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Cile prace

Cilem teoretick¢ casti bakalaiské prace bylo popsat mechanismus aktivace
kinasy ATR, divody a podminky jeji aktivace vcetn€ role replikacnich proteinti
MTBP, TopBP1 a Treslin, objasnit jeji funkci a signalni drahy, kterych se na
molekularni Grovni Gcastni. Déle se zaméfit na substraty, které kinasa ATR fosforyluje
a v neposledni fad¢ popsat, jaky je vliv aktivované ¢i inaktivované kinasy ATR na

spousténi pocatki replikace DNA.

V praktické Casti byla pozornost zamétfena na pozorovani aktivity kinasy ATR.
V pouzivané¢ bunécéné linii U-2 OS bylo nejprve nutno provést metodou siRNA
transfekce umlcéeni hlavniho proteinu zjmu MTBP a dale proteinti TopBP1 a Treslin,
které maji vyznam v aktivaci kinasy ATR, ale zaroven i pii spousténi pocatki replikace
DNA. Bylo nutno vyvolat replika¢ni stres, jehoz dasledkem byla aktivace signalni
drdhy, na niz se kinasa ATR podili. Indukce stresovych podminek byla navozena
dvéma chemickymi cinidly, hydroxyureou a aphidicolinem. Hlavnim cilem bylo
pozorovat fosforylace substratu kinasy ATR Chk1 pomoci Western blotu a vyhodnotit
do jaké miry ptispiva protein MTBP k aktivaci kinasy ATR.



1 UVOD

Udrzovani genomické integrity je nezbytné pro zachovani zivota na Zemi. NaruSeni
integrity genomu vede ke genetickym poruchdm, starnuti a vzniku rakoviny (Harper

a Elledge, 2007).

Rakovina jako nadorové onemocnéni je v soucasné¢ dobé ¢im dal Castési
pric¢inou umrti. Ma molekuldrni podstatu v mutacich kritickych genti, mezi které patii
zejména geny podilejici se na kontrole bunééného cyklu. Ty jsou zodpovédné za
rozhodnuti, zda bude buiika postupovat buné¢nym cyklem do S faze a bude dochazet
k abnormalni syntéze DNA nebo bude cyklus pozastaven, aby mohlo dojit k oprave
posSkozené DNA. Kazdy bunécny cyklus obsahuje dva hlavni body, které rozhoduji
o nasledném déleni. Prvni se nachazi pii vstupu do S faze, druhy pfti vstupu do M faze.

Nazyvaji se kontrolni body bunécéného cyklu (Snustad a Simmons, 2017).

Integrita genomu je udrzovana piisobenim celé fady bunécénych procesii, mezi
které se fadi naptiklad replikace DNA ¢i opravy DNA. Tyto procesy jsou regulovany
a koordinovany kontrolnimi body buné¢ného cyklu. Jedna se o rozsadhlou signaliza¢ni
sit’, ktera je aktivovana poSkozenim DNA nebo genomickou nestabilitou. Disledkem
jejich nefunkénosti je nekontrolovatelnd proliferace bunék, ¢imz dochazi k tvorbé
nadoru (Snustad a Simmons, 2017). Praveé zvySena ¢i1 naopak sniZena rychlost replikace
vede k vyvolani replikacniho stresu. Replikacni stres tak Ize definovat jako
neefektivni replikaci DNA, kterd nastava v disledku zpomaleni ¢i zastaveni postupu

replikacnich vidlic (Vesela et al., 2017).

JiZ roku 1980 se ukdzalo, Ze se signalizace ucastni fosfatidylinositol-3-kinasy
(PI3K), které jsou rozhodujici pro rist a preziti rakovinnych bunék (Chen ef al., 2012).
Z tohoto dliivodu jsou povazovany jako jeden z moznych atraktivnich cila v terapii.
V poslednich letech jiz vzniklo mnoho studii, které poukazovaly na jejich roli

v tumorigenezi.

Tato bakalafska prace je zamétena na roli replikacnich proteini MTBP, TopBP1
a Treslin v aktivaci kinasy ATR. Stru¢né shrnuje mechanismus aktivace ATR, jeji
substraty fosforylace a souvislosti s replikaci DNA, vcetné mechanismu spousténi

pocatki replikace DNA.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Buné¢ny cyklus a jeho regulace

Hlavni udalosti bunécného cyklu u eukaryotickych buné¢k jsou replikace DNA v S fazi
a segregace chromosomi v M fazi. Poruchy v fizeni replikace DNA nebo
nekontrolovany prichod mitézou ma za nasledek vznik nadoru a v extrémnich
piipadech miizou byt az neslucitelné se zivotem buniky. V pfipad€ mutaci ¢i ztrat¢€ genti
zodpovédnych za regulaci bunééného cyklu mize dojit ke ztraté¢ schopnosti pozastavit
prichod bunéénym cyklem nebo ke ztraté Zivotaschopnosti buiiky. Nejvyznamné;jsi
roli hraji cyklin dependentni kinasy (CDK), které jsou zodpovédné za fizeni S faze

a M faze (Snustad a Simmons, 2017).

Tvorba nadorii souvisi se ztratou schopnosti buiiky ovladat bunécny cyklus
nebo s defekty v signdlnich drahdch zodpovédnych za regulaci poSkozené DNA.
V soucasné dobé¢ je popsano stale vice cest, které davaji do souvislosti onkogeny
a nadorové supresory, které jsou pfimo zodpovédné za regulaci replikace DNA,
segregaci chromosomti a koordinaci téchto procesii. Cytokineticka vySetfeni
rakovinnych bunck ukazuji, ze jsou Casto vysoce aneuploidni a geneticky nestabilni.
To vede k tvorbé defektt v kontrolnich bodech, které normalné fidi spravny prichod

bunéénym cyklem (Paulovich ef al., 1997; Knowles a Selby, 2005).

Kontrolni body Ize definovat jako geneticky podminéné signalni drahy, které
zpomaluji prichod bunéénym cyklem, aby byl zajiS§tén dostatek ¢asu pro dokonceni
procest, které¢ maji byt bezpodminecné¢ dokonfené ve spravnou chvili. Defekty
v kontrolnich bodech jsou pfi¢inou genetické nestability. ZajiSt'uji napiiklad zahajeni
mitézy az po dokonceni replikace DNA nebo zastaveni replikace DNA v reakci na

poskozeni DNA (Knowles a Selby, 2005).

2.2 Reakce na poskozeni DNA a PIKK

Denné vznikaji v lidskych bunkach desetitisice 1ézi DNA, které je tfeba opravovat
(Lindahl a Barnes, 2000). V pritbéhu evoluce bylo vyvinuto mnoho mechanismi, které
maji za cil neustale opravovat poSkozenou DNA. Souhrnné je mizeme nazvat jako

bunécna odpoveéd’ na poskozeni DNA.
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Dréhy odpovédi na poskozeni DNA u savc¢ich bunék se skladaji z n€kolika
se fadi rodina PIKK (z angl. phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase). Odpovéd’
na poskozeni DNA zajisti aktivaci kontrolnich bodii bunééného cyklu, aby mohlo dojit
k opravé DNA. Podle druhu poSkozeni DNA rozeznavame vice druhti oprav. V piipadé
jednofetézcovych zlomi to miize byt oprava vystfizenim béaze, oprava vystfizenim
nukleotidi nebo oprava chybného parovani bazi. V ptipad€¢ dvouietézcovych zlomu
muze dojit k opravé homologni rekombinaci nebo opravé nehomolognim spojovanim

koncti DNA (Jackson a Bartek, 2009).

Jejich fungovani je pfisné koordinovano tiremi hlavnimi PIKK, kterymi jsou
ATM (z angl. ataxia-telangiectasia mutated), ATR (z angl. ataxia telangiectasia and
Rad3-related) a DNA-PK (z angl. DNA-dependent protein Kkinase)
(Harper a Elledge, 2007).

PIKK jsou velké enzymy s molekulovou hmotnosti v rozmezi 300 kDa az
500 kDa, které byly objeveny v poloviné devadesatych let 20. stoleti (Bareti¢
a Williams, 2014). Hraji dileZitou roli v drahach odpovédi na posSkozeni DNA,
v kontrole buné¢éného riistu a proliferaci bun€k (Lovejoy a Cortez, 2009). Vykazuji
znacnou homologii s PI3K. Maji serin/treonin protein-kinasovou aktivitu stejn¢ jako
PI3K. Lisi se absenci lipido-kinasové aktivity (Bareti¢ a Williams, 2014). Do PIKK,
které jsou exprimované savéimi buitkami, se fadi ATM, ATR, DNA-PK, mTOR
(z angl. mammalian target of rapamycin, difive FRAP), SMG-1 (z angl. SMGI1
nonsense mediated MRNA decay associated PI3K related kinase), které jsou
povazovany jako aktivni kinasy, a Sestd TRRAP (z angl. transformation/transcription
domain associated protein), kterd sice obsahuje katalytickou doménu jako ptredchozi,

ale postrada fosfotransferasovou aktivitu (McMahon et al., 1998).

Komplexy PIKK sregulacnimi proteiny jsou stimulovany aktivatory.
Aktivatorem mlZou byt proteiny nebo nukleové kyseliny, které stimuluji kinasovou
aktivitu po spusténi upstreamového signalu. Tim miize byt naptiklad poSkozeni DNA
nebo nadbytek nutrientl. VétSina PIKK mé& podobnou enzymatickou aktivitu.

Fosforyluji serin nebo threonin nasledovany glycinem (Matsuoka et al., 2007).
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2.3 Kinasa ATR

ATR je serin/threoninova kinasa o velikosti 301 kDa (Mannino ef al., 2001).
Gen kodujici ATR je lokalizovan na lokusu 3q22-q24 (Cimprich ef al., 1996).

Aktivovanda ATR je v sav¢ich bunkéch jednim z hlavnich regulatort
checkpointové odpovédi na poskozeni DNA, jako jsou pyrimidinové dimery,
zhroucené replikaéni vidlice nebo jednovlaknové zlomy DNA. Proteiny hrajici roli
v checkpointové odpovédi interaguji s CDK, ¢imz koordinuji duplikaci a rozdélovani
replikacnich vidlic vyvolana replikacnim stresem. Vzhledem k tomu, Ze je nezbytna
pro zivotaschopnost bun¢k, je jeji aktivita velmi pfisn¢ regulovana. Ztrata obou alel

ATR vede k letalité jiz béhem embryonalni faze vyvoje (Brown a Baltimore, 2000).

K aktivaci ATR dochazi béhem kazdé S faze. Jejim hlavnim ukolem je
pievazn€ inhibovat spousSténi pocatkii replikace DNA a tim je pravdépodobné
udrzovana spravna rychlost replikace DNA (Shechter et al., 2004; Toledo et al., 2013;
Maya-Mendoza et al., 2018). Cely mechanismus je vSak pomérné slozity a detailnéji

popsan v samostatné kapitole dale.

Jejim strukturnim ortologem v Saccharomyces cerevisiae je gen MECI
a v Saccharomyces pombe gen RAD3. Oba reguluji analogické checkpointové
odpovédi pro udrzovani bunéného cyklu jako ATR v sav€ich buiikach (Brown

a Batimore, 2003).

2.3.1 Rozdil mezi kinasami ATR a ATM

Kinasy ATR a ATM, jako ¢lenové jedné kinasové rodiny, maji mnoho spole¢ného.
Jejich signalni drahy se vzdjemné piekryvaji, ale zaroven pisobi nezavisle na sobé.
Hraji vyznamnou roli v checkpointové odpovédi. Studie ukazuji, ze evoluéné vznikaly
odlisSné. ATM ma blize k Tell vyskytujici se v Schizosaccharomyces pombe
a Saccharomyces cerevisiae. ATR ma blize k Rad3 v S. pombe, k Mecl v S. cerevisiae
a k Mei-41 v Drosophila melanogaster (Cimprich et al., 1996; Elledge, 1996; Keegan
et al., 1996).

Obé¢ jsou upstreamovymi kinasami rodin Chkl (z angl. checkpoint kinase 1)
a Chk2 (z angl. checkpoint kinase 2). ATR ma preferenci fosforylovat Chk1, zatimco
ATM Chk2. I ptesto, ze jsou si podobné, jsou zde 1 jisté odliSnosti.
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Mutace v ATM déava vzniknout onemocnéni ataxie teleangiektazie (Savitsky
et al., 1995). Nedostatek ATM v buinkach neovliviiuje zivotaschopnost jedince.
Dochézi ke zpomaleni rastu, neplodnosti, poruchdm imunity a vzniku rakoviny
(Barlow et al., 1996; Xu et al., 1996). Bunky obsahujici mutaci v ATM jsou citlivé na
faktory zpusobujici dvoufetézcové zlomy DNA, napiiklad na IR zafeni. Pii
nedostatecném mnozstvi ATR nedochézi po poskozeni DNA k pozastaveni bunécného
cyklu. Bunka ztraci kontrolu nad jeho regulaci. Chromosomy jsou v dasledku absence
ATR fragmentovany. Z tohoto divodu jsou defekty v genu ATR neslulitelné se
zivotem. Onemocnéni zpiisobené mutacemi v genu ATR se nazyva Seckeliv syndrom

(Brown a Baltimore, 2000; O'Driscoll et al., 2003).

