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Cile prace

V teoretické Casti moji bakalarské prace si kladu za cil shrnuti dosavadnich poznatki
0 poskozeni DNA, divody vzniku téchto poskozeni, jejich dusledky pro bunky a hlavné
systémy, kterymi je bunka schopna opravit poskozeni DNA. Toto shrnuti zahrnuje
I vyuziti genotoxickych latek v 1ékafstvi, jejich zakladni rozdéleni a pouziti. Co se téchto
latek tyce, hlavni pozornost jsem obratil k olaparibu a sepantronium bromidu, jelikoz
v ramci praktické Casti jsem provedl experimenty S obéma zminovanymi latkami na
bunécné kultury. Popisuji postupy provedenych cytotoxickych analyz pomoci testu
tvorby kolonii a tetrazoliové soli XTT a vizualizaci poskozeni DNA na fluorescen¢nim

mikroskopu pomoci markerit DNA poskozeni a samoziejmé jejich vysledky.



1 UvoD

Jednim ze zékladnich Gcelt vSech Zivych organismil je predani jejich genetické informace
dalsi generaci zivoc¢ichii. Genetickd informace se v bunkdch vyskytuje ve formé
deoxyribonukleové kyseliny neboli DNA. Molekula DNA ma pomérné slozitou strukturu
a neustdle dochazi k jejimu poskozovéani a vzniku chyb v jeji sekvenci, jelikoz na ni
pusobi cela fada vliva, at’ uz vnéjsich nebo vnitinich a kazdy den se tak na DNA v kazdé
burice organismu objevuji nové chyby a $tépy fetézcti. Chyby v DNA mohou zpusobit
rozvoj rakoviny, pokud nejsou eliminovany opravnymi systémy buiky. Tyto systémy
jsou vsak dvousecnou zbrani a jejich mutace vedou k rozvoji mnoha specifickych
rakovin, pfi¢emz mohou pomahat buitkam zit déle a d€lit se i navzdory vysokému poctu

mutaci a genové nestabilité (Jackson a Bartek, 2009).

Poskozeni DNA se vSak da vyuzit i pro 1écbu rakoviny, kdy v buiikach uméle
indukujeme poskozeni DNA a nasledné opravné systémy spusti apoptosu. Timto
zpisobem se zastavi riist nddoru a rakovinné buiiky zaniknou. Pro tento typ 1écby se
pouzivaji metody radioterapie, chemoterapie a také genotoxicka 1éCiva, coz jsou
mutageny se znamym efektem na buniku. Pfi cileném poskozeni DNA v boji s rakovinou
se vyuziva hlavné abnormalit v DNA opravnych systémech, které jsou piitomné jen
v rakovinnych bunikdch, a ne v normélnich zdravych bunkach organismu (Hosoya

a Miyagawa, 2014), ¢imz se sniZuje toxicita pouzitych 1éciv.

V této praci byl zkouman efekt dvou genotoxickych 1é¢iv, olaparibu a YM155 na
buné¢né kultury. Olaparib patii mezi inhibitory poly(ADP-ribosa) polymerasy (PARP)
a sepantronium bromid (YM155) se fadi mezi inhibitory survivinu. Nyni se vSak ukazuje,
(Majera a Mistrik, 2020). Vzajemna spoluprace obou téchto 1é¢iv a vliv na buiiku by

mohly byt pfipadné vyuZity pii 1écbe rakoviny.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Poskozeni DNA, druhy a vznik

vvvvvv

Genetickd informace je v bunikach organismti ulozena ve form¢ DNA, kterd se sklada ze
dvou fetézcl nukleotidl tvoficich pravotocivou Sroubovici (tzv. B-DNA, nejcastéjsi

forma).

Molekula DNA vyzaduje jistou tdrzbu, protoze neustale balancuje mezi udrzovanim
genetické stability a eliminaci muta¢nich zmén, které by zplsobily ztradtu evolu¢niho
potencialu (Torgovnick a Schumacher, 2015). DNA molekula je neustale pod tlakem
rozliénych endogennich a exogennich vlivii na jeji integritu a v kazdé bunce lidského
organismu denné prob&hne az 70 000 poskozeni DNA (Lindahl a Barnes, 2000). Vétsina
znich je vedlej$im produktem normalniho metabolismu bunky nebo replikace DNA,
nckteré¢ jsou vSak indukované riznymi mutageny, napiiklad radiaci nebo toxickymi

latkami (Friedberg et al., 2006; Jackson a Bartek, 2009; Ciccia a Elledge, 2010).

Poskozeni molekuly DNA mize zpusobovat chyby pii replikaci nebo transkripci
amuze vést k riznym mutacim a chromozomalnim aberacim (jako jsou naptiklad
duplikace a delece chromozomu) a k rozvoji mnoha onemocnéni, mimo jiné i rozvoji
rakoviny. Chyby v DNA totiz mohou vést k mutacim, které ovliviiuji onkogeny a tumor

supresorové geny (Torgovnick a Schumacher, 2015).

Onkogeny zpusobuji rakovinné bujeni, mohou vznikat pti poskozeni protoonkogenu,
ktery je zodpovédny za spravny rast tkané (Chial, 2008). Mezi onkogeny ¢i onkogenni
proteiny patii napiiklad Ras GTPasy, receptor 2 lidského epidermalniho ristového
faktoru (HER2), cyklin D1, B-katenin, MYC geny a dalsi (Stien et al., 2006; Weinstein
a Joe, 2006).

Tumor supresorové geny jsou antionkogeny, geny, které¢ reguluji bunécné déleni,
ucastni se oprav DNA, a pii mutaci téchto genti dojde k maligni transformaci buiiky, coz
vede k rakovinnému ristu (viz Obr. 1) (Slaninova, n. d.). Nejznamé&jsimi tumor supresory
jsou napiiklad Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM, coz je také jeden z hlavnich

signaliza¢nich proteintl poskozeni DNA, viz kapitola Signalizace DNA poskozeni), P53,



tumor supresorovy gen rakoviny prsu typu 1 ¢i 2 (BRCAL a BRCA2), retinoblastomovy
protein (RB) a Von Hippel-Lindau tumor supresor (VHL) (Sherr, 2004).
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Obr. 1 Vliv poskozeni DNA na buiiku. Pokud je poSkozeni chybné opraveno, dojde k aktivaci
onkogeni a uml¢eni tumor supresort a nasledné k rozvoji rakoviny. Poskozeni mize zablokovat
transkripci ¢i replikaci a spusti se senescence nebo apoptoza, coz zastavi rist tumoru a eliminuje
poskozené buiitky (upraveno podle: Torgovnick a Schumacher, 2015).

Endogenni poskozeni ma svilj zdroj uvnitf buniky, miZe nastat pii béZném bunéném
metabolismu, napf. pii nespravném vloZeni deoxyribonukleotidi béhem replikace DNA
(Torgovnick a Schumacher, 2015). Endogenni poSkozeni muze zpusobit chyby DNA
bazi, napt. alkylaci, hydrolyzu (ta zptasobuje deaminaci, depurinaci a depyrimidinaci
nukleotidovych bazi) nebo oxidaci zpusobenou intracelularnimi kyslikovymi radikaly
(ROS), které vznikaji jako vedlejsi produkty mitochondrialni respirace (Lindahl
a Barnes, 2000).

Exogenni zdroje poskozeni DNA pfichazi z vnéjsiho prostiedi. Podle jejich charakteru
se déli na fyzikdlni (rlznd zareni, napf. UV, ioniza¢ni a dal$i) nebo chemické
(chemoterapeuticka 1é¢iva, industrialni chemikalie, cigarctovy kout a dalsi). Vliv

exogennich mutagenii na DNA ma Siroké spektrum c¢inkt, od tvorby cyklobutanovych



pyrimidinovych dimerd (CPD) a pyrimidin (6-4) pyrimidonového fotoproduktu (6-4PP,
vznika ozafenim UV) az po naruSeni jednoho ¢i obou fetézci DNA, kdy vznikaji zlomy
DNA fetézce. Tyto zlomy mohou byt dvoji, zlom na obou vlaknech Sroubovice (DSB)
nebo jen na jednom vlaknu (SSB) (Ciccia a Elledge, 2010).

2.1.1 Zlom na jednom vlikné DNA

SSB sice nejsou tak toxické jako DSB, ale taky piedstavuji pro buiiku seridézni problém.
Jednovlaknové zlomy mohou zablokovat replikaci a transkripci a mohou zptsobovat

rizna dédicna neurodegenerativni onemocnéni (Caldecott 2008).

SSB se tvofi po oxidaci deoxyribosy volnymi kyslikovymi radikaly (tyto radikaly
vznikaji pfi bunééném metabolismu nebo pii vystaveni buniky H20, infraCervenému
zafeni a radiomimetickym 1&¢iviim, coz jsou léciva, napodobujicich ucinek
radioaktivniho zafeni, Shiel, n. d). Vznikaji taky jako meziprodukty pii opravé bazi,
opravé DSB a po inhibici topoisomerasy 1 (TOP1; topoisomerasa je enzym, ktery
ovliviiuje tercialni strukturu DNA, tzv. supercoiling = piekrouceni) (Polo a Jackson,
2011).

2.1.2 Zlom na obou vlaknech DNA

DSB nevznika tak Casto, jako SSB, ale je mnohem toxictéjsi (Khanna a Jackson, 2001)
a zavazngjsi, jelikoz pii DSB nezustava netknuté vlakno, které by se dalo pouzit jako
opravny templat a bez opravy vedou tato poskozeni ke genové
nestabilité, chromozomovym zlomim a translokacim, coZ nasledné zplsobuje rtizna
postizeni  (vyvojové poruchy, neurodegenerativni poruchy, imunodeficienci,

radiosensitivitu, sterilitu, nachylnost na vznik tumort atd.) (Jackson a Bartek, 2009).

K tvorbé DSB dochézi vlivem ioniza¢niho zafeni, radiomimetickych 1é¢iv nebo pfi
oSetfeni bunék inhibitorem topoisomerasy 2 (TOP2), ktery brani uvolhovani napéti
piekroucenych fetézci pomoci TOP2. DSB mohou také vznikat pii normalnich
fyziologickych procesech, pfi meidze, Upravé telomer, maturaci bunék imunitniho
systému nebo pfi replikaci DNA, ktera uz obsahuje néjakou chybu (napt. SSB) (Friedberg
et al., 2006; Jackson a Bartek, 2009).



2.1.3 Bunééna odpovéd’ na poskozeni DNA

Pokud by neexistoval zpisob, jak zlomy DNA opravit, DSB i SSB by se v buice
hromadily a vedly by k buné¢né smrti.

Eukaryotické buiikky maji zpusoby, jak poskozeni DNA opravit, tento systém je
souhrnné nazyvany DNA Damage Response (DDR). Ten zahrnuje procesy, které
signalizuji poskozeni DNA a jeho samotnou opravu (Rouse a Jackson 2002a; Harrison
a Haber, 2006; Harper a Elledge, 2007). DDR je slozity systém zahrnujici mnoho faktort
a proteint, které vSak také miZou mutovat a Spatné fungovani n€kterého mechanismu

opravy DNA zptisobuje fadu chorob.

Chybné DDR muze zpusobit i chyby v imunitnim systému. Naptiklad mutace v NHEJ
podsystému DDR (viz kapitola Nehomologni spojovani koncit) zpasobuji chyby ve
funkci B a T lymfocytt. Z toho potom vychazi i rozvoj nékterych typu rakoviny, jako
jsou lymfomy a leukémie B a T lymfocyti (Jackson a Bartek, 2009). N¢které DDR
defekty dokonce zptisobuji lidskou sterilitu, jelikoz DDR je zapojeno i ve spermatogenezi
(Bartkova et al., 2007) a n¢které dédiéné poruchy DDR jsou spojeny s neplodnosti
(Matzuk a Lamb, 2008).

Hlavni funkci DDR je ovSem ochrana pted rakovinou. Normalné fungujici DDR se
béZné aktivuje uz v brzké fazi tvorby rakoviny, uz pfi prvnich neoplastickych 1ézich
a Vv drtivé vétsin¢ piipadl ochrani bunku pied vznikem nadort (Bartkova et al., 2005;
Gorgoulis et al., 2005). Oprava DNA je uzce spojena s bunéénym cyklem (viz Obr. 2)
skrze signaliza¢ni drahy a kontrolni body, zvané DNA Damage Checkpoints (Harrison
a Haber, 2006; Harper a Elledge, 2007; Lazzaro et al., 2009). Odpovédi na neopravenou
DNA je zdrzeni nebo Uplné zastaveni bunééného cyklu (senescence) pred nebo béhem
replikace DNA (G1/S a intra-S kontrolni body) nebo pied bunéénym délenim (G2/M
kontrolni bod), zabrani se tak pienosu chyby v DNA replikaci (Polo a Jackson, 2011).
Muze také dojit ke spusSténi apoptdzy, tedy fizené bunécné smrti. Apoptdza i senescence

se daji potencialn¢ pouzit pti [é¢bé tumorti (Campisi et al., 2007; Halazonetis et al., 2008).
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Obr. 2 Bunéény cyklus. Jednotlivé faze jsou G1, S, G2 a M. V cyklu se nachazi kontrolni body,
kde probihd kontrola DNA, pti detekci poskozeni miize dojit k zadrzeni cyklu, senescenci ¢i
apoptose. Kontrolni body jsou na rozhrani fazi G1/S, G2/M a uvnitt faze S, tzv. intra-S.

Upraveno podle ["The cell cycle: Figure 1", OpenStax College, Biology (CC BY 3.0)].

DNA eukaryot je pfirozené obtoCena kolem histonovych proteinli a sloZzena do
chromatinovych vlaken tvoficich chromozomy. Tato skute¢nost funkci DDR komplikuje.
Chromatin totiz brani detekci a nasledné opravé DNA 1ézi, ale da se dynamicky
modulovat (viz Obr. 3) pomoci methylace DNA (Kulis a Esteller, 2010)
a post-translaénimi  modifikacemi  histoni  (Kouzarides, 2007), inkorporaci
nekanonickych histoni (Bernstein a Hake 2006) a ptremistovanim histonti pomoci
ATP-dependentnich remodela¢nich komplext (Clapier a Cairns, 2009), coz je pro funkci
DDR dulezité¢ (nejvice prozkoumanou modifikaci je fosforylace histonové varianty
H2AX na chromatinu obklopujicim mista s DSB, viz kapitola Signalizace DNA
poskozeni) (Rogakou et al., 1998).
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Obr. 3 Proteinova dynamika na mistech DNA poskozeni. Na SSB a DSB jsou rekrutovany
faktory kontrolnich bodii DNA poskozeni (senzory, prevadéce signalu, mediatory a efektory)
a DNA opravné faktory (HR, NHEJ, SSBR, viz kapitola Zptisoby opravy DNA). Do opravy jsou
zapojeny chromatinové modulatory a chromatinové komponenty (histony a nehistonové proteiny
jako heterochromatinovy protein HP1), smérem ven z mista poskozeni probiha transkripce za
pomoci RNA polymeras (RNAPI a RNAPII) (upraveno podle Polo a Jackson, 2011).

2.1.4 Signalizace DNA poskozeni

K signalizaci zlomu DNA slouzi komplexni, specificky koordinované a sloZité
signaliza¢ni systémy, ve kterych spolupracuji riizné proteiny, které se podle funkce pii
opravé DNA déli na senzory, pifevadéce signalu, mediatory a efektory (viz Obr. 3),
pficemz nejvyznamnéjsi senzory jsou MRE11-RAD50-NBS1 (MRE11l = protein
meiotické rekombinace 11, NBS1 = Nijmegen breakage syndrome), zkracen¢ MRN, coz
je senzorovy komplex detekujici DSB (Lavin, 2007), a replika¢ni protein A (RPA)

detekujici akumulaci ssDNA vznikajici pii tvorbé zlomu (Polo a Jackson, 2011).



Ve vétsing eukaryot je SSB a DSB nejprve detekovano proteiny poly(ADP-ribosa)
polymerazal a 2 (PARP1 a PARP2) (Benjamin a Gill, 1980; Ohgushi et al., 1980;
de Murcia a Menissier de Murcia, 1994; D’ Amours et al., 1999), které se navazi na
poskozena mista DNA pomoci domény jménem zinkovy prst na N-konci (PARP1)
(Ménissier-de Murcia et al., 1989) nebo piimo N-koncem (PARP2) (Amé et al., 1999).
Navazani PARP1 na DNA spusti poly(ADP) ribosylaci (PARylaci), viz kapitola
Poly(ADP-ribosa) polymerasy.

Hlavni senzory DSB jsou heterodymer X-ray repair cross-complementing protein
6 a5 (XRCC6 a XRCC5, neboli Ku70/Ku80) a MRN komplex, které se daji vyuzit i pro
in vitro identifikaci DSB, jelikoz se na DSB ptimo vazou (Mimori a Hardin 1986;
de Jager et al., 2001) a jsou to jedny z prvnich proteinti, které se vazou na DSB in vivo
(Lisby et al., 2004; Kim et al., 2005). Ku70/Ku80 tvofi prstencovy utvar kolem DNA
vlakna, na které se vaze skrze DSB konec (Walker et al., 2001) a MRN komplex se vaze
ptes globularni region slozeny z MRE11 a RAD50 ATPasové domény. Dimerizace
MREI11 zajistuje stabilitu vazby s DNA, kdezto dimerizace RAD50 spojuje poskozené
DNA konce dohromady (de Jager et al., 2001; Williams et al., 2008). Ku70/Ku80 je
dilezity pii opravném systému NHEJ (viz kapitola Nehomologni spojovani konci),
jelikoz se jako prvni navazuje na DSB konce a aktivuje katalytickou podjednotku
DNA-dependentni protein kinasy (DNA-PKcs), ktera diky tomu vytvoii holoenzym
DNA-dependentni protein kinasa (DNA-PK) (Gottlieb a Jackson, 1993). Heterodimer
Ku70/Ku80 je jaderny komplex, ktery ma vysokou afinitu k DNA konctim, at’ uz tupym
nebo lepkavym, ty vS§ak musi mit jen kratkou piesahujici ssDNA. Pfili§ dlouhé ssDNA

na koncich ma sniZenou afinitu ke Ku70/Ku80 (Mimori a Hardin, 1986).

MRN i RPA se také navazuji na konce zlomi DNA. MRN rekrutuje a aktivuje apikalni
DDR kinasu ATM (Uziel et al., 2003; Falck et al., 2005; Lee a Paull, 2005) a RPA
rekrutuje ATM a RAD3-sptiznénou kinasu (ATR) pies senzor zvany ATR-interakcni
protein (ATRIP) (Cortez et al., 2001; Rouse a Jackson, 2002b; Zou a Elledge, 2003)
a Ewinguiv s tumorem asociovany antigen 1 (ETAA1L) (Bass et al., 2016).

skupinu proteini PIKK (fosfatidylinositol-3-kinasové proteiny), jejichz spoleénym
znakem je C-koncova kinasova doména obklopena podjednotkami FAT a FATC, které

reguluji jeho kinasovou aktivitu (Cimprich a Cortez, 2008). Substraty pro ATM a ATR



se navzajem piekryvaji, sestdvaji z vice nez 700 proteinli, z nichz drtivd vétSina je
zapojena do opravy DNA, zastaveni bunécného cyklu a transkripce, ale uinkuji také

V imunitnim systému a intracelularnim pfenosu proteint (Matsuoka et al., 2007).

ATM pomahaji mediatorové proteiny jako mediator kontrolniho bodu poskozeni
DNA 1 (MDC1), P53-vazajici protein 1 (53BP1) a BRCA1 (Harrison a Haber, 2006;
Harper a Elledge, 2007; Lazzaro et al., 2009). MDCI1 vaze E3 ubikvitin ligasu RING
Finger Protein 8 (RNF8), ta katalyzuje polyubikvitinaci histonu H2A, rekrutuje komplex
obsahujici BRCA1-Abraxas-RAP80 (RAP80 = sreceptorem spojeny protein 80)
a druhou E3 ubikvitin ligasu RING Finger protein 168 (RNF168; Doil et al., 2009;
Stewart et al., 2009). BRCA1-RAP80 komplex obsahuje deubikvitina¢ni enzymy, které
upravuji ubikvitin u chromatini kolem DSB a je dulezity pii blokaci resekce DNA konce
(Feng et al., 2009; Shao et al., 2009; Coleman a Greenberg, 2011; Hu et al., 2011). Zato
53BP1 je naproti tomu rekrutovan na chromatin vazanim na dvojité chromatinové znacky
histon H4 s monoethylovanym lysinem K20 (H4K20mel nebo H4K20me2) a histon H2A
s monoubikvitynovanym lysinem K15 (H2AKI15Ub), coz je cil RNF168
(Fradet-Turcotte et al., 2013).

Aktivovana ATM fosforyluje histonovy serin 139 (Ser139) ze skupiny H2AX na serin
YH2AX, tento histon je pfitomny na chromatinu obklopujicim DSB a poté se na négj
navaze MDCI, ktery indukuje aktivaci dalsiho ATM-MRN komplexu, coz utvoii
zpétnovazebnou smycku, ve které se znovu fosforyluje H2AX a signal se tak $iti dale od
mista zlomu, dochdzi k modulaci chromatinu a diky tomu se tam miiZou navazat

komponenty opravy DNA (Huen a Chen, 2008; Polo a Jackson, 2011).

RPA signaliza¢ni protein pokryje sSDNA, rekrutuje ATRIP a vznikne tak komplex,
ktery pomutize ptresné lokalizovat poskozeni na DNA (Zou a Elledge, 2003) a nasméruje
tam komplex zvany RAD9-RAD1-HUS1 (9-1-1), ktery tvoti svorku, ktera se na misto
poskozeni navaze skrze interakci s RAD17-replika¢nim faktorem C na 5” konec vlakna
SSDNA. Po navazani 9-1-1 komplexu se muZe navazat topoisomerasu-vazajici
protein 1 (TOPBP1), ktery aktivuje ATR aktivaci ATRIP (Cimprich a Cortez, 2008).
Dalsim mediatorem ATR aktivace je Claspin (Smits et al., 2010). PIn¢ aktivovana ATR
fosforyluje efektorovou checkpoint kinasu 1 (CHK1) na Ser317 a Ser345. Dalsi substraty
pro ATR fosforylaci jsou: ATRIP, RAD17, RAD9, TOPBP1, Claspin, H2AX,
ATP-dependentni helikasa Wernerova syndromu (WRN), Bloom syndrome protein



(BLM), BRCAL1 a protein Fanconiho anémie skupiny D2 (FANCD2) (Cimprich a Cortez,
2008).

Pro ATR jsou mediatorovymi proteiny TOPBP1 a Claspin (Harrison a Haber, 2006;
Harper a Elledge, 2007; Lazzaro et al., 2009).

Transducerové kinasy ATM a ATR nasledné aktivuji efektorové checkpoint kKinasy
(CHK1 a CHK?2), které poté rozvedou signal o poskozeni DNA po celém jadie (Polo
a Jackson, 2011) a redukuji cyklin-dependentni kinasy (CDK). Finalnim cilem této
kaskady jsou transkrip¢ni faktory, reguldtory bunécného cyklu, systémy apoptézy a DNA
opravné faktory (Harrison a Haber, 2006; Harper a Elledge, 2007; Lazzaro et al., 2009).
Inhibice CDK zpomali nebo upln¢ zastavi bunéény cyklus v kontrolnich bodech (G1-S,
intra-S, G2-M), coz bunice poskytne dostatecnou dobu pro opravu DNA (viz Obr. 2).

Zaroven s tim, signalizace ATM/ATR podporuje opravné procesy rekrutaci opravnych
faktori na mista poSkozeni a aktivaci DNA opravnych proteinid jejich upravou

(fosforylace, acetylace, ubikvitinizace nebo sumoylace) (Huen a Chen, 2008).

V neposkozenych, normalné fungujicich buikich je ATM v jadfe ve formé
neaktivniho dimeru, ktery ma blokovanou FAT doménu (pravé ta je zodpovédna za
kinasovou aktivitu) a az pfi poSkozeni DNA projde autofosforylaci na Ser367, Ser1893
a Ser1981 (Ser1981 se nachazi na FAT domén¢), coz vede k disociaci dimeru a uvolnéni

aktivniho kinasového monomeru (Bakkenist a Kastan, 2003; Kozlov et al., 2006).

Signalizace a oprava zlomtit DNA je propojena s dal§$imi metabolickymi pochody
DNA, jako jsou replikace a transkripce, ATM naptiklad dokaZze lokalné¢ inhibovat
transkripci provadénou RNA polymerasami | a Il (RNAPI a RNAPII) na mistech, kde je
DNA poskozena (Kruhlak et al., 2007; Shanbhag et al., 2010). Tato transkripéni inhibice
je zéarovein spojena s odstranénim aktivnich RNA polymeras z poskozeného mista, coz
ukazuje, ze proteinovd dynamika v misté¢ poSkozeni funguje dvéma sméry, zatimco

opravné faktory jsou navazovany, jiné faktory jsou disociovany (Polo a Jackson, 2011).

2.2 Zpisoby opravy DNA
Poskozeni DNA je né€kolik druhti a jejich oprava se 1i8i v jistych krocich. Nékteré jsou
opraveny relativné jednoduchym zvratnym procesem, vétSina je ovSem opravovana

celymi komplexy proteint a jimi zprostiedkovanych sekvenci katalytickych reakci. Kvuli
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tomu se DDR déli na podsystémy. Nejvyznamnéjsi jsou excizni reparace nukleotidii
(NER), excizni reparace bazi (BER), oprava cestou Fanconiho anémie (FA), reparace
chybného parovani bazi (MMR), zihani jednoho vlakna DNA (SSA), reparace
jednovlaknového zlomu (SSBR), nehomologni spojovani koncti (NHEJ) a homologni
rekombinace (HR) (Jackson a Bartek, 2009).

Razné diferencované bunky maji rozdilné pozadavky na DDR systémy, naptiklad
nékteré DNA-opravné drahy jsou down-regulovany po diferenciaci bunék, coz ukazuje,
ze oprava DNA je pro nedélici se bunky mén¢ dulezita (Jackson a Bartek, 2009). Navic
se u n¢kterych bunék méni pozadavky na opravu i béhem vyvoje, u savcl se takhle méni
behem proliferace neuront a NHEJ piebira hlavni roli az po findlni diferenciaci neuront
(Orii et al., 2006). NHEJ je tak pravdépodobné jedinym post-mitotickym zptisobem
opravy DSB v neuronech, kdezto délici se neuronové prekursory vyuzivaji HR (Jackson
a Bartek, 2009).

2.2.1 Excizni reparace nukleotidi

Excizni reparace nukleotidi (NER) opravuje poSkozeni DNA zpisobené UV zaienim
(6-4PP) a CPD nebo intravlaknové piekiizeni, cyklupuriny tvofenymi ROS
a polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (Friedberg, 2001; Hanawalt, 2001,
Mullenders a Berneburg, 2001).

Celkovée se NER sklada ze 4 hlavnich kroki: rozpoznani chyby, rozvinuti DNA kolem
léze, vystiiZzeni a odstranéni poskozené Casti vladkna a syntéza nového vlakna spolecné
s ligaci. NER se déli na dva podsystémy: globalni genomové NER (GG-NER nebo také
GGR), ktery kontroluje cely genom a opravuje chyby na netranskribovanych doménach
DNA a druhy systém je NER spojeny s transkripci (TC-NER nebo také TCR), ktery
pracuje v aktivné expresovanych genech. Aktivuje se, kdyz RNAPII zastavi svou aktivitu
kvtli chybé na DNA vldknu. Rozdil mezi GG-NER s TC-NER spociva ve fazi rozpoznani
poskozeni a vtom, ze TC-NER pracuje rychleji, nez GG-NER (Hanawalt a Spivak,
2008).

