovou analyzu. Nicméné buiiky téchto prasat je
jiz mozné zkoumat at’ uz z divodu optimalizace ptipadnych molekularné biologickych technik,

tak i z hlediska podobnosti s butikami lidskymi.



6 Cile préace

Hlavnim cilem této préce je analyza haploinsuficence proteinu BRCAL pti odpovédi
buiiky na poskozeni DNA. Pro tento zamér budou testovany linie priméarnich porcinnich
fibroblasta s +/— konstituci alel BRCAL, které budou srovnavany s kontrolnimi liniemi (+/+). Pro
analyzu bunééné odpovédi bude zvoleno nékolik proteini zapojujicich se do rozpoznani a opravy
poskozené DNA. Zvlastni zietel bude bran na opravu DNA mechanismy homologni rekombinace
a nehomologniho spojovani volnych DNA koncii. RovnéZ bude na téchto liniich analyzovan vliv
replikaéniho stresu, ktery interferuje s integritou replikaénich vidlic, jejichz stabilizace i oprava
zavisi do zna¢né miry na BRCAL proteinu. Préce si také klade za cil na téchto liniich otestovat

citlivost vici inhibitoru PARP-1 enzymu.



7 Struktura a funkce BRCAL1l

BRCALI je tumorovy supresor zapojujici se do oprav DNA, do regulace kontrolnich bodt
bunééného cyklu a do fady dalSich procest spojenych s udrzovanim genomoveé integrity. Mutace
v jedné alele BRCAL neni letalni, nicméné u postizenych lidskych jedinci je zpravidla
nasledovana mutaci a ztratou i druhé alely, kterd vyznamné zvySuje vznik rakoviny prsu,
vaje¢niku, aj. (Wu et al., 2010; Rosen, 2013; Pathania et al., 2014).

Gen BRCAL1 sestava z 24 exont, z toho je 22 kodujicich s jedenactym nejvétsim exonem,
kodujicim 60 % celého proteinu (Miki et al., 1994; Wu et al., 2010; Rosen, 2013). Lidska BRCA1
se nachazi na pozici 17¢921.33. Porcinni BRCA1 se nachazi na zcela jiném chromozému
(na 12. chromozomu). Pozice genu ale nijak neovliviiuje jejich identi¢nost aminokyselinové
sekvence, ktera ¢ini 74 %, na rozdil od mysi, kde je shoda pouhych 58 % (Luo et al., 2011).

Lidska i porcinni BRCAL se sklada z 1863 aminokyselin. Molekularni hmotnost proteinu
BRCAL dosahuje 220 kDa, pri¢emz nejevi strukturni homologii k jinym proteiniim lidského téla,
s vyjimkou C a N terminalniho konce. N terminalni RING doména se vaze s kruhovou doménou
BARDI. Tento heterodimer se vyznacuje E3 ubikvitin-ligazovou aktivitou (Wu et al., 1996; Xia
et al., 2003; Panier and Durocher, 2009; Rosen, 2013). C terminalni BRCT je fosfoproteinova
vazebna doména navazujici se na motivy s fosfoseriny nebo fosfotyrosiny (Manke et al., 2003).
BRCT doména slouzi k translokaci a akumulaci BRCA1 proteinu do mista poSkozeni
deoxyribonukleové kyseliny DNA (Au a Handerson, 2005; Wu et al., 2010). Ob¢ tyto domény
jsou dulezité pro protirakovinnou funkci BRCAL (Monteiro et al., 1996; Williams and Glover,
2003).

BRCAL dale obsahuje jaderny importni a exportni signal a je mozné ji na raznych
pozicich fosforylovat, a to pomoci kindz Chk2, ATM a ATR, diky ¢emuz muze formovat rizné
komplexy do mista poskozeni DNA, viz obr. 1 ((Rodriguez and Henderson, 2000; Rosen, 2013).

@
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N 988 $1387.51423, |1 1 i
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' ' : " s CtIP
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Obréazek 1: Struktura BRCAL proteinu (ptevzato a upraveno dle Roy et al., 2012)

Legenda: NLS nuclear localization sequence; SCD SQ/TQ cluster domain



BRCAL protein je preferencné exprimovany béhem Sa G2 faze bunéného cyklu
a zpravidla se koncentruje do jadernych fokust (Scully et al., 1996 a 1997a). BRCAI udrzuje
genomovou integritu zptisobem spojenym s opravou DNA a s kontrolnimi body bunééného cyklu,
dale mé i homeostatickou funkci, kterd s poskozenim DNA nutné nesouvisi (Pathania et al.,
2014).

BRCAL ve vazbé s proteinem PCLAF je dulezita pro udrzovani poétu centrozomu (Kais
et al., 2011). Déle je burikou vyuzivana formou heterodimeru s BARDI pro formaci déliciho
vieténka, pro piesun z mitdzy do Gl faze, pro segregaci chromozomi a opétnou tvorbu jadra
(Joukov et al., 2006). Také se zapojuje do spravného vyvoje savcu regulaci fidiciho genu Slug.
Tento transkripéni supresor je deregulovan i u jedinci s haploinsuficienci BRCAL (Proia et al.,
2011).

Slug protein patii do tzv. Snail rodiny a reguluje transkripci spousténim
epitelidlni-mezenchymalni tranzice béhem embryonalniho vyvoje a také tumorové progrese.
Reguluje naptiklad E-Cadherin, pattici mezi tzv. junction proteins (Batlle et al., 2000; Cano
et al., 2000; Niessen et al., 2008).

BRCAL je nezbytny pro integritu konstitutivniho heterochromatinu. Jeho ztratou se
narusuje genové umlcovani v tandemové se opakujicich DNA oblastech, které je zptisobeno
absenci  monoubiquitinace  histonu H2A  komplexem BRCAL1-BARD1. NaruSeni
monoubiquitinace vede ke genomové nestabilité (Xia et al., 2003; Zhu et al., 2011, Kalb et al.,
2014).

Tumorovy supresor BRCAL dale také kontroluje proteiny, napi. Claspin, koaktivator
checkpointové kinazy Chkl svoji E3 ligazovou aktivitou v heterodimeru s BARD1 (Sato et al.,
2012). Muze fungovat také jako transkripéni koregulator prostfednictvim navazani na RNA
polymerazu 1l. (Rosen et al., 2006). Rovnéz reguluje estrogenovy receptor alfa, kdy BRCA1
slouzi jako ligand receptoru za blokace estrogenové signalizace, nebot’ estrogen mimo jiné
funguje jako promotér proliferace bunék (Fan et al., 2001; Liu et al., 2002). Také napomaha ke
stabilité replikacni vidlice, a vyznamné se zapojuje do senescenéni odpovédi buiiky, kterd funguje
jako tumor-supresorovy mechanismus (Campisi, 2005; Pathania et al., 2011; Tu et al., 2011; Tu
et al., 2013).



8 Haploinsuficience BRCAL

Haploinsuficience je stav nedostatecnosti produktu daného genu v buiice z divodu
chybéjici, expresné inhibované nebo mutované jedné z alel konkrétniho genu. Produkt (nejcastéji
protein) zjedné alely tak neni schopny plné zastoupit funkci produkti z obou alel.
Haploinsuficience BRCA1 tak vede naptiklad k naruSeni genomové integrity (Baldeyron
et al. 2002; Cousineau a Belmaaza 2007; Pathania et al, 2014).

Z hlediska této diplomové préace je asi nejvice relevantni publikace Pathania et al. (2014).
V ni bylo zvoleno nekolik bunéénych pochodi, na kterych se BRCAL podili, a byla otestovana
haploinsuficience BRCAL na epitelialnich a fibroblastovych lidskych bunéénych liniich. Pro
analyzu byly vybréany nasledujici procesy, do kterych se BRCAL zapojuje: odpovéd’ na poskozeni
DNA, aktivace kontrolnich bodi, udrZzovani poctu centrozomu, formace mitotického vieténka,
regulace Slug master genu, a na heterochromatinu zaloZend suprese ribonukleové kyseliny (RNA)
(Parvin, 2009; Kais et al., 2011; Proia et al., 2011; Zhu et al., 2011). V praci v§ak nebyla potvrzena
abnormalita ve formovani mitotického vieténka, vV poétu centrozomtl, V represi RNA satelitd,
v expresi Slug genu, aniv regulaci kontrolnich bodd bunéného cyklu v disledku
haploinsuficience. Také na PARP-1 inhibitor bufiky odpovidaly se stejnou citlivosti jako
kontrolni buiky. Naopak vyznamné odlisnd byla odpovéd haploinsuficientnich bunék na
zastaveni replika¢ni vidlice, kdy byl pozorovan snizeny signdl pRPA32, ktery vaze
jednovlaknovou DNA (ssDNA) vznikajici pfi replikaénim stresu. Také byl potvrzen zvySeny
kolaps samotnych replikaénich vidlic. Dale se uk&zano, ze po replikaénim stresu je zasaZen
i proces homologni rekombinace (HR), podilejici se na opravé a restartu zablokovanych
replika¢nich vidlic. To se projevilo napiiklad poklesem signalu rekombinazy RAD51. Schopnost
vazby RAD51 do jinych typi DNA 1ézi vSak zistala neporusena. Také pii soub&zné expozici
replikaénimu stresu @ PARP-1 inhibitoru olaparibu vykazovaly haploinsuficentni buniky vétsi

citlivost.

Nekteré diivejsi vyzkumy vsak ukazuji i jiné vysledky. Napiiklad dle publikaci skupin
Cousineau a Belmaaza (2007) a Konishi et al. (2011) jsou BRCAL haploinsuficientni buné¢né
linie defektni v HR obecné, tedy vcetné oprav DNA zlomu a jsou i celkové citlivéjsi na
genotoxicky stres. Skupina Baldeyron et al. (2002) dokonce ukazuje u haploinsuficientnich
BRCAL bun¢k také defekt v DNA opravé mechanismem nehomologniho spojovani DNA konct
(NHEJ).

Odlisné vysledky je mozné vysvétlit riznymi pouzitymi metodami, pouzitymi bunéénymi
liniemi, vlivem bun&¢ného cyklu, ktery neni v uvedenych pracich vzdy nalezité adresovan (Merel
et al., 2002; Bau et al., 2006).



8.1 Bunécna senescence indukovana haploinsuficienci BRCAL

Data o dopadu haploinsuficience BRCAL byla doplnéna publikaci od Sedic et al. (2015).
Autofi zjistili, Ze BRCAI1 deficientni (+/-) lidské prsni epitelialni buiiky vykazuji zvySenou
odpovéd’ na poSkozeni DNA, telomerovou disfunkci a celkovou genomovou nestabilitu. To se
projevovalo vys§i ptitomnosti markeri DNA poSkozeni. Vysledkem byla vy$§i Groven
fosforylace ATM/ATR checkpointovych kinaz, fosforylace H2AX (marker DNA 1ézi) a zvyseny

pocet 53BP1 fokust (oznacujici mista dvouretézcovych DNA zlom).

Tyto buniky dale projevovaly zvySenou expresi gend spojenych s DNA opravou a genti
zapojenych do aktivace ATR vodpovédi na replika¢ni stres. Akumulovaly se také
chromozomalni abnormality spojené s telomerovou disfunkci, coz vedlo k riznym
chromosomalnim aberacim jako je spojovani telomer a aneuploidii. Vyznamné byla u bunék
aktivovana i odpovéd’ na poskozenou DNA, které by u normélnich bunék zahrnovala aktivaci p53

senescentni odpovédi.

Bunécna senescence je mechanismus suprese celularni proliferace a neoplastické
transformace v reakci na stres, telomerovou erozi, onkogenni aktivitu a ztratu tumorovych
supresord. Proces senescence je mozné Vv nékterych ptripadech zvratit napt. inaktivaci p53 drahy,
inaktivaci nékterych interleukini, deregulaci exprese onkogenil a tumorsupresivnich proteint

(Kuilman et al., 2010).

Senescence je bun&¢ny program asociovany s expresi P-galaktosidazy, zastavenim
V cyklovani a morfologickymi a chromatinovymi zménami. B&Zn€ je senescence zapocata p53
a p16™ *A-RB (déle také dalsimi inhibitory cyklin-dependentnich kindz napi.: p15™<“®, p18'NK4C,
p19'NK*P) drahou, kterou je mozno pouzit jako marker senescence spolu s dalsimi proteiny jako
je p21°'t a p15"™K*B (Kuilman et al., 2010). V piipadé Ze se buiika dostane pies bariéru p16'™ 44,
nastupuje dalsi tzv. agonescence, ktera je opét indukovana p53 Cisté v reakci na velmi zkracené

telomery a jejich disfunkci (Garbe et al., 2009).

V ptipadé BRCAL deficientnich (+/-) epitelidlnich prsnich bunék byl kolektivem autort
publikace Sedic et al. (2015) popsan specificky typ senescence, tzv. haploinsuficienci BRCA1
indukovana senescence, kterd, jak se ukazalo, je do zna¢né miry tkanové specifickd. Tym védca
zjistil, Ze senescenéni odpovéd’ je vtomto piipadé tizena pRB signalni drdhou. Tzn., Ze
misregulace SIRT1 (deacetylaza zavisl4 na NAD) v disledku nedostate¢nosti BRCA1 proteinu
vede ke zvysené acetylaci pRB Vv savéich epitelialnich bunkach, také k akumulaci acetylovaného
histonu H4K16, k telomerové erozi a nasledné genomické nestabilité. Acetylace pRB pak
usnadiiuje interakci s proteiny, které se podileji na diferenciaci a transkripéni represi. Prolomeni

této senescence vede k dodate¢né aktivaci pS3 a ptipadnym dalsim genomickym abnormalitam.



