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Abstrakt

Predkladana diplomova prace se zabyva srovnavaci analyzou proteint Gcastnicich se syntézy
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obsahem proteinu UNG2 a aktivitou uracilovych DNA glykosyldz v testovanych bunécnych liniich
rovnéZ prokdzala pozitivni korelaci mezi sledovanymi parametry. Srovnani obsahu proteint
u celobunéénych a jadernych lyzati ukazalo na podobny obsah u témét vSech sledovanych proteinti.
Rozdil byl zjistén pouze v piipadé proteinu UNG2 a PCNA. Porovnani obsahu proteind u diploidnich
fibroblastt IMR-90 a imortalizovanych bunék hTERT RPE-1 ukazalo, ze rychle proliferujici

imortalizované bunky mély obsah vSech proteint vyssi nez buiky diploidni.
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Seznam symboli a zkratek

6-FAM
A

AP
AP-misto
APE1
APLF
APS
B2M
BCA
BER
BHQ-1
BrdU
BSA

C

CDK
CDK/DDK
CMG
D-MEM
DABCO
DAPI
DID-VP
DMSO
DNA-PKcs
dNMP

DR

6-karboxyfluorescein

adenin

alkalicka fosfatdza

abazické misto

AP-endonukleaza 1

aprataxin a PNKP podobny protein
persiran amonny

[> mikroglobulin

bicinchoninova kyselina

bazova excizni oprava

Black Hole Quencher 1
5-bromo-2’-deoxyuridin

hovézi sérovy albumin

cytosin

cyklin dependentni kinaza

cyklin dependentni kinaza/ Dfb4 dependentni protein kindza
komplex slozeny z Cdc45-MCM-GINS
Dulbecovo modifikované Eaglovo médium
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane
4’,6-diamidin-2-fenylindol

neznacené dvouvlaknové sondy a navazani malé organické molekuly
dimetylsulfoxid

DNA dependentni protein kinaza
deoxynukleosid fosfat

receptory smrti
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dRPase deoxyribofosfataza

DSB dvouvldknovy zlom

E-MEM Eaglovo minimalni esencialni médium

EdU etynyl-2’-deoxyuridin

ELISA enzyme linked immunosorbent assay (imunoenzymaticka analyza)

FBS fetalni hovézi sérum

FEN-1 flap endonukledza

G guanin

GINS komplex komplex S1dS5, Psf1, Psf2 a Psf3 proteint (go-ichi-ni-san, v ptekladu
5-1-2-3)

GO grafen oxidu

H3K9me3 histon H3 metylovany na lysinu 9

HP1 heterochromatin protein 1
HR homologni rekombinace
HRP kfenova peroxidaza

hTERT RPE-1 imortalizovana diploidni buné¢na linie RPE-1 pochézejici z epitelovych bunék sitnice

MCM2-7 minichromosome maintance protein complex
MMR korekce parovani bazi

NAF fluorid sodny

NER nukleotidova excizni oprava

NHEJ nehomologni spojovani koncti

NTHI1 endonuclease I1I-like protein 1

OoCCM Orc-Cdc6-Cdt1-MCM7

ON oligonukleotid

ORC 1-6 origin recognition complex

PCNA proliferacni antigen buné¢ného jadra

X



PML
PMSF
PNKP
pRb

Pufr L. S.
PVDF
rNMP
ROS
RPA
SA-Gal
SA-B-Gal
SAHFs
SDS
SDS-PAGE
SRP
ss-DNA

SSB

TBS
TBS/T
TEMED
TFIIH
TGS
TIS
TNF

WB

promyelocyticka leukemicka téliska
fenylmetylsulfonyl fluorid
polynukleotidova kindza/fosfataza
retinoblastomovy protein

Laemmliho vzorkovy pufr
polyvinylidendifluoridovd membrana
ribonukleosid monofosfat

reaktivni kyslikovy radikal

replikacni protein A
5-bromo-4-chloro-indolyl-galaktopyranosid
B-galaktosidaza asociovana se senescenci
heterochromatinova ohniska asociovana se senescenci
dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho
povrchova plasmonova rezonance
jednovlaknova DNA

jednovlaknovy zlom

tymin

Tris-Buffered Saline

Tween 20 v pufru 1x TBS

N N N’ N’ - Tetrametyl-etylendiamin
komplex transkripéniho faktoru
Tris-Glycin-SDS

terapie indukovana senescenci

tumor nekrotizujici faktor

western blot



XPA

XPC

XPF

XPG

XRCC4

Xenoderma pigmentosum A
Xenoderma pigmentosum C
Xenoderma pigmentosum F
Xenodermapigmentosum G

X-ray cross complementing protein

X1
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1 Uvod

Molekula DNA zajistuje pfenos genetické informace na nésledujici generace v procesu
replikace. DNA je neustale vystavovana vliviim vnéjsiho i vnitiniho prostredi, které mohou vést k jejimu
poskozeni a nasledn€ i ke vzniku malignich bunck. Podle typu a rozsahu poskozeni jsou uplatiiovany
rizné mechanismy oprav DNA, jakymi jsou bazova excizni oprava, nukleotidova excizni oprava,
korekce parovani bazi, homologni rekombinace nebo nehomologni spojovani koncti.

V predkladané praci jsem se v piehledové casti zameétila na strukturu DNA, jeji replikaci
a opravy. Dale jsem se zabyvala moznostmi analyzy obsahu proteinti a aktivity uracilovych DNA
glykosylaz, které hraji dilezitou ulohu v bazové excizni oprave. V experimentalni ¢asti jsem detekovala
a kvantifikovala vybrané proteiny ucastnici se syntézy a oprav DNA v riiznych bunécnych liniich, a to
jak nadorovych, tak i diploidnich. Soucasné jsem v ramci své prace provedla imunofluorescencni
experimenty zaméfené na lokalizaci sledovanych proteint v buitkdch a méfeni aktivity uracilovych
DNA glykosylaz. Na zavér jsem provedla korelativni analyzu mezi jednotlivymi sledovanymi proteiny

a rovnéz mezi obsahem UNG?2 a aktivitou uracilovych DNA glykosylaz.



2 Cile prace

L.

Vypracovani literarni reSerSe na téma: DNA — jeji struktura, replikace a opravy zptisoby hodnoceni
obsahu proteint a aktivity uracilové DNA glykosylazy.
Vypracovani literarni reSerSe na téma: Bunécna senescence a zakladni znaky nadorovych

a senescentnich bunék.

. Provedeni srovnavaci analyzy vybranych proteind ucastnicich se syntézy a oprav jaderné DNA

u riiznych lidskych bunéénych linii.
Nalezeni ptipadnych rozdilti mezi rostoucimi, senescentnimi a nadorovymi bunikami pomoci analyzy
proteinového obsahu, mikroskopickych lokaliza¢nich experimenti a ve vybranych ptipadech pomoci

analyzy enzymové aktivity.



3 Literarni prehled

3.1 Struktura DNA

Na pocatku 50. let 20. stoleti bylo diky vyzkumu Rosalind Franklin objasnéno, ze molekula
DNA se sklada ze dvou vlaken, ktera jsou uspotfadana do dvousroubovice (Franklin et Gosling, 1953).
Tyto klicové poznatky pak umoznily Jamesi Watsonovi a Francisi Crickovi objasnit strukturu DNA
a zacit uvazovat o molekule DNA jako o nositelce genetické informace (Watson ef Crick, 1953).

Jak bylo predeslano, molekula DNA se sklada ze dvou vlaken uspotadanych do dvousroubovice.
Retézec na 3" konci konéi hydroxylovou skupinou a na 5° konci fosfatovou skupinou (Alberts e al.,
2002). Kazdé vlakno je tvofeno nukleotidy spojenymi fosfodiestrovymi vazbami. Nukleotidy jsou
slozeny z baze, kterou mtize byt — adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a tymin (T) sacharidu 2’-deoxy-
D-ribozy a fosfatové skupiny (Zhang et Yang, 2019). Potadi nukleotidl ve vlakné DNA je oznaCovano
jako primarni struktura DNA. Sekundarni struktura DNA je zalozena na parovani bazi v protilehlych
tetézcich (Ghannam et al., 2021). Ty jsou spojeny vodikovymi mustky. Nukleotidy jsou k sob¢ vazany
na zéaklad¢ komplementarity. Zatimco adenin vytvaii par s tyminem pomoci dvou vodikovych mustk,
guanin se paruje s cytosinem pomoci tii vodikovych mustkli. To odpovidda Chargaffovu pravidlu
(Chargaff et al. 1949; Chargaff, 1951), které tika, ze pocet adeninli se rovna poctu tymind a pocet
guaninll se rovna poctu cytosintl. Soucasné plati, Ze obé baze se na protilehlych fetézcich mohou parovat
pouze, pokud jsou fetézce antiparalelni (Alberts ef al., 2002).

V lidskych buinikach se DNA nachazi ptedevsim v jadfe, kde je spojena s histony (H1, H2A,
H2B, H3 a H4) a dal$imi proteiny. Cely tento komplex je nazyvan chromatin (Stein ef Farber 1972; van
Holde, 1988). Tésna vazba mezi DNA a histony je dana rozdilnym nabojem. Zatimco DNA je diky
pritomnosti fosfatovych skupin nabita negativné, histony nesou pozitivni naboj (Annunziato, 2008).

Kromeé jadra se DNA nachézi rovnéz v mitochondriich (Heuer, 2021).

3.2 Buné¢ny cyklus a replikace DNA

DNA je nositelkou genetické informace organismu (Alberts et al., 2002) Jeji ptesnou duplikaci
a segregaci do dcefinych bun¢k je zajisténa kontinuita genetické informace (Noguchi, 2010). Tento
dilezity krok se odehrava v pribéhu bunécného cyklu, ktery se déli na dvé hlavni faze: interfazi
a mitozu. Béhem interfaze se buiiky piipravuji na bunécéné déleni a syntézuji DNA. V prubchu mitozy
pak dochazi k segregaci DNA do dcefinych bun¢k a k fyzickému rozdéleni matefské buniky na dvé
dcefiné. Interfaze je rozdélena na fazi G1 (gap 1), S a G2 (gap 2; viz obr. 1). Béhem G1 faze se bunky
pripravuji na syntézu DNA. Pokud jsou podminky pro syntézu nepiiznivé, mtize buiika vstoupit do
klidové faze (GO0). V opacném pripad¢ vstupuje buiika do S faze a dochézi k syntéze DNA. Béhem faze
G2 pak dochazi k ptipraveé buiiky na bunécné déleni (Alberts ef al., 2002).
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Obrazek 1 Schéma bunécného cyklu a jeho regulace cykliny a Cdk
Prevzato a upraveno z: 2.10 The cell cycle [online] [navstiveno 16. 04. 2023]. Dostupné
z https://www linkedin.com/pulse/210-cell-cycle-epun-dissanayake.

Bunéény cyklus je fizen zejména cyklin-dependentnimi kindzami (CDK), které jsou regulovany
cykliny a Cdk inhibitory (Barnum et O’Connell, 2014; Collins et al., 1997). Cykliny tvoii s Cdk
komplex cyklin/Cdk a spole¢n¢ reguluji priichod bunék ptes jednotlivé faze bunééného cyklu (viz obr.
1) (Malumbres, 2014). Nejprve je v G1 fazi cykliny typu D aktivovana Cdk4/6 kinaza. Syntéza cyklind
D je regulovana extracelularnimi vlivy, napt. mitogennimi signaly (Ding et al., 2009). Aktivni komplex
cyklin D/Cdk4/6 iniciuje fosforylaci a inaktivaci retinoblastomového proteinu (pRB), a tim aktivaci E2F
transkripénich faktord (Ding et al., 2009; Jaskova, 2010). Vysledkem je exprese cyklini E, A, B
a dalsich genli potfebnych v Sa M féazi. V pozd¢jsi ¢asti Gl faze dochazi k aktivaci Cdk2 kinazy
cyklinem E a dalsi fosforylaci pRB proteinu. To umoziiuje ptechod bunék do S faze. V S fazi dochazi
k vymeéné cyklinu E za cyklin A a vytvoreni cyklinu A/Cdk2 kinazy. Tento komplex umoziuje prachod
bunék S fazi, jeji ukonceni fosforylaci CDC6 a E2F1 proteini a ptechod bun¢k do G2 faze (Ding et al.,
2020). V G2 fazi pisobi komplex cyklinu A/Cdk1 kinazy a cyklinu B/Cdk1, které umoziiuji prachod
bun¢k G2 fazi a jejich vstup do M faze (Chotiner et al., 2019; Li et al., 2019).

Priichod bunéénym cyklem rovnéz podléha regulacim v kontrolnich bodech (Funk, 2006). Prvni
kontrolni bod, ktery je ozna¢ovan jako restrikéni, se nachazi ve fazi G1. Pro prichod restrikénim bodem
je nezbytna pritomnost ristovych faktort. Po jeho piekroceni jiz nejsou rustové faktory potieba (Pardee,
1974). Nasledujici kontrolni bod je v G1/S fazi. Pro jeho pfekonani je nutnéd absence poskozeni DNA

(Barnum et al., 2014). Poskozeni DNA rovnéz limituje priichod kontrolnim bodem na pfechodu G2
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a M faze (Yam et al., 2022). V poslednim kontrolnim bod¢ se kontroluje usporadani déliciho vieténka
ve fazi M. Pro priichod bunky timto bodem je dulezité bezchybné piipojeni kinetochori chromozomii
k mikrotubulim d¢liciho vieténka (Lara-Gonzalez et al., 2012).

Syntéza DNA (viz obr. 2) zacina ve specifickych mistech genomu zvanych replikacni pocatky,
kterych se v eukaryotickych organismech nachazi velké mnozstvi (O’Donnell ef al., 2013). Jiz béhem
G1 faze dochazi k vytvafeni tzv. pre-replikacnich komplexii. Tento proces se nazyva licencovani
replikacnich pocatkti (Moldovan ef al., 2007). Nejdiive se k replikacnim pocatklim vaze komplex Sesti
proteintl — tzv. origin recognition complex (ORC1-6) (Chesnokov, 2007). K ORC se pak vaze Cdc6
protein a spolu pak tvoti platformu pro Cdtl a MCM2-7 (minichromosome maintance protein complex)
komplex. Tato reakce vyzaduje ATP a jejim vysledkem je vytvoreni komplexu Orc-Cdc6-Cdt1-MCM2-
7 (OCCM). Po nasledné hydrolyze ATP dochazi kuvolnéni Cdtl proteinu (Yuan et al., 2017).
K aktivaci MCM2-7 helikazy, ktera zajistuje rozvolnéni dvousroubovice DNA, dochazi az v S fazi
bunécného cyklu, kdy jsou replikacni pocatky aktivovany vlivem CDK/DDK kinaz (cyklin dependentni
kindzy/ Dfb4 dependentni protein kinazy) (Stillman, 1996; Bell et Dutta, 2002; Yuan et al., 2017).
MCM2-7 helikdza je aktivovana vazbou dalSich proteinti, Cdc45 proteinu a GINS komplexu
(z japonského vyrazu go-ichi-ni-san, v piekladu 5-1-2-3, po ctyfech podjednotkach komplexu SldS,
Psfl, Psf2 a Psf3) a vytvofenim tzv. CMG komplexu (Dang et Li, 2011; Onesti e MacNeill, 2013;
Langston et al., 2014). Pro pocatecni rozvolnéni DNA v misté pocCatku je nutny rovnéz protein —
MCMI10 (Baxley et Bielinsky, 2017). Rozvolnénim dvousroubovice DNA se vytvaii replikacni vidlicka
obsahujici dva jednovlaknové templatové fetézce. Pti rozvolnovani dvousroubovice hraji dtlezitou roli
topoizomerazy, které snizuji tenze Sroubovice DNA (Champoux, 2001).

V prubéhu replikace jsou jednovlaknové tiseky DNA stabilizovany pomoci heterotrimerniho
proteinového komplexu oznacovaného jako replikacni protein A (RPA) (Wold et Kelly, 1988). Komplex
proteintl zabezpecujici duplikaci DNA se souhrnné nazyva jako replizom (Jones et al., 2021).

Syntéza DNA je zahdjena syntézou kratkého RNA primeru (10-200 bp), ktery je pozdéji
odbouran. DNA polymerazy umi syntetizovat fetézce pouze ve sméru od 5 konce ke 3" konci, pficemz
ve sméru 325 vykazuji opravnou (tzv. proofreading) aktivitu (Begbenek er Ziuzia-Graczyk, 2018).
Vazbu DNA polymeraz na vlakno DNA zajistuje proliferacni antigen bunécéného jadra (PCNA)
(Stillman, 2008). V ptipadé syntézy vedouciho fetézce (s predlohovym fetézcem orienovanym smeéru
3> 5’) probiha syntéza DNA pomoci polymerazy ¢ kontinualné. Druhé vlakno, oznacované jako
opozd'ujici, je syntetizovano diskontinualné polymerazou §. Opozdujici vlakno je syntetizovano po
kratkych usecich, tzv. Okazakiho fragmentech (Okazaki et al., 1968). Nejprve komplex primaza a DNA
polymeraza a syntetizuji kratky RNA primer (primaza) a kratky fetézec DNA (polymerédza o) (Nuiiez-
Ramirez et al., 2011). Nasledné DNA polymeraza  dosyntetizuje vlakno DNA k sousednimu RNA
primeru (McElhinny et al., 2008) a RNA primery jsou odstranény pomoci enzymi RNaza H
a FENI (Balakrishnan ef Bambara, 2013). Casti nasyntetizované DNA jsou poté spojeny DNA ligazou
I (Goulian et al., 1990).



Béhem kazdého replikacniho cyklu dochazi ke zkracovéani koncovych Casti chromosomu -
telomer (Whittemore et al., 2019). Dlvodem je fakt, ze DNA polymerazy nejsou schopny zahjit
syntézu DNA na jednovlaknové predloze. Telomery piedstavuji DNA-proteinové komplexy a chrani
genom pied degradaci a interchromozomalni fuzi. Telomericka lidska DNA je tvofena opakujicimi se
sekvencemi TTAGGG, kter¢ interaguji se specifickymi proteiny a vytvoii smyckovou konformaci, ktera
chrani chromozomalni konce (Shammas, 2011). Jelikoz kazdym délenim se telomericka DNA zkracuje,
doslo by postupné k degradaci chromozomtli a bunétné smrti. Proto v pfipadé nekterych bunék
(napriklad zarodecné nebo hematopoetické buniky) dochazi k prodluzovani telomer pomoci reverzni

transkriptazy oznacované jako telomeraza (Shammas, 2011).
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Obrazek 2 Schéma replikace jaderné DNA
Pievzato a upraveno z: How is DNA replicated? [online] [navstiveno 15. 10. 2022]. Dostupné z:
https://www.mechanobio.info/genome-regulation/how-is-dna-replicated/

3.3 Opravy DNA

DNA bun¢k je neustdle vystavena riznym exogennim a endogennim vlivim vedoucim
k velkému mnozstvi poskozeni a mutaci, které mohou vyustit ve vytvoreni malignich bunék (Jackson et
Loeb, 2001). K exogennim vliviim patfi napiiklad ptisobeni fyzikalnich nebo chemickych mutagent,
které vedou napf. ke vzniku jedno (SSB) nebo dvouvlaknovych zloma (DSB) v DNA (Lindahl, 1993).
K poskozeni DNA vede rovnéz cela tada endogennich vlivii. Typickym ptikladem je pasobeni
reaktivnich kyslikovych radikalii (ROS) a dalsich reaktivnich metabolit (Epe, 2002). To ma za nasledek
napf. depurinaci/depyrimidinaci (Lindahl ez Nyberg, 1972) nebo ztratu aminovych skupin z adeninu,
guaninu a cytosinu, kdy nasledné¢ vznika hypoxantin, xantin a uracil. Vznik uracilové baze miize tak

béhem nasledné replikace zplsobit napf. bodovou mutaci, kdy je misto guaninu do fetézce zatazen
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adenin (Frederico et al., 1990). Krom¢ toho mohou vznikat tzv. adukty (¢asti DNA, které jsou
kovalentné ptipojeny k chemickému ¢inidlu — napt. acetaldehydu) (Rajalakshmi et al., 2015), rovnéz
dochazi ke vzniku vazeb mezi proteiny a DNA (Martin, 2008). V zavislosti na rozsahu poskozeni je
spustén konkrétni typ opravy (Sirbu et Cortez, 2013), kterych v bunkach existuje nékolik — excizni
opravy (bazova excizni oprava a nukleotidova excizni oprava) (Hoeijmakers, 2001; David ef al., 2007),
homologni rekombinace (San Filippo ef al., 2008), korekce parovani bazi (MMR) (Jiricny, 2006), nebo
nehomologni spojovani koncti (NHEJ) (Lieber, 2008). Kromé¢ toho je fada chyb vzniklych béhem
replikace DNA opravena korekéni aktivitou DNA polymerazy (,,proofreading™) (Bebenek et Ziuzia-
Graczyk, 2018). Chyby v DNA, které nejsou opraveny, mohou vést ke genomovym aberacim a mutacim
ovliviiyjicim bunécnou funkci (Jackson et Bartek, 2009) a jsou hlavnim ptivodcem vzniku nadorovych

onemocnéni (Alhmoud et al., 2020).

3.3.1 Bazova excizni oprava

Jednou z hlavnich strategii odstrafiovani a oprav jedné az n¢kolika bazi (Sung et Demple, 2006)
je bazova excizni oprava (BER; viz obr. 3). Zpravidla se jedna o poSkozeni vzniklé deaminaci, oxidaci
nebo metylaci. Ve vétSin€ pripadii se vSak jedna o spontanni poskozeni molekuly DNA (Lindahl, 1993).
Cely proces zahrnuje fadu enzymt, které zabezpecuji odstranéni a nahrazeni poskozené nukleotidové
baze. Na zaklad¢ délky opravovaného fragmentu a proteinti ucastnicich se celé¢ kaskady rozlisujeme
takzvanou ,,short-patch BER* (oprava jednoho nukleotidu) a ,,Jlong-patch BER* (oprava 2-6 nukleotidl1)
(Sattler et al., 2003). Klicovymi enzymy BER jsou DNA glykosylazy (Jacobs et Schir, 2011). Ty
rozeznavaji a odstranuji poskozenou bazi hydrolyzou N-glykosidické vazby za vzniku abazického mista
(AP-misto). AP-endonukleaza 1 (APEl) Stépi fosfodiesterové vldkno na 5" konci AP-mista a
deoxyribonukleazovy zbytek na 5 konci je odstranén 5 deoxyribofosfatazou (dRPase) (Beard et al.,
2006; Dianov et Hiibscher, 2013; Ligasova et al., 2021). Vlakno DNA tak obsahuje zlom, ktery ma na
svém 3’ konci hydroxylovou skupinu a na 5" konci deoxyribosylfosfat bez baze. Souhrnné tyto enzymy
iniciuji bazovou excizni opravu velkého mnozstvi 1ézi, kdy je kazda rozeznavéana jednou nebo nekolika
glykosylazami s prekryvajicimi se specifickymi funkcemi (Krokan et Bjoras, 2013, Almeida et Sobol,
2007). Dal$im dulezitym enzymem BER je DNA polymeraza 3, ktera vklada do fetézce DNA na zakladé
parovani bazi spravny nukleotid. Vlakno je nasledné spojeno DNA ligazou III (Srivastava et al., 1998).
Popsany zpiisob predstavuje tzv. ,,short-patch* BER.
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Obrazek 3 Schéma bazové excizni opravy
Prevzato a upraveno z Biedermann et al., 2011.

V druh¢ zminované strategii - ,,Jong-patch* BER, je nahrazovéana ¢ast vlakna DNA s minimalni
délkou dvou nukleotidl, bézné 2-6 nukleotidt (Fortini et a/, 1998). V tomto pfipad¢ mlze byt syntéza
DNA katalyzovana DNA polymerazou  nebo DNA polymerazou 6/ (Fortini et al., 1998, Pascucci et
al., 1999). Pro tento zptisob BER opravy je dilezity taky PCNA protein, ktery zajist'uje stabilizaci
dlouhych nukleotidovych sekvenci (Fortini et al, 1998). Nukleotidova sekvence je odstran¢éna flap
endonukleazou (FEN-1) a vlakno je poté spojeno DNA ligazou I (Lindahl, 1999).

3.3.2 DalSsi zpasoby oprav DNA

Kromé BER existuje fada dalsich strategii oprav poSkozené DNA. Naptiklad oprava velkych
1ézi na molekule DNA zplisobenych UV zafenim, mutageny nebo chemoterapeutiky, probihd pomoci
nukleotidové excizni opravy (NER). Cely pribéh NER zabezpecuje nejméné tficet proteinti (Koellner
et al., 2018). Jako prvni rozeznavaji poskozeni v DNA proteiny Xenoderma pigmentosum C (XPC),
replikacni protein A (RPA) a Xenoderma pigmentosum A (XPA), které pomahaji navazat opravny
komplex transkrip¢niho faktoru II H (TFIIH) k poskozenému mistu DNA (Volker ef al., 2001). Tento
komplex disponuje helikazovou aktivitou a odd¢luje od sebe vlakna DNA (Sancar, 1996). Proteiny
Xenoderma pigmentosum F (XPF) a Xenoderma pigmentosum G (XPG) pak pomoci endonukleazové
aktivity (Graf et al., 2011) odstraiiuje oligodeoxynukleotid. Na zakladé¢ komplementarity nasledné

zaplni vzniklou mezeru DNA polymeraza. V pripad¢ proliferujicich bunck tuto roli plni DNA
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polymeraza d/e, v piipad¢€ neproliferujicich bun¢k, DNA polymeraza x/A (Wood, 1997; Lehmann,
2011). Vldkno nakonec spoji DNA ligaza (Aragjo et al., 2001).

Chyby, které vznikaji béhem replikace DNA, a které¢ uniknou kontrolnimu ¢teni polymerazy
(proofreading), jsou Casto opravovany pomoci korekce parovani bazi (Kunkel ef Erie, 2005). Nespravné
zafazeny nukleotid je rozeznavan proteinem MutSa nebo MutSP, ptfi¢emzZ protein PCNA reaguje
sdalsimi komponenty drdhy MMR vcetné homologh MutS a Mutl, exonukleazou I
a polymerazou d. Vlivem exonukledzy I dochazi k odstranéni nespravné zatrazeného nukleotidu (Hsieh
et Zhang, 2017) a polymerazou & je nasledné zafazen spravny nukleotid (Goellner et al., 2015). Retézec
je spojen DNA ligazou I (Bleichert et al., 2017).

Dals$im zptisobem opravy poskozené DNA je homologni rekombinace (HR), ktera se uplatiiuje
v pfipadé¢ oprav dvouvlaknovych zlomii nebo tzv. kiizovych vazeb v DNA (interstrand crosslinks)
(Hashimoto ef al., 2016). Cilem této opravy je zachovani genetické informace, kterou nesou sesterské
chromatidy nebo homologni chromozomy (Wright et al., 2018). HR vyuzivd homologni sekvenci na
protein Rad51, ktery katalyzuje vyhledavani homologni sekvence a vyménu vlakna DNA (Li et Heyer,
2008). Tento zplsob opravy se uplatiiuje pouze v pozdni S a G2 fazi bunééné¢ho cyklu. HR probiha
v n€kolika fazich (Krejci et al., 2012). V presynaptické fazi se Rad51 protein navaze na jednovlaknovou
DNA (ssDNA) vzniklou odstranénim vldkna na 5” konci na DSB nebo kiizové vazby v DNA (Hinz,
2010). V synaptické fazi Rad51 protein usnadiiuje vytvoreni spojeni mezi homolognim duplexem DNA,
ktery slouzi jako templat, a vlaknem DNA, které tento duplex napada. Vznika heteroduplex DNA (tzv.
D-smycka). Nasleduje faze post-synapse, kdy je podle 3" konce napadajiciho vlakna syntetizovana
DNA. Rad51 protein se odpoji od molekuly DNA a dojde k odhaleni 3" OH konce, ktery je nutny pro
syntézu DNA (Krejci et al., 2012). DSB jsou rovnéz velmi Casto opravovany pomoci nehomologniho
spojovani koncti. NHEJ opravuje témét vsechny DSB mimo S a G2 fazi a kolem 80 % DSB v S a G2
fazi, pokud DSB nejsou v blizkosti replikacni vidlicky (Pannunzio, 2017). RovnéZz nevyzaduje zadného
homologa jako HR. Dtlezitym proteinem v této opravné draze je heterodimerni protein Ku (Ku70/80),
ktery rozeznava DSB a vaze se k jejich konctim. Protein Ku zaroven véze katalytickou podjednotku
DNA dependentni protein kinazy (DNA-PKcs), kterou zaroven aktivuje. Tim dojde ke vzniku
holoenzymu DNA-dependentni protein kinazy (DNA-PK) (Gottlieb et Jackson, 1993). Konce zlomu,
které jsou pokryty DNA-PK jsou vystaveny ptsobeni nukledzy Artemis spolecné s polynukleotidovou
kinazou/fosfatazou (PNKP), Aprataxinu a PNKP podobnému proteinu (APLF) (Lieber, 2010; Gazo et
al., 2020). Nasledné dochazi ke spojeni zlomu pomoci proteinu umoznujicimu interakce DNA ligazy
IV béhem NHEJ (XRCC4; X-ray repair cross-complementing protein 4) a DNA ligazy IV (Reid et al.,
2015).