2.3.2 Mechanismus aktivace kinasy ATR

Aktivace ATR mitize byt vyvoldna replika¢nim stresem nebo poSkozenim DNA, ve
kterém se vyskytuji jednovldknové zlomy DNA. V obou ptipadech musi byt v burice
pritomna jednotetézcova DNA, kterd je nezbytna pro zacatek aktivace (Zou a Elledge,
2003). Lokalizace ATR do mist poskozeni DNA je kli¢covym faktorem v jeji regulaci.
Mechanismus aktivace je vicestupiiovy proces, do kterého je zapojeno mnoho proteinit

(Obr. 1).

Vétsina jednofetézcové DNA zacne byt v buiice obklopovana replika¢nim
proteinem RPA (Fanning et al., 2006). Divodem vzniku jednofetézcové DNA je
pozastaveni replikacnich vidlic. Jednotetézcova DNA pokrytd RPA v lidskych buiikach
je signalem pro lokalizaci ATR do téchto mist (Zou a Elledge, 2003). Pro spravné
rozpoznani je vyzadovan ATRIP (ATR interacting protein) (Cortez et al, 2001).
Komplex ATR-ATRIP se nemize na DNA navézat piimo. Za vazbu ATR-ATRIP
k DNA jsou zodpovédné nuklearni filamenta, ktera se tvoii mezi RPA
a jednotetézcovou DNA (Zou a Elledge, 2003). ATR tvoti s ATRIP heterodimer , ktery
ovliviiuje stabilizaci ATR. Tento heterodimer pfispiva ke stabilité 1 presto, ze vazba
mezi ATR a ATRIP je pomérné slaba (Cortez ef al, 2001; Unsal-Kagmaz a Sancar,
2004).

K tomu, aby ATR mohla byt aktivovéna, je zapotfebi pfitomnosti komplexu
RAD9-RADI-HUSI, také oznaovaného jako 9—1-1. Jedna se o heterodimerickou
molekulu kruhovitého tvaru, ktera je svou strukturou a funkci podobné replikacéni

posuvné svorce PCNA (z angl. proliferating cell nuclear antigen) (Parrilla-
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Castellar ef al., 2004). Nachéazi se v mistech probihajici replikace DNA a slouzi
k udrzovéani replikacnich proteinti na molekule DNA pohromadé (Bell a Dutta, 2002).

Komplex 9-1-1 je lokalizovan do mist dvoufetézcové DNA sousedici
s jednotetézcovou DNA, ktera je pokrytd RPA. RPA je v této reakci nezbytny, nebot’
udava specificnost, diky které dochdzi k vazbé na 5" konec vldkna. Lokalizace
komplexu 9-1-1 je zprostiedkovand komplexem RAD17-RFC (Ellison a Stillman,
2003). RFC (z angl. replication factor C) je heteropentamer, ktery je spolu s PCNA
doplikovy protein DNA polymeras pii replikaci DNA (Venclovas et al., 2002).
I ptesto, ze jsou RAD17 a RAD9 substraty ATR, vySe zminény mechanismus probiha
zcela nezavisle na ATR. Hlavni funkci komplexu 9-1-1 je na sebe navazat klicovy,
piimy aktivator kinasové aktivity ATR, kterym je TopBP1 (z angl. DNA topoisomerase
2-binding protein 1). Navazanim dochdazi k jeho stabilizaci (Delacroix et al., 2007; Lee
et al., 2007). TopBP1 je do mist 1ézi DNA lokalizovan s pomoci komplexu MRN
(z angl. MRE11-RAD50-NBS1), ktery ma pravdépodobné stimulacni vliv na
kinasovou aktivitu ATR (Duursma et al, 2013). V lokalizaci TopBP1 hraje
v neposledni fad€é roli protein RHINO (z angl. RAD9-HUS1-RADI1 interacting
nuclear orphan protein 1), ktery je vazan na komplex 9-1-1 a tim dopraven do mist
1ézi DNA. Zaroven vaze TopBP1, a tak podporuje miru aktivity ATR (Cotta-Ramusino
etal.,2011).

TopBP1 stimuluje miru kinasové aktivity napojenim na komplex ATR-ATRIP.
K vazbé dochazi skrz ATR aktivaéni doménu (AAD) proteinu TopBP1. AAD leZi mezi
dvémi BRCA1 C-koncovymi doménami BRCT 6 a BRCT 7 (zangl. BRCAI1
C Terminus). Interakce AAD s ATRIP a taktéz interakce s PIKK regulacni doménou
ATR jsou dilezité pro aktivaci ATR (Kumagai et al., 2006).

Navazani TopBP1 na komplex 9-1-1 je pfes C-koncovou ¢ast podjednotky
RAD9. Domény proteinu TopBP1 BRCT1 a BRTC2 se vdzou do fosforylacniho mista
RADO9, kterym je serin 387. Mimo jiné je TopBP1 substritem ATR 1 ATM. Po
fosforylaci serinu 1131 diky ATM u Xenopus laevis byla prokazana zvySena schopnost

interakce mezi TopBP1 a komplexem ATR-ATRIP (Yoo ef al., 2007).

Do neddvna byl za hlavni aktivdtor ATR povazovan jen TopBPI.
V nejnovéjSich studiich byl popsan objev dalsiho aktivatoru ATR, kterym je ETAAI
(Bass et al., 2016; Feng et al., 2016; Haahr et al., 2016; Lee et al., 2016; Thada
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a Cortez, 2019; Thada a Cortez, 2021). TopBP1 a ETAAI tedy spolecné stimuluji

kinasovou aktivitu ATR u mnohobunéénych zivoc€ichu.

ETAAI1 (z angl. Ewing's tumor — associated antigen 1) je protein o délce 926
aminokyselin vyskytujici se pouze u obratlovci. Obsahuje dvé vazebnid mista pro
podjednotky proteinu RPA. Prvni vazebné misto RBM1 (z angl. RPA1-binding motif)
je pro podjednotku RPA70 a druhé RBM2 (z angl. RPA2-binding motif) pro
podjednotku RPA32. Funkci ETAAI je udrZeni stability replikacnich vidlic. Je
lokalizovan do mist pozastavenych replikac¢nich vidlic, kde je zodpovédny za jejich
restart pii replikacnim stresu. U spravné fungujicich replikacnich vidlic neni pottebny
(Lee et al., 2016; Bass et al., 2016; Haahr et al., 2016). Nové je povazovan jako
nepostradatelny aktivator ATR. Na rozdil od TopBP1 je do mist jednotetézcové DNA
pokryté RPA lokalizovan pfimo interakci s RPA. ATR je nasledné aktivovana
obdobnym zptGsobem jako pii aktivaci v pfitomnosti TopBP1 pies AAD, ktera
obsahuje sekundarni strukturu, tzv. ,,coiled-coil motiv*, ktery se vyznacuje seskupenim
dvou a vice a-helixi. Tento motiv se vyskytuje i ve struktufe TopBP1. V obou
ptipadech podminuje maximalni aktivitu ATR (Thada a Cortez, 2019).

TopBP11ETAALI jsou pro buiiku nepostradatelné, jelikoz v ptipad¢€ ztraty obou
proteini dochazi inaktivaci signalni drahy ATR, coz vede k letalité. Primarni struktura
obou proteini je rozdilna. Jedind podobnost byla v sekvenci aminokyselin
vyskytujicich se ptfed a za tryptofanem, ktery byl shledan nezbytnym v aktivaci ATR.
Kriticky pro ETAA1 je tryptofan 107. Pro TopBPl je to tryptofan 1145
(Thada a Cortez, 2019).

Pouzity aktivaitor ATR mé& vliv na fosforylaci jednak substratu Chkl
(z angl. checkpoint kinase 1), jednak substratu RPA. V ptipadé aktivace diky TopBP1
dochazi k fosforylaci Chkl, zatimco u ETAA1 dochazi primarné k fosforylaci RPA
(Haahr et al., 2016) I presto se zda byt mechanismus aktivace ATR u TopBP11ETAAI
biochemicky podobny. Dochézi k jejich dimerizaci, kterd mé za nésledek optimalni
checkpointovou odpovéd snejvy$§i moznou mirou aktivity ATR (Obr. 2)
(Thada a Cortez, 2021). Zda se, Zze aktivator ETAA1l je bunkou vyuzivan
1 v nepfitomnosti replikacniho stresu nebo poskozeni DNA, a tak reguluje priichod

bunéénym cyklem (Saldivar et al., 2018; Bass a Cortez, 2019).
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PonévadZ je znamo, Ze se protein TopBP1 vyskytuje v komplexu s Treslin
(z angl. TopBPl-interacting and replication-stimulating protein) byla védci
Hassan et al., (2013) zkoumana role Treslin v aktivaci ATR, zejména zda je Treslin
vazan piimo na ATR a do jaké miry stimuluje miru aktivity ATR. Bylo prokdzano, ze
Treslin hraje roli jako neptimy aktivator Gcastnici se aktivace ATR. Jeho vazba je
zprostiedkovana skrze protein TopBP1. Podminkou pro vazbu Treslin do komplexu
Treslin—-TopBP1 je pfitomnost CDK, které béhem S faze fosforyluji serin 1000
proteinu Treslin, coZ umoziuje vazbu s TopBP1 (Kumagai et al., 2011). Treslin, stejné
jako TopBPl1, je protein, ktery plni funkci béhem replikace DNA, a zaroven je to

protein hrajici roli v checkpointové odpovédi (Hassan et al., 2013).

55DNA RPA dsDNA

9 1-1

»ite

@ .
TOPBPI [

Obr. 1 Schéma aktivace ATR. Prevzato a upraveno z Cimprich a Cortez, 2008.
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Obr. 2 Schéma aktivace ATR znazornujici ptitomnost aktivatord TopBP1 i ETAAL. Zména
barvy ze zluté na Cervenou znaci zvySovani kinasové aktivity ATR po navazani TopBP1
a ETAAL. Prevzato a upraveno z Haahr et al., 2016.

2.3.3 Substraty kinasy ATR

Objevovani stale novych substratli vede k vytvafeni podrobnégjSich signalnich drah
a lepSimu pochopeni déju odehrdvajicich se na molekularni trovni v bunkéch.
V sou€asné dobé€ jsou znamy stovky substrati ATR. Jednd se pfevazné o proteiny
zapojené do odpovédi pii poskozeni DNA. Mnoho z nich je pfimo zapojeno do aktivace
ATR (Obr. 3). Jedna se naptiklad o RPA, ATRIP, komplex 9—1-1 nebo TopBP1
(Matsuoka et al., 2007).

Replikaéni vidlice

]
®

Gl——>M PredRC )

Pozastaveni pifechodu z G2 do M faze  Inhibice spousténi podatkd

Obr. 3 Schéma fosforylace substratti kinasy ATR; Pievzato a upraveno z Cimprich a Cortez,
2008.
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2.3.3.1 Chkl

Chk1 je hlavnim a nejvice zkoumanym substratem ATR. M4 molekulovou hmotnost
54 kDa a gen Chkl je lokalizovan na 11q22-23 (Flaggs et al., 1997). Jedna se
o downstreamovou serin/threoninovou kinasu regulovanou kinasou ATR, ktera je
hlavnim pfimym regulatorem fosforylace Chkl na fosforylacnich mistech na serinu
317 a na serinu 345, které jsou dilezité k translokaci Chkl znukleoplazmy do
cytoplazmy (Zhao a Piwnica-Worms, 2001; Niida et al., 2007). Mutace v obou
fosforylacnich mistech Chk1 zptsobuji poruchy v kontrolnich bodech poskozeni DNA
(Niida et al., 2007). Dalsim fosforylacnim mistem je serin 296, na kterém dochazi
k autofosforylaci zavislé na fosforylacich serin 317 1 serin 345 (Okita et al., 2012).
Zaroven vSak bylo dokazano, Ze existuje antagonista s funkci defosforylovace, ¢imz je
Chk1 udrzovana v prabehu S a G2 faze v hypofosforylovaném stavu. Jedna se o PP2

(z angl. protein phosphatase 2), kterda mimo jiné plni funkci pii replikaci DNA vazbou

Chk1 disponuje velkym mnozstvim funkci. Hlavni role je v checkpointové
odpovédi na poSkozeni DNA inhibici spousténi replikacnich pocatktl, stabilizaci
replikacénich vidlic, remodelaci chromatinu, ovlivnéni prichodu S a G2 f4zi bunééného
cyklu a tim potlaceni tumorigeneze. Liu et al. (2000) ve sv¢ studii uvadéji, Ze v pripadé
preruseni obou alel genu kédujici Chkl je disledkem letalita mySi. Dochazi k vaznym
porucham proliferace doprovazenym apoptézou, kterd je nezavisla na p53. Mysi
s heterozygotnim pierusenim genu Chkl maji zvySené procento vyskytu tumort, ale

jsou plodné a Zivotaschopné.