9 Bunécny cyklus

Cyklin dependentni kinazy (CDKSs) jsou regulovany cykliny. Cykliny jsou syntetizovany
a degradovany v danych bodech bunééného cyklu. Pouze nékolik CDK-cyklin komplext je piimo
zapojeno do regulace bunééného cyklu. Jsou zde tii interfazni CDKs: CDK2, CDK4, CDKG®, jeden
mitoticky CDK1. Tyto CDKs jsou regulovany 10 cykliny ve 4 tfidach: A, B, D, E. Tumory jsou
velmi Casto provazeny deregulaci CDK-cyklin komplext, coz vede k abnormalni proliferaci

bunék nebo neplanovanému vstupu do bunééného cyklu (Malumbres a Barbacid, 2005 a 2009).

Na pocatku gap 1 (G1) faze jsou mitogenni signaly nejprve nasledovany expresi D1, D2
a D3-cyklini, které se prednostné vazi na CDK4 a CDK6 béhem G1 faze (Sherr, 1993; Meyerson
a Harlow, 1994; Malumbres a Barbacid, 2005). Aktivaci komplexi CDK-cyklin se ¢asteéné
inhibuji tzv. pocket proteiny: RB, p107, p130, ¢imz se umozni exprese cyklini E1 a E2. Tyto
cykliny se vazi na CDK2 za vzniku aktivniho komplexu CDK2-cyklin E (Harbour et al., 1999;
Malumbres a Barbacid, 2009). Komplex fosforyluje, a tim inaktivuje zbytek aktivnich pocket
proteini (Lundberg a Weinberg, 1998; Harbour et al., 1999). CDK2-cyklin E je nezbytny pro
presunuti do S faze (Hochegger et al., 2008). CDK2 je v pozdni S fazi aktivovan cyklinem A2,
piipadné A1l v zarode¢nych buiikich, pro piesun do gap 2 (G2) faze. Na konci interfaze (G2) je
aktivovdn CDK1 jednim z A-cyklini pro vstup do mitdzy. V pocatku mitotické (M) faze jsou
A-cykliny degradovany za vzniku komplexi CDK1-cyklin B, které fidi bunku v pribéhu mitdzy,
viz obr. 2 (Malumbres a Barbacid, 2005).

CDK2 a CDK4 a CDKG6 i ptes zminény pribéh cyklu nejsou u mnoha bunéénych typu
esencialni pro regulaci bunééného cyklu. Ztrata kazdé z CDKs vede k vyvojovym defektim
u vysoce specializovanych bunék. Pouze ztrdta CDK1 vede k zastaveni bunééného cyklu
(Santamaria et al., 2007).

CDK-cyklin komplexy jsou také zodpovédné za quiescenci v G1 fazi. Dospéla tkan se
vyznacuje kmenovymi bufikami v quiescenci a dcefinymi progenitorovymi buitkami s vysokou
proliferacni kapacitou. Quiescence je mechanismus, ktery chrani bunky ptfed vyCerpanim jeji

prejit do quiescence je dana CDK-cyklin komplexy, které jsou fizeny CDK inhibitory (CKIs).

Jsou zde dvé rodiny CKI. V prvni rodiné jsou INK4 proteiny (p16"™<**, p15"N<B p1g!NKic
A p19'N¥P) které se vazi pouze k CDK4 a 6 (Serrano et al., 1993; Guan et al., 1994; Hannon
a Beach, 1994; Chan et al., 1995; Sherr a Roberts, 1999). V druhé rodin¢ jsou Cip/Kip proteiny
(p21°P1, p27KP @ p57KP?), které Fidi cyklin-(D, E a A)dependentni kinazy (Xiong et al., 1993;
Toyoshima a Hunter, 1994; Lee et al., 1995; Sherr a Roberts, 1999). Tyto inhibitory tlumi

proliferaci v mnoha typech kmenovych bunék riznych vyvinutych tkani. Zatimco u bunék



s chybgjici CDK1 dochézi k zastaveni cyklu, u bun€k s chybéjicim CKIs dochazi k expanzi

a proliferaci kmenovych bunék i dcetinych progenitort a rakoviné (Besson et al., 2007).

Mutace v D typech cyklini, INK4 inhibitorech, CDK4 a CDK®6 je bé&Zna u Siroké skaly
rakovin. CDK2 v piipad¢ lidské rakoviny bé&Zné mutovana nebyva. Pro lidské tumory je bézna
overexprese E cyklin. Naopak exprese p2l a p27 je ¢asto béhem tumorogeneze umlcena
(Malumbres a Barbacid, 2001, 2009).

CDKs jsou regulovany i kontrolnimi body. Kontrolni body brani burice pied vstupem do
dalsi faze, dokud neni pfedchozi faze dokoncena. Chyba v kontrole vede k deregulaci CDKSs, coz
také sméfuje k tvorbé rakoviny (Taylor a McKeon, 1997; Bower et al., 2010).

CyclinD
GO to G1

Cyclin E
GltoS

p21

p27 -~

p57

Obrézek 2: Zakladni regulace bunééného cyklu (pievzato a upraveno dle Chiu a Dawes, 2012)

Legenda: R restrikéni bod



10 Kontrolni body

Spravny pribéh bunééného cyklu je hlidan kontrolnimi body. Jakakoliv zména v DNA,
zpusobena genotoxickymi ¢inidly ¢i jinymi faktory, je detekovana signalni drahou, vyuast'ujici
v CDKs inhibici a zastaveni cyklu. Butika ma moznost opravit defekty, aby se neptenesly do
dcefinych bunék (Béartek et al., 2004; Malumbres a Barbacid, 2009). V ptipadé neispésné opravy,
bunika vstupuje do senescence nebo apoptézy (Wahl a Carr, 2001). Alternativné dojde
k akumulaci chyb vedouci ke genomické nestabilité¢ sméfujici k transformaci a onkogenezi
(Kastan a Bartek, 2004).

V pribéhu aktivace G1/S kontrolnich bodt je kli¢ova ¢innost RB a p53 tumorovych
supresort, ale i BRCAL (Kuerbitz et al., 1992; Fabbro et al., 2004; Wu et al., 2010). Vyzkumy
ukazaly, Ze BRCA1-BARD1 heterodimer v tomto piipadé podminuje fosforylaci p53 tumorového
supresoru na serinu 15 pii poskozeni DNA od ATM a ATR kinaz. Protein p53 pak dale aktivuje
transkripci p21 vedouci k buné¢ného cyklu v G1 kontrolnim bodé (Fabbro et al., 2004; Wu et al.,
2010).

Pro S kontrolni bod jsou klicové ATM a ATR proteiny, které aktivuji Chkl a Chk2.
Aktivace kinaz vede k pozastaveni buiiky v tomto kontrolnim bodé&. Chkl a Chk2 jsou soucasné
regulovany fosfatazami CDC25 A, B a C (Zhao et al., 2002). Pii poSkozeni DNA b&hem S-faze
ATM fosforyluje BRCAL na serinech 1387 a 1423. Tato fosforylace BRCAL proteinu je pro
kontrolni bod dalezita (Xu et al., 2001 a 2002).

Po duplikaci DNA je buiika nadale kontrolovana G2/M kontrolnim bodem, ktery fidi
CDKU1 a kontroluje chromozomalni segregaci (Kops et al., 2005; Musacchio a Salmon, 2007).
V G2/M kontrolnim bodé ATM a ATR fosforyluji Chk1 a Chk2, ty pak nasledn¢ fosforyluji Weel
kinazu a CDC25 A, B a C, které tlumi cyklin B a nasledné i CDK 1 vedouci k zastaveni buné¢ného
cyklu tésné pied nastupem mitozy (O'Connell et al., 1997; Rhind et al., 1997; Wu et al., 2010).
Rovnéz jako v S fazi, po poskozeni DNA se BRCAL aktivuje ATM fosforylaci na serinovych
reziduich 1387 a 1423, a do zna¢né miry pak reguluje Chkl1 kindzovou aktivitu (Xu et al., 2001
a 2002; Yu and Chen, 2004).

BRCAL1 tak hraje dulezitou roli v regulaci S a G2/M kontrolnich bodii po poskozeni
DNA. Buriky s nedostate¢nosti BRCAL proteinu jsou tak defektni v zastaveni v S kontrolnim
bod¢ za soucasného snizeni replikace DNA a taktéz v G2/M kontrolnim bod¢ (Xu et al., 2001).
Dle nékterych praci vSak kontrolni body bunééného cyklu nemusi byt naruseny, pokud je BRCA1

ptitomna alespon v heterozygotnim stavu (Pathania et al., 2014).
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11 Odpovéd’ na poskozeni DNA

V burice existuje hned nékolik mechanismii opravy chybné DNA: excisni oprava bazi pro
odstranéni poskozenych bazi, nukleotidova excisni oprava pro odstranéni vétsich DNA usekd
s adukty a DNA cross-linky, ,,mismatch “ oprava pro odstranéni chybné zatazené a poSkozené

baze. Déle jsou v buiice mechanismy pro opravu DNA zlomti zahrnujici mechanismy HR a NHEJ.

BRCAL hraje dilezitou roli v opravach poSkozené DNA. Po poskozeni DNA je protein
fosforylovany checkpointovymi kindzami ATM a ATR a koncentruje se do mista zlomu DNA
(Scully et al., 1997b a 1999). BRCAL protein je nezbytny pro efektivni opravu DSBs pomoci
procesu HR (Moynahan et al, 1999) a je také vyznamné zapojen do procest
transcriptional-coupled opravy, NHEJ a nukleotidové excizni opravy (Abbott et al., 1999;
Hartman a Ford, 2002; Zhong et al., 2002).

DNA poskozeni vznikaji za ptitomnosti uvolnéného i kompaktniho chromatinu.
Lokalizace poskozeni do chromatinu ovliviiuje aktivaci oprav a jeji u¢innost. Pti poskozeni DNA
obklopené kompaktnim chromatinem je omezen piistup proteini potfebnych pro opravu. Pro tyto
ptipady zasahuje ATP-dependentni mechanismus pro uvolnéni chromatinu v okoli DSBs

(Kruhlak e tal., 2006).

Odpovéd na poSkozenou DNA je Ttizena kinazovou kaskadou ftizenou
phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases (PIKKSs), viz obr. 3. Mezi kindzy patii
DNA-dependentni protein-kindzy (DNA-PKcs), ATM, ATR a kindzy kontrolnich bodi Chkl a
Chk2. DNA-PKcs a ATM jsou primarné zapojeny do opravy DSBs. Do odpovédi na Sirokou skalu
poskozeni DNA, a to zejména b&éhem jeji replikace, je zapojena ATR (Cimprich a Cortez, 2008).
Kinazy reguluji DNA opravu prostfednictvim posttransla¢nich modifikaci enzymut zacastiujicich
se oprav, modifikaci chromatinu v blizkosti poSkozené DNA pro umoznéni navazani proteint

zapojenych do opravy a celkovou Upravou metabolismu buriky (transkripce, buné¢ny cyklus, aj.).

Po aktivaci kindzovych kaskad pii poskozeni DNA, se zvySuje koncentrace CDK
inhibitoru p21 nebo se naopak inhibuji aktivatory CDKs, jako je napt. CDC25 fosfataza (Shiloh
a Kastan, 2001; Shiloh, 2003; Bartek et al., 2004; Kastan a Bartek, 2004). Tyto mechanismy,
dokud je DNA poskozena, zabranuji posunu buiiky do dalsi faze cyklu (G1/S, G2/M).

Pii DSBs se puisobenim ATM a ATR fosforyluje chromatin-vazany histon H2AX na evolu¢né
siln¢ konzervovaném serinu S139 (tato fosforylovana forma se oznacuje jako YH2AX) (Rogakou
et al.,, 1998; Burma et al., 2001). Dale se navazuje protein MDC1 a proteinovy komplex
Mrell-RAD50-NBS1 (MRN). Vysledny komplex MRN, MDC1 a yH2AX proteini navazuje
dalsi ATM protein do okoli poskozeného chromatinu za propagace histonu yYH2AX do velké

chromatinové oblasti zahrnujic az nékolik megabazi v okoli zZlomu. YH2AX je prostiednikem pro
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navazani dalsich proteini potfebnych k modifikaci chromatinu, signalizaci a opravé DNA (Lee
a Paul, 2005; Lou et al., 2006; Savic et al., 2009). Na komplex se dale vazi RNF8 a RNF168 E3
ubikvitin-ligzy. Toto navazani je zprostfedkovano ATM-dependentnim fosforylaénim mistem
na MDC1 a FHA doménou RNF8 (Huen et al., 2007; Mailand et al., 2007; Doil e tal., 2009).
RNF8 spolu s E2 ubikvitin-konjugadzou Ubcl3 monoubiquityluje histony H2A a H2B v okoli
mista poSkozeni, za soucasné translokace BRCAL proteinu do tohoto mista, kdy histony
rozpoznava ubikvitin-rozpoznavajici motiv RAP80, ktery tvoii s BRCA1 komplex (Wu et al.,
2009, Zhao et al., 2007; Wu et al., 2009). Cely ubikvitin-konjugazovy komplex je pak dale
udrzovany RNF168 E3 ubikvitin-ligazou (Doil et al., 2009). Naslednd syntéza
polyubikvitinového fetézce spojeného v misté Lys63 v oblasti dvouvldknového zlomu je
katalyzovana po navazani obou zminénych ubikvitin ligaz (Huen et al., 2007; Sobhian et al.,
2007).