3.4 Zpisoby hodnoceni obsahu proteini a aktivity uracilové DNA

glykosylazy
3.4.1 Analyza obsahu proteint

Proteinova analyza je nezbytna pro urceni funkce proteinti. Jeji velmi dilezitou soucasti je

kvantifikace proteini (Boodhun, 2018).

34.1.1 SDS-PAGE a Western blot

SDS-PAGE je jednou znejpouzivangjSich metod pro rozdéleni jednotlivych proteini
z proteinovych smési (Walker, 2002). Studované proteiny jsou smichany s dodecylsulfatem sodnym
(SDS), ktery je rozvolni a doda jim zaporny naboj. Diky elektrickému proudu dochézi k pohybu proteinti
skrz porovity akrylamidovy gel a jejich rozdéleni na zakladé molekulové hmotnosti (Walker, 2002).
Tento krok je nedilnou soucasti Western blotu (WB) (viz obr. 4), ktery je ¢asto pouzivanou metodou
pro kvantifikaci a identifikaci proteinti (Degasperi et al., 2014). V ptipad¢ western blotu se detekuji
proteiny pfenesené na membranu pomoci vazby specifickych protilatek. Western blot byl vyvinut
z metody Southern blotu pouzivané pro detekci specifickych sekvenci DNA separovanych gelovou

elektroforézou (Klionsky, 2017).

P R}
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R e proteiny
Pienos z gelu na membranu
Vzorek
Provedeni SDS-PAGE Inkubace s blokovacim )
roztokem Promyti

- -, Vs
- |— I P “w)(\ﬁ?( — | Yy

Detekce pomoci Inkubace se Inkubace s primarni
zarizeni sekundarni protilatkou
protilatkou

Obrazek 4 Schématické znazormnéni jednotlivych krokl western blotu
Pievzato a upraveno z: Western blot — Aquaportail. [online] [navstiveno 20. 10. 2022]. Dostupné
z: https://www.aquaportail.com/definition-9337-western-blot.html.

Jeste pred samotnym elektroforetickym rozdélenim proteint je nutné pfipravit vzorky proteint,
napiiklad extrakei proteinii ze studované tkané¢/bunck a naslednym rozbitim bunéénych membran
pomoci homogenizacnich technik (Goldberg, 2008). Tkané/buiiky by mély byt homogenizovany

v pufru, ktery soucasné zajisti rozpusténi a zachovani cilovych proteini. Lyze bunéénych membran
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homogenizaci soucasné uvoliiuje proteazy, kinazy a fosfatazy. Z toho divodu jsou soucasti lyzacnich
roztokl inhibitory, které snizuji aktivitu téchto enzymt (Grabski, 2009). Nasledné je nutné stanovit
mnozstvi proteini v pfipravenych lyzatech. Méfeni obsahu proteini je zpravidla zalozeno na
determinaci dusiku, peptidovych vazeb nebo aromatickych aminokyselin pomoci riznych metod (Chang
et Zhang, 2017). Prikladem je Biuretova metoda, Lowryho metoda, stanoveni koncentrace proteind
pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA) nebo stanoveni koncentrace proteinti v UV spektru (Chang et
Zhang, 2017; Okutucu et al., 2007). Prehled nékterych metod pro stanoveni mnozstvi proteinti ve
vzorcich je uveden v tabulce 1.

Western blot se provadi ve Ctyiech zakladnich po sob¢ nasledujicich krocich (viz obr. 4). Prvnim
krokem je naneseni vzorku. Jest¢ pfed samotnym nanesenim na gel je ke vzorkim pfidan Laemmliho
pufr (Laemmli, 1970) obsahujici f-merkaptoetanol, ktery rozrusuje disulfidické vazby (Anfinsen, 1973).
Soucasné¢ je ke vzorkim ptidan SDS. Ten dodava proteinim zaporny naboj a umoziuje jejich separaci
v elektrickém poli. Jednotlivé proteiny se pak déli na zéklad¢ své molekulové hmotnosti (Smith, 1984).
Druhym krokem je samotna separace vzorkll v polyakrylamidové gelové elektroforéze.
Polyakrylamidovy gel je tvofen polymerizovanymi akrylamidovymi monomery s monomery
zesitovaného N,N’-metylenbisakrylamidu (Raymond et Weintraub, 1959). K rozdéleni proteinovych
vzorkli dochazi v priibéhu prichodu proteinti pory v gelu (Ornstein, 1964). Gel je tvofen ze separa¢niho
a zaostfovaciho gelu. Zaostrovaci gel tvofi horni vrstvu a slouzi k zaostfeni proteind do uzké zony pred
vstupem do separacniho gelu. K rozdéleni proteind dochazi az v separacnim gelu. Celkové toto
uspotadani zajiStuje dostateCnou separaci a vysoké rozliSeni rozdélenych proteint (Davis, 1964;
Ornstein, 1964). Migrace proteinti gelem je urCovana velikosti pord, nabojem a velikosti proteinti
(Gallagher, 2007). V nasledném, tfetim kroku, jsou proteiny elektroforeticky pfeneseny na membranu
(Towbin et al., 1979). Nejcastéji jsou pouzivany membrany polyvinylidendifluoridové (PVDF) nebo
nitrocelulézové (Towbin et al., 1979). Nitrocelul6zova membrana ma vyssi schopnost vazat proteiny
s malymi molekulovymi hmotnostmi (Xiang et al., 2021). Oproti PVDF membrané je s ni ovSem
zhodnoceni efektivity pienosu proteinti je mozné gel nebo membranu obarvit naptiklad pomoci
Coomasie nebo Ponceau S (Welinder et Ekblad, 2011).

Velmi dulezitou soucasti WB je blokovani membrany, které zabranuje nespecifické vazbé
protilatek na membranu, a tim dochazi ke sniZeni pozadi (Jensen, 2012). K tomuto i¢elu je mozné pouzit
naptiklad nizkotucné susené mléko nebo hovézi sérovy albumin (BSA, z anglického, ,,bovine serum
albumin®, Mahmood et Yang, 2012). Poslednim krokem WB je detekce proteinii pomoci specifickych
protilatek. Pouziva se zejména systém detekce zalozeny na dvou protilatkach. Nejdiive je membrana
s pfenesenymi proteiny inkubovana s primarni protilatkou (Bass et al., 2017). Ta by mé¢la byt citliva
a natolik specificka, aby dokazala detekovat sledovany protein (Tino et al., 2000). Nasledné se inkubuje

membrana se sekundarni protilatkou, ktera se vaze na protilatku primarni. Sekundéarni protilatka byva
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Tabulka 1 Porovnani nékterych metod pro stanoveni mnozstvi celkovych proteind v bunéénych lyzatech

Metoda Princip Vyhody Nevyhody
Chelatace meédnatého iontu imidovymi | Vysoka piesnost, nezavisla na | Potteba velkého mnozstvi vzorku (2 ml)
strukturami ionizovanymi v siln¢ alkalickém | aminokyselinovém slozeni, malé mnozstvi | (Gornall et al., 1949)
Biuretova | prosttedi za vzniku biuretu, ktery vytvari | interferujicich latek (Kumbar et Vrsanska, 2015;
cerveno-fialovy komplex s médi (Fine, 1935; | Okutucu et al., 2007)
Pec et al., 2008).
ZaloZena na biuretové reakci, navic vyuziva | Vyssi citlivost nez Biuretova metoda (Shen, | Komplikovana a ¢asové narocna metoda,
Lowryho Folin-Ciocaulteuovo ¢inidlo (Lowry et al., | 2019) vyzaduje vice krokli a reagencii nez
1951) BCA, mnoho interferentii (Shen, 2019,
Kumbar ef Vrsanska, 2015)
Redukce Cu’" ionti na Cu' v alkalickém | Dobr4 citlivost (0,5-10 ug), s reakci neinterferuji | Barva neni stabilni — piitomnost slozek
roztoku, ke které dochazi v pfitomnosti | neionogenni detergenty a pufrové soli (Chang et | schopnych redukce Cu®" na Cu’ vede ke
BCA zbytkli aminokyselin tyrosinu, cysteinu nebo | Zhang, 2017, Walker, 1996) zméne€ barvy.
tryptofanu v proteinovém vzorku. BCA Mezi interferenty patii redukujici
reaguje s redukovanymi Cu” ionty za vzniku sacharidy (Chang et Zhang, 2017)
modro-fialového komplexu (Walker, 1996).
Proteiny, které obsahuji vedlejsi fetézce | Rychla a nedestruktivni metoda, relativné citliva | Vyzaduje relativné Cisté, bezbarvé
UV (280 | tyrosinu a tryptofanu, absorbuji svétlo v UV | (je potieba 100 png proteinu) (Chang et Zhang, | vzorky (Chang et Zhang, 2017; Olson et
nm) oblasti pfi 275-280 nm a je mozné je stanovit | 2017) Markwell, 2007)

spektrofotometricky (Pec et al., 2008).
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znacena fluorescencné nebo enzymaticky, napiiklad kienovou peroxidazou (HRP) nebo alkalickou
fosfatazou (AP) (Bronstein ef al., 1989; Kricka, 1991; Bass et al., 2017). Pouziti sekundarni protilatky
umoziuje zvyseni signalu (Bass et al., 2017). V ptfipad¢ enzymaticky znacenych protilatek ptidanim
vhodného substratu dochdzi v misté sledovaného proteinu ke vzniku produktu, ktery je detekovan
pomoci dokumentacniho zatfizeni. V pripadé HRP se jako substrat Casto pouzivaji latky zaloZzené na
luminolu. V pfitomnosti HRP luminol oxiduje a vytvari excitovany produkt, ktery emituje svétlo pii
navratu do ptivodniho stavu. Jakmile je substrat vyCerpan, dochazi k ubytku signdlu. Signal je nasledné
vyhodnocen pomoci zobrazovacich technik (Alegria-Schaffer, 2014). V ptipad¢ alkalické fosfatazy je
jako substrat vyuzivan 1,2-dioxetan, ktery je defosforylovan alkalickou fosfatazou. Vznika dioxetanovy
anion a dochazi k emisi svétla, ktera je detekovana pomoci spektrofluorometru (Bronstein ef al., 1989).
K detekci proteinit je mozné také pouzit fluorescencni DNA aptamery. Jednd se o kratké
oligonukleotidy, které se vazi k cilovym strukturam s vysokou afinitou a specifitou, ¢imz vytvareji
terciarni struktury (Wang et al., 2020). Prouzky vzniklé separaci jsou porovnavany se standardem
molekulové hmotnosti. Podle integrované intenzity prouzku Ize odhadnout mnozstvi proteinu ve vzorku

(Mahmood et Yang, 2012; Silva et McMahon, 2014).

3.4.1.2 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Kvantifikace proteinti miize byt provedena rovnéz pomoci ELISA (imunoenzymaticka analyza)
(Engvall et Perlmann, 1971). Tato metoda umoziuje analyzu proteinit vzorkli imobilizovanych na
mikrodesticce pomoci specifickych protilatek. Existuje nékolik typt ELISA provedeni — piima,
nepiima, sendvicova a kompetitivni (viz obr. 5). V pfipadé ptimé ELISA, je protilatka pfimo
konjugovana s enzymem. Signal mtze byt amplifikovan pfidanim sekundarni protilatky, coz je pripad
nepiim¢ ELISA metody (Lin, 2015). NejpouZzivangj$im provedenim je sendviova analyza, kdy je
zkoumany analyt umistén mezi dvéma primarnimi protilatkami detekujicimi rizné epitopy antigenu
(Fernando et Wilson, 1992). Tento pfistup umoZznuje nejvyssi citlivost pro detekci antigenu
v komplexnim vzorku (Lin, 2015). V pfipad¢ kompetitivni ELISA je na pevny nosi¢ pfichycen
specificky antigen a ten je nasledné rozeznévan analyzovanou protilatkou. Poté, co je specificky antigen
navazan na nosi¢, dojde k promyti a je pfidan analyzovany vzorek spole¢n¢ s protilatkou, ktera nese
enzym. Pokud vzorek obsahuje protilatku, kterd reaguje s pfichycenym antigenem, tak tato protilatka
soutézi se znadenou protilatkou o vazbu na pfichyceném antigenu. Cim vice protilatky vzorek obsahuje,
tim vice se tato protilatka vaZe na antigen, a tim mensi signal poskytuji enzymem znacené protilatky

(Mostek, 2020).
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Obrazek 5 Schéma provedeni rtiznych typt metody ELISA

Pievzato a upraveno z: Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). [online] [navstiveno 22. 10.
2022]. Dostupné z: https://www.creative-proteomics.com/pronalyse/enzyme-linked-immunosorbent-
assay-elisa-service.html.

3.4.2 Analyza aktivity glykosylaz vyStépujicich uracil

Uracilové DNA glykosylazy jsou enzymy ucastnici se bazové excizni opravy (viz podkapitola
3.3.1). Pro méfendi jejich aktivity byla vyvinuta cela fada metod zahrmujici naptiklad radioaktivni znaceni
vyuzivajici substraty DNA obsahujici [*'H]-dUMP a schopnost UNG §tépit uracil v téchto substratech
(Krokan et Wittwer, 1981). Krokan a Wittwer zjistili, Ze UNG nejlépe §tépila DNA obsahujici [*H]-
dUMP uvnitf fetézce, na rozdil od jeho umisténi na 3’-OH konci. Vystépovani [*'H]-dUMP se vyrazné
snizilo, kdyz byl deoxynukleosid monofosfat (dINMP) nahrazen odpovidajicimi ribonukleosid
monofosfaty (rNMP) (Krokan et Wittwer, 1981; Grin et al., 2009). Nevyhodou popsané metody je
nutnost pouziti radioaktivnich izotopi vodiku.

Nekteré metody vyuzivaji pro analyzu glykosylazové aktivity fluorescencni sondy. Napiiklad
Maksimenko s kolektivem (Maksimenko et al., 2004) vyvinul metodu vyuzivajici tzv. molekularni
majak. Jedna se o jednovlaknovy DNA oligonukleotid znac¢eny na 5’-konci fluoresceinem a na 3’-konci
dabcylem (zhase¢ fluorescence). Tento oligonukleotid ma soucasné na obou koncich kratké
komplementarni sekvence, které obsahuji cilovou bazi, napf. uracil. Pusobenim enzymu
s glykosylazovou aktivitou dochazi k odstranéni modifikované baze, nasledn¢ ke vzdaleni fluoroforu od
zhasece a ke zvyseni fluorescence. Vyhodou této metody je rychlost provedeni a moznost vyhodnoceni
pomoci bézné Ctecky destiCek. Na druhé strang je tato metoda méné vhodna pro analyzu strukturalnich
aspektti jako napiiklad vliv zloml v molekule DNA na aktivitu uracilové glykosylazy (Ligasova et al.,
2021).

Lu a kolegové (Lu et al., 2015), analyzovali aktivitu UNG méfenim luminiscence po vytvoreni
G-kvadruplexu z neznacené dvouvldknové sondy a navazani malé organické molekuly (DID-VP) na
oligonukleotid (viz obr. 6) (Lu et al., 2015). Jedna se o rychlou a jednoduchou metodu. Teoreticky je

mozné tuto metodu pouzit pro identifikaci inhibitord UNG.
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Obrazek 6 Schéma metody pro analyzu glykosyldzové aktivity

Na obrazku je znazornéno schéma pro analyzu aktivity uracilovych glykosylaz pomoci G-kvadruplex
selektivni luminiscentni sondy DID-VP. U a A oznacuji uracil a adenin. Pfevzato a upraveno z Lu et al.,
2015.

Aktivitu UNG je také mozné monitorovat pomoci inkorporovanych nukleotidii jako je
2-aminopurin (Stivers, 1998) nebo pyren (Ono et al., 2012). V prvnim ptipad¢ je do duplexu DNA vedle
uracilu inkorporovan 2-aminopurin. VysStépeni uracilu vede ke zméné fluorescence 2-aminopurinu.
Velikost této zmény pak slouzi k analyze aktivity UNG (Stivers, 1998; Bellamy et Baldwin, 2001).
Nevyhodou metody je jeji vysoka zavislost na teploté (Stivers, 1998). V ptipad€ pouziti pyrenu se
vyuziva schopnosti uracilu efektivné zhaset fluorescenci pyrenu (Ono et al., 2012). Tuto metodu je
mozné pouzit napiiklad pro in vitro analyzu UNG aktivity s purifikovanymi enzymy, nebo pro analyzu
UNG aktivity u bakterialnich bun¢k. Navic, fluorescencni vlastnosti pyrenu umoznuji ptimé sledovani
bunécénych opravnych aktivit pomoci mikroskopie (Ono et al., 2012).

Velice rychlym zptisobem méteni glykosylazové aktivity je metoda vyuzivajici fluorescencné
znacené oligonukleotidy (ON) ukotvené na povrchu magnetickych kulicek pokrytych streptavidinem
(viz obr. 7). Oligonokleotidova sonda je slozena z kotviciho a kratSiho komplementarniho
oligonukleotidu. Kotvici oligonukleotid obsahuje biotin na 3" konci a fluorochrom 6-FAM (6-
karboxyfluorescein) na svém 5" konci. Komplementarni oligonukleotid ma na svém 3" konci zhasec
fluorescence — Black Hole Quencher 1 (BHQ-1). Soucasné ma ve svém fetézci uracil.
Oligonukleotidova sonda je inkubovana v roztoku obsahujicim enzym s glykosylazovou aktivitou
(napriklad bunécny nebo jaderny lyzat). Aktivitou tohoto enzymu je z oligonukleotidového fetézce
vystépen uracil, ¢imz dojde k destabilizaci oligonukleotidového komplexu a oddaleni molekul
fluorochromu 6-FAM a zhasece fluorescence BHQ-1. Vysledkem je postupny nartst fluorescence
v Case (Ligasova et al., 2021). Tato metoda umoziiuje naptiklad méfeni glykosylazové aktivity

v realném Case, a to jak v roztocich s purifikovanymi enzymy, tak i v bunécnych lyzatech. Navic, signal
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je mozné analyzovat pomoci ¢tecky desticek nebo pomoci fluorescencni mikroskopie. Oproti

molekularnim majédkiim nebo volnym sondam poskytuje tato metoda vyuzivajici ukotvené sondy

v

mnohem spolehlivéjsi vysledky v pfipadé analyzy bunéénych lyzatt (Ligasova et al., 2021).
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Obrazek 7 Schéma metody pro analyzu glykosyldzové aktivity

Na obrazku je zndzornéna schéma sondy a principu metody pro analyzu glykosyldzové aktivity pomoci
streptavidinem pokrytych magnetickych castic a oligonukleotidii s uracilem v fetézci. Prevzato a
upraveno z: Ligasova et al., 2021.

Dalsi metodou, kterd vyuziva pro analyzu aktivity UNG zhaseni fluorescence je pouziti oxidu
grafenu (GO). Metoda byla vyvinuta Chenem a kolektivem (Chen et al., 2019) a vyuziva ke stanoveni
aktivity UNG $tépici reakci pomoci exonukleazy I, modifikovanou DNA sondu s FAM na 3" konci
a zhaseci efekt GO. Na DNA sond¢ se v komplementarni oblasti vlasenky nachazi dva uracilové
deoxyribonukleotidy. Tato vlasenkova struktura je odbourdna plsobenim UNG za vzniku
jednovlaknové DNA (ss-DNA). Nasledné¢ ptisobenim exonukleazy I dochazi k odbourani ss-DNA, coz
vede k uvolnéni molekuly FAM a vysokému signalu fluorescence v pritomnosti GO. Nevyhodou
metody je nutnost pouziti dal$iho enzymu - exonukleazy I (Chen et al., 2019).

Kladova a kolektiv (Kladova et al., 2020) vyvinuli metodu pro méfeni aktivity glykosylaz
zalozené na fluorescenci. V tomto pfipad¢ obsahovaly fluorescencné znacené DNA sondy modifikované
nukleotidy specifické pro studované enzymy. Jeden typ DNA sondy obsahoval FAM a BHQI na 5’
koncich oligonukleotidi a druhy typ DNA sondy obsahoval FAM na 5" konci a BHQ1 na 3" konci
oligonukleotidového duplexu. V ptipadech obou sond byla DNA glykosylazou odstranéna poskozena
baze a doslo ke vzniku AP mista. Toto misto bylo $tépeno endonukledzou APE1, ¢imz doslo k uvolnéni
kratkého oligonukleotidového fragmentu z duplexu a vzdaleni FAM od BHQ. To bylo doprovazeno

zvySenim signalu (Kladova et al., 2020). Jelikoz tato metoda vyuziva plisobeni jak glykosylazové, tak i
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APE1 endonukledzové aktivity, neumoziiuje analyzu samotné glykosylazové aktivity (Kladova ef al.,
2020).

Jinou metodou vyuZzivanou k méfeni aktivity UNG glykosyldzy je povrchova plasmonova
rezonance (SPR). Metoda je zaloZena na oligonukleotidovém duplexu pfichyceném k streptavidinem
pokrytému povrchu senzoru pomoci biotinu. Oligonukleotidové sondy jsou pfichyceny k ¢ipu na
senzoru SPR. Senzor vyuziva dvouvlaknové uspotradani, kde ON duplex je pfichycen ke streptavidinem
pokrytému povrchu senzoru. Dusledkem Stépici aktivity UNG je ON duplex destabilizovan
a komplementarni oligonukleotid je uvolnén. To vede ke zméné€ v odpovédi senzoru (Ligasova et al.,
2021). Vyhodou uvedené metody je, Ze neni potiebna piiprava fluorescenéné znacenych sond. Navic
vyuziva pritokovy systém, a tim umoziuje velice rychlou vyménu jednotlivych roztokl. Proto je

vhodna napiiklad pro kinetické studie (Ligasova et al., 2021).

3.5 Bunécéna senescence

Poskozeni DNA je spolu se zkracovanim telomer nebo aktivaci onkogenti povazovano za
spoustéce bunétné senescence (Alimonti et al., 2010; Childs et al., 2017). Po dosazeni urcitého poctu
déleni (obvykle 40-60) (Hayflick e Moorhead, 1961) podstupuji normalni lidské bunky zastaveni
bunééného rustu. Tento proces je znamy jako replikacni senescence a je povazovan za tumor
supresorovy mechanismus (Childs et al., 2015). Jedna se o proces, jehoz pocatecnim krokem je zastaveni
bunééného cyklu. To obvykle zahrnuje inhibici aktivity Cdk a cyklinGi pomoci proteinti p21 a p16™*,
Protein p16™** inhibuje Cdk4 a Cdk6, které reguluji postup bun&k bunéénym cyklem v G1 fazi tim, Ze
se podileji na fosforylaci pRB (Hara et al., 1996). Protein p21 inhibuje Cdkl a Cdk2 (Abbas et Dutta,
2009). Buiiky s natolik poSkozenou DNA, Ze neni mozna jeji oprava, mohou zastavit svijj rist v G1
nebo v G2 fazi a vstoupit do senescence nebo apoptozy (Feringa et al., 2018; Kumari et Jan, 2021).
Senescentni buiiky nejsou schopny exprimovat geny nezbytné pro bunécnou proliferaci (Dimri et al,
1994) a zGstdvaji diky interakci p53 pl16™** -Rb permanentné neteéné viéi mitogennim signdlim
(Takahashi et Hara, 2007), coz zastavuje jejich rast (van Deursen, 2014). Bunky vstupujici do stavu
senescence prochazi dramatickymi zménami v morfologii — dochazi ke zvétSeni objemu nebo zméné
pivodniho tvaru bunky, které je doprovazeno zménami ve struktufe jadra, genové expresi, zpracovani
proteini a metabolismu. V nékterych bunécnych typech je senescence spojovana se zménami ve
struktufe chromatinu (Sitte et al., 2000; Narita et al., 2003). Naruseni procesu senescence muze vést

k transformaci bun¢k v nadorové (Dimri et al., 1995).

3.5.1 Indukovana senescence

Kromé pfirozené senescence (viz podkapitola 3.5) existuje i senescence indukovana.
Senescence muze byt indukovana napiiklad ionizujicim zatfenim, genotoxickymi latkami, oxidativnim

stresem nebo demetylacnimi a acetylacnimi Cinidly (Hernandez-Segura et al., 2018). Exprese gent
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nezbytnych pro senescenci je kontrolovana acetylaci histoni a DNA metylaci. V tomto ohledu napf.
inhibitory histon deacetylazy mohou zah4jit senescenci u jinak normalnich bun€k (Pazolli et al., 2012).

Senescence muze byt indukovéana také onkogeny. Jedna se o rozsahlou antiprolifera¢ni odpoveéd
na onkogenni signalizaci zplsobenou mutaci onkogenu nebo inaktivaci tumor supresorového genu.
Ackoli drahy zajistujici onkogeny indukovanou senescenci jsou velice komplexni, mezi hlavni

regulatory, které se podileji na zastaveni proliferace, patii proteiny pRb a p53 (Chandeck ef Mooi, 2010).

3.5.1.1 Detekce senescentnich bunék

Zastaveni bunécného cyklu, jakozto jeden z nejnapadnéjsich znakt senescence (viz podkapitola
3.5), je charakterizovano ztratou replikacni aktivity. Pro rozliSeni senescentnich bunc¢k a bunck
proliferujicich se pouzivaji naptiklad modifikované nukleosidy jako je 5-bromo-2’-deoxyuridin (BrdU)
nebo etynyl-2’-deoxyuridin (EdU). Tyto nukleosidy pak do své DNA inkorporuji v pribéhu replikace
pouze proliferujici buniky (Gonzalez-Gualda et al., 2020).

Jednim ze znakid senescentnich bunék je rovnéz typicka zména chromatinu a vytvareni se
senescenci asociovanych heterochromatinovych ohnisek (SAHFs). V téchto ohniscich se nachazi
heterochromatinové markery jako je napf. histon H3, ktery je metylovan na lysinu 9 (trimetylace,
H3K9me3) nebo heterochromatin protein 1 (HP1). Rovnéz zde dochazi k akumulaci nehistonovych
proteint HMGA (Narita et al., 2003). SAHFs mohou byt detekovany pomoci znaceni DAPI anebo
protilatkami proti histontim, které tvoii komponenty SAHFs (Aird et Zhang, 2013).

V senescentnich buiikach lze detekovat pfitomnost struktur, jako jsou promyelocyticka
leukemicka téliska (PML), ktera se nachazeji ve vétsim mnozstvi v senescentnich bunkach (Van Damme
et al., 2010). Tato téliska jsou soucasti bunécného jadra a podileji se na regulaci fady procesi jako je
replikace DNA, transkripce nebo epigenetické umlcovani genti (Stuurman et al., 1990; Lallemand-
Breitenbach et de Thé, 2010). PML jsou rovnéz schopny regulovat fadu bunécnych procest jako je
apoptoza, senescence nebo odpoveéd na poskozeni DNA (Wang et al., 1998; Ferbeyre et al., 2000). PML
téliska jsou nejcastéji detekovana pomoci imunofluorescen¢niho znaceni (Dellaire, 2006).