GG-NER  rozpozna poSkozeni DNA pomoci proteinovych komplext
XPC-HR23B-Centrin2 (HR23B = opravny protein RAD23 homolog B) a XPE-DDB2
(DDB2 = poskozeni DNA vazajici protein 2), spusti se opravné procesy rekrutaci NER
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faktorti. Multiproteinovy komplex lidsky transkripéni faktor Il (TFIIH, z podjednotek
XPB, XPD, CDK7, cyklinu H = CCNH,; faktoru aktivace 1 CDK-aktiva¢ni
kinasy = MNATL1; a vSeobecnych transkripénich faktord IIH podjednotky 1 az
5=GTF2H1, GTF2H2, GTF2H3, GTF2H4, GTF2HS5) tvofi docasné otevienou DNA
strukturu uzitim 3°-5" a 5°-3" nukledzové aktivity dvou ATP-dependentnich helikas
skupiny Xeroderma pigmentosum B a D (XPB a XPD) (Evans, 1997). XPD ma
helikasové vlastnosti a také zajisti navazani XPC na misto DNA zlomu. Domény Arch
a Fe-S z XPD utvoti zlabek, kudy prochazi poskozend DNA ve sméru 5°-3" a je rozvijena
jeji dvousroubovicova struktura. Po odvinuti dostate¢né dlouhé ¢asti DNA vlakna
(27-30 bp), jsou odhalena ssDNA vlakna pln¢ pokryta RPA (de Laat et al., 1998). RPA
spolu s proteinem Xeroderma pigmentosum komplementaéni skupiny A (XPA; ktery se
navazuje na 5'konec léze) (Krasikova et al., 2010) zodpovidaji za spravné umisténi
endonukleolytickych mediatora vystfizeni chybné DNA. Samotné vysttfizeni provadi dvé
specifické endonukleasy, XPF-ERCC1 (provede stfih na 5’-konci zlomu;
ERCC1 = protein 1 pro excisni opravu DNA) a protein XPG, ktery provede stfih na
3’-konci na druhém vlakn¢) (Fagbemi et al., 2011). Za pouziti komplementarniho
templatu syntetizuje DNA polymerasa o (Pold; pro nereplikujici se bunky) a € (Pole; pro
délici se bunky) novou sekvenci DNA. Syntéza za¢ina na 3 konci vzniklém c¢innosti
XPF-ERCCL1. Cely proces potom na 3’konci uzavie ligasa | nebo Il (Ligl, Liglll).
(Moser et al., 2007).

TC-NER pracuje v transkriptujicich se ¢astech DNA, spousti se ve chvili, kdy je
RNAPII blokovana DNA zlomem. Po tomto zastaveni je do mista poSkozeni rekrutovan
protein Cockaynova syndromu skupiny B (CSB), ten rekrutuje protein Cockaynova
syndromu skupiny A (CSA). Pravé poruchy TC-NER jsou spojeny s Cockaynovym
syndromem (CS, 80 % pacientt) (Natale, 2011). Dale se TC-NER v zasad¢ nelisi od
GG-NER, nasleduje rozvinuti helikaizami XPB a XPD a tak dale (Torgovnick
a Schumacher, 2015).

2.2.2 Excizni reparace bazi

Excizni reparace bazi (BER) odstranuje poskozené nukleotidové baze. Poskozeni bazi
vzniké v disledku oxidace, vyvolané spontanné béhem zanétu, pii vystaveni exogennim

¢inidlim (napft. ionizacni radiace, UV zafeni) nebo disledkem mutagennich alkyla¢nich

12



latek a exogennich karcinogent (napf. nitrosiaminy) (Christmann et al., 2003). Mezi
nejcastéjsi poskozeni bazi patii N-alkylované puriny, pyrimidiny s narusenou strukturou,
8-oxo0-7,8-dihydroguanin (8-OxoG, ten je vysoce mutagenni kvuli $patnému parovani
s adeninem), inkorporovany uracil a mnoho dal$ich (Christmann et al., 2003). BER je

nejvice aktivni v G1 fazi bunécného cyklu (Dianov a Hubscher, 2013).

Poskozena baze je identifikovana specifickou DNA glykosylasou, ktera dokaze
rozeznat poskozené baze nebo chybné¢ vlozené baze a nasledn¢ dokdze tyto chyby
I odstranit hydrolyzou N-glykosidové vazby (Schirer a Jiricny, 2001). Glykosylasy
pritomné v BER mechanismu se déli na dvé skupiny. Prvni skupina odstrafuje
modifikovanou bazi a zanechd na DNA apurinova/apyrimidinova mista (tzv. AP mista),
kdezto druhd skupina AP misto vyfizne svoji 3’-endonukledsovou aktivitou, ¢imz
vznikne SSB (Wilson a Barsky, 2001). Mezi glykosylasy prvni skupiny patii
I apurinicka-apyrimidicka endonukleasa 1 (APEL), ktera je stimulovana proteinem
XRCC1, se kterym i interaguje (Vidal et al., 2001). XRCC1 slouzi jako jakési leseni pro
opravné proteiny a podporuje jejich akumulaci na misté poskozeni. AP vznikajici ¢innosti
endonukleas prvni skupiny jsou 5’-deoxyribosa fosfat (5’dRP) a 3-OH (Wilson a Barsky,
2001).

Po tomto kroku miize BER pokracovat dvéma cestami, kratkou a dlouhou, v obou
hraje roli DNA polymerasa B (Polp). V kratké cesté vykazuje Polf i lyasovou aktivitu,
diky ni odstrani 5"dPR a vlozi na jeho misto spravny nukleotid (Dianov et al., 1992; Sobol
et al., 1996; Wiebauer a Jiricny, 1990). V dlouhé cesté Polf vaze prvni nukleotid na
3’konec AP (Podlutsky et al., 2001), ovSem v tomto ptipadé je AP redukované nebo
oxidované a Polf nedokaze odstépit 5'dRP (Nakamura et al., 2000). Po disociaci Polf
proto piijde na fadu proliferacni jaderny antigen (PCNA) spole¢né s Pole nebo Pold
a replikacni faktorem C (RF-C) (Stucki et al., 1998), které spolecné syntetizuji vlakno az
10 nukleotidd (Christmann et al., 2003). Na 5"AP konci vlakna jsou potom piesahujici
nukleotidy tvofici klapkovitou strukturu 5°-dRP, ktera je odstépena klapkovou
endonukleasou 1 (FEN1) stimulovanou proteinem PCNA (Klungland a Lindahl, 1997).
Naslednou ligaci opraveného vlakna provadi DNA Ligl a Liglll. Tomkinson et al., 2001).
Liglll spojuje vlakna u kratké cesty za pomoci interakce s XRCCI1, Polf a PARP1
(Kubota et al., 1996). Ligl je u dlouhé cesty BER, interaguje sPolf a PCNA.)
(Prasad et al., 1996; Srivastava et al., 1998).
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Dulezitou roli v regulaci BER ma P53, ktery cely systém stimuluje in vitro ptimou

interakci s APE a Polp a stabilizuje jeji vazbu na AP mista (Zhou et al., 2001).

2.2.3 Oprava cestou Fanconiho anémie

Opravny systém Fanconiho anémie (FA) je zodpovédny za opravu zesitovani DNA, at’
uz intervlaknového nebo intravlaknového. Toto zesitovani blokuje procesy transkripce
areplikace (van der Heijden et al., 2004). Zesitovani DNA vznika vlivem
chemoterapeutickych latek (napt. cisplatina nebo mitomycin C) (van der Heijden et al.,
2004) nebo pii prfirozené interakci s lipid  peroxidasovymi  produkty
(napt. malondialdehyd) (Stone et al., 2008).

V FA opravném systému je zahrnuto nékolik opravnych proteind, délicich se do tii
skupin. Hlavni jadro systému tvofi proteiny Fanconiho anémie skupiny A, B, C, E, G, |
a M (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCG, FANCI a FANCM). Dalsi skupinou
je I-D2 komplex, zahrnujici proteiny FANCD2 a FANCI (Walden a Deans, 2014). Tieti

skupinou jsou downstreamové proteiny (Torgovnick a Schumacher, 2015).

Iniciaéni fazi opravy je tvorba heterodimeru FANCM a FA-asociovaného proteinu
24 kDa (FAAP24), ktery rozpoznava DNA intervlaknové piekiizeni a rekrutuje dalsi FA
faktory na misto poskozeni, tedy zastavenou replikaéni vidlicku (Torgovnick
a Schumacher, 2015). Poté dochazi k monoubikvitinilaci 1-D2 heterodimeru (FANCD?2
a FANCI), ktery nasledné lokalizuje misto poskozeni na chromatinu a interaguje
s dal§imi opravnymi proteiny a downstreamovymi FA proteiny (FANCD1, FANCDN,
FANCJ, FANCS; FANCS a FANCD1 jsou vice znamé pod nazvy BRCA1 a BRCA2.)
a pokrauje oprava pomoci homologni rekombinace (viz kapitola Homologni
rekombinace) (Kim a D’Andrea, 2012). Nakonec probéhne deubikvitinace 1-D2
komplexu pomoci ubikvitin specifické-peptidasy 1 (USP1) (Kim a Kim, 2016).

2.2.4 Reparace chybného parovani bazi

Reparace chybného parovani bazi (MMR) rozpoznava a opravuje chyby v parovani
nukleotidovych bazi vzniklé spontanni nebo indukovanou deaminaci, oxidaci nebo
methylaci nebo chybou pfi replikaci (Modrich a Lahue, 1996; Umar a Kunkel, 1996).
MMR ma na starosti také inseréni ¢i deleéni smycky (IDL) (Jiricny, 2006) vzniklé
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jednovlaknovym stiihem. Tyto chyby v DNA mohou vznikat i kvili tzv. skluzu DNA
polymeras (Friedberg, 2001; Jiricny, 2006). MMR pracuje v drtivé vétsing€ v aktivné se
délicich bunkach (Wagner a Meselson, 1976).

Detektory MMR systému jsou MutSa a MutSP komplexy. MutSa se skladd z MSH2
a MSH6 proteini (MSH6 je znamy i jako G/T-vazajici protein, zkracen¢ GTBP;
Palombo et al., 1995), rozpoznava chybné parovani bazi a IDL o velikosti 1-2 bp. MutSf3
se sklada z MSH2 a MSH3 a je uréen pro detekci IDL o velikosti 2-12 bp (lyama
a Wilson, 2013).

Po nalezeni vad na DNA a navazani detekénich komplext vstupuje do hry jeden ze tii
heterodimernich komplex MutLa (MLH1-PMS2), MutL (MLH1-MLH3) a MutLy
(MLH1-PMS2) (MLH = lidsky MutL homolog, PMS2 = MMR endonukleasa 2). Po
komplex vytvofeny z MutLa, je schopny se translokovat v obou smérech na poskozené
oblasti vlakna a rekrutuje PCNA, RFC a exonukleasu 1 (EXO1). Tyto proteiny vykonaji
resekci vadné casti (Guillotin a Martin, 2014). MMR potiebuje n&jakym zplisobem
rozpoznat spravné templatové vlakno a chybné dcefinné vlakno. Tento diskriminacni
signal pro dcefinna vlakna zajistuji pravdépodobné nesouvislosti pfi syntéze dcefinych
vlaken (zaostavajici dcetfinné vldkno je syntetizovano skrze Okazakiho fragmenty, které
se spojuji dohromady) a prave tyto malé zatezy ve struktuie vldkna jsou vstupnim bodem
pro EXO1 (Liberti et al., 2013; Pavlov et al., 2003). Dalsim zptisobem diskriminace
dcefiného vldkna miZe byt asymetricky védzané PCNA na vedouci vldkno
(Constantin et al., 2005) a dalsi mechanismy. Funkce MutLf zatim neni zcela znama,
MutLy se Gc¢astni meiotické rekombinace (Zhang et al., 2005). Po resekci provedou DNA
Pold a DNA Ligl resyntézu vystiizeného vlakna (Larrea et al., 2010).

2.2.5 Reparace jednovlaknového zlomu

Reparace jednovlaknového zlomu (SSBR) ma na starosti opravu, jak uz nazev napovida,
SSB, které¢ vznikaji bud’ oxidativnim poskozenim ROS, na AP mistech (kvili poskozeni
DNA ¢i spontanim pochodiim byla pterusena N-glykosylova vazba mezi bazi a ribosou
a zustala pouze sacharido-fosfatova patet DNA; Chaterjee a Walker, 2017) ¢i v dasledku
vadné aktivity DNA TOP1 (Wang, 2002; Hegde et al., 2008). Vznika i béhem normalni
aktivity BER ¢innosti APEL.
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SSBR pracuje ve tiech trochu odlisnych cestach, podle zdroje SSB (Chatterjee
a Walker, 2017). Prvné je potieba detekce poSkozeného mista, dal§im krokem byva
zpracovani konct vlaken, protoze SSB maji na koncich abnormalni struktury, bud’ na
3’-konci, 5°-konci nebo na obou. Pfed opravou je poticba je upravit na normalni
3’-hydroxylovou skupinu a 5’-fosfatovou skupinu. SSB vznikl¢ béhem BER ¢innosti
APE1 obsahuji 5’-deoxyribosovy fosfat (dRP), ktery je odstranovan 5°-dRP lyasovou
aktivitou Polp (McKinnon a Caldecott, 2007).

Pti dlouhé¢ verzi SSBR jsou SSB detekovany PARP1 proteiny, které podstoupi rychlou
PARylaci [viz kapitola Poly(ADP-ribosa) polymerasy], disociuji a deteku;ji tak dalsi SSB
(D’ Amours et al., 1999; Davidovic et al., 2001). Nasledujici krok je zpracovani konct
SSB pomoci APEI (kterd je stimulovana interakci s XRCCI, ktery funguje, jako leSeni
a hraje dulezitou roli v koordinaci a rekrutaci proteini SSBR), polynukleotid kinasa
3’-fosfatasy (PNKP) a aprataxinu (APTX) (McKinnon a Caldecott, 2007). Nasledné je
poskozeny 5'-konec odstranén aktivitou FEN1 s pomoci PARP1 a PCNA. Vznikne
ssDNA, ke které je komplementarni ¢ast syntetizovana pomoci Polp a Polé/e. Koneénou
ligaci ma na starosti Ligl, jejiz aktivita je zavisla na pfitomnosti PCNA a XRCClI

(Lan et al., 2004; Mortusewicz et al., 2006; McKinnon a Caldecott, 2007).

Kratkd verze SSBR, kdy SSB vznika ¢innosti BER, se lisi od dlouhé verze v tom, ze
resyntézu zprostfedkuje pouze Polf a ligaci provadi Liglll (McKinnon
a Caldecott, 2007).

Posledni variantou je TOP1-SSB cesta, coz je varianta PARP1-dependentni dlouhé
cesty. V tomhle piipadé jsou konce SSB zpracovany tyrosyl-DNA fosfodiesterasou 1
(TDP1), ktery odstranuje TOP1 z 3"-konce zlomu (Caldecott, 2008).

2.2.6 Zihani jednoho vlikna DNA

Zihani jednoho vlakna DNA (SSA), je pfidavny opravny mechanismus DSB, ktery
spojuje dva homologni 3"- SSDNA konce pomoci zihani, kdy ovsem dochazi k deleci mezi
zihanymi misty (Paques a Haber, 1999) a tento mechanismus je tedy nachylny na chyby.
SSA potiebuje k praci rozsahlou resekci DNA konce a premisténi RPA z sSDNA, aby
byla odhalena komplementarni homologni sekvence. Pfemisténi RPA proteinti probiha

u savcu pomoci RADS52, u kvasinek pomoci RAD51 (Scully et al., 2019).
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2.2.7 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace (HR), patii spolu snehomolognim spojovanim konci
(viz kapitola Nehomologni spojovani koncti) mezi systémy pro opravu zlomii obou
vlaken DNA (DSBR) (Hartlerode a Scully, 2009; Pardo et al., 2009). Oba systémy jsou
navzajem komplementarni (Polo a Jackson, 2011). HR také miZe znovu nastartovat

zastavenou replikac¢ni vidlicku nebo spolupracovat s FA pfi opravé intervlaknového

prektizeni DNA (Kennedy a D" Andrea, 2005).

HR potiebuje, jak ndzev naznacuje, homologni templat ze sesterské chromatidy, diky
tomu je teoreticky bezchybna. HR opravuje DSB post-replikativné¢ vSa G2 fazi
bunécného cyklu (Roy et al., 2011). HR zahrnuje systémy, které zajisti invazi do
templatového DNA vlakna a opravnou syntézu (Mazon et al., 2010).

Iniciace celého HR systému je podminéna vznikem ssDNA pomoci MRN, v procesu
katalyzovaném pomoci RAD51, BRCA1 a BRCAZ2, jelikoz sSDNA infiltruje templatové
vlakno, diky kterému mizou dalsi HR komponenty resyntezovat spravné vladkno

(spoluprace polymeras, nukleas, helikas, ligas a dalsich faktorti) (Jackson a Bartek, 2009).

MRN komplex se navazuje na oba konce DSB, nasledné rekrutuje ATM a histonovou
acetyltransferasu TIP60 (Sun et al., 2005; Stracker a Petrini, 2011). ATM se aktivuje
pomoci TIP60 a fosforyluje chromatin H2AX, ktery potom mize navazat MDCl1
(Bhatti et al., 2011). MDCI1 je poté fosforylovano diky ATM a funguje jako leSeni pro
vazbu ubiquitin E3 ligas RNF8 a RNF168 (Altmeyer a Lukas, 2013), ty ubiquitinuji
H2AX, ktery nasledné funguje jako vazebné misto pro S3BP1 a BRCAL. To celé se déje
v S a G2 fazi bunééného cyklu, kde BRCA1 ma vé&tsi koncentraci nez 53BP1 a spusti
ubiquitinaci retinoblastom-vazajiciho proteinu 8 (RBBP8) (Yu et al., 2006;
Chapman et al., 2012). V tu chvili se navazou na DNA i dalsi HR komponenty, RPA
a RAD5S1 (Chatterjee a Walker, 2017).

Nasleduje resekce koncli DSB. Resekce se sklad4 z nukleotického zpracovani DNA
od 5'ke 3’konci MRN komplexem (Rupnik et al., 2010) v kombinaci S pomocnymi
faktory jako CtIP, RECQ helikasami (skupina, kam patii i proteiny BLM a WRN)
a nukleasami EXOI a DNA replikacni helikasa/nukleasa 2 (DNAZ2) (Zou a Elledge, 2003;
Bernstein a Rothstein, 2009; Mimitou a Symington, 2009; Huertas, 2010;
Longhese et al., 2010; You a Bailis, 2010).
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Resekce se podle zptisobu provedeni déli na kratkou a dlouhou. Kratka resekce je
zprostfedkovana endonukleasovou aktivitou MRN a CtIP a je stimulovana proteiny na
koncich DNA, jako jsou Ku70/Ku80 (navazané na koncich zlomu) a RPA nebo
nukleosomy (Limbo et al., 2007; Sartori et al., 2007; Garcia et al., 2011). Béhem resekce
jsou Ku70/Ku80 odstranény z konce DNA, coz poskytne vstupni bod pro resekci
dlouhého dosahu. Ta je zprostiedkovana proteiny EXOL1 nebo BLM spolu s DNA2
(Nimonkar et al., 2011, Daley et al., 2017). Po resekci vznikne volny piesahujici 3"-konec
sSDNA. RPA proteiny pokryji tento piesahujici 3"-konec, ten se diky nim nemutize navazat
na zadny nezadouci homologni fetézec. Pfed dalsim krokem jsou vSak RPA odstranény
rekombina¢nimi mediatory (u obratlovci jsou to BRCA2 a BRCALl-associated RING
domain protein 1 = BARDI). Po odstranéni RPA se navaze na ssDNA RADS5I
rekombinasa (San Filippo et al., 2008). Vznikne RADS51 filament, coz je dynamicka
struktura, kterd hledd homologni oblast na templatovém homolognim DNA a provadi
invazi ssDNA do sesterské chromatidy (Scully et al., 2019). RADS51 vlakno vytvafii
synapticky komplex slozeny ze tiivldknového DNA helixu, ktery podporuje navazani do
templatu (Chen et al., 2008). Pokud RADS51 najde vhodny homolog, synapse se
stabilizuje (odstranénim RADS51 pomoci RAD54 a RAD54B, to uvolni 3"-OH ssDNA)
a nepotiebné druhé vldkno napadené molekuly je odsunuto pry¢, vytvoii D-smycku
(disloka¢ni smycka) (van der Heijden et al., 2008) a zbyvajici komplementarni vlakna
(templat a invazivni ssDNA s volnym 3’-koncem) se navaZou na sebe a spusti se DNA
polymerasa Pold, ktera spolu s Liglll prodluzuje invazivni vlakno (Chatterjee
a Walker, 2017; Scully et al., 2019).

Po navazani invazivniho vldkna do templatu se HR da rozd¢lit na dva odlisné
podsystémy. Prvni podsystém prevazuje v meioticky se dé&licich builkach
(Paques et al., 1999) a oznacuje se jako klasicky HR nebo také dvojité Hollidayovo
prektizeni (dHJ), kde invazivni vlakno a templat tvofi strukturu dHJ. Diky tomuto
prekiizeni mize dojit k rekombinaci (crossing-overu) mezi obéma vlakny, zalezi na
prostorové orientaci dHJ (Sarbajna a West, 2014). Po provedeni opravy vlakna dojde
k rozpleteni dHJ pomoci helikas a resolvasovych enzymi, vlakna se od sebe oddéli a vrati
se na sva mista, za vzniku kompletni opravené DNA. Rekombinace ovSem nemusi
probéhnout vzdy, dHJ miize byt rozpleteno pomoci komplexu BTR (slozeny z proteint
BLM, TOP3a a RMI1/RMI2, zalezi na polarit¢ dHJ; RMI1 = methylthioribosa-1-fosfat

isomerasa; Bizard et al., 2014).
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Druhym HR podsystémem, dominantnim pro somatické buiky je SDSA (na syntéze
zavislé zihani vlakna), kdy je RADS51 navazéano jen na jeden konec DSB, kde druhy konec
zustane pasivni (Paques et al., 1999). Jak piesné k tomu dochazi, neni pfesné¢ znamo.
Druhy konec zlomu se poté Ziha se syntetizovanym vldknem (Scully et al., 2019).
D-smycka je v SDSA rozpusténa pomoci enzymu helikasa 1 regulujici elongaci telomer
(RTEL1) (Barber et al., 2008). Pii SDSA tedy nedochazi k rekombinaci a pti mitoze je
to vice uzivana HR cesta (Torgovnick a Schumacher, 2015; Scully et al., 2019). Shrnuti

celého systému viz Obr. 4.
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Obr. 4 Hlavni zpusoby opravy DSB: NHEJ a HR. NHEJ spojuje poSkozena vlakna DNA
a vyzaduje resekci ssDNA na koncich zlomi, coz vede ke ztraté genetické informace. Detekci
zajistuje heterodimer Ku70/80, ktery navaze PKcs proten. Ten fosforyluje a verbuje dalsi opravné
faktory, hlavné resekéni enzymy Artemis a MRN. Po resekci LiglV s pomoci XLF a XRCC4
spoji oba konce DNA vlaken. HR vyuzivd homologni oblasti v sesterské chromatidé. Tento
systém je teoreticky bezchybny. Po detekci pomoci MRN je aktivovan ATM komplex, ktery
fosforyluje H2AX histon a dalsi opravné faktory. MRN provede resekci a vznikne ssDNA. To je
hned pokryto RPA, které nahradi RADS51. Vlakno s RAD51 pronikne do templatového vlakna
sesterské chromatidy, kde dojde k navazani na homologni oblast a syntéze opraveného vlakna.
Vznika D-smycka. Muze dojit k rekombinaci. Nasleduje rozpleteni vlaken a jejich navrat na sva
mista (upraveno podle Lans et al., 2012).
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2.2.8 Nehomologni spojovani koncii

Nehomologni spojovani koncti (NHEJ) je dalsi ze systémt opravy DSB. Na rozdil od HR
nevyuziva templat DNA (Lieber, 2010). NHEJ je ptevladajici zptsob opravy DSB
u eukaryot, zprostiedkovava ptimou ligaci poskozenych koncti DNA vldken (aniz by je
moc upravoval) (Polo a Jackson, 2011) bez potieby homolognich sekvenci mezi nimi

a nezalezi mu na fazi buné¢ného cyklu (Lieber, 2010).

53BP1 hraje dulezitou regulacni roli pii rekrutovani NHEJ komponentt (Panier
a Boulton, 2014). Jako prvni DSB rozpozna heterodimer Ku70/80, v ramci sekund se na
néj navaze, aby zabranil nechténé resekci (Pang et al., 1997; Mari et al., 2006;
Soutoglou et al., 2007; Mimitou a Symington, 2010) a aktivuje protein kinasu DNA-PKcs
(Gottlieb a Jackson, 1993), ktera interaguje s XRCC4 proteinem. PKcs odsunuje Ku
heterodimer a fosforyluje sebe i dal$i okolni faktory, ¢imz je aktivuje (Gottlieb a Jackson,
1993; Yoo a Dynan, 1999; Weterings a Chen, 2008). XRCC4 spolu s Ku stabilizuje konce
zlomu proti sob&é (Malivert et al., 2010; Hammel et al., 2011; Andres et al., 2012). Tyto
konce jsou upraveny resekci. Tu provadi MRN komplex a protein Artemis (tvoii komplex
s PKcs; Moshous et al., 2001). Po resekci ziistanou mezi vlakny mezery, ty jsou vyplnény
Polu a Polx (Ramadan et al., 2004; Roberts et al., 2010). LiglV (v asociaci s XRCC4
a XRCC4 podobny faktor = XLF) nakonec provede ligaci obou konct a dokoné¢i NHEJ
proces (Jackson a Bartek, 2009).

NHEJ se déli na dva podsystémy, vySe popsany je klasicky cNHEJ (viz Obr. 4), ale
existuje jeste alternativni spojovani koncti, tzv. aEJ. Alternativni systém bunka vyuziva,
pokud je zakladni cNHEJ néjak narusen (Polo a Jackson, 2011). Pracuje s 3 koncem
SSDNA a je mutagenni, jelikoZ tvofi inserce a delece na mistech opravy
(Scully et al., 2019). U cNHEIJ se piedpoklada, ze dochazi jen k minimalni resekci vliaken
(Burma et al., 2006), ovsem u aEJ dochazi vzdy k resekci mikrohomologli na misté
poskozeni DNA (Guirouilh-Barbat et al., 2007)

Alternativni zpiisob zavisi na termindlnich mikrohomolozich pfimo na koncich zlomd.
Obejde se bez XRCC4 (Bennardo et al., 2008), LiglV a Ku proteint. V aEJ je hlavnim
komponentem Pol8, funguje jako helikasa i jako polymerasa, piicemz helikasa odstrani
RPA z ssDNA, zatimco polymerasova funkce Pol6 stabilizuje oba DNA konce naproti
sob¢ (Kent et al., 2015; Mateos-Gomez et al., 2017). Dalsi polymerasy vyplni prostor
mezi vlakny syntézou (McVey et al., 2016) a DNA ligasa je spoji. Pol6 a celé aEJ se

21



nejspise vyvinulo jako opravny faktor urcitych 1ézi DNA spojenych s replikaci, které jsou

Spatné substraty pro cCNHEJ. (Scully et al., 2019).

NHEJ se poklada za pomérné ¢asto mutagenni systém opravy DNA, jelikoz zptisobuje
delece nebo inserce na opravovanych mistech a je nachylny k chybam (Lieber, 2010; Polo
a Jackson, 2011). Nékteré studie vSak tvrdi, ze samotny CNHEJ systém je ve své podstaté
pomérné piesny a vzniklé chyby zptsobuje hlavné chybujici aEJ (jehoz plny
mechanismus jeSté nebyl prozkouman; Charbonnel et al., 2011), moznost cNHEJ
adaptovat se na na nedokonale komplementarni konce vlaken a také nutnost nejprve
chemicky zpracovat nekompatibilni DNA konce, nez dojde kjejich pitimé ligaci
(Bétermier et al., 2014).

2.3 Vyuziti poSkozeni opravnych systémi DNA pri lé¢bé rakoviny

Spole¢nym a zakladnim znakem rakovin je genova nestabilita (Stratton et al., 2009).
Vétsina karcinogennich latek poskozuje DNA a zpusobuje mutace (Hoeijmakers, 2001,
Kastan a Bartek, 2004). Dalsim zdrojem mutaci jsou vSak i zdédéné chyby v DDR, které
pfispivaji k nachylnosti na vznik mnoha rakovin. Napfiklad defekty v NER systému
zpusobuji UV hypersensitivni choroby jako Xeroderma pigmentosum (XP), Cockayniv
syndrom a trichothiodystrofie (TTD) (Cleaver, 2005), mutace v MMR zpisobuji tzv.
Lynchtv syndrom (hereditalni nepolypdzni kolorektalni karcinom = HNPCC), vedou
k predispozici ke kolorektalnimu karcinomu, rakoviné Zaludku, vaje¢niki a dal$im
karcinomim (Guillotin a Martin, 2014). Neptitomnost MMR byla navic potvrzenau 15 %
primarnich druhti karcinomt (Furgason a Bahassi, 2013). Mutace FA systému zpusobuji
Fanconiho anémii, autosomalni recesivni chorobu, zplsobujici retardaci, neplodnost,
selhani kostni dfen¢, tuhé tumory hlavy, krku, ledvin, jater, rakovinu kaze a dalsi

(Cerbinskaite et al., 2012).

