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Anotace 

Dvouřetězcové zlomy v DNA představují jeden z nejvíce toxických typů poškození DNA. 

Homologní rekombinace (HR) je mechanismem odpovědným za jejich spolehlivou opravu 

a zároveň tak i prevencí vůči rozvoji genomové nestability asociované s procesem 

tumorigeneze. Centrálním proteinem HR je rekombináza RAD51. Na procesu opravy DNA 

se rovněž podílí proteiny regulující aktivitu RAD51, mezi nimi hlavní rekombinační mediátor 

BRCA2 nebo skupina tzv. antirekombináz. Vrozené mutace v genech kódující DNA opravné 

proteiny jsou často spojené s dědičnými onemocněními nebo predispozicí k rozvoji několika 

typů karcinomů. I přesto zůstává přesný mechanismus působení zmíněných proteinů nejasný, 

podobně jako terapeutický potenciál v léčbě radio- a chemorezistentních nádorů. 

Tato práce se zabývá biochemickou a biofyzikální charakterizací mutací navržených 

za účelem odhalení mechanismu regulace RAD51, mimo jiné i mutace asociované 

s nádorovým onemocněním. Získané výsledky mohou přispět nejen k pochopení mechanismu 

HR, ale také souvislosti s rozvojem karcinogeneze a terapeutického potenciálu. 

Klíčová slova 

Homologní rekombinace; DNA opravné proteiny; tumorigeneze; terapeutický potenciál 

  



 
 

Annotation 

Double strand breaks are considered one of the most toxic of DNA lesions. Homologous 

recombination (HR) is a mechanism responsible for their repair, as well as preventing genome 

instability associated with tumorigenesis. A central protein in HR is the RAD51 recombinase. 

DNA repair involves also proteins, that regulates RAD51 activity, including a key mediator 

of recombination BRCA2 or a group of anti-recombinases. Congenital mutations in genes 

encoding DNA repair proteins cause several hereditary diseases or a predisposition 

to the development of cancer. Despite this, the exact mechanism of action remains unclear, 

similarly to the therapeutic potential in the treatment of radio- and chemoresistance. 

The aim of this thesis is biochemical and biophysical characterization of RAD51 mutations, 

including cancer associated mutation, to help understand the mechanism of RAD51 

regulation. Obtained results thus not only contribute to the understanding the basic 

mechanism of HR but also to its role in tumorigenesis and possible therapeutic potential. 

Keywords 

Homologous recombination; DNA repair proteins; tumorigenesis; therapeutic potential 
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1 ÚVOD 

Deoxyribonukleová kyselina (DNA) je molekulou potřebnou k přenosu genetické informace, 

ale především podmínkou k samotnému přežití buňky. Integrita DNA je však neustále 

narušována vlivem exogenních faktorů, především ionizujícím a ultrafialovým zářením, 

ale i v důsledku chyb vzniklých při replikaci a jiných endogenních faktorů. Předpokladem 

zachování viability buňky je přesná koordinace signálních drah vedoucích k rozpoznání 

poškození, pozastavení buněčného cyklu a zahájení příslušné DNA opravné dráhy. 

Dvouřetězcové zlomy (DSBs) patří k nejvíce toxickým typům poškození DNA. Klíčovým 

mechanismem podílejícím se na jejich opravě je homologní rekombinace (HR), která využívá 

sesterské chromatidy jako templátu k opravě chybějící části DNA, čímž zamezuje ztrátě 

genetické informace. Centrální úlohu v průběhu HR má protein RAD51, jehož rekombinační 

aktivita však musí být v průběhu procesu striktně regulována množstvím specifických 

proteinů a post-translačních modifikací. Narušení DNA opravných mechanismů a následná 

akumulace vzniklých defektů může vést ke genomové nestabilitě a chromosomálním 

aberacím. A právě rozvoj genomové nestability může zapříčinit aktivaci onkogenů, podobně 

jako inaktivaci tumor supresorových genů, podmiňující maligní transformaci buňky 

i následnou progresi nádoru. Zároveň je však oprava poškození DNA nádorových buněk 

častou příčinnou rezistence nádoru vůči současné léčbě. Chemoterapie nadto vede 

k poškození rovněž ostatních, zdravých buněk. V současné době je tedy předmětem výzkumu 

vývoj nových léčebných přístupů, jakým je například koncept tzv. syntetické letality, který 

se soustředí na samotný defekt specifický pro daný typ nádoru. Tento přístup je založen 

na vzájemném vztahu více genů, kdy defekt v kterémkoliv z nich není sám o sobě letální, 

avšak mutace poškozující určitou kombinaci genů současně způsobuje buněčnou smrt. 

Vyvolává tím citlivost nádorových buněk na léčbu a minimalizuje poškození normálních 

buněk. K využití takového terapeutického potenciálu je nezbytné nejen detailní porozumění 

mechanismům opravy DNA, ale i odhalení molekulární podstaty vzniku nádoru. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

V lidské buňce vznikají během dne desetitisíce různých typů poškození DNA, 

a to vlivem působení endogenních i exogenních faktorů. [1] Příkladem faktorů z vnějšího 

prostředí jsou ionizující a UV záření. Mezi endogenní faktory patří chyby vzniklé při replikaci, 

poruchy DNA vlivem reaktivních kyslíkových forem, alkylace nebo hydrolýza bází. [2] 

Předpokladem zachování viability buňky je přesná koordinace signálních drah vedoucích 

k rozpoznání poškození, pozastavení buněčného cyklu a zahájení příslušné DNA opravné 

dráhy, případně buněčné smrti – apoptózy, pokud je poškození příliš velké. [1]  

V závislosti na typu poškození buňka iniciuje vysoce specifickou kaskádu 

mechanismů opravy DNA (DDR), mezi které patří: bázová excisní oprava (BER), 

nukleotidová excisní oprava (NER), oprava špatného párování (MMR) a oprava 

jednořetězcových zlomů v DNA (SSBR). [2,3] 

 

Obr. 1: Poškození DNA (vytvořeno v programu Inkscape) 

Pokud dojde k přerušení obou vláken DNA, vznikají tzv. dvouřetězcové zlomy 

(DSBs). Buňka volí mezi dvěma hlavními možnostmi jejich opravy. Jedná se o nehomologní 

spojování konců DNA (NHEJ) nebo homologní rekombinaci (HR). Jakým způsobem buňka 

reguluje volbu mezi nimi, není přesně známé, pravděpodobně záleží na druhu organismu, typu 

buněk daného organismu a fázi buněčného cyklu, během kterého došlo k poškození. 4 NHEJ 

je proces opravy DNA, který na rozdíl od HR nevyužívá při opravě homologní sekvenci 

DNA. Tento mechanismus eliminuje poškození přímou ligací konců opravovaného zlomu, 

to ovšem vede k vyššímu výskytu chyb, kdy může dojít ke ztrátě jak několika, tak tisíce 

nukleotidů z obou konců příslušného zlomu. [5] I přesto NHEJ zůstává dominantním 

mechanismem opravy DSBs u mnohobuněčných eukaryot. 6 Jelikož se tato práce věnuje 

centrálnímu proteinu homologní rekombinace, ochrany a restartu zastavené replikační vidlice, 

následující kapitoly se zabývají těmito procesy detailněji. 

2.1 Homologní rekombinace 

Homologní rekombinace je nepostradatelnou součástí obou buněčných dělení 

eukaryot. Při meióze zajišťuje patřičné rozdělení chromosomů a díky výměně genetické 

informace tvoří důležitý aspekt genetické variability. Při mitóze mechanismus eliminuje nejen 
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DSBs, ale podílí se i na opravě meziřetězcových spojů (ICLs). 7 HR je také zodpovědná 

za alternativní prodlužování telomer (ALT) nebo ochranu a obnovení replikace po zastavení 

replikační vidlice. 8,9 Průběh homologní rekombinace při opravě DSBs lze rozdělit 

do tří částí: presynaptické, synaptické a postsynaptické fáze. 

Presynaptická fáze 

Nejdříve dojde k rozpoznání konců zlomů komplexem proteinů MRE11-RAD50-

NBS1 (MRN). MRN komplex pozastaví buněčný cyklus a skrze nukleázu MRE11 inciuje 

degradaci řetězce směrem od 5‘ konce. 10 Na vzniklý 3‘ přesah se naváže jednořetězcový 

vazebný protein (RPA), který primárně chrání vlákno ssDNA před vznikem sekundárních 

struktur. [11] K vyhledání homologie a výměně řetězců musí být RPA nahrazeno 

rekombinázou RAD51 za vzniku nukleoproteinového vlákna. Z důvodu vyšší afinity proteinu 

RPA k ssDNA je výměna usnadněna funkcí proteinu BRCA2, který vzniklý RAD51 filament 

také stabilizuje. 7,8 Mezi další možné mediátory v presynaptické fázi HR patří paralogy 

proteinu RAD51 a RAD52 protein. Jejich role nicméně nebyla zatím dostatečně popsána. [12] 

Synaptická fáze 

Během synapse RAD51-ssDNA vlákno vyhledává na sesterské chromatidě homologii. 

Následuje výměna mezi řetězci, čímž vzniká struktura homologního duplexu DNA 

s invadujícím vláknem tzv. D-smyčka (D-loop). 

 

Obr. 2: Homologní rekombinace (vytvořeno v programu Inkscape) 
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Postsynaptická fáze 

Poslední částí HR je fáze postsynaptická. Pomocí DNA polymerázy a templátu 

je prodlouženo invadující vlákno. V závislosti na typu poškození a fázi buněčného cyklu 

je oprava dokončena dle jednoho ze tří možných postupů.  

Jeden z nich představuje zlomem indukovaná replikace (BIR). Ta probíhá, pokud 

jeden z konců zlomu chybí, například při opravách poškozené replikační vidlice. Dalším 

možným postupem je nasedání řetězců (SSA), kdy se komplementární úseky DNA spojí 

pomocí proteinu RAD52. V mitotických buňkách je preferováno nasedání komplementárních 

úseků závislé na syntéze DNA (SDSA), jelikož nedochází ke vzniku crossing-overů, tedy 

výměně části DNA mezi dvěma homologními chromozomy. 13 Oproti tomu během meiózy 

je crossing-over z hlediska zvýšení genetické variability výhodný. V tomto případě je tedy 

klasická oprava DSB (DSBR), vedoucí ke vzniku dvou Hollidayových spojů (dHJ), 

vhodnějším způsobem zakončení opravy DSB. [14,7] 

 

Obr. 3: Postsynaptická fáze HR (vytvořeno v programu Inkscape) 
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2.2 Replikační stres 

Replikace DNA je jedním z klíčových procesů buněčného cyklu, kdy dochází 

ke zdvojení genetické informace. Mechanismus replikace je zabezpečen díky funkci 

komplexu proteinů zvaného replisom, jehož jednotlivé komponenty plní časově a místně 

definované funkce. Na počátku replikace helikáza odvíjí duplexní vlákno DNA, čímž vytváří 

strukturu tzv. replikační vidlice (RF). Separace vláken je udržena pomocí ssDNA vazebného 

proteinu RPA. V místě rozdělení vlákna dsDNA na vlákna jednořetězcová nasedají replikační 

faktory. DNA polymerázy následně zajišťují syntézu nových (dceřiných) vláken DNA 

na základě komplementarity bází ve směru 5´-3´. Zatímco syntéza vedoucího dceřiného 

vlákna probíhá kontinuálně, v případě antiparalelního opožďujícího se vlákna probíhá syntéza 

skrze Okazakiho fragmenty. 15 

Vlivem poškození nebo přítomnosti sekundárních struktur DNA 

(např. G-quadruplexů) může dojít k narušení postupu replikačního aparátu. 16,17 Tyto 

faktory mohou vést ke zpomalení nebo zastavení RF a následnému replikačnímu stresu. 

Buňka proto disponuje několika mechanismy, které zajišťují stabilizaci a restartování RF, 

čímž předcházejí jejímu kolapsu, vzniku DNA zlomů a napomáhají tak k udržení integrity 

genomu. 16 Mezi způsoby buněčné odpovědi na replikační stres patří ochrana, stabilizace, 

reverze či restart replikační vidlice, na které se hlavní měrou podílí i celá řadu proteinů HR, 

včetně RAD51. 18 

V reakci na replikační stres se na RF akumuluje volná ssDNA, na niž se váže protein 

RPA, který nejenom zabraňuje vzniku sekundárních struktur, ale také se podílí na aktivaci 

klíčové kinázy ATR, zodpovědné za pozastavení replikace a umožnění opravy poškození. 

19 RPA je následně nahrazen proteinem RAD51, který zabraňuje degradaci RF 

před nukleázami jako je MRE11.20 Výměnu proteinů podobně jako při HR katalyzuje 

protein BRCA2. 21 RAD51 také společně s dsDNA translokázami (např. SMARCAL1) 

zprostředkovává reverzi pozastavené RF do struktury tzv. chicken foot, čímž stabilizuje 

replikační vidlici a poskytuje tak buňce dostatek času k opravě poškození. Restart replikace 

z revertované RF je následně zajištěn reverzí vidlice do původní struktury skrze HR 

nebo tzv. migraci ramen. 22 

 

Obr. 4: Reverze replikační vidlice (vytvořeno v programu Inkscape) 
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Přesnost a bezchybnost replikace je nezbytným faktorem k udržení genomové integrity. 

Navzdory přítomnosti regulačních mechanismů replikace mohou vznikat chyby, jejichž 

množství se zvyšuje v případě narušení některého z kontrolních nebo opravných procesů. 

Takové defekty jsou v současnoti považovány za klíčové pro vznik genomové nestability 

a maligní transformaci (viz kapitola 2.5). 15 

2.3 Protein RAD51 

Jak již bylo uvedeno výše, zásadní roli při HR, ale i ochraně a restartu zastavené 

replikační vidlice má RAD51 protein. Význačnou funkci proteinu potvrzuje i skutečnost 

embryonální letality u myší v případě jeho absence. 23 U mnoha typů nádorů, 

jako karcinomu hlavy, krku nebo prostaty, byla zaznamenána zvýšená exprese RAD51 

spojená s rezistencí nádoru vůči terapeutické léčbě. 24,25,26 V nádorových buňkách 

se často vyskytují i alterace RAD51, avšak jejich úloha v průběhu tumorigeneze není přesně 

známá. 27 

2.3.1 Struktura proteinu 

Lidský protein RAD51 se skládá z 339 aminokyselin o celkové velikosti 37 kDa. 