Antagonistou syntézy ubikvitinového fetézce je RNF169 E3 ubikvitin-ligaza (Chen et al.,
2012; Poulsen et al., 2012). Pozitivnim regulatorem je naopak HERC2 E3 ubikvitin-ligaza. Tento
protein navazuje FHA doménu RNF8 ligazy do svého fosforyla¢niho ATM vazebného mista za
shromazd’ovani RNF8-Ubc13 (Bekker-Jensen et al., 2009).

V piipadé, Ze neni poSkozeni fadné opraveno, mize nasledovat genova mutace,
senescence, apoptdza, mitoticka buné¢na smrt, genomicka nestabilita a tumorogeneze (Hannahan
a Weinberg, 2011).

Poskozeni
DNA

{

N

.‘:

Zastaveni v buné&ném cyklu Apoptéza

Obrézek 3: Systémova odpovéd’ na poskozeni DNA (pievzato a upraveno dle Nielsen et al., 2016)
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11.1 Homologni rekombinace

HR patii mezi dalezité procesy buiiky vyuzivané nejen k opravé DNA, ale také k dal$im
procesiim jako je rekombinace genti zodpovédnych za expresi protilatek, a také rekombinace
chromozomui pti meiéze vedouci ke zvyseni genetické variability jedinch. Je to jeden ze dvou
k dispozici templatovd DNA v podobé nové replikované chromatidy. Pti absenci tohoto
mechanismu opravy je zpravidla zastoupen NHEJ. HR je oznacovana jako tzv. error-free oprava,

tedy zpravidla negeneruje delece ani mutace. (West 2003; Zhao et al., 2017).
HR ma nasledujici prabéh, viz také obr. 5:

MRN komplex se svoji RAD50 jednotkou navazuje na DNA konce v dimeru a tvoii most
mezi rozlomenou DNA (Hopfner et al., 2002; Seifert et al., 2016). Dale svoji NBS1 jednotkou
interaguje s ATM a aktivuje jeji katalytickou funkci. ATM rovnéZ fosforyluje nékolik substrati
véetné H2AX histonu v blizkosti DNA zlomu (Lee et al., 2005; Savic et al., 2009; Matsuoka et
al., 2007; Maréchal et al., 2013). Zlomené konce DNA jsou udrZovany pobliz sesterské
chromatidy za pomoci kohezinovych komplext (Potts et al., 206, Kong et al., 2016).

Nasleduje tvorba zafezli a odbourdni c&asti dvouvlaknovych DNA (dsDNA) na
jednovlaknové DNA (ssDNA) s piesahujicimi 3 hydroxy konci. Proces za¢ina interakci BRCA1
s CtIP, proteinem spojenym s transkripénim korepresorem CtBP (Wong et al., 1998; Yu et al.,
1998). CtIP je v tomto ptipadé spolu s BRCA1 potiebny pro samotnou resekci DNA a navazani
replika¢niho proteinu A (RPA) a nasledné ATR kinazy (Schlegel et al., 2006; Sartori at al., 2007).
Do procesu se zapojuje MRN, ktery interaguje s CtIP asociovanym s BRCAL a vytvati tak vhodné
prostiedi pro rozstépeni a odbourani vlakna DNA. ATM spoleéné s MRN zprostfedkovavaji
Casteéné odbourani DSBs z dsDNA na ssDNA. VIakno je dale odbourano DNA2 nebo Exol
5¢-3¢ exonukleazami za spoluprace s BLM helikdzou (West, 2003; Greenberg et al., 2006;
Svendsen et al., 2009; Nimonkar et al., 2011; Aparicio a Gautier, 2016).

sSDNA je rychle obalovana RPA proteinem, ktery rozmotava sekundarni struktury DNA
(Chen et al., 2016). Na vlakna se nasledné navazuje RAD51 DNA rekombinaza, ktera je pro
proces opravy zcela nepostradatelna. Mediatorem této reakce jsou BRCA1-BARDI,
BRCA2-DSS1 a PALP2 proteiny. Piimo s RAD51 interaguje pouze BRCA2 (Pellegrini et al.,
2002; Yang et al., 2005; Xia et al., 2006; Sy et al., 2009; Zhang et al., 2009).
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RAD51 rekombindza ve vazbé s ssDNA dale vyhledavd homologni sekvenci ke
zlomenému vlaknu. Poté, co najde odpovidajici sekvenci na sesterské chromatid€, nasleduje
samotna rekombinace vlaken. Prvné vznika tzv. D-loop meziprodukt, kde 3¢ konce slouZi jako
primery navazané do sesterské chromatidy. Nové vlakno se pak syntetizuje polymerazou n za
kopirovani informace ze sesterské chromatidy. KdyZ dojde ke kontaktu D-loop k druhému
zlomenému konci, vznika Holiday junction s mozZnosti crossover nebo non-crossover pivodnich
chromatid (Bianco et al., 1998; Richardson et al., 1998; Johnson a Jasin, 2000; West, 2003;
Mcllwraith et al., 2005).

Holiday junction (HJ) je mozné posouvat po vlakné v obou smérech, tento krok umozniuje
RAD54. Stejnou funkci dokaze zastoupit také WRN, BLM a RECQ4 a RECQ5 helikazy.
Predev$im pusobenim BLM helikdzy s topoizomerdzy Illo dochdzi k rozstépeni HJ tak, Ze
vysledkem je chromatidovy non-crossover produkt. Naopak crossover produkt vytvaii
MUS81-EME1 endonukledza. Existuji vSak i jiné endonukledzy katalyzujici oba typy rozdéleni
vlaken (Chen et al., 2001; Wu a Hickson, 2003; Bugreev et al., 2006; Bohr, 2008).

Interakce BRCA1 béhem HR jsou pro pribéh opravy DSBs esencidlni (Moynahan et al.,
1999) nicméné burika je dle nékterych publikaci schopna provadét plnohodnotnou HR i v piipadé
haploinsuficience BRCAL proteinu. Heterozygotni BRCAL linie tak nevykazuji typickou
extrémni citlivost na PARP-1 inhibitory, kterd je typickd u linii, jimz BRCAL zcela chybi
(Pathania et al. 2014).

11.2 Nehomologni spojovani volnych DNA konci

NHEJ je opravny mechanismus, ktery se déli na dva subtypy: klasicky (cNHEJ)
a alternativni (aNHEJ). Mechanismus naprosto dominantni pfi opravach dvouietézcovych zlomt
v G1 fazi, ale setkdvame se snim ve vSech fazich bunéného cyklu. Povazuje se za tzv.
error-prone, tedy opravu vnasejici chyby, nebot’ nevyuziva pro opravu templat. Zlomené

chromozomy jsou pouze zpétné ligovany a dochdzi tak k typické deleci bazi (Saha a Davis, 2016).
cNHEJ ma nejbéznéji nasledujici prubéh, viz take obr. 5:

Heterodimericky komplex Ku70-Ku80 se navaze na oba konce zlomené DNA (Walker
et al., 2001). Ku70-Ku80 dale navazuje kindzu DNA-PKcs a posouva se smérem dovniti DNA,
¢imz umoziuje naslednou vazbu DNA-PKcs na DNA. To vede k aktivaci serin-threonin kindzové
aktivity DNA-PKcs. Diky pozici Ku70-Ku80 se mohou navazat dalsi dvé DNA-PKcs a vytvorit
most mezi obéma rozlomenymi vlakny. DNA-PKcs fosforyluje ¢etné substraty, véetné Ku70,
Ku80, XRCC4, XLF, Artemis exonukledzy a DNA ligazy IV, a také sama sebe. Ke koordinaci
Uprav pro spojeni koncti zZlomené DNA tak vedou nejruzngjsi fosforylace (Yaneva et al, 1997,
Yoo a Dynan, 1999; DeFazio et al., 2002; Jiang et al., 2015).
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Konce DNA v mistech DSBs se dale upravuji enzymaticky. Mezi tyto enzymy patii
Artemis, PNKP (5° kinazova a 3 fosfatdzova aktivita; Habraken a Verly, 1988), APTX (procesuje
meziprodukty ligace deadenylaci na 5° konci, ¢imz vznika 5° fosfatovy konec, na kterém nasledné
muze prob&éhnout ligace; Ahel et al., 2006) a APLF (ma endonukledzovou a 3°-5°¢ exonukleazovou
aktivitu, ale také slouzi jako leSeni pro XRCC4, DNA ligdzu IV a XLF; Kanno et al., 2007;
Grundy, 2013). Nejznaméjsi ze jmenovanych enzymu je pro uvedenou Upravu Artemis se svoji
5¢-3¢ exonukleazovou a endonukleazovou aktivitou (Ma et al., 2005; Harlerode a Scully, 2010).
Enzym Artemis se navazuje do mista zlomu prostiednictvim Ku70-Ku80 a jeho endonukledzova
schopnost je aktivovana jiz zminénou fosforylaci DNA-PKcs (Ma et al., 2002; Yang et al., 2016).

Dosyntetizovani vzniklych mezer zprosttedkovavaji ¢lenové rodiny DNA polymeraz X.

Ligaci obou vlaken obstarava X4-L4 komplex obsahujici XRCC4, DNA ligazu IV, XLF
a PAXX (Grawunder et al, 1997; Hentges et al., 2006; Xing et al., 2015). XRCC4 zde slouZi jako
leSeni interagujici s Ku70-Ku80 a DNA (Modesti, 1999; Nick McElhinny, 2000; Andres et al.,
2012). XRCC4 dale interaguje s PNKP, APLF i APTX nukledzami (Lieber, 2010). XRCC4
a XLF formuji dlouhy super-helikalni filament, ktery tvofi most ve zlomu pro umoznéni ligace
(Wu et al., 2011). PAXX zde mé funkci regulace XRCC4-DNA ligazy 1V a za ur¢itych okolnosti
dokaze sam ligovat DSBs (Xing et al., 2015). Jak XRCC4 tak XLF stimuluji DNA ligazu IV ke
spojeni koncti DNA (Grawunder et al., 1998; Gu et al., 2007). Ligaza dokaze navic ligovat konce,

které nejsou zcela kompatibilni (Gu et al., 2007).

Do NHEJ se rovnéz zapojuje MRN komplex, jehozZ RAD50 jednotka asistuje pii spojeni
koncii (Hartlerode a Scully, 2009; Chiruvella et al., 2013), a WRN, ktery tyto konce chrani pted
poskozenim, pfi¢emz soucasné reguluje vybér mezi klasickou nebo alternativni cestou opravy
(Shamanna et al., 2016). Rovnéz se zapojuje tumorovy supresor 53BP1. V okamziku po$kozeni
je tento jaderny protein mozné kolokalizovat spolecné s YH2AX, BRCALI a dal§imi proteiny.
Na svém povrchu obsahuje cetnd vazebna mista, kterd proteinu davaji schopnost fungovat jako
bunécény medidtor a efektor odpovédi na dvouvlaknovy zlom (Weinert a Hartwell, 1988; Schultz

et al., 2000, Wang et al., 2002; Difilippantonio et al., 2008; Panier a Boulton, 2013).

aNHE]J probiha za absence faktort jako je Ku, XRCC4 a DNA ligazy IV. Oprava je
doprovazena delecemi a homolognimi Gseky v misté¢ zlomu (Hartlerode a Scully, 2009).
Alternativou za tyto faktory jsou: XRCC1, DNA Ligaza I, DNA Ligaza Ill a MRN, viz obr. 4
(Chiruvella et al., 2013, Yang et al., 2016).
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Obrézek 4: Mechanismy opravy aNHEJ (pfevzato a upraveno dle Lazzerini-Denchi a Sfeir, 2016)

Vliv BRCAL na cNHEJ se v rtiznych publikacich prezentuje ruzné, viz také kapitola
Haploinsuficience BRCAL. BRCAL protein pravdépodobné hraje roli ve stabilizaci Ku70-Ku80
a jeho navazovani do mista zlomu béhem Gl1, ale ne v jinych fazich buné¢ného cyklu (Zhang et
al., 2004; Jiang et al., 2013). Umlceni BRCAI, ale nevede ke kompletnimu selhani navdzani
Ku70-Ku80 do mista poskozeni. To naznacuje, ze NHEJ zahrnuje dals$i drahu umoznujici cNHEJ,
bez ohledu na pfitomnost BRCA1 (Jiang et al., 2013). BRCA1 dokéaze regulovat NHEJ i béhem
S faze a to atenuaci autofosforylace DNA-PKcs na serinu 2056. Naopak inhibice fosforylace vede
k upfednostnéni HR (Davis et al., 2015).