Senescentni a nesenescentni buiiky 1ze rozlisit podle fady znaku, které lze detekovat pomoci
svételné mikroskopie (Hooten et Evans, 2017). Jednim znich je napiiklad velikost bunék. Podle
Gonzalez-Gualda a kolegli dochézi u senescentnich bunék k naristu jejich velikosti (Gonzalez-Gualda
et al., 2020). Dalsim detekovatelnym znakem je autofluorescence senescentnich bunék. V téchto
bunkach dochédzi k metabolickym zménam (napiiklad v mitochondriich byly pozorovany zmény
v poméru NAD/NADH) (Wiley et Campisi, 2021) a hromadéni lipopigmentl (jedna se o molekuly,
které se v buiikdch vyskytuji pfirozen€, napt. lipofuscin). Ty jsou detekovany pomoci jejich
autofluorescence (Zhai et al., 2021). Senescentni buiiky rovnéz vykazuji zvySené mnozstvi nespravné
slozenych proteinti (Cuanalo-Contreras, et al., 2023), které je doprovazeno zménami vnitinich struktur

jako je zvétSeni velikosti jadra nebo zvyseni poctu lysozomi (Lipetz et Cristofalo, 1972).
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Jednim z velice Casto pouzivanych zplsobl detekce senescentnich bunck je analyza se
senescenci asociované P-galaktosidazy (SA-B-Gal) (Childs et al., 2019). V tomto pfipade se bunky
kultivuji se substratem obsahujicim 5-bromo-4-chloro-indolyl-galaktopyranosid (SA-Gal). Jedna se
o bezbarvou slou¢eninu obsahujici galaktézu spojenou s indolem. Pokud se senescentni buiiky nachazi
v roztoku s chromogennim substratem obsahujicim SA-Gal, pak pti pH 6 dochazi k aktivaci hydrolazy
anasledné vznika modry produkt (Dimri et al., 1995). Ten je zpravidla detekovan svételnou mikroskopii
(Dimri et al., 1995).

Jinou moznosti detekce senescence miize byt kombinace proliferatnich markert Ki-67 a PCNA
(Correia-Melo et al., 2012). Princip je zalozen na neptitomnosti téchto proteint a pfitomnosti proteinu
YH2X, ktery je markerem poSkozeni DNA.

Pro detekci senescentnich bun€k byly rovnéz pouzity nanocastice, (Ekpenyong-Akiba et al.,
2019). Nanocastice byly pouzity k detekci epitopu B2 mikroglobulinu (B2M), ktery je specificky pro
senescentni bunky.

V souhrnu Ize fici, ze ackoli existuje cela fada metod pro analyzu senescentnich bungk, ani jedna
z nich neumoznuje presné odliSeni senescentnich a proliferujicich bunék. Proto se v soucasnosti pouziva
kombinace alespon tii zptisobl detekce senescentnych bunék. Piikladem je soucasné pouziti detekce

SA-B-Gal aktivity a SAHFs v kombinaci s analyzou replikacni aktivity.
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Tabulka 2 Prehled vybranych metod detekce senescentnich bunck

Metoda

Princip

Vyhoda

Nevyhoda

Inkorporace
modifikovanych
nukleosidi nebo

nukleotidu

Nukleosidy inkorporuji pouze
replikujici bunky (Gonzalez-
Gualda et al., 2021).

Jednoducha a rychla metoda
(Gonzalez-Gualda et al., 2021).

V ptipadé pouziti EAU jeho vysoka cytotoxicita
(Haskins et al., 2020). V ptipadé primérnich linii
je nutné kontrolovat, zda nedoslo ke kontaktni
inhibici.

Detekce SAHFs

Typicka zména chromatinu
v senescentnich buinikach —
SAHFs. Detekce pomoci DAPI a
protilatek proti histonim (Aird et
Zhang, 2013).

Rychla metoda (Aird et Zhang, 2013).

SAHFs se nevytvareji ve vSech typech
senescentnich bun¢k (Xiao et al., 2018).

Detekce PML

Zvyseny pocet PML télisek
v senescentnich bunkach
(Ivanschitz et al., 2013).

Jednoducha a rychld metoda pomoci
imunofluorescence (Bourdeau, 2009).

Metoda ukazuje pouze pomérove, Ze se
v senescentnich buiikach nachazi vice PML
télisek nez v bunkach nesenescentnich. Neni zde
dany presny pocet téchto télisek typicky pro
senescentni buiiky (Wenger ef al., 2014).

SA-B-Gal

SA-B-Gal je pfitomna
v senescentnich bunikach. Buiky

jsou pestovany na substratu X-gal.

Ty, ve kterych je SA-B-Gal
pfitomna, vykazuji modrou barvu
(Itahana et al., 2007).

Levna metoda, nenaro¢na na vybaveni
(Herrmann et al., 2020). Detekce
z heterogenni skupiny bunék (Itahana
etal.,2007).

Lze detekovat i u bunék, které nejsou
senescentni (Itahana et al., 2007).
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Tabulka 2 Pokracovani

Metoda

Princip

Vyhoda

Nevyhoda

Detekce pomoci
proteinu

Principem metody je detekce
senescence s vyuzitim markert
proliferace, kterymi jsou proteiny
Ki-67 nebo PCNA. V ptipadé
senescence tyto proteiny nejsou
detekovany, a naopak je
detekovana piitomnost proteinu
YH2AX, ktery je markerem
poskozeni DNA (Correia-Melo et
al., 2012).

Snadno proveditelna na tkanich

v parafinu (Correia-Melo et al., 2012).

Mnohokrokova metoda (Correia-Melo et al.,
2012).

Detekce pomoci
nanocastic

Metoda je zaloZena na
nanocasticich, které rozeznavaji
B2M. Ten je membranovym
znakem senescentnich bunék
(Dong et al., 2016) a jejich vazba
umoznuje detekci senescentnich
bun¢k (Ekpenyong-Akiba ef al.,
2019)

Metoda nema toxické ucinky na
organismus. Na nanoc¢astice mize byt
navazana latka, ktera specificky
vyhleda a odstrani senescentni bunky
(Ekpenyong-Akiba et al., 2019).

Metoda zahrnuje mnoho krok, ptiprava
komponentt je Casove a materidln¢ narocna
(Ekpenyong-Akiba et al., 2019).
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3.5.1.2 Vyuziti indukce senescence v terapii

Senescence a jeji indukce mtize hrat vyznamnou roli v terapii nadorovych onemocnéni, kdy se
jedna o tzv. terapii indukovanou senescenci (TIS) (Roninson, 2003). Cilem téchto terapii je indukce
bunécné smrti a senescence v rakovinnych buiikach (Fitsiou et al., 2021). Na onkogenni urovni muze
dojit k blokaci bunécné proliferace a usnadnéni infiltrace imunitnich bunék, coz funguje jako tumor
supresorovy mechanismus (Fitsiou et al., 2021).

TIS predstavuje novou metodu, kterd mize vylepsit 1éCbu rakoviny. V rakovinnych bunkach
mize byt indukovéana protirakovinnymi latkami nebo radiaci (Ewald et al., 2010). TIS miZze rovnéz
vykazovat toxické vedlejsi t€inky, a tim zvySenou odpovéd’ imunitniho systému vici tumortim (Ewald
et al., 2010). Nekteré terapie, napi. terapie zahrnujici inhibici CDK4/6 indukuji senescenci bez
genotoxického vlivu (Bousset et Gil, 2022).

Senescence miize byt rovnéz indukovana inhibici aurora kindz patiicich do skupiny
serin/threoninovych kindz, které reguluji fadu procesii probihajicich v mitdze jako je uspofadani
vieténka, oddéleni centrozomi nebo pfipojeni kinetochorti k mikrotubultim (Lioutas et Vernos, 2013).
Terapie rakovinnych onemocnéni indukuji ovSem senescenci i v jinych nez rakovinnych buikach.
Indukce senescence ve zdravé tkani byva také spojovana s vedlej$imi uc¢inky chemoterapie (Demaria et
al., 2017) a akumulace senescentnich bun€k hraje roli ve vyvoji dalSich patologickych projevi

(Ekpenyong-Akiba et al., 2019).

3.5.2 Nadorové bujeni

V piipadé, ze dojde k naruseni bunécnych regulaci, jako napf. k naruSeni signalni drahy
RTK/RAS/MAP-Kinazy nebo PI3K/Akt v bunééném cyklu (Sanchez-Vega et al., 2018) nebo k naruseni
oprav DNA, mize dojit k nekontrolovatelnému bunénému déleni, které je charakteristické pro
nadorové buiiky (Cooper, 2000). Dilezitou roli v téchto regulacich hraji tzv. protoonkogeny. Jedna se
o skupinu gentl, které mohou zplsobit zménu zdravych bunék na buiky nadorové. Piikladem
protoonkogenu je naptiklad protein p53 nebo proteiny RAS, které hraji dulezitou roli pfi signalizaci
pomoci ristovych faktor (Finlay et al, 1989; Pylayeva-Gupta et al., 2011). Jejich funkce spociva
v pfenosu signalu zajistujicim bunécnou proliferaci. Funkce protoonkogenli muize byt narusena
chromosomalni aberaci nebo mutaci. Nasledkem je jejich zména v onkogeny, které vedou ke vzniku
nadorového onemocnéni (Kontomanolis et al., 2020).

Dals$imi regulatory jsou tumor supresorové geny. Ty, na rozdil od protoonkogentl, omezuji
bunécny rust a déleni. Jednim z nejlépe prostudovanych supresori je pRb, ktery je soucasti kontrolniho
bodu faze G1 (viz podkapitola 3.2). Tento protein brani vstupu buiiky do S faze a hraje dtlezitou roli
v kontrole bunécného cyklu (Weinberg, 1995). Po jeho vazbé k transaktivacni doméné E2F proteinu

pRB blokuje genovou transkripci genti nezbytnych pro postup bun¢k z G1 do S faze (Giacinti et
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Giordano, 2006). Inaktivace proteinu pRB ma za nasledek nekontrolovatelné bunééné déleni a tim vznik
nadorového onemocnéni (Lohmann, 1999).

Dtlezitou roli v téchto regulacich hraje protein p53, ktery vykazuje tumor supresorovou funkci
(Finlay et al., 1989; Zilfou et Lowe, 2009). p53 je indukovany stresovymi signaly jako je poskozeni
DNA, aktivace onkogent nebo nedostatek zivin. Vysledkem jeho aktivace je apoptdza nebo zastaveni
bunécéného cyklu. Nejcastéjsi mutace v rakovinnych bunkéach je prave v proteinu p53 (Lawrence et al.,

2014; Hafner et al., 2019).

3.5.3 Apoptoza

Apoptoza neboli programova bunécnd smrt, se bézn¢ vyskytuje u zdravych bunck v dasledku
jejich starnuti, a slouzi k udrzeni zdravé bunécné populace (Norbury et Hickson, 2001). K apoptoze
dochazi mimo jiné v dasledku takového poskozeni DNA, Ze neni mozna jeji oprava (Elmore, 2007).

Poruchy v bunécné signalizaci mohou vést k naruseni pribéhu apoptodzy a vzniku nadorového
onemocnéni v disledku nekontrolovaného déleni (viz podkapitola 3.5.1) (Wang et Harris, 1997). Proces
bunécné smrti mtze byt také inaktivovan riznymi mechanismy vcetné genetickych nebo epigenetickych
zmen, piipadné¢ virovymi onkogennimi proteiny zpisobujicimi tumorogenezi (Elmore, 2007).
Apoptotické bunky jsou typické urcitymi biochemickymi modifikacemi jako je St€peni proteinii nebo
fragmentace DNA (Hengartner, 2000).

Hlavnimi enzymy, které se apoptozy Ucastni jsou kaspazy. Jsou rozliSovany dvé kaspazové
drahy — vngjsi a vnitini. Vngjsi draha je spousténa vazbou ligandu k tzv. receptorim smrti (DR), které
patii do superrodiny tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) (Hussar, 2022). Tato drédha je obvykle
zahdjena signdlem pochézejicim z prostiedi mimo buiiku, nejcastéji se jedna o NK lymfocyty (z
anglického natural killer cell — ,,pfirozeny zabijak) nebo CD8 pozitivni cytotoxické T lymfocyty.
(Yanumula et Cusick, 2022). Vnitini draha je zahdjena senzory, které detekuji poskozeni DNA,
pritomnost virovych patogentl, zafeni, toxini nebo nedostatku signalti k pteziti zprostfedkovany jinymi
bunkami (Yanumula et Cusick, 2022). Tyto signdly zplisobuji zménu ve vnitini mitochondridlni
membrané, které vyusti v uvolnéni pro-apoptotickych proteinil z vnitini membrany do cytosolu (Saelens

etal.,2004).
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4 Metodika
4.1 Biologicky material

V experimentech byly pouzity nasledujici lidské bunécné linie: HeLa, NCI-H2009, HCT-116,
U2-0OS, hTERT RPE-1 a IMR-90. HeLa buniky pochézeji z nadorové bunécné linie odvozené z rakoviny
délozniho ¢ipku. Bunécéna linie NCI-H2009 je rovnéz nadorového typu a byla odvozena z bunééné linie
pochazejici z karcinomu plic. Bunécna linie HCT-116 byla odvozena z kolorektalniho karcinomu
tlustého stfeva a bunécéna linie U2-OS byla odvozena z osteosarkomu. Dalsi pouzitou bunécnou linii
byla imortalizovana diploidni bunécna linie hTERT RPE-1 (RPE-1), ktera pochazi z pigmentovych
epitelidlnich bunék sitnice. Tato bunécna linie byla piipravena imortalizaci buné¢né linie RPE-340
pomoci podjednotky lidské telomerazové reverzni transkriptdzy (hTERT) transfekované plazmidem
exprimujicim pGRN145 hTERT (Bodnar, 1998). Jako posledni byly pouZity diploidni fibroblasty —
IMR-90. Tato bunéc¢na linie byla odvozena z plicni tkané. V piipadé IMR-90 byly sledovany jak bunky
v rostouci fazi, tak buiiky senescentni. Senescentni buniky byly pfipraveny z bunék v rostouci fazi. Ty
byly kultivovany tak dlouho, az pfirozené piesly do senescence. Senescence byla kontrolovana pomoci
detekce se senescenci spojenou B-galaktosiddzou (SA-Gal), analyzou replikacni aktivity a analyzou
vytvareni se senescenci spojenych heterochromatinovych oblasti (SAHFs). Buné¢né linie HeLa, NCI-
H2009 a RPE-1 byly kultivovany v Dulbecoveé modifikovaném Eaglové médiu (D-MEM), ke kterému
bylo priddno 10% fetalni hovézi sérum (FBS), 7,5% NaHCO; a gentamicin (80 mg-ml™"). Bun&né linie
U2-0S a HCT-116 byly kultivovany v McCoyové 5A médiu, ke kterému bylo ptidano 10% FBS, 2,2
mg-ml”' NaHCO; a gentamicin (80 mgml'). Bun&nd linie IMR-90 byla kultivovana v Eaglové
minimalnim esencidlnim médiu (E-MEM), ke kterému bylo pfidano 20% FBS, 1,5 gI! NaHCO:;,

1 mmol I"! pyruvét sodny, gentamicin (80 mg-ml™).

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

e 1- nm magnetické ¢astice pokryté streptavidinem (NanoLink, kat. ¢. M-1002)
o 5-Etynyl-2'-deoxyuridin (Carbosynth, kat. ¢. NE08701)

e 5-FAM konjugovany s azidem (Lumiprobe, kat. ¢. E4130)

e Azid sodny > 99% (Merck, kat. ¢. 71290)

e Beta-merkaptoetanol (Merck, kat. ¢. 805740)

e Bromfenolova modr (Merck, kat. ¢. B0126)

e CaCly(Lach Ner, kat. ¢. 30974)

e CuSO0..5H,O (Merck, kat. €. 209198)
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D-MEM (Gibco, kat. ¢. 52100-039)

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO) (Merck, kat. ¢. 055K3447)
4’,6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. D3571)

Deoxycholat sodny (Merck, kat. ¢. 30970)

Dimethysulfoxid (DMSO) (Merck, kat. ¢. 34943)

Dodecyl sulfat sodny (SDS) (Merck, kat. ¢. L3771)

E-MEM (Merck, kat. ¢. M1018)

EDTA (Merck, kat. ¢. E9884)

Etanol (absolutni, >99,8%) (VWR, kat. ¢. 20821.321)

Fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF) (Merck, kat. ¢. 78830)

Fetalni hovézi sérum (Gibco, kat. ¢. 10270-106)

Fluorid sodny (NaF) (Merck, kat. ¢. S7920)

Gentamicin (Sadoz, kat. ¢. registra¢ni ¢islo — 15/278/91-B/C)

Glycerol (Merck, kat. ¢. G7893)

Glycin (Merck, kat. ¢. G8898)

HCI (35%) (Lach Ner, kat. ¢. 10033-A35)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Merck, kat. ¢. A7030)

Hydrochinon (Merck, kat. ¢. H9003)

KCI (Serva, kat. ¢. 26868)

KH>PO4 (Merck, kat. ¢. P5655)

Komplementarni kontrolni oligonukleotid obsahujici na svém 3 konci BHQI (oligonukleotid
CT; Generi Biotech, syntetizovany na zakazku)

Komplementarni  oligonukleotid obsahujici fluorochrom Cy5 na svém 5" konci
a obsahujici BHQI1 na 3" konci (Generi Biotech, syntetizovany na zakazku)

Komplementarni oligonukleotid obsahujici uracil a na svém 3" konci BHQ1 (oligonukleotid
C1U; Generi Biotech, syntetizovany na zakazku)

Kotvici oligonukleotid obsahujici biotin na 3" konci a fluorochrom 6-FAM na 5 konci (Generi
Biotech, syntetizovany na zakazku)

Luminata Forte (Merck, kat. ¢. WBLUF0500)

McCoyovo SA médium (Merck, kat. ¢. M4892)

Metanol (VWR, kat. ¢. 20864.320)

N N N’ N’ - Tetrametyl-etylendiamin (TEMED) (Merck, kat. ¢. 87689)

Na,HPOs (Merck, kat. ¢. 71649)
NaCl (Merck, kat. ¢. S9888)

NaHCOs (Merck, kat. ¢. S3817)
NaOH (Merck, kat. ¢. 06203)
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Paraformaldehyd (Merck, kat. ¢. 818715)

Persiran amonny (APS) (Serva, kat. ¢. 13375)

Primarni protilatka proti endonuclease IlI-like protein 1 (NTH1) (Abcam, kat. ¢. ab70726)
Primarni protilatka proti MCM?7 (Santa Cruz Biotechnologies, kat. ¢. sc-9966)

Primarni protilatka proti PCNA (Abcam, kat. ¢. ab18197)

Primarni protilatka proti RPA32 (Abcam, kat. ¢. ab2175)

Primarni protilatka proti UNG (Origene, kat. ¢. TA503563)

Proteazové inhibitory (Merck, kat. ¢. P2714)

Pyruvat sodny (Merck, P5280)

Sekundarni protilatka proti kralikovi konjugovand s Alexa Fluor 488 (Jackson
ImmunoResearch, kat. ¢. 111-545-144)

Sekundarni protilatka proti kralikovi znacena peroxidazou (Jackson ImmunoResearch, kat. €.
115-035-146)

Sekundarni protilatka proti mysi konjugovana s Alexa Fluor 488 (Jackson ImmunoResearch,
kat. ¢. 115-545-146)

Sekundarni protilatka proti mysi znacena peroxidazou (Jackson ImmunoResearch, kat. ¢. 115-
035-146)

Standard relativni molekulové hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Colour Standards) (Bio-
Rad, kat. ¢. 1610374)

Triton X-100 (Merck, kat. ¢. X100)

Trizma base (Tris) (Merck, kat. ¢. T6066)

Trypsin (Merck, kat. ¢. T4049)

Tween 20 (Merck, kat. ¢. P9416)

4.2.2 PouZzité soupravy

Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. 23227)
Sada pro detekci senescence (Abcam, kat. ¢. ab65351)
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit (Bio-Rad, kat. ¢. 1610183)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

4.2.3.1 Priprava roztokii pro kultivaci bunék

D-MEM: Do kadinky bylo navazeno 13,42 g praskového D-MEM a 3,7 g¢ NaHCOj3 (konecna
koncentrace 3,7 g1"'). Nasledné byly vSechny véci potfebné pro piipravu média otieny
dezinfekci a vloZzeny do lamindrniho boxu. Do kadinky s navazenymi latkami bylo ptfidano

cca 800 ml sterilni deionizované vody. Poté byla kadinka sroztokem pfemisténa na
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magnetickou michacku a médium s dalsimi slozkami bylo rozpusténo. Po rozpusténi byla
kadinka s roztokem op¢t otfena dezinfekci a umisténa do laminarni boxu. Dale bylo k roztoku
pridano 625 pl 80 mg-ml” gentamicinu (kone¢na koncentrace 50 pug-ml™") a 100 ml 100% FBS
(konecna koncentrace 10%). Roztok byl doplnén sterilni vodou na objem 1 litr. Roztok byl
dvakrat prefiltrovan pomoci 20ml stfikacky a Supor filtru o priméru 47 mm s 0,2um pory.
Po pfefiltrovani média byla ldhev opalena a uzaviena. Roztok byl uchovan pii 4 °C.

E-MEM: Do kadinky bylo navazeno 9,61 g praSkového E-MEM, 1,5 g NaHCO; (konecna
koncentrace 1,5 glI') a 0,11 g pyruvatu sodného (kone¢nid koncentrace
1 mmoll"). Nésledné byly vSechny véci potfebné pro piipravu média otfeny dezinfekci
a vlozeny do laminarniho boxu. Do kadinky s navazenymi latkami bylo pfidano cca 700 ml
sterilni deionizované vody. Poté byla kadinka s roztokem pfemisténa na magnetickou michacku
a médium s dal$imi slozkami bylo rozpusténo. Po rozpusténi byla kadinka s roztokem opét
otfena dezinfekci a umisténa do laminarniho boxu. Dale bylo kroztoku pfidano 625 ul
80 mg-ml' gentamicinu (kone¢na koncentrace 50 pg-ml') a 200 ml 100% FBS (kone¢na
koncentrace 20%). Roztok byl dvakrat prefiltrovan pomoci 20ml stiikacky a Supor filtru
o priméru 47 mm s 0,2um poéry. Po prefiltrovani média byla ldhev opalena a uzaviena. Roztok
byl uchovan pfi 4 °C.

McCoyovo 5A médium: Do kadinky bylo navazeno 11,9 g praskového McCoyova média
a 2,2 g NaHCOjs (koneéna koncentrace 2,2 mg-ml ™). Nasledné byly viechny véci potiebné pro
pripravu média otfeny dezinfekci a vloZzeny do laminarniho boxu. Do kadinky s navazenymi
latkami bylo pfidano cca 800 ml sterilni deionizované vody. Poté byla kadinka s roztokem
pfemisténa na magnetickou michacku a médium s dal$imi slozkami bylo rozpusténo.
Po rozpusténi byla kadinka s roztokem opét otfena dezinfekci a umisténa do laminarniho boxu.
Dale bylo k roztoku pfidano 625 pl 80 mg-ml” gentamicinu (koneéna koncentrace 50 ug-ml™),
100 ml 100% FBS (konecna koncentrace 10%). Roztok byl dvakrat prefiltrovan pomoci 20ml
stiikacky a Supor filtru o priméru 47 mm s 0,2pum pory. Po piefiltrovani média byla lahev

opalena a uzaviena. Roztok byl uchovan pti 4 °C.

4.2.3.2 Priprava bunécnych lyzdtu

1 mol-I"' Tris-HCI, pH 7,5: K 80 ml deionizované vody bylo pfidano 12,114 g Tris. Pomoci
1 mol-1" HCI bylo upraveno pH na 7,5. Objem byl doplnén deionizovanou vodou na 100 ml.
Roztok byl promichan a uchovéan pfi 4 °C.

1 molI"" Tris-HCI, pH 8: K 80 ml deionizované vody bylo piidano 12,114 g Tris. Pomoci
1 mol-I"" HCI bylo upraveno pH na 8. Objem byl doplnén deionizovanou vodou na 100 ml.

Roztok byl promichan a uchovéan pfti 4 °C.
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1 mol-I'' KCI: K 800 ml deionizované vody bylo ptidano 74,55 g KC1. KCI byl rozpustén a poté
byl roztok doplnén deionizovanou vodou na objem 1 I. Roztok byl promichan a uchovan pii
4 °C.

1 mol-1" NaOH: K 80 ml deionizované vody bylo pfidano 3,99 g NaOH. Po rozpusténi byl
objem doplnén deionizovanou vodou na objem 100 ml. Roztok byl uchovan pfi
4 °C.

1 mol-I' HCI: K 91,25 ml deionizované vody bylo ptidano 8,74 ml 35% HCI (p = 1,18 g-cm™).
Roztok byl promichéan a uchovan pfti 4 °C.

0,5 mol'lI"" EDTA: K 400 ml deionizované vody bylo ptidano 93,05 g Na,EDTA-2 H,O. EDTA
bylo rozpusténo a pH bylo upraveno na 8 pomoci 1 mol-I" NaOH. Objem byl dopInén do
500 ml deionizovanou vodou. Roztok byl promichan a uchovan pfi 4 °C.

10x PBS: Ve 400 ml deionizované vody bylo rozpusténo 40 g NaCl, 7,1 g Na,HPOs,
1 gKCla 1,22 g KH,POu, pH bylo upraveno na 7,4 pomoci 1 mol-I"' NaOH a roztok byl doplnén
deionizovanou vodou na 500 ml. Roztok byl sterilizovan v autoklavu. Pfipraveny roztok byl
uchovan pfi 4 °C.

1x PBS: K 900 ml deionizované vody bylo ptiddno 100 ml 10x PBS. Roztok byl promichan
a uchovan pii 4 °C.

10x protedzové inhibitory: Prasek byl rozpustén v 80 ml deionizované vody, rozmichan a poté
doplnén na objem 100 ml. Roztok byl rozplnén do zkumavek a wuchovan pfi
-20 °C.

Pufr A: K 9,8 ml deionizované vody bylo pfidano 100 pl 1 mol-I" Tris-HCI, pH 7,5 (kone¢na
koncentrace 10 mmoll') a 100 ul 1 moll’ KCI (koneéna koncentrace
10 mmol-1"). Roztok byl promichén a ponechén na ledu.

Pufr B: K 8,79 ml deionizované vody bylo piidano 100 pl 1 mol-1" Tris-HCI, pH 7,5 (kone&né
koncentrace 10  mmol-I"), 100 ul 1 moll" KCI (kone¢nd koncentrace
10 mmol-I'"), 10 pl 0,5 mol-I" EDTA (kone¢na koncentrace 0,5 mmol-1") a 1000 pl 10x
proteazového inhibitoru (konecnd koncentrace 1x). Roztok byl promichan a ponechan na ledu.
Pufr C: K 4334 ul deionizované vody bylo pfiddno 60 pl 1 mol-I" Tris-HCI, pH 7,5 (kone¢na
koncentrace 10 mmol-1"), 1000 pl 1 mol1" KCI (koneéna koncentrace 166,6 mmol-I'"), 6 ul
0,5 mol-I'" EDTA (kone¢na koncentrace 0,5 mmol-1')a 600 pl 10x proteazového inhibitoru
(konec¢na koncentrace 1x). Roztok byl promichan a ponechéan na ledu.

Pufr D: K 4890 pl deionizované vody bylo pfiddno 100 ul 1 mol-1" Tris-HCI, pH 7,5 (kone¢na
koncentrace 10 mmol-1""), 10 pl 0,5 mol-1" EDTA (koneéna koncentrace 0,5 mmol-1"), 1000 pl
10x proteazového inhibitoru (konecna koncentrace 1x) a 4 ml

1 mol-I"" KCI (koneéna koncentrace 400 mmol-1"). Roztok byl promichan a ponechan na ledu.
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e Pufr RIPA: 15 ml 1 molI"' NaCl (koneéna koncentrace 150 mmol-1"), 1 ml 100% Tritonu X-
100 (kone¢na koncentrace 1%), 0,5 g 0,5% deoxycholatu sodného, 0,1 g 0,1% SDS, 0,5 ml
1 moll" Tris-HCl, pH 8 (konet¢na koncentrace 5 mmoll"), 1 ml
100 mmol-1" PMSF (kone¢na koncentrace 1 mmol-1"") 0,021 g 0,021% NaF bylo rozmichano
v 50 ml deionizované vody. Po rozpusténi byl roztok doplnén deionizovanou vodou na 90 ml.
Tésné pred pouzitim bylo pfidano 10 ml roztoku proteazovych inhibitort.

e 0,9% NaCl: Bylo navazeno 0,45 g NaCl a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 50 ml deionizované
vody. Po promichani byl roztok a uchovan pti pokojové teplote.

e 2 mgml' BSA v0,9% NaCl: 100 mg BSA bylo rozmichiano ve 40 ml 0,9% NaCl
a nasledné byl objem doplnén 0,9% NaCl na 50 ml. Roztok byl rozmichan a uchovan pfi

pokojové teploté.