Mezi ptevazujici zpiisoby 1écby rakoviny patifi kromé chirurgickych zékrokt
radioterapie a chemoterapie. V chemoterapii jsou vyuzivany latky, které zptusobuji cilené
poskozeni DNA, generuji DNA zlomy a mutace, ty totiz nejen zplisobuji tvorbu nadoru,
ale mizou také zpomalovat riist rakoviny a spoustét smrt malignich bunék. Uzivané
koncentrace téchto latek ve zdravych tkanich neplsobi vazné vedlejsi efekty, ale
v rakovinnych buiikach prokazuji velikou efektivitu. To je zpusobeno faktem, Zze vétSina

(pravdépodobné vSechny) druhii rakovin maji mutace v DDR a to neni schopné provadét
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efektivni opravu. Jenze DDR je bézné i zdrojem rezistence rakovinnych bunck proti
chemoterapeutikiim, tudiz jeho cilena inhibice zvysuje efektivitu radioterapie (tento efekt
se nazyva radiosenzitizace) a chemoterapie. Inhibice DDR muze také zablokovat

apoptozu a tim snizit toxicitu pro zdravé tkan¢ (Jackson a Bartek, 2009).

Jelikoz se DDR c¢asto dopliuji a sdileji nékteré komponenty, mutace jednoho proteinu
muze zpusobit ovlivnéni hned nekolika DDR systémt najednou. Rakovinné buiiky uz
obsahuji mutace DDR, cilené mutace chemoterapeutickymi u¢inky tak maji na rakovinné
buitky mnohem vétsi dopad nez na zdravou tkan. Naptiklad PARP inhibitory, které jsou
relativné netoxické pro normalni tkéan, ovSem v HR-defektnich bunkach vykazuji
cytotoxicitu, obzvlasté v téch, které obsahuji mutace v genech BRCA1 nebo BRCA2
(viz kapitola PAPR inhibitory) (Bryant et al., 2005; Farmer et al., 2005; Jackson
a Bartek, 2009).

2.4 DNA poskozujici latky vyuzivané v 1é¢bé rakoviny

2.4.1 Cisplatina

Cisplatina, znama taky jako Peyrontv chlorid, [Pt(NHz3)2Cl2], cis-diamindichlorplatina
(CDDP), je nejvice uzivané chemoterapeutické 1é¢ivo (Torgovnick a Schumacher, 2015),
povolené FDA (Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, USA) od roku 1978. Pivodné byla
pouzivana na lé¢bu rakoviny mocového méchyie a varlat (Kelland, 2007b), postupné se
zacala pouzivat i na 1é¢bu dalsich karcinomti (malobunéény a nemalobunéény karcinom
plic, rakovina krku a hlavy, vaje¢nikd, délozniho hrdla a kolorektalni karcinom)
(Lebwonhl a Canetta, 1998; Galanski, 2006).

Funkce cisplatiny je zavisla na méd'ném transportéru 1 (CTR1) a transportéru
organickych kationta (OCT), které reguluji pfijem cisplatiny do bunky (Torgovnick
a Schumacher, 2015). Jakmile se cisplatina dostane do cytoplazmy, je aktivovana reakci
s vodou. Voda mize nahradit jednu nebo obé¢ cis-chloro skupiny v molekule cisplatiny.
Nejvice reaktivni je monoaqua forma, muze reagovat s mnoha cytoplazmatickymi
nukleofilnimi ~ substraty  (redukovany  glutathion = GSH,  methionin

vvvvvv

vychazi jeji cytotoxicky efekt (Galluzzi et al., 2011). Cisplatina zptsobuje inter i intra
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vlaknové prekiizeni DNA, jelikoz v jadie cisplatina napada nukleofilni N7 na purinovych
bazich, coz vede k tvorbé monofunkénich aduktd, které jsou schopny vytvaret zminovana
prektizeni vlaken (Dasari a Tchounwou, 2014). Cisplatinou zasazené butiky se zastavuji
v G2 fazi bunééného cyklu a aktivuji se jejich DDR drahy. Pokud je poSkozeni piili§
rozsahlé, dojde kbunééné smrti (to zplisobuje kaskada ATM/ATR/P53)
(Damia et al., 2001; Pabla et al., 2008).

Buiiky si vSak dokazou proti cisplatiné vytvofit imunitu nebo proti ni mizou mit
imunitu vrozenou, to potom brani pouziti cisplatiny k1écbé rakoviny (Torgovnick
a Schumacher, 2015). V rezistentnich bunkach bylo objeveno, ze proteiny ovladajici
vydej cisplatiny z butiky [ABC (ATP vazajici kazeta) ATPasy jako napf. protein spojeny
s rezistenci na vice 1é¢iv = MRP; a médéné ATPasy typu 7A a 7B = ATP7A a ATP7B]
maji zvysenou expresi (Burger et al., 2011), ovSem i interakce s GSH a MT muze

MV

systémil, které opravuji $kody cisplatinou zpiisobené (Torgovnick a Schumacher, 2015).

Cisplatina vsak zpusobuje i vedlejsi efekty, jako nefrotoxicita a neurotoxicita
(Kelland, 2007a). Tyto vedlejsi G¢inky a schopnost bun¢k vytvofit si po néjakém Case
rezistenci vedly k tvorbé dalsich 1é¢iv zalozenych na platiné (Torgovnick a Schumacher,
2015) napt. karboplatina, pozivana na 1é¢bu rakoviny vaje¢niku, krku, hlavy a plic
(Dasari a Tchounwou, 2014). Misto dvou cis-chloro skupin obsahuje dvouvazny
dikarboxylovy ligand, ktery zpomaluje reaktivitu sloufeniny a zmenSuje
pravdépodobnost vedlejSich ucinkl (hlavni negativni efekt je trombocytopenie, snizena
tvorba trombocytt) (Torgovnick a Schumacher, 2015). V buiice tvoii stejné adukty jako

cisplatina (Harrap, 1985).

Dalsi FDA schvalené 1éCivo na bazi platiny je oxaliplatina. 1,2-diaminocyklohexanovy
ligand a oxalatova skupina davaji oxaliplatiné nové vlastnosti, oproti predchozim
platinovym lé¢ivim. Je mén¢ zavisla na CTR1 transportéru (Holzer et al., 2006) a tvoii
v DNA adukty, které MMR systém neni schopen rozpoznat a nehrozi tedy tvorba
rezistence skrze MMR (Fink et al., 1996). Oxaliplatina se pouziva pro 1écbu rakovin
rezistentnich na cisplatinu a karboplatinu (Raymond et al., 2002) a také v kombinaci

s 5-fluorouracilem na 1é¢bu kolorektalni rakoviny (Kelland, 2007b).

Fenantriplatina, nejnovéjsi z této skupiny latek, usmrcuje rakovinné bunky efektivnéji,

nez jeji predchidci a zda se, ze bunky nejsou schopné si na ni vybudovat rezistenci
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(Park et al., 2012). Fenantriplatina formuje vysoce G¢inné monofunkéni adukty na DNA
(Kellinger et al., 2013), které jsou schopné inhibovat RNA i DNA polymerasu
(Hucke et al., 2018), mimo jiné i Poln, ktera ma na svédomi tvorbu rezistence vuci

cisplatin¢ (Hicks et al., 2010).

2.4.2 Nukleosidové analogy

Dalsi latky pouzivané v boji proti rakoviné jsou nukleosidové analogy. Jsou to
modifikované purinové a pyrimidinové nukleosidy, zakladni prekursory ATP, DNA
a RNA. Tahle skupina latek je uzivana pti 1é¢bé hematologickych malignit i pevnych

tumord a také na 1é¢bu virovych onemocnéni (Galmarini et al., 2002).

Cytotoxicita nukleosidovych analogli spo¢iva v inhibici replikace a transkripce.
K inhibici téchto pochodl dochazi po inkorporaci do DNA ¢i RNA nebo ptimou
interferenci s kriticky dtlezitymi enzymy replikace a transkripce (polymerasy, kinasy,
ribonukleotidové reduktasy, metyltransferasy, nukleosidfosforylasy a thymidylat
syntasy) (Jordheim et al., 2013).

Ptijem do bunky reguluji dvé skupiny nukleosidovych transportér (NT): rovnovazné
NT (ENT) a koncentraéni NT (CNT) (Zhang et al., 2007) a stejné enzymy, které se
v buiice staraji o dodavku dNTP pro DNA syntézu (deoxycitidin kinasa = dCK,
deoxyguanosin kinasa = dGK, thymidin kinasa 1 a 2 = TK1 a TK2) fosforyluji
nukleosidové analogy na mono-, di- a tri- fosfatovou formu. Cytotoxicita nukleosidovych

analogt je aktivni ve formé trifosfatu (Jordheim a Dumontet, 2007).

Jenze nukleosidové analogy napadaji kazdou mnozici se bunku, jsou tedy malo
specifické, a to zplisobuje spoustu vedlejsich G¢inkt (od potlaceni funkci kostni diené
a inhibice imunitniho systému, az po neurotoxicitu). Napadené bunky si také mohou
vytvorit rezistenci vi¢i nukleosidovym analogiim. Toho dosdhnou snizenim hladiny
fosforylacnich  kinas dCK/dGK nebo ztratou exprese NT  (Torgovnick
a Schumacher, 2015).

Prvni FDA schvaleny nukleosidovy analog byl cytarabin (nebo také ara-c), vytvoieny
modifikaci 2-deoxycitidinu. Byl schvaleny jiz v roce 1969 na 1é¢bu akutni myeloidni
leukémie (AML) (Johnson, 2001). Cytarabin obsahuje na pozici 2" na sacharidu
hydroxylovou skupinu, ktera je po proniknuti do bunky fosforylovana dCK. Vznika
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trifosfatova forma arabinofuranosylcytosin trifosfat (ara-CTP), ktera mlze pii syntéze
DNA nahradit deoxycytidin trifosfat (dCTP) a je tak vlozena do DNA. Inkorporovana
ara-CTP je Spatnym substratem pro DNA polymerasu, coz vede K zastaveni replika¢ni
vidli¢ky (Ross et al., 1990).

Gemcitabin je také 2-deoxycytidinovy analog, obsahuje 2 fluory na 2" pozici
sacharidu. Gemcitabin se pouziva v 1é¢b¢ tuhych tumort (tumor slinivky, prsu, vajeénikt
a nemalobunéény tumor plic) (Ewald et al., 2008). Funguje stejné jako ara-c, tedy
zavedenim jeho trifosfatové formy do DNA a kompetici s dACTP (Hertel et al., 1990).
Také ma schopnost inhibovat ribonukleotid reduktasu a snizit tak bunétnou zasobu
deoxynukleotidi (Wang et al., 2007). V porovnani s cytarabinem burnky gemcitabin 1épe
absorbuji, ma delsi reten¢ni ¢as (Plunkett et al., 1995) a podporuje antiprolifera¢ni u¢inky

cisplatiny pfi rutinni 1é¢bé (van Moorsel et al.,2000).

Troxacitabin je odlisny typ nukleosidového analogu. Stereochemické formy
ptirodnich nukleosid maji konfiguraci B-D, troxacitabin méa opacnou konfiguraci -L. Je
fosforylovan jinym typem kinas (3-fosforglycerat kinasy) a jeho absorpce neni fizena
pomoci ENT ¢i CNT. Antiproliferacni u¢inek troxacitabinu byl Klinicky prokazan jak pro
tuhé tumory, tak pro hematologické malignity (Swords a Giles, 2007).

CNDAC je cytosinovy analog, ktery ma Upln¢ jiny zplisob G¢inku, misto zastaveni
bunééného cyklu v S fazi (jako ara-c, gemcitabine a troxacitabin), CNDAC zptisobuje
zastaveni v G2 fazi a indukuje tak tvorbu DSB (Wang et al., 2008).

Fludarabin a cladribin jsou purinové analogy s modifikovanym 2’-deoxyadenosinem,
uzivané pro 1é¢bu hematologickych malignit. Fludarabin obsahuje fluor na pozici 2'na
adenosinu a fosfatovou skupinu na 5 uhliku arabin6zy. Cladribine ma misto fluoru chlor.
Jejich  funkce spociva v inkorporaci do DNA a nasledné aktivaci DDR
(Huang et al., 1990). Také interferuji s ribonukleotid reduktasou, DNA ligasou, DNA
primasou (Clarke et al., 2002) a skrze aktivacni faktor 1 apoptické proteasy (APAF-1)
indukuji apoptozu (Genini et al., 2000). Ob¢ latky vsak vykazuji cytotoxicitu i pro
nedélici se buniky (Galmarini et al., 2002).

Clofarabin byl vyvinut na zlepseni u¢inku fludarabinu a cladribinu a v roce 2006 zacal
byt pouzivan k 1é¢b¢ détské akutni lymfoblastické leukémie (Bonate et al., 2006). Na
pozici 2'na purinovém uhliku nese fluor. Trifosfatova forma blokuje DNA syntézu,

inhibuje ribonukleotid reduktasu a spousti apoptozu uvolnénim
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cytochromu C z mitochondrii (Ewald et al., 2008). Clofarabin je cytotoxicky pro
nemalobunéénou rakovinu plic, rakovinu tlustého stfeva, ledvin, centralniho nervového

systému, vaje¢niki, prostaty a prsou (Bonate et al., 2006).

2.4.3 Alkylaéni Cinidla
Alkylacni ¢inidla patfi mezi nejstar$i protinadorové latky. Prvnim z nich schvaleny FDA
v roce 1949 byl chlormethyn, prodavany jako Mustargen a pouzival se proti leukémii

a lymfomii (Torgovnick a Schumacher, 2015).

Alkylaéni ¢inidla tvoti reaktivni meziprodukty, které napadaji nukleofilni skupiny na
DNA bazich, a to bez ohledu na fazi buné¢ného cyklu. Alkylace mize probihat i na RNA,
proteinech i lipidech. N-alkylace jsou cytotoxické, kdezto O-alkylace jsou spise
mutagenni (Torgovnick a Schumacher, 2015). Alkyla¢ni ¢inidla mohou byt mono- nebo
bifunk¢ni, zalezi na poctu jejich reaktivnich mist. Podle toho dochazi k reakci s jednim,
¢i dvéma vldkny DNA. Monoalkylace zpisobi ptenos jediné alkylové skupiny, a tedy
jedinou modifikaci DNA vlakna, coz vede k chybnému parovani nebo k SSB vlivem
tvorby AP mist. Bifunk¢ni alkylaéni ¢inidlo dokaze napadnout dvé riizné baze na stejném
nebo rozdilném vlaknu DNA a tvori tak inter- nebo intravlaknové zesitovani, coz
zpusobuje inhibici separace vlaken béhem replikace nebo transkripce (Torgovnick
a Schumacher, 2015). Zesitovani dosahneme i mezi pfilehlymi bazemi upravenymi

monoalkyla¢nim ¢inidlem (Fu et al., 2012).

BER systém opravuje produkty N-alkylace (DNA glykosylasa rozpozna a odstrani
DNA 1ézi za tvorby AP). O-alkylaci opravuji systtmy NER a MMR nebo pomoci
O%-methylguanin-DNA  methyltransferasay (MGMT), ktera transportuje vlozené
alkylové skupiny na svoje auto-inaktiva¢ni domény (Pegg et al., 1995). Vsechny zminéné
systémy spolupracuji s HR, ¢i FA, pokud je potieba opravit komplexngjsi 1ézi

zpusobenou bifunkénimi ¢inidly (Torgovnick a Schumacher, 2015).

Alkyla¢ni ¢inidla uzivana v boji s rakovinou se déli do 5 skupin: dusikaté yperity,
alkylové sulfonaty, ethyleniminy, triaziny a nitrosoureasy (Torgovnick a Schumacher,
2015).

Dusikaté yperity jsou z nich nejstarsi skupinou, jsou bifunkéni a maji vysokou toxicitu,

proto je pouziti nékterych z nich omezeno jen na veterinarni ucely.
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Chlorambucil a bendasmutin se pouzivaji pro lé€bu chronické lymfaticka leukémie
(CLL). Melphalan je standartni latka uzivana spole¢né s glukokortikoidem prednisonem
pro 1é¢bu ruznych karcinomd (prsu, vajecnikd, Hodgkinova choroba a dalsi)
(Alexanian et al., 1967). Nejuzivanéjsi z této kategorie je vSak cyklofosfamid, ktery ma
(rakovina moc¢ového méchyte, mozku, prsu, délozniho Cipku, plic, vaje¢nikt a varlat)
(Emadi et al., 2009). Ifosfamid je podobny cyklofosfamidu strukturou i vyuzitim. Obé
latky potiebuji aktivaci cytochromem p450 v jatrech (Torgovnick a Schumacher, 2015).

vvvvvv

chronické myelogenni leukémie (CML) (Haut et al, 1961), Ilymfomu

a myeloproliferativnich poruch (Torgovnick a Schumacher, 2015).

Ethyleniminy jsou také bifunk¢ni ¢inidla a patii mezi né napiiklad thiotepa a altreamin.
Thiotepa se pouziva pii rakoviné prsu a mocového méchyfe (Maanen et al., 2000),

altreamin pfi rakoving vaje¢nikli nasledovanou uzitim cisplatiny (Chan et al., 2004).

Triaziny a nitrosoureasy jsou dvé skupiny monoalkyla¢nich ¢inidel. Hlavni rozdil mezi
nimi je valkyl donorové skupiné (u triazinii je to methyl a u nitrosoureas je to
chloroethyl). Mezi triaziny patii dakarbazin, v jatrech aktivované ¢inidlo pro 1é¢bu
melanomu (Hersh et al., 2011) a temozolomid, uzivany hlavné na mozkové tumory,
jelikoz je vysoce kompatibilni s nervovym systémem (Stupp et al., 2005). Nitrosoureasy
redukuji proliferaci n€kolika rakovinnych linii in vitro (Gnewuch a Sosnovsky, 1997)
a vykazuji vliv proti tuhym i netuhym tumortim. Také se daji vyuzit proti rakovinam ktize
a mozku a patii mezi né carmustin, lomustin, nimustin a fotemustin (Torgovnick

a Schumacher, 2015).

Nezadouci vedlejsi efekty alkylacnich cinidel jsou tinava a nevolnost spole¢né
s myelosupresi a imunosupresi a srde¢nimi dysfunkcemi. Navic jsou tato cCinidla

mutagenni a karcinogenni (Torgovnick a Schumacher, 2015).

2.5 Poly(ADP-ribosa) polymerasy
Dilezitou roli vregulaci DDR maji PARP proteiny. Interaguji S chromatinem
a modifikuji proteiny. Kvili tomu PARP proteiny spotfebovavaji NAD" pro tvorbu slabé&

negativné nabitého polymeru poly(ADP-rib6z), které mohou byt linearni i rozvétvené
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s délkou 200 az 400 monomert, kdy se nikotinamid uvoliuje jako vedlejsi produkt
(Lindahl et al., 1995). Tento proces se nazyva PARylace, je to reverzibilni proces a patii
mezi post-transla¢ni modifikace proteint. PARYylace je dulezita pro mnoho DDR faktort,
zajistuje jejich navazani na poskozend mista DNA skrze modifikaci chromatinu.
Degradaci téchto polymert V ptipad¢ potieby provadi poly(ADP-ribéza) glykohydrolasa
(PARG), ktera ma endoglykosidickou a exoglykosidickou aktivitu a produkuje
mono(ADP-ribosyl)ované proteiny a mono(ADP-ribosu) (Brochu et al.,, 1994;
Thomassin et al., 1992).

vV

je PARP1 (Zheng et al., 2020). PARP1 je z nejvice expresovany, je lokalizovany v jadie
bunck a ma dilezitou roli vopravnych systémech BER, SSBR, HR a NHEJ]
(Ray Chaudhuri a Nussenzweig, 2017), jelikoz PARP1 interaguje s DDR proteiny
a ovliviyje jejich funkci PARYylaci, naptiklad P53, XPA, MRN komplex, MSH6, DNA
Liglll aLiglV, RAD51, XRCC1, DNA-PKcs, Ku70, jaderny faktor kB (NF-kB) a mnoho
dalsich. PARylaci téchto faktord mize PARPI interferovat s funkcemi téchto proteind,
jako jsou regulace transkripce, DNA oprava, regulace bunécného cyklu a apoptdza.

(Pleschke et al., 2000).

PARP1 je vysoce konzervovany eukaryotni protein (Ray Chaudhuri a Nussenzweig,
2017), sklada se ze 3 riznych domén: N-koncové DNA-vazajici domény skladajici se ze
dvou zinkovych prsti (t€mi se vaze na DNA poskozeni) (Gradwohl et al., 1990; Hassa
a Hottiger, 2008), C-koncové katalytické podjednotky véazajici NAD™ a vnitfni domény,
kde je akceptorové misto pro poly(ADP-ribozu) (Kameshita et al., 1984). Pti identifikaci
DNA poskozeni (SSB i DSB) a navazani na DNA PARP1 podlehne auto-PARylaci. Poté
jsou rekrutovany a PARylovany i dalsi opravné faktory (Zheng et al., 2020).

Vliv PARP1 na DDR se sklada ze tfi mechanismi (viz Obr. 5):

- Pfiméa interakce polymerizované PARP1 s XRCC1 (Caldecott et al., 1996; Masson
etal., 1998) a Polp (Dantzer et al., 2000), coz jsou klicové proteiny BER systému
(Schreiber et al., 2002). PARPL in vitro stimuluje spolecné s FEN1 funkci Polf
(konkrétné dlouhou variantu BER) (Lavrik et al., 2001; Prasad et al., 2001; Sanderson
a Lindahl, 2002).

- PARPI provadi remodelaci chromatinu pii vzniku DNA poskozeni. Polymerizovana

PARP1 interaguje s20S proteasomem skrze ADP-ribozové polymery. Probéhne
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PARYylace 20S proteasomu, coz zvysi jeho proteolytickou aktivitu (Mayer-Kuckuk et al.,
1999), coz je konkrétné¢ degradace histond s oxidativnim poskozenim. Degradace
poskozenych histoni vede k remodelaci chromatinu a to zpusobi, ze DNA opravné

faktory se mohou navazat na poSkozené misto (Christmann et al., 2003).

- Specificka sekvence pro vazbu PARP byla nalezena ve velkém mnozstvi DDR
komponentt. Jejich PARylaci mize PARPI1 potencialné interferovat s funkcemi téchto

proteint (Pleschke et al., 2000).
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DNA pomoci DNA Polp poskozenych histon(, modulace chromatinové struktury
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Obr. 5 Role PARP v opravé DNA. Vazba PARP1 na SSB zpusobi auto-PARylaci a zvySeni jeho
aktivity. Aktivovany PARP1 je zapojeny v opravé DNA vicero zptsoby: (i) pfimou interakci
a PARylaci XRCCI1 a Polp (tak stimuluje BER), (ii) PARylaci a aktivaci 20S proteasomu (to vede
k relaxaci chromatinu) a (iii) potencialni PARylaci DNA opravnych komponenta (tim moduluje
DNA opravu) (upraveno podle Christmann et al., 2003).
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PARylace vyuziva pro tvorbu polymeri NAD". AutoPARylace PARPI je iniciovana
DNA poskozenim, ovSem pfi pfiliSném poskozeni DNA mize dojit ke zuzitkovani
velkého mnozstvi NAD™ a vycerpani ATP (Carson et al., 1988), coz miize zpisobit

apoptozu (Rouleau et al., 2010).

Dalsi zptisob, jak PARP opravuje DNA je pti vyskytu ssDNA tvoiené topoisomerasou,
respektive z jeji prerusené aktivity. TOP1 zmiriiuje topologicky stres DNA vlaken tak, ze
mirn¢ naruSuje jedno vlakno, obtaci ho kolem druhého a poté ho znovu zaceluje. Pokud
je v8ak prace TOP1 pierusena, vznikaji TOP1-DNA $tépné komplexy (TOP1cc). Ty se
z DNA odstranuji pomoci TDP1 (Yang et al., 1996; Pouliot et al., 1999; Pommier, 2006).
TDPI je cil PARP1 a PARylace ho nejen stabilizuje, ale 1 zvysi rekrutaci TDP1 na
TOP1cc a celkové tak pomulZe jeho odstranéni. Nebo mlZe byt vznikly TOPlcc cilem
XRCCl1, coz je také podpoteno PARP1-TDP1 komplexem (Das et al., 2014). Bunky
s deficienci v PARP tak maji sniZzenou aktivitu TDP1 (Ray Chaudhuri a Nussenzweig,
2017).

2.5.1 PARP inhibitory
PARP inhibitory jsou chemoterapeutika pouzivana pro inhibici PARP proteini v HR

defektnich rakovinach. Funguji na principu syntetické letality. Synteticka letalita je uméle
vyvolana letalita zptisobena kombinaci dvou a vice mutaci, které samostatné nezptsobi
bunéénou smrt, ale jejich vzajemna kombinace ano. PARP inhibitory takhle funguji
v bunkach s mutaci v BRCA1 a BRCA2 genech. BRCAL a BRCA2 proteiny jsou tumor
supresory dulezit¢ v DDR, jelikoz funguji jako mediatory signdlu a transkripcni
regulatory. Tvoii komplex s RADS51, proteinem dulezitym v systému HR (Scully, 2000).
BRCALI tvofi také komplex s P53 proteinem (Ouchi et al., 1998), ktery zastavuje bunécny
cyklus kvili opravé DNA nebo apoptoze. Mutace BRCA genli mlize zpusobit nékolik

druhti rakoviny, pfevazn¢ vSak rakovinu prsu a vajecniki (Dziadkowiec et al., 2016).

PARP inhibitory brani opravé SSB, jelikoz zastavi systém BER. Dojde k akumulaci
SSB a zastaveni replikacni vidlicky. Za¢nou vznikat DSB, které bunika nedokaze opravit

kvuli mutaci v BRCA genech a nefunkénosti HR systému (viz Obr. 6) (Zheng et al., 2020).

Ovsem i defekty v dalSich genech HR vedou v kombinaci s PARP inhibitory
k apoptoze. Napiiklad homolog fosfatasy a tensinu (PTEN) je hlavnim tumor

supresorovym genem zapojenym v expresi RAD51 proteinu, ktery ma také dulezitou
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funkci v HR. PTEN deficientni buniky jsou tedy také citlivé na PARP inhibitory
(Chen, 2011). Stejn¢ tak chyby v FA systému ¢ini buiiky nachylné na syntetickou letalitu
pii pouziti PARP inhibitora (McCabe et al., 2006) (coz je testovano PARP inhibitorem
veliparibem; Chen, 2011). Teoreticky by m¢ly byt PARP inhibitory pouZitelné proti vSem
tumorm s nefunkénim HR ¢&i NHEJ (tzn. ze nedokazi opravovat DSB). Synteticka
letalita ma velikou vyhodu, jelikoz ovliviiuje jen rakovinné bunky a tim se snizuje

cytotoxicita pouzitych 1é¢iv. Je tedy velmi selektivni.

FDA uz schvélila pro pouziti 3 PARP inhibitory pro 1é¢bu rakoviny vaje¢nikti s BRCA
mutaci, jsou to olaparib, rucaparib a niraparib (Zheng et al., 2020). Prvnim byl olaparib.
Dalsi PARP inhibitory (veliparib, iniparib a BMN-673) jsou ve fazi klinickych testt
(Tangutoori et al., 2015), testuji se proti rakoviné prsu a vaje¢nikd. M¢ly by fungovat
I proti rakoving prostaty a slinivky s HR defektem (Jackson a Bartek, 2009). Testuje se
jejich pouziti v samostatné 1é¢bé nebo v kombinaci s jinou chemoterapii ¢i radioterapiii
i proti tumortim bez mutace v BRCA genech (Tangutoori et al., 2015). PARP inhibitory
se daji pouzit ve dvou ptipadech, bud’ pro prvotni 1é€bu a zmensSeni tumoru nebo jako
prevence po hlavni 1¢¢bé, ktera brani navratu tumoru (tzv. udrzovaci 1é¢ivo) (Zheng et al.,
2020).
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Obr. 6 Mechanismus ptisobeni PARP inhibitord. Pfi inhibici PARP1 nemiize burika opravovat
SSB (kvuli defektu v BER), které se ¢asem pietvoii v DSB. Pokud buiika nedokaze opravovat
DSB kvili mutaci v HR systému, dojde k apoptoze, a tedy zastaveni a zniCeni tumoru (upraveno
podle Zheng et al., 2020).