Je konzervovaným eukaryotickým homologem bakteriálního RecA nebo proteinu Rad51 

v kvasinkách. 8,28 V C-terminální doméně proteinu (CTD) se nacházejí dva motivy, které 

zodpovídají za vazbu a hydrolýzu ATP (Walker A a Walker B motiv). [29] CTD obsahuje 

také dvě flexibilní smyčky (Loop 1 a Loop 2). Na základě strukturní podobnosti 

u bakteriálního ortologu - RecA jsou tyto konzervované části považovány za DNA vazebná 

místa proteinu. 30 Primární vazebné místo je důležité při vlastním formování 

presynaptického vlákna. Do sekundárního vazebného místa se poté navazuje duplex DNA 

s homologní sekvencí. [31] N-terminální doména proteinu se rovněž podílí na vazbě DNA, 

avšak biologický význam této vazby není zatím znám. [32,33] Díky interakci této domény 

s ATPázovou doménou také sehrává podstatnou roli při regulaci vlastnosti vlákna. [34] 

2.3.2 RAD51 oligomerizace a formování vlákna 

RAD51 protein se bez přítomnosti DNA vyskytuje ve formě monomerů spojených 

do prstencových struktur, heptamerů. 35 Na DNA se RAD51 váže v poměru jednoho 

monomeru na přibližně tři nukleotidy a formuje pravotočivé nukleoproteinové vlákno. 

V přítomnosti ATP vytváří aktivní formu vlákna, která je schopná vyhledání homologní 

sekvence a katalýzy výměny řetězců. Vzniklé vlákno se natahuje o více než 50 % původní 

délky, čímž dochází ke zvýšení jeho katalytické aktivity. 36,37 Při hydrolýze ATP nastává 

disociace jednotlivých podjednotek z vlákna. 38 Strukturní, ale zároveň i dynamické 

vlastnosti vlákna společně s množstvím úloh proteinu nicméně naznačují nutnost 

jeho regulace (viz kapitola 2.4). 
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2.4 Regulace aktivity proteinu RAD51 

Bezchybný průběh homologní rekombinace a restartu replikační vidlice je podmínkou 

pro udržení genomové integrity a buněčného přežití. Navzdory centrální roli RAD51 

nukleoproteinového vlákna celý proces musí být striktně usměrňován množstvím regulačních 

proteinů a post-translačních modifikací. 

2.4.1 BRCA2 

Hlavním faktorem regulujícím funkci RAD51 při homologní rekombinaci je protein 

BRCA2 (3 418 aminokyselin) kódovaný tumor supresorovým genem BRCA2. 39 Mutace 

v tomto genu jsou asociovány s predispozicí vzniku melanomu, nádoru prostaty, tlustého 

střeva, žaludku, ale především karcinomu prsu a vaječníku. 40 Rakovina prsu patří 

mezi nejčastěji diagnostikovaná nádorová onemocnění. Karcinom vaječníku nemá 

tak vysokou incidenci, přesto patří mezi karcinomy s nejvyšší úmrtností. 41 Většina 

geneticky podmíněných nádorů prsu a vaječníku je způsobena mutací jednoho z genů BRCA1 

nebo BRCA2. 42 U žen s vrozenou mutací genu BRCA2 se riziko rozvoje rakoviny 

vaječníku v průběhu života zvyšuje na 20 %. V případě rakoviny prsu je to dokonce více 

než 80 %. 43  

BRCA2 během HR a restartu pozastavené RF nejen zajišťuje nukleaci RAD51 proteinu 

na ssDNA, ale i usnadňuje výměnu proteinů RPA a RAD51 a vzniklé RAD51 vlákno také 

stabilizuje. 7,8  

 

Obr. 5: Struktura proteinu BRCA2 (vytvořeno v programu Inkscape) 

Protein BRCA2 sestává z několika částí. Doména DBD (DNA/DSS1-binding domain) 

se skládá z OB foldů (oligonucleotide/oligosaccharide-binding) typických pro vazbu DNA. 

44 Společně s helikální doménou také interagují s proteinem DSS1 důležitým pro stabilitu 

BRCA2. 45 Interakce BRCA2 s RAD51 je zprostředkována pomocí dvou vazebných 

domén, a to C-terminální domény (exon 27) a 8 BRC motivů (exon 11). C-terminální doména 

váže a stabilizuje vzniklé RAD51 vlákno, čímž zabraňuje disociaci jednotlivých podjednotek. 

46 BRC1, BRC2, BRC3 a BRC4 motivy interagují s volným proteinem RAD51, brání 

jeho vazbě na dsDNA a inhibují RAD51-ssDNA ATPázovou aktivitu a tím stabilizují vazbu 

na ssDNA. 47 V rozporu s touto funkcí proteinu BRCA2 ale BRC3 a BRC4 mohou 
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nukleoproteinové vlákno i destabilizovat. Tyto peptidy mimikují motiv struktury proteinu 

RAD51, čímž udržují RAD51 v jeho monomerické formě, tedy inhibují jeho oligomerizaci 

a formování vlákna na DNA. 48 Oproti tomu BRC5, BRC6, BRC7 a BRC8 motivy vážou 

malé množství samotného proteinu RAD51, nicméně zlepšují stabilitu samotného vlákna, 

stejně jako je tomu v případě C-terminální domény BRCA2. 49 Každý BRC motiv se skládá 

z přibližně 30 aminokyselin. Mutace i v případě pouze jednoho z motivů zvyšuje riziko 

vzniku karcinomu. 39 Vzhledem k protikladným úlohám proteinu BRCA2 lze usoudit, 

že za normálních podmínek udržuje BRCA2 jednotlivé monomery RAD51 samostatně. 

V reakci na poškození naopak stimuluje mobilizaci rekombinázy k místům poškození. 50 

2.4.2 RAD51 paralogy 

Mezi další regulátory HR patří RAD51 paralogy, které sdílí 20-30 % sekvenční shodu 

s proteinem RAD51, a to především v oblasti ATP vazebných motivů. [51] Lidské RAD51 

paralogy vytvářejí dva komplexy: RAD51B–RAD51C–RAD51D–XRCC2 (BCDX2) 

a RAD51C–XRCC3 (CX3). [52] Mutace v sekvenci paralogů způsobují například 

chromosomální aberace nebo zvýšenou senzitivitu k DNA poškozujícím faktorům. [36 

Konkrétně bialelické mutace v RAD51C jsou asociovány s dědičným onemocněním 

Fanconiho anémie, monoalelické mutace v RAD51B a RAD51C s rakovinou prsu a, podobně 

jako v případě RAD51D, s rakovinou vaječníku. 53,54,55,56 Úplná absence paralogů 

je podobně jako u RAD51 nebo BRCA2 embryonálně letální. [57,58] I přesto přesný 

mechanismus mediátorové funkce RAD51 paralogů zatím není zcela známý. 

2.4.3 Negativní regulace 

Homologní rekombinace je jedním z mechanismů potřebných pro udržení genomové 

integrity. Pokud však není tento proces zároveň negativně regulovaný, může vést k akumulaci 

toxických rekombinačních meziproduktů a ke vzniku chromosomálních aberací. 59,60 

Negativní regulace tak například zajišťuje preventivní krok předčasné a neadekvátní HR 

volbou alternativní DNA opravné dráhy. 7 Jedním z mechanismů regulace HR je potlačení 

vazby RAD51 na nepoškozenou dsDNA. Na počátku postsynaptické fáze zůstává protein 

RAD51 navázaný na vzniklý heteroduplex DNA, což způsobuje problém v progresi do další 

fáze HR. Protein RAD54 disociuje RAD51 z dsDNA, čímž poskytuje DNA polymeráze volné 

3´ invadující vlákno potřebné k iniciaci syntézy DNA. 61 Vzhledem k úloze RAD51 během 

replikace i zde musí být za účelem udržení stability RF jeho funkce striktně regulována. 

DNA-vazebný protein RADX reguluje množství navázaného RAD51 pomocí kompetitivní 

vazbu na DNA. Přebytek RAD51 v nepřítomnosti RADX zabraňuje degradaci nukleázami, 

čímž může dojít ke kolapsu vidlice. 62,63 

Nejlépe popsaný mechanismus regulace představuje vlastní disociace proteinu RAD51 

z ssDNA skrze konformační změnu podmíněnou ATP hydrolýzou, ale také pomocí 

specifických proteinů – tzv. antirekombináz, které nukleoproteinové vlákno aktivně rozrušují. 

7 U S. cerevisiae se helikáza Srs2 díky své translokázové aktivitě pohybuje po DNA, 

kde stimuluje ATPázovou aktivitu jednotlivých RAD51 monomerů, čímž katalyzuje jejich 
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postupnou disociaci. 64 Skrze regulaci vazby RAD51 antirekombináza Srs2 mimo jiné 

podporuje volbu SDSA dráhy, čímž předchází vzniku crossing-overů, které v somatických 

buňkách mohou vést ke ztrátě heterozygotnosti. 65 Na regulaci HR v lidských buňkách 

má vliv několik možných funkčních ortologů Srs2. Na základě sekvenční podobnosti 

je jedním z možných regulátorů RAD51-ssDNA vlákna helikáza FBH1, která skrze 

ubikvitinaci RAD51 napomáhá jeho disociaci. 66 Obdobným klíčovým regulátorem RAD51 

vlákna na RF je protein PARI. Podobně jako Srs2 podněcuje uvolnění RAD51 skrze stimulaci 

jeho ATPázové aktivity. Na rozdíl od Srs2 však postrádá ATPázovou doménu, nemůže 

se tudíž pohybovat jako translokáza. 67 Další potencionální skupinu funkčních ortologů 

Srs2 tvoří rodina RecQ helikáz. 

RecQ helikázy jsou konzervovanou skupinou náležící pod ATP-dependentní helikázy, 

které se pohybují po vlákně DNA ve směru 3´-5´. 68 Do jedné skupiny je pojí společná 

helikázová doména a RecQ karboxy-terminální doména (RQC), zodpovědná za proteinovou 

interakci. Většina RecQ helikáz také zahrnuje helikázovou RNázovouD C-terminální doménu 

(HRDC) rozpoznávající různé struktury DNA. 69 Vyšší eukaryota disponují několika RecQ 

helikázami, v lidských buňkách mezi ně patří: BLM, WRN, RECQ4, RECQ1 a RECQ5. 68 

Mutace genu pro BLM helikázu je spojena s dědičným onemocněním Bloomův syndrom. 70 

V presynaptické fázi HR se BLM účastní resekce konců DSBs, ale i disociace RAD51 

presynaptického vlákna. 71,72 Mimoto se BLM podílí na rozkladu dHJ, regresi a restartu 

zastavené RF. 73,74,75,76 Mutace v genu kódujícím helikázu WRN souvisí s autosomálně 

recesivním onemocněním Wernerův syndrom, způsobujícím předčasné stárnutí. Podobně 

jako Bloomův syndrom je i toto onemocnění spojeno s predispozicí vzniku rakoviny 

a chromosomální nestabilitou. 77 Helikáza WRN na rozdíl od ostatních helikáz 

však vykazuje i exonukleázovou aktivitu. 74,78,79 Mutace genu pro RECQ4 helikázu 

provází několik dědičných onemocnění, například Rothmund-Thomsonův syndrom. 80 

RECQ4 je mimo jiné součástí komplexu proteinů, který při replikaci odděluje řetězce dsDNA. 

81 Přestože helikáza RECQ1 není asociována s žádným dědičným onemocněním, skrze 

schopnost restartovat revertovanou RF se významně podílí na udržení genomové stability. 

82 Ačkoli WRN, RECQ4 i RECQ1 kolokalizují s RAD51, nejsou schopny 

nukleoproteinové vlákno narušit. 68 Helikáze RECQ5 bude věnována následující kapitola. 
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Obr. 6: Skupina lidských RecQ helikáz (vytvořeno v programu Inkscape) 

2.4.3.1  Helikáza RECQ5  

I přestože mutace lidské RECQ5 helikázy nejsou spojeny s žádným dědičným 

onemocněním, myší buňky s Recq5 deficiencí vykazují zvýšenou frekvenci chromosomálních 

aberací a DSBs, což vede ke genomové nestabilitě a zvýšené náchylnosti vzniku nádoru. 83 

V N-terminální části RECQ5 se nachází helikázová doména a v její návaznosti subdoména 

vazby Zn2+, která helikázovou aktivitu proteinu také ovlivňuje. 84,85 Následující úsek, 

důležitý pro vazbu DNA, představuje RQC doména. 86 V C-terminální části se nachází 

motivy odpovědné za interakci s proteiny, jako je PCNA nebo RAD51. 87,88  

RECQ5 patří mezi význačné regulátory HR, ale i replikace a transkripce. Během 

iniciační a elongační fáze transkripce RECQ5 reguluje aktivitu RNA polymerázy II 

(RNAPII), čímž předchází transkripčnímu stresu vyvolanému jejím zastavením. 87,89 

S transkripčním komplexem protein RECQ5 asociuje v místech probíhající replikace, 

což naznačuje jeho možnou úlohu v případě kolize mezi replikací a transkripcí. 90 Pokud 

dojde k zastavení replikace, na RF se naváže protein RAD51, který zabraňuje degradaci DNA 

nukleázami. Tím že RECQ5 reguluje množství navázaného RAD51, zprostředkovává 

nedoreplikovanou DNA ke štěpení nukleázou umožňující segregaci chromozomů během 

buněčného dělení. 91  

I během DSB opravy prostřednictvím HR hraje RECQ5 důležitou úlohu, 

neboť je pomocí MRN komplexu přemístěna ke vzniklému poškození, případně zastavené 

replikační vidlici. 92 V průběhu rekombinace RECQ5 disociuje RAD51 z ssDNA 

v závislosti na jejich přímé interakci a ATPázové aktivitě helikázy. Tímto způsobem reguluje 

množství navázaného RAD51, esenciálního pro vyhledání homologní sekvence a tvorby 

D-loop struktury a brání tak potenciálně nebezpečné neregulované rekombinaci. 83 Během 

postsynaptické fáze RECQ5 podporuje volbu SDSA dráhy jako prevence vzniku 

crossing-overů. 93 I přes rozmanité úlohy proteinu RECQ5 přesný mechanismus jeho 

působení zatím není zcela známý. 
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2.4.4 Posttranslační modifikace 

Další možnost, jak regulovat funkce proteinu RAD51, ale i jeho pozitivní a negativní 

regulátory, závisí na posttranslačních modifikacích, především sumoylaci, ubikvitinaci 

a fosforylaci. 7 Sumoylace je proces, kdy dochází ke kovalentnímu připojení signálního 

proteinu SUMO. Tímto způsobem byla popsána regulace akumulace RAD51 v místě 

poškození DNA. 94 Na podobném principu, tedy přidání proteinu ubiquitinu, reguluje 

funkci proteinů ubikvitinace. V reakci na poškození DNA dochází k deubikvitinaci proteinů 

RAD51 a BRCA2. Zatímco deubikvitinace RAD51 vede k výraznější vazbě na BRCA2, 

deubikvitinace samotného proteinu BRCA2 zajišťuje jeho stabilizaci. Nicméně jejich přesná 

úloha zatím nebyla detailně popsána. 95,96 

Fosforylace značí přidání fosfátu na serin, threonin nebo tyrosin určitého proteinu. 