Dalsi rozpory v publikacich se objevuji pro vliv BRCALl na aNHEJ. BRCA1-CtIP
heterodimer je potfebny pro navazani enzymu poly(ADP-ribose) polimerase 1 (PARP-1), ktery
je nezbytny pro aNHEJ, do mista poskozeni. Jina publikovand data naopak ftikaji, Ze
BRCA1-BACHL1 blokuje aNHEJ (Dohrn et al., 2012; Badie et al., 2015). Dle Saha a Davis (2016)
BRCA1 za normalnich okolnosti blokuje aNHEJ, ale dokaZe ji podpofit v okamziku absence
cNHEJ.
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Mimo jiz zminéné interakce, BRCA1 do opravy pfispiva prostfednictvim MRN
komplexu, ktery se zapojuje jak do NHEJ, tak do HR (Fu et al., 2003, Wu et al., 2010). BRCA1
tak mize tlumit nukledzovou aktivitu MREI1 a je zapojena do ATM-dependentni fosforylace
NBS1 (Zhong et al., 1999; Foray et al., 2003). Inhibice nukledzové aktivity je mozna cesta, jakym
BRCALI podporuje cNHEJ oproti aNHEJ, nebot’ pravé MRE11 je soucasti drahy aNHEJ (Paull
et al., 2001).

Existuji dva komplexy, které se navzajem ovliviiuji a ptisobi jako antagonisté a rozhoduji
o tom, zda se bunka za¢ne opravovat NHEJ nebo HR. Tyto dva komplexy jsou BRCA1-CtIP
podporujici HR, a 53BP1-RIF1-PTIP podporujici cNHEJ. Béhem S faze BRCAL-CtIP odstraiuje
53BP1-RIF-PTIP z mista zlomu a iniciuje HR. Naopak v pribéhu G1 53BP-RIF1-PTIP blokuji
komplex BRCAZL-CtIP a iniciuji ctNHEJ (Feng et al., 2015).
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Obrazek 5: Mechanismy oprav cNHEJ a HR (pfevzato a upraveno dle Schwertman et al., 2016)
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11.3 Oprava zastavené replikacni vidlice

V okamziku po$kozeni DNA a zastaveni replikac¢ni vidlice se na tuto vidlici navazuji
proteiny, které hraji roli ve stabilizaci, opravé a opétném zapoceti replikace. Proces je nezbytnym
opatfenim proti zhrouceni vidlice a vzniku DSBs a nasledné moznosti genomové nestability, viz
obr 6.

Pro znovuobnoveni replikace po odstranéni poSkozeni je dulezitA ATR kinaza.
V nepiitomnosti ATR chybi i DNA polymeréza o a ¢ za vzniku chybnych DNA struktur (Sogo
etal., 2002; Cobb et al., 2003 a 2005). ATR fosforyluje Chk1, ktery chrani replika¢ni vidlici pted
zhroucenim a reguluje vznik nového replikaéniho po¢atku (Liu et al., 2001; Shechter et al., 2004;
Paulsen a Cimprich, 2007). Dale fosforyluje komponenty replisomu a proteiny, které replika¢ni
vidlici zastavuji (Cortez et al., 2004; Matsuoka et al., 2007).

BRCAL se navaze do mista poSkozeni DNA za nasledného navazani dalSich nezbytnych
opravnych proteini a zpisobi zastaveni replika¢ni vidlice (Pathania et al., 2011 a 2014). Za
nepiitomnosti BRCA1, vidlice v misté¢ DNA poskozeni zpravidla zkolabuje a dochézi ke vzniku
DSBs (Gorgoulis et al., 2005; Pathania et al., 2014). Dle publikace Pathania et al. (2014) jsou
k zastaveni a stabilizaci replika¢ni vidlice v misté zlomu, ¢i v piipadé replikaéniho stresu potieba
ob¢ alely BRCA1 funkéni. Jedna se tedy o proces pravdépodobné velmi naroény na celkovy pool
volného BRCAL proteinu. V ptipadé heterozygozity je defektnost BRCA1-dependentich procesii
pii stabilizaci replikac¢nich vidlic manifestovana naptiklad pfi indukci replika¢niho stresu

aphidikolinem (inhibitor replikativnich polymeraz) (Pathania et al., 2011 a 2014).

Dalsim dulezitym proteinem pro opravu zastavené replika¢ni vidlice pomoci HR je
RAD51 spolu s BRCA2 (Patermann et al., 2010). BRCA2 je kli¢ovym ¢lankem pro navazani
RADS51 do mista poskozeni DNA vedouci k rekombinaci vldken (Chandramouly et al., 2011).
RADS51 protein se vSak vaze na fosforylovany RPA, ktery pokryva ssDNA v misté zastavené
replikaéni vidlice a vazba fosforylovaného RPA je do zna¢né miry zavisla na BRCA1. Nepiimo
tak BRCA1 ovliviiuje i vazbu RADS51 (Pathania et al., 2014). Dalsim BRCA1 partnerem je CtIP,
ktery taktéz hraje roli ve znovuobnoveni replikace (Wong et al., 1998; Yeo et al., 2014). Stejné
jako u piedchoziho ptikladu je i navazani CtIP do mista zastaveni replikacni vidlice defektni

Vv pfitomnosti pouze jediné funkéni alely BRCAL (Pathania et al., 2014).

Mezi dalsi faktory napomahajici znovuobnoveni replikace v misté zastaveni replika¢ni

vidlice patii Mrell nukleaza. Jeji funkce je resekce a zapoceti oprav Vv tomto misté (Trenz
et al., 2006; Schlachel et al., 2011; Hashimoto et al., 2012).
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Piekiizeni vazeb v DNA béZzné vede k zastaveni replikacni vidlice a aktivaci ATR, ktery
fosforyluje nékolik Fanconi anemia proteinti, coZ je nezbytné pro pribéh opravy piekiizeni vazeb
(DNA cross-linki) (Matsuoka et al., 2007; Wilson et al., 2007; Collins et al., 2009; Sirbu a Cortez,
2013). Jako prvni se do mista zastavené replika¢ni vidlice navazuje FANCOM helikdzou (Meetei
et al., 2005). Ta umoZnuje navazani FA core complexu, tj. ubiquitin ligazy, ktery
monoubiquitinuje FANCD2-FANCI komplex (Garcia-Hiquera et al., 2001). Nasledné jsou na
obou stranach piekfizeni provedeny zatezy za pomoci endonukledzy FAN1, kterd rozpoznava
monoubiquitinovany FANCD?2 (Liu et al., 2010; Smogorzewska et al., 2010). Po fezu jsou vlakna
oddélena a samotna oprava je zprostiedkovana HR (Long et al., 2011, Sirbu a Cortez, 2013). Déle
se forforyluji SMARCAL1 ATPaza a WRN helikaza, které jsou vyuzity pro opétovné zahajeni
syntézy vlakna DNA (Pichierri et al., 2003; Yusufzai a Kadonaga, 2008; Bansbach et al., 2009;
Sobeck et al., 2009; Ammazzalorso et al., 2010).

Odpojeni polymerazy a helikazy
ze zastavené replikacni vidliCky

Helikdza

Stabilizace replikacni vidlicky

aRADS1D
MR R ADs 1 Y70
RAD51C [T e

A

Obrézek 6: Odpovéd’ buiiky na zastavenou replika¢ni vidlici (pfevzato a upraveno dle Nielsen et al.,
2016)
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12 Terapeuticky potencial PARP inhibitori a dalSich 1é¢iv u BRCA1
deficientnich nadori

PARP je hlavni regulator pro bazovou excisni opravu a opravu SSBs (Bouchard et al.,
2003). Zprostiedkovava nékteré zmény chromatinu potiebné pro opravu DNA. PARP-1, spolu
s PARP-2 jsou aktivovany v misté poskozeni DNA. Zde katalyzuji formaci poly(ADP-ribose)
polymeri na nich samotnych (autoPARylace) a na blizkych substratech (Satoh a Lindahl, 1992;
Amé et al., 1999; Allinson et al., 2003). PARylace, pfimo nebo prostfednictvim navazanych
proteint jako je APLF a chromatin remodelujici enzym CHDIL, indukuje zmény ve struktufe
Vv lokalnim chromatinu. Tyto zmény vedou k uvolnéni chromatinu a navazani dalSich proteinti
pottebnych pro DNA opravu (Tulin a Spradling, 2003; Ahel et al., 2008 a 2009; Rulten et al.,
2008; Gottschalk et al., 2009).

Mutace v PARP-1 genu ¢i jeho ztrata vede k akumulaci DNA poskozeni s vysokym
potencialem zpiasobit zastaveni a pfipadny kolaps replika¢ni vidlice béhem S-faze bunééného
cyklu. Tyto defektni struktury na DNA je pak mozné opravit téméf vyhradné za pomoci HR.
V ptipadé zvyseného vyuziti HR pro opravu DSBs si buiika dokaze vytvorit toleranci ke ztrate
PARP-1 (Oikawa et al., 1980; Wang et al., 1997; Simbulan-Rosenthal et al., 1999). Buiky
s defektni HR vSak nedokazi opravit kumulujici se poSkozeni na DNA pfi ztraté¢ PARP-1, a to
vede k buné¢éné smrti (Helleday et al., 2005; Ashworth, 2008). Buiiky BRCA1 nebo BRCA2
deficientni jsou extrémné citlivé na PARP inhibitory pravé z diivodu nefunkéni HR (Bryant et al.,
2005).

V tomto kontextu mluvime o syntetické letalité, kdy samostatna ztrata jednoho
bunééného mechanismu je viabilni, ale vyrazeni dvou vede ke smrti, viz obr. 7 (O’Neil et al.,
2017). PARP inhibitory se tak nabizi jako terapeutikum pro 1é¢bu rakoviny asociované
s deficienci BRCA1 nebo BRCA2 (Bryant et al., 2005). Pocatek klinickych testi s olaparibem
(PARP inhibitor) ukazal slibné vysledky pro 1é¢bu rakoviny asociovanou k BRCA1 nebo BRCA?2
(Fong et al., 2009). Druha faze studii ukazala G¢innost u pfiblizné jedné téetiny pacientt (davka
400 mg dvakrat denné; Audeh et al., 2010; Tutt et al., 2010).
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Nekteré rakoviny asociované s BRCA1 nebo BRCA2 se mohou stét rezistentni na PARP
inhibitory, pfipadné i chemoterapeutika zpuisobujici prekiizeni vazeb. K rezistenci mize dojit
napiiklad po zpétné sekundarni mutaci v BRCA genu, ktera obnovi jeho funkci, a tudiz i HR
dependentni opravné mechanismy (Sakai et al., 2008; Swisher et. al., 2008; Fong et al. 2009).
Mnoho téchto mutaci je zptisobeno posunem ¢teciho ramce za vzniku zkraceného produktu, ktery
je degradovan. Vysttizeni lokusu zahrnujiciho i mutaci, mize vést k deleci jednoho ¢i vice exonu
a k obnoveni ¢teciho ramce. Vznika sice krat$i proteinovy produkt, ten ma vsak dostate¢nou
funkci, aby vedl krezistenci k PARP inhibitorim a také chemoterapeutikim zpusobujici
piekiizeni vazeb (Tassone et al., 2003; Sakai et al., 2008; Aly a Ganesan 2011).

Dalsim moznym mechanismem rezistence na PARP-1 inhibitor je soub&éznad ztrata
BRCAL a 53BP1. 53BP1 se podili na rozhodovani o typu opravy DNA léze a jeho absence
zpusobuje V nepiitomnosti BRCA1 vyznamny posun k NHEJ. Buika pak opravuje léze
preferenéné timto mechanismem a dale pokrac¢uje v prichodu bunéénym cyklem a piekracuje
G2/M kontrolni bod, bez ohledu na velké mnozstvi mutaci, jez NHEJ generuje (Bouwman et al.,
2010; Bunting et al., 2010; Panier a Boulton, 2013). Skupina autord publikace Bouwman et al.
(2010) zjistila, ze ve&tsi Cast pacientd s triple negativnim karcinomem prsu a rakovinou prsu
asociovanou s BRCALI deficienci trpi pravé snizenou nebo tuplnou ztratou exprese 53BP1. Tato
zjisténi tak maji znaény potencial pro klinické aplikace PARP-1 inhibitort (Bouwman et al.,
2010; Bunting et al., 2010; Panier a Boulton, 2013).

Za rezistenci na PARP-1 inhibitory mtze byt i zvy$ena aktivita p-glykoproteinového
efluxu, podminujici tzv. multiple drug resistance (MDR) fenotyp (Rottenberg et al., 2008). Jako
mozné feSeni rezistence na PARP-1 inhibitory by se pak mohlo ukazat soub&zné uziti inhibitora

p-glykoproteinovych transportér.

Normalni buiiky Buiiky s BRCA mutaci Buiiky s PARP1 inhibitorem Buiiky s BRCA mutaci
a PARP1 inhibitorem
Bazova excisni Homologni Bazova excisni Homologni Bazova excisni Homologni Bazova excisni Homologni
oprava rekombinace oprava rekombinace oprava rekombinace oprava rekombinace
PARPl BRCA PARPL  BIX PARPl  BRCA APARPI X
PARP1I#” PARP1i
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Obréazek 7: Princip syntetické letality u BRCA1 deficientnich bunék vystavenych PARP-1 inhibitoru
(pfevzato a upraveno dle Iglehart a Silver, 2009)
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13 Rakovina, jeji vznik a rozvoj

Prichod bunénym cyklem je stimulovan ristovymi faktory, u kterych normalni buiika
reguluje produkei a sekreci. Tyto signalni molekuly podporuji buné¢ny rist a jejich dé€leni napii¢
bunéénym cyklem. Timto zplisobem se zachovava kontrolovany pocet bun¢k, normalni vzhled
a pozice vuci tkani a jeji funkce. Rakovinné bunky dereguluji signalni molekuly za vysledné
nekontrolované proliferace (Hanahan a Weinberg., 2011).