Ptesny mechanismus inhibice PARP1 se da rozdélit na dva podsystémy. PARP
inhibitor se miiZze navazat na aktivni misto PARP a zabranit tak jeho enzymatické aktivité
nebo se muze navazat na PARP-chromatinovy komplex a zachyti tak enzym v jeho
nefunkénim stadiu na chromatinu. Napt. olaparib se vaze na aktivni misto, talazoparib

zachytava komplex PAPR-chromatin (O'Cearbhaill, 2018; Franzese et al., 2019).

PARP inhibitory jsou srovnatelné cytotoxické jako jiné chemoterapeutické latky.
Nejcastéji zpusobované vedlejsi ucinky jsou tinava, nevolnost, anémie, bolest hlavy,
zvraceni a bolesti bficha, zvraceni a prijem (Ledermann et al., 2012;
Domchek et al., 2016; Mirza et al., 2016; Coleman et al., 2017). Vzacné se objevuji
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myelodisplasticky syndrom (MDS) a akutni myeloidni leukémie (AML), nicméné ty

mohou byt zavinény piedchazejici platinovou 1é¢bou (Pujade-Lauraine et al., 2017).

2.5.2 Olaparib
Olaparib je oraln¢ podavany PARP inhibitor. Z celé skupiny PARP inhibitord je nejlépe
prozkoumany a pochopeny (Sessa, 2011).

S olaparibem probéhlo nékolik klinickych testi a byl oficialné schvalen pro pouziti
jako udrzovaci 1é¢ivo u vSech zen s karcinomem vajecniki, které piedtim podstoupily
l1é¢bu platinou bez ohledu na BRCA mutaci (Zheng et al., 2020). Byl také oficialné
schvalen jako lé¢ivo BRCA mutované rakoviny vaje¢nikii u pacientek, které prod¢laly tri
a vice riznych chemoterapii (Pujade-Lauraine et al., 2017). Olaparib se také pouziva proti
HER2-negativni metastazujici rakoviné prsu s mutaci gentt BRCAL/2 a jako udrzovaci
1é¢ivo pro metastazujici adenokarcinom pankreatu s mutaci v genech BRCA1/2
(Mediately, n. d.). Nadale vSak probihaji riizné testy a experimenty v kombinaci s jinymi
chemoterapeutiky, hlavné s platinovymi 1éCivy, anti-angiogenetickymi inhibitory
a imunoterapeutiky (Zheng et al., 2020). Mimo jiné probihaji i experimenty s vyuzitim
Olaparibu pii 1é¢bé rakoviny prostaty, kde ve fazi II klinickych testli prokazal slibné
vysledky pfi podavani pacientim s metastatickou kastraci-rezistentni rakovinou prostaty,
ktera méla zvySenou rezistenci ke standartnim protirakovinnym 1é¢iviim

(ClinicalTrials.gov number, NCT01682772) (Mateo et al., 2015).

2.5.3 Ostatni PARP inhibitory
Dalsimi vyznamnymi uzivanymi PARP inhibitory jsou rucaparib, niraparib, talazoparib

a veliparib.

Rucaparib je dost podobny olaparibu. Je schvaleny pro pouziti pfi preventivni terapii
dospélych pacientii s rakovinou vejcovodu ¢i vajecnik, ktefi jsou citlivi na pouziti
platinovych 1é¢iv. Musi se u nich vyskytovat delece BRCA genu a musi predtim

podstoupit dvé chemoterapie (Coleman et al., 2017).

Niraparib je tfeti FDA schvaleny PARP inhibitor. PouZiti ma pro stejnou skupinu
pacientd jako rucaparib (Zheng et al., 2020).
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Talazoparib a veliparib jsou zatim ve fazi klinickych testli, ovSem talazoparib byl
schvalen pro pouziti pti 1é¢bé rakoviny prsu s mutaci v genech BRCAL/2 (Litton et al.,
2018).

Veliparib se testuje pro pouziti pii 1é¢bé rakoviny plic, prsu, vajec¢niki a dal§ich tuhych
tumortt v kombinaci s dalsi chemoterapii (Loibl et al., 2018; Atrafi et al., 2019;
Owonikoko et al., 2019).

2.5.4 Rezistence k PARP inhibitoriam

Pfi klinickych testech PARP inhibitori se ovSem také ukazalo, ze buiiky mohou proti
PARP inhibitorim ziskat rezistenci. Tuto rezistenci buiky ziskavaji nékolika zpusoby.
Zakladni rezistenci je zpétna sekundarni mutace BRCA genil, kdy dojde k obnoveni

funkce HR systému (Sakai et al., 2008).

Dalsi moznosti vzniku rezistence je potla¢eni funkce NHEJ. NHEJ a HR normalné
soutézi o DSB substraty a vzajemné se potlacuji (Ceccaldi et al., 2016). Pti vyfazeni HR
systému se zvysi aktivita NHEJ a chyby v NHEJ systému vedou k rezistenci na PARP
inhibitory (McCormick et al., 2017). Studie ukazaly, Ze klicem pro ziskani rezistence
proti PARP inhibitorim je protein 53BP1 v BRCA defektnich bunkach
(Zheng et al., 2020).

Stabilizace DNA replika¢ni vidlicky je také zpusob zisku rezistence proti PARP
inhibitorum. Pfi ztraté gent BRCA nebo FA se replikac¢ni vidlicka stava nestabilni a jeji
dalsi aktivita tvoti DSB, které se daji vyuZit chemoterapeutickymi 1é€ivy. V takovém
piipadé¢ preziji jen tumorové buiky se stabilizovanou replika¢ni vidlickou
(Zheng et al., 2020). MRE11 nukleasa je klicova v této rezistenci, jelikoz je zodpoveédna
za degradaci DNA na zastavené replikacni vidlicce. MREI11 provadi resekci DNA na
DSB a tvoii ssDNA jako substrat pro HR. Pokud je v BRCA mutantnich buikach exprese
MREI11 potlac¢ena je dosazeno ochrany replikaéni vidlicky a rezistence k PARP

inhibitoram (Ray Chaudhuri et al., 2016).

Rezistenci buniek viici PARP inhibitorim maji na svédomi i glykoproteinové efluxni

pumpy, které snizuji intracelularni koncentraci PARP inhibitoru (Montoni et al., 2013).
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2.6 Sepantronium bromid

Sepantronium bromid, znamy spi§ jako YMI155 [(1-(2-methoxyethyl)-2-methyl-4,9-
dioxo-3-(pyrazin-2-ylmethyl)-4,9-dihydro-1H-naphtho[2,3-d] imidazolium bromid] je
mald molekula patfici mezi inhibitory survivinu (Rauch et al., 2014). YM155 projevil
terapeutické ucinky pii potlaeni rtstu rozlicnych nadord (rakovina prsu, prostaty,
nehodginsky lymfom a mnohé dalsi) in vitro i pii testech se zvifaty (Rauch et al., 2014),
nicméné pii testech druhé faze se ukazaly negativni vysledky (Kelly et al., 2013; Clemens
et al., 2015; Kudchadkar et al., 2015; Papadopoulos et al., 2016), jelikoz molekularni
mechanismus jeho G¢inku neni jesté plné a spravné znam (Hong et al., 2017). Na mnohé
testované rakovinné bunécné linie ma letdlni Gcinky jiz v nanomoldrnim mnozstvi
(Cheng et al., 2015). YM155 je bézné povazovan za inhibitor survivinu jeho G¢innost
ovsem Upln¢ nekoreluje s hladinou survivinu v bunice a nékteré experimenty ukazaly, ze
misto indukce apoptdzy skrze inhibici survivinu pusobi YM155 i cytostaticky (Arora

et al., 2012), zptuisobuje poskozeni DNA a inhibuje topoisomerasu.

Survivin totiz neni jeho jedinym cilem, zatim vSak neni upln¢ jasné, zda je YM155
interkalatorem, topoisomerasovym inhibitorem, naruSitelem opravnych procest,
producentem ROS nebo vSe zaroven (viz Obr. 7). Je vSak jasné, ze YM155 ma vice
molekularnich cilii a mechanismi G¢inku, coz sice jeho vyzkum délé t€z8im, zaroven by

se v§ak mohl dat vyuzit proti vicero typim rakoviny (Majera a Mistrik, 2020).
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Obr. 7 Mechanismy u¢inku YM155. Krom¢ inhibice survivinu studie dokazuji, Ze piimo
ovliviiuje komponenty opravy DNA, inhibuje topoisomerasy TOP1l a TOPZ2a, tvoii ROS
a funguje jako interkalator (upraveno podle Majera a Mistrik, 2020).

2.6.1 Survivin a vliv sepantronium bromidu na néj

Survivin, nebo také bakuloviralni inhibitor apoptdzy obsahujici opakovéani 5 je protein
kédovany genem BIRCS. Survivin patii do skupiny proteinid nazyvanych inhibitory
apoptosy (IAP). Je z této skupiny nejmensi (jeho velikost je 16,5 kDa) (Sah et al., 2006;
Altieri, 2013). Hlavni funkci IAP proteinti je potlaceni apoptickych kaspas (Altieri,
2010).

Exprese survivinu je ve vztahu s metastazickym §ifenim, invazivitou tumoru a $patnou
progndzou spojenou s chemorezistenci (Church a Talbot, 2012; Altieri, 2013). Navic je
pottebny pouze pii vyvinu plodu, ale ve zdravé dospélé tkani uz se bézné nevyskytuje
a je znovu expresovan pravé pii vyvoji tumoru, kde je dilezitym faktorem pro pieziti
malignich bunék. takZe jeho inhibice je selektivni. To znéj ¢ini dobry cil pfi boji
s rakovinou (Knauer et al., 2007; Ryan et al., 2009; Altieri, 2013; Lladser et al., 2011).
Jeho zvySena exprese v tumoru by mohla mit za vinu vyvin rezistence vici lécebnym
proceduram (Yamamoto et al., 2008; Wheatley a Altieri, 2019). Pti vyzkumu rakoviny
vajecnikl byla zvySend hladina survivinu pozorovana az v 74 % ptipadil a jeho zvysSena
exprese byla ve vétsim mnozstvi pozorovéana v pokrocilych stadiich nemalobunéénych

tumort plic (Kelly et al., 2013). Inhibice survivinu by tedy byla dobrou strategii v boji
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s chemo/radiorezistentnimi nadory (Majera a Mistrik, 2020). JenZe survivin nema
enzymatickou aktivitu, kterou by $lo inhibovat (Rauch et al., 2014), takze jeho inhibitory
se musi zaméfovat na jeho regulaci. Latky potlacujici survivin zptsobuji kromé
apopotozy i zpomaleni rakovinného riistu a vétsi citlivost bunék k chemoterapeutickym
latkam jako napf. cisplatina nebo gemcitabin (Yoon et al., 2012; Fragni et al., 2016;
Takeda et al., 2016; Manouchehri a Kalafatis, 2017), pouziti inhibitorii survivinu ma tak

nejveEtsi potencial v kombinaci s dalsimi latkami (Rauch et al., 2014).

YM155 inhibuje survivin navdzanim na jeho promotor. Na survivinovy promotor jsou
vazany RNA-vazajici vazebny faktor 3 zesilovace interleukinu s jadernym faktorem 110
(ILF3/NF110) a jadernou RNA-vazajici protein 54 kilodaltoni (P54NRB). YM155 se
pfimo vaze na survivinovy promotor a rusi komplex ILF3-P54NRB (Yamauchi et al.,
2012), jelikoz C-koncova oblast ILF3/NF110 je dilezita pro podpofeni exprese survivinu,
ale 1 pro vysoko afinitni vazbu s YM155 (Nakamura et al., 2012), skrze ni tedy miize
YM155 ovliviiovat expresi survivinu. Nicméné pii pokusu udé€lat builky rakoviny
vajecniku vice senzitivni vici cisplatin€ uzitim YM155 nebylo dosazeno pozadovanych
vysledkl. Navic knockout survivinu neovlivnil mnozstvi poskozeni DNA po pouZziti

cisplatiny. Z toho vyplyva, Ze survivin neni jediny cil YM155 (Mir et al., 2014).

YM155 muze potlacovat expresi survivinu i skrze disrupci vazby specifického
proteinu 1 (SP1) na survivinovy promotor (Cheng et al., 2012). SP1 je transkripéni faktor
se zinkovym prstem, ktery se pfednostné vaze na sekvenci DNA bohatou na guanin
acytosin (Rauch etal., 2014) a spousti expresi promotoru survivinu. YM155 méni
lokalizaci SP1, ovSem pfiliSna exprese SP1 muze blokovat negativni efekt YM155 na
survivinovy promotor (Cheng et al., 2012). Zablokovani SP1 vede k zastaveni buné¢ného
cyklu kvili inhibici cyklinu D1 a indukci proteinu p27 (Grinstein et al., 2002). Inhibice
SP1 pomoci YM155 muize tedy mit antiprolifera¢ni ucinky na rakovinné bunky (Rauch
etal., 2014).

2.6.2 Vliv sepantronium bromidu na tvorbu DNA poskozeni

Qin et al. (2014) ve své praci prokazali, ze YM155 zvySuje citlivost bunék pfi
radioterapii, kdy v bunécnych liniich Ecal09 a TE13 s karcinomem dlazdicovych bunék
jicnu doslo ke zméné bunécéného cyklu. Kontrolni bod G2/M byl narusen a buiiky byly

vlivem radioterapie vice nachylné k apoptoze, jelikoz byla snizena oprava radia¢niho
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poskozeni (Qin et al., 2014). Stejny radiosenzitiva¢ni efekt byl pozorovan i pfi inhibici
drahy ATR-CHK1 (Benada a Macurek, 2015), coz potvrzuje, ze ATR kinasa je dalSim
cilem YM155 (Mazzio et al., 2018).

YM155 zpusobuje i samotné poskozeni DNA, jelikoz pii pouziti YM155 byly
pozorovany i aktivace komponentti DDR (ATR, ATM, CHK1, CHK2 a P53) a také vétsi
hladina mediatorové RNA pro XRCC5. To znaéi, ze YM155 zpisobuje DSB, a to bez
ohledu na hladinu survivinu (Hong et al.,, 2014). Hlavnim dikazem jeho DNA
poskozujiciho Géinku bylo zjisténi, Ze DNA poskozeni vznika uz pfi mnohem mensich

koncentracich YM155, nez jaké jsou potieba pro inhibici survivinu (Glaros et al., 2012).

Nékolik studii ukazalo, ze 1é¢ba YM155 zplsobuje zvySeny vyskyt poskozeni DNA
skrze vliv na HR nebo NHEIJ. Pfi vyzkumu s radiosenzitivaci nemalobunééné rakoviny
plic (NSCLC) pomoci YM155 bylo pozorovano, Ze po ozafeni se survivin rychle
akumuloval v jadre a interagoval s DNA-PKcs a Ku heterodimerem, coz jsou esencialni
prvky NHEJ. Systém NHEJ tedy muze byt taky cilem YMZ155 (Hu et al., 2015).

Co se vlivu na HR tyc¢e, tak po pouziti YM155 byly v burikach rakoviny prsu sniZzeny
hladiny nékolika HR komponentt, konkrétné¢ BLM, EXO1, BRCA1, BRCA2 a RAD51
rekombinasa, dulezity komponent HR (Véquaud et al., 2016). Dalsi ovlivnéni HR
systému bylo pozorovano i u bunék glioblastomu, kde byla sniZena exprese RADS51
a BRCALI. Uginnost HR tak byla sniZena o cca 40 % (Zhang et al., 2018). Autofi tohoto
experimentu také navrhli dalS§i zplsob radiosenzitivujiciho efektu YM155
Vv glioblastomovych buiikach, zahrnujici inhibici bunééné invaze. Jelikoz je radioterapie
standartni 1écbou glioblastomu a radiace mliZe paradoxné€ 1 pomoci rozvoji rakoviny, ma
tenhle objev velky vyznam. Po ozafeni miize dojit k migraci a invazi ozafenych
rakovinnych bun¢k (Park et al., 2006). Tento efekt je usnadnén diky epitelo-
mezenchymalnimu ptechodu (EMT) indukovanym radiacni terapif
(El Bezawy et al., 2017). YM155 muze v gliomovych bunikach zvratit EMT, nejspi$
skrze inhibici STAT3 (Zhang et al., 2018), coz je transkrip¢ni faktor s esencialni roli
v EMT (Tong et al., 2017). Pozorované EMT zmény po pouziti YM155 byly nezavislé

na survivinu (Zhang et al., 2018).

Kromé vlivu na DDR méa YM155 dal§i mozné vlivy na tvorbu DNA poSkozeni.
Vyzkumy napiiklad odhalily, Ze nezalezi ani tak na hladiné survivinu jako spi§ na blize

necharakterizovaném nosi¢i rozpusténé latky SLC35F2, ktery transportuje YM155
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a podporuje citlivost bun¢k k YM155. V bunikach s jeho zvySenou expresi je DNA vice
poskozena a pii dalsim vyzkumu bylo zjisténo, ze YM155 vykazuje stejné vlastnosti, jako

DNA interkalatory (Winter et al., 2014).

Dalsi vliv YM155 je tvorba oxidativniho poSkozeni. Pfesné na kysliku zavislé redoxné
aktivované oxidativni poskozeni DNA. Bylo zjisténo, ze YM155 zptsobuje St€épy DNA
a tvofi ROS v ptitomnosti katalas a pti hypoxickych podminkach (coz znamena, ze kyslik

a peroxid vodiku nejsou dulezité) (Wani et al., 2018).

YM155 prokazal ucinek také proti P53-deficientni lidské hormon-rezistentni rakoviné
prostaty (HRPC) (Schneider a Kridmer, 2011), coz je b&éznd pii¢ina Gmrti muzi
(Joshua et al., 2008; Risbridger et al., 2010). YM155 pii HRPC vyvolava apoptozu
a autofagii (Wang et al., 2011). Také je efektivni proti détské akutni lymfoblastické
leukémii (ALL) (Rauch et al., 2014).

2.6.3 Vliv na topoisomerasy

Hong et al. (2017) dokazali, ze YM155 v H1299 bunkach napada topoisomerasy TOP1
(snizuje torzni pnuti pii replikaci a transkripci) a TOP2a (katalyzuje rozpojovani
a spojovani vlaken duplexni DNA a umoZiiuje zménu topologie), jeho pouZiti zptisobilo
bunécné poskozeni a zpozdéni oprav DSB. Oprava DNA byla méné efektivni a byl

sniZzeny pocet RADS1 opravnych center.

Inhibitory topoisomeras (topoisomerické jedy) testované klinicky tvoii jako vedlejsi
efekt své prace také sekundarni malignity. Nejlepsi by bylo vyvinout/objevit
protirakovinné 1é¢ivo napadajici specificky lidskou TOP2a (Delgado et al., 2018).
A pravé vliv YM155, které napada topoisomerasy a zastavuje bunéény cyklus bunck ve
fazich G1/S, G2/M (Hong et al., 2017), by se k tomuto ucelu dal vyuzit v kombinaci
s dal$imi inhibitory topoisomeras (Majera a Mistrik, 2020).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metodika

3.1.1 Buné¢na kultura

Na experimenty slatkami Olaparib a YM155 v této bakalaiské praci byly pouzity
bunécné linie U20S a Capan-1. Ob¢ linie byly pofizeny od American Type Culture
Collection (ATCC).

U20S je bunééna linie odvozena z lidského osteosarkomu epitelidlnich bunék
izolovand vroce 1964 od 15let¢ divky trpici osteosarkomem kosti holenni

[(ATCC products U20S (ATCC® HTB-96™)].

Capan-1 je bunééna linie odvozena z lidského pankreatického adenokarcinomu
izolovaného z jaterni metastize 40letému muzi. Ma deficienci v BRCA2 genu
[ATCC products Capan-1 (ATCC® HTB-79™)].

3.1.2 Chemikalie
4’ 6-diamidin-2-fenylindol (DAPI)

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG, 2 mg/ml, 4 °C; life technologies
Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG, 2 mg/ml, 4 °C; life technologies
Anti-53BP1 (H-300), rabbit polyclonal IgG, 4 °C, 200 ug/ml; Santa Cruz Biotechnology

Anti-yH2AX (Ser139), clone, mouse monoclonal antibody, 4 °C, 1 mg/ml; EMO
Milipoer Corp.

Cukr moucka (sacharosa)
Dimethylsulfoxide (DMSO), A3672-250ml; Panreac Quimica S.L.U.

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), with Stable Glutamine and Sodium
Pyruvate, High Glucose, sterile filtered, 500ml; Biosera

Ethanol, 70%, 4 °C
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Fetalni bovinni sérum (FBS) Heat Inactivated, sterile-filtered, cell culture tested,
F9665-500ML; Sigma-Aldrich

Formaldehyd, 4%, 4 °C

Fosfatovy pufr (PBS) 10x zasobni roztok, 1 litr (pH 7,4): NaCl 80,1 g, KCI 2 g,
Na;HPO4 14,4 g, KH2PO4 2,7 g, HCI pro stanoveni pH, deionizovana voda; 1x pracovni

roztok = rozfedéni zasobniho roztoku 10:1

Krystalova violet’ (methylova violet’ 2B, C24H2s8N3Cl)

Lak: LEMAC COLOUR nail enamel, bezbarvy

Médium pro fedéni protilatek (ABD médium; 10% FBS, 0,02% azid v DMEM)
Olaparib, zasobni roztok = 10 mmol-1?, Selleckchem
Penicilin/Streptomycin (100ml), P11-010 PAA; The Cell Culture Company
Sepantronium bromid (YM155); zasobni roztok = 10 mmol-1%, Selleckchem
Triton X-100 (Tx-100; 0,2% v PBS)

Trypsin (1x), TrypLEtm Express 12605-028; Gibco

VECTASHIELD Antifade Mounting Medium with DAPI - LS-J1033

Voda deionizovana (pomoci pfistroje Aqua osmotic)

XTT [2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid],
v koncentraci 0,9 mg/ml v RPMI médiu; Trevigen’s TACSTM XTT kit

XTT aktivator (elektron-vazajici reagent fenazin methosulfat), zasobni roztok 50x

v dH20; Trevigen’s TACSTM XTT kit

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Box skiinovy mrazici (-86 °C); New Brunswick Scientific Innova U725
Centrifuga LabogeneScanspeed 1236R
Inkubator Heracell 150i s atmosférou CO-

Invertovany fluorescenéni mikroskop BX71 (Olympus)
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Laminarni box (Flowbox) Herasafe KS

Mikroskop Zeiss Primo Vert

Pipeta multi-kanalova

Sada pipet

Spektrofotometr Tecan (program I-Control), Svycarsko
Stolni skener

Ttepacka VORTEX 3, IKA

Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer, Beckman Coulter

Vodni lazen Memmert

3.1.4 Material
1,5 ml mikrozkumavky; Eppendorf

2 ml mikrozkumavky; Eppendorf

Centrifugacni zkumavky 15 ml; GenFollower

Kultivaéni lahev 75 cm, s filtrem; Techno Plastic Products
Kultiva¢ni desti¢ky, 96 jamkové

Kultivaéni desti¢ky, 6 jamkové

Petriho misky

Plastové inserty

Sada Spicek na pipety

3.1.5 Kultivace buné¢nych linii
Bunééné linie byly kultivovany v 75 ml kultivanich lahvich, ty byly umistény
Vv inkubatoru pti 37 °C a 5% koncentraci CO.. Pii kultivaci bylo pouzito médium DMEM

S pfidanymi latkami (ve findlni koncentraci: FBS 10%, Penicilin/Streptomycin 1%).
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Experimenty s bunéénymi liniemi prob&hly ve sterilnich podminkach v laminarnim

boxu.

3.1.6 Pasazovani a pocitani bunék

Z kultiva¢ni lahve s bunéénou kulturou bylo odsato staré médium a lahev byla promyta
10 ml pracovniho roztoku PBS. PBS bylo také odsato a do lahve byl pfidan 1 ml trypsinu.
Buniky byly trypsinovany v inkubatoru pii 37 °C piiblizné 10 minut, prabéh byl

kontrolovan na svételném mikroskopu.

Po skoncenti trypsizace bylo k bunikam pfidano 9 ml DMEM média a potom mohly byt
buiiky pouzity k pocitani ¢i dalsi kultivaci (provedené pouzitim 1 ml suspenze bunék
s médiem a dalSimi 9 ml DMEM). Pasazovani se provadélo pii dosazeni dostatecné

konfluence bunécné kultury dvakrat tydné.

Pocitani bunék bylo provadéno na pfistroji Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer,
Beckman Coulter, kdy do specialni zkumavky uréené pro tento pfistroj bylo napipetovano
500 pl bunécné suspenze a pristroj nasledné spocital Zivé bunky, zjejichz poctu

vychazely dalsi experimenty.

3.1.7 Rozmrazovani a zamrazovani bunék

Pti zamrazovani bun¢k byla bunétna kultura nejprve zcentrifugovana (200 RCF,
5 minut), retentat byl odsat a pelet byl rozsuspendovan v roztoku mraziciho média (roztok
FBS a DMSO 9:1). Smé&s byla po jednom mililitru odpipetovana do kryozkumavek a ty
byly uskladnény v mrazaku (-80 °C).

Pfi rozmrazZeni byly kryozkumavky rozmrazeny ve vodni lazni a jejich obsah byl
potom smichan s 9 ml DMEM média a centrifugovan (200 RCF, 5 minut), médium bylo
nasledné¢ odsato a pelet rozmichan v 1 ml DMEM, nakonec byly buiiky pfepipetovany do
75 ml kultiva¢ni lahve, do které bylo ptidano 9 ml DMEM. Pted dalsi praci byly bunky

umistény v inkubatoru (37 °C, 5% koncentrace CO>).
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3.2 Urceni vlivu zkoumanych latek na viabilitu bunék

Pii zjistovani vlivu testovanych latek (tedy olaparibu a YM155) na zivotnost a déleni
bunéénych kultur byly pouzity cytotoxické analyzy pomoci testu tvorby kolonii
a tetrazoliové soli 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-

karboxanilid (zkracené XTT) a dale byla provedena imunofluorescencenéni analyza.

Olaparib i YM155 byly rozpustény v DMSO a nafedény v médiu na pozadované
koncentrace a pridany k bunééné suspenzi. Pro kontrolu vlivu rozpoustédla bylo pouzito

DMSO natedéné pomoci DMEM média stejné, jako ve vzorcich s latkami.

3.2.1 Test tvorby kolonii

Test tvorby kolonii (neboli Colony Formation Assay — CFA, prvni z provedenych
cytotoxickych analyz) byl proveden tak, ze do 6 jamkové kultiva¢ni desti¢ky bylo do
jamek vysazeno 100, 200, 300, 400, 500 a 1000 bunék (ob¢ kultury) v suspenzi s médiem
(v kazdé jamce 2 ml). Pti prvni ¢asti experimentu nebyly pfidavany zadné ze studovanych
latek, byla sledovana pouze schopnost bunck tvofit kolonie a rychlost tvorby kolonii pfi
urcitém poctu bunék, nejlepsi mnoZzstvi bylo vybrano pro samotné experimenty s 1é€ivy,
kde ve vSech 6 jamkach bylo stejné mnozstvi bun€k a byly k nim pfidany i1 studované
latky olaparib a YM155. Jedna jamka byla vzdy kontrolni, do ni bylo pfidano pouze
DMSO.

Po 10 dnech byly kolonie obarveny. Nejprve bylo odsato médium, potom byly v§echny
jamky promyty ethanolem (70%, 4 °C, 15 min). Po odsani ethanolu byla pifidana
krystalova violet’ (15 min). Po jejim odsati byly desticky potadné vysuSeny (na vzduchu),
naplnény cukrem (obyc¢ejna kuchyiisk4 sachar6za) a nakonec byly desti¢ky naskenovany

na stolnim skeneru.