Tato reakce je katalyzována kinázami, zatímco defosforylace fosfatázami. Fosforylací 

se může změnit strukturní konformace proteinu, což vede například k jeho aktivaci 

nebo změně funkce. Aktivita proteinu RAD51 v buňce je ovlivněna třemi typy fosforylace. 

Checkpoint kináza 1 (Chk1) fosforyluje threonin 309, čímž reguluje odpověď na poškození 

DNA. [97] Fosforylace serinu 14 Polo-like kinázou 1 (Plk1) a threoninu 13 

Checkpoint kinázou 2 (Chk2) umožňuje interakci s proteinem NBS1, čímž usnadňuje 

přemístění proteinu do místa poškození. [98] Fosforylace c-Abl/BCR-ABL tyrozinovými 

kinázami na místech 54 a 315 zvyšuje rekombinační aktivitu proteinu. [99] Funkci RAD51 

může ovlivnit i fosforylace proteinů, které jej regulují. Například při fosforylaci threoninu 

1 526 BRCA2 proteinu dochází ke snížení vazby na protein RAD51 vlivem změny 

v konformaci BRC motivů. [39] Obdobným příkladem je fosforylace serinu 3 291 cyklin-

dependentní kinázou, která zabraňuje interakci C-terminální domény BRCA2 s proteinem 

RAD51. 100 

2.4.4.1  Fosforylace Chk1 kinázou 

K udržení genomové integrity buňky je esenciální aktivace příslušných signálních 

drah, které nejen zajišťují opravu poškození, ale vyvolávají také zastavení buněčného cyklu. 

Chk1 je důležitým regulátorem během S a G2 fáze buněčného cyklu. 101 Aktivace 

této kinázy je v reakci na replikační stres zprostředkována skrze kinázu ATR. 102 Chk1 

kináza zajišťuje při poškození DNA nebo narušení průběhu replikace přerušení buněčného 

cyklu. V případě defektu ve funkci Chk1 kinázy dochází k zamezení opravy vzniklých 

poškození pomocí HR. To způsobuje nashromáždění DSBs v buňce i možnou indukci 

buněčné smrti přerušením progrese vidlice. 97 Kinázy Chk1 a Chk2 regulují interakci 

RAD51-BRCA2 skrze fosforylaci C-terminální domény proteinu BRCA2 (Thr 3 387). Protein 

RAD51 se váže na BRCA2 prostřednictvím CTD a BRC motivy. Pokud je DNA buněk 

poškozena, vazba na BRC motivy se nemění, zatímco z CTD je protein RAD51 uvolněn. 

Mutace BRCA2 v místě fosforylace Chk1 kinázou zabraňuje uvolnění RAD51 z CTD. 

Tato data poukazují na možnou úlohu fosforylace Chk1 při lokalizaci RAD51 na místo 

poškození a jeho uvolnění potřebného k tvorbě filamentu. 103 
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Chk1 kináza fosforyluje i protein RAD51, a to na místě Thr 309. Buňky s mutací 

v tomto místě fosforylace jsou výrazně citlivější vůči působení hydroxyurey. 97 Mutace 

RAD51 T309 nemá vliv na interakci s BRC motivy, na rozdíl od RAD51 WT však 

po UV záření nedochází k uvolnění mutovaného protein z CTD. Fosforylace RAD51 proteinu 

tedy může být důležitá i při interakci s proteinem BRCA2. 103 

 

Obr. 7: Fosforylace Chk1 kinázou (vytvořeno v programu Inkscape)  

2.4.5 Jiné regulátory HR 

Mezi další faktory regulující HR patří heterodimer HOP2-MND1, který skrze interakci 

s proteinem RAD51 stabilizuje nukleoproteinové vlákno a napomáhá při tvorbě D-loop 

struktury zachycením dsDNA. [104] Obdobným pozitivním regulátorem HR je RAD52. 

Zatímco v kvasinkách tento protein výrazně usnadňuje vazbu RAD51 na ssDNA, v savčích 

buňkách tuto funkci zastává protein BRCA2. V případě mutace v BRCA2 však může 

jeho funkci alespoň částečně nahradit. [105] 

2.5 Defekty v DNA opravných mechanismech 

Předpokladem zachování viability buňky je přesná koordinace signálních drah vedoucích 

k rozpoznání poškození DNA, pozastavení buněčného cyklu a zahájení příslušné DNA 

opravné dráhy. Inaktivace alel genů DNA opravných proteinů je často letální již v rané 

embryogenezi. 23 Defekty v opravných mechanismech rovněž souvisí s dědičnými 

onemocněními (například Fanconiho anémie, Bloomův syndrom) a vyšším rizikem vzniku 

rakoviny. [47,106] Detailní porozumění mechanismům opravy DNA je tak důležitým 

faktorem k objasnění molekulární podstaty vzniku těchto onemocnění, ale také k zvýšení 

efektivity léčby. 

Nejčastějšími metodami současné léčby nádorových onemocnění jsou chemoterapie 

a radioterapie. Avšak problémem spojeným s touto formou léčby zůstává poškození zdravých 

buněk a častá rezistence nádoru. Výzkum v oblasti onkologie se proto zaměřuje na vývoj 

nových terapeutických přístupů ke zlepšení dosavadní léčby. Jedním z nich je i koncept 

syntetické letality, jenž cílí na nádorové buňky prostřednictvím defektu, který jim v rané fázi 

karcinogeneze umožnil maligní transformaci. 1 Tento přístup je založen na vzájemném 

vztahu více genů, kdy defekt v kterémkoliv z nich není sám o sobě letální, avšak mutace 

poškozující určitou kombinaci genů současně způsobuje buněčnou smrt. Například v případě 
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nádorových buněk defektních v opravě pomocí HR může inaktivace alternativní opravné 

dráhy indukovat apoptózu. 107 

 

Obr. 8: Schéma syntetické letality (vytvořeno v programu Inkscape) 
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3 CÍLE PRÁCE 

K vývoji efektivní, cílené léčby nádorových onemocnění je nezbytné pochopení 

buněčných mechanismů, například procesu opravy DNA, které přispívají ke vzniku nádoru, 

jeho následné progresi a často i rezistenci vůči dosavadní léčbě. Bezchybný průběh 

homologní rekombinace, ale i ochrany a restartu replikační vidlice je podmínkou pro udržení 

genomové integrity a buněčného přežití. Centrální úlohu při opravě DNA pomocí homologní 

rekombinace má protein RAD51. Navzdory jeho klíčové role musí být celý proces striktně 

usměrňován množstvím regulačních proteinů a post-translačních modifikací. 

Hlavním cílem mé práce bylo se pomocí biochemických a biofyzikálních metod více 

přiblížit pochopení mechanismu regulace rekombinázy RAD51. Z toho důvodu bylo 

navrženo, izolováno a charakterizováno několik RAD51 mutací, které odlišným způsobem 

ovlivňují jeho funkci.  

 Porozumění souvislosti mutací se vznikem karcinomu a využití defektu 

nádorových buněk představuje terapeutický potenciál k vyvinutí efektivnější 

léčby. Jedním z mutantů charakterizovaných v této práci je proto mutant 

RAD51 F279L asociovaný s nádorovým onemocněním.  

 V případě poškození dochází prostřednictvím posttranslačních modifikací 

k aktivaci specifických DNA opravných proteinů, mezi nimi i rekombinázy 

RAD51. Mechanismus, jakým jeho fosforylace vyvolává komplikovanou kaskádu 

dějů, nebyl doposud odhalen. Za takovým účelem byl v mé práci izolovan 

a charakterizovan RAD51 protein s mutací mimikující jeho fosforylaci (T309D). 

 U mnoha typů karcinomů byla zaznamenána zvýšená exprese RAD51, spojená 

s rezistencí nádoru vůči současné léčbě. Terapeutický potenciál v tomto ohledu 

nabízí skupina antirekombináz, které negativně regulují aktivitu RAD51. Jedním 

z cílů tedy bylo nalézt interakční doménu RAD51 s antirekombinázou RECQ5, 

porovnat její umístění v souvislosti s mutacemi asociovanými s nádorovým 

onemocněním a porozumět samotnému mechanismu regulace RECQ5.  
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4 MATERIÁLY A METODY 

4.1 Materiály 

4.1.1 Chemikálie a enzymy 

Applichem 

akrylamid 4K, aprotinin, benzamidin hydrochlorid, 

bis-akrylamid, bromfenolová modř, Coomasie 

Brilliant Blue, sacharóza, dihydrogenfosforečnan 

draselný (KH2PO4), dithiothreitol (DTT), DNáza I, 

ethanol, ethyléndiamintetraoctová kyselina (EDTA), 

fenylmethansulfonylfluorid (PMSF), glutaraldehyd, 

glycerol, hydrogenfosfát didraselný, chlorid draselný, 

chlorid sodný, isopropyl-β-Dthiogalaktopyranosid 

(IPTG), kvasinkový extrakt, kyselina boritá, kyselina 

octová, leupeptin, metanol, Nonidet 40 (NP40), 

pepstatin A, peroxodisíran amonný (APS), proteináza 

K, síran amonný, sušené odtučněné mléko, Tris, Tris-

HCl, trypton, Tween20, β-merkaptoethanol 

BioRad CHT™ keramická hydroxyapatitová matrice (HAP) 

Fermentas 

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, PageRuler™ 

Prestained Protein Ladder; molekulová hmotnost - 10–

170 kDa 

Fluka agar 

GE Healthcare 
glutathion-sefarózové kuličky, Q-Sepharose™ Fast 

Flow, MonoQ 

NEB DpnI, hovězí sérový albumin BSA 

Promega 
10x Pfu Turbo polymerázový pufr, Pfu Turbo DNA 

polymeráza 

Serva 
agaróza, dodecylsulfát sodný (SDS), ethanol, 

tetramethylethyléndiamin (TEMED) 

Sigma-Aldrich 
ampicilin (AMP), chloramfenikol (CAM), 

chymostatin 

Tab. 1: Chemikálie a enzymy 

4.1.2 Roztoky, média a pufry 

0,9 % agarózový gel 0.9 % agaróza, 1x TAE 

10 % nativní TBE gel 
1x TBE, 10 % akrylamid, 0.15 % APS, 

0.015 % TEMED 

10x PBS 
137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 

2 mM KH2PO4 

10x TBE 
900 mM Tris, 90 mM kyselina trihydrogenboritá, 

2 mM EDTA 
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10x TBS  0.25 M Tris-HCl, 0,75 M NaCl, (pH 7.5) 

12 % roztok pro separační gel SDS-PAGE 
3 M Tris-HCl (pH 8.8), 12 % akrylamid, 0.1 % SDS, 

0.09  % APS, 0.015  % TEMED 

1M HAPB 
1 M KH2PO4, 25 mM Tris-HCl, 8.7 % glycerol, 

0.5 mM EDTA, (pH 7,4) 

1x B pufr 10 mM Tris-HCL (pH 7.5), 10 mM KCl, 2 mM MgCl2 

1x BLItz pufr 
25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 

0.05 % Tween20 

1x FP pufr 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 25 mM KCl, 2 mM MgCl2 

1x R pufr 
25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM MgCl2, 50 mM KCl, 

1 mM DTT, 100 μg/mL BSA 

1x TBST 5 mM Tris-HCl, 75 mM NaCl, 0.1 % Tween20 

2x K pufr 
40 mM K2HPO4, 20 % glycerol, 1 mM EDTA 

(pH 7.5) 

2x T pufr 
5 mM Tris-HCl (pH 7.5), 20 % glycerol, 1 mM 

EDTA, (pH 7.5) 

2x TY 2 % trypton, 1 % kvasinkový extrakt, 0.5 % NaCl 

3,75 % roztok na koncentrující gel SDS-PAGE 
0.5 M Tris-HCl (pH 6.8), 3.75 % akrylamid, 

0.08 % SDS, 0.071 % APS, 0.036 % TEMED 

30 % akrylamid 30 % akrylamid, 0.8 % bis-akrylamid 

6x Loading pufr 
10 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.12 % OrangeG, 

60 % glycerol, 60 mM EDTA 

Barvicí roztok (Coomassie) 
40 % methanol, 20 % kyselina octová, 

0.32 % Coomassie Brilliant Blue 

Destain 40 % methanol, 20 % kyselina octová 

LB médium (misky) 
1 % trypton, 0.5 % kvasinkový extrakt, 1 % NaCl, 

2 % agar 

Lyzační pufr (CBB) 
100 mM Tris-HCl, 20 % sacharóza, 4 mM EDTA 

(pH 7.5) 

Regenerační pufr 62.5 mM Tris, 2 % SDS, 100 mM β-merkaptoethanol 

Směs proteázových inhibitorů (PI) 
aprotinin, benzamidin, chymostatin, leupeptin, 

pepstatin, (5 µg/ml každý) 

Tab. 2: Složení roztoků, médií a pufrů 

4.1.3 Plasmidy 

 plasmid Bluescript SK (metoda tvorby D-loop struktury, vypurifikovaný 

Mgr. Veronikou Altmannovou PhD.) 
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 pLK986 nesoucí lidský gen RAD51 (vektor pET-11c, AMP rezistence, Agilent 

Genomics) 

 pLK2288 nesoucí lidský gen RECQ5 (vektor pAIO, AMP rezistence, poskytnut 

laboratoří Dr. Pavla Janscaka, PhD.) 

4.1.4 Oligonukleotidy 

Název Délka (nt) Použití Sekvence 5'-3' Modifikace 

pR0027 49 
EMSA, Pull-down 

analýza 

AGCTACCATGCCTGCACGAATTAAG

CAATTCGTAATCATGGTCATAGCT 

Fluorescein na 

5’ konci 

pR0231 90 

Nukleázová 

protekční analýza, 

Tvorba D-loop 

struktury 

AAATCAATCTAAAGTATATATGAGT

AAACTTGGTCTGACAGTTACCAATG

CTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCA

GCGATCTGTCTATTT 

Fluorescein na 

5’ konci 

pR2013 43 

Stabilita 

nukleoproteinového 

vlákna (BLItz) 

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTT 
- 

pR2663 43 

Stabilita 

nukleoproteinového 

vlákna, Interakce 

s BRC3 (BLItz) 

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTT 

Biotin na 5’ 

konci 

 
pR3595 

 

31 

Mutageneze 

RAD51 F279L 
(forward primer) 

GATGGAGCAGCGATGTTAGCTGCTG

ATCCCA 
- 

pR3598 31 

Mutageneze 

RAD51 F279L 
(reverse primer) 

TGGGATCAGCAGCTAACATCGCTGC

TCCATC 
- 

pR3654 43 

Mutageneze 

RAD51 T309D 
(forward primer) 

CGTAGATTTTGCAGATTCTGTCTTCC

CCTCTTCCTTTCCTCAG 
- 

pR3655 43 

Mutageneze 

RAD51 T309D 
(forward primer) 

CTGAGGAAAGGAAGAGGGGAAGAC

AGAATCTGCAAAATCTACG 
- 

pR3729 40 

Mutageneze 

RAD51 K304A 
(forward primer) 

AACCAGATTGTATCTGAGGGCAGGA

AGAGGGGAAACCAGA 
- 

pR3730 40 

Mutageneze 

RAD51 K304A 
(reverse primer) 

TCTGGTTTCCCCTCTTCCTGCCCTCA

GATACAATCTGGTT 
- 

Tab. 3: Sekvence použitých oligonukleotidů 

4.1.5 Bakteriální kmeny  

 E.coli DH5α (Invitrogene)  

 E.coli Rosetta2(DE3)-pLysS (Novagen) 

 E.coli ArcticExpress RIL (Agilent Technologies) 
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4.1.6 Komerční kity 

 GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich)  

 Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck) 

 Vivaspin® 30 kDa MWCO (GE Healthcare) 

4.1.7 Protilátky 

 Primární králičí protilátky RECQ5 (1.4 μg/ml) - poskytnuty laboratoří 

Dr. Pavla Janscaka, PhD.) 