4.2.3.3 Roztoky poufité pro metodu western blot

o 70% etanol: K 364,5 ml > 99,8% etanolu byla doplnéna deionizovana voda na objem 500 ml.
Roztok byl ponechan pii pokojové teploté.

e 10x Tris-Glycin-SDS running buffer (TGS): Ve 300 ml deionizované vody bylo rozpusténo 5 g
SDS (koneéna koncentrace 1%), 15 g Trisu (koneéna koncentrace 0,25 mol-1") a 72 g glycinu
(kone¢na koncentrace 1,92 mol-1"). Po rozpusténi byl roztok doplnén deionizovanou vodou na
500 ml. Roztok byl uchovan pii 4 °C.

e 10x Tris-Buffered Saline (TBS), pH 7,6: Ve 400 ml deionizované vody bylo rozpusténo 12,1 g
Trisu (koneéna koncentrace 0,2 mol-I'") a 40 g glycinu (koneéna koncentrace 1,37 mol-1"). pH
roztoku bylo upraveno pomoci 1 mol1" HCIL Roztok byl doplnén deionizovanou vodou na
objem 500 ml. Roztok byl uchovan pfti 4 °C.

e 1x TBS: K 2700 pl deionizované vody bylo pfidano 300 ul 10x TBS. Roztok byl promichan.

e 1x TGS: Ke 450 ml deionizované vody bylo piidano 50 ml 10x TGS. Roztok byl promichan.

e Transferovy pufr: Ve 400 ml deionizované vody bylo rozpusténo 6 g Trisu (koneCna
koncentrace 0,025  moll") a 28,8 g glycinu  (konecnd  koncentrace
0,192 mol-I'"). Po rozpusténi bylo k roztoku p¥idino 400 ml metanolu (koneéna koncentrace
20%). Pripraveny roztok byl doplnén deionizovanou vodou na objem 2 1. Roztok byl promichan
a vychlazen piti 4 °C.

e 10% APS: Do mikrozkumavky bylo navazeno 0,1 g APS a toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 1 ml deionizované vody. Roztok byl uchovan pti 4 °C po dobu tfi tydnd.

e 0,25% Bromfenolovda modi: Bylo navazeno 25 mg Bromfenolové modre
a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 5 ml deionizované vody. Po rozpusténi byl objem doplnén

na 10 ml.
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e 5x Laemmliho vzorkovy pufr (pufr L. S.): Bylo smichano 1,75 ml
0,5 mol-I"! Tris-HCI, pH 6,8 (koneéna koncentrace 87,5 mmol-1"), 4,5 ml glycerolu, (kone&na
koncentrace 45%), 0,5 g SDS (kone¢na koncentrace 5%), 0,5 ml 0,25% bromfenolové modie
(konecna koncentrace 0,0125%) a 1,25 ml B-merkaptoetanolu (kone¢né koncentrace 12,5%).
Roztok byl doplnén deionizovanou vodou na objem 10 ml a uchovan pii -20 °C.

e 0,5 moll' Tris-sHCl, pH 6,8: K80 ml deionizované vody bylo ptidano
6,057 g Trisu. Nasledng bylo pomoci 1 mol-1" HCI upraveno pH na 6,8. Objem byl doplnén
deionizovanou vodou na 100 ml. Roztok byl promichan a uchovan piti 4 °C.

o 0,1% Tween 20 v pufru 1x TBS (TBS/T): Nejprve bylo odméieno 100 ml pufru 10x TBS
a k nému byl pfidan 1 ml Tween 20. Roztok byl doplnén deionizovanou vodu na objem 1 L

e Blokovaci roztok: Byl navazen 1 g BSA a ten byl rozpustén ve 20 ml pufru TBS/T.

e Roztok primarni protilatky s 5% BSA, 0,05% Tween 20 v 1x TBS: Bylo navazeno 0,15 g BSA
a toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 3 ml 1x TBS. K roztoku bylo pfidano 1,5 ul Tween 20.
Roztok byl promichan. Byly odebrany 3 nebo 6 pl roztoku a k zbylému roztoku bylo ptidano
mnozstvi protilatky uvedené v Tabulce 3. Roztok byl opét promichéan.

e Roztok sekundarni protilatky: Byl navazen 1 g BSA a toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 20 ml
pufru TBS/T. Byly odebrany 2 pl roztoku a pridany 2 pl sekundarni protilatky podle rozpisu
(viz tabulka 4). Roztok byl promichan.

4.2.3 4 Roztoky pouZité pro detekci proteinii a replikacni aktivity pomoci mikroskopu

e 2% formaldehyd v 1x PBS: Do kadinky bylo odméfeno 250 ml deionizované vody a k ni bylo
pfidano 10 g paraformaldehydu. Kéadinka byla umisténa na varnou plotynku do digestofte.
Jakmile byl roztok formaldehydu zahtaty ptiblizné na 60 °C, bylo k nému pftidano pfiblizné
8 kapek 1 mol-I" NaOH. K vychlazenému formaldehydu bylo pfidano 50 ml pufru 10x PBS
a roztok byl doplnén deionizovanou vodou na objem 500 ml. Roztok byl promichén, rozdélen
do 50 ml zkumavek a uchovan pti -20 °C.

e Pfiprava 0,2% Tritonu X-100 v 1x PBS: Do falkony bylo odméteno 49,9 ml 1x PBS a nasledné
k nému bylo ptiddno 100 pl 100% Tritonu X-100. Roztok byl umistén na vortex a byl zde
ponechan do Uplného rozpusténi Tritonu X-100. Roztok byl pfipraven tésn¢ pred pouzitim.

e 25 mmol-I" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-I"! NaCl: K 480,9 ml deionizované H,O bylo ptiddno
12,5 ml 1 mol-I" roztoku Tris-HCI, pH 7,5 a 75 ml 1 mol-1" NaCl. Roztok byl promichin
a uchovan pii 4 °C.

e 1 mmoll' DAPI: 10 mg DAPI bylo rozpusténo v 21,86 ml deionizované vody. Roztok byl
promichan, rozpipetovan a uchovan pii -20 °C.

e Montovaci médium (2,5% DABCO, 90% glycerol, 50 mmol-I" Tris-HCI, pH 8): 625 mg
DABCA bylo rozmichano ve 22,5 ml 100% glycerolu. Bylo pfidano 1,25 ml deionizované vody
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a roztok byl michan dvé hodiny na pokojové teploté. Poté k nému bylo pfidano 1,25 ml
1 mol'I" Tris-HCI, pH 8. Roztok byl promichan, centrifugovan a rozpipetovan do 1,5 ml
zkumavek. Jedna zkumavka byla ponechana na pokojové teplot¢ a zbytek byl uchovan pii

-20 °C.

4.2.3.5 Roztoky pro mérent glykosyldzové aktivity

1 mol'I"" NaCl: V 80 ml deionizované vody bylo rozpusténo 5,84 g NaCl. Po rozmichéni byl
roztok doplnén deionizovanou vodou na 100 ml a uchovan pfi 4 °C.

1 molI"! CaCl,: V 80 ml deionizované vody bylo rozpusténo 11,098 g CaCl,. Po rozpusténi byl
roztok doplnén deionizovanou vodou na 100 ml a uchovéan pii -20 °C.

20% azid sodny: Byly navaZzeny 2 g azidu sodného a toto mmnoZzstvi bylo rozpusténo
v 10 ml deionizované vody. Roztok byl uchovan pii 4 °C.

Pufr pro pripravu magnetickych ¢astic: Ve 300 ml deionizované vody bylo rozpusténo 0,5 g
BSA (konecna koncentrace 0,1%). Poté bylo kroztoku pfidano 12,5 ml
1 mol-I"" Tris-HCI, pH 7,5 (koneéna koncentrace 25 mmol-I""), 75 ml 1 mol-1"' NaCl (konéena
koncentrace 150 mmol-1™"), 250 ul 100% Tween 20 (koneéna koncentrace 0,05%) a 100 pl 20%
azidu sodného (konecna koncentrace 0,02%). Roztok byl promichan a doplnén deionizovanou
vodou na objem 500 ml. Roztok byl uchovan pii 4 °C.

Roztok kotviciho oligonukleotidu obsahujiciho na svém 3" konci biotin a na svém 5" konci
6-FAM a oligonukleotidu s fluorochromem Cy5 na svém 5 konci a biotinem na 3" konci: Ke
486,25 pl pufru pro ptipravu magnetickych ¢astic bylo pfidano 12,5 pl 0,1 mmol-1"! kotviciho
oligonukleotidu (kone¢n4 koncentrace 2,5 pmol-1") a 1,25 ul 0,1 mmol-1" Cy5 oligonukleotidu
(konec¢na koncentrace 0,25 pmol-17).

Roztok oligonukleotidu C1U obsahujiciho uracil a na 3" konci BHQ1: Ve 237,5 ul pufru pro
pfipravu magnetickych &astic bylo rozmichano 12,5 ul 0,1 mmol-I" C1U oligonukleotidu
(kone¢na koncentrace 5 umol-1").

Roztok oligonukleotidu CT obsahujiciho tymin a na svém 3" konci BHQ1: Ve 237,5 pul pufru
pro piipravu magnetickych &astic bylo rozmichano 12,5 ul 0,1 mmol-I" CT oligonukleotidu
(kone¢na koncentrace 5 umol-1").

Pufr pro méreni glykosylazové aktivity: Ke 46,8 ml deionizované vody bylo pfidano 500 pl
1 mol-I'! Tris-HCI, pH 7,5 (kone¢na koncentrace 10 mmol-1"), 2500 ul 1 mollI"' NaCl (kone&na
koncentrace 50 mmol-1"), 100 pl 0,5 mol-I"! EDTA (kone&na koncentrace 1 mmol-1"") a 100 ul

1 molI"' CaCl, (kone&n4 koncentrace 2 mmol-1™"). Roztok byl promichan a uchovan pii 4 °C.
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4.2.3.6 Roztoky pouZité pro kontrolu bunécné senescence

e Sada pro detekci bunéné senescence obsahujici 1x fixacni roztok, 100x barvici podpirny
roztok, 1x barvici roztok a 150 mg SA-gal.

e 20 mg/ml SA-gal: 0,01 g SA-gal bylo rozpusténo v 0,5 ml DMSO. Zasobni roztok byl skladovan
v tmavé zkumavce pfi -20 °C, a to po dobu nejdéle 1 mésice. Poté byl ptipraven novy zasobni
roztok.

e Klikaci smés: K 187,8 pl deionizované vody byly pfidany 2 pl 200 mmol-1" CuS04.5H20,
0,2 pl 10 mmol-1" 5-FAM-azidu a 10 pl 200 mmol-1" hydrochinonu. Pfipravena smés byla
promichana. Smés byla pfipravena tésné pied pouzitim.

e Piipravava 200 mmolI"' hydrochinonu: K 400 ml deionizované vody bylo pfiddno 11,01 g
hydrochinonu.  Roztok byl  promichdn, rozpipetovin do  2ml  zkumavek
a uchovan pii -20 °C.

e Pfiprava 1 moll' CuS04+5H,0: K 800 ml deionizované vody bylo pfidano 249,7 g
CuS04.5H20. Po rozmichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou na objem 1000 ml.
Nasledn¢ byl roztok promichan a uchovan piti 4 °C.

e Pfiprava 200 mmol-I" CuSO4.5H,0: K 400 ml deionizované vody bylo pfidano 100 ml
1 mol-I'' CuS04.5H,0. Roztok byl promichén a uchovén pii 4 °C.

e Piiprava 10 mmolI" 5-FAM-azidu: 5 mg 5-FAM azidu bylo rozpusténo v 1,1 ml DMSO.

Roztok byl promichéan, rozpipetovan a uchovan pii -20 °C.

4.2.4 Kultivace pouzitych bunéénych linii

Pti pasazovani bun¢k byla kultivacni média odsata z kultivacni nadoby a buiky byly opatrné
oplachnuty sterilnim pufrem (1x PBS, solny fosfatovy pufr). Pufr byl odstranén
a k bunikam byl ptidan 0,05% roztok Trypsin-EDTA (pfidané mnozstvi se odvijelo od pouzité kultivacni
nadoby: 0,5 ml nebo 1 ml nebo 2 ml/25 nebo 75 nebo 150 cm? kultivaéni plochy. Poté, co se buiiky
oddélily od dna kultiva¢nich nadob, byl roztok Trypsin-EDTA neutralizovan ptidanim kultivacniho
média s FBS (pfidané mnozstvi se odvijelo od pouzité kultivacni nadoby: 4,5 ml nebo 9 ml nebo 18 ml
média/25 nebo 75 nebo 150 cm?® kultivaéni plochy). Bun&na suspenze byla opatrné rozmichana.
Nasledné bylo alikvotni mnozstvi bunéné suspenze piidano do nové kultivatni nadoby s médiem

a bunky byly inkubovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% CO, (Kabotova, 2021).

4.3 Seznam pouzitych pristroji a pomicek

e Analytické vahy (Kern)

e Aparatura pro nanaSeni gelu Dual Gel Caster (Hoefer)
e Blotovaci papir TE26 (Hoefer)

e Centrifuga Microspin 12 (Biosan)
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Ctecka desti¢ek Infinite M200 Pro (Tecan)

Digestot PurAir (Air Science)

Douncertiv homogenizator (Merck)

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX83 (Olympus)
Hlubokomrazici box Innova U725 (New Brunswick)
Laboratorni tfepacka Mixer Lab Dancer Vortex (IKA)
Lednice (Liebherr)

Magnetické michacka (P-Lab)

Magneticky stojan (Unitrap)

Membrana (Bio-Rad, 162-0097; Amersham, GE10600001)
96-jamkova mikrotitracni deska (Greiner-Bio-One)
384-jamkova mikrotitracni deska (Greiner-Bio-One)
pH metr XS pH 8 (Giorgio-Bormac)

Sada mikropipet (Gilson)

Termoblok (Major Science)

Termomixer (Eppendorf)

Transferova nadoba TE22 (Hoefer)

Ttepacka (P-Lab)

Vertikalni elektroforeticka komora SE 260 (Hoefer)
Vyrobnik ledu (FrigoPro)

Zdroj stejnosmérného elektrického proudu EV200 (Consort)
Zobrazovaci systém ChemiDoc MP (Bio-Rad)
Sterilni 20 ml injekéni stiikacky (Chirana)

Membrany Supor™ PES (polyetylensulfon), 47 mm primeér, 0,2 um (Cytiva)

4.4 Pouzité experimentalni postupy

4.4.1 Priprava jadernych lyzatu

Bunky byly kultivovany v Petriho misce v kultivaénim médiu v CO; inkubatoru piti 5% CO,

a teploté 37 °C. Nasledujici den byly buniky zpracovany. Z Petriho misek bylo vylito kultivacni médium
a bunky byly tiikrat promyty 1x PBS. Néasledné byly rychle promyty 5 ml ledové vychlazeného pufru
A. Pufr byl vylit a k bunkam byly pfidany 2 ml ledové vychlazeného pufru B. Petriho miska s bunkami
byla umisténa na led a vzorky byly inkubovany v pufru B po dobu 20 minut za ob¢asného promichani.
Po uplynuti inkubac¢ni doby byly buiiky seskrabany skrabkou a v roztoku preneseny do vychlazeného
Douncerova homogenizatoru. Buiiky byly 30x homogenizovany. Poté byly pieneseny pomoci sklenéné

pipety a pipetovaciho balonku do 2ml mikrozkumavky a vzorky byly centrifugovany pti 4 °C po dobu

33



10 minut pii 12400 x g. Po skonceni centrifugace byl supernatant odstranén. Pelet byl rozsuspendovan
v 50 pl pufru B. Ke vzorku bylo nasledné pridano 200 ul vychlazeného pufru C. Vzorek byl promichan
a inkubovan na ledu po dobu 40 minut. Kazdych 10 minut byl vzorek promichéan na tfepacce. Poté byl
vzorek centrifugovan pii 4 °C po dobu 20 minut pii 12400 x g. Supernatant byl pfenesen do nové
mikrozkumavky a oznacen jako jaderny lyzat. Jaderné lyzaty byly rozpipetovany do mikrozkumavek

(po 60 pl) a skladovany v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C.

4.4.2 Priprava celobunécnych lyzati

Bunky byly kultivovany v Petriho misce v kultivacnim médiu v CO; inkubatoru pti 5% CO,
a teploté 37 °C (Kabotova, 2021). Nasledujici den byly buiiky zpracovany. Z Petriho misek bylo vylito
médium a bunky byly tfikrat oplachnuty 1x PBS. Nasledné byl k buiikam ptidan pufr RIPA (pfiblizné
0,2 ml na 1 milion bun¢k). Buniky byly seskrabany skrabkou a buné¢na suspenze byla umisténa do 2 ml
mikrozkumavky. Vzorek byl inkubovan po dobu 30 minut na ledu a poté byl centrifugovan pii
12400 x g. Supernatant byl pfemistén do nové 2 ml mikrozkumavky. Vzorek byl rozplnén do
mikrozkumavek po 400 pl a uchova pii -80 °C.

4.4.3 Méreni koncentrace proteinii pomoci BCA kitu

Pro méfeni koncentrace proteinti byla pouZita souprava Pierce BCA Protein Assay Kit a bylo
postupovano dle navodu vyrobce. Nejprve byla piipravena kalibra¢ni fada se znamymi koncentracemi
BSA. V pfipad¢ jadernych lyzati bylo BSA fedéno v pufru D, v ptipadé celobunéénych lyzatt v pufru
RIPA. Jednotlivé koncentrace BSA byly pfipraveny seridlnim fedénim zasobniho roztoku BSA
(2 mg-ml™) a 0,9% NaCl. Koncentra¢ni fada obsahovala 9 rGiznych koncentraci (od 1280 pg-ml™” — do
5 ug'ml™). Posledni vzorek predstavoval pozadi a obsahoval jenom puft. Jaderné lyzaty byly nafedény
v poméru 1:4 v pufru D. Celobunécné lyzaty byly fedény ve stejném poméru v pufru RIPA.

Do jamek mikrotitracni desky byly naneseny vzorky koncentracni fady ve tfech opakovanich,
do kazdé jamky bylo naneseno 25 pl. Dale byly do jamek mikrotitracni desticky naneseny vzorky,
rovnéz po 25 ul na jednu jamku. Ke vSem vzorktim bylo pfidano 200 ul BCA (bicinchoninova kyselina,
viz podkapitola 3.4.1.1) roztoku, ktery byl pfipraven smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 50:1.
Desticka s nanesenymi vzorky byla umisténa na tfepacku na 30 s, poté vlozena do termobloku
a inkubovana 30 minut pfi 37 °C. Absorbance vzorktll byla zmétena na ¢tecce desti¢ek pii vinové délce
562 nm. K vypoctu koncentrace proteinli z naméfené absorbance byl pouzit program Microsoft Excel.
Z kalibra¢ni fady byla vypoctena priimérna hodnota a nasledn¢€ bylo od ni odecteno pozadi. Pozadi bylo
rovno absorbanci pufru D/pufru RIPA bez ptidavku BSA. Poté byly vypocteny primérmé hodnoty
naméfenych absorbanci jednotlivych vzorki lyzatd. Od vypoctenych hodnot jednotlivych vzorki lyzath
bylo odec¢teno pozadi pufru D (u jadernych lyzatt) nebo pufru RIPA (u celobunécnych lyzath).
Z vypoctenych hodnot absorbanci jednotlivych kalibrac¢nich vzorkli byly sestrojeny kalibracni kiivky

(viz obr. 8). K jejich sestrojeni byla pouzita linedrni regrese s rovnici y = ax + b, kde b udava posunuti

34



pfimky na ose y, a smérnici pfimky, x hodnotu koncentrace a y hodnotu absorbance. Do rovnice byly
dosazeny vypoctené absorbance jednotlivych vzorkl a nasledné byla vypoctena koncentrace proteinii

v jednotlivych vzorcich lyzatd.
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Obrazek 8 Priklad kalibracni kiivky
Na obrazku je zobrazeno vzorové vyneseni kalibracni kiivky znazoriiujici zavislost koncentrace
proteinll na namétené absorbanci.

4.4.4 Denaturujici polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Veskeré vybaveni potiebné pro sestaveni elektroforézy a nasledného western blotu bylo umyto
saponatem, oplachnuto deionizovanou destilovanou vodou a nasledné 70% etanolem. Po ususeni byla
sestavena aparatura pro nanaSeni geli Dual Gel Caster a zkitu TGX Stain-Free™ FastCast™
Acrylamide Kit byly ptipraveny gely o tloustce 1,5 mm. Nejprve byl pfipraven separacni gel, kdy bylo
smichano 6 ml roztoku Resolver A a 6 ml roztoku Resolver B. Po promichani bylo ptidano 60 ul 10%
APS a 6 pl TEMED. Po naneseni separac¢niho gelu byl pfipraven zaostfovaci gel. V tomto ptipadé€ byly
smichany 2 ml roztoku Stacker A a 2 ml roztoku Stacker B. Po promichani bylo ptidano 20 ul 10% APS
a 4 pul TEMED. Thned po naneseni obou gelii byl vlozen hieben tak, aby se nevytvotily bubliny.
Polymerace gelt probihala po dobu 90 minut pii pokojové teploté. Nasledn¢ byl hieben vyjmut, nalévaci
aparatura rozebrana, gely pfemistény do bunic¢iny navlhéené deionizovanou vodou a zabaleny do folie.
Takto pfipravené gely byly umistény do uzaviratelného plastového sacku a uchovany pti 4 °C ptes noc.

Nasledujici den byla sestavena nadoba pro elektroforézu, do které byly umistény gely predem
vytemperované na pokojovou teplotu. Nadoba i elektroforetické komory byly zality pufrem 1x TGS.
Vzorky lyzati byly nejprve ponechany 20 minut na pokojové teploté, poté byly desetkrat promichany,
a nakonec centrifugovany po dobu 10 minut pii 12400 x g a 4 °C. Po centrifugaci byly vzorky lyzatt
smichany s deionizovanou vodou a pak byl ptidan pufr L.S. Smés byla pfipravena v poméru 4:1, kdy

4 dily tvoril ptipraveny vzorek lyzatu a vody a 1 dil tvofil pufr L.S. V ptipadé nadorovych bunéénych
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linii byla pouzita koncentrace 4 pg-ul™' a v piipadé diploidnich fibroblastii byla pouZita koncentrace
3 pug-ul™. Kontrolni lyzaty HeLa bunék byly nanaSeny v koncentraci 5 pg-pl"'. Takto pfipravené vzorky
byly promichany na laboratorni tfepacce a inkubovéany v termobloku po dobu 10 minut pti 95 °C.
Po ochlazeni na pokojovou teplotu byly vzorky opét promichany a naneseny do jednotlivych jamek na
gelu. Soucasné se vzorky byly naneseny 3 pl standardu molekulové hmotnosti. Nejprve probihala
elektroforeticka separace po dobu 10 minut pii napéti 100 V. Nésledné bylo napéti zvySeno na 120 V
a vzorky byly separovany piiblizn¢ 110 minut. Po dokon¢eni separace byla aparatura rozebrana, gely

vyjmuty a zaostfovaci gel byl odiezan.

4.4.5 Western blot

Gel se separovanymi proteiny byl po dobu 15 minut promyvéan v transferovém pufru. Soucasné
byla v transferovém pufru promyvana 1 nitrocelulozova membrana, a to po dobu
5 minut. Nésledné byl sestaven blotovaci sendvic. Do nadoby byl nalit transferovy pufr a do néj byla
ponofena kazeta. Do kazety byla vloZena houba, na ni filtrani papir, membrana, gel, namoceny filtracni
papir a jako posledni opét houba. Po sestaveni byla kazeta vlozena do transferové nadoby. Nadoba byla
naplnéna transferovym roztokem. Pienos probihal po dobu 60 minut pii napéti 75 V. Po celou dobu byla
transferova nadoba umisténa na magnetické michacce, aby bylo zajisténo konstantni promichavani
roztoku. Po skonceni transferu byla kazeta rozebrana a membrana byla promyvéna v pufru TBS/T po
dobu 5 minut na tfepacce. Po promyti byla membrana inkubovéana v blokovacim roztoku po dobu
60 minut na tfepacce. Po nasledném trojim promyti, kazdé po dobu 5 minut, byla membrana umisténa
do uzaviratelného sacku a byl k ni pfidan roztok primarni protilatky (viz tabulka 3). Inkubace probihala
pres noc pfi 4 °C na tiepacce.

Nasledujici den byla membrana opét promyta v pufru TBS/T na tfepacce (tfikrat po dobu
10 minut). Poté byla membrana inkubovana po dobu 60 minut se sekundarni protilatkou (viz tabulka 4).
Po dokonceni inkubace byla membrana opét tiikrat promyta v pufru TBS/T na tfepacce. Po promyti byly
k membrané pfidany 2 ml roztoku Luminata Forte. Membrana byla nasnimana pomoci pfistroje
ChemiDoc a programu ImagelLab. Nasledné hodnoceni bylo provedeno pomoci programu ImagelJ, kdy
byly zméfeny intenzity jednotlivych prouzkli detekovanych proteinti a soucasné jejich pozadi (napf.
Ligasova et al., 2021). Od jednotlivych hodnot namétenych intenzit bylo odecteno pozadi. Vysledné
grafy byly vytvofeny v programu Microsoft Excel. VSechny experimenty byly provedeny ve tfech

opakovanich.
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Tabulka 3 Pouzita fedéni primarnich protilatek pro western blot

Primarni protilatka ., Zasobni Kone¢na e
. Redéni Pouzity objem
proti koncentrace koncentrace
UNG 1:1000 0,42 mg-ml”’ 0,42 ug-ml! 3ul
NTHI 1:500 0,1 mg-ml" 0,2 pg'ml™ 6 ul
PCNA 1:1000 1 mgml 1 pgml! 3ul
RPA32 1:1000 0,1 mg-ml" 0,1 pg'ml™ 3ul
MCM7 1:500 0,2 mg-ml” 0,4 pg'ml™! 6 ul
Tabulka 4 Pouzita fedéni sekundarnich protilatek pro western blot
Sekundarni . Zasobni Konecna
Redéni vl 1.
protilatka edéni koncentrace koncentrace PouZity objem
Anti-mysi
1:1 ‘ml’! ‘ml™!
peroxidaza 0000 0,8 mg-ml 0,08 pgml 2 ul
Anti-kralici
1:10 -ml! -ml”! 2 ul
peroxidaza 000 0,8 mg'm 0,08 pg'm u

4.4.6 Lokalizace proteinti pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie

HeLa bunky byly kultivovany na kruhovych sklech o priméru 12 mm v Petriho misce
v kultivaénim médiu v CO; inkubatoru pii 5% CO. a teploté 37 °C a nasledujici den byly zpracovany.
Z Petriho misky bylo vylito médium a buiky byly tfikrat promyty 1x PBS. Nasledné byly bunky
fixovany 2% formaldehydem v 1x PBS po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Po fixaci byly buiiky
ttikrat promyty 1x PBS a permeabilizovany 0,2% Tritonem X-100 v 1x PBS po dobu 10 minut pfi
pokojové teploté. Dale byla skla s buitkami pfemisténa na kapku 1x PBS a poté byly buiky trikrat
promyty ve 25 mmol-I" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"". Po promyti byly buiiky inkubovany na kapce
primarni protilatky (viz tabulka 5) (30 pl) po dobu 60 minut pii pokojové teplote. Po dokonceni inkubace
byly buiiky tfikrat promyty ve 25 mmol-1"' Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"' po dobu 5 minut. Poté byla
skla s bunikami pfemisténa na kapku (30 pl) smési sekundarni protilatky a DAPI (viz tabulka 6) a buiiky
byly inkubovany po dobu 60 minut pfi pokojové teploté. Po skonceni inkubace byly bunky trikrat
promyty ve 25 mmol-lI" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-I"' po dobu 5 minut. Nasledn& byl pufr odsat
a skla s buitkami byla umisténa na kapku montovaciho média na podloznim skle. Poté byly buiiky
nasnimany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus IX83 (Olympus) s kamerou Olympus XM 10
a objektivem UPLFLN - 2PH, 20x, NA 0,3 (Olympus). Snimky byly snimany pii rozliSeni 1024 x 1024
pixelt. Ke snimani byl pouzit program CellSens Dimension (Olympus). Byly snimany fluorescencni

signaly DAPI a Alexa Fluor 488. Nasledn¢ byly obrazky zpracovéany v programu CellProfiler a GIMP.
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Tabulka 5 Pouzita fedéni primarnich protilatek pro detekci protilatek pomoci mikroskopu

Primarni protilitka . Konecna
Redéni Zasobni koncentrace

proti koncentrace
UNG 1:100 0,42 mg-ml”’ 42 pgml!
NTH1 1:100 0,1 mg-ml" 1 pgml!
PCNA 1:100 1 mg-ml! 10 ug'ml™
RPA32 1:200 0,1 mg-ml" 0,5 pgml”
MCM7 1:100 0,2 mg-ml" 2 pgml!