322 XTT

Pii cytotoxické analyze XTT byly bunééné suspenze vysazeny na 96 jamkové kultivacni
desticky (100 pl do kazdé jamky). V okrajovych jamkéch bylo pouze DMEM médium
(kviali moZznému odpatfovani suspenze z okraje). Pfi experimentu bylo pouzivano 4000

bunék na jamku pro U20S a 7500 bun¢k na jamku pro Capan-1.
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K suspenzim byly pifidavany rozpustény a naifedény olaparib a YM155 ve ¢tyfech
pozadovanych koncentracich (pro olaparib to byly koncentrace 2,5 umol-1?%, 5 umol-17,
10 umol-1%, 20 pmol-1* a pro YM155 0,625 nmol-I?, 1,25 nmol-1?, 2,5 nmol-1?
a5 nmol-1"). Kazda koncentrace byla pouzita v tripletu v mnozstvi 20 pl na jamku,
Vv prvni fad¢ bunééné suspenze byl mock, tzn. zadna ze studovanych latek, pouze DMSO

pro negativni kontrolu. K suspenzi byly latky pfidany samostatné i v kombinaci.

Po kultivaci v inkubatoru (piiblizné 48 hodin) byly bunétné kultutry na destickach

zkontrolovany mikroskopicky a pak bylo provedeno samotné XTT.

XTT se pouziva pro spektroskopické méteni viability bunck. Je to relativné rychla
acitlivda metoda, ve které je zlutd tetrazoliovd sil pfeménéna pomoci
sukcinatetrazoliumreduktasy (ta je lokalizovana v mitochondriich metabolicky aktivnich
bunck) na oranzovy formazan. Formazan je detekovan spektrometricky pii 450-490 nm

(Roehm et al., 1991).

XTT reagent byl smisen s aktivatorem fenozin methosulfatem (na 5 ml reagentu 100 ul
aktivatoru) a 50 pl bylo pfidano do jamek s bunikami a studovanymi latkami. Poté byly
desticky inkubovany ptiblizn¢ 60-80 min. Kdyz XTT zménilo barvu (tvorba formazanu)
na spektrofotometru Tecan (program I-Control) byla zméfena absorbance bunék
a kontrolnich jamek pti hodnotach 630 nm a 475 nm. Vlnova délka 630 nm byla pouzita
pro eliminaci rusivé absorbance pozadi (otisky prstu, desticka samotna atd.). 475 nm je

absorbance formazanu.

3.2.3 Imunofluorecence

Pro imunofluorescenéni analyzu cytotoxicity byly buiiky vysazeny na plastové inserty.
Do Petriho misek byly vysazeny bunky linie Capan-1 (byly puzity 2 miliony bun¢k
v suspenzi s 12 ml média). Do této Petriho misky byly umistény inserty (pfedtim byly

povrchove sterilizovany UV zéafenim). Prob¢hla kultivace v inkubdatoru (cca 24 hodin).

Po nérGstu kultury na sklickach byly sklicka pfemistény do 12 jamkové kultivacni
desticky. Do kazdé jamky byl pfidan 1 ml inkubované suspenze a také studované latky
v pozadovanych koncentracich (v mnozstvi 1 ul, jedna jamka jako kontrola, tedy pouze
s DMSO).
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Po dalsi kultivaci v inkubatoru (cca 48 hodin) bylo z jamek odsato médium a byly
tiikrat promyty PBS (1x). Bunky byly posléze zafixovany formaldehydem (4%, 4 °C,
15 min) a poté znovu promyty PBS (dvakrat). Nasledné byly buiikky permeabilizovany
pomoci Tx-100 (0,2% v PBS, 5 min) a znovu promyty v PBS (tiikrat).

Po téchto krocich byly sklicka pomoci pinzety vyjmuty z desticky a umistény do misky
pokryté parafilmem. Na stranu porostlou buitkami bylo ptidano 100 pl roztoku protilatek
anti-53BP1 (polyklonalni z kralika) a anti-yH2AX (monoklonalni z mysi) v ABD
(1:500). Po hoding barveni byly sklicka umyta PBS (tfikrat) a bylo na n¢ dano 100 pl
roztoku sekundarnich protilatek Alexa 488 anti-mouse (z kozy) a Alexa 568 anti-rabbit
(z kozy) v ABD (1:500). Znovu se nechaly hodinu reagovat, po hodiné byla skli¢ka
promyta PBS (tfikrat) a obarvena DAPI (roztok s deionizovanou vodou 1:10 000, 2 min).
Sklicka byla naposledy promyta PBS (tfikrat) a deionizovanou vodou. Nechala se

uschnout a po diikladném osuseni byly ze skli¢ek vyrobeny preparaty pro mikroskop.

Na podlozni sklicko bylo polozenou sklicko s fluorescencné obarvenou bunécnou
kulturou, na kulturu byly kapnuty 4 ul Vectashield mounting média s DAPI a bylo
prekryto krycim sklickem. Sklicko s kulturou bylo k podloznimu sklicku pfidélano
bezbarvym lakem. Takto pfipravené preparaty byly automaticky nasnimany
invertovanym fluorescen¢nim mikroskopem BX71 (Olympus) s pomoci softwaru ScanR

Acquisition (Olympus).

3.2.4 Zpracovani vysledki

U CFA byly vysledné kolonie naskenovany na stolnim skeneru (cukr byl v jamkach pro
lepsi kontrast) a poté byl pocCet a velkost kolonii spocitan programem Rutinka.
Vyhodnoceni téchto vysledku bylo provedeno v programu MS Office Excel, grafické

zpracovani v MS Office PowerPoint.

U XTT byla odectena absorbance pozadi a primér z absorbance média. Pro zivotnost
bun¢k pii raznych koncentraci studovanych latek byla vypoctena linearni regrese,
aritmeticky prumeér i smérodatna odchylka, to vse i grafické zpracovani vysledkia bylo

provedeno v programu MS Office Excel.

47



4 VYSLEDKY

4.1 Tvorba kolonii

Po provedeni prvnich experimentii bylo jako idedlni mnozstvi bunék pro dalsi postup
urceno 300 bun¢k U20S na jamku a 1000 bun¢k Capan-1 na jamku. Z téchto mnozstvi
po 10 dnech inkubace narostly dostatecné veliké bunééné kolonie vhodné pro dalsi
analyzu (pro CFA by méla bunécnd kolonie sestavat minimalné¢ z 50 bunék;
Franken et al., 2006), a tedy i pro dalsi postup. Bunék U20S muselo byt méné, jelikoz
jejich rychlost proliferace, a tedy i rychlost zdvojeni populace byla rychlejsi nez u linie
Capan-1, zdvojeni populace U20S totiz trva zhruba 29 hodin (Sigma Aldrich products
U20S Cells GFP-NUP98) a u Capan-1 piiblizn¢ 41 hodin (McIntyre a Kim, 1984).

Na obrazcich 8 a 9 lze vidét, ze kolonie U20S jsou sice V mensim poctu, ale o dost

veétsi, v porovnani s koloniemi Capan-1, kterych je sice mnoho, ale jsou nepatrné.

Jak lze vidét na Obrazcich 8 a 9, latky olaparib i YM155 zptsobuji pokles v poctu
bunécnych kolonii linie U20S i Capan-1 v porovnani s kontrolnimi jamkami s pfidavkem
DMSO (Obr. 8A a 9A). Obzvlasté ptidavek olaparibu vedl k signifikantnimu poklesu
poctu kolonii v obou koncentracich (250 i 500 nmol-1?%, bez vyrazného viditelného
rozdilu), pti¢emz jeho vliv na Capan-1 se zda vétsi. V1iv YM155 se vyraznéji projevil az
pii nejvyssi pouzité koncentraci (4 nmol-1"?), kdy oviem u linie U20S zptisobil vétsi
pokles poctu kolonii, nez 500 nmol-1? olaparibu, coZ znaci, Ze i v tak malém mnoZstvi

mél vétsi efekt na proliferaci bunék U20S. Na Capan-1 mél vétsi vliv olaparib.

Procentudlni analyza druhé nezavislé analyzy CFA je uvedena pouze pro YM155
(Obr. 10), jelikoz pti analyze olaparibu pravdépodobné nebyl spravné nastaveny
kvantifika¢ni program Rutinka a navzdory logickému ocekavani, ze PARP inhibitor
olaparib bude vice inhibovat linii Capan-1 (ktera obsahuje deficienci BRCA2 genu),
vysledky ukazaly pravy opak, tedy vyznamny pokles bunéénych kolonii U20S, zatimco
Capan-1 byl inhibovan jen nepatrng).

cvwr

(1 nmol-1"1 YM155) méla vétsi vliv na linii Capan-1, oviem vyssi koncentrace efektivnéji
snizily pocet kolonii U208, kde v§ak mezi vlivem koncentraci 2 a 4 nmol-1* YM155

nebyl vyrazny rozdil, zato u linie Capan-1 byl zaznamenan téméi plynuly pokles. Celkoveé
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viak méla nejvyssi koncentrace YM 155 (tedy 4 nmol 1) vétsi efekt na linii U20S (pokles
0 zhruba 96 %, kdezto u Capan-1 byl pokles jen o zhruba 80 %).

Obr. 8 CFA - U20S, 300 buné&k na jamku, A = DMSO, B = Olaparib 250 nmol-1?,
C = Olaparib 500 nmol-1?, D = YM155 1 nmol-1%, E = YM155 2 nmol-1?,
F = YM155 4 nmol-1". Stolni skener. Métitko = 1 cm.

D
Obr. 9 CFA - Capan-1, 1000 buné&k na jamku, A = DMSO, B = Olaparib 250 nmol-1?,

C = Olaparib 500 nmol-I?', D = YM155 1 nmol-1%, E = YM155 2 nmol-1?,
F = YM155 4 nmol-1t. Stolni skener. Mé&titko = 1 cm.
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Obr. 10 Vliv YM155 na tvorbu bunéénych kolonii.

42 XTT

Pii cytotoxické analyze pomoci XTT mél olaparib vétsi vliv na vibilitu linie Capan-1, kde
byl pozorovan vyraznéjsi pokles vitalnich bunék ve vSech 4 koncentracich (viz Obr. 11).
Nejvyssi koncentrace olaparibu, tj. 20 umol-1" sniZzila pocet vitalnich bunék U20S

0 ptiblizné 20 %, kdezto u linie Capan-1 doslo ke snizeni o zhruba 60 %.

YM155 (viz Obr. 12) nemélo v nejnizsich koncentracich (0,625 nmol-1?
a 1,25 nmol-1") vyrazny vliv a u linie Capan-1 byl pfi téchto koncentracich zaznamenan
nartist poc¢tu bunék. Vyssi koncentrace YM155 vsak zpusobily rychly pokles poctu
vitanich bunék, pfi¢emz vyrazngjsi pokles byl znovu zaznamenan u linie Capan-1, rozdil
mezi obéma liniemi ovSem nebyl tak vyrazny, jako u olaparibu. OvSem pouhych
5 nmol-1"t YM155 zptisobilo u linie Capan-1 pfiblizné stejny pokles, jako 10 umol-1*
olaparibu.
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Obr. 11 Vliv olaparibu na viabilitu bunék.
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Obr. 12 Vliv YM155 na viabilitu bunék.

4.3 Imunofluorescence

Imunofluorescencni analyza probéhla pouze slinii Capan-1, kdy bylo pii prvnich
experimentech zjiSténo adekvatni mnoZzstvi vysazenych bunck. Jako idedlni mnoZstvi se
ukdzaly 2 miliony bungk, kdy byl bun€k dostatek pro pozorovani na fluorescencnim
mikroskopu a zaznamenani poklesu v jejich poctu i zvySené tvorbé mist s poskozenou

DNA. Kvantifikace ani dal$i opakovani vSak z ¢asovych diivodi provedeny nebyly.

Pfi imunofluorescenci byly sledovany ohniska s DNA poskozenim, které byly znaceny

pomoci primarnich a sekundarnich protilatek. Priméarni protilatky anti-53BP1
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aanti-yH2AX se totiz navazuji na proteiny 53BP1 a yH2AX, coz jsou jedny
Z nejuzivanéjSich markeri DNA poskozeni. Fosforylovany histon H2AX, tedy YH2AX,
ma dulezitou roli pii signalizaci vzniku DSB, jelikoz po vzniku DSB dochazi
k fosforylaci histonu H2AX navazaného v okoli DSB na variantu YH2AX pomoci PIKK
proteint (Valdiglesias et al., 2013). Mezi PIKK proteiny spadaji komplexy ATM a ATR,

coz jsou nejdilezitéjsi signalizacni komponenty DDR.

Fosforylovana forma yH2AX se pouziva jako marker DSB, jelikoz tvoii ohniska
Vjadrech bunck, kterd se daji cytologicky vizualizovat fluorescencni mikroskopii
(Rogakou et al., 1998), pficemz kazdé jedno ohnisko YH2AX by mélo odpovidat DSB
(Valdiglesias et al., 2013). Druhy pouzity marker 53BP1 funguje na stejném principu,

jelikoZ se vaze na domény DSB.

Na obrazku 13 vidime snimek bunék Capan-1 inkubovanych s DMSO (0,1%) a na
obrazku 14 s olaparibem (10 nmol-1*). Snimky A zachycuji kanal pro DAPI, kterym byly
obarveny jadra bunék. Na snimcich B je kanal FITC, na kterém jdou vidét
ohniska protilatky Alexa Fluor 488 navazané na primarni protilatce anti-yH2AX a na
snimcich C jsou viditelné ohniska detekované protilatkou Alexa Fluor 568 navazané na
protilatce anti-53BP1 zachycené na kanalu TXxRED. Na snimcich D je zachycen ptekryv
vSech tii kanald. Kvantifikace ohnisek sice nebyla provedena, ale i tak jde na obrazcich
13B a 14B vidét, ze olaparib zptsobil v buiikach linie Capan-1 vice DBS, nez kontrolni
DMSO.
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Obr. 13 Imunofluorescenéni analaza — Capan-1, DMSO (0,1 %), kanaly: A = DAPI,
B =FITC, C = TXRED, D = piekryv. Mikroskop Olympus BX71. Mé&fitko = 10 pm.

Obr. 14 Imunofluorescenéni analyza — Capan-1 + olaparib 10 nmol 1, kanaly: A = DAPI,
B =FITC, C = TXRED, D = ptekryv. Mikroskop Olympus BX71. Métitko = 10 pm.
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5 DISKUZE

Bakalaiska prace je zaméfena predev§$im na poSkozeni DNA a latky, které jej cilené
zpisobuji. Takovéto genotoxické latky nachazeji uplatnéni v medicin€, konkrétné
onkologii, kde je vyuzivano skutecnosti, ze vétSina rakovinnych bun¢k ma poskozeny
n¢jaky opravny systém DNA a pouzitim genotoxické latky dojde k poSkozeni dalSiho
systému pro opravu DNA, ¢imz mize dojit k syntetické letalité specificky zamitfené proti
rakovinnym bunkdm. Studium genotoxickych latek je tedy dilezit¢ pro vyvoj
a optimalizaci 1é¢iv pouzivanych proti rakoviné, ktera navzdory nepfetrzitému pokroku
v mediciné zastava jednou z hlavnich pfic¢in umrti ve svété (skoro 10 miliond amrti za

rok 2020; Ferlay et al., 2020).

Cilem praktické c¢asti bakalaiské prace bylo provést experimenty pro ovéfeni
a srovnani cytotoxické aktivity genotoxickych latek olaparib a YM155 vii¢i rakovinnym
bunéénym liniim U20S a Capan-1. Pivodné mély byt vSechny experimenty provedeny
ve tfech opakovanich, ze kterych by byl vypocten primér, ov§em kvuli nedostatku ¢asu
z diivodu pandemie zavinéné COVID-19 nebylo mozno experimenty provést v ptivodnim
planu. Zaroven byly ze stejnych diivodil zcela vypustény experimenty zkoumajici vliv
kombinace obou latek zaroven. V onkologickém vyzkumu se ¢asto kombinuje pouziti
vice latek za ucelem nalezeni synergie a kombinace olaparibu a YM155 by mohla pfinést
zajimavé vysledky. Z divodu nedostatku ¢asu vSak byla prakticka ¢ast zaméfena pouze

na optimalizaci experimentl s jednotlivymi latkami pouzitymi samostatné.

Pravé kvili vzajemnému ptisobeni byly latky pro praci pivodné vybrany, jelikoz
ucinek PARP inhibitoru olaparibu je sice dobie znamy a latka se jiz vyuziva v mediciné
i nadale s nim v8ak probihaji experimenty v kombinaci s dal§imi genotoxickymi latkami
v ramci hledani synergického efektu (naptiklad platinova 1éCiva; Zheng et al., 2020).
Naproti tomu vliv YM155 se v medicing zatim nepouziva, jelikoz jeho pfesné Géinky jsou
stale predmétem vyzkumu, vykazuje vSak mnohé slibné vlastnosti, jako silny
antiproliferacni efekt na mnohé testované rakovinné linie (Cheng et al., 2015), schopnost
radiosenzitizace bunék (Qin et al., 2014) nebo inhibice TOP1 a TOP2a a tim padem
tvorba DSB (Hong et al. 2017). Pravé kombinace olaparibu a YM155 by mohla piinést
zajimavé vysledky, kterych vSak navzdory pavodnimu planu nebylo v této praci

dosazeno.
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V této praci byly pouzity dvé rakovinné bunééné linie, U20S a Capan-1. Teoreticky
by méla na vliv olaparibu vice reagovat linie Capan-1, jelikoz obsahuje deficienci
v BRCA2 genu, kterou PARP inhibitor olaparib vyuziva a zptsobuje diky ni v buiikach
syntetickou letalitu. Tento teoreticky predpoklad byl pii experimentech potvrzen, jelikoz
pii prvni analyze CFA a pii XTT byla linie Capan-1 skute¢n¢ olaparibem inhibovéana vice
nez linie U208, ktera nema deficienci v BRCA genech. Linie Capan-1 vsak byla citlivéjsi
I v pfipadé¢ YM155, ten ovSem inhiboval ob¢ linie relativné podobné. Pouze u druhé
provedené CFA analyzy se jako citlivéjsi viici obéma latkam (olaparib i YM155) ukazala
linie U20S. To vsak bylo nejspi§ zavinéno $patné optimalizovanym experimentem,
konkrétn¢ ptilisSnym naristem jednotlivych kolonii a Spatné nastavenym kvantifikaénim
programem Rutinka (pfili§ veliké kolonie srostly k sobé a kvantifikaéni program je

vyhodnotil jako jednu kolonii, ¢imZ chybné snizil pocet kolonii).

Provedené cytotoxické analyzy pomoci CFA a XTT se lisi hlavné v délce ptisobeni
latek na bunky. Zatimco XTT analyza zobrazuje kratkodoby vliv latek (experiment
probihal piiblizn¢ 48 hodin), CFA trvala déle (10 dni) a vliv latek je tak mozné studovat

ve vétsim casovém rozmezi, coz mize piinést odlisné vysledky nez XTT.

Z vysledkd provedenych analyz je ziejmé, ze v porovnani s kontrolnimi vzorky
kultivovanymi s DMSO vykazuji olaparib i YMI155 cytotoxickou aktivitu, pticemz
YM155 je vysoce cytotoxicky jiz v nanomolarnim mnozstvi (alesponn v in vitro
podminkéch), minimalni mnoZstvi v§ak je 2 nmol-1?, pii nizsich koncentracich nebyla
bunééna proliferace vyrazné narusena (pfi analyze pomoci XTT buriky dokonce pierostly
kontrolnich 100 % bunék kultivovanych s DMSO). Genotoxicky tcinek olaparibu sice
neni tak silny jako u YM155, ale na rozdil od YM155 vykazuje signifikantnéjsi rozdily
ve vlivu na pouzité rakovinné bunééné linie, kdy mnohem efektivnéji inhibuje proliferaci
linie Capan-1. Pfi srovnani vlivu obou léCiv pfi cytotoxické analyze pomoci XTT
vysledky ukazuji, ze 5 nmol-1"t YM155 zptisobilo u linie Capan-1 ptiblizné stejny pokles,
jako 10 umol-1? olaparibu, tudiz minimalné pfi tomhle experimentu mélo YMI155

ptiblizné 2000krat siln€jsi cytotoxicky ucinek nez olaparib.

Silnd letalita YM155 vii¢i rakovinnym buiikkdm je sice slibnou vlastnosti, ovSem
klinické pouziti YM155 nebude mozné, dokud nebude piesné¢ urceno, jak YMI55
v bunikach pasobi. Razné védecké skupiny zatim zjistily, ze YM155 neni specificky

inhibitor survivinu, jak se diive myslelo, ale ma vice molekularnich cild, jako je inhibice
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topoisomeras (Hong et al.,2017), tvorba oxidativniho poskozeni skrze tvorbu ROS (Wani
et al., 2018) a ptima indukce poskozeni DNA (Glaros et al., 2012). Mtize vSak mit i dalsi
dosud neobjevené molekularni cile. Hong et al. (2017) sice objevili, ze jednim z cila
YM155 jsou topoisomerasy, ovSem jak presné je YMI155 inhibuje uz nezjistili. Prave
urceni prfesného mechanismu ptsobeni YM155 je ptekazkou pro jeho klinické pouziti,
pfitom by vSak spravné pouzity YM155 mohl byt velice slibnym 1ékem proti n€kolika
typiim rakoviny (diky inhibici topoisomeras naptiklad proti rakovin€ prsu, prostaty nebo
plic; Ali a Abd Hamid, 2016) i v kombinaci s dalsimi IéCivy, jelikoZ jiné studie uz
odhalily, ze YMI155 zvySuje vliv cisplatiny (lwasa et al., 2010) ¢i radioterapie
(Akamatsu et al., 2008).

V porovnani s YM155 olaparib sice nema tak silné¢ genotoxické ucinky, ale jeho
mechanismus uc¢inku byl jiz dostateéné prozkouman a latka se jiz oficialné uziva v 16¢bé
nékolika druht rakoviny. Konkrétné se pouziva pii udrzovaci 1é¢bé karcinomu vajeéniku
s mutaci v genech BRCAL ¢i BRCA2 po prodélani chemoterapie ¢i 1é¢by platinou
(Pujade-Lauraine et al., 2017; Zheng et al., 2020), pti 1écbé HER2-negativni metastatické
rakoviny prsu smutaci v genech BRCA, rakoviny vejcovodu a také pii 1écbé
adenokarcinomu pankreatu (Mediately, n. d.) a kastraén¢ rezistentniho karcinomu
prostaty (ClinicalTrials.gov number, NCT01682772) (Mateo et al., 2015).
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6 ZAVER

Teoretickou ¢ast bakalarské prace tvori literarni resersi, ktera se snazi shrnout dosavadni
poznatky ohledné poskozeni DNA, jeho jednotlivych druzich a vzniku a hlavng, jak
buiky reaguji na DNA poskozeni. Déle jsou popsany zpusoby opravy DNA a vyuziti
jejich poskozeni pti 1€cbé rakoviny, kdy se vyuziva poskozeni DNA opravnych systémi
v rakovinnych burikach ve prospéch genotoxickych latek, jako jsou cisplatina a dalsi.
Hlavni pozornost je vénovana PARP inhibitorim, konkrétné¢ olaparibu, ktery jiz byl
oficialn¢ schvalen jako 1€k proti rakovin€ prsu a vaje¢niku v bunkach s BRCA mutaci
I bez ni. Druhou latkou, na kterou se bakalafska prace zamétuje, je YM155, ktery byl
puvodné pokladdan za inhibitor survivinu a dostal se az do druh¢ faze klinickych testt, ty
vSak byly preruseny a nyni jsou jeho piesné vlastnosti predmétem diskuse, kviili cemuz
nebyl dosud schvélen jako 1éCivo proti rakoving. Jeho jednotlivé vlastnosti jsou shrnuty

v zavérecné kapitole teoretické casti bakalarské prace.

V praktické Casti bakalarské prace jsou vysledky experimenti provedenych s obéma
latkami, které mély za cil urcit a srovnat toxicitu olaparibu a YM155. Experimenty vSak
nemohly byt z Casovych diavodt pofadné dokonceny ve tiech opakovanich, jejich
vysledky tak mohou byt zkreslené, stejné tak nemohl byt proveden experiment jejich
spolecného vlivu na bun&né linie. Prvni dva provedené experimenty jsou cytotoxické
analyzy, meéteni viability bunék pomoci CFA a XTT. Pii téchto experimentech se
potvrdilo, Ze YM155 ma silny antiproliferacni ucinek jiz v nanomolarni koncentraci,
pfi¢emz olaparib vykazuje srovnatelné vysledky az v mnohem vys$Sich koncentracich
(fadoveé 100krat ¢i 1000krat vyssich). Poslednim experimentem je imunofluorescencni
analyza, kde jsou vizualizovana jednotliva ohniska poskozeni DNA. Tento experiment
byl proveden pouze s olaparibem a nebyl fadné kvantifikovan, i tak jde vSak vidét, ze
olaparib v jednotlivych bunkach skute¢n¢ zvysil pocet ohnisek proteinii 53BP1 a yH2AX
znacicich DSB.

Olaparib i YM155 maji genotoxické ucinky na rakovinné bunky, olaparib se jiz
vyuziva v onkologii a klinickému pouziti YM155 zatim brani nedostatecné prozkoumany
mechanismus jeho U€inku. Pro vyzkum latek vyuZitelnych v onkologii se také pouzivaji
kombinace zkoumanych latek za ucelem nalezeni synergického ucinku. Z tohoto diivodu
by vyzkum spole¢ného t¢inku olaparibu a YM155 mohl v budoucnu ptinést zajimavé

vysledky pro 1é¢bu rakoviny.

57



7 ZDROJE

Akamatsu Y., Murayama Y., Yamada T., Nakazaki T., Tsutsui Y., Ohta K., Iwasaki H. (2008):
Molecular characterization of the role of the Schizosaccharomyces pombe nipl+/ctpl+ gene
in DNA double-strand break repair in association with the Mrell-Rad50-Nbsl complex.
Molecular and cellular biology 28(11), 3639-3651.

Alexanian R., Bergsagel D. E., Migliore P. J., Vaughn W. K., Howe C. D. (1967): Melphalan
therapy for plasma cell myeloma. Blood 31, 1-10.

Ali Y., Abd Hamid S. (2016): Human topoisomerase Il alpha as a prognostic biomarker in cancer
chemotherapy. Tumour biology: the journal of the International Society for
Oncodevelopmental Biology and Medicine 37(1), 47-55.

Altieri D. C. (2010): Survivin and IAP proteins in cell-death mechanisms. The Biochemical
journal 430(2), 199-205.

Altieri D. C. (2013): Targeting survivin in cancer. Cancer letters 332(2), 225-228.

Altmeyer M., Lukas J. (2013): To spread or not to spread--chromatin modifications in response
to DNA damage. Current opinion in genetics & development 23(2), 156-165.

Amé J. C., Rolli V., Schreiber V., Niedergang C., Apiou F., Decker P., Muller S., Hoger T.,
Ménissier-de Murcia J., de Murcia G. (1999): PARP-2, A novel mammalian DNA damage-
dependent poly(ADP-ribose) polymerase. Journal of Biological Chemistry 274(25):17860-8.

Amé J. C., Spenlehauer C., de Murcia G. (2004): The PARP superfamily. BioEssays : news and
reviews in molecular, cellular and developmental biology 26(8), 882—893.

Andres S. N., Vergnes A., Ristic D., Wyman C., Modesti M., Junop M. (2012): A human XRCC4-
XLF complex bridges DNA. Nucleic acids research 40(4), 1868-1878.

Arora R., Shuda M., Guastafierro A., Feng H., Toptan T., Tolstov Y., Normolle D., Vollmer L.
L., Vogt A., Domling A., Brodsky J. L., Chang Y., Moore P. S. (2012): Survivin is a
therapeutic target in Merkel cell carcinoma. Science translational medicine 4(133), 133ra56.

ATCC products Capan-1 (ATCC® HTB-79™), dostupné na: https://www.lgcstandards-
atcc.org/products/all/HTB-79.aspx#characteristics (13. 2. 2021).

ATCC products U20S (ATCC® HTB-96™), dostupné na: https://www.lgcstandards-
atcc.org/products/all/HTB-96.aspx#characteristics (13. 2. 2021).

Atrafi F., Groen H., Byers L. A., Garralda E., Lolkema M. P., Sangha R. S., Viteri S., Chae Y.
K., Camidge D. R., Gabrail N. Y., Hu B., Tian T., Nuthalapati S., Hoening E., He L.,
Komarnitsky P., Calles A. (2019): A Phase | Dose-Escalation Study of Veliparib Combined
with Carboplatin and Etoposide in Patients with Extensive-Stage Small Cell Lung Cancer and
Other Solid Tumors. Clinical cancer research : an official journal of the American Association
for Cancer Research 25(2), 496-505.