 Sekundární kozí Anti-Rabbit IgG protilátky s konjugovanou s peroxidázou (1:10 000) 

4.1.8 Proteiny 

 BRC3-GST (Bc. Ondrej Beláň) 

 BRC4-GST (Bc. Ondrej Beláň) 

 HOP2-MND1 (Karina Zadorozhny) 

 RPA (RNDr. Mário Špírek, PhD.) 

4.1.9 Přístroje 

 BLItz Systém (Pall ForteBio) 

 Centrifugy: Avanti™ J-26 XPI (Beckman Coulter) 

MiniSpin F-45-12-11 (Eppendorf) 

Rotina 380R (Hettich) 

Spectrafuge 24D (Labnet) 

 FPLC: ÄKTA FPLC (GE Healthcare) 

 Horizontální elektroforetická jednotka: SCIE-PLAS HU10 (KRD) 

 Inkubátory: Innova 43R (New Brunswick scientific) 

NB205 (N-Biotek, KRD) 

 Laboratorní váhy: ACB plus-300 (ADAM) 

 Magnetická míchačka: Variomag MONO (ThermoScientific) 

 Peristaltická pumpa: P-1 (Amersham Biosciences) 

 pH-metr: CyberScan 510 PC (ChromServis s.r.o.) 

 Skenery: FLA-9000 (FujiFilm) 

Gel Logic 212 PRO (Carestream Molecular Imaging) 

Infinity F500 microplate reader (Tecan Group Ltd.) 

LAS-4000 (FujiFilm) 

 Termoblok: Genius Dry Bath Incubator, MD series (Major Science) 

 Termostat: Miniincubator 230 V (Labnet) 

 Transiluminátor bílého světla: TW26 (UVP) 

 Třepačky: Eppendorf Thermomixer comfort (Labfish) 

GFL 3015 (GFL) 
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 Ultrasonic Processor UP200S (Hilscher Ultrasound Technology) 

 Vertikální elektroforetická jednotka: SE206 (Hoefer) 

 Vortex: Genie 2  MS1 Minishaker (IKA) 

 Zdroj elektrického napětí: 300 (Labnet) 

4.1.10 Software 

 BLItz® Pro 1.2 software 

 Carestream Molecular Imaging Software 

 Fujifilm Image Reader LAS-4000 

 Fujifilm MultiGauge 

 I-control™ microplate reader software 

 Inkscape 

 Microsoft Excel 

 Microsoft Word   

 MO.Control software 

 PyMOL 

 SnapGene® Viewer 

 The Benchling software 

 UnicornTM Software  

4.2 Metody 

4.2.1 Místně-cílená mutageneze 

Mutace byla do DNA templátu vnesena pomocí metody polymerázové řetězové reakce 

(PCR), založené na cyklickém střídání teplot, při kterých dochází k denaturaci plasmidu, 

nasedání primerů a syntéze nového komplementárního vlákna DNA. Reakční směs pro PCR 

obsahovala templát s inkorporovaným genem RAD51 (25 ng), forward a reverse primer 

(125 ng), dNTP (10 mM každý), 10x Pfu Turbo polymerázový pufr a Pfu Turbo polymerázu 

(2.5 U). Reakce probíhala v termocykleru podle protokolu v Tab. 4. Na závěr byly vzorky 

po PCR inkubovány 1 hodinu na 37°C s restrikčním enzymem Dpn1 (10 U), který štěpí 

původní methylovanou DNA. 
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Proces Teplota Doba trvání 

Počáteční denaturace 95°C 90 s 

Denaturace 95°C 50 s 

Nasedání primerů 68/70°C 50 s 

Extenze 72°C 14 min 

Finální extenze 72°C 10 min 

- 4°C - 

Tab. 4: Program PCR pro místně-cílenou mutagenezi 

4.2.2 Buněčná transformace a izolace DNA 

K amplifikaci vygenerovaného plasmidu po PCR byly použity kompetentní buňky 

DH5α. K 100 µl buněk bylo přidáno 7 µl plasmidu a inkubováno 30 min při 4°C. Po tepelném 

šoku (42°C, 90 s) byly buňky opět inkubovány na ledu po dobu 5 minut. Poté byl přidán 1 ml 

2x TY média a buňky s vloženým plasmidem inkubovány 45 minut při 37°C. Buňky byly 

následně centrifugovány (30 s, 8 000 rpm), naneseny na misku s LB médiem a ampicilinem-

AMP (0,1 mg/ml) a inkubovány při 37°C přes noc. Kolonie z transformace byly zaočkovány 

do 4 ml 2x TY média s AMP (0,1 mg/ml), inkubovány (37°C, 190 rpm) a druhý den 

izolovány pomocí kitu Miniprep (Quiagen) podle protokolu výrobce.  

4.2.3 Sekvenace DNA 

Pro ověření přítomnosti mutace byl izolovaný plasmid zaslán na sekvenaci (Eurofins 

Genomics) a vyhodnocen pomocí softwaru Benchling. 

4.2.4 Exprese proteinu RAD51 

K expresi proteinu RAD51 byly použity buňky Rosetta2(DE3)pLysS. Kompetentní 

buňky (40 µl) byly inkubovány 30 minut na ledu s 2 µl plasmidu s mutací. Následoval tepelný 

šok (90 min, 42°C), inkubace 5 minut při 4°C a po přidání 1 ml 2x TY média inkubace 

45 minut na 37°C. Supernatant po centrifugaci (30 s, 8 000 rpm) byl odstraněn a buňky 

naneseny na misku s LB médiem, ampicilinem-AMP (0,1 mg/ml) a chloramfenikolem-CAM 

(0.03 mg/ml). Pět kolonií z LB misky bylo druhý den přeneseno do 200 ml 2x TY média 

s AMP (0,1 mg/ml) a CAM (0.03 mg/ml) a inkubováno přes noc při 37°C. Druhý den bylo 

20 ml z bakteriální kultury přidáno do šesti Erlenmeyerových baněk s 2 l 2x TY média s AMP 

(0,1 mg/ml) a CAM (0.03 mg/ml). Buňky byly inkubovány (37°C, 190 rpm) do doby 

než optická hustota (OD600) dosáhla hodnoty kolem 0.7. Exprese byla indukována přidáním 

IPTG (1 mM). Po 3 hodinách inkubace (37°C, 190 rpm) byly buňky centrifugovány 

(5 500 rpm, 10 min, 4°C) a pelet zmražen na -80°C. 

16x 
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4.2.5 Exprese proteinu RECQ5 

Expresní vektor obsahující gen pro RECQ5 byl transformován do kompetentních 

buněk ArcticExpress (DE3) RIL, s totožným postupem jako v případě exprese RAD51. 

Bakteriální kolonie na misce s LB médiem, AMP (0,1 mg/ml) a CAM (0.03 mg/ml) byly 

zaočkovány do 2x TY média s AMP (0,1 mg/ml) a CAM (0.03 mg/ml), kultivovány do doby 

než optická hustota (OD600) dosáhla hodnoty kolem 0.7 a indukovány 1 mM IPTG přes noc 

při 13°C. Buněčná kultura byla centrifugována (5 500 rpm, 10 min, 4°C) a pelet zmražen 

na  80°C. 

4.2.6 Purifikace proteinu RAD51 

4.2.6.1  Buněčná lýze  

Buněčný pelet byl resuspendován v lyzačním pufru CBB (1 M KCl, 0.01 % NP40, 

1 mM DTT) se směsí proteázových inhibitorů (P, L, A, B, CH, PMSF). Bakterie byly 

sonikovány v pěti cyklech po 10 minutách oddělených 5-10 minutami míchání 

na elektromagnetické míchačce při 4°C. Poté byly bakterie stočeny v ultracentrifuze 

(19 000 rpm, 1 hod, 4°C). Za účelem selektivního vysrážení proteinu byl k odebranému 

supernatantu přidán síran amonný (0.242 g/ml). Po dvou hodinách následovala opakovaná 

centrifugace (9 000 rpm, po 10 minut, 4°C). Pelet byl zamražen a uchován při -80°C.  

4.2.6.2  Chromatografie 

Na kolonu Q-SepharoseTM (iontově výměnná chromatografie, 40 ml), promytou 

v pufru K (1x K, 175 mM KCl, 0.01 % NP40, 1 mM DTT), byl nanesen v totožném pufru 

resuspendovaný pelet. Protein byl eluován (1 ml/min, 400 ml) zvyšujícím se gradientem 

0-50 % pufru K+1000 (1x K, 1000 mM KCl, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Ve všech získaných 

frakcích byla z důvodu možné degradace proteinu přidána směs proteázových inhibitorů PI 

(1 000x). Vzorky byly analyzovány pomocí SDS-PAGE a naneseny na hydroxyapatitovou 

(HAP) kolonu (afinitní chromatografie, 5 ml), promytou pufrem T+100 (1x T, 100 mM KCl, 

0.01 % NP40, 1 mM DTT). Protein byl eluován zvyšujícím se podílem HAP pufru (1 M 

KH2PO4, 1x T, 0.01 % NP40, 1 mM DTT) vůči pufru T+100 (50 ml, 0.7 ml/min, 0-50 % 

pufru HAP). K jednotlivým vzorkům byla přidána směs PI. Frakce byly analyzovány pomocí 

SDS-PAGE a 45 minut dialyzovány ve 2 l pufru T (1x T, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Vzorky 

byly naředěny na požadovanou hodnotu konduktivity a naneseny na MonoQ kolonu (iontově 

výměnná chromatografie, 1 ml), která byla předtím promyta pufrem T+100 (1x T, 100 mM 

KCl, 0.01 % NP40, 1 mM DTT, bez glycerolu). Protein byl eluován gradientem KCl pufru 

T+1000 s přidanými proteázovými inhibitory (1x T, 1000 mM KCl, 0.01 % NP40, 1 mM 

DTT, bez glycerolu) rychlostí 0.5 ml/min o celkovém objemu 20 ml. Přítomnost proteinu 

RAD51 byla sledována pomocí SDS-PAGE. 
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4.2.6.3  Koncentrování proteinu 

Vybrané frakce s RAD51 proteinem byly koncentrovány pomocí kitu Vivaspin 

(30 kDa, 2 ml). Ke koncentrovanému proteinu byl přidán 8.7 % glycerol. Jednotlivé alikvoty 

byly zamraženy v tekutém dusíku a uchovány při -80°C. 

4.2.7 Purifikace proteinu RECQ5 

4.2.7.1  Buněčná lýze  

Buněčný pelet byl resuspendován v lyzačním pufru CBB (500 mM KCl, 0.01 % NP40, 

1 mM DTT) se směsí proteázových inhibitorů. Bakterie byly sonikovány v pěti cyklech 

po 10 minutách oddělených 5-10 minutami míchání na elektromagnetické míchačce při 4°C 

a stočeny v ultracentrifuze (19 000 rpm, 1 hod, 4°C).  

4.2.7.2  Chromatografie 

Protein RECQ5 byl purifikován pomocí afinitní chromatografie. Supernatant odebraný 

po stočení v ultracentrifuze byl inkubován (2 hod, 4°C) s promytými chitinovými kuličkami. 

Po nanesení na kolonu byl nenavázaný protein odstraněn v průběhu opakovaného promytí 

pufrem T+500 (1x T, 500 mM KCl, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Kolona s navázaným 

proteinem byla následně inkubována přes noc při 4°C v pufru T+500 (1x T, 500 mM KCl, 

0.01 % NP40, 1 mM DTT). Druhý den byl protein eluován v pufru T+150 (1x T, 150 mM 

KCl, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Jednotlivé vzorky byly analyzovány pomocí SDS-PAGE. 

Frakce obsahující RECQ5 byly spojeny a naneseny na HAP kolonu (afinitní chromatografie, 

5 ml) promytou pufrem T+150 (1x T, 100 mM KCl, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Protein byl 

eluován zvyšujícím se podílem HAP pufru (1 M KH2PO4, 1x T, 0.01 % NP40, 1 mM DTT) 

vůči pufru T+150 (40 ml, 0.7 ml/min, 0-100 % pufru HAP). K jednotlivým vzorkům byla 

přidána směs PI. Frakce byly analyzovány pomocí SDS-PAGE, naměřená konduktivita 

zředěna na požadovanou hodnotu a smíchané vzorky naneseny na MonoS kolonu (iontově 

výměnná chromatografie, 1 ml) promytou pufrem T+150 (1x T, 150 mM KCl, 0.01 % NP40, 

1 mM DTT). Protein byl eluován gradientem 0-80 % KCl pufru T+1000 s přidanými 

proteázovými inhibitory (1x T, 1000 mM KCl, 0.01 % NP40, 1 mM DTT) rychlostí 

0.4 ml/min o celkovém objemu 10 ml. Přítomnost a koncentrace proteinu RECQ5 byla 

ověřena pomocí SDS-PAGE.  

4.2.8 SDS-PAGE 

Výsledná koncentrace proteinů byla stanovena pomocí elektroforetické metody SDS-

PAGE (sodium dodecyl sulfát - polyakrylamidová gelová elektroforéza) určující separaci 

proteinů na základě jejich molekulové hmotnosti. Pro SDS-PAGE byly použity gely skládající 

se ze dvou částí, a to koncentrující vrstvy a vrstvy separační, s koncentrací polyakrylamidu 

10-12 %. Před nanesením byly vzorky zředěny v Laemmli pufru a vařeny po dobu 3 minut. 
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Elektroforéza probíhala při napětí 205 V po dobu 35 minut. Na závěr byl gel obarven 

v Coomasie Brilliant Blue a odbarven v roztoku Destainu. 