Fosforylaci aktivovana Chkl dale fosforyluje p53 a substraty z fostatasové
rodiny Cdc25. Cdc25 jsou enzymy katalyzujici odstrannovani inhibi¢niho fosfatasového
zbytku z CDK, ¢imz jsou deaktivovany. Fosforylaci Cdc25C na serinu 216 je ovlivnén
kontrolni bod G2/M bunééného cyklu. Dochdzi k inhibici CDK2 a désledkem je
pozastaveni piechodu z G2 faze do M faze (Sanchez et al., 1997). Fosforylaci Cdc25A
dochazi k pozastaveni v S fazi. Z toho lze soudit, Ze Chk1 je regulator pro vstup bunck
do M faze az po dokonceni replikace DNA nebo opravé poSkozené DNA (Brown

a Batimore, 2003).

Dalsim substratem Chk1 je p53, ktery je fosforylovan na serinu 20 (Shieh et al.,

2000). Cdc25 1 p53 jsou zodpoveédné za pozastaveni bunécného cyklu pred vstupem do
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M faze. AvSak aby mohl Chkl pIné fosforylovat substraty, je vyZadovan protein
Claspin, ktery v interakci s Chkl slouzi jako upstreamovy regulator pozastaveni
bunééného cyklu (Kumagai a Dunphy, 2000). Claspin mimo jiné plni funkci i jako
replikacni faktor. Je pottebny k udrzovani normalni rychlosti tvorby replikaénich vidlic
v pribéhu nerusené replikace DNA. Hypotézou Smits et al. (2019) je, Ze by mohl mit

vliv v regulaci spousténi pocatku replikace DNA.

2.3.3.2 RPA32

RPA32 je podjednotka o velikosti 32 kDa proteinu RPA, jehoz gen je lokalizovan na
chromosomu 1p35.3. Lidsky RPA se sklada ze tfi podjednotek liSicich se od sebe
molekulovou hmotnosti, podle kterych jsou pojmenovany. Jsou to RPA70, RPA32

.....

.....

fazi replikace dilezitd diky své primasové aktivité. Jeji aktivitou dochazi k zah4jeni
syntézy vlaken DNA na vedoucim i opozd'ujicim vldkné. Béhem prodluzovaci taze
podle vSeho stimuluje RPA fungovani DNA polymerasy 6 a DNA polymerasy €
interakci s PCNA interakci (Oakley a Patrick, 2010).

Jeho aktivita je regulovana fosforylaci podjednotky RPA32, na které
k fosforylacim primarné dochazi. Tato podjednotka je rozdélena na tii Casti (Obr. 4):
N-koncova fosforylacni oblast o 35 aminokyselinach, centralni DNA vazajici doména
(DBD-D) a C-koncova oblast, kterd tvoii svazek Sroubovic zodpovédnych za

heterotrimerizaci komplexu RPA (Bochkareva et al., 2002).

Klicovou funkci fosforylované podjednotky RPA32 je pravé vySe zminéna
regulace aktivity RPA pii replikaci DNA a opravach DNA. Mimo jiné fosforylace RPA
také zvysuje Zivotaschopnost bunék v odpoveédi na posSkozeni DNA vznikajicich béhem
mitdzy (Anantha et al., 2008). RPA se vdze primarné na jednotetézcovou DNA, ke
které ma ve srovnani s dvoutretézcovou DNA mnohem vétsi afinitu (Kim ef al., 1992;

Lao et al., 1999).

Podjednotka RPA32 je fosforylovana v reakci na poSkozeni DNA na N konci,
kde se vyskytuje devét znamych fosforylacnich mist (Obr. 5). Za to jsou zodpovédné
hlavné kinasy ze skupiny PIKK, zejména ATM, ATR a DNA-PK. MuZe byt také
zprostiedkovéana 1 CDK (Binz et al., 2004; Block et al., 2004). Fosforylace jednotlivych
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aminokyselinovych zbytki RPA32 je zdvisld na typu poSkozeni DNA nebo
replikacnim stresu (Anantha et al., 2007; Vassin et al., 2009).

ATM, ATR 1 DNA-PK fosforyluji N konec podjednotky RPA32 na serinu 33
a threoninu 21. DNA - PK ma navic schopnost fosforylace serint 4, 8, 11, 12 a 13.
(Block et al., 2004). Komplex cyklin—Cdk je zaprvé zodpovédny za fosforylaci na
serinu 23 a 29 behem mitdzy v disledku poskozeni DNA, zadruhé¢ za fosforylaci téchto
fosforylacnich mist béhem interfaze v dasledku genotoxického stresu, ¢im je

stimulovana fosforylace serinu 33 kinasou ATR.

Fosforylace podjednotky RPA32 kinasou ATR mulize byt pfimé nebo nepiima.
Ptimo jsou ATR fosforylovana mista serin 33 a threonin 21 a nepfimo serin 4, 8, 11,
12 a 13 (Olson et al., 2006). Fosforylace na serinu 4 a 8 je zavisla na fosforylaci
serinu 33 kinasou ATR, ale naopak fosforylace serinu 33 neni regulovéana fosforylaci
serinu 4 a 8. Zaroven je fosforylace serinu 4 a 8 spolu se seriny 11, 12 a 13 méné
dualezita v inhibici replikace DNA po indukci UV zéfenim nez fosforylace serinu 33

a treoninu 21 (Olson et al., 2006).

Bylo zjisténo, ze fosforylace serinu 4 a 8 je nezbytnym krokem v cesté k tpIné
aktivaci ATR pfi replikanim stresu a zaroven je dilezita pro spravné na¢asovany vstup
do M faze (Liu et al., 2012). Fosforylace serinu 33 a treoninu 21 je také povazovéana za
nezbytnou pro Uplnou aktivaci ATR, jelikoz bylo zjisténo, Ze mutace ve fosforylacnich

mistech serin 33 a threonin 21 zplsobily snizenou kinasou aktivitu ATR.

Fosforylovany RPA plni v buitkdich mnoho nezbytnych funkei, jako jsou
lokalizace ATR do mist poSkozeni DNA, zvySena mira kinasové aktivity ATR, ale
1 usnadnéni oprav chromosoméalni DNA, lokalizace replikac¢nich proteini do poc¢atkt
replikace DNA, ovlivnéni kontrolniho bodu S faze, inhibice replikace DNA, zvySena
asociace s komplexem 9-1-1 a dalsi (Wu et al., 2005; Olson et al., 2006; Anantha
et al., 2007). Dusledkem mutaci ve fosforylacnich mistech RPA32 jsou chyby
v homologni rekombinaci, jelikoz je narusena funkce fosfatas PP4, kterych je RPA32
substratem (Lee et al., 2010). Defosforylace RPA32 na serinu 33 a treoninu 21
fosfatasou PP2 je pottebna pro opétovny vstup bunék z kontrolniho bodu do bunééného

cyklu (Feng et al., 2009).
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. N-koncovi fosforvlaéni oblast
. centrilni doména vazajici DNA
. C-koncovi oblast

Obr. 4 Struktura RPA32. Zdroj: http://documents.irevues.inist.fr/handle/2042/44940
a upraveno.

DNA-PK cdk? and cdc?2
| | 12 [ |

g8 113 21 23
MWN SG FESYGSSSYGGAGGYTQSPGG FGSPAPSGA

| |
N-koncova oblast fosforylace ATM, ATR, and DNA-PK

Obr. 5 Schéma znamych fosforylacnich mist RPA32. Fosforylaéni mista jsou podtrZzena
a spojena s kinasami zodpovédnymi za jejich fosforylaci. Pfevzato a upraveno z Vassin ef al.,
20009.

2.4 Mechanismus spousténi pocatki replikace DNA

Iniciace replikace DNA zacina v konkrétnich mistech nazyvanych pocatky replikace.
Jejich aktivita je pfisné regulovéana, aby byla zabezpecena spravna duplikace genomu
v kazdém bunécném cyklu. Z toho divodu muze byt kazdy pocatek aktivovan pouze
jednou za bunéény cyklus. U wvysSich eukaryotickych bunék jsou pocatky
rozpoznavany diky shromazd’ovani proteini potfebnych pro sestaveni replikacniho
komplexu, ktery je zodpoveédny za spravny pribéh replikace DNA (Bell a Dutta, 2002).
Jedna se o sekvence obsahujici specifické strukturni elementy nebo epigenetické
mechanismy podilejici se na organizaci genomu. Nejsou vSak rozpozndvany jako
striktn€ urcené sekvence DNA (Leonard a Mechali, 2013). Pochopeni mechanismu
spousténi pocatki u eukaryot (Obr. 6) je zaloZzeno na znalostech mechanismu
probihajiciho u kvasinek. Mechanismus u vysSich eukaryot neni ani v soucasnosti zcela

objasnén.

.....

pii kterém dochazi k sestavovani pre-RC (z angl. pre-replication complex), a spou§téni

pocatki, po kterém dochazi k aktivni syntéze novych vladken DNA. Licencovani
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pocatki a spousténi pocatk jsou dva déje, které jsou od sebe Casové oddéleny.
U licencovani pocatkli je vyzadovana nizka aktivita CDK a DDK (z angl. Dbf4-
dependent kinase), zatimco u spousténi pocatkt je tteba vysoké aktivity CDK a DDK
(Diffley, 2004; Fragkos et al., 2015).

K licencovani pocatkii dochazi pti opousténi M faze a nasledné G1 faze
bunécného cyklu v mistech nazyvanych pocatky replikace. V téchto mistech dochazi
k navazani ORC (z angl. origin recognition complex). Komplex slouzi jako vazebné
misto pro navazani proteinli umoZiujicich iniciaci replikace DNA, DNA helikasu
a DNA polymerasy. Nasledné¢ dochazi k navazani replikativni helikasy MCM2-7
(z angl. minichromosome maintenance) na ORC (Remus a Diffley, 2009). Replikativni
helikasa se sklada z Sesti podjednotek MCM2-7 a v prubéhu iniciace tvoii dimer
skladajici se ze dvou hexameri MCM2-7. Tento dimer obklopi DNA a spolu
s proteiny, které jsou dilezité pro vazbu MCM2-7, se nazyva pre-RC. Témito
dilezitymi proteiny jsou CDT1 (z angl. chromatin licensing and DNA replication factor
1) a CDC6 (z angl. cell division cycle 6) nazyvané jako licen¢ni faktory (Evrin ef al.,
2009; Remus et al., 2009).

V pre-RC je helikasa MCM2-7 neaktivni a neni tedy schopna rozvijet
dvouvldkno DNA (Remus et al., 2009). Pro jeji aktivaci je nezbytnd pfitomnost
proteint CDC45 (z angl. cell division cycle 45), MCMI10 (z angl. minichromosome
maintenance), RECQL4 (z angl. RecQ Like Helicase 4) a GINS (Ilves ef al., 2010;
Kanke ef al., 2012). Mimo proteiny aktivujici helikasu jsou do mist pre-RC navazany
proteiny TopBP1, Treslin a MTBP (z angl. Mdm2-binding protein), které spole¢né
tvoti komplex (Boos et al., 2013). Vazba vySe zminénych proteini dava vzniku pre-1C

(z angl. pre-initiation complex) z ptivodniho pre-RC (Obr. 6).

Ptitomnost proteini TopBP1 a Treslin umoziiuje vazbu CDC45 do mist pocatkl
replikace, coz vede k preméné neaktivni replikativni helikasy v aktivni (Ilves et al.,
2010; Kumagai et al., 2010). Béhem aktivace helikasy MCM2-7 dochazi k rozpadu
dimeru MCM2-7 na dvé Casti, které se stanou ndsledné¢ dvéma komplexy CMG.
Komplex CMG se sklada z CDC45, MCM2-7 a GINS. V bunce funguje CMG jako
aktivni replikativni helikasa (Ilves, et al., 2010). Dusledkem vytvofeni CMG je

navazani dalSich dulezitych proteini (Obr. 6), které davaji vzniknout dvéma
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replika¢nim vidlicim, které se pohybuji v opa¢nych smérech od aktivovaného pocatku.

Jedna se o proteiny RFC, PCNA, RPA a DNA polymerasy (Fragkos et al., 2015).

Licencovani po&atkd (G1 faze)
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Spousténi pocatka (S faze)
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Obr. 6 Schéma tvorby a spousténi replikac¢nich pocatki DNA rozdéleno na fazi licencovani
pocatki, sestavovani pre-IC a spousténi po¢atkid. Pfevzato a upraveno z Fragkos et al., 2015.
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2.4.1 Komplex TopBP1-MTBP-Treslin

V priibéhu sestavovani pre-IC dochazi k vazbé proteint, které jsou nasledné
zodpovédné za regulaci spousténi pocatki. Navazi se proteiny TopBP1, Treslin
(TopBP1-MTBP-Treslin). Tento komplex je analogicky k SDS (S1d3/7-Dpbl1-
S1d2). SDS se nachazi u kvasinek a plni analogické funkce pfi iniciaci replikace DNA

jako TMT u vyssich eukaryot (Boos a Ferreira, 2019).

I ptesto, ze jsou vSechny tfi proteiny zapojené do spousténi pocatkii, maji zcela

rozdilny vliv na rychlost replikace DNA (Maya-Mendoza ef al., 2018).

2.4.1.1 TopBP1

TopBP1 byl objeven jako protein interagujici s C-koncovou oblasti DNA
topoisomerasy 11 B (Yamane ef al., 1997). Obsahuje celkem 9 BRCT domén, které jsou
zodpovédné za rtizné funkce, jako je replikace DNA, stabilizace replikacnich vidlic
nebo opravy DNA, a dale obsahuje AAD doménu zodpovédnou za aktivaci ATR
(Kumagai et al., 2006; Kumagai et al., 2010; Moudry et al., 2016).