Tabulka 6 Pouzita fedéni sekundarnich protilatek a DAPI pro detekci protilatek pomoci mikroskopu

Sekundarni

protilatka Redéni Zasobni koncentrace | Koneéna koncentrace
i

Anti-mysi protilatka
konjugovana s Alexa 1:100 1,5 mg'ml” 15 ug'ml™!
Fluor 488
Anti-krali¢i protilatka
konjugovana s Alexa 1:100 1,5 mg'ml™ 15 ug'ml™!
Fluor 488

DAPI 1:100 1 mmol-ml™ 10 umol-ml™

4.4.7 Analyza glykosyla¢ni aktivity

44.7.1 Priprava magnetickych cdstic s ukotvenymi oligonukleotidovymi probami obsahujicimi

uracil nebo tymin

Nejprve byl pfipraven pufr pro konjugaci magnetickych castic s oligonukleotidy (viz
podkapitola 4.2.3.5). Do 2ml zkumavky byl napipetovan 1 ml pfipraveného pufru a 50 pl
rozsuspendovanych magnetickych castic. Zkumavka byla umisténa do magnetického stojanku.
Po ptichyceni castic k okraji zkumavky byl pufr odsat, pfidin 1 ml pufru a castice byly
rozsuspendovany. Tento krok byl zopakovan jest¢ dvakrat. Mezitim bylo pfipraveno 0,5 ml roztoku
obsahujicim 2,5 pmol-I" kotviciho oligonukleotidu a 0,25 pmol-I" Cy5-oligonukleotidu v pufru pro
pripravu magnetickych Castic. Ze zkumavky s magnetickymi ¢asticemi byl odsat pufr a byl pfidan
pripraveny roztok se smési oligonukleotidli. Roztok s ¢asticemi byl promichan a inkubovéan po dobu
60 minut na vortexu. Béhem inkubace byly nachystany dvé 2ml zkumavky. Kazda obsahovala 237,5 pul
pufru. Do jedné zkumavky byl pfidan 0,1 mmol-1" oligonukleotid C1U a do druhé 0,1 mmol-I*
oligonukleotid CT. Roztok s ¢asticemi byl umistén na magneticky stojan. Po pfichyceni ¢astic na sténu
zkumavky byl roztok odpipetovan a Castice byly tiikrat promyty 1 ml pufru. Po tfetim promyti bylo k
Casticim pfidano 0,5 ml pufru a castice byly rozsuspendovéany. Byly nachystany dvé nové 2ml
zkumavky. Céstice byly rozmichany pomoci vortexu a rozdéleny po 250 pl do dvou pfipravenych

zkumavek. Do jedné zkumavky bylo pfidano 250 pl ptipravené¢ho roztoku obsahujiciho 5 uM C1U, do
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druhé bylo ptidano 250 pl pfipraveného roztoku obsahujiciho 5 pM CT. Zkumavky byly umistény na
vortex, kde byly inkubovany po dobu 60 minut. Po dokonceni inkubace byly roztoky uchovény pii
4 °C.

44.7.2 Priprava vzorkii pro méreni glykosyldzové aktivity

Nejprve byl pfipraven puft pro ptipravu vzorkd a magnetickych castic (viz podkapitola 4.2.3.5).
Poté byly pfipraveny dvé 2ml zkumavky, které byly umistény do magnetického stojanku. Do kazdé
zkumavky byl napipetovan 1 ml ptfipraveného pufru. Do jedné zkumavky bylo nasledné piidano 32 pl
magnetickych ¢astic s oligonukleotidovou probou s uracilem a do druhé zkumavky bylo pfidano 32 pl
magnetickych Castic s oligonukleotidovou probou s tyminem. Zkumavky s ¢asticemi byly ponechany
na magnetickém stojanku. Pufr byl odsat a k ¢asticim byl pfidan 1 ml pufru. Tento krok byl jesté dvakrat
zopakovan. Po poslednim promyti byl pufr odsat, zkumavky byly odebrany z magnetického stojanku
a bylo k nim pidano 1600 pl pufru. Céstice byly rozsuspendovany. Vzorky lyzatii byly temperovany
pti pokojové teploté po dobu 20 minut, desetkrat promichany, a nakonec centrifugovany po dobu
10 minut pfi 12400 x g a 4 °C. Vzorky jadernych lyzati nidorovych bun&k byly nafedény na 4 pg-ml
a jaderné lyzaty diploidnich fibroblastli byly nafedény na 8 pg'ml’. Takto pfipravené vzorky byly
uchovany na ledu. 50 ul vzorku bylo naneseno do jamky 384 jamkové desticky. Kazdy vzorek byl
nanesen ve trojim opakovani. K pfipravenym lyzatim bylo pfidano 50 pl roztoku Castic s uracilem nebo
tyminem. Signal pro 5-FAM byl snimén na ctecce desticek ve 20 cyklech po 2 minutach pfi teploté
25 °C. Pted kazdym meéfticim cyklem byla desticka promichana pii amplitudé 1,5 mm po dobu 10 s.
Fluorescencni signal pro 6-FAM byl sniman pfi excitacni vlnové délce 488 nm a emisni vinové délce
520 nm. Nasledné byla data hodnocena v programu Microsoft Excel. Pro kazdy vzorek byla ptfipravena
Ctyfi opakovani, z nichz byl vypocitan primeér a od néj bylo odecteno pozadi (pufr). Od naméfenych
hodnot signalu produkovaného v ptipad¢ sondy s uracilem byly odecteny hodnoty signalu zméteného
pro sondu s tyminem. Ze ziskanych hodnot byla sestrojena kiivka pribéhu polynomické funkce s rovnici

y = x*+2x+1. Aktivita UNG byla vypoétena jako prvni derivace této funkce v ¢ase 0.

4.4.8 Kontrola bunécné senescence

IMR-90 bunky byly kultivovany na kruhovych sklech o priméru 12 mm v Petriho miskéach

v kultivaénim médiu v CO; inkubatoru pii 5% CO; a teploté 37 °C a nasledujici den byly zpracovany.

4.4.8.1 Analyza replikacni aktivity

Z Petriho misky bylo vylito médium a bunky byly tfikrat promyty 1x PBS. Bunky byly fixovany
2% formaldehydem v 1x PBS po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Skla s bunkami byla tfikrat
promyta v 1x PBS a buiiky byly permeabilizovany 0,2% Tritonem X-100 v 1x PBS po dobu 10 minut
pfi pokojové teploté. Skla s buitkami byla pfemisténa na kapku 1x PBS. Po promyti byla skla

inkubovéana na kapce klikaci smési (50 pl) po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Po dokonceni
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inkubace byla skla t¥ikrat promyta ve 25 mmol-1"" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmolI"' po dobu 3x 10 minut.
Pot¢ byla skla s buiikami pfemisténa na kapku (30 pl) roztoku DAPI a inkubovana po dobu 30 minut
pii pokojové teploté. Skla byla tiikrat promyta ve 25 mmol-I" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-I"' po dobu
5 minut. Nasledn¢ byl pufr odsat a skla s byla umisténa na kapku montovaciho média na podloznim
skle. Poté byly buiky nasnimany pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus IX83 (Olympus)
s kamerou Olympus XM10 a objektivem UPLFLN - 2PH, 10x, NA 0,3 (Olympus). Snimky byly
snimany pii rozliSeni 1024 x 1024 pixeld. Ke sniméni byl pouzit program CellSens Dimension
(Olympus). Byly snimany fluorescen¢ni signaly DAPI a Alexa Fluor 488. Nasledn¢ byly obrazky

zpracovany v programu ImageJ, ilastik, CellProfiler, Microsoft Excel a Adobe Photoshop.

44.8.2 Analyza SAHF's

Z Petriho misky bylo vylito médium a bunky byly tfikrat promyty 1x PBS. Bunky byly fixovany
2% formaldehydem v 1x PBS po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Skla s bunkami byla tfikrat
promyta v 1x PBS a bunky byly permeabilizovany 0,2% Tritonem X-100 v 1x PBS po dobu 10 minut
pti pokojové teploté. Skla s buiikami byla pfemisténa na kapku 1x PBS. Poté byly buniky trikrat promyty
ve 25 mmol-I"' Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1" a skla s buiitkami byla pfemisténa na kapku (30 pl)
roztoku DAPI. Bunky byly inkubovany po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Po skonceni inkubace
byly buiiky tiikrat promyty ve 25 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-l"' po dobu 5 minut. Nésledng
byl pufr odsat a skla s buitkami byla umisténa na kapku montovaciho média na podloznim skle. Poté
byly buiikky nasnimany pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu Olympus I1X83 (Olympus) s kamerou
Olympus XM10 a objektivem UPLSAPO O, 100x, NA 1,4 (Olympus). Snimky byly snimany pii
rozliSeni 1024 x 1024 pixeld. Ke snimani byl pouzit program CellSens Dimension (Olympus). Byl
sniman fluorescen¢ni signal pro DAPI. Nasledn¢ byly obrazky zpracovany v programu Adobe

Photoshop.

44.8.3 Analyza SA-Gal

Z Petriho misky bylo vylito médium a buiky byly tfikrat promyty 1x PBS. Nasledné byly bunky
fixovany fixa¢nim roztokem ze sady pro detekci SA-Gal, a to po dobu 10 minut pfi pokojové teplote.
Po fixaci byly buiiky byly tfikrat promyty 1x PBS a nasledné byla skla s buitkami pfemisténa do vlhké
komirky na 100pul kapku roztoku pro detekci SA-Gal. Bunky byly vroztoku inkubovany
v Thermomixeru pfes noc pii teplot¢ 37 °C. Druhy den byla skla s bunkami tfikrat promyta ve
25 mmol-I"" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1" a skla s buiikami byla pfemisténa na kapku (30 pl) roztoku
DAPI. Buiiky byly inkubovany po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Po skonceni inkubace byly bunky
trikrat promyty ve 25 mmolI"! Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmolI"' po dobu 5 minut. Nasledné byl pufr
odsat a skla s butikami byla umisténa na kapku montovaciho média na podloznim skle. Poté byly buiiky
nasnimany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus IX83 (Olympus) s kamerou Olympus XM 10
a objektivem LUCPLFLN - PH, 20x, NA 0,45 (Olympus). Snimky byly snimany pii rozliSeni 1024 x
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1024 pixelt. Ke snimani byl pouzit program CellSens Dimension (Olympus). Byl sniman signal ve
svételném poli (bright field). Nasledné byly obrazky zpracovany v programu Adobe Photoshop.
4.5 Statistické hodnoceni

Pro hodnoceni vzdjemného vztahu mezi jednotlivymi sledovanymi proteiny u pouZzitych
bunécnych linii a rovnéZ pro zjisténi vztahu mezi obsahem UNG2 a aktivitou uracilovych glykosylaz

bylo pouzito hodnoceni pomoci Pearsnova koeficientu za pouziti programu Sigma Plot 11.0.
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5 Vysledky

5.1 Priprava bunéénych lyzati a méreni koncentrace proteinii

Pro srovnavaci analyzu exprese proteint UiCastnicich se replikace a oprav DNA byly pouzity
tyto bunécéné linie: nadorové linie HeLLa, NCI-H2009, HCT-116 a U2-0OS, diploidni senesescentni (IMR-
90 S) a rostouci, nesenescentni, fibroblasty IMR-90 a imortalizované diploidni epitelové buiiky sitnice
hTERT RPE-1 (RPE-1).

Ze vsech uvedenych bunécnych linii byly pfipraveny jaderné lyzaty. Kromé toho byly
z bunéénych linii HeLa a NCI-H2009 pfipraveny celobunécné lyzaty. Senescence byla v IMR-90
bunkach monitorovdna pomoci analyzy aktivity SA-Gal (viz obr. 9a), analyzy replikacni aktivity (viz
obr. 9b) a pomoci detekce heterochromatinovych ohnisek spojenych se senescenci (SAHFs) (viz obr
9¢).

Celkova koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich pfipravenych lyzath byla stanovena
pomoci BCA metody zaloZené na vytvofeni komplexu Cu®" iontl s proteiny a nasledné redukci na
Cu" ionty. Kyselina bicinchoninova tvoii s Cu” ionty v alkalickém prosttedi modro-fialovy komplex
(Walker, 1996). Koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich byla nasledné vypoctena z namétenych
absorbanci za vyuziti kalibracni kiivky vytvofené v programu Microsoft Excel (viz obr. 8) a pouzita pro
vypoCet mnozstvi nanasenych proteini pro western blot analyzu. Primérné hodnoty koncentrace

proteint pro jednotlivé bunécné linie jsou zobrazeny v tabulce 7.

Tabulka 7 Primérné namétené hodnoty koncentraci proteind ve vzorcich jednotlivych bunéénych linii

. Primérna koncentrace proteini v jadie £
Bunécna linie . i 3
smérodatna odchylka [pg-ml™]
HeLa 1302,2 £2,2
NCI-H2009 642,28 + 0,8
HCT-116 979,76 + 2,2
U208 654,5+0,9
IMR-90 S 290,2 + 0,9
IMR-90 302,96 + 1,02
RPE-1 552,19+£0,9
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Obriazek 9 Monitorovani senescence u IMR-90 bunék
a) Detekce senescentnich (IMR-90 S) a rostoucich IMR-90 bunék pomoci mapovani aktivity S-Gal.
Sipky oznaduji mista s detekovanou B-galaktosidizovou aktivitou spojenou se senescenci. Méfitko je

rovno 50 um. b) Analyza mnozstvi replikujicich bunék pomoci znaceni EdU. ¢) Detekce SAHFs pomoci
DAPI. M¢ritko odpovida 10 um.

5.2 Porovnani obsahu vybranych proteint v lidskych bunéénych liniich

Je znamo, Ze buiiky odlisnych tkani se mtizou v zavislosti na jejich funkci lisit v expresi gent
nékterych protein (Pontén et al., 2009). V diplomové praci byly analyzovany rozdily
v obsahu vybranych proteind ucastnicich se replikace a oprav DNA mezi nadorovymi, diploidnimi

a senescentnimi lidskymi bunéénymi liniemi.

5.2.1 Analyza obsahu vybranych proteini v nadorovych bunécnych liniich

Nejdiive byla provedena analyza obsahu vybranych proteinti u nadorovych bunécnych linii.

Kvantifikace vybranych proteind v ptipravenych jadernych lyzatech byla provedena pomoci western
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blot analyzy. Jednalo se o proteiny ucastnici se replikace a oprav DNA a to UNG2, NTH1, PCNA,
RPA32, MCM7, Cdc45 a DNA polymerazu .

5.2.1.1 Analyza proteinu UNG2

Protein UNG2 patii do skupiny uracilovych DNA glykosylaz a jeho tlohou je identifikace
a odstranéni modifikovanych nukleosidi v molekule DNA (Kara et al., 2019) (viz podkapitola 3.3).
Provedena imunofluorescen¢ni analyza potvrdila pfevazné jadernou lokalizaci UNG proteinu (viz obr.
10). Vysledky western blot analyzy ukazaly vyznamny rozdil mezi HeLa bunikami a ostatnimi tfemi
nadorovymi liniemi (viz obr. 11). Jaderné lyzaty HeLa bunck obsahovaly pfiblizné o 34 % UNG2
proteinu vice nez bunécna linie NCI-H2009 a o 40 % vice nez bunécné linie HCT-116 a U2-0OS.

UNG2 + DAPI

Obriazek 10 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu UNG2 v HeLa bunkach

Fixované a permeabilizované bunky byly znaCeny primarni a sekundéarni protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
UNG?2, modry signal mistim lokalizace jaderné DNA. Métitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 11 Zastoupeni proteinu UNG2 v nadorovych buiikach

Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni proteinu UNG2 v jednotlivych testovanych nadorovych
bunkach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazornéna jako prumeér + smerodatna odchylka.; pod grafem je priklad western blot detekce proteinu
UNG2 v jadernych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteinti byla 4 pg-pl™.

5.2.1.2 Analyza proteinu NTH1

Dal§im sledovanym proteinem byla DNA glykosylaza NTHI1 slouzici k opravam oxidovanych
pyrimidint jako je napiiklad 5-hydroxyuracil nebo 5-hydroxycytosin béhem bazové excizni opravy
(Williams et Parsons; 2018). Lokalizace tohoto proteinu pomoci fluorescencni mikroskopie ukéazala
podobn¢ jako u UNG?2 proteinu jeho jadernou lokalizaci (viz obr. 12). V ptipad¢ analyzy obsahu NTH1
proteinu v riznych nadorovych buiikach byla jeho nejvyssi koncentrace naméfena podobné jako
u UNG?2 proteinu u HeLa bunék (viz obr. 13). Oproti ostatnim sledovanym bunkam obsahovaly jaderné
lyzaty HeLa bunék pfiblizné o 60 % vice proteinu NTH1 nez linie NCI-H2009, o 64 % vice nez linie
HCT-116 a 0 70 % vice nez linie U2-OS.
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NTH1 + DAPI

Obrazek 12 Imunofluorescenc¢ni analyza lokalizace proteinu NTH1 v HeLa buiikach

Fixované a permeabilizované buiiky byly znaCeny primarni a sekundarni protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescencniho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
NTH1, modry signal mistim lokalizace jaderné DNA. Méftitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 13 Zastoupeni proteinu NTH1 v nddorovych bunkach
Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni proteinu NTH1 v jednotlivych testovanych nadorovych

bunkach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou
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znazorneéna jako primér + smérodatna odchylka.; pod grafem je ptiklad western blot detekce proteinu NTHI1 v
jadernych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteinti byla 4 pg-ul™.

5.2.1.3 Analyza proteinu RPA32

Tfetim sledovanym proteinem byl protein RPA32. Tento protein je podjednotkou
heterotrimerniho RPA proteinu, ktery se vdZe na jednovlaknovou DNA a je dilezitou soucésti replikace
a oprav DNA (Wold, 1997; Zou et al., 2006). Imunofluorescencni analyza ukdzala prevaZzné jadernou
lokalizaci tohoto proteinu (viz obr. 14). Podle western blot analyzy obsahovaly nejvice RPA32 proteinu
HCT-116 buriky (viz obr. 15),a to o cca 79 % vice nez HeLa buiiky. U NCI-H2009 a U2-OS bunék byl
rozdil oproti buitkdm HCT-116 ptiblizné vice nez 100 %.

RPA32 + DAPI

Obrazek 14 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu RPA32 v HeLa buikach

Fixované a permeabilizované buiiky byly znaCeny primarni a sekundarni protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
RPA32, modry signal mistim lokalizace jaderné DNA. M¢ftitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 15 Zastoupeni proteinu RPA32 v nadorovych buiikach

Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni proteinu RPA32 v jednotlivych testovanych nadorovych
bunkach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazornéna jako prumér + smerodatna odchylka.; pod grafem je piiklad western blot detekce proteinu
RPA32 v jadernych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteinti byla 4 pg-pl™.

5.2.1.4 Analyza proteinu PCNA

Protein PCNA je dulezity predev§im pii syntéze a opravich DNA (Kelman, 1997). Dile se
ucastni remodelace chromatinu, kontroly bunéfného cyklu (Maga et Hubsher, 2003) ¢&i koheze
chromatid (Strzalka et Ziemienowicz; 2011). Protein PCNA byl pomoci imunofluorescence lokalizovan
jak v jadre, tak i v cytoplazmé (viz obr. 16). V souladu s jeho zapojenim v replikaci byla nékterd jadra
znaCena podstatné vice neZ zbytek (nereplikujicich) jader (viz obr. 16). NejvyS$si obsah proteinu PCNA
vykazovala jadra U2-OS bunék (viz obr. 17). Tyto buniky obsahovaly oproti HeLa buiikdm o cca 90 %
vice, oproti NCI-H2009 butikdm o cca 70 % vice a oproti HCT-116 o cca 30 % vice proteinu PCNA.
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PCNA + DAPI

Obriazek 16 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu PCNA v HeLa bunikach

Fixované a permeabilizované buiiky byly znaCeny primarni a sekundarni protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescencniho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
PCNA, modry signal mistim lokalizace jaderné DNA. Méftitko odpovida 50 um.
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Obrazek 17 Zastoupeni proteinu PCNA v nadorovych buiikach
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Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni proteinu PCNA v jednotlivych testovanych nadorovych
bunkach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazornéna jako prumeér + smerodatna odchylka.; pod grafem je priklad western blot detekce proteinu
PCNA v jadernych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteint byla 4 pg-pl”.

5.2.1.5 Analyza proteinu MCM7

Dal§im sledovanym proteinem byl protein MCM?7, ktery hraje vyznamnou roli v zahéjeni
replikace DNA. Tvorba MCM2-7 komplexu je v pocatecnim stddiu replikace povaZzovéna za nezbytnou
k formaci pre-replikaéniho komplexu k rozpleteni molekuly DNA a tvorbé replikacni vidlicky (Labib et
al., 2000). V ptipadé imunofluorescence byl tento protein lokalizovdn prevazné v jadre (viz obr. 18).
Jeho nejvyssi mnoZstvi bylo pomoci western blot analyzy zjiSténo v jadfe HeLa a HCT-116 bunék (viz
obr. 19). Obé tyto linie obsahovaly pfiblizné€ stejné mnozstvi MCM7 proteinu. HeLa a HCT-116 buiiky
obsahovaly priblizné o 40 % vice proteinu neZ bunécna linie NCI-H2009 a o 26 % vice nez bunécna

linie U2-0OS.

MCM7 + DAPI

Obrazek 18 Imunofluorescencni analyza lokalizace proteinu MCM7 v HeLa bunkach

Fixované a permeabilizované buiiky byly znaCeny primarni a sekundarni protilatkou a nasledné
nafoceny pomoci fluorescencniho mikroskopu. Zeleny signal odpovida mistim lokalizace proteinu
MCM7, modry signal mistim lokalizace jaderné DNA. Méftitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 19 Zastoupeni proteinu MCM7 v nadorovych buiikach

Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni proteinu MCM?7 v jednotlivych testovanych nadorovych
bunkach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou
znazornéna jako primér = smérodatnd odchylka; pod grafem je piiklad western blot detekce proteinu
MCM?7 v jadernych lyzatech. Koncentrace nanesenych jadernych proteinti byla 4pg-pl™.

5.2.1.6 Analyza proteinit DNA polymerazy ff a Cdc45

DNA polymeraza {3 se dcastni oprav DNA (zejména opravy BER). Déle také replikace nebo
rekombinace. (Kumar et al., 2022). Protein Cdc45 je dilezity prii zahdjeni replikace, kdy spolecné
s helikazovym komplexem napoméha rozplétani dvouSroubovice DNA béhem jeji replikace (Petojevic
et al., 2015). V pripadé téchto dvou proteinli neposkytla ani jedna z pouZzitych protilatek signifikantni
imunofluorescencni signdl. Podobné nebyl pozorovén signal ani na western blotu (viz obr. 20).

a) b)
HeLa NCI-H2009 HCT-116 U2-0S HeLa  NCI-H2009 HCT-116 U2-0s
Obrazek 20 Western blot detekce DNA polymerazy 3 a Cdc45

Na obrazku je zobrazen piiklad detekce proteini DNA polymerazy B (vlevo) a Cdc45 (vpravo)
v jadernych lyzatech naddorovych bun&k. Koncentrace nanesenych jadernych proteind byla 4ug-ul™.

5.2.2 Analyza obsahu vybranych proteini u lidskych diploidnich bunék

Podobné jako u nadorovych bun¢k byla i u dvou diploidnich buné¢nych linii provedena analyza
obsahu vybranych proteinti s cilem popsat rozdily mezi obsahem proteinti mezi imortalizovanymi

a béznymi diploidnimi bunkami. V experimentech byly pouzity diploidni fibroblasty IMR-90
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a imortalizované diploidni bunky hTERT RPE-1 (RPE-1). V piipadé¢ linie IMR-90 bylo rovnéz

sledovano, zda existuje rozdil v obsahu jednotlivych proteinti u senescentnich a rostoucich bunék.

5.2.2.1 Obsah vybranych proteinii u diploidnich bunecnych liniich

Provedena western blot analyza ukdzala, zZe obsah vSech sledovanych proteinti byl mnohem
vy$si u imortalizovanych diploidnich RPE-1 bun¢k nez u IMR-90 diploidnich fibroblasti (viz obr. 21).
V piipadé UNG2, RPA32, PCNA a MCM?7 proteinti byl tento rozdil ptiblizné 90 % (viz obr. 21a, c, d,
e). O néco mensi rozdily byly naméteny v piipadé glykosylazy NTH1. U tohoto proteinu byl rozdil
v jeho obsahu ptiblizné 40 % (viz obr. 21b).

a) o b) 0 c) o
) UNG2 ) NTH1 )= RPA32
100 100 100
8 8 8
D) g I g
G s £
5 5 5 % J 5 %
w w w
40 40 40
25 25 25
10 |—‘_‘ 10 10 I__I
s IMR-90 RPE-1 s IMR-90 RPE-1 s IMR-90 RPE-1
d) =0 e) o
) s PCNA ) s MCM7
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% 2%
10 } 10
=

IMR-90 RPE-1 h IMR-90 RPE-1

Obrazek 21 Obsah sledovanych proteini u diploidnich bun¢k

Grafické znazornéni procentudlniho obsahu sledovanych proteint u diploidnich bunék. Hodnoty signalu
byly normalizovany na signal u RPE-1 bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou znazornéna jako primeér
+ smérodatna odchylka.

5.2.2.2 Obsah vybranych proteinii u rostoucich a senescentnich bunek

Dale byl sledovan rozdil v obsahu vybranych proteind v senescentnich a rostoucich IMR-90
buiikach. Z provedenych analyz nebyl zjistén vyznamny rozdil v obsahu UNG2 proteinu, rozdil mezi
senescentnimi a rostoucimi bunkmi byl ptiblizn€¢ 13 % (viz obr. 22a). Naopak, v pfipadé¢ druhé
sledované glykosylazy — NTH1, doslo k poklesu obsahu tohoto proteinu u senescentnich bunck o cca
60 % (viz obr. 22b). U RPA32, PCNA i MCMY7 proteinti doslo naopak u senescentnich IMR-90 bunék
k vyraznému nartstu jejich obsahu. U proteini RPA32 a MCM?7 byl tento narist téméef 80 % (viz obr.
22c, ) a u proteinu PCNA byl nartst ptiblizné 55 % (viz obr. 22d).
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Obrazek 22 Obsah sledovanych proteinti u rostoucich a senescentnich fibroblastti

Grafické znazornéni procentualniho obsahu proteinii u rostoucich a senescentnich (IMR-90 S)
fibroblastti. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u IMR-90 S bun¢k, ktery je roven 100 %.
Data jsou znazornéna jako prumér + smerodatna odchylka.