4.2.9 Gelová retardační analýza (EMSA) 

Protein RAD51 byl inkubován s fluorescenčně značeným oligonukleotidem pR0027, 

reakčním pufrem 5x B a ATP (2 mM) 10 minut při 37°C. Na požadované koncentrace byl 

protein naředěn v T+50 pufru (1x T, 50 mM KCl, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Tento pufr byl 

doplněn i ke kontrolní reakční směsi. Po inkubaci byl za účelem stabilizace vazby přidán 

0.07 % glutaraldehyd a ponechán při pokojové teplotě na 10 minut. Vzorky s dodaným 6x LB 

pufrem byly naneseny na 0.9 % agarózový gel v pufru 1x TBE. Elektroforéza byla spuštěna 

na 50 minut, 75 V. Na závěr byl gel oskenován pomocí FLA-9000 skeneru a vyhodnocen 

v programu MultiGauge V3.2 software. Odchylka byla vypočtena pro tři samostatné a na sobě 

nezávislé pokusy. 

4.2.10  Nukleázová protekční analýza 

Oligonukleotid pR0231 (40 nM) značený fluoresceinem byl s proteinem RAD51 

inkubován 10 minut při 37°C v pufru 5x R (25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM MgCl2, 50 mM 

KCl, 1 mM DTT, 100 μg/mL BSA) s CaCl2 (5 mM) a ATP (2 mM). Následně byla DNA 

v reakci štěpena přidáním enzymu deoxyribonukleázy I (DNáza I, 2U) po dobu 20 minut 

při 37°C. Pomocí směsi 1 % SDS a proteinázy K (PK, 10 µg/µl) v poměru 1:1 byly proteiny 

denaturovány (10 minut, 37°C). K reakční směsi byl přidán nanášecí pufr 6x LB a vzorky 

analyzované pomocí 10 % polyakrylamidového nativního gelu v 1x TBE pufru (50 min, 

95 V) byly vizualizovány a pomocí FLA-9000 scanneru. 

4.2.11  Tvorba D-loop struktury 

Fluorescenčně značený oligonukleotid pR0231 (40 nM) byl v pufru 5x R s ATP 

(2 mM), kreatin kinázou (CK) a fosfatázou (CP) inkubován (10 min, 37°C) s proteinem 

RAD51. Do reakce byl přidán protein HOP2-MND1, který napomáhá k vytvoření D-loop 

struktury. Tento protein byl 5 minut inkubován s již vytvořeným vláknem proteinu RAD51 

a ssDNA při 37°C. Následně byl k reakci přidán plasmid (pBluescript 2.5 µg/µl) s částí 

komplementární ke značené ssDNA a inkubován při 37°C  po dobu 15 minut. Reakce byla 

ukončena prostřednictvím směsi 1 % SDS a PK (10 µg/µl) v poměru 100:1 (10 min, 37°C). 

K reakční směsi byl přidán nanášecí pufr 6x LD a vzorky analyzované pomocí 0.9 % 

agarozového gelu v 1x TBE pufru (50 min, 95 V) byly vizualizovány FLA-9000 skenerem 

a vyhodnoceny programem MultiGauge V3.2.  

4.2.12  Bio-layer interferometrie 

Bio-layer interferometrie (BLItz) umožňuje měření biomolekulární interakce. 

Technologie analyzuje interferenci světla odraženého od povrchu vrstvy imobilizovaného 

proteinu na senzoru přístroje a vnitřní referenční vrstvy. Změna v denzitě, úměrná množství 

navázaných molekul na senzoru, tak umožňuje měřit kinetiku vazby biomolekul v reálném 
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čase. Prostřednictvím této metody bylo možné sledovat kinetiku tvorby RAD51-ssDNA 

vlákna, jeho stabilitu v přítomnosti konkurenční DNA (cDNA) nebo interakci s jinými 

proteiny. V této práci byly použity streptavidinové biosenzory, na které se po hydrataci 

10 minut v pufru BLItz (25 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.05 % 

Tween20) vázal biotinem značený oligonukleotid pR2663 (120 s), protein RAD51 (240 s) 

a cDNA, případně BRC3 (240 s). Jednotlivé kroky byly odděleny promytím (30 s) v pufru 

BLItz s ATP (0.5 mM) a BSA (200 µg/ml).  

4.2.13 Pull-down analýza 

Metoda pull-down patří mezi in vitro metody umožňující analyzovat proteinové 

interakce. Interakce RAD51 s BRC3 motivem byla stanovena pomocí specifické vazby GST 

tagu na BRC peptidu a glutathionu (GTH) navázaného na sefarózových kuličkách. Protein 

BRC-GST, v případě kontroly - dH2O, byl inkubován s GTH-sefarózovými kuličkami dvě 

hodiny při 4°C na rotační třepačce. Následně byla směs kuliček s navázaným BRC3 

centrifugována (5 000 rpm, 3 min) a dvakrát promyta v pufru T+100 (1x T, 100 mM KCl, 

0.01 % NP40, 1 mM DTT). V tomto pufru také naředěný protein RAD51 se v případě 

samotné proteinové interakce s BRC-GST inkuboval hodinu při 4°C. V případě interakce 

BRC-GST a nukleoproteinového vlákna tomuto kroku předcházela inkubace (10 min, 37°C) 

RAD51 (7 µM) s oligonukleotidem pR0027 (150 nM). Jako kontrola množství vloženého 

proteinu byla totožná koncentrace RAD51, případně RAD51-ssDNA vlákna naředěna 

v poměru 1:1 v Laemmli pufru. Po navázání RAD51 na GTH-sefarózové kuličky s BRC-GST 

byla směs centrifugována (5 000 rpm, 3 min) a supernatant naředěn v Laemmli pufru 

v poměru 1:1. K opakovaně promytým kuličkám v pufru T+100 byl přidán Laemmli pufr. 

Frakce byly analyzovány pomocí SDS-PAGE (12 % polyakrylamidový  gel, 203 V, 35 min). 

4.2.14  Peptide array 

Metoda peptidové eseje se využívá k detekci proteinové interakce skrze celulózovou 

peptidovou membránu. Membrána s navázanými RAD51 peptidy byla nejprve krátce promyta 

v metanolu a třikrát po deseti minutách promyta v pufru TBST. Jako preventivní krok 

nespecifickému navázání protilátek byla membrána dvě hodiny blokována v  TBST pufru 

s 5 % sušeným mlékem. Po promytí v TBST pufru byla membrána přes noc inkubována 

v totožném pufru se 100 µg proteinu RECQ5. Druhý den byla membrána opakovaně promyta 

v TBST a inkubována pět hodin s primárními králičími RECQ5 protilátkami (0.1 µg/ml). 

Následně byla membrána promyta v pufru TBST a inkubována hodinu se sekundárními 

Anti-Rabbit IgG protilátkami s konjugovanou peroxidázou (1:10 000). Interakční doména 

RECQ5-RAD51 byla detekována pomocí kitu Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

Substrate a skeneru LAS-4000. Regenerace membrány byla provedena dle protokolu výrobce. 

4.2.15  Fluorescenční polarizace 

Fluorescenční polarizace (FP) patří mezi fluorimetrické metody umožňující detekovat 

interakci proteinu s peptidem. Metoda využívá změn polarizace způsobené rozdílnou rychlostí 
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rotace peptidu samotného oproti peptidu s navázaným proteinem. Fluorescenčně značené 

peptidy BRC3 a BRC4 byly, podobně jako protein RAD51, naředěny v pufru 1x FP (25 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 25 mM KCl, 2 mM MgCl2). Fluorescencenční polarizace byla bezprostředně 

měřena pomocí skeneru Infinity F500 microplate reader (Tecan Group Ltd.). 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Mutace RAD51 asociována s nádorovým onemocněním 

Defekty v DNA opravných mechanismech jsou mnohdy asociovány s nádorovými 

onemocněními. K pochopení souvislosti vzniku nádoru je nutné odhalení mechanismu, 

kterým mutace v DDR zvyšují genomovou nestabilitu, vytváří mutagenní prostředí a skrze 

akumulaci mutací určují nové vlastnosti buňky. Z toho důvodu byla k bližší charakterizaci 

zvolena mutace proteinu RAD51 (substituce aminokyselin fenylalaninu za leucin 

na pozici 279 – F279L), nalezená v nádoru endometria. 108 

Mutace F279L se nachází v konzervované části C-terminální domény RAD51, konkrétně 

v místě flexibilní smyčky Loop 2 (Obr. 9A a B). Na základě strukturní podobnosti RAD51 

ortologů je tato část považována za DNA vazebné místo proteinu, esenciální během fáze 

presynaptické, ale i při výměně řetězců v průběhu synapse. 30] 

 

Obr. 9: Struktura RAD51 F279L (A) Struktura RAD51 s označením mutace F279L. Jednotlivé podjednotky 

oligomeru jsou odlišeny barevně (žlutá, červená a modrá), oblast smyčky Loop 2 je označena černou barvou 

(vytvořeno pomocí softwaru PyMOLTM). (B) Schematické znázornění mutace F279L v konzervované části 

proteinu RAD51, DNA vazebném místě Loop 2. 

5.1.1  DNA-vazebná afinita RAD51 F279L  

Mutace F279L by vzhledem ke svému umístění mohla způsobit defekt v samotné 

vazbě RAD51 na DNA. To by mohlo mít za následek pokles v efektivitě proteinu během 

rekombinace, ale i při ochraně replikační vidlice. Pro porovnání DNA vazebné afinity 

proteinu byla zvolena gelová retardační esej (EMSA), založená na elektroforetickém dělení. 

Fluorescenčně značená ssDNA, případně značená dsDNA, byla inkubována se zvyšující 

se koncentrací RAD51 (Obr. 10A). Vytvořené nukleoproteinové vlákno bylo vzhledem ke své 

velikosti při průchodu agarózovým gelem oproti samotné DNA zpomaleno. 

Z porovnání vazebné aktivity divokého kmene RAD51 a F279L mutanta vyplívá, že 

i navzdory své lokalizaci, nenarušila tato mutace vazbu proteinu na jednořetězcovou 
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(Obr. 10B a C) i dvouřetězcovou DNA (Obr. 10D). Defekt DNA-vazebné aktivitě RAD51 

tedy není zodpovědný za asociaci této mutace s příslušným nádorovým onemocněním. 

 

Obr. 10: DNA vazebná afinita RAD51 F279L (A) Schematické znázornění experimentu (vytvořeno 

v programu Inkscape). (B) Porovnání ssDNA vazebné afinity RAD51 F279L s RAD51 WT. Zvyšující 

se koncentrace RAD51 (v rozmezí 6 až 3000 nM) byla inkubována s fluorescenčně značeným 

oligonukleotidem (10 nM). Vazba ssDNA-RAD51 byla následně stabilizována pomocí glutaraldehydu (cross-

link). (C) Kvantifikace DNA vazebné afinity se směrodatnou odchylkou; na základě tří na sobě nezávislých 

experimentů. (D) Porovnání dsDNA vazebné afinity RAD51 F279L s RAD51 WT. Zvyšující se koncentrace 

(0.5, 1 a 2 µM) byla inkubována s fluorescenčně značenou dsDNA (10 nM). Vazba dsDNA-RAD51 byla 

následně stabilizována pomocí glutaraldehydu (cross-link). 

5.1.2 Rekombinační aktivita RAD51 F279L 

Centrální roli během HR představuje RAD51 nukleoproteinové vlákno, které 

v přítomnosti ATP vytvoří aktivní formu vlákna schopnou vyhledávat na sesterské chromatidě 

homologní sekvenci a katalyzovat výměnu řetězců. V průběhu tohoto procesu vzniká 

struktura homologního duplexu DNA s invadujícím vláknem tzv. D-loop. Pokud by mutace 

F279L narušila rekombinační funkci RAD51, buňka by byla nucena opravit poškození 

pomocí jiné, potenciálně mutagenní DNA opravné dráhy. Tímto by docházelo k akumulaci 

poškození, potřebné v progresi buňky do maligního stavu.  

Pomocí metody analýzy tvorby D-loop struktury in vitro, která simuluje mechanismus 

HR, byl dále testován mutant F279L. Poté co se vytvořilo aktivní nukleoproteinové vlákno, 
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byla reakce doplněna plasmidem obsahujícím komplementární úsek DNA (Obr. 11A). 

Vzniklý komplex o vyšší molekulární hmotnosti byl při průchodu agarózovým gelem oproti 

samotné DNA zpomalen. 

Rekombinační úloha proteinu, jak je patrné z výsledku analýzy tvorby D-loop struktury, 

nebyla mutací narušena, neboť i se zvyšující se koncentrací konstantně narůstá i množství 

vytvořeného komplexu podobně jako v případě divokého kmene (Obr. 11B). V případě 

vyšších koncentrací RAD51 F279L je naopak množství D-loop produktu nepatrně vyšší než 

u přirozené formy proteinu (Obr. 11C). 

 

Obr. 11: Analýza tvorby D-loop struktury RAD51 F279L (A) Schematické znázornění experimentu 

(vytvořeno v programu Inkscape). (B) Analýza tvorby D-loop struktury RAD51 F279L v porovnání 

s RAD51 WT. Zvyšující se koncentrace RAD51 (0.5, 1 a 2 µM) byla inkubována s fluorescenčně značeným 

oligonukleotidem (20 nM) a proteinem HOP2-MND1 (300 nM), který napomáhá při tvorbě D-loop struktury 

zachycením dsDNA (pBSK). (C) Kvantifikace analýzy tvorby D-loop struktury se směrodatnou odchylkou; 

na základě tří na sobě nezávislých experimentů. 

5.1.3 Kinetika tvorby RAD51 F279L vlákna a jeho stabilita 

Vlivem hydrolýzy ATP dochází k neustálé disociaci RAD51 z ssDNA. Pokud 

je v přítomnosti RAD51-ssDNA vlákna i jiný oligonukleotid, disociované podjednotky 

proteinu se mohou vázat i na konkurenční DNA (cDNA). V takovém případě dochází 

k narušení stability původního vlákna. Stabilita byla RAD51 F279L-ssDNA v přítomnosti 

nadbytku neznačené cDNA analyzována pomocí metody BLI. K streptavidinovým 

biosenzorům s navázaným biotinylovaným oligonukleotidem (Obr. 12A, fáze 1) byl 

ve druhém kroku přidán protein RAD51 (fáze 2). Poté (fáze 3) bylo vytvořené vlákno 

destabilizováno nadbytkem neznačené DNA. 

Na základě výsledku BLI analýzy lze odvodit, že stabilita vlákna RAD51-ssDNA nebyla 

v přítomnosti cDNA mutací F279L narušena. Disociační křivka (3) RAD51 F279L je totožná 

s RAD51 WT. Prostřednictvím této metody lze pozorovat i kinetiku tvorby 

nukleoproteinového vlákna (2), která je v porovnání RAD51 F279L vůči RAD51 WT také 

obdobná, což zároveň potvrzuje data z analýzy EMSA (Obr. 12B a 10B). 
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Obr. 12: Kinetika tvorby RAD51 F279L vlákna a jeho stabilita v přítomnosti cDNA (A) Schematické 

znázornění experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Analýza kinetiky tvorby vlákna RAD51 F279L 

(1.5 µM)-ssDNA (40 nM) a jeho stability v přítomnosti nadbytku neznačené DNA (400 nM). 