Barber L. J., Youds J. L., Ward J. D., Mcllwraith M. J., O'Neil N. J., Petalcorin M. I., Martin J.
S., Collis S. J., Cantor S. B., Auclair M., Tissenbaum H., West S. C., Rose A. M., Boulton S.
J. (2008): RTEL1 maintains genomic stability by suppressing homologous recombination.
Cell 135(2), 261-271.

Bakkenist C. J., Kastan M. B. (2003): DNA damage activates ATM through intermolecular
autophosphorylation and dimer dissociation. Nature 421, 499-506.

Bartkova J., Horejsi Z., Koed K., Krdmer A., Tort F., Zieger K., Guldberg P., Sehested M.,
Nesland J. M., Lukas C., @rmtoft T., Lukas J., Bartek J. (2005): DNA damage response as a
candidate anti-cancer barrier in early human tumorigenesis. Nature 434(7035), 864-870.

Bartkova J., Rajpert-De Meyts E., Skakkebaek N. E., Lukas J., Bartek J. (2007): DNA damage
response in human testes and testicular germ cell tumours: biology and implications for
therapy. International journal of andrology 30(4), 282-291.

Bass T. E., Luzwick J. W., Kavanaugh G., Carroll C., Dungrawala H., Glick G. G., Feldkamp M.
D., Putney R., Chazin W. J., Cortez D. (2016): ETAAL acts at stalled replication forks to
maintain genome integrity. Nature cell biology 18(11), 1185-1195.

Benada J., Macurek L. (2015): Targeting the Checkpoint to Kill Cancer Cells. Biomolecules 5(3),
1912-1937.

58



Benjamin R. C., Gill D. M. (1980): Poly(ADP-ribose) synthesis in vitro programmed by damaged
DNA. A comparison of DNA molecules containing different types of strand breaks. Journal
of Biological Chemistry 255(21):10502-8.

Bennardo N., Cheng A., Huang N., Stark J. M. (2008): Alternative-NHEJ is a mechanistically
distinct pathway of mammalian chromosome break repair. PLoS genetics 4(6), €1000110.
Bernstein E., Hake S. B. (2006): The nucleosome: a little variation goes a long way. Biochemistry

and cell biology = Biochimie et biologie cellulaire 84(4), 505-517.

Bernstein K. A., Rothstein R. (2009): At loose ends: resecting a double-strand break. Cell 137(5),
807-810.

Bétermier M., Bertrand P., Lopez B. S. (2014): Is non-homologous end-joining really an
inherently error-prone process?. PLoS genetics 10(1), e1004086.

Bhatti S., Kozlov S., Farooqi A. A., Nagi A., Lavin M., Khanna K. K. (2011): ATM protein
kinase: the linchpin of cellular defenses to stress. Cellular and molecular life sciences : CMLS
68(18), 2977-3006.

Bizard A. H., Hickson I. D. (2014): The dissolution of double Holliday junctions. Cold Spring
Harbor perspectives in biology 6(7), a016477.

Bonate P. L., Arthaud L., Cantrell W. R. Jr, Stephenson K., Secrist J. A. 3rd, Weitman S. (2006):
Discovery and development of clofarabine: a nucleoside analogue for treating cancer. Nature
reviews. Drug discovery 5(10), 855-863.

Brochu G., Duchaine C., Thibeault L., Lagueux J., Shah G. M., Poirier G. G. (1994): Mode of
action of poly(ADP-ribose) glycohydrolase. Biochimica et biophysica acta 1219(2), 342—350.

Bryant H. E., Schultz N., Thomas H. D., Parker K. M., Flower D., Lopez E., Kyle S., Meuth M.,
Curtin N. J., Helleday T. (2005): Specific killing of BRCA2-deficient tumours with inhibitors
of poly(ADP-ribose) polymerase. Nature 434(7035), 913-917.

Burger H., Loos W. J., Eechoute K., Verweij J., Mathijssen R. H., Wiemer E. A. (2011): Drug
transporters of platinum-based anticancer agents and their clinical significance. Drug
resistance updates : reviews and commentaries in antimicrobial and anticancer chemotherapy
14(1), 22-34.

Burma S., Chen B. P., Chen D. J. (2006): Role of non-homologous end joining (NHEJ) in
maintaining genomic integrity. DNA repair 5(9-10), 1042—-1048.

Caldecott K. W. (2008): Single-strand break repair and genetic disease. Nature reviews. Genetics
9(8), 619-631.

Caldecott K. W., Aoufouchi S., Johnson P., Shall S. (1996): XRCC1 polypeptide interacts with
DNA polymerase beta and possibly poly (ADP-ribose) polymerase, and DNA ligase Il is a
novel molecular 'nick-sensor' in vitro. Nucleic acids research 24(22), 4387-4394.

Campisi J., d'Adda di Fagagna F. (2007): Cellular senescence: when bad things happen to good
cells. Nature Reviews Molecular Cell Biology 8(9):729-40.

Carson D. A., Carrera C. J., Wasson D. B., Yamanaka H. (1988): Programmed cell death and
adenine deoxynucleotide metabolism in human lymphocytes. Advances in enzyme regulation
27, 395-404.

Ceccaldi R., Rondinelli B., D'Andrea A. D. (2016): Repair Pathway Choices and Consequences
at the Double-Strand Break. Trends in cell biology 26(1), 52—64.

Cerbinskaite A., Mukhopadhyay A., Plummer E. R., Curtin N. J., Edmondson R. J. (2012):
Defective homologous recombination in human cancers. Cancer treatment reviews 38(2), 89—
100.

Ciccia A., Elledge S. J. (2010): The DNA damage response: making it safe to play with knives.
Molecular Cell 40. 179-204.

Cimprich K. A., Cortez D. (2008): ATR: an essential regulator of genome integrity. Nature
Reviews Molecular Cell Biology 9, 616-627.

Clapier C. R., Cairns B. R.. (2009): The biology of chromatin remodeling complexes. Annual
Review of Biochemistry 78. 273-304.

Clarke M. L., Mackey J. R., Baldwin S. A., Young J. D., Cass C. E. (2002): The role of membrane
transporters in cellular resistance to anticancer nucleoside drugs. Cancer treatment and
research 112, 27—47.

59



Cleaver J. E. (2005): Cancer in xeroderma pigmentosum and related disorders of DNA repair.
Nature reviews. Cancer 5(7), 564-573.

Clemens M. R., Gladkov O. A., Gartner E., Vladimirov V., Crown J., Steinberg J., Jie F., Keating
A. (2015): Phase Il, multicenter, open-label, randomized study of YM155 plus docetaxel as
first-line treatment in patients with HER2-negative metastatic breast cancer. Breast cancer
research and treatment 149(1), 171-179.

Coleman K. A., Greenberg R. A. (2011): The BRCA1-RAP80 complex regulates DNA repair
mechanism utilization by restricting end resection. The Journal of biological chemistry
286(15), 13669-13680.

Coleman R. L., Oza A. M., Lorusso D., Aghajanian C., Oaknin A., Dean A., Colombo N.,
Weberpals J. I., Clamp A., Scambia G., Leary A., Holloway R. W., Gancedo M. A., Fong P.
C., Goh J. C., O'Malley D. M., Armstrong D. K., Garcia-Donas J., Swisher E. M.,
Floquet A., ... ARIEL3 investigators (2017): Rucaparib maintenance treatment for recurrent
ovarian carcinoma after response to platinum therapy (ARIEL3): a randomised, double-blind,
placebo-controlled, phase 3 trial. Lancet (London, England) 390(10106), 1949-1961.

Constantin N., Dzantiev L., Kadyrov F. A., Modrich P. (2005): Human mismatch repair:
reconstitution of a nick-directed bidirectional reaction. The Journal of biological chemistry
280(48), 39752-39761.

Cortez D., Guntuku S., Qin J., Elledge S. J. (2001): ATR and ATRIP: partners in checkpoint
signaling. Science (New York, N. Y.) 294(5547), 1713-1716.

Daley J. M., Jimenez-Sainz J., Wang W., Miller A. S., Xue X., Nguyen K. A., Jensen R. B., Sung
P. (2017): Enhancement of BLM-DNA2-Mediated Long-Range DNA End Resection by CtIP.
Cell reports, 21(2), 324-332.

Damia G., Filiberti L., Vikhanskaya F., Carrassa L., Taya Y., D'incalci M., Broggini M. (2001):
Cisplatinum and taxol induce different patterns of p53 phosphorylation. Neoplasia (New York,
N.Y.), 3(1), 10-16.

D'Amours D., Desnoyers S., D'Silva I., Poirier G. G. (1999): Poly(ADP-ribosyl)ation reactions
in the regulation of nuclear functions. The Biochemical journal 342 (Pt 2), 249-268.

Dantzer F., de La Rubia G., Ménissier-De Murcia J., Hostomsky Z., de Murcia G., Schreiber V.
(2000): Base excision repair is impaired in mammalian cells lacking Poly(ADP-ribose)
polymerase-1. Biochemistry 39(25), 7559-75609.

Dasari S., Tchounwou P. B. (2014): Cisplatin in cancer therapy: molecular mechanisms of action.
European journal of pharmacology 740, 364-378.

Das B. B., Huang S. Y., Murai J., Rehman 1., Amé J. C., Sengupta S., Das S. K., Majumdar P.,
Zhang H., Biard D., Majumder H. K., Schreiber V., Pommier Y. (2014): PARP1-TDP1
coupling for the repair of topoisomerase I-induced DNA damage. Nucleic acids research
42(7), 4435-4449.

Davidovic L., Vodenicharov M., Affar E. B., Poirier G. G. (2001): Importance of poly(ADP-
ribose) glycohydrolase in the control of poly(ADP-ribose) metabolism. Experimental cell
research 268(1), 7-13.

de Jager M., van Noort J., van Gent D. C., Dekker C., Kanaar R., Wyman C. (2001): Human
Rad50/Mrell is a flexible complex that can tether DNA ends. Molecular Cell 8(5):1129-35.

de Laat W. L., Appeldoorn E., Sugasawa K., Weterings E., Jaspers N. G., Hoeijmakers J. H.
(1998): DNA-binding polarity of human replication protein A positions nucleases in
nucleotide excision repair. Genes & development, 12(16), 2598-26009.

Delgado J. L., Hsieh C. M., Chan N. L., Hiasa H. (2018): Topoisomerases as anticancer targets.
The Biochemical journal 475(2), 373-398.

de Murcia G., Ménissier de Murcia J. (1994): Poly(ADP-ribose) polymerase: a molecular nick-
sensor. Trends in Biochemical Sciences 19(4):172-6.

Dianov G. L., Hiibscher U. (2013): Mammalian base excision repair: the forgotten archangel.
Nucleic acids research 41(6), 3483-3490.

Dianov G., Price A., Lindahl T. (1992): Generation of single-nucleotide repair patches following
excision of uracil residues from DNA. Molecular and cellular biology 12(4), 1605-1612.
Doil C., Mailand N., Bekker-Jensen S., Menard P., Larsen D. H., Pepperkok R., Ellenberg J.,

Panier S., Durocher D., Bartek J., Lukas J., Lukas C. (2009): RNF168 binds and amplifies

60



ubiquitin conjugates on damaged chromosomes to allow accumulation of repair proteins. Cell
136(3), 435-446.

Domchek S. M., Aghajanian C., Shapira-Frommer R., Schmutzler R. K., Audeh M. W.,
Friedlander M., Balmana J., Mitchell G., Fried G., Stemmer S. M., Hubert A., Rosengarten
0., Loman N., Robertson J. D., Mann H., Kaufman B. (2016): Efficacy and safety of olaparib
monotherapy in germline BRCA1/2 mutation carriers with advanced ovarian cancer and three
or more lines of prior therapy. Gynecologic oncology 140(2), 199-203.

Dziadkowiec K. N., Gasiorowska E., Nowak-Markwitz E., Jankowska A. (2016): PARP
inhibitors: review of mechanisms of action and BRCA1/2 mutation targeting. Menopause
Review 15(4), 215-219. d0i:10.5114/pm.2016.65667.

El Bezawy R., Cominetti D., Fenderico N., Zuco V., Beretta G. L., Dugo M., Arrighetti N.,
Stucchi C., Rancati T., Valdagni R., Zaffaroni N., Gandellini P. (2017): miR-875-5p
counteracts epithelial-to-mesenchymal transition and enhances radiation response in prostate
cancer through repression of the EGFR-ZEB1 axis. Cancer letters 395, 53-62.

Emadi A., Jones R. J., Brodsky R. A. (2009): Cyclophosphamide and cancer: golden anniversary.
Nature reviews. Clinical oncology 6(11), 638-647.

Evans E., Moggs J. G., Hwang J. R., Egly J. M., Wood R. D. (1997): Mechanism of open complex
and dual incision formation by human nucleotide excision repair factors. The EMBO journal
16(21), 6559-6573.

Ewald B., Sampath D., Plunkett W. (2008): Nucleoside analogs: molecular mechanisms signaling
cell death. Oncogene 27(50), 6522-6537.

Fagbemi A. F., Orelli B., Schirer O. D. (2011): Regulation of endonuclease activity in human
nucleotide excision repair. DNA repair 10(7), 722-729.

Falck J., Coates J., Jackson S. P. (2005): Conserved modes of recruitment of ATM, ATR and
DNA-PKcs to sites of DNA damage. Nature 434(7033), 605-611.

Farmer H., McCabe N., Lord C. J., Tutt A. N., Johnson D. A., Richardson T. B., Santarosa M.,
Dillon K. J., Hickson 1., Knights C., Martin N. M., Jackson S. P., Smith G. C., Ashworth A.
(2005): Targeting the DNA repair defect in BRCA mutant cells as a therapeutic strategy.
Nature 434(7035), 917-921.

Feng L., Huang J., Chen J. (2009): MERIT40 facilitates BRCAL localization and DNA damage
repair. Genes & development 23(6), 719-728.

Ferlay J., Ervik M., Lam F., Colombet M., Mery L., Pifieros M., et al. (2020): Global Cancer
Observatory: Cancer Today. Lyon: International Agency for Research on Cancer; 2020,
dostupné na: https://gco.iarc.fr/today (22. 4. 2021).

Fradet-Turcotte A., Canny M. D., Escribano-Diaz C., Orthwein A., Leung C. C., Huang H.,
Landry M. C., Kitevski-LeBlanc J., Noordermeer S. M., Sicheri F., Durocher D. (2013):
53BP1 is a reader of the DNA-damage-induced H2A Lys 15 ubiquitin mark. Nature
499(7456), 50-54.

Fink D., Nebel S., Aebi S., Zheng H., Cenni B., Nehmé A., Christen R. D., Howell S. B. (1996):
The role of DNA mismatch repair in platinum drug resistance. Cancer research 56(21), 4881—
4886.

Fragni M., Bonini S. A., Stabile A., Bodei S., Cristinelli L., Simeone C., Zani D., Spano P. F.,
Berruti A., Memo M., Sigala S. (2016): Inhibition of Survivin Is Associated with Zoledronic
Acid-induced Apoptosis of Prostate Cancer Cells. Anticancer research 36(3), 913-920.

Franken N. A., Rodermond H. M., Sta, J., Haveman J., van Bree C. (2006): Clonogenic assay of
cells in vitro. Nature protocols 1(5), 2315-2319.

Franzese E., Centonze S., Diana A., Carlino F., Guerrera L. P., Di Napoli M., De Vita F., Pignata
S., Ciardiello F., Orditura M. (2019): PARP inhibitors in ovarian cancer. Cancer treatment
reviews 73, 1-9.

Friedberg E. C. (2001): How nucleotide excision repair protects against cancer. Nature reviews.
Cancer 1(1), 22-33.

Friedberg E. C., Walker G. C., Siede W., Wood R. D., Schultz R. A., Ellenberger T. (2006): DNA
Repair and Mutagenesis. Second Edition. The Quarterly Review of Biology 81(3), 273-.

FuD., Calvo J. A., Samson L. D. (2012): Balancing repair and tolerance of DNA damage caused
by alkylating agents. Nature reviews. Cancer 12(2), 104-120.

61



Furgason J. M., Bahassi e. (2013): Targeting DNA repair mechanisms in cancer. Pharmacology
& therapeutics (3), 298-308.

Galanski M. (2006): Recent developments in the field of anticancer platinum complexes. Recent
patents on anti-cancer drug discovery 1(2), 285-295.

Galluzzi L., Senovilla L., Vitale 1., Michels J., Martins 1., Kepp O., Castedo M., Kroemer G.
(2012): Molecular mechanisms of cisplatin resistance. Oncogene 31(15), 1869-1883.

Galmarini C. M., Mackey J. R., Dumontet C. (2002): Nucleoside analogues and nucleobases in
cancer treatment. The Lancet. Oncology 3(7), 415-424.

Garcia V., Phelps S. E., Gray S., Neale M. J. (2011): Bidirectional resection of DNA double-
strand breaks by Mrell and Exol. Nature 479(7372), 241-244.

Genini D., Adachi S., Chao Q., Rose D. W., Carrera C. J., Cottam H. B., Carson D. A., Leoni L.
M. (2000): Deoxyadenosine analogs induce programmed cell death in chronic lymphocytic
leukemia cells by damaging the DNA and by directly affecting the mitochondria. Blood
96(10), 3537-3543.

Glaros T. G., Stockwin L. H., Mullendore M. E., Smith B., Morrison B. L., Newton D. L. (2012):
The "survivin suppressants” NSC 80467 and YM155 induce a DNA damage response. Cancer
chemotherapy and pharmacology 70(1), 207-212.

Gnewuch C. T., Sosnovsky G. (1997): A Critical Appraisal of the Evolution of N-Nitrosoureas
as Anticancer Drugs. Chemical reviews 97(3), 829-1014.

Gorgoulis V. G., Vassiliou L. V., Karakaidos P., Zacharatos P., Kotsinas A., Liloglou T., Venere
M., Ditullio R. A. Jr, Kastrinakis N. G., Levy B., Kletsas D., Yoneta A., Herlyn M., Kittas C.,
Halazonetis T. D. (2005): Activation of the DNA damage checkpoint and genomic instability
in human precancerous lesions. Nature 434(7035), 907-913.

Gottlieb T. M., Jackson S. P. (1993): The DNA-dependent protein kinase: requirement for DNA
ends and association with Ku antigen. Cell 72(1), 131-142.

Gradwohl G., Ménissier de Murcia J. M., Molinete M., Simonin F., Koken M., Hoeijmakers J.
H., de Murcia G. (1990): The second zinc-finger domain of poly(ADP-ribose) polymerase
determines specificity for single-stranded breaks in DNA. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 87(8), 2990-2994.

Grinstein E., Jundt F., Weinert I., Wernet P., Royer H. D. (2002): Sp1 as G1 cell cycle phase
specific transcription factor in epithelial cells. Oncogene 21(10), 1485-1492.

Guillotin D., Martin S. A. (2014): Exploiting DNA mismatch repair deficiency as a therapeutic
strategy. Experimental cell research 329(1), 110-115.

Guirouilh-Barbat J., Rass E., Plo I., Bertrand P., Lopez B. S. (2007): Defects in XRCC4 and
KUB80 differentially affect the joining of distal nonhomologous ends. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 104(52), 20902—-20907.

Halazonetis T. D., Gorgoulis V. G., Bartek J. (2008): An oncogene-induced DNA damage model
for cancer development. Science 319(5868):1352-5.

Hammel M., Rey M., Yu Y., Mani R. S, Classen S., Liu M., Pique M. E., Fang S., Mahaney B.
L., Weinfeld M., Schriemer D. C., Lees-Miller S. P., Tainer J. A. (2011): XRCC4 protein
interactions with XRCC4-like factor (XLF) create an extended grooved scaffold for DNA
ligation and double strand break repair. The Journal of biological chemistry 286(37), 32638—
32650.

Hanawalt P. C. (2001): Controlling the efficiency of excision repair. Mutation research 485(1),
3-13.

Hanawalt P. C., Spivak G. (2008): Transcription-coupled DNA repair: two decades of progress
and surprises. Nature reviews. Molecular cell biology 9(12), 958-970.

Hartlerode A. J., Scully R. (2009): Mechanisms of double-strand break repair in somatic
mammalian cells. The Biochemical journal 423(2), 157-168.

Harper J. W., Elledge S. J. (2007): The DNA damage response: ten years after. Molecular Cell
28(5):739-45.

Harrap K. R. (1985): Preclinical studies identifying carboplatin as a viable cisplatin alternative.
Cancer treatment reviews 12 Suppl A, 21-33.

Harrison J. C., Haber J. E. (2006): Surviving the breakup: the DNA damage checkpoint. Annual
review of genetics 40, 209-235.

62



Hassa P. O., Hottiger M. O. (2008): The diverse biological roles of mammalian PARPS, a small
but powerful family of poly-ADP-ribose polymerases. Frontiers in bioscience : a journal and
virtual library 13, 3046-3082.

Haut A., Abbott W. S., Wintrobe M. M., Cartwright G. E. (1961): Busulfan in the treatment of
chronic myelocytic leukemia. The effect of long term intermittent therapy. Blood 17, 1-19.
Hegde M. L., Hazra T. K., Mitra S. (2008): Early steps in the DNA base excision/single-strand

interruption repair pathway in mammalian cells. Cell research 18(1), 27—47.

Hersh E. M., O'Day S. J., Powderly J., Khan K. D., Pavlick A. C., Cranmer L. D., Samlowski W.
E., Nichol G. M., Yellin M. J., Weber J. S. (2011): A phase Il multicenter study of ipilimumab
with or without dacarbazine in chemotherapy-naive patients with advanced melanoma.
Investigational new drugs 29(3), 489-498.

Hertel L. W., Boder G. B., Kroin J. S., Rinzel S. M., Poore G. A., Todd G. C., Grindey G. B.
(1990): Evaluation of the antitumor activity of gemcitabine (2',2'-difluoro-2'-deoxycytidine).
Cancer research 50(14), 4417-4422.

Hicks J. K., Chute C. L., Paulsen M. T., Ragland R. L., Howlett N. G., Guéranger Q., Glover T.
W., Canman C. E. (2010): Differential roles for DNA polymerases eta, zeta, and REV1 in
lesion bypass of intrastrand versus interstrand DNA cross-links. Molecular and cellular
biology 30(5), 1217-1230.

Hoeijmakers J. H. (2001): Genome maintenance mechanisms for preventing cancer. Nature
411(6835), 366—374.

Holzer A. K., Manorek G. H., Howell S. B. (2006): Contribution of the major copper influx
transporter CTR1 to the cellular accumulation of cisplatin, carboplatin, and oxaliplatin.
Molecular pharmacology 70(4), 1390-1394.

Hong M., Ren M., Silva J., Kennedy T., Choi J., Cowell J. K., Hao Z. (2014): Sepantronium is a
DNA damaging agent that synergizes with PLK1 inhibitor volasertib. American journal of
cancer research 4(2), 135-147.

Hong M., Ren M. Q., Silva J., Paul A., Wilson W. D., Schroeder C., Weinberger P., Janik J., Hao
Z.(2017): YM155 inhibits topoisomerase function. Anticancer Drugs 28(2), 142-152.

Hosoya N., Miyagawa K. (2014): Targeting DNA damage response in cancer therapy. Cancer
science 105(4), 370-388.

HuS.,FuS., XuX., ChenL., XuJ, LiB.,QuY., YuH., LuS., Li W. (2015): The mechanism of
radiosensitization by YM155, a novel small molecule inhibitor of survivin expression, is
associated with DNA damage repair. Cellular physiology and biochemistry : international
journal of experimental cellular physiology, biochemistry, and pharmacology 37(3), 1219—
1230.

Hu Y., Scully R., Sobhian B., Xie A., Shestakova E., Livingston D. M. (2011): RAP80-directed
tuning of BRCAL homologous recombination function at ionizing radiation-induced nuclear
foci. Genes & development 25(7), 685-700.

Hucke A., Park G. Y., Bauer O. B., Beyer G., Koppen C., Zeeh D., Wehe C. A., Sperling M.,
Schroter R., Kantauskaité M., Hagos Y., Karst U., Lippard S. J., Ciarimboli G. (2018):
Interaction of the New Monofunctional Anticancer Agent Phenanthriplatin With Transporters
for Organic Cations. Frontiers in chemistry 6, 180.

Huang P., Chubb S., Plunkett W. (1990): Termination of DNA synthesis by 9-beta-D-
arabinofuranosyl-2-fluoroadenine. A mechanism for cytotoxicity. The Journal of biological
chemistry 265(27), 16617-16625.

Huen M. S., Chen J. (2008): The DNA damage response pathways: at the crossroad of protein
modifications. Cell research 18(1), 8-16.

Huertas P. (2010): DNA resection in eukaryotes: deciding how to fix the break. Nature structural
& molecular biology 17(1), 11-16.

Chan J. K., Loizzi V., Manetta A., Berman M. L. (2004): Oral altretamine used as salvage therapy
in recurrent ovarian cancer. Gynecologic oncology 92(1), 368-371.

Chapman J. R., Taylor M. R., Boulton S. J. (2012): Playing the end game: DNA double-strand
break repair pathway choice. Molecular cell 47(4), 497-510.

Charbonnel C., Allain E., Gallego M. E., White C. I. (2011): Kinetic analysis of DNA double-
strand break repair pathways in Arabidopsis. DNA repair 10(6), 611-619.

63



Chatterjee Nimrat, Walker Graham C. (2017): Mechanisms of DNA damage, repair, and
mutagenesis. Environmental and Molecular Mutagenesis 58(5), 235-263.

Chen A. (2011): PARP inhibitors: its role in treatment of cancer. Chinese journal of cancer 30(7),
463-471.

Chen Z., Yang H., Pavletich N. P. (2008): Mechanism of homologous recombination from the
RecA-ssDNA/dsDNA structures. Nature 453(7194).

Cheng Q., Ling X., Haller A., Nakahara T., Yamanaka K., Kita A., Koutoku H., Takeuchi M.,
Brattain M. G., Li, F. (2012): Suppression of survivin promoter activity by YM155 involves
disruption of Sp1-DNA interaction in the survivin core promoter. International journal of
biochemistry and molecular biology 3(2), 179-197.

Cheng S. M., Chang Y. C., LiuC. Y., LeeJ. Y., Chan H. H.,, Kuo C. W., LinK. Y., Tsai S. L.,
Chen S. H., Li C. F., Leung E., Kanwar J. R., Huang C. C., Chang J. Y., Cheung C. H. (2015):
YM155 down-regulates survivin and XIAP, modulates autophagy and induces autophagy-
dependent DNA damage in breast cancer cells. British journal of pharmacology 172(1), 214—
234.

Chial H. (2008): Proto-oncogenes to oncogenes to cancer. Nature Education 1(1), 33.

Christmann M., Tomicic M. T., Roos W. P., Kaina B. (2003): Mechanisms of human DNA repair:
an update. Toxicology 193(1-2), 3-34.

Church D. N., Talbot D. C. (2012): Survivin in solid tumors: rationale for development of
inhibitors. Current oncology reports 14(2), 120-128.

Iwasa T., Okamoto I., Takezawa K., Yamanaka K., Nakahara T., Kita A., Koutoku H., Sasamata
M., Hatashita E., Yamada Y., Kuwata K., Fukuoka M., Nakagawa K. (2010): Marked anti-
tumour activity of the combination of YM155, a novel survivin suppressant, and platinum-
based drugs. British journal of cancer 103(1), 36—42.

lyama T., Wilson D. M. 3rd (2013): DNA repair mechanisms in dividing and non-dividing cells.
DNA repair 12(8), 620-636.

Jackson S. P., Bartek J. (2009): The DNA-damage response in human biology and disease. Nature
461(7267), 1071-8.

Jiricny J. (2006): The multifaceted mismatch-repair system. Nature reviews. Molecular cell
biology 7(5), 335-346.

Johnson S. A. (2001): Nucleoside analogues in the treatment of haematological malignancies.
Expert opinion on pharmacotherapy 2(6), 929-943.

Jordheim L. P., Dumontet C. (2007): Review of recent studies on resistance to cytotoxic
deoxynucleoside analogues. Biochimica et biophysica acta 1776(2), 138-159.

Jordheim L. P., Durantel D., Zoulim F., Dumontet C. (2013): Advances in the development of
nucleoside and nucleotide analogues for cancer and viral diseases. Nature reviews. Drug
discovery 12(6), 447-464.

Joshua A. M., Evans A., Van der Kwast T., Zielenska M., Meeker A. K., Chinnaiyan A., Squire
J. A. (2008): Prostatic preneoplasia and beyond. Biochimica et biophysica acta 1785(2), 156—
181.

