Abstrakt

Tato bakalaisk4 prace se zabyva tlohou receptort sprazenych s G proteiny (GPCR) v
regulaci reakce na poskozeni DNA (DDR). DNA je neustale vystavena pusobeni riiznych
faktord, které ji mohou poskodit, a i¢innd oprava tohoto poskozeni je klicova pro zachovani
bunécné integrity a prevenci mutaci, které mohou vést ke vzniku rakoviny. GPCR jsou velkou
rodinou receptori na povrchu bunck, které reguluji fadu fyziologickych procest
prostfednictvim signalizace zprostiedkované G proteiny. Tato prace zkouma, jak mtize aktivace
TRH receptoru (TRH-R), ktery patii mezi GPCR, ovlivnit proces opravy DNA a jaké jsou
potencialni mechanismy, kterymi mohou tyto receptory modulovat DDR.

V praktické ¢asti této bakalatrské prace jsme se zamétili na komplexy proteinu 53bpl
s jeho vazebnymi partnery (pfedevsim MDC1 a NBS1) po aktivaci TRH receptort a snizeného
mnozstvi B-arrestinu 2. Pro tento cil bylo nezbytné optimalizovat postupy frakcionace a
imunoprecipitace a ovéfit t€innost transfekce pomoci siRNA proti B-arrestinu 2. Stanovenych
cili jsme dosdhli pouzitim riznych biochemickych a molekularné-biologickych metod. Pti
frakcionaci ndm jako kontrola uc¢innosti rozdéleni bunécnych kompartmentt slouzila detekce
protein pomoci 1D-elektroforézy a imunoblotu. Protein-proteinové interakce byly sledovany
pomoci metod jako ko-imunoprecipitace a imunoblot.

V této praci jsme uspésné ziskali jadernou frakci z GH1 bunék, optimalizovali
podminky imunoprecipitace a ovéfili G€innost transfekce pomoci siRNA proti B-arrestinu 2.
Byly sledovéany interakce 53bpl s MDC1 a NBSI1 a interakce mezi NBS1 a MDCI. Byl
identifikovan komplex 53bpl s MDCI1 a komplex NBS1 s MDCI1, coz naznacuje, Ze protein
MDCI tvofii s 53bpl a NBS1 dva oddélené komplexy. ZvySeny imunosignal byl detekovéan po
pusobeni TRH jak v kontrolnich, tak i transfekovanych buiikach. Podobny tc¢inek byl sledovan
po pusobeni taltirelinu pouze v kontrolnich buiikdch. Aktivace TRH receptoru by tedy za
ur¢itych podminek mohla hrat roli v reakci na poskozeni DNA. AvSak zména ve fosforylaci
H2AX po ovlivnéni taltirelinem nebyla pozorovana. Budouci vyzkum by se mohl zaméiit na
pozorovani ucinku ligandiit TRH receptoru pii rlizném bunééném mnozstvi B-arrestinu 2 na
fosforylaci H2AX. Pro detekci komplext proteinu 53bpl by mohla byt pouzita metoda
imunofluorescence pro potvrzeni ziskanych vysledkti. Tyto nové poznatky by mohly vyjasnit,
zda aktivace TRH receptoru mize ovlivnit odpovéd’ na posSkozeni DNA a jeji opravu.
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