Pro replikaci DNA je dilezitd N-koncovd oblast TopBP1 obsahujici
aminokyseliny 1-758. Konkrétné se jedna o domény BRCT 1-3, které v ptipad¢ delece
v TopBP1 naruSovaly fungovani replikace DNA. Domény BRCT 4-5, 5, 6, 7-8 nebo
doména AAD se pro replikaci DNA ukazaly naopak jako postradatelné (Kumagai
et al.,2010).

K navazani Treslin na TopBP1 dochéazi skrze domény BRCT 1-2 proteinu
TopBP1 v jadie buiiky. Jednd se tak o ¢ast oblasti TopBP1, ktera je zaroven dilezita
pro replikaci DNA. K interakci proteinii dochdzi pouze v pfitomnosti CDK2, kdy
v pribchu interfadze CDK2 fosforyluje Treslin. Fosforylace umozni vzniku komplexu
Treslin—TopBP1. K vazbé dochézi pouze v jadie buiiky v blizkosti pocatki replikace
DNA (Kumagai et al., 2010).

Mimo vyse zminéné funkce proteinu TopBP1 v replikaci DNA a aktivaci ATR
byla popséana 1 jeho role v procesu oprav DNA. Homologni rekombinace, ktera slouzi
k opravam dvojitych zlomi DNA, je iniciovana vznikem nukleoproteinového vldkna,
které je tvofeno proteinem RADSI1. TopBP1 se homologni rekombinace tcastni jako

protein zodpovédny za vazbu proteinu RADSI1 na chromatin. K interakci RADS51
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s chromatinem dochazi skrze jeho doménu BRCT 2 a domény BRCT BRCT 7-8 byly

oznaceny jako hrajici roli v procesu homologni rekombinace (Moudry ef al., 2016).

Absence proteinu TopBP1 ma vliv na rychlost replikace DNA. Pfi umlceni
exprese TopBP1 dochazi na rozdil od ostatnich ¢lenti komplexu TMT ke snizeni
rychlosti. Dochazi k pomalejSimu sestavovani asymetrickych replikac¢nich vidlic
(Maya-Mendoza et al., 2018). Pti zohlednéni jeho funkce v opravach DNA by se tento
fakt dal odtivodnit pomalejSimi opravami DNA v bufice, ktera z toho davodu vyZzaduje

na replikaci DNA mnohem vice ¢asu.

2.4.1.2 Treslin

Protein Treslin o molekulové hmotnosti 220 kDa byl objeven jako protein interagujici
s TopBP1 (Kumagai ef al., 2010). Analyzou primérni struktury Treslin byly objeveny
dv¢ od sebe oddé€lené oblasti, skrze které dochazi k vazbé na protein TopBP1 (Kumagai

etal., 2011).

Oblasti interakce s TopBP1 se nachédzeji na N-koncové ¢asti Treslin. Mutacemi
v N-koncové oblasti Treslin obsahujici aminokyseliny 1-1257 byla objevena sekvence
aminokyselin 893 — 1257, ktera se dobte vaZze na domény BRCT 1-2 proteinu TopBP1.
Dalsi oblasti interakce je sekvence aminokyselin 1-463 (Kumagai ef al., 2011). Aby
mohlo dojit k jejich interakci, je tfeba fosforylace proteinu Treslin kinasou CDK2
(Kumagai et al., 2010). Fosforylacnim mistem Treslin je serin 1000. Fosforylovany
serin 1000 je zaroven potiebny pro spravnou replikaci DNA, jelikoz bunky s mutaci
v serin 1000 vykazuji problémy v replikaci DNA (Kumagai et al., 2011). Jejich
interakce byla popséna na zéklad¢ vazby, ke které dochazi i mezi proteiny Dbpl1,
analog lidské TopBP1, a S1d3, ktery byl popsan jako analog lidské Treslin (Boos et al.,
2011).

I ptesto, ze se v prubéhu iniciace replikace DNA tvoii komplex TMT, interakce
Treslin s MTBP neni podminéna ptitomnosti TopBP1. Za vzajemnou interakci s MTBP
je zodpovédna C-koncova doména Treslin (Boos ef al., 2013). Fosforylace Treslin
kinasami CDK je dlleZit4 pro vazbu Treslin na domény BRCT 1-2 na proteinu TopBP1
(Kumagai et al., 2011). Treslin tedy mlze soucasn¢ interagovat jak s TopBP1, tak
s MTBP (Boos et al., 2013). To je pravdépodobné diivodem, pro¢ dochazi k tvorbé
komplexu TMT.
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Treslin stejné jako TopBP1 hraje mimo jiné roli v aktivaci ATR 1 jako replika¢ni
protein nezbytny pro spravnou replikaci DNA, kdy zprostiedkovava spolu s proteinem
TopBP1 vazbu CDC45 do mist pocatki replikace DNA (Kumagai et al., 2010).
K vazbé¢ Treslin a CDC45 dochazi v jiné oblasti, nez ve které dochéazi k interakci

s TopBP1 (Kumagai et al., 2011).

Dale Treslin vyrazné ovliviiuje proliferaci bun€k a slouzi jako regulator vstupu
bunék do S faze. Pfi nedostatku proteinu Treslin dochézi k razantni inhibici replikace
DNA o0 80 %, coz svédci o jeho esencialni funkci v replikaci DNA (Kumagai ef al.,
2010). Absence proteinu Treslin také zplisobuje defekty v proliferaci. Buniky s absenci
proteinu Treslin jsou navic ve srovnani s buiikami obsahujicimi Treslin vétsi
a vyskytuje se u nich poskozeni DNA (Kumagai et al., 2010). MoZné¢ vysvétleni vzniku
posSkozeni DNA v bunkéch s absenci proteinu Treslin navrhl Maya-Mendoza et al.
(2018), kdyZ ukézal, Ze bez Treslin dochazi k nadmérnému zvyseni rychlosti replikace

DNA. To pravdépodobné vede ke vzniku poskozeni DNA.

2.4.1.3 MTBP

Protein MTBP byl objeven jako protein interagujici s MDM2, E3 ubiquitin ligasou,
ktera udrzuje hladinu proteinu p53 v buitkach jeho degradaci (Boyd et al., 2000).
V soucasnosti je zkoumana zejména jeho funkce pifi spousténi pocatkti (Kumagai
a Dunphy, 2020). Jeho molekulova hmotnost je 105 kDa a lokalizace genu je 8q24.12.
Nachazi se vjadie a podili se navstupu bunék do M faze, spravné segregaci
chromosomil, bunééné migraci, iniciaci replikace DNA a transkripci (Agarwal et al.,
2011; Agarwal et al., 2013; Grieb et al., 2014; Kohler et al., 2019). V roce 2013 byl
popsan jako dal$i protein hrajici nezbytnou roli ve spousténi pocatki (Boos ef al.,
2013). Protein MTBP byl objeven jako analog proteinu SId7 u kvasinek (Kohler et al.,
2019).

Mnozstvi proteinu MTBP v bunikach je podminéno pfitomnosti Treslin, ktery
spolu s MTBP tvoii komplex. Metodou centrifugace v hustotnim gradientu byl objeven
komplex Treslin-MTBP o molekulové hmotnosti ptiblizn¢ 800 kDa. Hypotézou
Kumagai a Dunphy (2017) je, ze tento komplex je minimaln¢ tetramer obsahujici dvé
kopie kazdého proteinu. Hypotéza byla potvrzena ve studii Volpi et al. (2021), kde
uvadéji, ze se komplex v bunikdch vyskytuje jako tetramer, avSak o molekulové

hmotnosti 632 kDa. Tento komplex je pfitomny po celou dobu bunééného cyklu.
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V bunkéch s absenci proteinu MTBP dochézi k degradaci komplexu Treslin-MTBP.
Tim je destabilizovéan protein Treslin a stejny destabiliza¢ni vliv mé i absence Treslin
na MTBP (Boos et al., 2013; Kumagai a Dunphy, 2017). Vazba MTBP s Treslin se
ukazala jako dulezita jak pro jejich stabilizaci, tak pro spravnou replikaci DNA (Kohler
et al.,2019). Vazebné misto pro Treslin je lokalizovano na N-koncové doméné¢ MTBP.
Jednd se o oblast aminokyselin, kterd byla po sekven¢ni analyze objevena jako
sekvence konzervovana se sekvenci aminokyselin v Sld7 u kvasinek, kterd je

zodpovédna za vazbu s Sld3 (Kohler et al., 2019).

Obdobné je u kvasinek ovliviiovana hladina Sld7 proteinem Sld3 a naopak.

Odstranéni S1d7 vede k sniZzeni mnoZstvi S1d3 (Tanaka et al., 2011).

MTBP obsahuje specifickou doménu vazajici DNA. Jedna se o sekvenci
pfiblizné¢ 90 aminokyselin nachazejicich se na C-koncové ¢asti MBTP. C-koncova
oblast zahrnuje aminokyseliny 526-904. Oblast vazajici DNA je lokalizovana v CTM
(z angl. C-terminal MTBP), ktera obsahuje aminokyseliny 818-904. Nejvétsi afinitu
k chromatinu vykazuje ¢ast CTM obsahujici aminokyseliny 824-830. V ptipadé
mutace v této sekvenci aminokyselin 824-830 dochazi k vyrazn€ niz$i asociaci
s chromatinem neZz pifi mutacich v ostatnich aminokyselinaich domény CTM.
Ptitomnost CTM je mimo asociaci s DNA taktéz dilezita pro replikaci DNA (Kumagai
a Dunphy, 2017). Ve studii Kumagai a Dunphy (2020) uvadégji, ze 1 v ptipadné
odstranéni CTM dochdazi k interakci s chromatinem. Z toho lze soudit, Ze se nejedna

o jedinou doménu vézajici se na chromatin.

Analogické sekvence k CTM byla objevena i u kvasinek v proteinu Sld7, ktery
je homologem lidské MTBP. Strukturni analyza CTM objevila v sekundarni struktuie
stejné 3-helikalni struktury, které byly popsany 1 v C-koncové oblasti S1d7 (Itou ef al.,
2015). Porovnanim sekvenci téchto struktur byla zjiSténa podobnost mezi MTBP
a SId7. Analogie byla zejména v oblasti CTM, tedy v oblasti silné¢ interakce
s chromatinem. CTM vSak na rozdil od C-koncové oblasti Sld7 netvoii dimery (Itou
et al., 2015; Kumagai a Dunphy, 2017). Ve studii Kohler et al., (2019) vSak uvadéji
hypotézu, Ze by k dimerizaci CTM mohlo dochazet i u MTBP a tato dimerizace by

mohla ovliviiovat replikaci DNA.

V souvislosti se zkoumanim role MTBP v replikaci DNA byl popsan novy

regulator, jenz nese taktéz roli ve spravném prubéhu replikace DNA. Jednd se
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o komplex CDKS8/19—cyklin C. Za jeho vazbu je zodpovédnd M doména MTBP
(z angl. middle domain). CDK&8/19—cyklin C pfispivad k udrzeni spravné replikace
DNA, zabranuje pred¢asnému vstupu bunék do M faze pied dokonfenim replikace
DNA a kontroluje spravnou segregaci chromozomu. Pfesna role v procesu replikace
DNA neni zcela jasna, ale hypotézou je, ze by vazba CDK8/19—cyklin C mohla byt
dalezita pro maximalni aktivitu MTBP pi1 spousténi pocatkl. Ve studii Kohler et al.

(2019) nebyla vyloucena ani mozna funkce pfi transkripci.

MTBP hraje roli v regulaci bunééného cyklu. Jeho funkce spociva v udrzovani
spravné délky S faze. V piipad¢ nedostatecného mnozstvi MTBP, ale také Treslin, je
S taze vyrazné€ prodlouZena. Na ukor prodlouZzeni S faze je ovlivnéna 1 G2 faze, kterd
naopak trva znacné mensi ¢ast bunééného cyklu. Bylo zjisténo, ze tato regulace
replikace DNA je zcela nezéavisla na proteinu p53 (Boos et al., 2013). Taktéz u kvasinek
odstranéni analogti S1d7 a Sld3 mé vliv na délku S faze jejim prodlouZenim (Tanaka

etal.,2011).

Ptitomnost MTBP neni nutna pfi licencovani pocatk, ale vyrazné ovliviiuje
nasledné spousténi pocatki, kdy se tucastni jako podjednotka komplexu TMT
sestavovani CMG (Boos et al., 2013). Za to je zodpovédna C-koncova doména MTBP.
M doména MTBP se jevi také jako napomocna v replikaci DNA (Koéhler et al., 2019).
Protein MTBP zprosttedkovava vazbu CDC45 do mist pocatkti (Kumagai a Dunphy,
2017). Odstranéni MTBP z buné¢k tak vede k niz§imu mnozstvi aktivovanych pocatki.
Zarovenn dochdzi ke zvétSeni vzdalenosti mezi jednotlivymi aktivovanymi pocatky
a zvySeni rychlosti replikace DNA (Maya-Mendoza et al., 2018). ProtoZe je rychlost
replikace DNA zévisla na mnozstvi aktivnich poc¢atkti (Zhong et al., 2013), je toto
pravdépodobné divodem, pro¢ k tomuto zvySeni rychlosti dochazi. Snaha buiiky je
vcas dokoncit replikaci DNA. I pfes tuto kompenzaci zvySenim rychlosti vSak dochazi
k nezanedbatelnému prodlouzeni S faze (Kumagai a Dunphy, 2017; Maya-Mendoza
et al., 2018).