Velky podil signdlnich molekul tvoii rtstové faktory vazajici se na povrch bungk.
Obvykle obsahuji tyrosin-kinazové podjednotky. Navazani na povrch buiiky vyvolava signalni
kaskadu vedouci k pokynu jako je postup v buné&ném cyklu, rust buiiky, ale také ovliviuji
metabolismus buriky a jeji pfezivani. Tyto mitogenni signaly se vyznacuji parakrinni signalizaci
(butika produkujici tyto mitogeny, ovliviiuje buiiky v bezprostiedni blizkosti). Signalni molekuly
jsou pro jejich budouci pouziti shromazd’ovany v extracelularni matrix, ¢imz se jejich vyuziti

i reguluje. Déle jsou regulovany enzymy (Hanahan a Weinberg, 2011).

Rakovinné burky si dokazi signalni molekuly sami produkovat, coz vede k autokrinni
signalizaci (molekuly produkované burikou se vAzi na receptory téze bunky). Také dokazi
signalizovat normalnim buiikdm, aby produkovaly tyto signalni molekuly (Bhowmick et al.,
2004; Cheng et al., 2008). Rakovinné buriky dale zvySuji mnoZstvi receptori na svém povrchu
jejich zvySenou expresi nebo méni strukturu stavajicich receptori. Mohou se také stimulovat

aktivaci nize v signalni kaskad¢ (Hanahan a Weinberg, 2011).

Neni tedy ptekvapenim, Ze mnoho rakovin je zpuisobeno pravé mutaci slozek v této
signalizaci. Jako priklad muze slouzit mutace v B-Raf genu vedouci k mitogenni aktivaci
MAP-kinazové drahy (Davies et al., 2002; Davies a Samuels, 2010). Pfipadn€ vznikaji mutaci
v genech zodpovédnych za odpovéd’ na zvySenou signalizaci signdlnich molekul. Ptikladem
miZe slouzit mutace v ras genu, ktery za normalnich okolnosti vede k Ras-GTPasové aktivité.

Ta je potiebna k zpétnovazebné inhibici pienosu signalu (Margarit et al., 2003).

Zvysujici se exprese genu zodpovédnych za proliferaéni signal mize vést k senescentni
odpoveédi, pripadn€ i k smrti buiiky. V pocatecnich stadiich rakoviny mutze také dochazet
k degradaci chromozomii za hranici telomér, a to kvuli absenci schopnosti prodluzovani telomér.
Zejména pii absenci p53 se tato rakovina dokaze rozvinout za doprovodu chromozomdlnich
aberaci. Piipadné se spusti proces senescence/apoptdzy, ktery vznikajici rakovinu zastavi (Chin
et al., 1999; Vulliamy et al., 2006; Raynaud et al., 2010; Gunes et al., 2017). Na druhou stranu
bylo zjisténo, Ze samotny tumor dokaze vyuZzit senescentni geny ve sviij prospéch (rakovinny rust,
sekundarni tumory, zanét a relaps), a to i v normalnich burikach (Lowe et al., 2004; Schoserrer

etal., 2017).
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Rakovinné buniky maji schopnost se vyhybat ¢inkim ristovych supresorti. Jako ptiklady
mohou slouzit RB a p53 proteiny. RB je hlavni protein kontrolujici buné¢ny cyklus, a to prechod
z faze G1 do faze G2. Rozhoduje o bunééném osudu, jestli bunika vstoupi do faze proliferace,
piipadné do senescence ¢i apoptozy. Za jeho neptitomnosti buitka prochazi bunéénym cyklem
bez zastaveni (Goodrich et al., 1991; Hanahan a Weinberg, 2011; Borysov et al., 2016). p53 je
reguladtorem odpovidajicim na stres a na bunéné abnormality: poSkozeni DNA, mnozstvi
nukleotidd, mitogenni signaly, koncentrace gluk6zy a oxygenace. Pokud jsou tyto faktory mimo
normu, p53 buriku zastavuje v cyklovani, pfipadné spusti apoptozu (Nicol et al., 1995; Hanahan
a Weinberg, 2011). Proto ztrata p53, jako senzoru poSkozeni a vykyva v buiice, ¢asto vede
Kk uniku rakovinnych bunék z apoptézy. Oba proteiny jsou soucasti a spolupracuji s velkym
komplexem proteind a v nékterych piripadech dokaze bunka do uré¢ité miry jejich neptitomnost

kompenzovat (Hanahan and Weinberg, 2011).

Pfi ristu bézné tkané dochazi ke kontaktni inhibici. To znamena, Ze se buiky pfestanou
délit v okamziku obklopeni sousednimi bunikami. Cilem je zabranit dal$i proliferaci a udrzet
homeostazu tkané. Tato inhibice ov§em u mnoha typt rakovin neplati (Seluanov et al., 2009;
Hanahan a Weinberg, 2011).

Jednou z nejdilezitéjsich rakovinnych bariér je apopt6za, tedy programovana bunééna
smrt. Proces se spousti jako odpovéd’ na rizné bunéné stresy. Apoptoticky proces se sklada
zregulatort a efektord. Regulatory umoznuji apoptézu dvéma hlavnimi zpisoby: vnéjSim
a vnitinim (zprostiedkovana mitochondriemi). V obou piipadech dochazi k aktivaci kaspaz.
To vede k proteolytickym reakcim a fetézci udalosti, vedoucich k pohlceni buriky jednou ze
sousednich bunék nebo fagocytem. K apoptdze dochdzi v zavislosti na pievazujicich
apoptotickych nebo naopak antiapoptotickych faktorech. Nejznaméjsi antiapoptotickou rodinou
proteinti je Bel-2. Clenové této proteinové rodiny blokuji Bax a Bak proapoptotické spoustéce.
Pti zvySené koncentraci dojde k transportu apoptotickych proteinti do vnéj$i mitochondrialni
spousti kaspazovou fetézovou reakci. Druhd cesta vede pies aktivaci takzvanych death receptoru
na vnéjsi strané membrany burniky. Po pfevedeni signalu do vnitfniho prostiedi buiiky se aktivuje
kaspaza 8 s pokracujici apoptotickou reakci (Lockshin a Williams 1965; Indran et al., 2011).
Rakovinné bunky se mohou procesu apoptézy vyhnout downregulaci apoptotickych faktort,

upregulaci antiapoptotickych faktort a jiz zminénou ztratou p53, aj. (Hanahan a Weinberg, 2011).

Dalsim obrannym bunénym mechanismem je autofagie, kterd je odpovédi na stres
nejcastéji vyvolany hladovénim bun€k (Levine a Croemer, 2007). Proces je zalozen na
intrabunénych vezikulach, autofagozomech, které fizuji a uvniti rozkladaji organely buiiky.
Timto zptisobem burice poskytuje jednoduché molekuly jako zdroj energie. Proces je pomérné

Uzce spojen s apoptozou, kdy maji tyto procesy nékteré regulatory spoleéné (Wang et al., 2018).
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Mezi vice $kodlivé, nez pomahajici procesy, patii nekroza. U nekrotickych bunék dochazi
k jejich rozpadu a vyliti obsahu do okoli. Vypusténé latky do okoli mobilizuji imunitni system,
a to zejména zanétlivé buniky imunitniho systému. Tyto imunitni buiitky mohou podporovat
tumorogenezi napiiklad podporou angiogeneze, proliferace rakovinnych bungk, aj. Butika pfi
svém rozpadu uvoliuje i fadu faktort, které dokazi deregulovat sousedni buiiky za mozného

rozvoje rakoviny (Grivennikov et al., 2010).

Velmi typickym znakem rakovinnych bunék je replikativni imortalita. U béznych bunék
dochazi k neustalému zkracovani konct telomer a timto procesem se limituje jejich schopnost
proliferace. Po naprogramovaném poctu déleni buiikka pfejde do senescence a pozdéji do
apoptdzy. V nékterych piipadech se buiika témto mechanismiim vyhne za vzniku imortalizované
bunky. Imortalizace je umoznéna telomerazami, které prodluzuji konce telomer a v béznych
burikach (az na vyjimky) se vyskytuji jen v malém mnozstvi. Rakovinné buriky si enzym obvykle
dodavaji upregulaci jeho genu, piipadné alternativné rekombinaci (Kim et al., 1994; Shay
a Wright, 2000; Hackett a Greider, 2002; Hanahan a Weinberg, 2011).

Tvorbu tumoru doprovazi i tvorba novych cév pro vyzivu bunék a odvod odpadnich latek:
vaskulogeneze a angiogeneze. U b&zné tkané jsou cévni buiky téméf neustale v quiecsenci.
U rakovinné tkané je naopak tvorba cév neustale v procesu za podpory rakovinného ristu
(Gimbrone et al., 1972; Kazerounian a Lawler 2017). OvSem jsou zde i typy tumord, u kterych se

setkavame naopak s hypovaskularizaci (Olive et al., 2009).

Rakovinné butiky prodélavaji ur¢ité zmény, které mohou vést k invazi a metastazi.
Takova zmény jsou typické pro proteiny s adhezni funkci (napi.: E-Catherin). Také dochazi
Kk upregulaci gent asociovanych s migraci bun¢k (napt.: N-Cadherin). S procesem metastazi je
spojena epitelidlni-mezenchymalni tranzice (EMT). EMT se v téle vyskytuje ptirozené, napf. pti
morfogenezi, hojeni ran, aj., ale také se uplatiuje pfi rakoving, kdy umoziiuje zminénou invazi,
metastazi a dale rezistenci k apoptoze. EMT je regulovano skupinou transkripénich faktorda: Snail,
Slug, Twist a Zebl a Zeb2, jejichz deregulace vede k agresivnéjsi formé rakovin (Cano et al,
2000; Santamaria et al. 2017).

Do invazivniho rdstu pfispiva i mezibunécna komunikace (pfipadné komunikace se
stromatem) a stimulované makrofagy dodavajici enzymy degradujici matrix sousednich bunék
(Joyce a Pollard, 2009).
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14 Material a metody
14.1 Biologicky material

V této praci byly pouzity 4 bunétné linie primarnich porcinnich fibroblastl ze selat
yukaténskych miniaturnich prasat stejného stafi a linie lidské rakoviny prostaty DU145, viz tab.
1. Buné¢né linie byly kultivovany v nizkych pasazich v RPMI médiu pii 37 °C v prostiedi 5%
CO..

Primarni porcinni fibroblasty byly ziskdny od autorti publikace Luo et al. (2011), ktefi
tyto GMO porciny vytvorili a z nich vygenerovali pouZité buné&né linie. Porcinni modely byly
vytvofeny za pomoci rekombinantniho adenoviru a hand-made klonovani. Adenovirovy vektor
obsahoval dvé homologni ramena k exonu 11 porcinni BRCAL a transgenni kazetu zahrnujici
selek¢éni markery. Timto virem byly infikovany porcinni fibroblasty, z kterych se pouzila jadra
pro tvorbu embryi. Ebrya byla vlozena do prasnic a po narozeni selat byly z ucha odebrany
buné&né linie primarnich porcinnich fibroblasti. Vysledkem byly bunééné linie s mutovanou
alelou proteinu exprimujici zkraceny produkt BRCAL z diivodu alternativniho sestfihu, viz obr.
9.
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Vektor s kazetou
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4
|
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Obrézek 9: Schéma genového lokusu BRCAL a vloZené transgenni kazety (pitevzato a upraveno dle Luo et
al., 2011).