Kameshita 1., Matsuda Z., Taniguchi T., Shizuta Y. (1984): Poly (ADP-Ribose) synthetase.
Separation and identification of three proteolytic fragments as the substrate-binding domain,
the DNA-binding domain, and the automodification domain. The Journal of biological
chemistry 259(8), 4770-4776.

Khanna K. K., Jackson, S. P. (2001): DNA double-strand breaks: signalling, repair and the cancer
connection. Nature Genetics 27,247-254.

Knauer S. K., Mann W., Stauber R. H. (2007): Survivin's dual role: an export's view. Cell cycle
(Georgetown, Tex.) 6(5), 518-521.

Kastan M. B., Bartek J. (2004): Cell-cycle checkpoints and cancer. Nature 432(7015), 316-323.

Kelland L. (2007a): Broadening the clinical use of platinum drug-based chemotherapy with new
analogues. Satraplatin and picoplatin. Expert opinion on investigational drugs 16(7), 1009—
1021.

Kelland L. (2007b): The resurgence of platinum-based cancer chemotherapy. Nature reviews.
Cancer 7(8), 573-584.

64



Kellinger M. W., Park G. Y., Chong J., Lippard S. J., Wang, D. (2013): Effect of a monofunctional
phenanthriplatin-DNA adduct on RNA polymerase Il transcriptional fidelity and translesion
synthesis. Journal of the American Chemical Society 135(35), 13054-13061.

Kelly R. J., Thomas A., Rajan A., Chun G., Lopez-Chavez A., Szabo E., Spencer S., Carter C.
A., Guha U., Khozin S., Poondru S., Van Sant C., Keating A., Steinberg S. M., Figg W.,
Giaccone G. (2013): A phase I/ll study of sepantronium bromide (YM155, survivin
suppressor) with paclitaxel and carboplatin in patients with advanced non-small-cell lung
cancer. Annals of oncology : official journal of the European Society for Medical Oncology
24(10), 2601-2606.

Kennedy R. D., D'Andrea A. D. (2005): The Fanconi Anemia/BRCA pathway: new faces in the
crowd. Genes & development 19(24), 2925-2940.

Kent T., Chandramouly G., McDevitt S. M., Ozdemir A. Y., Pomerantz R. T. (2015): Mechanism
of microhomology-mediated end-joining promoted by human DNA polymerase 0. Nature
structural & molecular biology 22(3), 230-237.

Kim H., D'Andrea A. D. (2012): Regulation of DNA cross-link repair by the Fanconi
anemia/BRCA pathway. Genes & development 26(13), 1393-1408.

Kim J. S., Krasieva T. B., Kurumizaka H., Chen D. J., Taylor A. M., Yokomori K. (2005):
Independent and sequential recruitment of NHEJ and HR factors to DNA damage sites in
mammalian cells. The Journal of cell biology 170(3), 341-347.

Kim M., Kim, J. M. (2016): The role of USP1 autocleavage in DNA interstrand crosslink repair.
FEBS letters 590(3), 340-348.

Klungland A., Lindahl T. (1997): Second pathway for completion of human DNA base excision-
repair: reconstitution with purified proteins and requirement for DNase IV (FEN1). The EMBO
journal 16(11), 3341-3348.

Kozlov S. V., Graham M. E., Peng C., Chen P., Robinson P. J., Lavin M. F. (2006): Involvement
of novel autophosphorylation sites in ATM activation. The EMBO Journal 25, 3504-3514.

Kouzarides T. (2007): Chromatin modifications and their function. Cell 128(4):693-705.

Krasikova Y. S., Rechkunova N. I., Maltseva E. A., Petruseva I. O., Lavrik O. I. (2010):
Localization of xeroderma pigmentosum group A protein and replication protein A on
damaged DNA in nucleotide excision repair. Nucleic acids research 38(22), 8083-8094.

Kruhlak M., Crouch E. E., Orlov M., Montafio C., Gorski S. A., Nussenzweig A., Misteli T., Phair
R. D., Casellas R. (2007): The ATM repair pathway inhibits RNA polymerase | transcription
in response to chromosome breaks. Nature 447(7145), 730-734.

Kubota Y., Nash R. A., Klungland A., Schér P., Barnes D. E., Lindahl T. (1996): Reconstitution
of DNA base excision-repair with purified human proteins: interaction between DNA
polymerase beta and the XRCC1 protein. The EMBO journal 15(23), 6662—-6670.

Kudchadkar R., Ernst S., Chmielowski B., Redman B. G., Steinberg J., Keating A., Jie F., Chen
C., Gonzalez R., Weber J. (2015): A phase 2, multicenter, open-label study of sepantronium
bromide (YM155) plus docetaxel in patients with stage Il (unresectable) or stage IV
melanoma. Cancer medicine 4(5), 643-650.

Kulis M., Esteller M. (2010): DNA methylation and cancer. Advances in genetics 70, 27-56.

Lan L., Nakajima S., Oohata Y., Takao M., Okano S., Masutani M., Wilson S. H., Yasui A.
(2004): In situ analysis of repair processes for oxidative DNA damage in mammalian cells.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 101(38),
13738-13743.

Lans H., Marteijn J. A., Vermeulen W. (2012): ATP-dependent chromatin remodeling in the
DNA-damage response. Epigenetics & Chromatin 5, 4.

Larrea A. A, Lujan S. A., Nick McElhinny S. A., Mieczkowski P. A., Resnick M. A., Gordenin
D. A., Kunkel T. A. (2010): Genome-wide model for the normal eukaryotic DNA replication
fork. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
107(41), 17674-17679.

Lavin M. F. (2007): ATM and the Mrel1 complex combine to recognize and signal DNA double-
strand breaks. Oncogene 26(56):7749-58.

Lavrik O. I., Prasad R., Sobol R. W., Horton J. K., Ackerman E. J., Wilson S. H. (2001):
Photoaffinity labeling of mouse fibroblast enzymes by a base excision repair intermediate.

65



Evidence for the role of poly(ADP-ribose) polymerase-1 in DNA repair. The Journal of
biological chemistry 276(27), 25541-25548.

Lazzaro F., Giannattasio M., Puddu F., Granata M., Pellicioli A., Plevani P., Muzi-Falconi M.
(2009): Checkpoint mechanisms at the intersection between DNA damage and repair. DNA
Repair (Amst) 8(9):1055-67.

Lebwohl D., Canetta R. (1998): Clinical development of platinum complexes in cancer therapy:
an historical perspective and an update. European journal of cancer (Oxford, England : 1990)
34(10), 1522-1534.

Ledermann J., Harter P., Gourley C., Friedlander M., Vergote I., Rustin G., Scott C., Meier W.,
Shapira-Frommer R., Safra T., Matei D., Macpherson E., Watkins C., Carmichael J.,
Matulonis U. (2012): Olaparib maintenance therapy in platinum-sensitive relapsed ovarian
cancer. The New England journal of medicine 366(15), 1382-1392.

Lee J. H., Paull T. T. (2005): ATM activation by DNA double-strand breaks through the Mrel1-
Rad50-Nbs1 complex. Science (New York, N.Y.) 308(5721), 551-554.

Liberti S. E., Larrea A. A., Kunkel T. A. (2013): Exonuclease 1 preferentially repairs mismatches
generated by DNA polymerase a. DNA repair 12(2), 92-96.

Lieber M. R. (2010): The mechanism of double-strand DNA break repair by the nonhomologous
DNA end-joining pathway. Annual review of biochemistry 79, 181-211.

Limbo O., Chahwan C., Yamada Y., de Bruin R. A., Wittenberg C., Russell P. (2007): Ctplis a
cell-cycle-regulated protein that functions with Mrell complex to control double-strand break
repair by homologous recombination. Molecular cell 28(1), 134-146.

Lindahl T., Barnes D. E. (2000): Repair of endogenous DNA damage. Cold Spring Harbor
Symposia on Quantitative Biology 65, 127-133.

Lindahl T., Satoh M. S., Poirier G. G., Klungland A. (1995): Post-translational modification of
poly(ADP-ribose) polymerase induced by DNA strand breaks. Trends in biochemical sciences
20(10), 405-411.

Lisby M., Barlow J. H., Burgess R. C., Rothstein R. (2004): Choreography of the DNA damage
response: spatiotemporal relationships among checkpoint and repair proteins. Cell 118(6),
699-713.

Litton J. K., Rugo H. S., Ettl J., Hurvitz S. A., Gongalves A., Lee K. H., Fehrenbacher L.,
Yerushalmi R., Mina L. A., Martin M., Roché H., Im Y. H., Quek R., Markova D., Tudor I.
C., Hannah A. L., Eiermann W., Blum J. L. (2018): Talazoparib in Patients with Advanced
Breast Cancer and a Germline BRCA Mutation. The New England journal of medicine 379(8),
753-763.

Lladser A., Sanhueza C., Kiessling R., Quest A. F. (2011): Is survivin the potential Achilles' heel
of cancer?. Advances in cancer research 111, 1-37.

Loibl S., O'Shaughnessy J., Untch M., Sikov W. M., Rugo H. S., McKee M. D., Huober J.,
Golshan M., von Minckwitz G., Maag D., Sullivan D., Wolmark N., Mclintyre K., Ponce
Lorenzo J. J., Metzger Filho O., Rastogi P., Symmans W. F., Liu X., Geyer C. E. Jr (2018):
Addition of the PARP inhibitor veliparib plus carboplatin or carboplatin alone to standard
neoadjuvant chemotherapy in triple-negative breast cancer (BrighTNess): a randomised, phase
3 trial. The Lancet. Oncology 19(4), 497-509.

Longhese M. P., Bonetti D., Manfrini N., Clerici M. (2010): Mechanisms and regulation of DNA
end resection. The EMBO journal 29(17), 2864-2874.

Maanen M. J., Smeets C. J., Beijnen J. H. (2000): Chemistry, pharmacology and
pharmacokinetics of N,N',N" -triethylenethiophosphoramide (ThioTEPA). Cancer treatment
reviews 26(4), 257-268.

Majera D., Mistrik M. (2020): Effect of Sepatronium Bromide (YM155) on DNA Double-Strand
Breaks Repair in Cancer Cells. International journal of molecular sciences 21(24), 9431.
Malivert L., Ropars V., Nunez M., Drevet P., Miron S., Faure G., Guerois R., Mornon J. P., Revy
P., Charbonnier J. B., Callebaut I., de Villartay J. P. (2010): Delineation of the Xrcc4-
interacting region in the globular head domain of cernunnos/XLF. The Journal of biological

chemistry 285(34), 26475-26483.

Manouchehri J. M., Kalafatis M. (2017): Sensitization of rhTRAIL-resistant Triple-negative

Breast Carcinoma Through Silibinin Co-Treatment. Anticancer research 37(12), 6593-6599.

66



Mari P. O., Florea B. 1., Persengiev S. P., Verkaik N. S., Briiggenwirth H. T., Modesti M., Giglia-
Mari G., Bezstarosti K., Demmers J. A., Luider T. M., Houtsmuller A. B., van Gent D. C.
(2006): Dynamic assembly of end-joining complexes requires interaction between Ku70/80
and XRCC4. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
103(49), 18597-18602.

Masson M., Niedergang C., Schreiber V., Muller S., Menissier-de Murcia J., de Murcia G. (1998):
XRCC1 is specifically associated with poly(ADP-ribose) polymerase and negatively regulates
its activity following DNA damage. Molecular and cellular biology 18(6), 3563-3571.

Mateo J., Carreira S., Sandhu S., Miranda S., Mossop H., Perez-Lopez R., Nava Rodrigues D.,
Robinson D., Omlin A., Tunariu N., Boysen G., Porta N., Flohr P., Gillman A., Figueiredo 1.,
Paulding C., Seed G., Jain S., Ralph C., Protheroe A., Hussain S., Jones R., Elliott T.,
McGovern U., Bianchini D., Goodall J., Zafeiriou Z., Williamson Ch. T. Ferraldeschi R.,
Riisnaes R., Ebbs B., Fowler G., Roda D., Yuan W., Wu Y. Cao X., Brought R., Pemberton
H., A'Hern R., Swain A., Kunju L. P., Eeles R., Attard G., Lord Ch. J. Ashworth A., Rubin
M. A., Kndsen K. E., Feng F. Y., Chinnaiyan A. M., Hall E., de Bono J. S. (2015): DNA-
Repair Defects and Olaparib in Metastatic Prostate Cancer. The New England journal of
medicine 373(18), 1697-1708.

Mateos-Gomez P. A., Kent T., Deng S. K., McDevitt S., Kashkina E., Hoang T. M., Pomerantz
R. T., Sfeir A. (2017): The helicase domain of Pol6 counteracts RPA to promote alt-NHEJ.
Nature structural & molecular biology 24(12), 1116-1123.

Matsuoka S., Ballif B. A., Smogorzewska A., McDonald E. R. 3rd, Hurov K. E., Luo J.,
Bakalarski C. E., Zhao Z., Solimini N., Lerenthal Y., Shiloh Y., Gygi S. P., Elledge S. J.
(2007): ATM and ATR substrate analysis reveals extensive protein networks responsive to
DNA damage. Science (New York, N.Y.) 316(5828), 1160-1166.

Matzuk M. M., Lamb D. J. (2008): The biology of infertility: research advances and clinical
challenges. Nature medicine 14(11), 1197-1213.

Mayer-Kuckuk P., Ullrich O., Ziegler M., Grune T., Schweiger M. (1999): Functional interaction
of poly(ADP-ribose) with the 20S proteasome in vitro. Biochemical and biophysical research
communications 259(3), 576-581.

Mazon G., Mimitou E. P., Symington L. S. (2010): SnapShot: Homologous recombination in
DNA double-strand break repair. Cell 142(4), 646-646.e1.

Mazzio E. A., Lewis C. A., Elhag R., Soliman K. F. (2018): Effects of Sepantronium Bromide
(YM155) on the Whole Transcriptome of MDA-MB-231 Cells: Highlight on Impaired
ATR/ATM Fanconi Anemia DNA Damage Response. Cancer genomics & proteomics 15(4),
249-264.

McCabe N., Turner N. C., Lord C. J., Kluzek K., Bialkowska A., Swift S., Giavara S., O'Connor
M. J., Tutt A. N., Zdzienicka M. Z., Smith G. C., Ashworth A. (2006): Deficiency in the repair
of DNA damage by homologous recombination and sensitivity to poly(ADP-ribose)
polymerase inhibition. Cancer research 66(16), 8109-8115.

McCormick A., Donoghue P., Dixon M., O'Sullivan R., O'Donnell R. L., Murray J., Kaufmann
A., Curtin N. J., Edmondson R. J. (2017): Ovarian Cancers Harbor Defects in Nonhomologous
End Joining Resulting in Resistance to Rucaparib. Clinical cancer research : an official
journal of the American Association for Cancer Research 23(8), 2050-2060.

Mcintyre L. J., Kim Y. S. (1984): Effects of sodium butyrate and dimethylsulfoxide on human
pancreatic tumor cell lines. European journal of cancer & clinical oncology 20(2), 265-271.

McKinnon P. J., Caldecott K. W. (2007): DNA strand break repair and human genetic disease.
Annual review of genomics and human genetics 8, 37-55.

McVey M., Khodaverdian V. Y., Meyer D., Cerqueira P. G., Heyer W. D. (2016): Eukaryotic
DNA Polymerases in Homologous Recombination. Annual review of genetics 50, 393-421.

Mediately - Lynparza 100 mg potahovana tableta, dostupné na:
https://mediately.co/cz/drugs/7EL30P2JQWABbjd5GhTGeSMeqO0g/lynparza-
100mg-potahovana-tableta#indications (26. 4. 2021).

Me¢énissier-de Murcia J., Molinete M., Gradwohl G., Simonin F., de Murcia G. (1989): Zinc-
binding domain of poly(ADP-ribose)polymerase participates in the recognition of single
strand breaks on DNA. Journal of Molecular Biology 210(1):229-33.

67



Mimitou E. P., Symington L. S. (2009): Nucleases and helicases take center stage in homologous
recombination. Trends in biochemical sciences 34(5), 264-272.

Mimitou E. P., Symington L. S. (2010): Ku prevents Exol and Sgs1-dependent resection of DNA
ends in the absence of a functional MRX complex or Sae2. The EMBO journal 29(19), 3358—
3369.

Mimori T., Hardin J. A. (1986): Mechanism of interaction between Ku protein and DNA. Journal
of Molecular Biology 261(22):10375-9.

Mir R., Stanzani E., Martinez-Soler F., Villanueva A., Vidal A., Condom E., Ponce J., Gil J.,
Tortosa A., Giménez-Bonafé P. (2014): YM155 sensitizes ovarian cancer cells to cisplatin
inducing apoptosis and tumor regression. Gynecologic oncology 132(1), 211-220.

Mirza M. R., Monk B. J., Herrstedt J., Oza A. M., Mahner S., Redondo A., Fabbro M., Ledermann
J. A., Lorusso D., Vergote 1., Ben-Baruch N. E., Marth C., Madry R., Christensen R. D., Berek
J. S., Derum A., Tinker A. V., du Bois A., Gonzalez-Martin A., Follana P., Benigmo B.,
Rosenberg P., Gilbert L., Rimel B. J., Buscema J., Balser J. P., Agarwal S., Matulonis U. A.,
ENGOT-OV16/NOVA Investigators (2016). Niraparib Maintenance Therapy in Platinum-
Sensitive, Recurrent Ovarian Cancer. The New England journal of medicine 375(22), 2154—
2164.

Modrich P., Lahue R. (1996): Mismatch repair in replication fidelity, genetic recombination, and
cancer biology. Annual review of biochemistry 65, 101-133.

Montoni A., Robu M., Pouliot E., Shah G. M. (2013): Resistance to PARP-Inhibitors in Cancer
Therapy. Frontiers in pharmacology 4, 18.

Mortusewicz O., Rothbauer U., Cardoso M. C., Leonhardt H. (2006): Differential recruitment of
DNA Ligase I and 111 to DNA repair sites. Nucleic acids research 34(12), 3523-3532.

Moser J., Kool H., Giakzidis I., Caldecott K., Mullenders L. H., Fousteri M. I. (2007): Sealing of
chromosomal DNA nicks during nucleotide excision repair requires XRCC1 and DNA ligase
Il alpha in a cell-cycle-specific manner. Molecular cell 27(2), 311-323.

Moshous D., Callebaut I., de Chasseval R., Corneo B., Cavazzana-Calvo M., Le Deist F., Tezcan
I., Sanal O., Bertrand Y., Philippe N., Fischer A., de Villartay J. P. (2001): Artemis, a novel
DNA double-strand break repair/VV(D)J recombination protein, is mutated in human severe
combined immune deficiency. Cell 105(2), 177-186.

Mullenders L. H., Berneburg M. (2001): Photoimmunology and nucleotide excision repair:
impact of transcription coupled and global genome excision repair. Journal of photochemistry
and photobiology. B, Biology 65(2-3), 97-100.

Nakamura J., La D. K., Swenberg J. A. (2000): 5'-nicked apurinic/apyrimidinic sites are resistant
to beta-elimination by beta-polymerase and are persistent in human cultured cells after
oxidative stress. The Journal of biological chemistry 275(8), 5323-5328.

Nakamura N., Yamauchi T., Hiramoto M., Yuri M., Naito M., Takeuchi M., Yamanaka K., Kita
A., Nakahara T., Kinoyama I., Matsuhisa A., Kaneko N., Koutoku H., Sasamata M., Yokota
H., Kawabata S., Furuichi K. (2012): Interleukin enhancer-binding factor 3/NF110 is a target
of YM155, a suppressant of survivin. Molecular & cellular proteomics : MCP 11(7),
M111.013243.

Natale V. (2011): A comprehensive description of the severity groups in Cockayne syndrome.
American journal of medical genetics. Part A 155(5), 1081-1095.

Nimonkar A. V., Genschel J., Kinoshita E., Polaczek P., Campbell J. L., Wyman C., Modrich P.,
Kowalczykowski S. C. (2011): BLM-DNA2-RPA-MRN and EXO1-BLM-RPA-MRN
constitute two DNA end resection machineries for human DNA break repair. Genes &
development 25(4), 350-362.

O'Cearbhaill R. E. (2018): Using PARP Inhibitors in Advanced Ovarian Cancer. Oncology
(Williston Park, N.Y.) 32(7), 339-343.

Ohgushi H., Yoshihara K., Kamiya T. (1980): Bovine thymus poly(adenosine diphosphate ribose)
polymerase. Physical properties and binding to DNA. Journal of Molecular Biology
255(13):6205-11.

Orii K. E., Lee Y., Kondo N., McKinnon P. J. (2006): Selective utilization of nonhomologous
end-joining and homologous recombination DNA repair pathways during nervous system

68



development. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 103(26), 10017-10022.

Ouchi T., Monteiro A. N., August A., Aaronson S. A., Hanafusa H. (1998): BRCAL regulates
p53-dependent gene expression. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 95(5), 2302-2306.

Owonikoko T. K., Dahlberg S. E., Sica G. L., Wagner L. I., Wade J. L. 3rd, Srkalovic G., Lash
B. W., Leach J. W, Leal T. B., Aggarwal C., Ramalingam S. S. (2019): Randomized Phase Il
Trial of Cisplatin and Etoposide in Combination With Veliparib or Placebo for Extensive-
Stage Small-Cell Lung Cancer: ECOG-ACRIN 2511 Study. Journal of clinical oncology :
official journal of the American Society of Clinical Oncology 37(3), 222-229.

Pabla N., Huang S., Mi Q. S., Daniel R., Dong Z. (2008): ATR-Chk2 signaling in p53 activation
and DNA damage response during cisplatin-induced apoptosis. The Journal of biological
chemistry 283(10), 6572-6583.

Palombo F., Gallinari P., laccarino 1., Lettieri T., Hughes M., D'Arrigo A., Truong O., Hsuan J.
J., Jiricny J. (1995): GTBP, a 160-kilodalton protein essential for mismatch-binding activity
in human cells. Science (New York, N.Y.) 268(5219), 1912-1914.

Pang D., Yoo S., Dynan W. S., Jung M., Dritschilo A. (1997): Ku proteins join DNA fragments
as shown by atomic force microscopy. Cancer research 57(8), 1412-1415.

Panier S., Boulton S. J. (2014): Double-strand break repair: 53BP1 comes into focus. Nature
reviews. Molecular cell biology 15(1), 7-18.

Papadopoulos K. P., Lopez-Jimenez J., Smith S. E., Steinberg J., Keating A., Sasse C., Jie F.,
Thyss A. (2016): A multicenter phase Il study of sepantronium bromide (YM155) plus
rituximab in patients with relapsed aggressive B-cell Non-Hodgkin lymphoma. Leukemia &
lymphoma 57(8), 1848-1855.

Pardo B., Gomez-Gonzalez B., Aguilera A. (2009): DNA repair in mammalian cells: DNA
double-strand break repair: how to fix a broken relationship. Cellular and molecular life
sciences : CMLS 66(6), 1039-1056.

Park C. M., Park M. J., Kwak H. J., Lee H. C., Kim M. S., Lee S. H., Park I. C., Rhee C. H., Hong
S. 1. (2006): lonizing radiation enhances matrix metalloproteinase-2 secretion and invasion of
glioma cells through Src/epidermal growth factor receptor-mediated p38/Akt and
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt signaling pathways. Cancer research 66(17), 8511-8519.

Park G. Y., Wilson J. J., Song Y., Lippard S. J. (2012): Phenanthriplatin, a monofunctional DNA-
binding platinum anticancer drug candidate with unusual potency and cellular activity profile.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 109(30),
11987-11992.

Paques F., Haber J. E. (1999): Multiple pathways of recombination induced by double-strand
breaks in Saccharomyces cerevisiae. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR
63(2), 349-404.

Pavlov Y. I, Mian I. M., Kunkel T. A. (2003): Evidence for preferential mismatch repair of
lagging strand DNA replication errors in yeast. Current biology : CB 13(9), 744-748.

Pegg A. E., Dolan M. E., Moschel R. C. (1995): Structure, function, and inhibition of O6-
alkylguanine-DNA alkyltransferase. Progress in nucleic acid research and molecular biology
51, 167-223.

Pleschke J. M., Kleczkowska H. E., Strohm M., Althaus F. R. (2000): Poly(ADP-ribose) binds to
specific domains in DNA damage checkpoint proteins. The Journal of biological chemistry
275(52), 40974-40980.

Plunkett W., Huang P., Xu Y. Z., Heinemann V., Grunewald R., Gandhi V. (1995): Gemcitabine:
metabolism, mechanisms of action, and self-potentiation. Seminars in oncology 22(4, Suppl
11), 3-10.

Podlutsky A. J., Dianova I. I., Wilson S. H., Bohr V. A., Dianov G. L. (2001): DNA synthesis
and dRPase activities of polymerase beta are both essential for single-nucleotide patch base
excision repair in mammalian cell extracts. Biochemistry 40(3), 809-813.

Polo S. E., Jackson S. P. (2011): Dynamics of DNA damage response proteins at DNA breaks: a
focus on protein modifications. Genes & Development 25(5), 409-433.

69



Pommier Y. (2006): Topoisomerase | inhibitors: camptothecins and beyond. Nature reviews.
Cancer 6(10), 789-802.

Pouliot J. J., Yao K. C., Robertson C. A., Nash H. A. (1999): Yeast gene for a Tyr-DNA
phosphodiesterase that repairs topoisomerase | complexes. Science (New York, N.Y.)
286(5439), 552-555.

Prasad R., Lavrik O. I., Kim S. J., Kedar P., Yang X. P., Vande Berg B. J., Wilson S. H. (2001):
DNA polymerase beta -mediated long patch base excision repair. Poly(ADP-
ribose)polymerase-1 stimulates strand displacement DNA synthesis. The Journal of biological
chemistry 276(35), 32411-32414.

Prasad R., Singhal R. K., Srivastava D. K., Molina J. T., Tomkinson A. E., Wilson S. H. (1996):
Specific interaction of DNA polymerase beta and DNA ligase | in a multiprotein base excision
repair complex from bovine testis. The Journal of biological chemistry 271(27), 16000-16007.

Pujade-Lauraine E., Ledermann J. A., Selle F., Gebski V., Penson R. T., Oza A. M., Korach J.,
Huzarski T., Poveda A., Pignata S., Friedlander M., Colombo N., Harter P., Fujiwara K., Ray-
Coquard 1., Banerjee S., Liu J., Lowe E. S., Bloomfield R., Pautier P., SOLO2/ENGOT-Ov21
investigators (2017): Olaparib tablets as maintenance therapy in patients with platinum-
sensitive, relapsed ovarian cancer and a BRCAL/2 mutation (SOLO2/ENGOT-Ov21): a
double-blind, randomised, placebo-controlled, phase 3 trial. The Lancet. Oncology 18(9),
1274-1284.

QinQ., Cheng H., Lu J., Zhan L., Zheng J., Cai J., Yang X., Xu L., Zhu H., Zhang C., Liu J., Ma
J., Zhang X., Dai S., Sun X. (2014): Small-molecule survivin inhibitor YM155 enhances
radiosensitization in esophageal squamous cell carcinoma by the abrogation of G2 checkpoint
and suppression of homologous recombination repair. Journal of hematology & oncology 7,
62.

Ramadan K., Shevelev I. V., Maga G., Hiibscher U. (2004): De novo DNA synthesis by human
DNA polymerase lambda, DNA polymerase mu and terminal deoxyribonucleotidyl
transferase. Journal of molecular biology 339(2), 395-404.

Rauch A., Hennig D., Schifer C., Wirth M., Marx C., Heinzel T., Schneider G., Krdmer O. H.
(2014): Survivin and YM155: how faithful is the liaison?. Biochimica et biophysica acta
1845(2), 202-220.

Ray Chaudhuri A., Callen E., Ding X., Gogola E., Duarte A. A., Lee J. E., Wong N., Lafarga V.,
Calvo J. A., Panzarino N. J., John S., Day A., Crespo A. V., Shen B., Starnes L. M., de Ruiter
J. R., Daniel J. A., Konstantinopoulos P. A., Cortez D., Cantor S. B., Fernandez-Capetillo O.,
Ge K., Jonkers J., Rottenberg S., Sharan S. K., Nussenzweig, A. (2016): Replication fork
stability confers chemoresistance in BRCA-deficient cells. Nature 535(7612), 382-387.

Ray Chaudhuri A., Nussenzweig A. (2017): The multifaceted roles of PARP1 in DNA repair and
chromatin remodelling. Nature Reviews Molecular Cell Biology 18(10), 610-621.