V nejnovéjsi studii védeli Kumagai a Dunphy (2020) byla popsdna vazebna
mista komplexu Treslin-MTBP. MTBP se v lidském genomu vyskytuje minimalné na
30 000 vazebnych mistech, ktera se nachazi v oblastech elementi fidicich transkripci,
které jsou typické nepfitomnosti nukleosomil. Zaprvné se jedna o mista v okoli TSS

(z angl. transcriptional start site), kde RNA polymerasa po¢ind transkripci. Dale jsou
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to oblasti blizko enhancerti a super-enhancert a néktera vazebna mista pro transkripcni
faktor CTCF (z angl. CCCTC-binding factor). Tato vazebna mista pro MTBP se
z velké casti nachazeji v traskripéné aktivnim chromatinu, avSak stupen transkripcni
aktivity konkrétniho lokusu nekoreluje s mirou vazby MTBP do téchto oblasti
(Kumagai a Dunphy, 2020). V oblastech vazeb TSS a enhancerii byly objeveny dva
druhy sekven¢nich element objevujicich se v oblastech iniciace replikace DNA.
Témito elementy jsou transkripcni faktor AP-1 (z angl. activator protein 1) a G4
(odvozeno z angl. G-quadruplex). Vazba MTBP do oblasti enhancert je
charakteristickd vyssi pfitomnosti AP-1, zatimco v mistech vazby MTBP do oblasti
TSS je vyssi vyskyt motivii G4. V obou ptipadech je charakteristickou oblasti vazby
MTBP bud’ prava, nebo leva strana od oblasti AP-1 nebo G4. Kumagai a Dunphy
(2020) vsak spiSe popiraji moznost, ze by AP-1 a G4 mohly regulovat samotnou
iniciaci replikace DNA, jelikoZ je pocet téchto oblasti s nenavazanym MTBP v lidském

genomu mnohem vys8i nez s navazanym MTBP.

Analyzou epigenetickych modifikaci histont byl v 99 % objeven piekryv vazeb
MTBP s histonem H3K4me?2. Jedna se o histon nachézejici se v oblasti TSS a jeho
funkce je regulace transkripce. Vazba MTBP se tedy vétsing€ piipadll vaze do oblasti
bez nukleosomtl, jako jsou TSS nebo enhancery obsahujici AP-1 a G4, které sousedi
s oblastmi obsahujicimi nukleosomy, které¢ obsahuji epigeneticky marker histon

H3K4me?2 (Kumagai a Dunphy, 2020).

2.4.2 Vliv kinasy ATR na spouSténi poéatkii replikace DNA

Omezeni spousténi pocatku je mechanismus checkpointové drahy, ktery je buiikami
vyuzivan pro zpomaleni priachodu bunénym cyklem a pozastaveni v S fazi. Béhem
kazdé S faze funguje ATR spolu s Chkl jako hlavni regulator inhibice nadmérného
spousténi pocatki. Tento mechanismus ma za cil udrzeni spravného mnozstvi
aktivovanych pocatki, které je dostacujici pro vcasné dokonceni replikace pied

rozdélenim bunky (Shechter ef al., 2004).

Mimo to je funkce ATR kli€ova v pfitomnosti replikacniho stresu. Zastavené
replikaéni vidlice jsou v disledku replikaéniho stresu mistem pfitomnosti
jednotetézcové DNA, kterd je pokryvana proteinem RPA. Aktivovand ATR v buiice
globalné inhibuje nadmérné spousténi pocatki, ¢imZ dochédzi k omezeni poctu

aktivnich replikacnich vidlic jen na ty, které byly aktivni jiz pfi vznikajicim
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replika¢nim stresu. Timto mechanismem ATR pfedchéazi vycerpani RPA. Ve chvili,
kdy by byl veskery protein RPA vycerpan, by nedochdzelo k ochrané jednovlaknové
DNA a zacaly by se tvotit dvouvlaknové zlomy DNA (Toledo ef al., 2013).

Zéarovenn vSak dochézi k ptenosu signalu skrze Chkl do mist dormatnich
pocatki, které jsou v diisledku toho aktivovany (Ge a Blow, 2010). Dormantni pocatky
jsou pocatky schopné pln¢ iniciovat tvorbu replikac¢nich vidlic, ale nejsou nezbytné pro
normalni postup bunky S fazi. Bunika je vyuZivd v zavislosti na okolnostech pro
zachovani integrity genomu. Aktivovany jsou napiiklad pravé pii prekondvani
replikacniho stresu, kdy dochazi k zablokovani replika¢nich vidlic (Woodward ef al.,
2006). Jejich lokalni aktivace je dilezita, protoze se nachazeji v blizkosti replikaénich
vidlic, které v disledku replika¢niho stresu nejsou schopny dokoncit replikaci DNA

(Obr. 7). Prave diky jejich aktivaci je umoznéno dokoncit replikaci DNA.

S nedostatkem RPA se potykaji pacienti trpici Seckelovym sydromem. I piesto,
ze by se mohlo zdat, ze pficinou jsou defekty v genu kdédujici RPA, divodem jsou
defekty v genu ATR. Takové bunky se potykaji sreplikacnim stresem spojenym
s poskozenim DNA. Neni inhibovano spousténi pocatkid a v disledku nadmérného
mnozstvi nechranéné jednovlaknové DNA dojde k vyCerpani RPA a fragmentaci DNA.
U pacientl dochazi k pred¢asné senescenci (Murga et al., 2009; Toledo ef al., 2013).
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Dormantni poéatek

Obr. 7 Schéma lokalniho spousténi pocatkt replikace DNA vyvolané kinasou ATR v dusledku
replika¢niho stresu. Schéma ilustruje aktivaci dormantniho poc¢atku, ktery se nachazi v tésné
blizkosti pozastavené replika¢ni vidlice. Sipkami vychazejicimi z pozastaveného mista, mista
lokalizované ATR, je naznaCen pienos signalu pro tuto aktivaci skrze Chkl. Prevzato
a upraveno z Fragkos et al., 2015.
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Material

3.1.1 Buné¢na linie

V praktické ¢asti prace byla vyuzivana bunécna linie U-2 OS (ATCC® HTB-96™),
Tato nadorova linie odebrana roku 1964 z lidského osteosarkomu tibie, tedy nadoru
kosti. Jedna se o adherentni typ bunécné linie s epitelialni morfologii, kterd pii kultivaci

ptirozené piilne povrchu.

3.1.2 Pristrojové a laboratorni vybaveni

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad, USA)
Automaticke pipety (Eppendorf, Némecko)

Automaticky pocita¢ bunék Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA)

Blotovaci aparatura Panther Owl-HEP1 (Thermo Scientific, USA)

CCD skener Bio-RAD ChemiDocTM MP System imaging (Bio-Rad, USA)
Centrifuga Combi-Spin FVL-2400N (Biosan, LotySsko)

COz inkubator (Thermo Scientific, USA)

Kénické zkumavky 50 ml (TPP, Svycarsko)

Kultivaéni lahve T25 (TPP, Svycarsko)

Laboratorni digestoir (MERCI, Ceska republika)

Laminarni box s vertikalnim proudénim HeraSafe (Thermo Scientific, USA)
Magnetickd michacka Instelli-Stirrer MSH-300i1 (Biosan, LotySsko)
Michacka Thermo Mixer C (Eppendorf, Némecko)

Mikroskop Olympus CKX41 (Olympus, Japonsko)

Mikrozkumavky Eppendort 1,5 ml Safe-Lock (Eppendorf, Némecko)
Petriho misky 60 mm (TPP, Svycarsko)

Predvazky BPS 51 (Boeco Germany, Némecko)
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Sérologické pipety (TPP, Svycarsko)

Sterilni mikroSpicky (Eppendorf, Némecko)

Ttepacka orbitalni GRANT PSU-101 (Grant, Velka Britanie)
Ttepacka Vortex (Biosan, Latvia)

Vodni lazen Memmert WNB (Memmert, Némecko)

Zdroj napéti PowerPac™ Basic Power Supply (BioRad, USA)

3.1.3 PouzZivané roztoky

10% APS: 1 g APS v 10 ml H,O
10% DMEM: 10% FBS, penicillin (100 U/ml), streptomycin (0,1 mg/ml)
10% SDS: 10 g SDS v 100 ml H,O

10x PBS: 40 g NaCl; 1g KCI; 1g KH2PO4; 16,05 g Na,HPO4 * 12H>0 v 500 ml
destilované vody; pH =7,4 — 7,5

10x Running: 30,3 g TRIS; 144 g Glycin; 10 g SDS v 1 | destilované vody

10x TBS: 24,2 g TRIS; 80 g NaCl v 1 1 destilované vody; pH = 7,6

10x Transfer: 30,3 g TRIS; 144,1 g Glycin v 1 1 destilované vody

1x LSB: 0,5 ml 4x LSB; 1,5 ml ddH,O

I1x PBS: 100 ml 10x PBS; 900 ml destilované vody

Ix Running: 100 ml 10x Running; 900 ml destilované vody

I1x TBS 0,1% Tween: 100ml 10x TBS; 900 ml destilované vody; 1 ml Tween

Ix Transfer: 100 ml 10x Transfer; 100 ml methylalkohol; 800 ml destilované vody

4x LSB: 8 ml 1 M TRIS (pH = 6,8); 2,7 g DTT; 3,2 g SDS; 16 ml glycerol; 700 ul BPB;
40 ml ddH20

Blokacni ¢inidlo: 5 g suSeného odtu¢néného mléka v 95 ml TBS 0,1% Tween

Ponceau S: 0,5 g Ponceau S; 5 ml kyseliny octové v 100 ml destilované vody
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3.1.4 Pouzivané chemikalie

30% akrylamid/bis-akrylamid (29 : 1) (Bio-Rad, USA)
Aphidicolin (Sigma-Aldrich, USA)

Dihydrogenfosforenan draselny (Penta, Ceska republika)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, USA)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, USA)

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Biosera, Francie)
Ethanol 70% a 96% (Fagron, Ceska republika)

Fetalni bovinni sérum (FBS) (Thermo Scientific, USA)

Glycerol (Penta, Ceské republika)

Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat (Na2HPO4 * 12H20) (Penta, Ceska
republika)

Hydroxyurea (Sigma-Aldrich, USA)

Chemiluminiscenéni ¢inidlo SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity

Substrate (Thermo Scientific, USA)

Chemiluminiscenéni ¢inidlo SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate

(Thermo Scientific, USA)

Chlorid draselny (KCl) (Sigma-Aldrich, USA)
Chlorid sodny (NaCl) (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina octova (Penta, Ceské republika)
Methylalkohol (Penta, Ceska republika)

Penicilin (Sigma-Aldrich, USA)

Peroxodisiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, USA)

Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA)
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Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad, USA)

siCON: Ambion Silencer™ Negative Control No. 1 siRNA (Thermo Scientific,
USA)

siMTBP: s25786 (Thermo Scientific, USA)

siTICCR: s40362 (Thermo Scientific, USA)

siTopBP1: s21823 (Thermo Scientific, USA)

Transfek¢ni ¢inidlo Lipofectamine RNAIMAX Reagent (Thermo Scientific, USA)
Opti-MEM™ Reduced Serum Medium (Thermo Scientific, USA)
Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

Samantha Susené mléko Odtuénéné 150 g (Simandl, Ceska republika)
Tetramethylethylenediamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin (Thermo Scientific, USA)

Tween 20 (MP Biomedicals, USA)

1,5 M Tris, pH 8,8 (Sigma-Aldrich, USA)

0,5 M Tris, pH 6,8 (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.5 Pouzivané protilatky

3.1.5.1 Primarni protilatky pro Western Blot

anti-MTBP ab115529 kralik, polyklondlni (Abcam, Velka Britanie)

anti-MTBP sc137201 mys, monoklonalni (Santa Cruz Biotechnologies,
USA)

anti-MTBP 500-301-875 mys, monoklonalni (Rockland
Immunochemicals, USA)

anti-Chk1 sc8408 mys, monoklondlni, fedéni 1 : 500 (Santa Cruz
Biotechnologies, USA)

anti-pChk1 (S317)  2344S kralik, polyklonalni, fedéni 1 : 250 (Cell
Signaling, USA)

anti-RPA70 ab79398 kralik, monoklondlni, fedéni 1 : 5000 (Abcam,
Velka Britanie)
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anti-TopBP1 ab2402 kralik, polyklonalni, fedéni 1 : 2000 (Abcam,
Velka Britanie)

anti-Treslin Prof. Dunphy (Kumagai et al., 2010), kralik, polyklonalni,
fedéni 1 : 2000
3.1.5.2 Sekundarni protilatky pro Western Blot

anti-mouse IgG ovce, konjugovana s Horseradish peroxidase linked whole
antibody, fedéni 1 : 1000 (GE Healthcare, USA)

anti-rabbit IgG osel, konjugovana s Horseradish peroxidase linked whole
antibody, fedéni 1 : 1000 (GE Healthcare, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace a pasazovani bunék

Rozmrazené buiiky linie U-2 OS byly in vitro kultivovany v inkubatoru pfti teploté
37 °C a 5% hladiny CO,. Kultivace byla provadéna v médiu DMEM obohaceném
0 10% FBS (fetalni bovinni sérum) a 1% smé&s antibiotik, kterd obsahovala penicilin
a streptomycin. Vzdy byl pouzivan jednorazovy sterilni spotiebni material urceny ke
kultivaci. Bunécnéd konfluence byla pozorovédna s vyuZitim svételného mikroskopu.
V ptipadé vysoké bunécné konfluence byly buiiky pasdzovany. Tento proces zahrnuje
odlepeni adherentnich bun¢k od povrchu kultiva¢ni nddoby a pfeneseni bunék do nové

sterilni kultivacni nddoby a ptidani Cerstvého kultivacniho média.