5.2.3. Analyza obsahu vybranych proteinti u celobunéénych lyzati Hel.a a NCI-
H2009 bunék

V dalsi ¢asti prace byl sledovan obsah vybranych proteinti u celobunécnych lyzath pripravenych
ze dvou nadorovych linii — HeLa a NCI-H2009. Cilem bylo zjistit, nakolik se 1isi obsah sledovanych
proteind u jadernych a celobunécnych lyzatu.

Proveden¢ analyzy ukazaly, Ze obsah sledovanych proteinii byl ve v§ech ptipadech vyssi u Hel.a
bun¢k nez u NCI-H2009 bun¢k (viz obr. 23). V pripadé¢ UNG2 a NTH1 glykosylazy byl jeho obsah
vyssi o cca 70 % (viz obr 23a, b, f). Jesté vétsi byl rozdil v obsahu RPA32 proteinu. V tomto piipade
obsahovaly celobunécné lyzaty HeLa bun€k o 80 % vice RPA32 nez NCI-H2009 buiiky (viz obr. 23c,
). U PCNA byl obsah tohoto proteinu u linie HeL.a 0 22 % vy$$i nez u bunécéné linie NCI-H2009 (viz
obr. 23d, f). U MCM7 proteinu byl rozdil v obsahu cca 40 % (viz obr. 23e, f).
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Obrazek 23 Obsah vybranych proteind v celobunécnych lyzatech
a-e) Grafické znazornéni procentualniho obsahu vybranych proteinti v celobunéénych lyzatech HeLa
a NCI-H2009 bunék. Pouzitd koncentrace proteintl na western blotu byla 4 pg-ul”. Hodnoty signalu
byly normalizovany na signal u HeLa bunék, ktery je roven 100 %. Data jsou znazornéna jako prameér
+ smérodatna odchylka. f) Piiklad western blot detekce sledovanych proteinti v celobunéénych lyzatech
buné&k. Koncentrace nanesenych jadernych proteint byla 4 pg-pl”.

V piipadé urceni korelace mezi jednotlivymi proteiny u jadernych a celobunécnych lyzatt byl
Pearsontiv koeficient roven 0,801. Ackoli se jedna o silnou pozitivni korelaci (viz obr. 24), nebyl tento
vysledek statisticky vyznamny (p = 0,103). Opét by byla nutna dikladnéjsi analyza s vy$§im poctem
vzorki.
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Obrazek 24 Analyza vzajemného vztahu mezi studovanymi proteiny u jadernych a celobunéénych
lyzatt

Korela¢ni diagram znazornujici vztah mezi proteiny v jadernych a celobunéénych lyzatech. Body
v grafu znazoriuji jednotlivé hodnoty obsahu sledovanych proteint.
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5.2.4. Porovnani obsahu vybranych proteinii mezi testovanymi bunéénymi liniemi

Na zavér byl porovnan rozdil v obsahu proteinii v ramci vSech sledovanych bunck. V tomto
pripad¢ byly vzorky normalizovany pomoci vzorku HeLa bun€k. Tento vzorek byl soucasti vSech
analyzovanych geld. Pouziita koncentrace vzorku byla 4 pg-ml™ celkového proteinu.

Nejvice proteinu UNG2 obsahovala bunécna linie RPE-1 (viz obr. 25a). Oproti bunécné linii
HeLa bylo v bunécné linii RPE-1 naméfeno pfiblizn¢ o 40 % tohoto proteinu vice. Naopak proteinu
NTH1 obsahovaly nejvice HeLa bunky, a to pfiblizn€ o 25 % vice nez RPE-1 buiiky (viz obr. 25b). Jesté
veétsi rozdily byly naméfeny v obsahu proteinu RPA32, kdy nejvySsi obsah tohoto proteinu byl
u HCT-116 bunék (viz obr. 25¢). Ve srovnani s HeLa buiikami byl obsah RPA32 u imortalizovanych
RPE-1 bun¢k podobny. U proteinu PCNA byl jeho obsah u HeLa bun¢k naopak nizsi, a to priblizné
0 70 % nez u bunc¢k RPE-1 (viz obr. 25d). Obsah proteinu MCM?7 byl vyssi u HeLa bunék, a to priblizné
0 40 % nez u bun€k RPE-1 (viz obr. 25¢). Obecné byl u vSech sledovanych proteinli naméten jejich
nejniz§i obsah u linie diploidnich fibroblastii IMR-90. Nejvétsi rozdil mezi linii IMR-90 a Hela
bunkami byl naméten v piipadé¢ proteini RPA32 a MCM?7, tento rozdil byl ptiblizné 96 %.
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Obrazek 25 Porovnani obsahu proteinti u vSech testovanych bunécnych linii

Grafické znazornéni procentualniho obsahu vybranych proteinti u vSech testovanych bunék. Pouzita
koncentrace proteintl na western blotu byla 4 pg-ul'. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u
kontrolnich HeLa bunék, které byly naneseny na vSech gelech, tento signal byl roven 1. Data jsou
znazornéna jako prumeér + smérodatna odchylka.

Vzhledem k ostatnim nadorovym bunécnym liniim byl obsah proteint UNG2, NTH1 a MCM7v
HeLa bunkach vyssi. U proteintt RPA32 a PCNA byl naopak jejich obsah proteinu nizs$i v HeLa bunkach

nez v ostatnich bunécnych liniich.
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5.3 Analyza glykosylazové aktivity

V posledni &asti prace byla analyzovédna aktivita bunéénych uracilovych DNA glykosylaz
v jadernych lyzatech jak nddorovych, tak i diploidnich bunék. Aktivita byla méfena pomoci metody
zaloZené na pouZiti fluorescenéné znaclenych oligonukleotidovych sond ukotvenych na povrchu
magnetickych ¢astic pokrytych streptavidinem (Ligasové et al., 2021, viz podkapitola 4.4.7). Aktivita
byla testovdna v jadernych lyzitech nadorovych buné€k - HelLa, NCI-H2009, HCT-116 a U2-OS
a v jadernych lyzétech diploidnich fibroblasti IMR-90 (senescentnich i rostoucich) a imortalizované
diploidni linie RPE-1.

Z vysledkt je zjevné, ze v ptipadé nadorovych bunék byla nejvyssi aktivita uracilovych DNA
glykosyldz u bunécné linie U2-OS (viz obr. 26a). V bunééné linii HCT-116 byla aktivita uracilovych
DNA glykosyldz o 14 % niz§i neZ v buné€né linii U2-OS. V linii HeLa byla aktivita uracilovych DNA
NCI-H2009. U této linie byla aktivita uracilovych DNA glykosyldz ptiblizné o 49 % nizsi nezZ u U2-OS

bunék.
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Obrazek 26 Analyza aktivity uracilovych DNA glykosylaz

a) Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni aktivity uracilovych DNA glykosylaz v nadorovych
bunkach. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u HeLa bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou
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znazornéna jako prumér + smérodatna odchylka; b) Grafické znazormnéni procentudlniho zastoupeni
aktivity uracilovych DNA glykosylaz v diploidnich buiikdch. Hodnoty signalu byly normalizovany na
signal u RPE-1 bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou znazornéna jako primer + smérodatna odchylka;
¢) Grafické znazormnéni procentualniho zastoupeni aktivity uracilovych DNA glykosylaz v buinikach
rostoucich a senescentnich (IMR-90 S) diploidnich fibroblasti. Hodnoty signalu byly normalizovéany na
signal u IMR-90 S bungk, ktery je roven 100 %. Data jsou zndzornéna jako prumer + smérodatna
odchylka; d) Grafické znadzornéni procentudlniho zastoupeni aktivity uracilovych DNA glykosyldz
u nadorovych bunécnych linii a diploidnich bun¢k. Hodnoty signalu byly normalizovany na signal u
HeLa bunék, ktery je roven 100 %. Data jsou znazornéna jako + smérodatna odchylka.
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V pripadé porovnéni diploidnich bunék byla vyrazné vyssi aktivita naméfena u imortalizované
diploidni bunétné linie RPE-1 (viz obr. 26b). Rozdil v aktivité uracilovych DNA glykosylaz byl
priblizn€ 89 %. Pti porovnani senescentnich a rostoucich IMR-90 bun€k byla vys$si aktivita namétena
u rostoucich IMR-90 bunék (viz obr. 26c), pticemz rozdil €inil pfiblizn€ 62 %. Na zavér byly porovnany
rozdily v aktivité¢ uracilovych DNA glykosyldz mezi vSemi testovanymi buiikami. V rdmci tohoto
porovnani byla nejvyssi aktivita uracilovych glykosyldz naméfena u bunécné linie RPE-1 (viz obr. 26d).
Naopak, u IMR-90 bunék, a to jak rostoucich, tak senescentnich byla aktivita uracilovych glykosylaz

nejnizsi. Rozdil mezi buitkami RPE-1 a U2-OS, které mély v rdmci nddorovych linif nejvyssi aktivitu

uracilovych glykosyldz, byl pfiblizn€ 41 %.

5.4 Korelativni analyza

5.4.1 Korelativni analyza proteinii v nadorovych bunéénych liniich

Pro urceni vzajemného vztahu mezi jednotlivymi proteiny byl pouzit Pearsoniiv koeficient (viz

tabulka 8). Soucasné byla pro kazdy Pearsoniv koeficient vypoctena p-hodnota (viz tabulka 8).

Tabulka 8 Korelace mezi jednotlivymi sledovanymi proteiny v ramci nadorovych bunécnych linii

Porovnavané proteiny Pearsoniiv koeficient p-hodnota

UNG2/NTHI 0,995 0,005
UNG2/RPA32 0,0004 1

UNG2/PCNA -0,852 0,148
UNG2/MCM7 0,440 0,560
NTH1/RPA32 0,094 0,906
NTH1/PCNA -0,821 0,179
NTH1/MCM7 0,524 0,476
RPA32/PCNA 0,213 0,787
RPA32/MCM7 0,880 0,120
PCNA/MCM7 -0,103 0,897

Ze vzajemného porovnani vyplynulo, Ze u nadorovych bun¢k je mezi proteiny UNG2 a NTH1
velmi silna pozitivni korelace, s obsahem UNG?2 roste i obsah NTH1 (Pearsontiv koeficient = 0,995;
p = 0,005). Tato korelace je zfejma i z bodového grafu na obr. 27a. Mezi proteiny UNG2 a PCNA
a rovnéz mezi proteiny NTH1 a PCNA byla dle Pearsonova koeficientu zaporna korelace, ovsem
vzhledem k nizkému poctu sledovanych nadorovych linii nebyla tato korelace statisticky vyznamna
(p=0,148 pro UNG2/PCNA ap= 0,178 pro NTH1 a PCNA,; viz tabulka 8§ a obrazek 27b, c). Pro jasnéjsi
odraz vzajemné korelace by bylo nutné provést tyto analyzy na vétSim poctu nadorovych bunéénych
liniich. Z vypoctenych dat byla rovnéz zfejma pozitivni korelace mezi replikacnimi proteiny RPA32

a MCM7 (Pearsoniv koeficient = 0,880, p = 0,119; viz tabulka 8 a obrazek 27d). I v tomto ptipad¢ by
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pro ptesnéjsi vysledky byla nutna analyza vyssiho poctu nadorovych bunécnych liniich. Mezi zbylymi

kombinacemi proteinti nebyla nalezena zadna korelace.
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Obrazek 27 Analyza vzajemného vztahu mezi nékterymi studovanymi proteiny u nadorovych bunek
Korela¢ni diagram znazornujici vztah mezi proteiny UNG2 a NTH1 (a), UNG2 a PCNA (b), NTH1
a PCNA (¢) a RPA32 a MCM7 (d) u nadorovych bunék. Body v grafech znazornuji jednotlivé hodnoty
obsahu sledovanych proteind.

5.4.2 Korelativni analyza proteint u vSech sledovanych bunécnych linii

Vztah mezi jednotlivymi proteiny byl soucasné analyzovan vramci vSech testovanych
bunécnych linii - nddorovych a diploidnich. Pro uréeni vzajemného vztahu byl opét pouzit Pearsoniv
koeficient a p-hodnota (viz tabulka 9). Vzajemné porovnani vSech bunck potvrdilo pozitivni korelaci
mezi proteiny UNG2 a NTH1 (Pearsontiv koeficient = 0,705, p = 0,077; viz tabulka 9 a obrazek 28a).
Soucasn¢ se potvrdila pozitivni korelace mezi replikacnimi proteiny RPA32 a MCM?7 (Pearsontiv
koeficient = 0,693, p = 0,085; viz tabulka 9 a obrazek 28b). V obou dvou ptipadech, ale nebyly tyto
vysledky statisticky vyznamné a pro jejich potvrzeni by byla nutné analyza vétsiho poctu bunéénych

linii.
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Obrazek 28 Analyza vzajemného vztahu mezi nékterymi studovanymi proteiny u vSech bunék
Korela¢ni diagram znazormujici vztah mezi proteiny UNG2 a NTH1 (a) a RPA32 a MCM?7 (b) u vSech
sledovanych bun¢k. Body v grafech znazornuji jednotlivé hodnoty obsahu sledovanych proteint.

Tabulka 9 Korelace mezi jednotlivymi proteiny u vSech sledovanych bun¢k

Porovnavané proteiny Pearsoniiv koeficient p-hodnota

UNG2/NTHI 0,705 0,077
UNG2/RPA32 0,349 0,442
UNG2/PCNA 0,729 0,063
UNG2/MCM7 0,491 0,263
NTH1/RPA32 0,214 0,645
NTH1/PCNA 0,080 0,864
NTH1/MCM7 0,454 0,306
RPA32/PCNA 0,471 0,286
RPA32/MCM7 0,693 0,085
PCNA/MCM7 0,399 0,375

5.4.3 Korelativni analyza proteini u diploidnich bunék

Dalsi korelativni analyza byla provedena s cilem porovnat vztah mezi jednotlivymi proteiny
u diploidnich fibroblastt IMR-90 a imortalizované diploidni linii RPE-1 (viz obr. 29). Na zakladé
provedené analyzy byla zjiSt€éna pozitivni korelace mezi obéma bunéénymi liniemi (Pearsoniv
koeficient = 0,740), ale p-hodnota naznacCovala, Ze se nejedna o statisticky vyznamnou hodnotu
(p=0,153). Jelikoz se jednalo o porovnani jenom dvou linii, pro pfesnéjsi analyzu by bylo nutné testovat

veétsi pocet diploidnich bunék.
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Obrazek 29 Analyza vzajemného vztahu mezi studovanymi proteiny u diploidnich bunék

Korela¢ni diagram znazorujici vztah mezi sledovanymi proteiny u diploidnich fibroblasti IMR-90
a imortalizované diploidni linie RPE-1. Body v grafu znazoriuji jednotlivé hodnoty obsahu sledovanych
proteint.

5.4.4 Korelativni analyza mezi aktivitou uracilovych DNA glykosylaz a obsahem

UNG2

Na zavér byl analyzovan vzdjemny vztah mezi aktivitou uracilovych DNA glykosylaz
v jednotlivych buné€nych liniich a obsahem UNG?2 proteinu v t€chto bunéénych liniich (viz obr. 30)
pomoci Pearsonova koeficientu. Na zdklad€ vypoctu byla hodnota Pearsonova koeficientu rovna 0,820
(p = 0,024). To ukazuje na silnou pozitivni korelaci mezi obsahem UNG2 proteinu a aktivitou

uracilovych DNA glykosylaz (viz obr. 30).
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Obrazek 30 Analyza vzajemného vztahu mezi obsahem UNG?2 a aktivitou uracilovych DNA glykosylaz
Korela¢ni diagram znazoriujici vztah mezi obsahem UNG2 a aktivitou uracilovych DNA glykosylaz u

nadorovych bunécnych liniich.
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6 Diskuze

V diplomové praci byla provedena srovnavaci analyza proteint Gcastnicich se replikace a oprav
DNA z hlediska jejich obsahu v rtiznych buné¢nych liniich. Sledovanymi proteiny byly UNG2, NTHI,
RPA32, PCNA, MCM?7, DNA polymeraza  a CDC45. JelikoZ je DNA syntetizovdna kromé jadra
1 v mitochondriich, byly v experimentech primarné pouZiviny jaderné lyzdty. Analyzovanymi
bunéénymi liniemi byly nddorové linie HeLa, NCI-H2009, HCT-116 a U2-OS. Dale byly pouzity
diploidni fibroblasty IMR-90, kde byl analyzovdn rozdil v obsahu proteinu mezi rostoucimi
a senescentnimi buiikami a rovnéZz byla pouzita diploidni imortalizovand linie RPE-1. Kromé jadernych
lyzatd byly z bunécné linie HeLLa a NCI-H2009 pripraveny i celobunécné lyzaty, které byly vyuZity pro
dokumentaci ptipadnych rozdilti v obsahu protein mezi jadernymi a celobunécnymi lyzaty.

Prvnim analyzovanym proteinem byla uracilova glykosyldza UNG2, kterd hraje dilezitou roli
v bazové excizni opraveé (napf. Pettersen et al., 2007). Provedend fluorescencni analyza prokdzala
lokalizaci tohoto proteinu v bunééném jadfe. Tato pozorovani jsou v souladu, s jiz difve publikovanymi
vysledky napt. Otterleiho a kolektivu (Otterlei er al., 1999). Z néasledné provedené analyzy obsahu
UNG?2 pomoci western blotu bylo ziejmé, Ze v ramci nddorovych bun€k obsahovala nejvice proteinu
UNG?2 bunécna linie HeLa. V préci Ivelanda a kolektivu (Iveland et al., 2020) byl v buiikdch HeLa
rovnéz naméfen vysoky obsah proteinu UNG2. V diplomové préci se nicméné nejednalo o nejvyssi
obsah tohoto proteinu v ramci celého souboru analyzovanych buné€nych linii. NejvySs$i obsah UNG2
byl naméfen v imortalizované diploidn{ linii RPE-1. Tento ndlez mohl souviset s rychlym rstem téchto
bunék. To je v souladu se zaveéry nékterych dalSich studii (napt. Robin et al., 2015). Navic analyzy
aktivity uracilovych DNA glykosyldz provedené v diplomové préci ukézaly, Ze aktivita uracilovych
DNA glykosylaz byla ze vSech testovanych bunécnych linif nejvyssi pravé v buiikdch RPE-1.

Naproti tomu béZné neimortalizované diploidni fibroblasty obsahovaly vyrazné nizZ$i mnoZstvi
UNG?2. Takto vyrazny rozdil (pfiblizné 80 %) pravdépodobné souvisel s faktem, Ze proliferacni aktivita
téchto bunék byla vyrazné niZ$i neZ proliferani aktivita ostatnich linii. Podobné vysledky byly
publikovany i v praci Weekse a kolektivu (Weeks ez al., 2013). Autori zde porovnavali mnozstvi UNG
proteinu v riznych nadorovych a diploidnich bunéénych liniich. I v tomto piipadé testované diploidni
fibroblasty obsahovaly vyrazné méné proteinu UNG2 neZ nddorové buiky, pfi¢emz rozdil mezi nejvyssi
naméfenou hodnotou u naddorovych buné€k a diploidnimi fibroblasty byl ptiblizné 90 %.

V rdmci diplomové prace byl dale porovnén obsah proteinu UNG?2 u rostoucich a senescentnich
fibroblastd. V senescentnich burikdch bylo naméfeno méné proteinu UNG2 neZ v burikdch rostoucich
a tento pokles byl doprovédzen i poklesem aktivity uracilovych DNA glykosyldz. V tomto ohledu
naptiklad Yamamoto a kolektiv sledovali rozdily v aktivit¢ UNG u rostoucich a postupné starnoucich
bunék pochazejici z fibroblasti Wernerova syndromu. Rovnéz jejich vysledky ukazaly pokles obsahu

uracilovych DNA glykosyldz u senescentnich bunék (Yamamoto et al., 1987).
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Korelativni analyza obsahu UNG2 a aktivity uracilovych DNA glykosyldaz provedend
v diplomové praci jasné ukdazala, Ze existuje silna pozitivni korelace mezi obsahem UNG?2 a aktivitou
uracilovych DNA glykosylaz (Pearsontiv koeficient = 0,8201; p-hodnota = 0,0238). Tato pozorovani
jsou v souladu s vysledky Ligasové a kolektivu (Ligasova et al., 2021), kteti ve své praci pozorovali
silnou korelaci mezi obsahem UNG2 a glykosyldzovou aktivitou. Tyto vysledky tak poukazuji na
dominantni roli UNG?2 v opravé chybné zatazeného uracilu do DNA.

Dalsim sledovanym proteinem byla glykosyldza NTH1, kterd hraje roli v bdzové excizni opravé
(Odell et al., 2011). Stejné tak jako UNG2, byl protein NTH1 lokalizovan pomoci fluorescenéni
mikroskopie prevdzné v bunéném jadre. To je v souladu s dfive publikovanymi vysledky lokalizace
proteinu NTH1 v HeLa burikéach (Luna et al., 2000). Vysledky analyzy western blotu provedeného
v ramci diplomové préace ukdzaly, Ze stejn€ jako v pripadé proteinu UNG2, byl nejvyssi obsah proteinu
NTH1 v bunééné linii HeLa. Néslednd korela¢ni analyza ukazala extrémné silny pozitivni vztah mezi
obsahem UNG?2 a NTH1 u nddorovych lini{ (Pearsoniiv koeficient = 0,995; p-hodnota = 0,005). Takto
silnd korelace je v souladu s diive publikovanymi vysledky, které ukazaly, Ze UNG2 a NTHI1 se
spole¢né vyskytuji na nové vznikajici DNA (Bjgras et al., 2017).

Na druhou stranu diploidni butiky vykazovaly oproti UNG2 stejny nebo vyssi obsah proteinu
NTHI1 neZ nddorové bunécné linie (s vyjimkou bunék HeLa). V tomto ohledu naptiklad i Goto a kolektiv
(Goto et al., 2009) pfi sledovani exprese proteinu NTHI u nadorovych linii odvozenych z nadord
Zaludku a u normaln{ Zalude¢ni mukdézy zjistili, Ze exprese NTH1 byla u vSech sledovanych nddorovych
liniich vyrazné sniZzena. Podobné autofi Williams a Parsons (Williams er Parsons, 2018) ve svych
pozorovani zjistili, Ze hladina proteinu NTH1 je sniZena v prostatickych, Zaludecnich a stfevnich
nadorovych buiikdch. Tato pozorovani ukazuji na odliSnosti mezi nidorovymi a nenddorovymi liniemi
v ptipad¢€ organizace bazové excizni opravy.

Podobné jako u proteinu UNG2, byl v diplomové praci naméfen vyssi obsah proteinu NTH1
u rostoucich diploidnich fibroblasti nez u senescentnich bun¢k. Tato pozorovani jsou v souladu
s vysledky publikovanymi naptiklad Li a kolektivem (Li et al., 2018), ktefi sledovali mnoZstvi proteinu
NTH1 u diploidnich fibroblastd, a to u tif riznych pasazi. Autori uvedené studie zjistili nejvyssi obsah
NTHI u rostoucich mladych buné€k ve tieti pasazi. Naopak, nejnizsi obsah NTH1 naméfili u nejstarSich
bunék v 50. pasazi (Li et al., 2018).

Dile byly v diplomové praci porovnany obsahy proteintl ti¢astnicich se replikace DNA. Jednalo
se o proteiny RPA32, PCNA a MCM7. Proteiny RPA32 a MCM?7 byly pomoci fluorescence
lokalizovany v bunééném jadfe, zatimco protein PCNA byl lokalizovan jak v bunééném jadfe, tak
i v cytoplazmé. Jaderna lokalizace proteini RPA32 a MCM?7 je v souladu s jejich funkei a s dfive
publikovanymi vysledky (Treuner et al., 1998; Wu et al.,2005; Nowinska et al.,2015). Cytoplazmaticka
lokalizace PCNA byla pozorovana rovnéZz nékterymi dal§imi autory studii zaméfenymi na lokalizaci

PCNA (napf. Naryzhny et Lee, 2010; Tang et al., 2020).
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V rdmci srovnani naddorovych bunécnych linii byl v diplomové prici namétfen nejvyssi obsah
proteinu RPA32 v bunécné linii HCT-116, kterd je odvozena z tkdné pochazejici z karcinomu stfeva.
Z nékterych publikovanych vysledku (napt. Zhang er Yu, 2020), je zfejmé, Ze protein RPA32 mizZe byt
zvysen v ruznych typech nddorovych onemocnéni, jako je pravé rakovina stfev, jater, nebo moc¢ového
méchyfe. V praci Givalose a kolektivu (Givalos et al., 2007) byla studovéna tloha proteinu RPA jako
prognostického markeru rakoviny stieva, pricemz jeho vyssi hodnoty byly zaznamendny u pacientt
s metastazemi.

V ramci této diplomové prace bylo naméfeno vysoké mnoZzstvi proteinu MCM7 u bunécné linie
HCT-116 odvozené z nadoru tlustého stieva. Dle publikovanych praci mize protein MCM?7 a jeho
vysokd exprese slouzit rovnéZ jako prognosticky znak rakoviny stiev (napt. Nishihara et al., 2008).
Vysledky srovnavaci analyzy nadorovych a diploidnich linii provedené vramci diplomové prace
ukézaly, Ze obecné bylo v nadorovych liniich a v linii imortalizovanych diploidnich bunék RPE-1
naméfeno veétsi mnoZstvi proteinu MCM?7 nez v buiikdch diploidnich bunék. Tyto vysledky jsou
v souladu s pozorovanim napf. Ishimiho a kolektivu (Ishimi ez al., 2003), ktefi porovndnim troven
exprese MCM?7 proteinu v nddorové bunécné linii HeLa a diploidnich fibroblasti WI-38, pficemz
rovnéz pozorovali vyrazné vyssi expresi proteinu MCM7 v nddorovych HeLa burikdch. Podobné Loffler
a kolektiv (Loffler er al., 2003) pozorovali vyssi obsah proteinu MCM?7 v nadorové linii (pf. MCF7 a
BT20) neZ v imortalizované linii HMEI.

Korelativni analyza mezi proteiny RPA32 a MCM?7 sice naznaCovala silny pozitivni vztah
(Pearsontiv koeficient = 0,880), nicméné se nejednalo o statisticky prikaznou korelaci (p-hodnota =
0,120). Divodem mohl byt nedostate¢ny pocet testovanych linii. U proteinu PCNA nebyla zjisténa
korelace ani s proteinem RPA32 ani MCM7 (PCNA/RPA32: Pearsoniiv koeficient = 0,213, p-hodnota
=0,787; PCNA/MCM?7: Pearsonuv koeficient = -0,102, p-hodnota = 0,897).

Z hlediska porovnani obsahu proteint v rostoucich a senescentnich bunkach bylo dle vysledku
diplomové prace ve vétsiné piipadi naméfeno vyssi mnoZstvi proteinu v bunkach senescentnich.
Jednalo se o prekvapivé zjisténi, nebot’ primarni role té€chto proteini je spojovana
s replikaci DNA. Nicméné napiiklad v praci Hegyi a Skeppera (Heygi et Skepper, 2000) je popisovana
uloha proteinu PCNA v srdec¢nich burikdch, které nepodstupuji syntézu DNA. Taky Ino a Chiba (Ino et
Chiba, 2000) sledovali vysokou troven exprese proteinu PCNA v neproliferujicich mozkovych
burikdch. Ziskand pozorovéani by tudiZ mohla indikovat, Ze proteiny, které jsou primdrné asocioviny
s replikaci, maji v butikdch jest€ i dalsi funkce, které vedou v senescentnich butikach k jejich vyssi
expresi.

Poslednimi sledovanymi proteiny byly DNA polymerdza 3 a CDC45. Tyto proteiny ovSem
neposkytly signifikantni fluorescen¢ni signdl a ani signal na western blotu. Proto byly tyto dva proteiny
vylouceny z dalSich analyz.

Soucasné¢ byla ve vybranych pripadech provedena srovndvaci analyza jadernych

a celobunéénych lyzatd. Tato srovnavaci analyza probéhla za pouziti nddorovych bunécnych linii HeLa
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a NCI-H2009. Jaderné lyzaty poskytly s ohledem na obsah proteint podobné vysledky jako celobunécné
lyzaty (Pearsontiv koeficient = 0,801, p-hodnota= 0,103) téméf u vsSech proteind. Vyrazné rozdilné
vysledky byly pozorovdny pouze v piipadé proteinu UNG2. Tento rozdil lze vysvétlit pfitomnosti
mitochondridlni UNGI1 v celobunécnych lyzatech (napf. Blasiak et al. 2013), kterd je rovnéz
rozeznavana pouZitou protildtkou. Po odstranéni vlivu UNG?2 doslo ke zvySeni Pearsonova koeficientu
na hodnotu 0,946, pricemz p-hodnota byla 0,05.