Raymond E., Faivre S., Chaney S., Woynarowski J., Cvitkovic E. (2002): Cellular and molecular
pharmacology of oxaliplatin. Molecular cancer therapeutics 1(3), 227-235.

Risbridger G. P., Davis I. D., Birrell S. N., Tilley W. D. (2010): Breast and prostate cancer: more
similar than different. Nature reviews. Cancer 10(3), 205-212.

Roberts S. A., Strande N., Burkhalter M. D., Strom C., Havener J. M., Hasty P., Ramsden D. A.
(2010): Ku is a 5'-dRP/AP lyase that excises nucleotide damage near broken ends. Nature,
464(7292), 1214-1217.

Roehm N. W., Rodgers G. H., Hatfield S. M., Glasebrook A. L. (1991): An improved colorimetric
assay for cell proliferation and viability utilizing the tetrazolium salt XTT. Journal of
immunological methods 142(2), 257-265.

Rogakou E. P., Pilch D. R., Orr A. H., lvanova V. S., Bonner W. M. (1998): DNA double-stranded
breaks induce histone H2AX phosphorylation on serine 139. Journal of Biological Chemistry
273(10):5858-68.

Ross D. D., Chen S. R., Cuddy D. P. (1990): Effects of 1-beta-D-arabinofuranosylcytosine on
DNA replication intermediates monitored by pH-step alkaline elution. Cancer research 50(9),
2658-2666.

Rouleau M., Patel A., Hendzel M. J., Kaufmann S. H., Poirier G. G. (2010): PARP inhibition:
PARP1 and beyond. Nature Reviews Cancer 10(4), 293-301.

70



Rouse J., Jackson S. P. (2002a): Interfaces between the detection, signaling, and repair of DNA
damage. Science (New York, N.Y.) 297(5581), 547-551.

Rouse J., Jackson S. P. (2002b): Lcd1p recruits Meclp to DNA lesions in vitro and in vivo.
Molecular cell 9(4), 857—-869.

Roy R., Chun J., Powell S. N. (2011): BRCAL and BRCAZ2: different roles in a common pathway
of genome protection. Nature reviews. Cancer 12(1), 68-78.

Rupnik A., Lowndes N. F., Grenon M. (2010): MRN and the race to the break. Chromosoma
119(2), 115-135.

Ryan B. M., O'Donovan N., Duffy M. J. (2009): Survivin: a new target for anti-cancer therapy.
Cancer treatment reviews 35(7), 553-562.

Sah N. K., Khan Z., Khan G. J., Bisen P. S. (2006): Structural, functional and therapeutic biology
of survivin. Cancer letters 244(2), 164-171.

Shanbhag N. M., Rafalska-Metcalf I. U., Balane-Bolivar C., Janicki S. M., Greenberg R. A.
(2010): ATM-dependent chromatin changes silence transcription in cis to DNA double-strand
breaks. Cell 141(6), 970-981.

Sakai W., Swisher E. M., Karlan B. Y., Agarwal M. K., Higgins J., Friedman C., Villegas E.,
Jacquemont C., Farrugia D. J., Couch F. J., Urban N., Taniguchi T. (2008): Secondary
mutations as a mechanism of cisplatin resistance in BRCA2-mutated cancers. Nature
451(7182), 1116-1120.

Sanderson R. J., Lindahl T. (2002): Down-regulation of DNA repair synthesis at DNA single-
strand interruptions in poly(ADP-ribose) polymerase-1 deficient murine cell extracts. DNA
repair 1(7), 547-558.

San Filippo J., Sung P., Klein H. (2008): Mechanism of eukaryotic homologous recombination.
Annual review of biochemistry 77, 229-257.

Smits V. A. J., Warmerdam D. O., Martin Y., Freire R. (2010): Mechanisms of ATR-mediated
checkpoint signalling. Frontiers in Bioscience (Landmark Ed.) 15, 840-853.

Sarbajna S., West S. C. (2014): Holliday junction processing enzymes as guardians of genome
stability. Trends in biochemical sciences 39(9), 409-419.

Sartori A. A., Lukas C., Coates J., Mistrik M., Fu S., Bartek J., Baer R., Lukas J., Jackson S. P.
(2007): Human CtIP promotes DNA end resection. Nature 450(7169), 509-514.

Scully R. (2000): Role of BRCA gene dysfunction in breast and ovarian cancer predisposition.
Breast cancer research : BCR 2(5), 324-330.

Scully R., Panday A., Elango R., Willis N. A. (2019): DNA double-strand break repair-pathway
choice in somatic mammalian cells. Nature Reviews Molecular Cell Biology 20, 698-714.
Sessa C. (2011): Update on PARP1 inhibitors in ovarian cancer. Annals of oncology : official

journal of the European Society for Medical Oncology 22 Suppl 8, viii72-viii76.

Shao G., Patterson-Fortin J., Messick T. E., Feng D., Shanbhag N., Wang Y., Greenberg R. A.
(2009): MERIT40 controls BRCA1-Rap80 complex integrity and recruitment to DNA double-
strand breaks. Genes & development 23(6), 740—754.

Sherr C. J. (2004): Principles of tumor suppression. Cell 116(2), 235-246.

Shiel (n.d.): MedicineNet, radiomimetic definition, dostupné na:
https://www.medicinenet.com/script/main/hp.asp (2. 11. 2020).

Schirer O. D., Jiricny J. (2001): Recent progress in the biology, chemistry and structural biology
of DNA glycosylases. BioEssays : news and reviews in molecular, cellular and developmental
biology 23(3), 270-281.

Schneider G., Kramer O. H. (2011): NFkB/p53 crosstalk-a promising new therapeutic target.
Biochimica et biophysica acta 1815(1), 90-103.

Schreiber V., Amé J. C., Dollé P., Schultz I., Rinaldi B., Fraulob V., Ménissier-de Murcia J., de
Murcia G. (2002): Poly(ADP-ribose) polymerase-2 (PARP-2) is required for efficient base
excision DNA repair in association with PARP-1 and XRCC1. The Journal of biological
chemistry 277(25), 23028-23036.

Sigma Aldrich products U20S Cells GFP-NUP9S, dostupné na:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/cll1136?lang=en&region=CZ (23. 4.
2021).

71



Slaninova I. (n. d.): ‘Onkogeny, nadorové supresory, onkogenni viry* [Power Point prezentace],
dostupné na: https://is.muni.cz/do/1499/el/estud/If/js06/bltm0111p/p25_Onkogeny06.pdf
(2.11.2020, str 18).

Sobol R. W., Horton J. K., Kiihn R., Gu H., Singhal R. K., Prasad R., Rajewsky K., Wilson S. H.
(1996): Requirement of mammalian DNA polymerase-beta in base-excision repair. Nature
379(6561), 183-186.

Soutoglou E., Dorn J. F., Sengupta K., Jasin M., Nussenzweig A., Ried T., Danuser G., Misteli
T. (2007): Positional stability of single double-strand breaks in mammalian cells. Nature cell
biology 9(6), 675-682.

Srivastava D. K., Berg B. J., Prasad R., Molina J. T., Beard W. A., Tomkinson A. E., Wilson S.
H. (1998): Mammalian abasic site base excision repair. lIdentification of the reaction sequence
and rate-determining steps. The Journal of biological chemistry 273(33), 21203-212009.

Stewart G. S., Panier S., Townsend K., Al-Hakim A. K., Kolas N. K., Miller E. S., Nakada S.,
Ylanko J., Olivarius S., Mendez M., Oldreive C., Wildenhain J., Tagliaferro A., Pelletier L.,
Taubenheim N., Durandy A., Byrd P. J., Stankovic T., Taylor A. M., Durocher D. (2009): The
RIDDLE syndrome protein mediates a ubiquitin-dependent signaling cascade at sites of DNA
damage. Cell 136(3), 420-434.

Stone M. P., Cho Y. J., Huang H., Kim H. Y., Kozekov I. D., Kozekova A., Wang H., Minko 1.
G., Lloyd R. S., Harris T. M., Rizzo C. J. (2008): Interstrand DNA cross-links induced by
alpha,beta-unsaturated aldehydes derived from lipid peroxidation and environmental sources.
Accounts of chemical research 41(7), 793-804.

Stracker T. H., Petrini J. H. (2011): The MRE11 complex: starting from the ends. Nature reviews.
Molecular cell biology 12(2), 90-103.

Stratton M. R., Campbell P. J., Futreal P. A. (2009): The cancer genome. Nature 458(7239), 719—
724.

Stucki M., Pascucci B., Parlanti E., Fortini P., Wilson S. H., Hiibscher U., Dogliotti E. (1998):
Mammalian base excision repair by DNA polymerases delta and epsilon. Oncogene 17(7),
835-843.

Stupp R., Mason W. P., van den Bent M. J., Weller M., Fisher B., Taphoorn M. J., Belanger K.,
Brandes A. A., Marosi C., Bogdahn U., Curschmann J., Janzer R. C., Ludwin S. K., Gorlia T.,
Allgeier A., Lacombe D., Cairncross J. G., Eisenhauer E., Mirimanoff R. O., European
Organisation for Research and Treatment of Cancer Brain Tumor and Radiotherapy Groups,
... National Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group (2005): Radiotherapy plus
concomitant and adjuvant temozolomide for glioblastoma. The New England journal of
medicine 352(10), 987-996.

Swords R., Giles F. (2007): Troxacitabine in acute leukemia. Hematology (Amsterdam,
Netherlands) 12(3), 219-227.

Sun Y., Jiang X., Chen S., Fernandes N., Price B. D. (2005): A role for the Tip60 histone
acetyltransferase in the acetylation and activation of ATM. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 102(37), 13182-13187.

Takeda H., Okada M., Suzuki S., Kuramoto K., Sakaki H., Watarai H., Sanomachi T., Seino S.,
Yoshioka T., Kitanaka C. (2016): Rho-Associated Protein Kinase (ROCK) Inhibitors Inhibit
Survivin Expression and Sensitize Pancreatic Cancer Stem Cells to Gemcitabine. Anticancer
research 36(12), 6311-6318.

Tangutoori S., Baldwin P., Sridhar S. (2015): PARP inhibitors: A new era of targeted therapy.
Maturitas 81(1), 5-9.

["The cell cycle: Figure 1", OpenStax College, Biology (CC BY 3.0)], dostupné na:
https://www.khanacademy.org/science/high-school-biology/hs-reproduction-and-cell-
division/hs-the-cell-cycle-and-mitosis/a/hs-the-cell-cycle-and-mitosis-review (16. 2. 2021).

Thomassin H., Ménard L., Hengartner C., Kirkland J. B., Poirier G. G. (1992): Poly(ADP-
ribosyl)ation of chromatin in an in-vitro poly(ADP-ribose)-turnover system. Biochimica et
biophysica acta 1137(2), 171-181.

Tomkinson A. E., Chen L., Dong Z., Leppard J. B., Levin D. S., Mackey Z. B., Motycka T. A.
(2001): Completion of base excision repair by mammalian DNA ligases. Progress in nucleic
acid research and molecular biology 68, 151-164.

72



Tong D., Liu Q., Liu G., Xu J., Lan W., Jiang Y., Xiao H., Zhang D., Jiang, J. (2017): Metformin
inhibits castration-induced EMT in prostate cancer by repressing COX2/PGE2/STAT3 axis.
Cancer letters 389, 23-32.

Torgovnick A., Schumacher B. (2015): DNA repair mechanisms in cancer development and
therapy. Frontiers in Genetics 6, 157.

Umar A., Kunkel T. A. (1996): DNA-replication fidelity, mismatch repair and genome instability
in cancer cells. European journal of biochemistry 238(2), 297-307.

Uziel T., Lerenthal Y., Moyal L., Andegeko Y., Mittelman L., Shiloh Y. (2003): Requirement of
the MRN complex for ATM activation by DNA damage. The EMBO journal 22(20), 5612—
5621.

Valdiglesias V., Giunta S., Fenech M., Neri M., Bonassi S. (2013): YH2AX as a marker of DNA
double strand breaks and genomic instability in human population studies. Mutation research
753(1), 24-40.

van der Heijden M. S., Brody J. R., Gallmeier E., Cunningham S. C., Dezentje D. A., Shen D.,
Hruban R. H., Kern S. E. (2004): Functional defects in the fanconi anemia pathway in
pancreatic cancer cells. The American journal of pathology 165(2), 651-657.

van der Heijden T., Modesti M., Hage S., Kanaar R., Wyman C., Dekker C. (2008): Homologous
recombination in real time: DNA strand exchange by RecA. Molecular cell 30(4), 530-538.

van Moorsel C. J., Pinedo H. M., Smid K., Comijn E. M., Voorn D. A., Veerman G., Lakerveld
B., Van der Vijgh W. J., Giaccone G., Postmus P. E., Peters G. J. (2000): Schedule-dependent
pharmacodynamic effects of gemcitabine and cisplatin in mice bearing Lewis lung murine
non-small cell lung tumours. European journal of cancer (Oxford, England : 1990) 36(18),
2420-2429.

Véquaud E., Desplanques G., Jézéquel P., Juin P., Barillé-Nion S. (2016): Survivin contributes to
DNA repair by homologous recombination in breast cancer cells. Breast cancer research and
treatment 155(1), 53-63.

Vidal A. E., Boiteux S., Hickson I. D., Radicella J. P. (2001): XRCC1 coordinates the initial and
late stages of DNA abasic site repair through protein-protein interactions. The EMBO journal
20(22), 6530-6539.

Wagner R. Jr, Meselson M. (1976): Repair tracts in mismatched DNA heteroduplexes.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 73(11),
4135-4139.

Walden H., Deans A. J. (2014): The Fanconi anemia DNA repair pathway: structural and
functional insights into a complex disorder. Annual review of biophysics 43, 257-278.

Walker J. R., Corpina R. A., Goldberg J. (2001): Structure of the Ku heterodimer bound to DNA
and its implications for double-strand break repair. Nature 412(6847), 607-614.

Wang J. C. (2002): Cellular roles of DNA topoisomerases: a molecular perspective. Nature
reviews. Molecular cell biology 3(6), 430-440.

Wang J., Lohman G. J., Stubbe J. (2007): Enhanced subunit interactions with gemcitabine-5'-
diphosphate inhibit ribonucleotide reductases. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 104(36), 14324-14329.

Wang Q., Chen Z., Diao X., Huang S. (2011): Induction of autophagy-dependent apoptosis by
the survivin suppressant YM155 in prostate cancer cells. Cancer letters 302(1), 29-36.

Wang Y., Liu X., Matsuda A., Plunkett W. (2008): Repair of 2'-C-cyano-2'-deoxy-1-beta-D-
arabino-pentofuranosylcytosine-induced DNA single-strand breaks by transcription-coupled
nucleotide excision repair. Cancer research 68(10), 3881-38809.

Wani T. H., Surendran S., Jana A., Chakrabarty A., Chowdhury G. (2018): Quinone-Based
Antitumor Agent Sepantronium Bromide (YM155) Causes Oxygen-Independent Redox-
Activated Oxidative DNA Damage. Chemical research in toxicology 31(7), 612-618.

Weinstein I. B., Joe A. K. (2006): Mechanisms of disease: Oncogene addiction--a rationale for
molecular targeting in cancer therapy. Nature clinical practice. Oncology 3(8), 448-457.

Weterings E., Chen D. J. (2008): The endless tale of non-homologous end-joining. Cell research
18(1), 114-124.

Wheatley S. P., Altieri D. C. (2019): Survivin at a glance. Journal of cell science 132(7),
JCs223826.

73



Wheatley S. P., McNeish I. A. (2005): Survivin: a protein with dual roles in mitosis and apoptosis.
International review of cytology 247, 35-88.

Wiebauer K., Jiricny J. (1990): Mismatch-specific thymine DNA glycosylase and DNA
polymerase beta mediate the correction of G.T mispairs in nuclear extracts from human cells.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 87(15),
5842-5845.

Williams R. S., Moncalian G., Williams J. S., Yamada Y., Limbo O., Shin D. S., Groocock L.
M., Cahill D., Hitomi C., Guenther G., Moiani D., Carney J. P., Russell P., Tainer J. A. (2008):
Mrell dimers coordinate DNA end bridging and nuclease processing in double-strand-break
repair. Cell 135(1), 97-1009.

Wilson D. M. 3rd, Barsky D. (2001): The major human abasic endonuclease: formation,
consequences and repair of abasic lesions in DNA. Mutation research 485(4), 283-307.

Winter G. E., Radic B., Mayor-Ruiz C., Blomen V. A., Trefzer C., Kandasamy R. K., Huber K.,
Gridling M., Chen D., Klampfl T., Kralovics R., Kubicek S., Fernandez-Capetillo O.,
Brummelkamp T. R., Superti-Furga G. (2014): The solute carrier SLC35F2 enables YM155-
mediated DNA damage toxicity. Nature chemical biology 10(9), 768-773.

Yamamoto H., Ngan C. Y., Monden M. (2008): Cancer cells survive with survivin. Cancer
science 99(9), 1709-1714.

Yamauchi T., Nakamura N., Hiramoto M., Yuri M., Yokota H., Naitou M., Takeuchi M.,
Yamanaka K., Kita A., Nakahara T., Kinoyama |., Matsuhisa A., Kaneko N., Koutoku H.,
Sasamata M., Kobori M., Katou M., Tawara S., Kawabata S., Furuichi K. (2012):
Sepantronium bromide (YM155) induces disruption of the ILF3/p54(nrb) complex, which is
required for survivin expression. Biochemical and biophysical research communications
425(4), 711-716.

Yang S. W., Burgin A. B. Jr, Huizenga B. N., Robertson C. A., Yao K. C., Nash H. A. (1996): A
eukaryotic enzyme that can disjoin dead-end covalent complexes between DNA and type |
topoisomerases. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 93(21), 11534-11539.

Yoo S., Dynan W. S. (1999): Geometry of a complex formed by double strand break repair
proteins at a single DNA end: recruitment of DNA-PKcs induces inward translocation of Ku
protein. Nucleic acids research 27(24), 4679-4686.

Yoon D. H., Shin J. S., Jin D. H., Hong S. W., Jung K. A., Kim S. M., Hong Y. S., Kim K. P,
LeeJ. L., Suh C., Lee J. S., Kim T. W. (2012): The survivin suppressant YM155 potentiates
chemosensitivity to gemcitabine in the human pancreatic cancer cell line MiaPaCa-2.
Anticancer research 32(5), 1681-1688.

You Z., Bailis J. M. (2010): DNA damage and decisions: CtIP coordinates DNA repair and cell
cycle checkpoints. Trends in cell biology 20(7), 402-409.

Yu X., Fu S., Lai M., Baer R., Chen J. (2006): BRCAL ubiquitinates its phosphorylation-
dependent binding partner CtIP. Genes & development 20(13), 1721-1726.

Zhang J., Visser F., King K. M., Baldwin S. A, Young J. D., Cass C. E. (2007): The role of
nucleoside transporters in cancer chemotherapy with nucleoside drugs. Cancer metastasis
reviews 26(1), 85-110.

Zhang X., Wang X., Xu R., Ji J., Xu Y., Han M., Wei Y., Huang B., Chen A., Zhang Q., Li W,
Wang J., Li X., Qiu C. (2018): YM155 decreases radiation-induced invasion and reverses
epithelial-mesenchymal transition by targeting STAT3 in glioblastoma. Journal of
translational medicine 16(1), 79.

Zhang Y., Yuan F., Presnell S. R, Tian K., Gao Y., Tomkinson A. E., Gu L., Li G. M. (2005):
Reconstitution of 5'-directed human mismatch repair in a purified system. Cell 122(5), 693—
705.

Zheng F., Zhang Y., Chen S., Weng X., Rao Y., Fang H. (2020): Mechanism and current progress
of Poly ADP-ribose polymerase (PARP) inhibitors in the treatment of ovarian cancer.
Biomedicine & Pharmacotherapy 123.

Zhou J., Ahn J., Wilson S. H., Prives C. (2001): A role for p53 in base excision repair. The EMBO
journal 20(4), 914-923.

74



Zou L., Elledge S. J. (2003): Sensing DNA damage through ATRIP recognition of RPA-ssDNA
complexes. Science (New York, N.Y.) 300(5625), 1542-1548.

75



8 SEZNAM ZKRATEK

20S

5'dRP

53BP1

6-4PP

8-OxoG

9-1-1

ABC ATPasa

ABD
akEJ
ALL
AML
AP
APAF1
APE1
APTX
Ara-C
ara-CTP
ATCC
ATM
ATP7A, 7B
ATR
ATRIP
BARD1

BER

zékladni ¢ast proteasomu
5’-deoxyribosa fosfat

P53-vazajici protein 1

pyrimidin (6-4) pyrimidonovy fotoprodukt
8-0x0-7,8-dihydroguanin

komplex RAD9-RAD1-HUS1

ATP vazajici kazeta

médium pro fedéni protilatek
alternativni spojovani konct

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie
apurinovy/apyrimidinovy

aktivacéni faktor 1 apoptické proteasy
apurinicka-apyrimidickd endonukleasa 1
aprataxin

cytarabin

arabinofuranosylcytosin trifosfat
American Type Culture Collection
Ataxia Telangiectasia Mutated
ATPasatypu 7A, 7B

ATM a RAD3-spiiznéna kinasa
ATR-interakéni protein
BRCAZ1-associated RING domain protein 1

excizni reparace bazi
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BIRCS gen kodujici survivin
BLM Bloom syndrome protein
BMN-673 PARP inhibitor

bp komplementarni par bazi

BRCAL, 2 tumor supresorovy gen rakoviny prsu typu 1, 2

BTR komplex proteini BLM, TOP3a a RMI1/RMI2
YH2AX fosforilovany histon skupiny H2A

Capan-1 bunécna linie

CCNH cyklinH

DDB2 poskozeni DNA vazajici protein 2

CDDP cis-diamindichlorplatina

CDK cyklin-dependentni kinasa

CFA Colony Formation Assay

dH20 destilovana voda

CLL chronicka lymfaticka leukémie

CNDAC nukleosidovy analog, cytotoxické 1é¢ivo

cNHEJ klasické nehomologni spojovani koncti

CNT koncentracni nukleosidovy transportér

CO2 oxid uhlicity

CPD cyklobutanovy pyrimidinovy dimer

CS Cockayniiv syndrom

CSA,B protein Cockaynova syndromu skupiny A, B
CTR1 meéd’ny transportér 1

D-smycka dislokacni smycka
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DAPI 4’ 6-diamidin-2-fenylindol

dCK deoxycitidin kinasa

dCTP deoxycytidin trifosfat

DDR DNA Damage Response

dGK deoxyguanosin kinasa

dHJ dvojité Hollidayovo ptektizeni
DNA2 DNA replikacni helikasa/nukleasa 2

DNA-PK DNA-dependentni protein kinasa

DNA-PKcs  katalyticka podjednotka DNA-PK

dNTP nukleosidtrifosfat

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO dimethylsulfoxid

DSB dvoufetézcovy zlom DNA

DSBR systémy pro opravu dvouietézcovych zlomi DNA
Ecal09 bunécna linie

EMT epitelo-mezenchimalni pfechod

ENT rovnovazny nukleosidovy transportér
ERCC1 protein 1 pro excisni opravu DNA
ETAAlL Ewingliv s tumorem asociovany antigen 1
EXO1 exonukleasa 1

FA Fanconiho anémie

FAAP24 FA-asociovany protein 24 kDa
FANCA, ... protein Fanconiho anémie skupiny A, ....

FAT a FATC podjednotky obklopujici C-koncovou kinasovou doménu PIKK proteinti
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FBS fetalni bovinni sérum

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, USA
FEN1 klapkova endonukleasa 1
FITC fluorescencni kanal pouzity pro Alexa Fluor 488

G1, S, G2, M faze bunétného cyklu
GG-NER GGR, globalni genomové NER
GSH redukovany glutathion

GTBP G/T-vazajici protein

GTF2H1, ... VSeobecny transkripéni faktor IIH podjednotka 1, ...

HR23B opravny protein RAD23 homolog B
HUS1 hemolyticko-uremicky syndrom 1
H1299 bunééna linie

H2AX histon patfici do skupiny H2A

H20: peroxid vodiku

H2AK15Ub histon H2A s monoubikvitynovanym lysinem K15

H4K20mel histon H4 s monoethylovanym lysinem K20

HER?2 receptor 2 lidského epidermalniho ristového faktoru
HNPCC hereditalni nepolyposni kolorektalni karcinom

HP1 heterochromatinovy protein

HR homologni rekombinace

HRPC hormon-rezistentni rakovina prostaty

CHK1, 2 checkpoint kinasa 1, 2
IAP inhibitor apoptosy

IDL delec¢ni ¢i inzeréni smycka
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I-D2
ILF3
kDa
Ku70/Ku80
Ligl, ...
MDC1
MDS
MGMT
MLH1, 3
MMR
MNAT1
MRE11
MRN
MRP
MSH
MT
MYC
NBS1
NER
NF110
NF-xB
NHEJ
NT

OCT

FANCD2 a FANCI heterodimer
vazebny faktor 3 zesilovace interleukinu
kilodalton

heterodimer XRCC6 a XRCC5

ligasal, ...

mediator kontrolniho bodu poSkozeni DNA 1
myelodisplasticky syndrom
0°-methylguanin-DNA methyltransferasa
lidsky MutL homolog 1, 3

reparace chybného parovani bazi

faktor aktivace 1 CDK-aktiva¢ni kinasy
protein meiotické rekombinace 11
komplex MRE11-RAD50.NBS1

protein spojeny s rezistenci na vice 1é¢iv
MutS homolog

metalothionein

skupina protonkogenti

Nijmegen breakage syndrome 1

excizni reparace nukleotidl

jaderny faktor 110

jaderny faktor kB

nehomologni spojovani konct
nukleosidovy transportér

transportér organickych kationtii
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P53 tumor supresor
P54NRB jadernou RNA-vazajici protein 54 kilodaltont

PARylace poly(ADP) ribosylace

PARP poly(ADP-ribosa) polymeraza

PBS fosfatovy pufr

PCNA prolifera¢ni jaderny antigen

PIKK fosfatidylinositol-3-kinasové proteiny
PMS2 MMR endonukleasa 2

PNKP polynukleotid kinasa 3-fosfatasa

Pol polymerasa

Pt(NH3).Cl> cisplatina, Peyrontv chlorid

RAD3, ... skupina opravnych proteinli
RAP80 S receptorem spojeny protein 80
RB retinoblastomovy protein
RBBP8 retinoblastom-vazajici protein 8
RCF relativni centrifugacni sila
RECQ skupina helikas

RF-C replikaéni faktor C

RING Really Interesting New Gene

RMI1 methylthioribosa-1-fosfat isomerasa
RNAPI, 11 RNA polymerasa I, Il
RNF8, 168  RING Finger protein 8, 168
ROS reaktivni kyslikové radikaly

RPA replikacni protein A
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RPMI
RTEL1
SDSA
Ser
SLC35F2
SP1
SSA
SSB
SSBR
SSDNA
TC-NER
TDP1
TE13
TFIIH
TIP60
TK1, 2
TOP
TOP1cc
TOPBP1
TTD
Tx-100
TXRED
USP1

uv

rustové médium (Roswell Park Memorial Institute)
helikasa 1 regulujici elongaci telomer

na syntéze zavislé zihani vlakna

serin

prenaseC rozpusténé latky z rodiny 35, ¢len F2
specificity protein 1

zihani jednoho vldkna DNA

jednofetézcovy zlom DNA

reparace jednovlaknového zlomu
jednovlaknova DNA

NER spojeny s transkripei (TCR)
tyrosyl-DNA fosfodiesterasa 1

bunécna linie

lidsky transkripéni faktor |1

histonové acetyltransferasa

thymidin kinasa 1, 2

topoisomerasa

TOP1-DNA stépné komplexy
topoisomerasu-vazajici protein 1
trichothiodystrofie

Triton X-100

fluorescen¢ni kanal pouzity pro Alexa Fluor 568
ubikvitin-specificka peptidasa 1

ultrafialovy
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VHL

Wafl

WRN

XP

XPA, B...

XLF

XRCC

XTT

YM155

Von Hippel-Lindau tumor-supresor

CDKN1A = inhibitor Al cyklin-dependentni kinasy

ATP-dependentni helikasa Wernerova syndromu

Xeroderma pigmentosum

Xeroderma pigmentosum protein skupiny A, B, ...

XRCC4 podobny faktor

X-ray repair cross-complementing protein
2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid

sepantronium bromid
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