Pasazovani bun¢k bylo provadéno v aseptickych podminkach ve flowboxu
nasledujicim postupem. Po ptfesunuti kultivac¢nich lahvi z inkubatoru do flowboxu bylo
nejprve odsato veSkeré staré kultivaéni médium. Bunky nachazejici se na dné
kultivaéni nadoby byly promyty 5 ml PBS, ktery byl na vodni lazni ptedehtat na teplotu
kultivace bunék, aby se predeslo vyvolani stresu u bunék nahlou zménou teploty. Po
odsani PBS byl ptidan 1 ml proteolytického enzymu trypsin, ktery byl také predehiat
na teplotu kultivace. Jeho funkci je St€peni peptidovych vazeb v misté karboxylu
bazickych aminokyselin. Dlsledkem je uvolnéni bun¢k ode dna kultiva¢ni nadoby.
S kultiva¢ni nddobou obsahujici trypsin bylo mirné€ protfepano ze strany na stranu pro
rovnomerné rozprostieni enzymu po celé ploSe dna nadoby a byla vracena piiblizné na
3—5 minut do inkubatoru, jelikoz bylo tfeba dodrzet optimalni teplotu enzymatické

aktivity. Po uplynuti této doby by mély byt veskeré buiky odlepeny od stény nadoby
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a nachazet se vkapalné fazi. To bylo ovéfeno pozorovanim pod svételnym

mikroskopem.

Pokud se tak nestalo, bylo tfeba bunky jemné mechanicky sklepat ze
dna kultiva¢ni nadoby, ptipadné jesté vratit kultivacni nddobu zpét do inkubatoru na
maximalné dal$i 3 minuty. Po trypsinizaci bylo do kultiva¢ni lahve ptidano cerstvé
kultivacni médium, ve kterém doSlo mechanickym promichdnim k rozsuspendovani

bunék.

Pro metodu siRNA transfekce bylo tfeba znadt mnoZzstvi vysazenych bunék na
Petriho misky. K tomu bylo vyuzito pfistrojového vybaveni laboratofe pro pocitani
buné¢k Vi-Cell XR. Postup méteni spocival v odebrani 500 pl média obsahujiciho
rozsuspendované bunky do specialni nddobky a vloZeni do pfistroje. Ptistrojem byl
automaticky spocitan pocet bun¢k na 1 ml. Na zéklad¢ tohoto mnozstvi byl dopocitan
objem bunécné suspenze, kterou bylo tfeba nasadit na Petriho misky o priméru 60 mm
tak, aby bylo nasazeno 600 000 bun¢k. Petriho misky byly doplnény na celkovy objem
5 ml Cerstvym piedehfatym kultivaénim médiem. Pro rovhomérné rozptyleni bunck
v celém objemu bylo s Petriho miskami jemné pokyvano ze strany na stranu a byly

vloZeny ke kultivaci do inkubétoru.

3.2.2 Transfekce bunécné linie

Pro umlceni exprese cilovych proteinii byla vyuzivdna metoda siRNA transfekce.
Jedna se o metodu zaloZenou na posttranskripéni regulaci genové exprese, kterd je
vyuzivéna pro cilové umlceni studovanych geni. Principem je $t€peni dvouvldknové
RNA na kratké useky nazyvané siRNA, které jsou komplementdrni k sekvenci
studovan¢ho genu a vstupuji do dréhy interference. Rozpoznavaji homologni sekvence

mRNA studovaného genu a sparovanim dochézi k zabrdnéni genové exprese.

Buiiky byly transfekovany druhy den od nasazeni bun¢k pii bunécné konfluenci
50 %. Mnozstvi trasfekéniho ¢inidla a ostatnich reagentii bylo pfipraveno nasledujicim

zpusobem a veskerd prace byla provadéna v aseptickych podminkach ve flowboxu.

Nejprve bylo smichdno 500 pl transfekéniho média Opti-MEM s 10 ul
transfekénim ¢inidlem RNAIMAX v mikrozkumavce, ktera byla kratce promichana na
vortexu. Zaroven bylo v druhé mikrozkumavce smichano 500 pl transfekéniho média
Opti-MEM s 2 pul siRNA o koncentraci 20 pM. Tato siRNA byla komplementarni ke

genu kodujici protein, ktery byl umlCovan. Piipraveny roztok byl promichédn na
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vortexu. Obé mikrozkumavky byly inkubovany po dobu 5 minut a nasledné smichany
dohromady. Mikrozkumavka byla promichéna na vortexu a inkubovana 15 minut pfi
laboratorni teploté. Transfek¢ni ¢inidlo bylo pfidano do 2 ml média na Petriho misce
obsahujici nasazené bunky. Miska byla krouzivymi pohyby promichéna a ulozena do
inkubatoru, kde probihala inkubace po dobu 8 hodin. Po uplynuti této doby bylo odsato
staré médium, vyménéno za Cerstvé a miska vracena do inkubétoru. Po 24 hodinéach od
transfekce byly buiiky pasdzovany a po 72 hodindch byly ovliviiovany chemickymi

¢inidly pro vyvolani replikacniho stresu.

3.2.3 Ovlivnéni bunék ¢inidly pro vyvolani replika¢niho stresu

Ovliviiovani bun€k pro vyvolani replika¢niho stresu bylo pomoci dvou chemickych
¢inidel. Jednalo se o hydroxyureu (HU) a aphidicolin (APH). HU 1 APH bylo k buitkam
pfidavano po 72 hodindch od siRNA interference. Pfidavek ¢inidel byl provadén ve
flowboxu za aseptickych podminek. Pozadované mnozstvi HU a APH bylo pfidano ke
kultivovanym buiikam na Petriho miskach. Miskami bylo jemné pokyvéano ze strany
na stranu a byly vlozeny do inkubatoru k inkubaci. Ovlivnéni bun€k HU o koncentraci
2 mM trvalo jednu hodinu. V ptipadé¢ APH o koncentraci 10 uM trvalo ovlivnéni dvé

hodiny.

Obé chemickd cinidla se vyuZzivaji pro vyvolani replikacniho stresu, avSak
mechanismus, kterym jej zptsobuji, neni stejny. HU zpomaluje iniciaci replikace DNA
a postup replikacnich vidlic. Zabranuje inkorporaci nukleotidl pii procesu replikace
DNA, kdy interferuje s enzymem ribonukleotidreduktasou. Funkci
ribonukleotidreduktasy je preména nukleotiddifosfati a nukleotidtrifosfati na
deoxynukleotiddifosfaty a deoxynukleotidtrifosfaty. Diusledkem interference HU
s ribonukleotidreduktasou je tvorba mensiho mnozstvi deoxynukleotidli, coz je
divodem zpomaleni rychlosti replikace DNA. Ovlivnéni bunék HU mé vliv na poc¢atky
replikace, které budou aktivovany, a tedy 1 vliv na vzdalenosti mezi nimi (Vesela et al.,

2017).

Mechanismus piisobeni APH spociva v inhibici replikativnich polymeras a, €
a d, kdy s nimi v priibéhu replikace DNA interferuje. Dochdzi k navazani APH do
aktivniho mista polymerasy a, ¢imZ je blokovéana inkorporace deoxycitidintrifosfati.
Zéaroveil neni ovlivnéna funkce helikasy, tudiz dochdzi ktvorbé dlouhych

jednotetézcovych vlaken. Dochazi k ovlivnéni bun¢k nachéazejicich se v S fazi. Ostatni
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postupuji bunéénym cyklem az do kontrolniho bodu G1/S, kde dochazi k jejich
hromadéni (Vesela et al., 2017).

3.2.4 Western Blot

3.2.4.1 Priprava vzorki

Vzorky pro Western blot byly pfipravovany nasledujicim postupem. Veskeré médium
bylo z Petriho misek odsato. K bunkam bylo ptiddno pfiblizné€ 4 ml roztoku PBS, ktery
slouzil k promyti bun¢k. Roztok PBS byl odsat. Cely proces promyti byl proveden ve
ttech opakovanich. Po poslednim odsati PBS bylo pfidano 170-350 pl lyza¢niho pufru
LSB podle poc¢tu bunék na Petriho miskach. Pomoci pipety s nasazenou sterilni Spickou
byl LBS krouZivymi pohyby rovnomérné rozprostten po povrchu Petritho misky.
Vytvoteny lyzat byl pfenesen do mikrozkumavky a vlozen do termotitepacky na pét
minut pii teploté 95 °C a 1400 RPM. Po ochlazeni byly vzorky zmrazeny a skladovany
pti teploté —20 °C.

3.2.4.2 SDS PAGE

Proteiny ve vzorcich byly rozdéleny pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu
s pfidavkem SDS. Gel byl piipravovan 8% nebo 10% v digestofi. Nejprve byl
piipraven 8% nebo 10% délici gel (Tab. 1), ktery byl napipetovan mezi skla piipravené
ve stojanku pfiblizné 3 cm pod horni hranu skla. Takto pfipraveny gel byl pfevrstven
isopropanolem, ktery byl po ztuhnuti odsan a prostor mezi skly oplachnut destilovanou
vodou. Na d¢lici gel byl napipetovan 5% zaostiovaci gel (Tab. 2), do kterého byl vlozen

hiebinek. SloZeni zaostfovaciho gelu bylo stejné pro oba typy délicich gelt.

PlIn¢ ztuhly gel byl vyjmut z aparatury a pfenesen do elektroforetické vany, kam
byl nalit 1x running pufr pfiblizné do tfetiny a také do meziprostoru umisténych gela.
Po zaliti byl vyjmut hiebinek ze zaostfovaciho gelu a do vzniklych jamek bylo
napipetovano 15 pl vzorku. Do prvni jamky bylo napipetovano 10 pl markeru
molekulové hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Color Standards. Separace

probihala za konstantniho elektrického proudu 0,04 A na dva gely pfiblizn€ 75 minut.

39



Tab. 1 Slozeni dé€licich geld

8% délici gel (ml) 10% délici gel (ml)
Destilovana voda 7,000 5,900
30% Akrylamid 4,000 5,000
1,5 M Tris, pH 8,8 3,800 3,800
10% SDS 0,150 0,150
10% APS 0,150 0,150
TEMED 0,009 0,006

Tab. 2 Slozeni zaostfovaciho gelu

5% zaostrovaci gel (ml)

Destilovana voda 3,400
30% Akrylamid 0,890
0,5 M Tris, pH 6,8 0,630
10% SDS 0,050
10% APS 0,050
TEMED 0,005

3.2.4.3 Blotovani

Po rozdéleni proteinli podle molekulovych hmotnosti nasledoval pfenos na
nitrocelulosovou membranu metodou polosuchého (semi-dry) western blotu. Gel byl
po SDS-PAGE vyjmut. Zaosttovaci gel byl odfiznut a vyhozen. D¢lici gel obsahujici
rozdélené proteiny byl vloZen do blotovaci aparatury na nitrocelulosovou memranu
mezi filtrani papiry, které byly pfedem namoceny v 1x transferovém pufru. Pfenos
probihal 90 minut od pfipojeni k elektrickému zdroji, ktery byl nastaven na konstantni

proud 0,3 A pro dva gely.

Cilem byl pfenos proteinil na nitrocelulosovou membranu. Ke zji$téni, zda byl
pfenos Usp&sny, byla membrana promyta destilovanou vodou a barvena roztokem
Ponceau S. Nésledné byla membrana skalpelem roziezana na ¢asti dle potieby (podle
molekulovych hmotnosti zkoumanych proteinti) a 3% po dobu péti minut promyta v
Ix TBS + 0,1% Tween 20 na orbitalni tfepacce pro odbarveni od Ponceau S. Po
odbarveni byla membréna blokovana v blokacnim ¢inidle, kterym byl 5% roztok

suSené¢ho mléka v TBS. Tim bylo zabranéno tvorb& nespecifickych vazeb v mistech,
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kde nebyly pteblotovany zadné proteiny. Blokovani trvalo 45 minut na orbitalni

trepacce.

Po blokovani byly na membrédnu naneseny primdrni protilatky fedéné
v bloka¢nim c¢inidle. Inkubace probihala v uzaviené krabicce pies noc pii teploté 4 °C
v lednici. Aby se piedeslo vyschnuti membrany, byl do krabicky vloZen ubrousek

navlhéeny destilovanou vodou.