Legenda: Blpl restrikéni endonukleaza, EM7 promotor, ITR obracend terminélni opakovani, LHA levé

homologni rameno, Neo neomycin, PGK promotor, RHA pravé homologni rameno, Zeo zeocin
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Tabulka 1: Seznam pouzitych bunéénych linii

Puvod Bunécna linie BRCAL1 konstituce
Primarni porcinni fibroblasty 539 +/+
Primarni porcinni fibroblasty 538 +/+
Primarni porcinni fibroblasty 513 +/—
Primarni porcinni fibroblasty 473 +/—

Epitelialni bunky lidské rakoviny

DU145 +/+
prostaty

14.2 Pouzité chemikalie a soupravy

30% Akrylamide/Bis Solution 29:1 (161-0156; BIO-RAD)

4% Formaldehyd (HT501128-4L; Sigma Aldrich)

Aphidicolin (BUT-0307-M025; Adipogen)

Amonium persulfate (215589-100G; Sigma Aldrich)

Azide sodium (71289; Sigma Aldrich)

Bromphenol blue (114391; Sigma Aldrich)

Chlorid draselny (30076-APO-G0500-1; lach:ner)

DAPI (D9542-10MG; Sigma Aldrich)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (30016-APO; lach:ner)

Dimethyl Sulfoxide for cell culture (A3672,0250; AppliChem)
DL-Dithiothreitol (D0632-25G; Sigma Aldrich)

DMEM High Glucose w/ Stable Glutamine, W/ Sodium Pyruvate (LM-D1110/500; Biosera)
FBS Fetal Bovine Serum 10270 (10270-106; Gibco®; Thermo Fisher Scientific)
Glycerin bezvody (14550-11000; Penta)

Glycin (G8898-1KG; Sigma Aldrich)

Hoechst33342 (H3570; Thermo Fisher Scientific)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (12340-31000; Penta)
Immersol™ 518 F (12-624-66B; Zeiss)

KU 0058948 hydrochloride (2001; Axonmedchem)

Kyselina octova ledova (19990-11000; Penta)

Methylalkohol p.a. (21210-20010; Penta)

Nitrocelul6zova membréna 0,45 um (1620115; BIO-RAD)
Penicillin-Streptomycin (P4333-100ML; Sigma Aldrich)
Phenazine methosulfate (P9625-5G; Sigma Aldrich)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (23225, Thermo Fisher Scientific)
Ponceau S (P3504-10G; Sigma Aldrich)
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Precision Plus Protein™ Standard Dual Color (161-0374; BIO-RAD)

Protilatky, viz tab. 2

RPMI-1640 Medium, Modified with sodium bicarbonate, without L-glutamine and phenol red
(R7509-500ML; Sigma Aldrich)

RPMI Medium 1640 (1x) + GlutaMAX™:-| (61870-010; Gibco®; Thermo Fisher Scientific)
Sodium chloride (31434-5KG-R; Sigma Aldrich)

Sodium dodecy! sulfate (71729-500G; Sigma Aldrich)

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (34095; Thermo Fisher Scientific)
SuperSignal® West Pico Maximum Sensitivity Substrate (34080; Thermo Fisher Scientific)
Susené mléko odtu¢néné (Laktino)

N,N,N*,N*-Tetramethylethylenediamine; TEMED (T9281-25ML, Sigma Aldrich)

Tris (37180.04; SERVA)

TritonX 100 (3051.2; ROTH)

Tween 20/Polysorbate 20 (103168; MP Biomedicals)

Trypsin TrypLE™ Express (+) Phenol Red (12605-028; Gibco®; Thermo Fisher Scientific)
VECTASHIELD® Mounting Medium (H-1000, Vector Laboratories)

XTT sodium salt (A2240,0500; Applichem)

Tabulka 2: Seznam pouzitych protilatek

Protilatka Klon Pivod Vyrobce Kat. ¢islo

Anti-53BP1 H-300 Rabbit Santa Cruz sc22760
Anti-p-aktin C-4 Mouse Santa Cruz Sc47778
Anti-BRCA1 1-20 Rabbit Santa Cruz cS646
Anti-cyklin A H-3 Mouse Santa Cruz $c271645
Anti-RAD51 poly Rabbit Abcam ab63801
Anti-yH2AX JBW301 Mouse Millipore 05-636

Anti-RPA RPA34-19  Mouse Abcam ab16855

Anti-RPA (p-S4/8) poly Rabbit  Bethyl Laboratories A300-245A
Alexa Fluor 488, anti-mouse 1gG poly Goat Invitrogen A11001
Alexa Fluor 568, anti-rabbit I1gG poly Goat Invitrogen A11036
Peroxidase linked Anti-Rabbit 1gG poly Donkey GE Healthcare NA934V
Peroxidase linked Anti-Mouse 1gG poly Sheep GE Healthcare NA931V
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14.3 Pouzité roztoky

0,1% Ponceau S prasek v 5% kyseliné octové

0,5% TritonX v 1x PBS

10% APS ve vode

10% SDS ve vod¢

10x PBS (1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na;HPOs, 18 mM KH2PO4, H-0)

10x Tris-Glycin-SDS Running pufr (192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 % SDS, H.0)

10x Tris-Glycin Transfer pufr (192 mM Glycin, 25 mM Tris, H20, 10 % metanol)

1,5 M Tris ve vodé

1x PBS-Tween 20 (0,1%)

1x PBS-Tween 20-Milk (5%)

2% roztok DAPI prasek ve vode

4x LSB lyzaéni pufr (50 mM Tris-HCI pH 6,8; 10 % Glycerol, 2 % SDS, 0,01 % bromphenol
blue, 0,5 M DTT, H20)

50 mM Aphidikolin ve vodé

ABD (DMEM, 10 % FBS, 0,02 % azide)

Rozdélovaci SDS-PAGE gel (6 % akrylamid, 375 mM Tris pH 8,8, 0,1 % SDS, 0,1 % APS,
0,08 % TEMED; H.0)

RPMI médium (10 % FBS, 1 % Penstrep)

XTT aktivator (1,25 mM phenazine methosulfate ve vodé)

XTT pracovni roztok (XTT reagencie, XTT aktivator 50:1)

XTT reagencie (0,09 % XTT sodium salt; RPMI-1640, Modified with sodium bicarbonate,
without L-glutamine and phenol red)

Zaostiovaci SDS-PAGE gel (5 % akrylamid, 65 mM Tris pH 6,8, 0,1 % SDS, 0,1 % APS,
0,01 % TEMED; H:0)

14.4 Pristroje

Automatické pipety (Eppendorf Research plus; Discovery Comfort)
Biologicky iradiator (RS225; Xstrahl LTD)

Elektrobloter (OWL HEP-1; Thermo Fisher Scientific)

Centrifuga (Scanspeed 1236R; LaboGene)

Elektroforeza (Mini-PROTEAN® Tetra Cell; BIO-RAD)
Fluorescencni mikroskop (1X81, Cell*R/scan”R system; Olympus)
Inkubator (HERAcell 150i CO2 Incubator; Trigon-Plus®)
Laminarni box (HERAsafe KS; Trigon-Plus®)
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Mikrocentrifuga (Smart 15 Micro Centrifuge; Hanilbiomed Co., Ltd.)
Mikroskop (Primo Vert; Zeiss)

Minicentrifuga (MyFuge™ Mini; Benchmark)

Mrazéak (Innova® U725; Eppendorf)

Pipetor (TPP Turbo Fix Pipet-Aid; Techno Plastic Products)
Pocitacka bunék (Vi-Cell XR; Beckman Coulterg)
Spektrometr (Infinite 200 PRO NanoQuant Plate™; Tecan)
Termotiepacka (Thermo-Shaker TS-100C; BioSan)
Trepacka (PSU-10i Orbital Shaker; Grant-bio)

Vodni lazen (WNB 45; Memmert)

Vortex (Vortex Genius 3; IKA)

Zdroj (EV202 Electrophoresis power supply; Consort)

Zobrazovaci zafizeni (ChemiDoc™ XRS+ System; BioRad)

14.5 Metody
14.5.1 Pasaiovani bunék

V piipadé vysokého poétu bunék byl provedeno jejich pasazovani. Z kultiva¢ni lahve
bylo odsato medium a bufiky byly oplachnuty 1xPBS. Z kultivaéni lahve bylo odsato 1xPBS
a byl pfipipetovan trypsin pro uvolnéni adherovanych bunék ke dnu kultivacni 1ahve. Buiiky byly
inkubovany s trypsinem nékolik min., dokud se v§echny buiiky neuvolnily. Nasledn¢ byl obsah
kultivaéni lahve (trypsin s butikami) ptenesen do 15ml falkony k né€kolika ml media. Do nové
kultivaéni lahve byla napipetovana polovina objemu trypsinizovanych bunék a kultiva¢ni lahev
byla doplnéna do objemu Cerstvym médiem. Kvili citlivosti bunék byla vzdy vracena i ¢ast

puvodniho media k nové vysazenym buiikam.

14.5.2 Rozmrazovani bunék

Protoze se bunky pfi vyssich pasazich chovaly odlisné a davaly odlisné vysledky, bylo
tteba pravidelné rozmrazovat nové bunky. Buiniky byly skladovany v mrazaku pii -80 °C. Po
rychlém rozmrazeni ve vodni 1azni byly piepipetovany z kryozkumavky do 15ml falkony k 9 ml
meédia (rychlé ziedéni DMSO). Nasledné byly tyto bunky sto¢eny na centrifuze. Supernatant byl
odsat a pelet byl resuspendovan v médiu. Obsah falkony byl piepipetovan do kultiva¢ni lahve

a vlozen do inkubatoru.

30


http://www.benchmarkscientific.com/MyFuge8.html
https://midsci.com/index.php?option=com_content&view=article&id=277
https://www.youtube.com/watch?v=3k2dD7CMWa0

14.5.3 Zamrazovani bunék

Bunky bylo nutné v nizkych pasazich zamrazit, pro jejich pozd¢&jsi opétovné rozmrazeni.
Z kultivaéni lahve bylo odsato medium a buiky byly oplachnuty 1xPBS. Z kultiva¢ni lahve bylo
odsato 1xPBS a byl pfipipetovan trypsin pro uvolnéni adherovanych bun¢k ke dnu kultivacni
l&hve. Buniky byly inkubovany s trypsinem nékolik min., dokud se v8echny neuvolnily. Obsah
lahve (trypsin s buiikami) byl pfenesen do 15ml falkony k nékolika ml media. Néasledné byly
buriky sto¢eny na centrifuze. Bylo pfipraveno medium pro zmrazovani bunék: 50 % media, 40 %
FBS, 10 % DMSO. Supernatant byl odsat a pelet byl resuspendovan v médiu pro zamrazeni.
Obsah falkony byl rozpipetovan do kryozkumavek po 1 ml. Takto ptipravené kryozkumavky byly

pomalu zmrazeny na -80 °C

14.5.4 Western blotting

Pro detekci proteinti byla zvolena metoda western blotting. Bunky byly vysazeny
a kultivovany do subkonfluence a poté byly seskrabany do zkumavky za ptitomnosti lyza¢niho
pufru. Alternativné byly bunky spocitany a jejich znamy pocet byl zlyzovan v lyzacnim pufru
(IXLSB). Vzorky byly nasledné zahiaty na 95 °C na 3 min. Dale byla zméfena proteinova
koncentrace BCA kitem. Ke vzorkiim byl pfidan 1xLSB obsahujici bromfenolovou modi a DTT.
Takto pfipravené vzorky byly opét zahiaty na 95 °C na 3 min.

Byl ptipraven 6% SDS-PAGE gel a 1x Tris-Glycin-SDS Running pufr z 10x zasobniho
roztoku. Gel byl vlozen do elektroforetické komory a zalit 1x Tris-Glycin-SDS Running pufrem.
Vzorky byly naneseny se standardem molekulové hmotnosti do jamek gelu. Vzorky byly
separovany dle své molekulové vahy v podminkach 300 W, 20 mA, 300 V na 1,5 hod. Béhem
elektroforetické separace byly namaceny filtracni papiry s nitrocelulézovou membranou
v 1x Tris-Glycin Transfer pufru. Poté byly do blotovaci aparatury vlozeny 3x filtra¢ni papir, gel,
nitrocelulézova membrana a 3x filtraéni papir. Proteiny byly blotovany za podminek 300 W, 150
mA, 300 V po dobu 2 hod.

Membrana byla obarvena Ponceau S (kontrola transféru/nanasky proteini) a dale byla
nafezana podle standardu molekulové hmotnosti na dily odpovidajici jednotlivym proteintim.
Membréany byly oplachnuty v 1x PBS-Tween 20. Poté bylo 1 hod. blokovano pozadi
v PBS-Tween 20-milk. Na jednotlivé membrany byly naneseny primarni protilatky
v PBS-Tween 20-milk a byly inkubovany ptes noc pti teploté 4 °C. Druhy den byly membrany
promyvany 3x10 min. v PBS-Tween 20. Membrany byly 1 hod. inkubovany v sekundarnich
protilatkach v PBS-Tween 20-milk a opét promyty 3x10 min v PBS-Tween 20.
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Proteiny byly vizualizovany pod UV transiluminatorem po naneseni West Piko/Femto
Maximum Sensitivity Substrate (3:1) a obrazky byly zpracovany v programu Image Lab.
Dodateéné tpravy obrazkd byly provedeny v programu Adobe Photoshop CC. Metoda byla
provedena v opakovanich.

1455 XTT

Pro uréeni vlivu PARP-1 inhibitoru na bunééné linie byl zvolen XTT test. Jedna se
o kolorimetrickou analyzu podavajici informace o viabilité bunék. Pro test byly vysazeny buné¢né
linie na 96ti-jamkovou desku minimalné v triplikatu. Pti subkonfluenci byl k médiu pfidan PARP-
1 inhibitor do kone¢nych koncentraci 10, 5, 2,5, 1,25 a 0 uM PARP-1 inhibitoru. Bunky byly
inkubovany 4 dny. Poté byl ptipraven XTT pracovni roztok: byly smichany XTT reagencie s XTT
aktivatorem v poméru 50:1. Pracovni roztok byl pfipipetovan do kazdé jamky a poté nechan
pusobit 2 hod. Nasledné¢ byla zméfena absorbance pifi vinové délce 475 nm a 630 nm ve
spektrometru a data byla zpracovana programem i-controlTM 1.9 Microplate Reader software.

Metoda byla provedena v opakovanich.