Biologicky více relevantní strategií ovlivňující stabilitu vlákna je destabilizace 

prostřednictvím BRC motivů (fragmenty BRCA2), které interagují s jednotlivými monomery 

RAD51, čímž zabraňují jejich opětovné vazbě na DNA. K streptavidinovým biosenzorům 

s navázaným biotinylovaným oligonukleotidem (Obr. 13A, fáze 1) byl ve druhém kroku 

přidán protein RAD51 (fáze 2). Na závěr (fáze 3) bylo vytvořené vlákno destabilizováno 

BRC3 peptidem. 

 

Obr. 13: Destabilizace RAD51 F279L-ssDNA vlákna prostřednictvím BRC3 peptidu (A) Schematické 

znázornění experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Interakce nukleoproteinového vlákna ssDNA 

(40 nM)-RAD51 F279L/WT (1.5 µM) s BRC3 peptidem (1.5 µM). (C) Kvantifikace míry disociace RAD51 

z ssDNA v přítomnosti BRC3 motivu; na základě dvou na sobě nezávislých experimentů. 
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Přestože mutace nenarušila stabilitu vlákna RAD51-ssDNA v přítomnosti cDNA 

(Obr. 12B), procento disociace RAD51 F279L z ssDNA vlivem BRC3 peptidu je v porovnání 

s RAD51 WT vyšší (Obr. 13B a 13C). Tento výsledek naznačuje změnu v interakci s hlavním 

rekombinačním mediátorem BRCA2. Na základě této metody však nelze s jistotou určit, zda 

má mutace vliv pouze na interakci BRC motivu s RAD51-ssDNA vláknem nebo zda je 

interakce specifická již pro samotný protein RAD51. 

5.1.4 Interakce RAD51 F279L s mediátorem BRCA2 

Dle výsledků předchozí kapitoly byla vazba proteinů RAD51 F279L-BRCA2 zkoumána 

detailněji. V průběhu presynaptické fáze HR je výměna RAD51 se ssDNA vazebným 

proteinem RPA v buňce katalyzována mediátorem BRCA2 a to prostřednictvím dvou 

interakčních domény: skupiny osmi BRC motivů a C-terminální doménou BRCA2 (exon 27).  

Interakce BRC3 peptidu s proteinem RAD51, případně vláknem RAD51-ssDNA, byla 

porovnána metodou pull-down. Glutathion-sefarózové kuličky s navázaným GST-BRC3 

peptidem byly inkubovány s proteinem RAD51, případně nukleoproteinovým vláknem. 

Následně byly kuličky promyty pufrem, aby se oddělil nenavázaný RAD51 (N-frakce) 

od proteinu vázaného (V-frakce). Kontrola množství proteinu přidaného do reakce byla 

označena jako C-frakce. Souběžně byla provedena také negativní kontrola, která vyloučila 

možnost nespecifické vazby RAD51 na kuličky s glutathionem. Frakce byly analyzovány 

pomocí SDS-PAGE (Obr. 14A). 

 

Obr. 14: Analýza interakce RAD51 F279L a BRC3-GST pomocí pull-down metody (A) Schematické 

znázornění experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Analýza interakce BRC3-GST peptidu s RAD51-

ssDNA vláknem. Sloupce 4-5 a 9-10 zobrazují negativní kontrolu vazby RAD51-ssDNA vlákna na kuličky 

s glutathionem. Sloupce 1-3 a 6-8 znázorňují interakci nukleoproteinového vlákna s BRC3-GST. (C) Analýza 

interakce BRC3-GST peptidu s proteinem RAD51. Sloupce 1-2 a 6-7 zobrazují negativní kontrolu vazby RAD51 

na kuličky s glutathionem. Sloupce 3-5 a 8-10 znázorňují interakci RAD51 s BRC3-GST. 
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Z výsledku analýzy pomocí metody pull-down není patrný jednoznačný rozdíl mezi 

RAD51 WT a RAD51 F279L, a to v případě nukleoproteinového vlákna (Obr. 14B), ale také 

v případě samotného proteinu (Obr. 14C). Pro bližší analýzu interakce byla rovnež zvolena 

senzitivnější esej, a to metoda detekující změnu fluorescenční polarizace značeného peptidu 

BRC3 s navázaným RAD51.Samotný peptid, vzhledem ke své velikosti, rotuje vyšší rychlostí 

v porovnání s peptidem s navázaným proteinem. Změna rychlosti pohybu po navázání 

RAD51 na BRC3 peptid značí rozdíl ve výsledné fluorescenční polarizaci peptidu (Obr. 15A). 

Zvyšující se koncentrací RAD51 se konstantně mění i fluorescenční polarizace peptidu. 

Afinita RAD51 F279L vůči BRC3 je však podobná jako u RAD51 WT (Obr. 15B). Mutace 

F279L tedy nezpůsobuje defekt v interakci RAD51 s BRC3. 

 

Obr. 15: Analýza interakce RAD51 F279L a BRC3 peptidu skrze detekci fluorescenční polarizace (A) 

Schematické znázornění experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Detekce změny fluorescenční 

polarizace značeného BRC3 peptidu (100 nM) při zvyšující se koncentraci proteinu RAD51 (25 nM - 400 nM); 

se směrodatnou odchylkou; na základě tří na sobě nezávislých experimentů.  
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5.2 Mutace RAD51 mimikující fosforylaci proteinu 

Aktivita proteinu RAD51 může být ovlivněna posttranslačními modifikacemi, například 

fosforylací. V reakci na poškození DNA je protein RAD51 fosforylován na pozici Thr 309 

kinázou Chk1. Buňky s mutací v tomto místě fosforylace jsou výrazně citlivější vůči působení 

látek toxických pro DNA. 97 Přestože mechanismus vyvolaný fosforylací proteinu 

je důležitým krokem pro jeho následnou aktivitu, přesná úloha fosforylace zatím není známá. 

Z toho důvodu byl vygenerován protein RAD51 mimikující fosforylaci - substitucí threoninu 

kyselinou asparagovou (RAD51 T309D). 

 

Obr. 16: Struktura RAD51 T309D (A) Struktura RAD51 se zaznačením mutace T309D (zelená). Jednotlivé 

podjednotky heptameru jsou odlišeny barevně (žlutá, červená a modrá), oblast vazby ATP je označena černou 

barvou (vytvořeno pomocí softwaru PyMOLTM). (B) Schematické znázornění mutace T309D v C-terminální 

části proteinu RAD51. 

5.2.1 DNA-vazebná afinita RAD51 T309D  

Mutace T309D se nachází v C-terminální části proteinu, v blízkosti místa vazby DNA, 

ATP a interakce jednotlivých monomerů RAD51 (Obr. 16A a B). Mutace by tedy potenciálně 

mohla narušit některou ze zmíněných vlastností RAD51 proteinu, a tím ovlivnit i jeho funkci. 

Pro porovnání DNA-vazebné afinity proteinu byla zvolena gelová retardační esej (EMSA). 

Fluorescenčně značená ssDNA byla inkubována se zvyšující se koncentrací RAD51 

(Obr. 17A). Vytvořené vlákno RAD51-DNA bylo vzhledem ke své velikosti při průchodu 

agarózovým gelem oproti samotné DNA zpomaleno. Nicméně žádný patrný rozdíl v DNA-

vazebné afinitě RAD51 T309D v porovnání s RAD51 WT nebyl pozorován (Obr. 17B). 
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Obr. 17: DNA vazebná afinita RAD51 T309D (A) Schematické znázornění experimentu (vytvořeno 

v programu Inkscape). (B) Porovnání ssDNA vazebné afinity RAD51 T309D s RAD51 WT. Zvyšující se 

koncentrace RAD51 (v rozmezí 313 až 2500 nM) byla inkubována s fluorescenčně značeným 

oligonukleotidem (10 nM). (C) Kvantifikace DNA vazebné afinity se směrodatnou odchylkou; na základě tří na 

sobě nezávislých experimentů. 

Na druhou stranu analýza kinetiky tvorby RAD51 T309D vlákna pomocí metody BLI 

(Obr. 18B, fáze 2) ukazuje zřejmý signifikantní úbytek optické hustoty navázaných molekul 

na senzoru oproti RAD51 WT, což naznačuje možnou změnu ve struktuře proteinu. Stabilita 

vlákna (fáze 3) RAD51 T309D byla porovnána s přirozenou formou proteinu RAD51 

v přítomnosti cDNA (Obr. 18A). Disociace vlákna potenciálně fosforylovaného proteinu 

je obdobná jako v případě RAD51 WT-ssDNA (Obr. 18B).  

 

Obr. 18: Kinetika tvorby RAD51 T309D vlákna a jeho stabilita v přítomnosti cDNA (A) Schematické 

znázornění experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Analýza kinetiky tvorby vlákna RAD51 T309D 

(1.5 µM)-ssDNA (40 nM) a jeho stability, tedy disociace RAD51 z ssDNA v přítomnosti cDNA (400 nM). 
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5.2.2  Struktura vlákna RAD51 T309D-ssDNA 

Výsledek analýzy kinetiky tvorby RAD51 T309D vlákna naznačuje změnu v jeho 

organizaci ve srovnání s RAD51 WT, z toho důvodu byla následně struktura vlákna 

porovnána s RAD51 WT v souvislosti s ochranou před štěpením nukleázou DNáza I 

(Obr. 19A). 

Inkubace fluorescenčně značené DNA s rostoucí koncentrací RAD51 WT a T309D 

proteinu vedla ke srovnatelné ochraně před působením nukleázy DNáza I, z čehož vyplývá, 

že struktura vlákna proteinu mimikujícího fosforylaci je navzdory předešlým výsledkům 

obdobná (Obr. 19B). 

 

Obr. 19: Analýza protekční aktivity RAD51 T309D vůči nukleolytické degradaci (A) Schematické 

znázornění experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Analýza schopnosti prevence RAD51 vůči 

štěpení DNA nukleázou. První sloupec představuje kontrolu samotné DNA, druhý sloupec naštěpenou DNA 

v přítomnosti nukleázy DNáza I. Následující sloupce zobrazují zvyšující se koncentrace RAD51 WT 

v porovnání s RAD51 T309D (0.5 µM - 4 µM). 

5.2.3 Rekombinační aktivita RAD51 T309D 

Vzhledem k umístění mutace T309D, na pomezí podjednotek oligomeru, mohla být 

substitucí narušena jeho rekombinační aktivita. K porovnání funkce RAD51 při vyhledání 

homologní sekvence a katalýzy výměny řetězců byla zvolena metoda monitorující tvorbu D-

loop struktury. Poté co se vytvoří aktivní nukleoproteinové vlákno byla reakce doplněna 

plasmidem s komplementárním úsekem DNA (Obr. 20A). Vzniklý komplex o vyšší 

molekulární hmotnosti byl při průchodu agarózovým gelem oproti samotné DNA zpomalen. 

Z výsledku analýzy tvorby D-loop struktury je patrný pokles v rekombinační aktivitě 

T309D mutantu (Obr. 20B a C). 
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Obr. 20: Analýza tvorby D-loop struktury RAD51 T309D (A) Schematické znázornění experimentu. 

(vytvořeno v programu Inkscape). (B) Analýza tvorby D-loop struktury RAD51 T309D v porovnání 

s RAD51 WT. Zvyšující se koncentrace RAD51 (0.5, 1 a 2 µM) byla inkubována s fluorescenčně značeným 

oligonukleotidem (20 nM) a proteinem HOP2-MND1 (300 nM), který napomáhá tvorbě D-loop struktury 

zachycením dsDNA (pBSK). (C) Kvantifikace analýzy tvorby D-loop struktury se směrodatnou odchylkou; 

na základě tří na sobě nezávislých experimentů. 

5.2.4 Interakce RAD51 T309D s BRCA2 

Jak již bylo zmíněno v teoretické části práce, Chk1 kináza mimo fosforylaci 

RAD51 fosforyluje také protein BRCA2. Pokud je BRCA2 fosforylována na exonu 27, 

dochází k uvolnění navázaného proteinu RAD51. 103 Fosforylace RAD51 by tak mohla 

ovlivnit vazbu s BRCA2 podobným způsobem. K porovnání interakce RAD51 T309D 

s exonem 27 byla zvolena metoda s fluorescenčně značeným exonem 27 pomocí 

fluorescenční polarizace. Samotný peptid, vzhledem ke své velikosti, rotuje vyšší rychlostí 

v porovnání s peptidem s navázaným proteinem. Změna rychlosti pohybu po navázání 

RAD51 na exon 27 značí rozdíl ve výsledné fluorescenční polarizaci peptidu (Obr. 21A). 

Výsledek metody fluorescenční polarizace naznačuje signifikantní změnu v interakci 

RAD51 s C-terminální doménou BRCA2 způsobenou RAD51 fosforylací (Obr. 21B). 
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Obr. 21: Analýza interakce RAD51 T309D s exonem 27 skrze detekci fluorescenční polarizace (A) 

Schematické znázornění experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Detekce změny fluorescenční 

polarizace značeného fragmentu exonu 27 (75 nM) se zvyšující se koncentrací proteinu RAD51 (156 nM-

10 µM); se směrodatnou odchylkou; na základě tří na sobě nezávislých experimentů. 
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5.3 Interakční doména RECQ5-RAD51 

Antirekombináza RECQ5 patří do skupiny RecQ helikáz, které jsou mimo jiné schopny 

rozrušit RAD51 nukleoproteinové vlákno. K disociaci RAD51 z ssDNA je potřebná ATP 

hydrolýza a přítomnost ssDNA vazebného proteinu RPA, který zabraňuje zpětnému navázání 

RAD51. 83 Dalším faktorem rozhodujícím při negativní regulaci vlákna by mohla být 

samotná interakce proteinů RAD51-RECQ5, jejichž interakční doména se nachází v C-

terminální části RECQ5. Mutace v této části proteinu nejen zamezuje interakci s RAD51, ale 

ovlivňuje i schopnost RECQ5 vlákno RAD51-ssDNA rozrušit. 88 I přesto detailní 

mechanismus disociace RAD51 z ssDNA zatím není zcela známý.  

Mým cílem tedy bylo určit interakční místo proteinu RECQ5 na rekombináze, 

vygenerovat mutanta RAD51 defektního v této interakci, a tím umožnit studium vlivu této 

vazby na mechanismus RECQ5 jako negativního regulátoru HR. Výchozím experimentem ke 

zmapování interakce RAD51-RECQ5 byla peptidová analýza (Obr. 22A). Celulózová 

membrána s navázanými imobilizovanými peptidy RAD51 byla inkubována se 100 µg 

RECQ5. Místo interakce bylo detekováno pomocí primárních RECQ5 protilátek (0.1 μg/ml) a 

sekundárních Anti-Rabbit IgG protilátek s konjugovanou peroxidázou (1:10 000). 