Nasledujici den byla membréana promyta od primarnich protilatek 3x po dobu
peti minut v 1x TBS + 0,1% Tween 20 na orbitalni tfepacce a dale inkubovana se
sekundarnimi  protilatkami  konjugovanymi kfenovou peroxidasou. Redéni
sekundarnich protilatek bylo také v blokacnim ¢inidle a inkubace trvala jednu hodinu
pti pokojové teploté. Po inkubaci se sekundarnimi protildtkami byla membrana opét

3x promyta v 1x TBS + 0,1% Tween 20.

3.2.4.4 Detekce proteini

Pro detekci proteinii bylo vyuZzito chemiluminiscenéniho ¢inidla SuperSignal™ West

Pico Chemiluminescent Substrate a SuperSignal™

West Femto Maximum Sensitivity
Substrate, které bylo smichano poméru 1 : 3. Jedna se o substrat pro enzym, kterym je
konjugovana sekundarni protilatka. Pfeménuje chemilumiscen¢ni substrat na nestabilni
produkt. Stabilizaci produktu dochazi k vyzateni kvanta svétla. Jeho mnozstvi je pfimo
umérné mnozstvi vizualizovaného proteinu. Roztok chemiluminiscen¢niho ¢inidla byl
rovnomeérné nanesen na membranu pred snimanim. Mnozstvi vyzafeného svétla bylo

méfeno laboratornim pfistrojem Bio-RAD ChemiDoc™ MP Imaging System pii

expozicich 10-60 s.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Veskera laboratorni prace byla provadéna v Laboratofi integrity genomu na Ustavu
molekuldrni a translaéni mediciny Lé€karské fakulty Univerzity Palackého.
Experimentalni ¢ast byla poznamenana pandemii Covid-19, a tudiz byly experimenty

provedeny pouze v jednom opakovani.

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, jestli se protein MTBP podili na
aktivaci kinasy ATR pozorovanim hladiny fosforylace jejiho substratu u rakovinné

bunécné linie U-2 OS.
4.1 Testovani specifity protilatek proti lidské MTBP

Nejprve bylo tfeba vybrat vhodnou protilatku proti proteinu MTBP. Bylo nutné
otestovat specifitu vice protilatek viici MTBP a zjistit optimalni fedéni pro vyuZziti

v nasledujicim experimentu.

Testovani specifity a optimdlniho fedéni bylo pomoci Western blotu. Jako
vzorky slouzily lyzaty piipravené zbunécéné linie U-2 OS. K imunodetekci byly
pouzity ti1 primérni protilatky anti-MTBP uvedené v Tab. 3 v¢etné fedéni. Vysledek
1ze vidét na Obr. 8. Protilatky pouzit¢ v prvni a paté draze nebyly vhodné, jelikoz
vysoky signal pozadi znemoznil detekovat band proteinu MTBP. Vhodné bylo pouziti
protilatky s ozna¢enim sc137201. Jeji fedéni bylo dostacujici v poméru 1 : 300 (Obr. 8

draha 2), lepsi vSak v poméru 1 : 1000 (Obr. 8 draha 3).

Tab. 3 Seznam vyuzivanych protilatek k detekci proteinu MTBP a jejich fedéni

Cislo drahy na WB Protilitka detekujici MTBP Redéni protilatky
1 sc137201 1:100
2 sc137201 1:300
3 sc137201 1:1000
4 500-301-875 1:500
5 ab115529 1:500
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MTBP 105kDa

Obr. 8 Western blot analyza — testovani specifity protilatek proti lidské MTBP v bunééné linie
U-2 OS. Testovani protilatky anti-MTBT sc137201 v drahach 1-3; Testovani protilatky anti-
MTBP 500-301-875 v draze 4; Testovani protilatky anti-MTBP ab115529 v draze 5. Bandy
detekujici protein MTBP se nachazeji v ¢erném ramecku.

4.2 Vyvolani replika¢niho stresu

PIn¢ aktivovana kinasa ATR je v buikach pfitomna pii prekonavani replikacniho
stresu, kdy je jeji funkci lokalni aktivace dormatnich pocatki replikace DNA (Toledo
etal.,2013). Z toho divodu bylo v buiikach nutno navodit prostiedi replika¢niho stresu
chemickymi ¢inidly HU a APH. V této praci bylo pro vyvolani replika¢niho stresu
vyuzito dvou vySe zminénych chemickych ¢inidel, které nevyvoléavaji poskozeni DNA
pfimo (jako tomu je naptiklad pifi ovliviiovani bun€k UV nebo IR zafenim), ale
interaguji s enzymy zapojenymi do procesu replikace DNA. Dochédzi k hromadéni
dlouhych jednofetézcovych vlaken DNA jako disledek naruseného fungovani DNA
polymeras (Vesela ef al., 2017).

Pro ovéfeni vyvolani replikacniho stresu v takové mife, kdy kinasa ATR
fosforyluje své substraty, byla vyuzita metoda Western blot. Vzorky pouzité pro
Western blot byly z bunééné linie U-2 OS, ktera byla ovlivnéna chemickymi ¢inidly
HU a APH. Délka ovlivnéni byla u HU 1 hodina a u APH 2 hodiny. Koncentrace HU
byla 2 mM a koncentrace APH byla 10 uM. Zda po této dobé a v uvedenych
koncentracich dochazelo k vyvolani replika¢niho stresu, bylo vyhodnocovéano
z pozorovani proteinu Chkl a jeho fosforylované formy na serinu 317. Zaroven
vysledek tohoto Western blotu slouzil také jako ovéfeni specifity protilatek k detekci
proteint Chk1, pChkl1 (S317) a MTBP. Protein MTBP slouzil jako kontrola, zda se ve

vzorcich nachézi stejné mnozstvi proteint.
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NC HU APH

MTBP — — g 105 kDa

Chk1 56 kDa

pChkl (S317)| w -- 56 kDa

Obr. 9 Western blot analyza — ovéfeni vzniku replika¢niho stresu po ovlivnéni bunék HU
a APH pozorovanim fosforylace substratu kinasy ATR u bunééné linie U-2 OS. Doba ovlivnéni
a koncentrace HU: 1 h, 2 mM; Doba ovlivnéni a koncentrace APH: 2 h, 10 uM. NC — negativni
kontrola.

Po analyze vysledkl se specifita protilatek jevila u vSech vyuzivanych jako
dostacujici (Obr. 9). Srovnanim celkové Chkl1 s fosforylovanou formu Chk1 na serinu
317 se jevi po ovlivnéni chemickymi ¢inidly jako dostacujici, jelikoz doslo k vyvolani
replikacniho stresu. Rozdil ve fosforylaci po ovlivnéni HU a APH ve srovnani

s neovlivnénymi buiikami nepfimo znac¢i miru aktivity ATR.

Pokud bych chtéla ovétit pritomnost replikacniho stresu alternativni metodou,
mohla by byt pfitomnost replikacniho stresu zjiSténa napiiklad detekci proteinti
ucastnicich se signalnich drah odpovidajicich na poSkozeni DNA (napi.: BRCAI,
MDC1). Pti replikacnim stresu dochdzi k jejich fosforylaci, kterd je pozorovana.
Dal$imi metodami by mohlo byt pozorovani ¢innosti DNA polymeras. Jednou je
naptiklad analyza vldken DNA. Vyuzivd chemicky modifikovanych bazi thymidinu
(5-10do-2"-deoxyuridinu a 5-chloro-2'-deoxyuridinu), které jsou znaceny odliSnymi
barvami. V priibéhu replikace DNA jsou zabudovavany do tvoficich se vlaken DNA.
Vysledek je nasledné vyhodnocovan pozorovanim fluorescencniho signalu, kde podle
barev dochazi k vyhodnoceni, zda doSlo k pozastaveni replika¢nich vidlic (znaceno
pouze prvni barvou), k restartu pozastavenych vidlic (znaceno obéma barvami) nebo
syntéze vlaken z nové vytvorenych replikacnich vidlic (znac¢eno pouze druhou barvou)

(Quinet et al., 2017).
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4.3 Ovéreni uspéSnosti umlceni proteint MTBP, TopBP1 a Treslin

Kinasa ATR pro svou plnou aktivaci vyzaduje pfitomnost mnoha proteint. Jako
nebytny aktivator byl popsan protein TopBP1 (Kumagai et al., 2006). Do jisté miry
byl ve studii autortt Hassan ef al. (2013) popsan 1 Treslin jako protein pfispivajici
k aktivaci ATR. JelikoZ se oba zminéné proteiny na aktivaci ATR podileji a cilem této
bakalafské préace je popsat vliv proteinu MTBP pfi aktivaci ATR, pro porovnani jsem
provedla také umlceni proteinit TopBP1 a Treslin, jelikoZ spolu s proteinem MTBP

tvoti komplex TMT.

Umlceni exprese MTBP, TopBP1 a Treslin bylo provedeno metodou siRNA
interference. Experiment byl provadén 5 po sob& nésledujicich dni. Schéma
experimentu lze vidét na Obr. 10. Ovéfeni umlceni exprese téchto proteinii bylo

provedeno metodou Western blot (Obr. 11).

Den ¢. 1 — nasazeni 600 000 bunék
na Petriho misky o priméru 60 mm

Den €. 2 — siRNA transfekce
proteintt MTBP, TopBP1 a Treslin

Den ¢. 3 — pasazovani buné¢k

A

Den ¢. 5 Ovlivnéni bunék
chemickymi ¢inidly pro vyvolani
replikac¢niho stresu a tvorba lyzati

®nQ

@ O
LS00

@ O

Q)
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Obr. 10 Schéma experimentu siRNA transfekce. Den €. 1: nasazeni bunék linie U-2 OS na
4 Petriho misky o priméru 60 mm; Den €. 2: siRNA transfekce; Den €. 3: paZzovani bun¢k na
12 Petriho misek o priméru 60 mm; Den ¢. 5: ovlivnéni bunék chemickymi ¢inidly, doba
ovlivnéni a koncentrace HU: 1 h, 2 mM; doba ovlivnéni a koncentrace APH: 2 h, 10 uM,
nasledovala tvorba 12 lyzati. Pozn.: Den €. 4 neni ve schématu zahrnut, jelikoz s bunkami
nebylo manipulovano.



Exprese gent byla uspéSné potlatena u vSech tfi umlcovanych proteini
(Obr. 11). Exprese proteinu MTBP byla uml¢ena v drahach 2, 6 a 10, proteinu Treslin
v drahdch 3, 7, 11 a proteinu TopBP1 v drahach 4, 8 a 12. V drahach 1, 5 a 9 se

nachdzely vzorky obsahujici vSechny proteiny a slouZzily jako kontrolni.

Mira exprese proteinu TopBP1 neni podminéna pfitomnosti proteint MTBP
a Treslin 1pfesto, Ze jsou tyto proteinu soucasti komplexu TMT, ktery je klicovy
vznikd vazbou proteini MTBP a TopBP1 do odlisSnych mist proteinu Treslin (viz

kapitola 2.4.1).

V ptipadé umléeni MTBP a také proteinu Treslin dochéazelo
k vyznamnym destabilizacim, které byly jiz dfive popsany (Boos et al., 2013). Pii
umlc¢eni MTBP doslo rapidnimu snizeni také proteinu Treslin a naopak pii umlceni
Treslin bylo sniZeno mnoZstvi proteinu MTBP (Obr. 11). Divodem je to, Ze proteiny
Treslin a MTBP spolu tvofi heterotetramerni komplex a v ptipad¢ odstranéni jednoho
ze ¢lenti dochazi k destabilizaci druhého z nich (Kumagai a Dunphy, 2017; Volpi et al.,
2021).

4.4 Role MTBP pfri aktivaci kinasy ATR

Vliv proteinu MTBP pfi aktivaci kinasy ATR byl vyhodnocovan pomoci Western blotu
(Obr. 11). Mira, do jaké MTBP prispiva k aktivaci kinasy ATR, byla vyhodnocovana

prostiednictvim pozorovani substratu Chk1 a jeho fosforylované formy na serinu 317.

Vzorky pouzité pro Western blot byly z bunééné linie U-2 OS, ktera byla
ovlivnéna chemickymi ¢inidly HU (drahy 5-8) a AHP (drahy 9-12) a zaroven vzorky
neovlivnéné (1-4), které slouzily jako kontrola. Délka ovlivnéni byla u HU 1 hodina
au APH 2 hodiny. Koncentrace HU byla 2 mM a koncentrace APH byla 10 uM.
Protein RPA70 slouzil jako kontrola, zda se ve vzorcich nachédzi stejné mnozstvi

proteintl.
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Treslin [ | [t . 220 kDa
TopBP1 n— — N — — — 170 kDa
MTBP o . 105 kDa
RPATO -—“—-—“ | e —— —— —— 70 kDa

Chk1 S e A — O i — 34 kDa

pChkl . 56 kDa
(S317) . — .-._.'- --

Obr. 11 Western blot analyza — ovéfeni uspésnosti umlceni proteini MTBP, TopBP1 a Treslin
a vliv proteinu MTBP v aktivaci kinasy ATR; Drahy 1, 5, 9 kontrola bez umléeni protein,
drahy 2, 6, 10 uml¢eni MTBP, drahy 3, 7, 11 uml¢eni Treslin, drahy 4, 8, 12 uml¢eni TopBP1.
Doba ovlivnéni a koncentrace HU: 1 h, 2 mM; Doba ovlivnéni a koncentrace APH: 2 h, 10 uM.