14.5.6 Imunofluorescencni analyza

Pro uréeni a kvantifikaci bunééné odpovédi na dvouvlaknové zlomy a zastavenou
replika¢ni vidlici byla zvolena metoda imunofluorescenéni analyzy. Buitky byly vysazeny na
sklicko pro imunofluorescenéni analyzu. Pii subkonfluenci byly buiiky a) ozateny 4 Gy
a inkubovany 1 hod. pro analyzu odpovédi mechanismem NHEJ (kontrola bez ozéfeni);
b) ozateny 4 Gy a inkubovany 3 hod. pro analyzu odpovédi mechanismem HR (kontrola bez
ozafeni); ¢) 2 dny inkubovany v 300 nM aphidikolinu (kontrola inkubovana s DMSQO). Vzorky
byly 2x oplachnuty v 1x PBS a fixovany 15 min. v 4% formaldehydu (4 °C). Buiiky byly 2x
oplachnuty v 1x PBS a poté 5 min. permeabilizovany v 0,5% TritonX v PBS. Burnky byly 3x
oplachnuty v 1x PBS a 1x oplachnuty v ABD pro blok pozadi. Byly naneseny primarni protilatky
v ABD a vzorky se nechaly inkubovat 1 hod. VVzorky byly 3x oplachnuty v 1x PBS a poté byly
naneseny sekundarni protilatky v ABD na 1 hod. Vzorky byly 4x oplachnuty v 1x PBS. a) Vzorky
byly barveny Hoechst33342 v PBS a inkubovany 10 min; b) Posledni oplach byl proveden vodou
a vzorky byly barveny DAPI ve vodé¢ a inkubovany 2 min. Vzorky byly 3x oplachnuty 1x PBS
a 1x vodou. Sklicka se nechala uschnout. Poté byly doprostied kazdého skli¢ka napipetovany
4 ul Vectashieldu. Sklicka s Vectashieldem byla ptekryta krycim sklickem a zalakovana po
okrajich lakem na nehty. Vzorky byly dale ptichyceny lakem na nehty k podloznimu skli¢ku.
K nafoceni preparatii byl vyuzit fluorescencni mikroskop se softwarem Scan™R aquisition.

Programem bylo vyfoceno zvolené mnozstvi poli na preparatu pod tfemi riznymi kanaly podle
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vyuzitych fluorescenénich barviv: a) DAPI interkala¢ni fluorescen¢ni barvivo znacici celé jadro
a emitujici modré svétlo bylo méteno pii vinové délce 470 nm (excitace 350 nm); b) Alexa Fluor
488 barvivo navazané na sekundarni protilatce emituje zelené svétlo a bylo méfeno pti vinové
délce 525 nm (excitace 490 nm); c) Alexa Fluor 568 barvivo navazané na sekundarni protilatce
emituje ¢ervené svétlo a bylo méteno pii vinové délce 603 nm (excitace 578 nm). Fotografie byly
analyzovany programem Scan™R Analysis. Programem byla spoc¢itana jadra a fokusy podle
zvolenych kritérii. Zavére¢na analyza byla provedena v programu STATISTICA. Metoda byla

provedena v opakovanich.

14.5.7 Population dubling

Pro uréeni doby trvani jednoho cyklu buiiky bylo provedeno population dubling.
Na 6ti-jamkovou desku byl vysazen znamy pocet bunék. Buriky byly opét spocitany v okamziku
ptiblizeni konfluence. Pro vypocet population dubling byl zvolen vzorec: DT=T In2/In(Xe/Xb),
kdy T=doba inkubace, Xe= pocet bunék na konci, Xb=pocet bunék na zacatku.

33



15 Vysledky

15.1 Ovérereni pritomnosti BRCA1 a jeji semikvantitativni srovnani
mezi liniemi

Na testovanych liniich primarnich porcinnich fibroblastd bylo provedeno ovéfeni
ptitomnosti BRCA1 proteinu a jejich semikvantitativni srovnani. Jako dalsi pozitivni kontrola

byla zvolena lidska rakovinna linie prostaty DU145.

Pro detekci a semikvantitativni srovnani proteinu BRCA1 byla pouzita metoda western
blotting, viz obr. 10. Pro kontrolu nanasky byl zvolen B-aktin. Lyzaty vzorku byly vytvoieny ze
stejnych poctia bunék. Do drah gelu byly napipetovany vzorky linie lidské rakoviny prostaty
a primarnich porcinnich fibroblasti v pofadi DU145, 539 (+/+), 538 (+/+), 513 (+/-), 473 (+/-)

zleva doprava.

Protein BRCA1 byl detekovan ve vSech testovanych bunécnych liniich. Lidské bunky
oproti porcinnim vykazuji silngjsi BRCAL signal. Jev mize byt zptisoben mezidruhovymi rozdily
Clovéka a prasete, dale napf. bunénym typem (fibroblast vs. epitelidlni butika; primarni vs.
imortalizovana burtika), distribuci bunééného cyklu a/nebo citlivosti protilatky, ktera je ptvodné
designovana na lidsky BRCAL. Linie 539 (+/+) oproti ostatnim liniim primarnich porcinnich
fibroblasti exprimuje vice BRCAI1, coZ odpovida konstituci alel +/+. U linie 538 (+/+) byl
detekovan produkt s podobnou intenzitou, jako u obou linii +/—. Diavodem miZe byt odlisné

genetické pozadi ¢i distribuce buné¢ného cyklu.

DU145 539 538 513 473
+/+ +H+  +H/+ +—-  +/-

BRCAL 220 kDa s
B-aktin 42 KDa  e— s ™ y

Obrézek 10: Detekované proteiny BRCA1 a B-aktinu metodou western blotting

Legenda: DU145 lidska linie rakoviny prostaty; 539 (+/+), 538 (+/+), 513 (+/-), 473 (+/-) primarni

porcinni fibroblasty; B-aktin kontrola nanasky proteinu
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15.2 Srovnani senzitivity bunéénych linii na PARP-1 inhibitor
KU-0058948

U buné¢nych linii postradajicich BRCAL obou alel, se v kombinaci s PARP-1 inhibitory
projevuje tzv. synteticka letalita. Tento efekt je zpuisoben absenci zékladnich opravnych
mechanizmi SSBs a DSBs mechanismem HR vedouci Kk neschopnosti buiiky opravovat

zablokované replikacni vidlice vyUst'ujici v bunéénou smrt.

Pro ucel identifikace a vyhodnoceni syntetické letality bunék +/— byl zvolen XTT test,
viz graf 1. Buné&né linie +/+ i +/— byly vystaveny PARP-1 inhibitoru KU-0058948. Se vrustajici
koncentraci PARP-1 inhibitoru Kklesala viabilita vSech testovanych bunénych linii (klesajici
viabilita linii 539 (+/+) a 538 (+/+) byla zptsobena pfirozenou cytotoxicitou PARP-1 inhibitoru).
Zivotaschopnost klesala pouze mirng, coz bylo zptisobeno absenci dopliiujiciho poskozeni DNA,
napft.: iradiaci. I pfes mirny pokles zivotaschopnosti bunék, byl ztetelny rozdil v senzitivité bun¢k
+/+ a +/— jiz od prvni koncentrace 1,25 uM PARP-1 inhibitoru. Do koncentrace 10 UM viabilita

+/— bunék klesla pod 80 %. Okolo 90 % +/+ bunék bylo v této koncentraci stale Zivotaschopnych.

Protoze u lidskych haploinsuficietnich bunék v publikaci Pathania et al. (2014) nebyla
zvysena citlivost na PARP-1 inhibici potvrzena byl ovéfen i faktor zdvojeni populace bunék
v kultuie (population dubling time). Vysledky odhalily velmi pomaly rist bunék +/+ oproti
buitkdm +/—, viz graf 2. Nejpomaleji se v kultute délila linie 539 (+/+) s ¢asem déleni 200 hod.
O néco rychleji se délila linie 538 (+/+) s ¢asem jednoho déleni 175 hod. Linie 513 (+/-) zdvojila
svoji populaci po 130 hod. a linie 473 (+/-) pak zdvojnasobila populaci po 100 hod. Rychlost
ristu bunék tak negativné koreluje s citlivosti na PARP-1 inhibitor a mohla by byt faktorem

vysvétlujici lepsi snasenlivosti PARP-1 inhibitoru nezavislym na BRCAL1 statutu.
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Graf 1: Vysledek XTT s koncentraéni fadou PARP-1 inhibitoru KU-0058948

Legenda: 539 (+/+), 538 (+/+), 513 (+/-), 473 (+/-) primarni porcinni fibroblasty

Population dubling

300

250

200
150
100

50

473 (+/-) 513 (+/-) 538 (+/+) 539 (+/+)
Bunécné linie

Hodiny

Graf 2: Doba, za kterou se v kultufe zdvoji populace bunék

Legenda: 539 (+/+), 538 (+/+), 513 (+/-), 473 (+/-) priméarni porcinni fibroblasty
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15.3 Porovnani odpovédi bunéénych linii HR na poSkozeni DNA

RAD5I1 je protein umoziujici rekombinaci vliaken DNA se sesterskou chromatidou pro
nasledné dosyntetizovani chybé&jicich tsekd vlaken béhem HR. Protoze BRCA1 mimo jiné
zprostiedkovava navazani RADS51 do mista poskozeni DNA a zaroven je RADS51 nedilnou

soucasti HR, ukazuje se tento protein jako vhodna volba pro analyzu efektivity HR.

Pro ucely diplomové prace byl RAD51 analyzovan pouze v cyklin A pozitivnich
bunkach. Cyklin A v tomto pfipadé slouzil jako marker S a G2 faze, kde HR probih4. Na obrazku
11 je po ozafeni 4 Gy zietelna formace RADS51 fokust, kterd u neozafenych bunék téméf

neprobiha.

Béhem analyz byl detekovan jen velmi nizky pocéet cyklin A pozitivnich bunék u obou
+/+ linii. Divodem bylo malé procento bunék v S a G2 fazich. To bylo v souladu i s jejich velmi
dlouhou dobou zdvojeni populace (viz vyse). V ptipadé +/— linii bylo cyklin A pozitivnich bunék
pro analyzu dostatek, ale vzhledem k chybé&jicim kontrolnim buiikam je vysledna analyza HR
nekvantitativni, tedy pouze prokazujici schopnost vSech testovanych cyklin A pozitivnich bunék

tvorit po gama ozafeni RAD51 fokusy, a to zhruba ve stejné mifte, viz. obr. 11.
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DAPI Cyklin A RAD51 Spojeny
obraz

539 (+/+) K

539 (+/+) 4 Gy

473 (+1-) K

473 (+/-) 4 Gy

Obrézek 11: Fotografie z fluorescenéniho mikroskopu znazortiujici odpovéd RAD51 na poskozeni DNA

a jeho kolokalizaci s cyklinem A

Legenda: 539 (+/+), 473 (+/-) primarni porcinni fibroblasty; K kontrola
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15.4 Porovnani odpovédi bunéénych linii na poSkozeni DNA
mechanismem NHEJ

Se zamérem otestovani efektivity odpovédi mechanismem HNEJ, byla provedena
imunofluorescenéni analyza proteinu YH2AX a 53BP1 po gama ozafeni. Histon YH2AX a protein
53BP1 jsou markery obou oprav DSBS, jak HR tak NHEJ. Pro ucel analyzy NHEJ byly na zakladé
intenzity DAPI vyselektovany pouze bunky vyskytujici se v G1 fazi.

Na obrazku 12 imunofluorescenéni analyzy proteind je u kontrolnich a ozafenych bunék
viditelny vyrazny rozdil mezi formaci fokust pied a po ozateni. Neozatfené kontrolni buiiky nejevi

Wy v

téméf Zadné znamky spontannich oprav mechanismem NHEJ.

Dle vysledku analyzy lze Fici, Ze se mezi sebou bunééné linie v odpovédi na poskozeni
mechanismem NHEJ nelisi, viz graf 3. U kontrolnich bunék se fokusy proteint 53BP1 a yH2AX
vyskytuji vrozmezi poétu 0-2 vramci jedné bufiky. Naopak pocet fokusi po ozateni
4 Gy se udrzuje v rozmezi 15-25 fokust na jednu buiku. Dle ziskanych vysledkd primarni
porcinni fibroblasty s +/— konstituci alel BRCA1 nejsou defektni v odpovédi na poskozeni DNA

opravnym mechanismem NHEJ.
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DAPI YyH2AX 53BP1 Spojeny
obraz

539 (+/+) K

539 (+/+) 4 Gy

473 (+1-) K

473 (+1-) 4 Gy

Obrézek 12: Fotografie z fluorescenéniho mikroskopu znazortiujici odpovédi yH2AX s 53BP1 na
poskozeni DNA

Legenda: 539 (+/+), 473 (+/-) primarni porcinni fibroblasty; K kontrola
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Graf 3: Vysledek imunofluorescenéni analyzy odpovédi 53BP1 (A) a yH2AX (B) na poskozeni DNA

mechanismem nehomologniho spojeni koncit

Legenda: 539 (+/+), 538 (+/+), 513 (+/-), 473 (+/-) priméarni porcinni fibroblasty; K kontrola
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15.5 Porovnani odpovédi bunéénych linii na zastavenou replikacni
vidlici
Oprava zastavené replika¢ni vidlice je spojend s mechanismem HR, a proto je vétSina
proteinti zapojujicich se do procesu opravy spole¢nych s opravou DSB. Jednim z téchto proteint
je RPA32 protein, jehoz fosforylovana aktivni forma se navazuje do ssDNA béhem zastaveni
replikac¢ni vidlice a chrani tak vlakno pred degradaci nukledzami. Navazani proteinu je

zprostiedkovano BRCA1, a to pak dale umoznuje navazani RADS1. Pii replikacnim stresu se tak
zvySuje mira fosforylované formy RPA32.