 

Obr. 22: Detekce interakce imobilizovaných peptidů proteinu RAD51 s RECQ5 (A) Schematické znázornění 

experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Interakce peptidů RAD51 s RECQ5 byla detekována pomocí 

primárních protilátek RECQ5 a sekundárních protilátek s konjugovanou peroxidázou. 

(C) Výsledná sekvence možného interakčního místa RAD51-RECQ5 – aminokyseliny (Tyr 301 - Gly 307) 

v C-terminální části proteinu. 
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Na základě výsledku peptidové analýzy se jako potenciální místo interakce jeví skupina 

aminokyselin Tyr 301 – Gly 307 v C-terminální části proteinu (Obr. 22B a C). K další 

charakterizaci byl proto navrhnut a izolován mutant - RAD51 K304A (Obr. 23A a B). 

 

Obr. 23: Struktura RAD51 K304A (A) Struktura RAD51 se zaznačením potencionální interakční domény 

RAD51-RECQ5 (šedá) s mutací K304A (žlutá). Jednotlivé podjednotky heptameru jsou odlišeny barevně 

(červená a modrá), oblast vazby ATP je označena černou barvou (vytvořeno pomocí softwaru PyMOLTM). (B) 

Schematické zobrazení mutace K304A v C-terminální části proteinu RAD51. 

5.3.1  DNA-vazebná afinita RAD51  

Z důvodu pozdější charakterizace proteinu bylo nejdříve nutné porovnat, zda mutace 

K304A nenarušila základní vlastnosti RAD51, jako je vazba na DNA. Pro porovnání vazebné 

afinity proteinu byla opět zvolena gelová retardační esej (EMSA). Fluorescenčně značený 

oligonukleotid byl inkubován se zvyšující se koncentrací RAD51 (Obr. 24A). Vytvořené 

vlákno RAD51-DNA bylo vzhledem ke své velikosti při průchodu agarózovým gelem oproti 

samotné DNA zpomaleno. 

Z výsledku je zřejmé, že schopnost proteinu vázat ssDNA nebyla mutací K304A 

narušena (Obr. 24B a C). 

 

Obr. 24: DNA vazebná afinita RAD51 K304A (A) Schematické znázornění experimentu (vytvořeno 

v programu Inkscape). (B) Porovnání ssDNA vazebné afinity RAD51 K304A s RAD51 WT. Zvyšující 
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se koncentrace RAD51 (v rozmezí 313 až 2500 nM) byla inkubována s fluorescenčně značeným 

oligonukleotidem (10 nM). (C) Kvantifikace DNA vazebné afinity se směrodatnou odchylkou; na základě tří 

na sobě nezávislých experimentů. 

5.3.2  Tvorba D-loop struktury 

K porovnání rekombinační aktivity proteinu byla zvolena metoda tvorby D-loop struktury. 

Poté co se vytvořilo aktivní nukleoproteinové vlákno byla reakce doplněna plasmidem 

s komplementárním úsekem DNA (Obr. 25A). Vzniklý komplex o vyšší molekulární 

hmotnosti byl při průchodu agarózovým gelem oproti samotné DNA zpomalen. 

Rekombinační úloha proteinu, jak je patrné z výsledku analýzy tvorby D-loop struktury, 

nebyla mutací narušena (Obr. 25B). Tvorba D-loop struktury je naopak vyšší v případě 

RAD51 K304A (Obr. 25C). Vzhledem ke skutečnosti, že by defekt v ATP vazbě způsobil 

zároveň i úbytek v rekombinační aktivitě RAD51, z výsledku lze mimo jiné určit, že ani tato 

vlastnost nebyla výrazným způsobem mutací narušena. 

 

Obr. 25: Analýza tvorby D-loop struktury RAD51 K304A (A) Schematické znázornění experimentu 

(vytvořeno v programu Inkscape). (B) Analýza tvorby D-loop struktury RAD51 K304A v porovnání 

s RAD51 WT. Zvyšující se koncentrace RAD51 (0.5, 1 a 2 µM) byla inkubována s fluorescenčně značeným 

oligonukleotidem (20 nM) a proteinem HOP2-MND1 (300 nM), který napomáhá tvorbě D-loop struktury 

zachycením dsDNA (pBSK). (C) Kvantifikace analýzy tvorby D-loop struktury se směrodatnou odchylkou; 

na základě tří na sobě nezávislých experimentů. 

5.3.3  Disociace RAD51 K304A z ssDNA v přítomnosti RECQ5 

Antirekombináza RECQ5 rozrušuje RAD51 nukleoproteinové vlákno především 

prostřednictvím vlastní ATPázové aktivity a přítomnosti proteinu RPA. Přesný účel interakce 

RECQ5-RAD51 není zcela známý. Mutace RECQ5 v interakčním místě RAD51 poukazuje 

na omezení schopnosti helikázy nukleoproteinové vlákno rozrušit. 88 Pro porovnání 
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disociace RAD51 K304A z ssDNA v přítomnosti RECQ5 byla zvolena metoda, kdy 

k vytvořenému vláknu RAD51 WT-ssDNA, případně RAD51 K304A-ssDNA byla přidána 

helikáza, společně s proteinem RPA. Následně byla reakce doplněna plasmidem 

s komplementárním úsekem DNA (Obr. 26A). Vzniklý komplex o vyšší molekulární 

hmotnosti byl při průchodu agarózovým gelem oproti samotné DNA zpomalen. 

Z výsledku analýzy disociace RAD51 z ssDNA vlivem působení helikázy RECQ5 

není patrný výrazný rozdíl mezi divokým kmenem a mutantem RAD51 K304A (Obr. 26B). 

Interakci RAD51 K304A-RECQ5, podobně jako disociaci rekombinázy z ssDNA, bude nutné 

detekovat prostřednictvím senzitivnější metody. V grafu je zobrazen rozdíl v množství 

vytvořeného komplexu v přítomnosti RECQ5 v porovnání s kontrolou samotného proteinu 

RPA (Obr. 26C). 

 

Obr. 26: Disociace RAD51 z ssDNA vlivem působení helikázy RECQ5 (A) Schematické znázornění 

experimentu (vytvořeno v programu Inkscape). (B) Analýza disociace RAD51 K304A z ssDNA v přítomnosti 

RECQ5. Vytvořené nukleoproteinové vlákno RAD51 (2 µM)-ssDNA (40 nM) bylo inkubováno s RPA (100 nM) 

a zvyšující se koncentrací RECQ5 (40 a 80 nM). Reakce tvorby D-loop struktury byla katalyzována proteinem 

HOP2-MND1 (300 nM). (C) Kvantifikace disociace RAD51 z ssDNA vlivem působení helikázy RECQ5 

se směrodatnou odchylkou; procentuální porovnání k průměrné hodnotě RAD51-RPA (=100 %); na základě tří 

na sobě nezávislých experimentů.  
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6 DISKUZE 

V případě poškození DNA zajišťuje buňka skrze signální dráhy pozastavení buněčného 

cyklu a zahájení příslušné DNA opravné dráhy. Defekty v opravných mechanismech často 

souvisí s dědičnými onemocněními a vyšším rizikem vzniku rakoviny. 13,106 Z hlediska 

vývoje efektivní léčby nádorových onemocnění je důležité pochopení buněčných 

mechanismů, které zapříčiňují vznik nádoru, podporují jeho progresi a často i rezistenci vůči 

léčbě. 

6.1 Mutace RAD51 asociována s nádorovým onemocněním 

Centrální úlohu při opravě DNA pomocí homologní rekombinace má protein RAD51. 

Bezchybný průběh homologní rekombinace, ale i ochrany a restartu replikační vidlice 

je podmínkou pro udržení genomové integrity a buněčného přežití. Navzdory klíčové roli 

RAD51 nukleoproteinového vlákna musí být celý proces striktně usměrňován množstvím 

regulačních proteinů a post-translačních modifikací. Souvislost mutací proteinu RAD51 

se vznikem karcinomu není navzdory klíčové roli RAD51 zřejmá, podobně jako terapeutický 

potenciál, se kterým by bylo možné zlepšit dosavadní léčbu rakoviny. Z toho důvodu byla 

pro bližší charakterizaci zvolena mutace RAD51 F279L asociována s nádorovým 

onemocněním. 

Výsledky této práce ukázaly, že mutace RAD51 F279L i přes své umístění v doméně Loop 2 

neomezila DNA-vazebnou afinitu proteinu. Struktura vlákna ani jeho stabilita v přítomnosti 

konkurenční DNA nebyla mutací narušena, podobně jako rekombinační aktivita proteinu, 

která je dokonce nepatrně vyšší než v případě RAD51 WT. V dalším kroku byla ověřena 

disociace vlákna v přítomnosti fragmentu BRCA2 – BRC motivu, který interaguje 

s jednotlivými monomery RAD51, čímž zamezuje jejich oligomerizaci a formování RAD51-

ssDNA vlákna. Z výsledku této analýzy byl patrný signifikantní rozdíl, v případě 

RAD51 F279L byla disociace prostřednictvím BRC3 motivu efektivnější. Vzhledem 

k mechanismu působení BRC jako prevence formování vlákna a také skutečnosti, že samotná 

stabilita vlákna mutanta byla totožná jako u RAD51 WT, tento výsledek naznačuje změnu 

ve vazbě BRCA2 s RAD51, podmíněnou mutací F279L. Následně tak byla testována přímo 

interakce RAD51 F279L s BRC3, a to pomocí dvou odlišných metod. Metoda analýzy vazby 

proteinů pomocí metody pull-down však ukázala, že vazba proteinů RAD51-BRC, 

ale zároveň ani interakce BRC s RAD51 nukleoproteinovým vláknem nebyla v případě 

mutanta odlišná. Tento výsledek také jednoznačně potvrdila metoda fluorescenční polarizace, 

kdy mezi divokým kmenem a mutantem nebyl ve vazbě na BRC peptid zřejmý rozdíl. To tedy 

poukazuje na odlišnost v mechanismu disociace BRC peptidem, než jakým je pouze samotná 

vazebná afinita proteinů.  

V buňce je iniciační fáze HR katalyzována proteinem BRCA2, který zajišťuje nukleaci 

RAD51 na ssDNA a usnadňuje tak i výměnu proteinu RPA, podobně jako v případě zastavené 

RF, vzniklé vlákno zároveň stabilizuje. 7,8 Absence tohoto proteinu je embryonálně letální 

a jeho mutace jsou asociovány s vysokou predispozicí vzniku karcinomu. 40,109 
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BRCA2 interaguje s RAD51 skrze dvě odlišné domény, a to skupinu BRC motivů a CTD 

proteinu (exon 27). 46 Na základě in vitro experimentů bylo definováno několik často 

i protichůdných mechanismů působení BRC motivů. BRC peptidy pozitivně regulují RAD51 

nukleoproteinové vlákno tím, že inhibují vazbu proteinu RAD51 na dsDNA, redukují jeho 

ATPázovou aktivitu, čímž vlákno stabilizují a zároveň katalyzují výměnu řetězců. 47 

V rozporu s touto funkcí však BRC motivy mohou nukleoproteinové vlákno i destabilizovat, 

jelikož mimikují strukturu jednotlivých monomerů RAD51 a zamezují tak jejich 

oligomerizaci a formování nukleoproteinového vlákna. Jednou z možných hypotéz regulace 

RAD51 prostřednictvím BRCA2 je, že za normálních podmínek buňky jsou jednotlivé 

monomery pomocí BRC izolovány, avšak v případě poškození jsou dopraveny k místu 

defektu, kde se uvolní a vytváří nukleoproteinové vlákno. 48  

Jak již bylo zmíněno, na základě detekce nukleoproteinového vlákna v reálném čase 

bylo odhaleno, že vlákno RAD51 F279L vykazuje vyšší míru disociace v přítomnosti BRC3 

motivu v porovnání s RAD51 WT i přesto, že samotná vazba proteinů je totožná. To tedy 

naznačuje, že za normálních podmínek BRC udržuje jednotlivé podjednotky RAD51 F279L 

podobně jako u RAD51 WT. V případě poškození však BRC může i přes aktivaci HR dráhy 

nadále destabilizovat vytvořené vlákno proteinu s F279L mutací. Buňka tak může být nucena 

k opravě defektu zvolit alternativní, potencionálně mutagenní DNA opravnou dráhu 

(Obr. 27). Tuto hypotézu by bylo možné ověřit prostřednictvím in vivo experimentů 

porovnáním odpovědi buněčných linií na poškození skrze HR nebo jiné DNA opravné dráhy. 

 

Obr. 27: Navržený model RAD51 F279L. Za normálních podmínek jsou v buňce jednotlivé monomery proteinu 

RAD51 udržovány pomocí BRC motivů (součástí proteinu BRCA2), které tímto způsobem zamezují 

oligomerizaci a formování nukleoproteinového vlákna. Pokud však dojde k poškození DNA, k iniciaci 

homologní rekombinace je nutné vytvořit aktivní formu vlákna, která je schopna vyhledat homologní sekvenci 

a katalyzovat výměnu řetězců. V případě mutace F279L je však vlákno destabilizováno BRC motivy, není tedy 

schopné dalšího průběhu HR. Buňka je nucena k opravě defektu zvolit alternativní, potencionálně mutagenní 

DNA opravnou dráhu (vytvořeno v programu Inkscape). 
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Mutace F279L by mohla zároveň poskytovat výhodu v progresi nádoru, 

a to podobným způsobem jako již dříve charakterizovaný mutant RAD51 G151D, rovněž 

asociovaný s nádorovým onemocněním. Mutace G151D zvýšila v přítomnosti proteinu 

BRCA2 in vitro rekombinační aktivitu RAD51, která v buňce vedla k hyper-rekombinaci 

asociované s rezistencí buněk vůči látkám poškozujícím DNA. 110 Mutace F279L sice 

zvýšila rekombinační aktivitu proteinu pouze nepatrně, jako je zřejmé z výsledku této práce, 

ale v buňce by kombinace s působením BRCA2 mohla zapříčinit signifikantně vyšší 

rekombinaci vedoucí k zvýšené rezistenci nádoru vůči působení léčebných látek. 

Tato práce tak naznačuje mechanismus, kterým mutace F279L napomáhá 

při zvyšování genomové nestability a akumulaci mutací, klíčových v extenzivním růstu 

karcinomu. Pro další charakterizaci mechanismu by bylo vhodné porovnat aktivitu RAD51 

v přítomnosti celého proteinu BRCA2, jeho využití in vitro je však limitováno obtížností 

purifikace. Alternativou by mohl být konstrukt několika domén proteinu, mini-BRCA2. 111 

Charakterizace působení BRC motivů je nicméně důležitá i z hlediska terapeutické léčby. 

Skutečnost, že exprese BRC motivů narušuje vazbu RAD51 s BRCA2, a způsobuje 

tak i zvýšenou senzitivitu buněk vůči ionizujícímu záření, vedla k vývoji syntetických peptidů 

mimikující BRC motivy, které interferují s RAD51 a zabraňují formování nukleoproteinového 

vlákna. 112,113 Další výzkum v oblasti podobných inhibitorů tedy vykazuje potenciál 

v protinádorové terapii. 