Ve vzorcich piipravenych zbun€k neoSetfenych chemickymi ¢inidly pro
vyvolani replika¢niho stresu nedochdzelo k vyrazné zvysSené fosforylaci Chkl na
serinu 317 (Obr. 11 drahy 1-4). Divodem je, Ze kinasa ATR nebyla pln¢ aktivovana,
jelikoz buiiky nebyly vystavené plsobeni stresovych faktort. Jeji mira aktivity je
v nepritomnosti replikacniho stresu nizka, avSak neni zcela neaktivni. Inhibuje
spousténi téch pocatka, které nejsou potiebné pro dokonceni replikace DNA (Shechter
et al., 2004). Lze zaznamenat rozdil mezi mirou fosforylace v draze 1 ve srovnani
s drahami 2, 3 a 4. Divodem zvySeni mliZe byt, Ze odstranéni MTBP i proteinu Treslin
zpusobuje zvySeni rychlosti replikace DNA, pfi kterém muze dochazet ke vzniku
posSkozeni DNA (Maya-Mendoza et al., 2018). ZvySeni fosforylace ve Ctvrté draze
muize byt z divodu hromadéni poSkozeni DNA, které po umlceni proteinu TopBP1

nemuze byt opravovano procesem homologni rekombinace (Moudry et al., 2016).

Po vyvolani replika¢niho stresu pomoci HU (Obr. 11 drahy 5-8) dochazelo
k aktivaci ATR. Také se projevilo umlceni vySe zminénych proteinii. Pii porovnavani
drah ovlivnénich HU byla nejvyssi mira fosforylace v paté draze, ktera slouzila jako
kontrolni. Tento vysledek znacdi, Ze proteiny TopBP1, Treslin i MTBP ovliviiuji miru
aktivity ATR. V ptipad¢ umlceni TopBP1 byla ofekévana nejmensi mira fosforylace

Chkl, jelikoz tento protein byl autory Kumagai et al. (2006) popsan jako hlavni
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nezbytny aktivator kinasy ATR. Za mych podminek vSak mélo nejvétsi vliv mélo
umlceni proteinu Treslin v sedmé draze. Pfi¢inou mohla byt efektivita siRNA
transfekce, jeji nacasovani ¢i jiné faktory. Mira fosforylace Ckh1 po umi¢eni MTBP se
zda srovnatelnd jako v piipad¢ umlceni TopBP1, tedy snizend. Umlceni Treslin vedlo
také ke sniZeni aktivace ATR, které bylo ve srovnani s vysledky po umlé¢eni MTBP
a TopBP1 vyssi. Po ovlivnéni HU mélo umlc€eni vSech tfech proteinil ve srovani s patou

kontrolni drahou fosforylaci vyrazné snizenou.

Rozdil po uml¢eni proteinii Ize vidét také po ovlivnéni bunék APH (Obr. 11
dréhy 9-12). Po ovlivnéni APH mélo nejvétsi vliv umlceni proteinu TopBPI.
K fosforylaci po umlceni TopBP1 téméf nedochazelo. Mnozstvi fosforylované formy
Chk1 bylo srovnatelné jako v pfipadné drah 2—4 v podminkach bez replikacniho stresu.
Diivodem, pro¢ po ovlivnéni APH byla nejvice snizenad fosforylace Chkl u buiiek
s umlcenou expresi TopBP1, miize byt nasledujici fakt. APH se vyuziva jako chemickeé
¢inidlo, které vyvolava replikacni stres pfimou interakci s polymerasou a. TopBP1
v buiikach se podili pravé spolu s polymerasou o na vazbé komplexu 9—1-1 do mist
pozastavenych replikacnich vidlic. V pfipad¢, ze byla umlfena exprese proteinu
TopBP1 a zaroven blokovana ¢innost polymerasy a po ovlivnéni APH, pravdépodobné
nemohlo dochazet k lokalizaci komlexu 9-1-1, ktery plni funkci pfi aktivaci kinasy

ATR (Yan a Michael, 2009; Vesela ef al., 2017).

Umlceni exprese proteinu TopBP1 mélo po ovlivnéni APH vliv na protein
Treslin. Ten byl stabilizovan (Obr. 11 draha 12). ZvySeni mnozstvi proteinu Treslin po
ovlivnéni APH v kombinaci s uml¢enim proteinu TopBP1 nebylo zatim zadnou
publikaci popsano. Vzhledem k tomu, Ze experiment nebyl proveden ve vice

opakovénich, je mozné, Ze se jednalo o chybu, kterd vznikla béhem blotovani.

Po umliceni proteinu Treslin doslo ke snizeni fosforylace proteinu Chkl. Tyto
vysledky experimentu jsou v souladu s jiZ publikovanymi daty autorti Hassan ef al.
(2013), kde se zabyvali vlivem proteinu Treslin v checkpointové odpovédi. Tato studie
popsala vliv proteinu Treslin v in vitro 1 in vivo podminkdch pozorovanim miry
fosforylace Chkl na serinu 345. V zavislosti na snizujici se koncentraci proteinu
Treslin dochéazelo ke snizeni miry fosforylace proteinu Chkl1. Zaroven byla schopnost
fosforylace kinasou ATR v pfitomnosti proteinu Treslin podminéna interakci Treslin

s N-koncovou doménou proteinu TopBP1 (Hassan et al., 2013).
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V ptipadé umléeni MTBP doSlo ke sniZeni fosforylace Chkl ve srovnani
s kontrolni drahou (Obr. 11 drdhy 9-10), ale zéroven byla mira aktivity ATR do jisté
miry zachovana. Porovnanim s uml¢enim proteinu Treslin v jedenacté draze byla mira
fosforylace srovnatelna, kdyzto ve srovnani s uml¢enim proteinu TopBP1 ve dvanacté

byla vyrazné vyssi.

Z vysledku vyplyva, ze protein MTBP ovliviluje miru aktivity ATR. Lze se
domnivat, ze protein MTBP se pravdépodobné zapojuje do checkpointové odpovédi
aktivované replika¢nim stresem spolu s proteiny Treslin a TopBP1 (Garcia et al., 2005;
Hassan et al., 2013). Zaroven je spolu s nimi v buiice potiebny jako reguldtor spousténi
pocatki replikace DNA (Kumagai a Dunphy, 2017; Kumagai a Dunphy, 2020; Ferreira
etal.,2021).

V jedné z nejnovéjsich studii autort Ferreira ef al. (2021) byla popsana spojitost
kinasy ATR s proteinem MTBP v regulaci spousténi pocatkii replikace DNA. Byl
popsan vliv fosforylace proteinu MTBP na regulaci spousténi pocatkii. MTBP pro svou
funkci pfi fizeni spousténi pocatki vyzaduje fosforylaci, ktera je vyvoldna kinasami
CDK, Cdk8/19—cyclin C a checkpointovymi kinasami podilejicimi se na opravach
posSkozené DNA. Jednou je pravé kinasa ATR, ktera fosforylaci proteinu MTBP
dokéZe inhibovat spousténi pocatkil v bunikach s nenaruSenym bunéénym cyklem. Byla
diskutovéna funkce 14 fosforylacnich mist na proteinu MTBP, kter¢ jejich fosforylaci
regulovaly rychlost spousténi pocatkl replikace DNA. V bunkéch bez poskozeni DNA
se tato regulace jevila jako nezbytna (Ferreira et al., 2021). Jednim z moznych
vysvétleni, pro¢ po uml€eni exprese proteinu MTBP dochazi ke zvysSené rychlosti
replikace DNA (Maya-Mendoza et al., 2018), by tak mohl byt fakt, Ze k fosforylaci
proteinu MTBP v jeho nepfitomnosti nemiize dochdzet, a tim bunika ¢aste¢né ztraci
kontrolu nad regulaci spousténi pocatki. Nekontrolované spousténi pocatkd miize
v buiice vyvolavat replikacni stres, a tak aktivovat kinasy podilejici se na odpovedi na

poskozeni DNA.
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyvala roli proteinu MTBP v aktivaci kinasy ATR. V ramci
teoretické Casti byl popsan mechanismus aktivace kinasy ATR, pfi€iny jeji aktivace,
vliv na spousténi pocatku replikace DNA a role replika¢nich proteinit MTBP, TopBP1
a Treslin. Experimentalni ¢ast byla provaddéna na rakovinné bunééné linii U-2 OS. Byla
otestovana aktivita kinasy ATR pomoci fosforylace substratu Chkl za podminek
replikacniho stresu indukovaného hydroxyureou a aphidicolinem v buiikach s a bez
proteinu MTBP. Mimo jiné byl také popsan vztah proteinit Treslin a MTBP
v komplexu Treslin-MTBP.

Z vysledki této prace vyplyva, Ze protein MTBP ma vliv na aktivaci kinasy
ATR, jelikoZ pii umlceni exprese metodou siRNA interference doSlo ke sniZzeni miry
fosforylace Chkl1 ve srovnani s buiikami obsahujicimi MTBP. Mira kinasové aktivity
ATR byla ¢aste¢n¢ zachovana. Ke sniZeni fosforylace Chk1 dochazelo jak po ovlivnéni
hydroxyureou, tak 1 po ovlivnéni aphidicolinem. Mira fosforylace nebyla vSak zcela
stejné snizend. To bylo odiivodnéno rozdilnym mechanismem plsobeni téchto Cinidel
vyvoléavajicich replikacni stres. Déle byl popsan vliv umlceni proteinu MTBP na
komplex Treslin-MTBP, kde v ptipadé¢ umléeni MTBP byl destabilizovan protein

Treslin. Stejny vliv mélo umléeni proteinu Treslin na stabilitu MTBP.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAD

AP-1

APH

APS

ATM

ATR

ATRIP

BRCALI

BRCT

Cdc25A

Cdc25C

CDCA45

CDC6

CDK

CDK2

CDT1

CMG

CTCF

CT™M

DBD-D

ddH>O

DDK

DMEM

DNA-PK

ATR aktiva¢ni doména

activator protein 1

aphidicolin

peroxodisiran amonny
ataxia-telangiectasia mutated

ataxia telangiectasia and Rad3-related
ATR interacting protein

breast cancer 1

BRCA1 C Terminus

cell division cycle 45A

cell division cycle 45C

cell division cycle 45

cell division cycle 6

cyklin dependentni kinasa

cyklin dependentni kinasa 2
chromatin licensing and DNA replication factor 1
CDC45-MCM2-7-GINS
CCCTC-binding factor

C-terminal MTBP

DNA binding domain

dvakrat destilovana voda
Dbf4-dependent kinase

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium

ataxia telangiectasia and Rad3-related
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Dpbl1
DTT
ETAAL
FBS
G4

GINS

H3K4me2
HU
Chkl1
Chk2
IR
LSB
MCM
MDC1
MDM?2
MRN
mRNA
MTBP
mTOR
ORC
PBS
PCNA
PI3K

PIKK

DNA polymerase B-associated protein 11
dithiothreitol

Ewing's tumor — associated antigen 1
fetalni bovinni sérum

G-quadruplex

go-ichi-ni-san z japonského piekladu 5-1-2-3 oznacujici Cisla

podjednotek komlexu (S1d5, Psfl, Psf2 Pst3)
histone H3 dimethylated at lysine 4
hydroxyurea

checkpoint kinase 1

checkpoint kinase 2

infrac¢ervené zareni z angl. InfraRed
Laemmli Sample Buffer

minichromosome maintenance

mediator of DNA damage checkpoint protein 1
mouse double minute 2 homolog
MRE11-RAD50-NBS1

messenger RNA

Mdm?2-binding protein

mammalian target of rapamycin

origin recognition complex

Posphate Buffered Saline

proliferating cell nuclear antigen
fosfatidylinositol-3-kinasy

phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase
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PP2
PP4
pre-1C
pre-RC
RBM1

RBM2

RPA14
RPA32
RPA70
SDS
SDS-PAGE
siRNA
Sld2
S1d3
S1d7
TBS
TEMED
TMT
TopBP1

Treslin

protein phosphatase 2

protein phosphatase

pre-initiation complex

pre-replication complex

RPA1-binding motif

RPA2-binding motif

RecQ Like Helicase 4

replication factor C
RAD9-HUS1-RADI interacting nuclear orphan protein 1
replication protein A

podjednotka RPA o velikosti 14 kDa
podjednotka RPA o velikosti 32 kDa
podjednotka RPA o velikosti 70 kDa
S1d3/7 — Dpbl1 — S1d2

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
small interfering RNA

synthetic lethal with dpb11

synthetic lethality with dpb11

synthetic lethality with dpbl1

Tris Buffered Saline
tetramethylethylenediamin
TopBP1-MTBP-Treslin

DNA topoisomerase 2-binding protein 1

TopBP1-interacting and replication-stimulating protein
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TRIS Tris (hydroxymethyl) aminomethane

TRRAP transformation/transcription domain associated protein
TSS transcriptional start site
Uuv ultrafialové zateni z angl. ultraviolet
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