Pro urCeni efektivity odpovédi na zastavenou replikaéni vidlici byly bunééné linie
kultivovany v piitomnosti aphidikolinu (specificky inhibitor replikativnich polymeraz), ktery
pozastavuje buriky v S a G2 fazi.

Na obrazku 14 je viditelnd formace fokusti obou forem proteinu s vyssi intenzitou
a Cetnosti po vystaveni bunék aphidikolinu. Kvantifikace byla zna¢né zkomplikovana distribuci

celkového proteinu po jadre. Z tohoto ditvodu byla provedena kvantifikace pouze pRPA (S4/8).

Na zakladé analyzy, viz graf 3, lze fici, Ze pocet fokust PRPA po kultivaci
s aphidikolinem vyznamné vzrostl, a to u vSech testovanych linii. Relativni mira narastu vSak
neni mezi liniemi vyznamné rozdilnd a data lze tedy interpretovat tak, Zze testované

haploinsuficientni linie maji na replika¢ni stres stejnou odpovéd’ jako kontrolni buriky.
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DAPI RPA PRPA Spojeny
obraz

539 (+/+) K

539 (+/+) A

473 (+1-) K

473 (+1-) A

Obrézek 13: Fotografie z fluorescenéniho mikroskopu znazortiujici odpovédi RPA32 a pRPA32 na

zastavenou replikaéni vidlici

Legenda: 539 (+/+), 473 (+/-) primarni porcinni fibroblasty; A aphidikolin; K kontrola
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pRPA odpovéd na zastavenou replikaéni vidligku
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Graf 4: Vysledek imunofluorescenéni analyzy odpovédi pRPA32 na zastavenou replika¢ni vidlici béhem
replikace DNA

Legenda: 539 (+/+), 538 (+/+), 513 (+/-), 473 (+/-) priméarni porcinni fibroblasty; A aphidikolin;

K kontrola
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16 Diskuse

Od autort publikace Luo et al. (2011), kteti vytvorili BRCAL haploinsuficientni GMO
prase, byly ziskany bunéné linie primarnich porcinnich fibroblast yukatanskych miniaturnich
prasat stejného stafi s +/— a +/+ konstituci alel BRCA1. Samotna +/— prasata byla vytvoiena za
pomoci rekombinantniho adenoviru a hand-made klonovani. Vysledkem byla selata se
zkracenym proteinovym produktem z jedné alely BRCA1 a normalnim produktem z druhé alely.

Cilem této prace bylo urceni, zda jsou zvolené bunétné linie vyznamné ovlivnény
v odpoveédi na poskozenou DNA v konstituci +/— alel BRCAL. Celkem se tak analyzovaly ¢étyii
odlisné bunééné linie: 539 (+/+), 538 (+/+), 513 (+/-) a 473 (+/-).

Western blotting metodou byla detekovana BRCA1 u vSech linii primarnich porcinnich
fibroblastii +/+ a +/—. Zaroven byla pro kontrolu provedena detekce proteinu v lyzatech bunék
lidske rakoviny prostaty DU145. Lidské buriky vykazovaly silngjsi BRCAL signal proteinu oproti
porcinnim nicméné potvrdily funkénost zvolené protilatky. Divody pro rozdilnou miru signalu
muzou zahrnovat mezidruhoveé rozdily, efektivitu protilatky, distribuci buné¢ného cyklu a dalsi.
DU145 jsou zaroven linie epitelialni a imortalizované, coz by mohlo byt dalsim divodem vyssi
exprese BRCAL1 oproti primarnim fibroblastim. Dale byla BRCA1 dle ptedpokladu vyznamné
vice exprimovana u linie 539 (+/+) ve srovnani s liniemi 473 (+/-) a 513 (+/-). Exprese v linii
538 (+/+) byla srovnatelna s liniemi +/— konstituci alel BRCAL. Protoze, kazda z linii pochazi
z jiného jedince, je moznym divodem rozdilné genetické pozadi, ale také distribuce bunéného

cyklu, hypotézy neni mozné bez dalSiho testovani ovérit.

Pii poskozeni DNA dochazi k aktivaci opravnych mechanismt burniky. V piipadé, ze
burika dany mechanismus postrada, ztrata je vykompenzovana jinym opravnym mechanismem.
V této souvislosti pii soucasné inhibici PARP-1 enzymu a absenci BRCAL, dochazi k tzv.
syntetické letalité, nebot’ builka v jeden okamzik postrada opravu DSBs mechanismem HR a
opravu SSBs. Letalita byla v tomto piipadé testovana u bunéénych linii +/— ve srovnani s liniemi
+/+ Kkonstituci alel BRCAL. Pro analyzu byl zvolen PARP-1 inhibitor KU-0058948. Vysledky
ukazuji vyssi citlivost +/— bun¢k na PARP-1 inhibitor, coz poukazuje na snizenou schopnost
buiiky opravovat se pii absenci i jediné alely BRCA1L. Tento vysledek se lisi od vysledku vydaném
Vv publikaci Pathania et al. (2014). Védecka skupina nepozorovala Zadnou zménu v odpovédi na
PARP-1 inhibitor. Rozchazejici se zavéry s publikaci je mozné vysvétlit hned nékolika faktory:
mezidruhova rozdilnost, odlisné bunécné linie, odlisna faze cyklu, ve které se buiiky nachazely

behem analyzy, aj.

45



Po pridani PARP-1 inhibitoru KU-0058948 v koncentra¢ni fadé bylo mozné sledovat
pokles viability ve v8ech liniich bez dodate¢ného poSkozeni genomu, napf. iradiaci. +/+ bunééné
linie do koncentrace 10 uM klesaly o0 10 %. V tomto piipadé se nejednd o syntetickou letalitu, ale
0 cytotoxicitu latky samotné. +/— bunééné linie do koncentrace 10 uM klesaly az o 15-30 %.

V navaznosti na analyzu a rozchazeji se vysledky s publikaci Pathania et al. (2014) bylo
provedeno vyhodnoceni doby ristu a déleni bunék, tzv. population dubling time. Doba zdvojeni
bunék v kultuie odhalila vyrazné delsi dobu ristu u linii 539 (+/+) a 538 (+/+) oproti liniim 513
(+/-) a 473 (+/-). S delsi dobou déleni koreluje i delsi doba reakce na ptidany inhibitor. Je zde
tedy moznost vysvétleni, Ze bunétné linie +/+ 1épe piezivaji po podani PARP-1 inhibitoru pravé

kvili delsimu ¢asu déleni v populaci.

Rovnéz byla provedena analyza efektivity odpovédi buiky na ozafeni 4 Gy,
a to opravnymi mechanismy: homologni rekombinace a nehomologni spojeni koncti. Dale byla

analyzovana odpovéd’ na zastavenou replika¢ni vidlici po vystaveni linii aphidikolinu.

Pro analyzu odpovédi na poskozeni DNA mechanismem HR byl zvolen protein RAD51.
RAD5]1 je nedilnou soucasti homologni rekombinace a je to protein zodpovédny za rekombinaci
vlaken pro tvorbu HJ, ¢imz je umoZnéno dosyntetizovani chybéjici sekvence. RADS51 byl
analyzovan v kolokalizaci s cyklinem A, ktery v tomto piipadé slouzil jako marker pozdni S a G2
faze. Analyzou bylo nutné vyselektovat bufiky pozitivni pouze v pozdni S a G2 fazi, nebot’ v
bunikach piitomnych v G1 fazi a brzké S fazi k HR nedochazi. V téchto fazich chybi sesterska
chromatida, podle které by se vldkno opravovalo (West, 2003; Zhao et al., 2017).

Po ozafeni bunék byla pozorovatelna vyrazné vyssi koncentrace rekombindzy do
fokust cyklin A pozitivnich bun¢k. Samotna kvantifikace efektivity HR byla znemoznéna
nedostatkem ziskanych bunék v S a G2 fazi u kontrolnich bunéénych linii 539 (+/+) a 538 (+/+).
Jev byl v souladu s dobou déleni bunék v populaci, ktera byla vyrazné vyssi pravé u bunéénych
linii s konstituci alely BRCAL +/+.

Pro analyzu odpovédi na poskozeni DNA mechanismem NHEJ byly zvoleny proteiny
53BP1 a yYH2AX. Oba proteiny jsou lokalizovany do mista DSBs, a proto bylo nutné analyzovat
pouze bunky nachéazejici se v G1 fazi, kdy probihd vyhradné oprava mechanismem NHEJ. Bunky
byly vyselektovany na zaklad¢ intenzity DAPI.

Po ozafeni bunék doslo K nartstu signali yH2AX a 53BP1 v jadfe ve srovnani
s neozafenymi. Vysledky analyzy ukazaly, Zze se buiiky v nepfitomnosti jedné funkéni alely
BRCA1 dokazi opravit se stejnou efektivitou jako buiiky obsahujici obé funk¢ni alely. Zaveér
analyzy se shoduje s publikaci Pathania et al. (2014). V Baldeyron et al. (2002) vSak byl

opublikovan zcela opa¢ny vysledek. Tento tym védci ziskal vysledky dokazujici nedostate¢nost
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BRCAL v opravném mechanismu NHEJ. Pro vyzkum védecké tymy pouzily odlisné bunétné

linie a odliSn¢ analytické metody.

Pro analyzu odpovédi na zastavenou replikacni vidlici byl zvolen protein RPA32 a jeho
aktivni fosforylovana forma. RPA32 je protein zodpovédny za ochranu ssDNA vlakna pfi jejich
disociaci z dsDNA. Okolo samostatnych vlaken se v piipadé poskozeni DNA navazuje
v hyperfosforylované formé.

Buriky byly vystaveny afidikolinu, coz je selektivni inhibitor replikativni polymerazy o
zpusobujici zastaveni replika¢ni vidlice. Po podani afidikolinu do$lo u v§ech linii k naristu poctu
fokusti pRPA se stejnou efektivitou. Kvili zptisobu formovani RPA fokust, nebyl celkovy RPA

protein analyzovan.

Vysledky se rozchazely s vysledky kolektivu Pathania et al. (2014). Podle jejich
publikace je BRCAL nedostate¢na pravé v ptipadé replikac¢niho stresu, a to v pfipadé opravy

zastavené replikac¢ni vidlice a HR. Odlisné zavéry lze vysvétlit faktory zminénymi vyse.
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17 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo uréeni vlivu haploinsuficience BRCAL u zvolenych
buné¢nych opravnych mechanismt. Pro zaméry prace byla analyzovdna ptipadna synteticka
letalita po podani PARP-1 inhibitoru. Také se analyzovala efektivita bunék v odpovédi na
poskozeni DNA homologni rekombinaci, nehomolognim spojenim konci a v odpovédi na
zastavenou replikacni vidlici. Pouzité metody bylo nutné optimalizovat pro pouziti na zvolené
bunééné linie. Pro ucely diplomové prace byly zvoleny primarni porcinni fibroblasty s konstituci
alel BRCAL +/—a +/+.

Metoda western blotting byly detekovana BRCA1 u vSech zvolenych linii primarnich
porcinnich fibroblastl s nevy$§im signalem u linie 539 (+/+). V linii 538 (+/+) byla detekovana
podobna troveri BRCAL, jako u linii 473 (+/-) a 513 (+/-). Jedno z moznych vysvétleni pfi¢in
tohoto jevu je pasobeni skrytého genetického pozadi bunéné linie nebo i distribuce bunééného

cyklu.

XTT metodou byla uréena nedostate¢nost BRCAL v odpovédi na PARP-1 inhibitor
KU-0058948. V souvislosti s vysledky bylo provedeno méfeni doby, za kterou se zdvojnasobi
populace bunék. Vzhledem k vyrazné del$imu ¢asu déleni +/+ bunék, je mozné argumentovat

opozdénou reakci na pfidany PARP-1 inhibitor, a tedy i jejich lep§im pfezivanim.

Po ozatfeni bun€k nebo jejich vystaveni aphidikolinu byla u vSech linii sledovana
zvySena odpovéd’ na vznikla poskozeni DNA. Zvolenou metodou nebyl zaznamenan rozdil
v efektivit¢ odpovédi na DSBs mechanismem NHEJ a v odpovédi na zastavenou replikacni
vidlici.

Porcin je idealnim modelovym organismem pro ¢lovéka diky jeho podobnosti v mnoha
biologickych aspektech. Proto je vyuzivano pro vyzkum nemoci, testovani latek a metod (Luo
et al., 2011). Mezi zkoumané onemocnéni patii i rakovina prsu asociovand s deficienci BRCAL.
V této diplomove préci se potvrdila uzite¢nost zvifeciho modelu s potencialem pro dalsi testovani.

Ale setkdvame se i s nékterymi limitacemi, vyplyvajicimi zejména z mezidruhovych rozdilnosti.
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