Z provedenych experimenttl bylo zjevné, Ze analyzované proteiny ucastnici se syntézy a oprav
DNA se svym obsahem mezi riznymi bunénymi liniemi liSily. RovnéZ bylo patrné, Ze diploidn{ linie
lidskych fibroblastti vykazovala celkové nejniz§i urovné vsech sledovanych proteini s vyjimkou
proteinu NTH1. Nejedna se vSak o prekvapivé zjisténi, jelikoZ tyto proteiny se tcastni buné¢nych deja,
které jsou dilezité pro bunécnou proliferaci. Soucasné se také obsah jednotlivych sledovanych proteinti
lisil v zavislosti na jejim staii. Z provedenych analyz bylo zjevné, Ze mezi proteiny tcastnici se oprav
DNA je silna pozitivni korelace (UNG2 a NTH1). Soucasné korelativni analyza ukazala, Ze s rostoucim
obsahem UNG2, roste i aktivita uracilovych DNA glykosyldz. Zajimavé vysledky pfinesla analyza

proteinu MCM7, ktera indikuje moZnost pouZiti tohoto proteinu jako znaku nddorového onemocnéni.

65



7 Zavér

Predkladana diplomova prace se sklada ze dvou zakladnich Casti — teoretické a experimentalni.
V teoretické casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma syntézy a opravy DNA a na popis postupti
pro analyzu obsahu proteintl a aktivity uracilovych glykosylaz. Zavérecna ¢ést byla zameétena na popis
zakladnich znakii bunécné senescence a nadorového bujeni.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly porovnavany zejména obsahy vybranych proteinti
ucastnicich se syntézy a oprav DNA mezi riznymi nadorovymi a diploidnimi buitkami. Kromé obsahu
proteind byla sledovana i jejich lokalizace pomoci imunofluorescence. Na zavér byly sledovany rozdily
v aktivité uracilovych glykosylaz u testovanych bunék.

Na zéaklad¢ lokaliza¢nich experimentl provedenych na modelovych nadorovych bunkach HeLa
byla prokazana lokalizace proteint ucastnicich se replikace a oprav DNA pfevazné v bunééném jadie.
Lokalizace proteinu PCNA byla kromé jadra prokazana také v cytoplazmé.

Ziskana data ukazala, Ze se obsah sledovanych proteinli mezi jednotlivymi bunéénymi liniemi
li$i. Obecné je mozné fici, Ze nadorové bunécné linie mély vyssi obsah sledovanych proteinti nez bunky
diploidni. Vyjimkou byly imortalizované diploidni bunky RPE-1, které v nékterych pifipadech mély
dokonce vyssi obsah nékterych proteinti nez nadorové linie (napi. UNG2 a PCNA).

Prekvapivé vysledky pfineslo porovnani obsahu proteini mezi rostouci a senescentni linii, kde
nékteré proteiny zicastnéné v syntéze DNA, byly ve vétsi mife zastoupeny prave u populaci buné¢k se
zvySenym vyskytem senescentnich bun€k. V téchto populacich byla pfitom vyrazné sniZena replikacni
aktivita.

Zajimavym vysledkem bylo pozorovani silné korelace mezi proteiny ti€astnici se bazové excizni
opravy - UNG2 a NTH1 pouze u nadorovnych linii. Silnd korelace mezi obsahem a aktivitou UNG2

mimoto siln¢ indikovala, ze UNG2 hraje dominantni ulohu v bazové excizni opravé uracilu.

66



8 Literatura

Abbas, T., Dutta, A. (2009): p21 in cancer: Intricate networks and multiple activities. Nature Reviews
Cancer, 9(6), 400—414.

Aird, K. M., Zhang, R. (2013): Detection of senescence-associated heterochromatin foci (SAHF). In
Galluzzi, L., Vitale, 1., Kepp, O., Kroemer, G. (eds.): Cell senescence. Methods in Molecular
Biology, 965, pp 185-196, Humana Press, Totowa, New Jersey.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. (2002): DNA replication
mechanisms. [online] [navstiveno 20.10.2022]. Dostupné
z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26850/

Alegria-Shaffer, A. (2014): Western blotting using chemiluminescent substrates. In: Lorsch, J. (ed.):
Methods in Enzymology, 541, pp 251-259, Academic Press, United Kingdom.

Alhmoud, J. F., Woolley, J. F., Al Moustafa, A. E., Malki, M. 1. (2020). DNA damage/repair
management in cancers. Cancers, 12(4), 1050.

Alimonti, A., Nardella, C., Chen, Z., Clohessy, J. G., Carracedo, A., Trotman, L. C., Cheng, K., Varmeh,
S., Kozma, S. C., Thomas, G., Rosivatz, E., Woscholski, R., Cognetti, F., Scher, H. 1. Pandolfi,
P. P. (2010): A novel type of cellular senescence that can be enhanced in mouse models and
human tumor xenografts to suppress prostate tumorigenesis. The Journal of Clinical
Investigation, 120(3), 681-693.

Almeida, K. H., Sobol, R. W. (2007): A unified view of base excision repair: lesion-dependent protein
complexes regulated by post-translational modification. DNA Repair, 6(6), 695-711.

Anfinsen, C. B. (1973): Principles that govern the folding of protein chains. Science, 181(4096), 223—
230.

Annunziato, A. T. (2008): DNA packaging: nucleosomes and chromatin. [online] [navstiveno 29.10.
2022]. Dostupné z: https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-packaging-nucleosomes-
and-chromatin-310/

Aragjo, S. J., Nigg, E. A., Wood, R. D. (2001): Strong functional interactions of TFIIH with XPC and
XPG in human DNA nucleotide excision repair, without a preassembled
repairosome. Molecular and Cellular Biology, 21(7), 2281-2291.

Balakrishnan, L., Bambara, R. A. (2013): Flap endonuclease 1. Annual Review of Biochemistry, 82,
119-138.

Barnum, K. J., O'Connell, M. J. (2014): Cell cycle regulation by checkpoints. In: Noguchi, E., Gadaleta,
M. (eds.): Cell Cycle Control. Methods in Molecular Biology, 1170, pp 29—40, Humana Press,
New York.

Bass, J. J., Wilkinson, D. J., Rankin, D., Phillips, B. E., Szewczyk, N. J., Smith, K., Atherton, P. J.
(2017): An overview of technical considerations for Western blotting applications to

physiological research. Scandinavian Journal of Medicine & Science in Sports, 27(1), 4-25.

67


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26850/
https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-packaging-nucleosomes-and-chromatin-310/
https://www.nature.com/scitable/topicpage/dna-packaging-nucleosomes-and-chromatin-310/

Baxley, R. M., Bielinsky, A. K. (2017): Mcm10: A dynamic scaffold at eukaryotic replication
Forks. Genes, 8(2), 73.

Beard, W. A., Prasad, R., Wilson, S. H. (2006): Activities and mechanism of DNA polymerase
beta. Methods in Enzymology, 408, 91-107.

Bebenek, A., Ziuzia-Graczyk, 1. (2018): Fidelity of DNA replication-a matter of proofreading. Current
Genetics, 64(5), 985-996.

Bell, S. P, Dutta, A. (2002): DNA Replication in Eukaryotic Cells. Annual Review of Biochemistry,
71(1), 333-374.

Bellamy, S. R.Baldwin, G. S. (2001): A kinetic analysis of substrate recognition by uracil-DNA
glycosylase from herpes simplex virus type 1. Nucleic Acids Research, 29(18), 3857-3863.

Bjeras, K. 0., Sousa, M. M. L., Sharma, A., Fonseca, D. M., Sggaard, C. K., Bjeras, M., Otterlei, M.
(2017): Monitoring of the spatial and temporal dynamics of BER/SSBR pathway proteins,
including MYH, UNG2, MPG, NTH1 and NEIL1-3, during DNA replication. Nucleic Acids
Research, 45(14), 8291-8301.

Blasiak, J., Glowacki, S., Kauppinen, A., Kaarniranta, K. (2013): Mitochondrial and nuclear DNA
damage and repair in age-related macular degeneration. International Journal of Molecular
Sciences, 14(2), 2996-3010.

Bleichert, F., Botchan, M. R., Berger, J. M. (2017): Mechanisms for initiating cellular DNA
replication. Science, 355(6327), eaah6317.

Bodnar, A. G., Ouellette, M., Frolkis, M., Holt, S. E., Chiu, C. P., Morin, G. B., Harley, C. B., Shay, J.
W., Lichtsteiner, S., Wright, W. E. (1998): Extension of life-span by introduction of telomerase
into normal human cells. Science, 279(5349), 349-352.

Boodhun, N. (2018): Protein analysis: key to the future. BioTechniques, 64(5), 197-201.

Bourdeau, V., Baudry, D., Ferbeyre, G. (2009): PML links aberrant cytokine signaling and oncogenic
stress to cellular senescence. Frontiers in Bioscience (Landmark edition), 14(2), 475-485.

Bousset, L., Gil J. (2022): Targeting senescence as an anticancer therapy. Molecular Oncology, 16(21),
3855-3880.

Bronstein, 1., Voyta, J. C., Thorpe, G. H., Kricka, L. J., Armstrong, G. (1989): Chemiluminescent assay
of alkaline phosphatase applied in an ultrasensitive enzyme immunoassay of
thyrotropin. Clinical Chemistry, 35(7), 1441-1446.

Collins, K., Jacks, T., Pavletich, N. P. (1997): The cell cycle and cancer. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 94(7), 2776-2778.

Cooper, G. M. (2000): The development and causes of cancer. [online] [navstiveno dne 5.11.2022].
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9963/

Correia-Melo, C., Jurk, D., Passos, J. F. (2012): Robust multiparametric assessment of cellular
senescence. In: Galluzzi, L., Vitale, L., Kepp, O., Kroemer, G. (eds.): Cell Senescence. Methods
in Molecular Biology, 965, pp 409—419, Humana Press, Totowa, New Jersey.

68


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9963/

Cuanalo-Contreras, K., Schulz, J., Mukherjee, A., Park, K. W., Armijo, E., Soto, C. (2023): Extensive
accumulation of misfolded protein aggregates during natural aging and senescence. Frontiers in
Aging Neuroscience, 14, 1090109.

Dang, H. Q., Li, Z. (2011): The Cdc45-Mcm2-7-GINS protein complex in trypanosomes regulates DNA
replication and interacts with two Orcl-like proteins in the origin recognition complex. The
Journal of Biological Chemistry, 286(37), 32424-32435.

David, S. S., O'Shea, V. L., Kundu, S. (2007): Base-excision repair of oxidative DNA
damage. Nature, 447(7147), 941-950.

Davis, B. J. (1964): Disc electrophoresis. II. Method and application to human serum proteins. Annals
of the New York Academy of Sciences, 121(2), 404—427.

Degasperi, A., Birtwistle, M. R., Volinsky, N., Rauch, J., Kolch, W., Kholodenko, B. N. (2014):
Evaluating strategies to normalise biological replicates of western blot data. PLoS ONE, 9(1),
e87293

Dellaire, G., Ching, R. W., Dehghani, H., Ren, Y., Bazett-Jones, D. P. (2006): The number of PML
nuclear bodies increases in early S phase by a fission mechanism. Journal of Cell
Science, 119(Pt 6), 1026—-1033.

Demaria, M., O'Leary, M. N., Chang, J., Shao, L., Liu, S., Alimirah, F., Koenig, K., Le, C., Mitin, N.,
Deal, A. M., Alston, S., Academia, E. C., Kilmarx, S., Valdovinos, A., Wang, B., de Bruin, A.,
Kennedy, B. K., Melov, S., Zhou, D., Sharpless, N. E., Muss, H., Campisi, J. (2017): Cellular
senescence promotes adverse effects of chemotherapy and cancer relapse. Cancer
Discovery, 7(2), 165-176.

Dianov, G. L., Hiibscher, U. (2013): Mammalian base excision repair: the Forgotten Archangel. Nucleic
Acids Research, 41(6), 3483-3490.

Dimri, G. P., Hara, E., Campisi, J. (1994): Regulation of two E2F-related genes in presenescent and
senescent human fibroblasts. The Journal of Biological Chemistry, 269(23), 16180—16186.

Dimri, G. P., Lee, X., Basile, G., Acosta, M., Scott, G., Roskelley, C., Medrano, E. E., Linskens, M.,
Rubelj, 1., Pereira-Smith, O. (1995): A biomarker that identifies senescent human cells in culture
and in aging skin in vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 92(20), 9363-9367.

Ding, H. D., Zhang, X. H., Xu, S. C., Sun, L. L., Jiang, M. Y., Zhang, A. Y., Jin, Y. G. (2009): Induction
of protection against paraquat-induced oxidative damage by abscisic acid in maize leaves is
mediated through mitogen-activated protein kinase. Journal of Integrative Plant
Biology, 51(10), 961-972.

Ding, L., Cao, J., Lin, W., Chen, H., Xiong, X., Ao, H., Min Y., Jie L., Qinghua C. (2020): The roles of
cyclin-dependent kinases in cell-cycle progression and therapeutic strategies in human breast

cancer. International Journal of Molecular Sciences, 21(6), 1960.

69



Dong, X. M., Cai, R., Yang, F., Zhang, Y. Y., Wang, X. G., Fu, S. L., Zhang, J. R. (2016): Predictive
value of plasma B2-microglobulin on human body function and senescence. European Review
for Medical and Pharmacological Sciences, 20(11), 2350-2356.

Ekpenyong-Akiba, A., Canfarotta, F., Hatem, B. A., Poblocka, M., Casulleras, M., Castilla-Vallmanya,
L., Kocsis-Fodor, G., Kelly, M. E., Janus, J., Althubiti, M., Piletska, E., Piletsky, S., Macip, S..
(2019): Detecting and targeting senescent cells using molecularly imprinted nanoparticles.
Nanoscale Horizons, 4(3), 757-768.

Elmore, S. (2007): Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic Pathology, 35(4), 495—
516.

Engvall, E., Perlmann, P. (1971): Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) quantitative assay of
immunoglobulin G. Immunochemistry, 8(9), 871-874.

Epe, B. (2002): Role of endogenous oxidative DNA damage in carcinogenesis: what can we learn from
repair-deficient mice? Biological Chemistry, 383(3-4), 467—475.

Ewald, J. A., Desotelle, J. A., Wilding, G., Jarrard, D. F. (2010): Therapy-induced senescence in cancer.
Journal of the National Cancer Institute, 102(20), 1536—1546.

Ferbeyre, G., de Stanchina, E., Querido, E., Baptiste, N., Prives, C., Lowe, S. W. (2000): PML is induced
by oncogenic ras and promotes premature senescence. Genes & Development, 14(16), 2015—
2027.

Feringa, F. M., Raaijmakers, J. A., Hadders, M. A., Vaarting, C., Macurek, L., Heitink, L., Krenning L.,
Medema, R. H. (2018): Persistent repair intermediates induce senescence. Nature
Communications, 9(1), 3923.

Fernando, S. A., Wilson, G. S. (1992): Studies of the “hook” effect in the one-step sandwich
immunoassay. Journal of Immunological Methods, 151(1-2), 47-66.

Fine, J. (1935): The biuret method of estimating albumin and globulin in serum and urine. The
Biochemical Journal, 29(3), 799—803.

Finlay, C. A., Hinds, P. W., Levine, A. J. (1989): The p53 proto-oncogene can act as a suppressor of
transformation. Cell, 57(7), 1083—-1093.

Fitsiou, E., Soto-Gamez, A., Demaria, M. (2021): Biological functions of therapy-induced senescence
in cancer. Seminars in Cancer Biology, 81, 5-13.

Fortini, P., Pascucci, B., Parlanti, E., Sobol, R. W., Wilson, S. H., Dogliotti, E. (1998): Different DNA
polymerases are involved in the short- and long-patch base excision repair in mammalian cells.
Biochemistry, 37(11), 3575-3580.

Franklin, R. E., Gosling, R. G. (1953): Molecular configuration in sodium thymonucleate. Nature,
171(4356), 740-741.

Frederico, L. A., Kunkel, T. A., Shaw, B. R. (1990): A sensitive genetic assay for the detection of
cytosine deamination: determination of rate constants and the activation energy. Biochemistry,

29(10), 2532-2537.

70



Funk, J. O. (2006). Cell Cycle Checkpoint Genes and Cancer. Encyclopedia of Life Sciences. In eLS,
(Ed.). https://doi.org/10.1038/npg.els.0006046.

Gallagher, S. R. (2007). One-dimensional SDS gel electrophoresis of proteins. Current Protocols in
Toxicology. 32, A3F.1-A3F.38.

Gazo, L, Fran&k, R., Sindelka, R., Lebeda, L., Shivaramu, S., P$eni¢ka, M., Steinbach, C. (2020): Ancient
sturgeons possess effective DNA repair mechanisms: Influence of model genotoxicants on
embryo development of sterlet, Acipenser ruthenus. International Journal of Molecular
sciences, 22(1), 6.

Ghannam, J. Y, Wang, J., Jan, A. (2021): Biochemistry, DNA structure. [online] [navstiveno
13.10.2022]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 538241/

Giacinti, C., Giordano, A. (2006): RB and cell cycle progression. Oncogene, 25(38), 5220-5227.

Givalos, N., Gakiopoulou, H., Skliri, M., Bousboukea, K., Konstantinidou, A. E., Korkolopoulou, P.,
Lelouda, M., Kouraklis, G., Patsouris, E., Karatzas, G. (2007): Replication protein A is an
independent prognostic indicator with potential therapeutic implications in colon
cancer. Modern Pathology: an Official Journal of the United States and Canadian Academy of
Pathology, Inc, 20(2), 159-166.

Goellner, E. M., Putnam, C. D., Kolodner, R. D. (2015): Exonuclease 1-dependent and independent
mismatch repair. DNA repair, 32, 24-32.

Goldberg, S. (2008): Mechanical/physical methods of cell disruption and tissue homogenization. In:
Posh, A. (ed.): 2D PAGE: Sample Preparation and Fractionation. Methods in Molecular
Biology, 424, pp 3—22, Humana Press, New Jersey.

Goldman, A., Harper, S., Speicher, D. W. (2016): Detection of proteins on blot membranes. Current
Protocols in Protein Science, 86, 10.8.1-10.8.11.

Gonzalez-Gualda, E., Baker, A. G., Fruk, L., Mufioz-Espin, D. (2020): A guide to assessing cellular
senescence in vitro and in vivo. The FEBS Journal, 288(1), 56—80.

Gornall, A. G., Bardawill, C. J., David, M. M. (1949): Determination of serum proteins by means of the
biuret reaction. The Journal of Biological Chemistry, 177(2), 751-766.

Goto, M., Shinmura, K., Igarashi, H., Kobayashi, M., Konno, H., Yamada, H., Iwaizumi, M., Kageyama,
L., Tsuneyoshi, T., Tsugane, T., Sugimura, H. (2009): Altered expression of the human base
excision repair gene NTH]1 in gastric cancer. Carcinogenesis, 30(8), 1345-1352.

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.

Goulian, M., Richards, S. H., Heard, C. J., Bigsby, B. M. (1990): Discontinuous DNA synthesis by
purified mammalian proteins. The Journal of Biological Chemistry, 265(30), 18461-18471.

Grabski, A. C. (2009): Advances in preparation of biological extracts for protein purification. Methods
in Enzymology, 463, 285-303.

71


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK538241/

Graf, N., Ang, W. H., Zhu, G., Myint, M., Lippard, S. J. (2011): Role of endonucleases XPF and XPG
in nucleotide excision repair of platinated DNA and cisplatin/oxaliplatin
cytotoxicity. Chembiochem: a European Journal of Chemical Biology, 12(7), 1115-1123.

Grin, 1. R., Konorovsky, P. G., Nevinsky, G. A., Zharkov, D. O. (2009): Heavy metal ions affect the
activity of DNA glycosylases of the Fpg family. Biochemistry (Moscow), 74(11), 1253-1259.

Hafner, A., Bulyk, M. L., Jambhekar, A., Lahav, G. (2019): The multiple mechanisms that regulate p53
activity and cell fate. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 20(4), 199-210.

Hara, E., Smith, R., Parry, D., Tahara, H., Stone, S., Peters, G. (1996): Regulation of pl6CDKN?2
expression and its implications for cell immortalization and senescence. Molecular and Cellular
Biology, 16(3), 859-867.

Hashimoto, S., Anai, H. Hanada, K. Mechanisms of interstrand DNA crosslink repair and human
disorders (2016): Genes and Environment: the Official Journal of the Japanese Environmental
Mutagen Society 38, 9.

Haskins, J. S., Su, C., Maeda, J., Walsh, K. D., Haskins, A. H., Allum, A. J., Froning, C. E., Kato, T. A.
(2020): Evaluating the genotoxic and cytotoxic effects of thymidine analogs, 5-ethynyl-2'-
deoxyuridine and 5-bromo-2'-deoxyurdine to mammalian cells. International Journal of
Molecular Sciences, 21(18), 6631.

Hayflick, L., Moorhead, P. S. (1961): The serial cultivation of human diploid cell strains. Experimental
Cell Research. 25, 585-621.

Hegyi, L., Skepper, J. N. (2000): The significance of expression of proliferating cell nuclear antigen in
the cardiovascular system: mitosis or DNA repair? Circulation, 101(25), E239-E240.

Hengartner, M. O. (2000): The biochemistry of apoptosis. Nature, 407(6805), 770-6.

Herrmann, J., Babic, M., Tolle, M., Eckardt, K. U., van der Giet, M., Schuchardt, M. (2020): A novel
protocol for detection of senescence and calcification markers by fluorescence microscopy.
International Journal of Molecular Sciences, 21(10), 3475.

Hernandez-Segura, A., Brandenburg, S., Demaria, M. (2018): Induction and validation of cellular
senescence in primary human cells. Journal of Visualized Experiments: JoVE, (136), 57782.

Heuer, B. (2021): Mitochondrial DNA: Unraveling the "other" genome. Journal of the American
Association of Nurse Practitioners, 33(9), 673-675.

Hinz, J. M. (2010): Role of homologous recombination in DNA interstrand crosslink repair.
Environmental and Molecular Mutagenesis, 51(6):582-603.

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

Hooten, N., Evans, M. K. (2017): Techniques to induce and quantify cellular senescence. Journal of
Visualized Experiments. 123, e55533.

Hsieh, P., Zhang, Y. (2017): The devil is in the details for DNA mismatch repair. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 114(14), 3552-3554.

72


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Eckardt%20KU%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=van%20der%20Giet%20M%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schuchardt%20M%5BAuthor%5D

Hussar, P. (2022): Apoptosis regulators Bcl-2 and Caspase-3. Encyclopedia, 2(4), 1624-1636.

Champoux, J. J. (2001): DNA topoisomerases: structure, function, and mechanism. Annual Review of
Biochemistry, 70, 369—413.

Chandeck, C., Mooi, W. J. (2010): Oncogene-induced cellular senescence. Advances in Anatomic
Pathology, 17(1), 42—48.

Chang, S. K. C., Zhang, Y. (2017): Protein analysis. In: Nielsen, S. S. (ed.): Food Analysis, pp 315—
331. Springer International Publishing. Boston, MA.

Chargaff, E. (1951): Structure and function of nucleic acid as cell constituent. Federation Proceedings, 10(3),
654-659.

Chargaff, E. Vischer E., Doniger R., Green C., Misani F. (1949): The composition of the desoxypentose nucleic
acid of thymus and spleen. The Journal of Biological Chemistry 177, 405—416.

Chen, M. J., Li, W. K., Ma C. B., Wu, K. F., He, H. L., Wang K. M. (2019): Fluorometric determination
of the activity of uracil-DNA glycosylase by using graphene oxide and exonuclease I assisted
signal amplification. Microchimica Acta 186, 110.

Chesnokov, I. N. (2007): Multiple functions of the origin recognition complex. International Review of
Cytology, 69—1009.

Childs, B. G., Durik, M., Baker, D. J., van Deursen, J. M. (2015): Cellular senescence in aging and age-
related disease: from mechanisms to therapy. Nature Medicine, 21(12), 1424-1435.

Childs, B. G., Gluscevic, M., Baker, D. J., Laberge, R.-M., Marquess, D., Dananberg, J., van Deursen,
J. M. (2017): Senescent cells: an emerging target for diseases of ageing. Nature Reviews Drug
Discovery, 16(10), 718-735.

Childs, B. G., Bussian, T. J., Baker, D. J. (2019): Cellular identification and quantification of senscence-
associated B-galactosidase aktivity in vivo. In: Demaria, M. (ed.) Cellular Senescence. Methods
in Molecular Biology, 1896, pp 31-38, Humana Press, New York.

Chotiner, J. Y., Wolgemuth, D. J. Wang, P. J. (2019): Functions of cyclins and CDKs in mammalian
gametogenesis. Biology of Reproduction, 101(3), 591-601.

Ino, H., Chiba, T. (2000): Expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in the adult and
developing mouse nervous system. Brain research. Molecular Brain Research, 78(1-2), 163—
174.

Ishimi, Y., Okayasu, 1., Kato, C., Kwon, H. J., Kimura, H., Yamada, K., Song, S. Y. (2003): Enhanced
expression of Mcm proteins in cancer cells derived from uterine cervix. European Journal of

Biochemistry, 270(6), 1089-1101.

Itahana, K., Campisi, J., Dimri, G. P. (2007): Methods to detect biomarkers of cellular senescence: the
senescence-associated beta-galactosidase assay. In: Tollefsbol, T.O. (ed.) Biological Aging. Methods
in Molecular Biology, 371, pp 21-31, Humana Press, Totowa, New Jersey.

73



Ivanschitz, L., De Thé, H., Le Bras, M. (2013): PML, SUMOylation, and Senescence. Frontiers in Oncology, 3,
171.

Iveland, T. S., Hagen, L., Sharma, A., Sousa, M. M. L., Sarno, A., Wollen, K. L., Liabakk, N. B.,
Slupphaug, G. (2020): HDACi mediate UNG2 depletion, dysregulated genomic uracil and
altered expression of oncoproteins and tumor suppressors in B- and T-cell lines. Journal of
Translational Medicine, 18(1), 159.

Jackson, A. L., Loeb, L. A. (2001): The contribution of endogenous sources of DNA damage to the
multiple mutations in cancer. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis. 477(1-2),7-21.

Jackson, S. P., Bartek, J. (2009): The DNA-damage response in human biology and
disease. Nature, 461(7267), 1071-1078.

Jacobs, A. L., Schir, P. (2011): DNA glycosylases: in DNA repair and beyond. Chromosoma, 121(1),
1-20.

Jaskova, E. (2010): Inhibitory cyklin-dependentnich kindz a transkripcni stres. Diplomova prace.
Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc.

Jensen, E. C. (2012): The basics of western blotting. Anatomical Record, 295(3), 369-371.

Jiricny, J. (2006): The multifaceted mismatch-repair system. Nature Reviews Molecular Cell
Biology, 7(5), 335-346.

Jones, M. L., Baris, Y., Taylor, M. R. G., Yeeles, J. T. P. (2021): Structure of a human replisome shows
the organisation and interactions of a DNA replication machine. The EMBO Journal, 40(23),
e108819.

Kabotova, A. (2021): Metody detekce replikacni aktivity lidskych bun¢k a standardizace jejich pouziti
pro analyzu bunécného cyklu. Bakalarska prace. Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého,
Olomouc.

Kadyk, L. C., Hartwell, L. H. (1992): Sister chromatids are preferred over homologs as substrates for
recombinational repair in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 132(2), 387-402.

Kara, H., Chazal, N., Bouaziz, S. (2019): Is uracil-DNA glycosylase UNG2 a new cellular weapon
against HIV-1? Current HIV Research, 17(3), 148-160.

Kelman, Z. (1997): PCNA: structure, functions and interactions. Oncogene, 14(6), 629—640.

Kladova, O. A., lakovlev, D. A., Groisman, R., Ishchenko, A. A., Saparbaev, M. K., Fedorova, O. S.,
Kuznetsov, N. A. (2020): An assay for the activity of base excision repair enzymes in cellular
extracts using fluorescent DNA probes. Biochemistry (Moscow), 85(4), 480—489.

Klionsky, D. J. (2017): Blame it on Southern, but it's a western blot. Autophagy, 13(1), 1-2.

Koellner, C. M., Mensink, K. A., Highsmith, W. E. (2018): Basic concepts in human molecular genetics.
In: Coleman, W. B., Tsongalis, G. J. (eds.), Molecular Pathology: The Molecular Basis of
Human Disease, pp 99-120. Academic Press, United Kingdom.

74



Kontomanolis, E. N., Koutras, A., Syllaios, A., Schizas, D., Mastoraki, A., Garmpis, N., Diakosavvas,
M., Angelou, K., Tsatsaris, G., Pagkalos, A., Ntounis, T., Fasoulakis, Z. (2020): Role of
oncogenes and tumor-suppressor genes in carcinogenesis: A review. Anticancer Research,
40(11), 6009-6015.

Krejci, L., Altmannova, V., Spirek, M., Zhao, X. (2012): Homologous recombination and its
regulation. Nucleic Acids Research, 40(13), 5795-5818.

Kricka, L. J. (1991): Chemiluminescent and bioluminescent techniques. Clinical Chemistry, 37(9):
1472—-1481.

Krokan, H. E., Bjoras, M. (2013): Base excision repair. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology,
5(4), a012583 —a012583.

Krokan, H., Urs Wittwer, C. (1981): Uracil DNA-glycosylase from HeLa cells: general properties,
substrate specificity and effect of uracil analogs. Nucleic Acids Research, 9(11), 2599-2614.

Kumar, A., Reed, A. J., Zahurancik, W. J., Daskalova, S. M., Hecht, S. M., Suo, Z. (2022): Interlocking
activities of DNA polymerase 3 in the base excision repair pathway. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 119(10), €2118940119.

Kumari, R., Jat, P. (2021): Mechanisms of cellular senescence: Cell cycle arrest and senescence
associated secretory phenotype. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 9, 645593.

Kumbar, V., Vrsanka, M. (2015). A comparison of Biuret, Lowry and Bradford methods for measuring
the egg’s proteins. In: Mendel Net, 11. — 12.11.2015, Brno, Ceska republika, pp. 394-8.

Kunkel, T. A., Erie, D. A. (2005): DNA mismatch repair. Annual Review of Biochemistry, 74, 681—
710.

Labib, K. (2000): Uninterrupted MCM2-7 function required for DNA replication fork progression.
Science, 288(5471), 1643—1647.

Laemmli, U. K. (1970): Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage
T4. Nature, 227(5259), 680—685.

Lallemand-Breitenbach, V., de Thé, H. (2010): PML nuclear bodies. Cold Spring Harbor Perspectives
in Biology, 2(5), a000661.

Langston, L. D., Zhang, D., Yurieva, O., Georgescu, R. E., Finkelstein, J., Yao, N. Y., Indiani, C.,
O'Donnell, M. E. (2014): CMG helicase and DNA polymerase € form a functional 15-subunit
holoenzyme for eukaryotic leading-strand DNA replication. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 111(43), 15390-15395.

Lara-Gonzalez, P., Westhorpe, F. G., Taylor, S. S. (2012): The spindle assembly checkpoint. Current
Biology, 22(22), R966 — R980.

Lawrence, M. S., Stojanov, P., Mermel, C. H., Robinson, J. T., Garraway, L. A., Golub, T. R., Meyerson,
M., Gabriel, S. B., Lander, E. S., Getz, G. (2014): Discovery and saturation analysis of cancer
genes across 21 tumour types. Nature, 505(7484), 495-501.

75



Lehmann, A. R. (2011): DNA polymerases and repair synthesis in NER in human cells. DNA Repair,
10(7), 730-733.

Li, M., Yang, X., Lu, X., Dai, N., Zhang, S., Cheng, Y., Zhang, L., Yang, Y., Liu, Y., Zhenzhou, Y.,
Wang, D., Wilson, D. M. (2018): APE1 deficiency promotes cellular senescence and premature
aging features. Nucleic Acids Research, 46(11), 5664-5677.

Li, J., Ouyang, Y. C., Zhang, C. H., Qian, W. P., Sun, Q. Y. (2019): Cyclin B2/CDK1 inhibits separase
activity in oocyte meiosis I. Development, 146(23), dev182519.

Li, X., Heyer, W. D. (2008): Homologous recombination in DNA repair and DNA damage
tolerance. Cell Research, 18(1), 99-113.

Lieber, M. R. (2008): The mechanism of human nonhomologous DNA end joining. The Journal of
Biological Chemistry, 283(1), 1-5.

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.

Ligasova, A., Rosenberg, 1., Bockova, M., Homola, J., Koberna, K. (2021): Anchored linear
oligonucleotides: the effective tool for the real-time measurement of uracil DNA glycosylase
activity. Open Biology, 11(10), 210136.

Lin, A. V. (2015): Direct ELISA. In: Hnasko, E. (ed.): ELISA. Methods in Molecular Biology, 1318,
pp 61-67, Humana Press, New York.

Lindahl, T. (1993): Instability and decay of the primary structure of DNA. Nature, 362(6422), 709-715.

Lindahl, T. (1999): Quality control by DNA repair. Science, 286(5446), 1897—1905.

Lindahl, T., Nyberg B. (1972): Rate of depurination of native deoxyribonucleic acid. Biochemistry.
11(19), 3610-3618.

Lioutas, A., Vernos, 1. (2013): Aurora A kinase and its substrate TACC3 are required for central spindle
assembly. EMBO Reports, 14(9), 829-836.

Lipetz, J., Cristofalo, V. J. (1972): Ultrastructural changes accompanying the aging of human diploid
cells in culture. Journal of Ultrastructure Research, 39(1-2), 43-56.

Loffler, H., Syljudsen, R. G., Bartkova, J., Worm, J., Lukas, J., Bartek, J. (2003): Distinct modes of
deregulation of the proto-oncogenic Cdc25A phosphatase in human breast cancer cell lines.
Oncogene, 22(50), 8063—8071.

Lohmann, D. R. (1999): RB1 gene mutations in retinoblastoma. Human Mutation, 14(4), 283-288.

Lowe, S. W., Sherr, C. J. (2003). Tumor suppression by Ink4a—Arf: progress and puzzles. Current
Opinion in Genetics & Development, 13(1), 77-83.

Lowry, O. H., Rosebrough N. J., Farr, A. L., Randall, R. J. (1951): Protein measurement with the Folin
phenol reagent. The Journal of Biological Chemistry, 193(1), 265-275.

Lu, Y. J., Hu, D. P, Deng, Q., Wang, Z. Y., Huang, B. H., Fang, Y. X., Zhang, K., Wong, W. L.
(2015): Sensitive and selective detection of uracil-DNA glycosylase activity with a new

pyridinium luminescent switch-on molecular probe. Analyst, 140(17), 5998-6004.

76



Maga, G., Hubscher, U. (2003): Proliferating cell nuclear antigen (PCNA): a dancer with many
partners. Journal of Cell Science, 116(Pt 15), 3051-3060.

Mahmood, T., Yang, P. C. (2012). Western blot: technique, theory, and trouble shooting. North
American Journal of Medical Sciences, 4(9), 429-434.

Maksimenko, A., Ishchenko, A. A., Sanz, G., Laval, J., Elder, R. H., Saparbacv, M. K. (2004): A
molecular beacon assay for measuring base excision repair activities. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 319(1), 240-246.

Malumbres, M. (2014): Cyclin-dependent kinases. Genome Biology, 15(6), 122.

Martin, L. J. (2008): DNA damage and repair: relevance to mechanisms of neurodegeneration. Journal
of Neuropathology and Experimental Neurology, 67(5), 377-387.

McElhinny, S. A. N., Gordenin, D. A., Stith, C. M., Burgers, P. M., Kunkel, T. A. (2008): Division of
labor at the eukaryotic replication fork. Molecular Cell, 30(2), 137-144.

Moldovan, G. L., Pfander, B., Jentsch, S. (2007): PCNA, the maestro of the replication fork. Cell,
129(4), 665-679.

Mostek, J. (2020): Zakladni pfistupy analyzy proteind v bunécnych lyzatech a jejich aplikace pro
analyzu vybranych proteinti metabolismu a oprav DNA. Bakalaiskd prace. Prirodovédecka
fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc.

Narita, M., Niinez, S., Heard, E., Narita, M., Lin, A. W., Hearn, S. A., Spector, D. L., Hannon, G. J.,
Lowe, S. W. (2003): Rb-mediated heterochromatin formation and silencing of E2F target genes
during cellular senescence. Cell, 113(6), 703-716.

Naryzhny, S. N., Lee, H. (2010): Proliferating cell nuclear antigen in the cytoplasm interacts with
components of glycolysis and cancer. FEBS Letters, 584(20), 4292-4298.

Nishihara, K., Shomori, K., Fujioka, S., Tokuyasu, N., Inaba, A., Osaki, M., Ogawa, T., Ito, H. (2008):
Minichromosome maintenance protein 7 in colorectal cancer: implication of prognostic
significance. International Journal of Oncology, 33(2), 245-251.

Noguchi, E. (2010): The DNA replication checkpoint and preserving genomic integrity during DNA
synthesis. [online] [navstiveno 25.11.2022]. Dostupné Z:
https://www.nature.com/scitable/topicpage/the-dna-replication-checkpoint-and-preserving-
genomic-14157692/

Norbury, C. J., Hickson, I. D. (2001): Cellular responses to DNA damage. Annual Review of
Pharmacology and Toxicology, 41, 367—401.

Nowinska, K., Chmielewska, M., Piotrovska, A., Pula, B., Pastuszewski, W., Krecicki, T., Podhorska-
Okotow, M., Zabel, M." Dziegiel, P. (2015): Correlation between levels of expression of
minichromosome maintenance proteins, Ki-67 proliferation antigen and metallothionein I/II in
laryngeal squamous cell cancer. International Journal of Oncology, 48(2), 635—645.

Nufiez-Ramirez, R., Klinge, S., Sauguet, L., Melero, R., Recuero-Checa, M. A., Kilkenny, M., Perera,
R. L., Garcia-Alvarez, B., Hall, R. J., Nogales, E., Pellegrini, L., Llorca, O. (2011): Flexible

77


https://www.nature.com/scitable/topicpage/the-dna-replication-checkpoint-and-preserving-genomic-14157692/
https://www.nature.com/scitable/topicpage/the-dna-replication-checkpoint-and-preserving-genomic-14157692/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Podhorska-Oko%C5%82ow+M&cauthor_id=26648405
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Podhorska-Oko%C5%82ow+M&cauthor_id=26648405
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zabel+M&cauthor_id=26648405

tethering of primase and DNA Pol o in the eukaryotic primosome. Nucleic Acids
Research, 39(18), 8187-8199.

O'Donnell, M., Langston, L., Stillman, B. (2013): Principles and concepts of DNA replication in
bacteria, archaea, and eukarya. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 5(7), a010108.

Odell, 1. D., Barbour, J. E., Murphy, D. L., Della-Maria, J. A., Sweasy, J. B., Tomkinson, A. E., Wallace,
S. S., Pederson, D. S. (2011): Nucleosome disruption by DNA ligase III-XRCC1 promotes
efficient base excision repair. Molecular and Cellular Biology, 31(22), 4623—4632.

Okazaki, R., Okazaki, T., Sakabe, K., Sugimoto, K., Sugino, A. (1968): Mechanism of DNA chain
growth. 1. Possible discontinuity and unusual secondary structure of newly synthesized chains.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 59(2), 598—
605.

Okutucu, B., Dinger, A., Habib, O., Zihnioglu, F. (2007): Comparison of five methods for determination
of total plasma protein concentration. Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 70(5),
709-711.

Olson, B. J. S. C., Markwell, J. (2007): Assays for determination of protein concentration. Current
Protocols in Protein Science, 3.4.1-3.4.29.

Onesti, S., MacNeill, S. A. (2013): Structure and evolutionary origins of the CMG complex.
Chromosoma, 122(1-2), 47-53.

Ono, T., Wang, S., Koo, C. - K., Engstrom, L., David, S. S., Kool, E. T. (2012): Direct fluorescence
monitoring of DNA base excision repair. Angewandte Chemie International Edition, 51(7),
1689-1692.

Otterlei, M., Warbrick, E., Nagelhus, T.A., Haug, T., Slupphaug, G., Akbari, M., Aas, P.A., Steinsbekk,
K., Bakke, O., Krokan, H.E. (1999): Post-replicative base excision repair in replication foci.
European Molecular Biology Organization Journal, 18(13), 3834-3844.

Ormnstein, L. (1964): Disc electrophoresis. . Background and theory. Annals of the New York Academy
of Sciences, 121, 321-349.

Pannunzio, N. R., Watanabe, G., Lieber, M. R. (2017): Nonhomologous DNA end-joining for repair of
DNA double-strand breaks. Journal of Biological Chemistry, 293(27), 10512—-10523.

Pardee, A. B. (1974): A restriction point for control of normal animal cell proliferation. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 71(4), 1286—1290.
Pascucci, B., Stucki, M., Jonsson, Z. O., Dogliotti, E., Hiibscher, U. (1999): Long patch base excision
repair with purified human proteins. DNA ligase I as patch size mediator for DNA polymerases

delta and epsilon. The Journal of Biological Chemistry, 274(47), 33696-33702.

Pazolli, E., Alspach, E., Milczarek, A., Prior, J., Piwnica-Worms, D., Stewart, S. A. (2012): Chromatin

remodeling underlies the senescence-associated secretory phenotype of tumor stromal

fibroblasts that supports cancer progression. Cancer Research, 72(9), 2251-2261.

78



Pec, P. a kolektiv (2008): Laboratorni cviceni z biochemie. 3. dopln. vyd. Olomouc. Univerzita
Palackého v Olomouci. Olomouc.

Pettersen, H. S., Sundheim, O., Gilljam, K. M., Slupphaug, G., Krokan, H. E., Kavli B. (2007): Uracil-
DNA glycosylases SMUG1 and UNG2 coordinate the initial steps of base excision repair by
distinct mechanisms. Nucleic Acid Research, 35(12), 3879-3892.

Petojevic, T., Pesavento, J. J., Costa, A., Liang, J., Wang, Z., Berger, J. M., Botchan, M. R.
(2015): Cdc45 (cell division cycle protein 45) guards the gate of the eukaryote replisome
helicase stabilizing leading strand engagement. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 112(3), E249 — E258.

Pontén, F., Gry, M., Fagerberg, L., Lundberg, E., Asplund, A., Berglund, L., Oksvold, P., Bjorling, E.,
Hober, S., Kampf, C., Navani, S., Nilsson, P., Ottosson, J., Persson, A., Wernérus, H., Wester,
K., Uhlén, M. (2009): A global view of protein expression in human cells, tissues, and
organs. Molecular Systems Biology, 5, 337.

Pylayeva-Gupta, Y., Grabocka, E., Bar-Sagi, D. (2011): RAS oncogenes: weaving a tumorigenic
web. Nature Reviews Cancer, 11(11), 761-774.

Rajalakshmi, T. R., AravindhaBabu, N., Shanmugam, K. T., Masthan, K. M. (2015): DNA adducts-
chemical addons. Journal of Pharmacy & Bioallied Sciences, 7(Suppl 1), S197 — S199.
Raymond, S., Weintraub, L. (1959): Acrylamide gel as a supporting medium for zone

electrophoresis. Science, 130(3377), 711.

Reid, D. A., Keegan, S., Leo-Macias, A., Watanabe, G., Strande, N. T., Chang, H. H., Betul Akgol
Oksuz, David Fenyo, Michael R. Lieber, Dale A. Ramsden, Rothenberg, E. (2015):
Organization and dynamics of the nonhomologous end-joining machinery during DNA double-
strand break repair. Proceedings of the National Academy of Sciences, 112(20), E2575 — E2584.

Robin, J. D., Wright, W. E., Zou, Y., Cossette, S. C., Lawlor, M. W., Gussoni, E. (2015). Isolation and
immortalization of patient-derived cell lines from muscle biopsy for disease modeling. Journal
of Visualized Experiments, (95), 52307.

Roninson, I. B. (2003): Tumor cell senescence in cancer treatment. Cancer Research, 63(11), 2705—
2715.

Saelens, X., Festjens, N., Vande Walle, L., van Gurp, M., van Loo, G., Vandenabeele, P. (2004): Toxic
proteins released from mitochondria in cell death. Oncogene, 23(16), 2861-2874.

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

Sancar, A. (1996): DNA Excision repair. Annual Review of Biochemistry, 65(1), 43—81.

Sanchez-Vega, F., Mina, M., Armenia, J., Chatila, W. K., Luna, A., La, K. C., Dimitriadoy, S., Liu, D.
L., Kantheti, H. S., Saghafinia, S., Chakravarty, D., Daian, F., Gao, Q., Bailey, M. H., Liang,
W. W., Foltz, S. M., Shmulevich, 1., Ding, L., Heins, Z., Ochoa, A., Gross, B., Gao, J., Zhang,
H., Kundra, R., Kandoth, C., Bahceci, 1., Dervishi, U., Zhou, W., Shen, H., Laird, P. W., Way,

79



G. P., Greene, C. S, Liang, H., Xiao, Y., Wang, C., lavarone, A., Berger, A. H., Bivona, T. G.,
Lazar, A. J., Hammer, G. D., Giordano, T., Kwong, L. N., McArthur, G., Huang, C., Tward, A.
D., Frederick, M. J., McCormic, F., Meyerson, M. (2018). Oncogenic signaling pathways in the
cancer genome atlas. Cell, 173(2), 321-337.¢10.

Sattler, U., Frit, P., Salles, B., Calsou, P. (2003): Long-patch DNA repair synthesis during base excision
repair in mammalian cells. EMBO reports, 4(4), 363-367.

Shammas, M. A. (2011): Telomeres, lifestyle, cancer, and aging. Current Opinion in Clinical Nutrition
and Metabolic Care, 14(1), 28-34.

Shen, C. H. (2019): Quantification and analysis of proteins. Diagnostic Molecular Biology, 187-214.

Silva, J. M., McMahon, M. (2014): The fastest Western in town: a contemporary twist on the classic
Western blot analysis. Journal of Visualized Experiments, 84, €51149.

Sirbu, B. M., Cortez, D. (2013): DNA damage response: three levels of DNA repair regulation. Cold
Spring Harbor Perspectives in Biology, 5(8), a012724.

Sitte, N., Merker, K., Von Zglinicki, T., Grune, T., Davies, K. J. (2000): Protein oxidation and
degradation during cellular senescence of human BJ fibroblasts: part [--effects of proliferative
senescence. The FASEB Journal, 14(15), 2495-2502.

Smith, B. J. (1984): SDS polyacrylamide gel electrophoresis of proteins. In: Walker, J. M. (ed.) Proteins.
Methods in Molecular Biology, 1, pp 41-55, Humana Press, New Jersey.

Srivastava, D. K., Vande Berg, B. J., Prasad, R., Molina, J. T., Beard, W. A., Tomkinson, A. E., Wilson,
S. H. (1998): Mammalian abasic site base excision repair. Journal of Biological Chemistry,
273(33), 21203-21209.

Stein, G., Farber, J. (1972): Role of nonhistone chromosomal proteins in the restriction of mitotic
chromatin template activity. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States, 69(10), 2918-2921.

Stillman, B. (1996): Cell cycle control of DNA replication. Science, 274(5293), 1659-1663.

Stillman, B. (2008): DNA polymerases at the replication fork in eukaryotes. Molecular Cell, 30(3), 259—
260.

Stivers, J. T. (1998): 2-Aminopurine fluorescence studies of base stacking interactions at abasic sites in
DNA: metal-ion and base sequence effects. Nucleic Acids Research, 26(16), 3837-3844.

Strzalka, W., Ziemienowicz, A. (2011): Proliferating cell nuclear antigen (PCNA): a key factor in DNA
replication and cell cycle regulation. Annals of Botany, 107(7), 1127-1140.

Stuurman, N., Meijne, A. M., van der Pol, A. J., de Jong, L., van Driel, R., van Renswoude, J. (1990):
The nuclear matrix from cells of different origin. Evidence for a common set of matrix
proteins. The Journal of Biological Chemistry, 265(10), 5460-5465.

Sung, J. S., Demple, B. (2006): Roles of base excision repair subpathways in correcting oxidized abasic

sites in DNA. FEBS Journal, 273(8), 1620-1629.

80



Takahashi, A., Ohtani, N., Hara, E. (2007): Irreversibility of cellular senescence: dual roles of p16™ 4
/Rb-pathway in cell cycle control. Cell Division, 2, 10.

Tang, D., Liu, X., Chen, K., Li, Z., Dai, Y., Xu, J., Zhang, H. T., Gao, X., & Liu, L. (2020): Cytoplasmic
PCNA is located in the actin belt and involved in osteoclast differentiation. Aging, 12(13),
13297-13317.

Tino, W. T., Huber, M. J., Lake, T. P., Greene, T. G., Murphy, G. P., Holmes, E. H. (2000): Isolation
and Characterization of Monoclonal Antibodies Specific for Protein Conformational Epitopes
Present in Prostate-Specific Membrane Antigen (PSMA). Hybridoma, 19(3), 249-257.

Towbin, H., Stachelin, T., Gordon, J. (1979): Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide
gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 76(9), 4350—4354.

Treuner, K., Eckerich, C., Knippers, R. (1998): Chromatin association of replication protein A. Journal
of Biological Chemistry, 273(48), 31744-31750.

Van Damme, E., Laukens, K., Dang, T. H., & Van Ostade, X. (2010): A manually curated network of
the PML nuclear body interactome reveals an important role for PML-NBs in SUMOylation
dynamics. International Journal of Biological Sciences, 6(1), 51-67.

van Deursen, J. M. (2014): The role of senescent cells in ageing. Nature, 509(7501), 439—446.

van Holde, K. E. (1988): Chromatin. In: van Holde, K. E. (ed.): Springer Series in Molecular Biology,
Springer, New York.

Volker, M., Moné, M. J., Karmakar, P., van Hoffen, A., Schul, W., Vermeulen, W., Hoeijmakers, J. H.
J., van Driel, R., van Zeeland, A. A., Mullenders, L. H. (2001): Sequential assembly of the
nucleotide excision repair factors in vivo. Molecular Cell, 8(1), 213

Walker, J. M. (2002): SDS polyacrylamide gel electrophoresis of proteins. In: Walker, J. M. (ed.):
Protein Protocols Handbook, pp 61—-67. Humana Press, Totowa, New Jersey.

Walker, J. M. (1996): The bicinchoninic acid (BCA) assay for protein quantitation. In: Walker, J. M.
(ed.): The Protein Protocols Handbook. Springer Protocols Handbooks, pp 11-14. Humana
Press, Totowa, New Jersey.

Wang, X. W., Harris, C. C. (1997): p53 tumor-suppressor gene: clues to molecular
carcinogenesis. Journal of Cellular Physiology, 173(2), 247-255.

Wang, Y., Li, Z., Yu, H. (2020): Aptamer-based western blot for selective protein recognition. Frontiers
in Chemistry, 8, 570528.

Wang, Z. G., Ruggero, D., Ronchetti, S., Zhong, S., Gaboli, M., Rivi, R., Pandolfi, P. P. (1998): PML
is essential for multiple apoptotic pathways. Nature Genetics, 20(3), 266-272.

Watson, J. D., Crick, F. H. (1953): Molecular structure of nucleic acids; a structure for deoxyribose
nucleic acid. Nature, 171(4356), 737-738.

Weeks, L. D., Fu, P., Gerson, S. L. (2013): Uracil-DNA glycosylase expression determines human lung
cancer cell sensitivity to pemetrexed. Molecular Cancer Therapeutics, 12(10), 2248-2260.

81



Weinberg, R. A. (1995): The retinoblastoma protein and cell cycle control. Cell, 81(3), 323-330.

Welinder, C., Ekblad, L. (2011): Coomassie staining as loading control in Western blot analysis. Journal
of Proteome Research, 10(3), 1416-1419.

Wenger, B., Schwegler, M., Brunner, M., Daniel, C., Schmidt, M., Fietkau, R., Distel, L. V. (2014):
PML-nuclear bodies decrease with age and their stress response is impaired in aged
individuals. BMC Geriatrics, 14, 42.

Whittemore, K., Vera, E., Martinez-Nevado, E., Sanpera, C., Blasco, M. A. (2019): Telomere shortening
rate predicts species life span. Proceedings of the National Academy of Sciences, 201902452.

Wiley, C. D., Campisi, J. (2021): The metabolic roots of senescence: mechanisms and opportunities for
intervention. Nature Metabolism, 3(10), 1290-1301.

Williams, S. C., Parsons, J. L. (2018): NTH1 Is a New Target for Ubiquitylation-Dependent Regulation
by TRIM26 Required for the Cellular Response to Oxidative Stress. Molecular and Cellular
Biology, 38(12), e00616-17.

Wold, M. S. (1997): Replication protein A: a heterotrimeric, single-stranded DNA-binding protein
required for eukaryotic DNA metabolism. Annual Review of Biochemistry, 66, 61-92.

Wold, M. S., Kelly, T. (1988): Purification and characterization of replication protein A, a cellular
protein required for in vitro replication of simian virus 40 DNA. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 85(8), 2523-2527.

Wood, R. D. (1997): Nucleotide Excision Repair in Mammalian Cells. Journal of Biological Chemistry,
272(38), 23465-23468.

Wright, W. D., Shah, S. S., Heyer, W. D. (2018): Homologous recombination and the repair of DNA
double-strand breaks. Journal of Biological Chemistry, 293(27), 10524—10535.

Wu, X., Yang, Z., Liu, Y., Zou, Y. (2005): Preferential localization of hyperphosphorylated replication
protein A to double-strand break repair and checkpoint complexes upon DNA damage.
Biochemical Journal, 391, 473-480.

Xiang, Y., Zheng, Y., Liu, S., Liu, G., Li, Z., Dong, W. (2021): Comparison of the sensitivity of Western
blotting between PVDF and NC membranes. Scientific Reports, 11(1).

Xiao, Y., Zhang, Y., Xiao, F. (2018): Comparison of several commonly used detection indicators of cell
senescence. Drug and Chemical Toxicology, 43(2), 213-218.

Yam, C., Q., X., Lim, H., H., Surana, U. (2022). DNA damage checkpoint execution and the rules of its
disengagement. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 10, 1020643.

Yamamoto, Y., Fujiwara, Y. (1987): Culture-age effect on uracil-DNA glycosylase activity in normal
human skin fibroblasts. Journal of Gerontology, 42(5), 470-475.

Yanumula, A., Cusick, J. K. (2022): Biochemistry, Extrinsic Pathway of Apoptosis. [online] [navstiveno
20.10.2022]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 560811/

82



Yuan, Z., Riera, A., Bai, L., Sun, J., Nandi, S., Spanos, C., Chen, Z. A., Barbon, M., Rappsilber, J.,
Stillman, B., Speck, C., Li, H. (2017): Structural basis of Mcm2-7 replicative helicase loading
by ORC-Cdc6 and Cdtl. Nature Structural & Molecular Biology, 24(3), 316-324.

Zhai, W., Tan, J., Russell, T., Chen, S., McGonagle, D., Win Naing, M., Yong, D., Jones, E. (2021):
Multi-pronged approach to human mesenchymal stromal cells senescence quantification with
a focus on label-free methods. Scientific Reports, 11(1), 1054.

Zhang, J., Li, F., Yang, D. (2019): DNA: From Carrier of Genetic Information to Polymeric Materials.
Transactions of Tianjin University, 25, 301-311.

Zhang, Y., Yu, C. (2020): Distinct expression and prognostic values of the replication protein A family
in gastric cancer. Oncology Letters, 19(3), 1831-1841.

Zilfou, J. T., Lowe, S. W. (2009): Tumor suppressive functions of p53. Cold Spring Harbor Perspectives
in Biology, 1(5), a001883.

Zou, Y., Liu, Y., Wu, X., Shell, S. M. (2006): Functions of human replication protein A (RPA): from
DNA replication to DNA damage and stress responses. Journal of Cellular Physiology, 208(2),
267-273.

&3