6.2 Mutace RAD51 mimikující fosforylaci proteinu 

K iniciaci příslušné opravné dráhy, v tomto případě aktivaci DNA opravných proteinů, 

jako je RAD51 nebo BRCA2, dochází prostřednictvím signálních drah. V reakci na poškození 

je protein RAD51 fosforylován kinázou Chk1 na pozici 309. Mechanismus, jakým fosforylace 

vyvolává komplikovanou kaskádu dějů, nebyl doposud odhalen. Za takovým účelem 

byl v mé práci izolován a charakterizován protein RAD51 s mutací mimikující jeho 

fosforylaci Chk1 kinázou – RAD51 T309D. Vzhledem k lokalizaci mutace a negativnímu 

náboji kyseliny asparagové bylo nutné ověřit, zda samotná mutace nenarušila DNA-vazebnou 

afinitu proteinu. Z výsledku analýzy pomocí metody EMSA je zřejmé, že vazba proteinu 

na DNA nebyla mutací narušena. Následně však byla testována stabilita a kinetika tvorby 

nukleoproteinového vlákna, kdy zatímco stabilita vlákna byla obdobná jako v případě 

RAD51 WT, kinetika tvorby RAD51 T309D-ssDNA byla signifikantně odlišná. To by tedy 

znamenalo, že v důsledku fosforylace dochází ke změně struktury vlákna. Avšak z výsledku 

analýzy ochrany DNA před nukleolytickou degradací nebyl patrný žádný strukturní rozdíl 

mezi divokým kmenem RAD51 a proteinem fosforylovaným, což ale nevylučuje možnost, 

že použitím jiné, senzitivnější metody by změnu struktury vlákna bylo možné detekovat. 

Chk1 kináza nicméně fosforyluje také protein BRCA2. Tato fosforylace má přímý vliv 

na vazbu části BRCA2 – exonu 27 s RAD51. Podle in vivo výsledků fosforylace BRCA2 

způsobuje uvolnění navázaného RAD51. 103 Úlohou exonu 27 je stabilizovat vytvořené 

RAD51-ssDNA vlákno. 46 Jednou z možných hypotéz tedy bylo, že fosforylace RAD51 

může vazbu s BRCA2 ovlivnit podobným způsobem. V dalším kroku tedy byla navržena esej 
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detekující interakci RAD51 T309D s exonem 27 pomocí fluorescenční polarizace. Výsledek 

analýzy tuto hypotézu potvrdil, neboť interakce v případě fosforylovaného proteinu byla 

signifikantně vyšší oproti RAD51 WT. Během iniciační fáze opravy je tedy důležitá nejen 

fosforylace BRCA2, ale také fosforylace rekombinázy RAD51. Předmětem navazujících 

experimentů tak bude detailnější pochopení mechanismu interakce těchto proteinů, například 

porovnáním vazby v případě obou fosforylovaných proteinů nebo exonu 27 s RAD51 T309D-

ssDNA vláknem.  

 

Obr. 28: Navržený model RAD51 T309D. Za normálních podmínek v buňce interaguje BRCA2-exon 27 

s RAD51 (1). V reakci na poškození Chk1 fosforyluje s proteiny BRCA2 (2) a RAD51 (3). Fosforylace RAD51 

stimuluje vazbu rekombinázy na BRCA2-exon 27 důležitou pro iniciaci opravy poškození. Následně Chk1 

fosforyluje protein BRCA2, čímž dochází k uvolnění rekombinázy z exonu 27 a formování nukleoproteinového 

vlákna. Předmětem navazujících experimentů bude interakce mezi oběma fosforylovanými proteiny (4). 

(vytvořeno v programu Inkscape). 

6.3 Interakční doména RECQ5-RAD51 

V souvislosti s nádorovým onemocněním však musí být aktivita RAD51 regulována 

zároveň negativně, jinak může vést k akumulaci toxických rekombinačních meziproduktů 

a ke vzniku chromosomálních aberací. 59,60 U mnoha typů nádorů byla mimo jiné 

zaznamenána zvýšená exprese RAD51, vedoucí k rezistenci vůči dosavadní léčbě, podobně 

jako v případě zvýšené rekombinační aktivity mutace RAD51 G151D nebo potenciálně 

RAD51 F279L, charakterizované v této práci. 24,25,110 Z důvodu možného terapeutického 

využití je tedy důležité se mechanismem negativní regulace zabývat detailněji.  

Jak již bylo zmíněno, helikáza RECQ5 negativně reguluje aktivitu RAD51 

prostřednictvím disociace proteinu z ssDNA. Nezbytnou podmínkou regulace je ATP 

hydrolýza RECQ5 a přítomnost ssDNA vazebného proteinu RPA. 83 Dalším faktorem 
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disociace by mohla být i interakce proteinů RAD51-RECQ5. Tato hypotéza byla podpořena 

skutečností, že mutace proteinu RECQ5 v interakčním místě s RAD51 výrazným způsobem 

omezuje míru disociace rekombinázy. 88 I přesto konkrétní mechanismus disociace RAD51 

z ssDNA zatím není zcela známý. 

Zatímco vazebná oblast RAD51 proteinu RECQ5 již byla zmapována, cílem této práce 

bylo definovat místo interakce i u RAD51. 88 Odhalení vazebné domény je zásadní nejen 

z hlediska charakterizace mechanismu negativní regulace, ale také z důvodu porovnání, 

zda se oblast nepřekrývá s místem mutací asociovaných s nádorovým onemocněním. 

V této práci byla detekována potencionální interakční doména RECQ5-RAD51, a to v C-

terminální části RAD51 na pozici Tyr 301 - Gly 307. Tato oblast se nachází v blízkosti vazby 

ATP, interakce monomerů proteinu, ale také místa fosforylace Chk1 kinázou - Thr 309, 

charakterizovaného v této práci. V místě interakční domény se nachází také mutace RAD51 

G307V asociovaná s maligním melanomem nebo mutace G307W identifikovaná 

u Endometriálního karcinom. 114 Tyto mutace budou v navazující studii izolovány 

a charakterizovány v souvislosti s defektem v negativní regulaci spojeným s rozvojem nádoru. 

Na základě výsledku detekované vazebné domény byl vygenerován protein RAD51 

s mutací v místě interakce – RAD51 K304A. Charakterizace základních vlastností proteinu 

podstatná pro následnou analýzu interakce ukázala, že DNA-vazebná afinita ani rekombinační 

aktivita nebyla mutací narušena. Aktivita RAD51 K304A v průběhu rekombinace in vitro 

simulované pomocí metody analýzy D-loop struktury je naopak signifikantně vyšší. 

Prostřednictvím obdobné metody byla porovnána i disociace RAD51 K304A prostřednictvím 

RECQ5. Z výsledku analýzy však není patrný výrazný rozdíl mezi divokým kmenem 

a mutantem RAD51 K304A. I přesto tento výsledek jednoznačně nevyloučil možnost, že 

místo vazby RAD51-RECQ5 (Tyr 301 - Gly 307) definované v této práci odpovídá interakční 

doméně těchto proteinů. Příčinou interakce může být komplexnost vazby RAD51-RECQ5, 

substituce jedné aminokyseliny nemusela interakci proteinů dostatečně narušit. Následně tak 

bude navržena rozsáhlejší substituce nebo delece v místě určené vazebné domény, která 

by mohla mít na interakci proteinů větší vliv. Důvodem, proč rozdíl není pozorovatelný, může 

být také, že zvolená metoda analýzy pomocí struktury D-loop není dostatečně senzitivní. 

Výsledky tak bude nutné ověřit pomocí jiných metod, například technologie BLItz, Stopped 

flow nebo ve spolupráci s laboratoří Dr. Eric C. Greene (Columbia University, USA) metodou 

DNA curtains. 

Pro potvrzení detekované interakční domény RAD51-RECQ5 bude v navazujících 

experimentech nutné optimalizovat metodu, která umožní sledovat samotnou vazbu proteinů, 

díky níž bude pozorovatelný rozdíl v interakci RAD51 WT s RECQ5. Následně bude 

předmětem analýzy vliv interakce na funkci RECQ5 jako antirekombinázy, kdy jednou 

z možných hypotéz úlohy vazby RECQ5-RAD51 je efektivnější navázání helikázy 

na nukleoproteinové vlákno. Charakterizace mechanismu funkce RECQ5 je klíčová pro další 

terapeutické využití v souvislosti s rezistencí nádorů, například při využití látek zvyšujících 

expresi nebo aktivitu antirekombinázy. 
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Obr. 29: Navržený model RAD51Δ301-307. Nukleoproteinové vlákno RAD51 WT je v průběhu HR, 

a to především v závěrečné fázi procesu, negativně regulováno. Regulace prostřednictvím antirekombináz 

je však důležitá také jako preventivní krok iniciace toxické rekombinace. Mutace s defektem ve vazbě 

s antirekombinázou RECQ5 ovlivňuje její aktivitu s následným snížením regulace HR indukující vznik 

rekombinačních meziproduktů a chromosomálních aberací (vytvořeno v programu Inkscape).  
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7 ZÁVĚR 

K vývoji efektivní terapeutické léčby nádorových onemocnění je nezbytné pochopení 

buněčných mechanismů, které se podílí na vzniku nádoru, jeho následné progresi a často 

i rezistenci vůči dosavadní léčbě. Mezi hlavní znaky nádorové buňky patří mimo jiné 

genomová nestabilita, mnohdy spojená s mutací v některém z DNA opravných proteinů. 

V buňkách různých typů nádorů se vyskytují četné alterace klíčového proteinu HR – RAD51. 

Porozumění souvislosti mutací RAD51 s rozvojem karcinomu je nezbytné k vývoji cílené 

a účinné léčby. Z toho důvodu jednou z mutací zvolených k bližší charakterizaci byla 

RAD51 F279L, asociovaná s nádorovým onemocněním. V této práci byl naznačen 

mechanismus, jakým mutace F279L prostřednictvím vazby proteinu s hlavním 

rekombinačním mediátorem BRCA2 může přispívat k progresi buňky do maligního stavu, 

ale zároveň i rezistenci nádoru vůči standardní léčbě.  

V reakci na poškození DNA dochází k aktivaci DNA opravných proteinů prostřednictvím 

posttranslačních úprav proteinů kinázami, které tak zajišťují iniciaci opravy defektu. Protein 

RAD51 je v případě poškození, podobně jako BRCA2, fosforylován Chk1 kinázou. Přesný 

mechanismus, jakým následně dochází pomocí těchto dvou proteinů k opravě defektu, nebyl 

doposud známý. V této práci bylo odhaleno, jakým způsobem je oprava poškození 

prostřednictvím této fosforylace regulována. Zatímco fosforylace BRCA2 způsobuje uvolnění 

vazby s RAD51, v případě fosforylace RAD51 je tato vazba naopak stimulována. Fosforylace 

Chk1 kinázou tak s časovou návazností reguluje vazbu RAD51-BRCA2, a tím i výslednou 

opravu poškození. 

U mnoha typů karcinomů byla kromě alterací proteinu RAD51 zaznamenána i jeho 

zvýšená aktivita nebo exprese, spojená s rezistencí nádoru vůči dosavadní léčbě. Terapeutický 

potenciál v tomto ohledu nabízí skupina antirekombináz, které negativně regulují aktivitu 

RAD51, mezi nimi například helikáza RECQ5. Jedním z cílů této práce bylo definovat 

potencionální interakční místo RAD51 s antirekombinázou RECQ5 a porovnat úlohu vazby 

v závislosti na samotném mechanismu regulace RECQ5. Interakční doména RAD51-RECQ5 

identifikovaná v této práci se nachází v C-terminální části RAD51, v blízkosti vazby ATP, 

interakce jednotlivých monomerů proteinu, ale také fosforylace proteinu Chk1 kinázou. 

V místě vazby se také nachází některé z mutací RAD51 asociovaných s melanomem 

nebo nádorem endometria. Předmětem navazující studie tak bude ověření vlivu interakce 

na funkci helikázy. 

V mé práci SOČ byla prostřednictvím biochemické a biofyzikální charakterizace mutací 

RAD51 navržena možná molekulární podstata rozvoje karcinomu s defektem v HR a jeho 

rezistence vůči působení dosavadní léčby. Mimo to byla odkryta úloha fosforylace proteinu 

RAD51 v reakci na poškození a následné iniciaci DNA opravy, ale také interakční doména 

s jedním z jeho negativních regulátorů.  
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8 SEZNAM ZKRATEK 

ALT 
alternativní prodlužování telomer 

(z angl. alternative lengthening of telomeres) 

AMP ampicilin 

APS peroxodisíran amonný (z angl. ammonium persulfate) 

ATM serin/threonin protein kináza (z angl. ataxia telangiectasia mutated) 

ATP adenosintrifosfát 

ATR serin/threonin protein kináza (z angl. ATM and Rad3 related) 

BER bázová excisní oprava (z angl. base excision repair) 

BIR zlomem indukovaná replikace (z angl. break-induced replication) 

BRCA2 (z angl. Breast Cancer Susceptibility Protein 2) 

BSA hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumine) 

CAM chloramfenikol 

CBB lyzační pufr (z angl. cell breakage buffer) 

CTD C-terminální doména 

DBD (z angl. DNA/DSS1-binding domain) 

DDR reakce na poškození (z angl. DNA damage response) 

dH2O destilovaná voda 

D-loop (z angl. displacement loop) 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

DSB dvouřetězcový zlom (z angl. double-strand break) 

DSBR klasická oprava DSB (z angl. double-strand break repair) 

dsDNA dvouřetězcové vlákno DNA 

E. coli Escherichia coli 

EDTA kyselina ethyléndiamintetraoctová 

EMSA gelová retardační esej (z angl. electrophoretic mobility shift assay) 

F279L záměna fenylalaninu za leucin na 279. pozici 

FBH1 (z angl. F-box-containing DNA helicase 1) 

FPLC proteinová chromatografie (z angl. fast protein liquid chromatography) 

GTH glutathion 
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HJ Hollidayovy spoje (z angl. Holliday junction) 

HR homologní rekombinace 

HRDC helikázová RNázováD C-terminální doména 

Chk1 Checkpoint kináza 1 

Chk2 Checkpoint kináza 2 

ICL mezi-řetězcový spoj v DNA (z angl. interstrand cross-link) 

IPTG izopropyl β-D-1-thiogalaktopyran osid 

K304A záměna lysinu za alanin na 304. pozici 

kDa kilo Dalton 

MMR oprava chybného párování (z angl. mismatch repair) 

MRN MRE11/RAD50/NBS1 komplex 

NER nukleotidová excisní oprava (z angl. nucleotide excision repair) 

NHEJ nehomologní spojování konců (z angl. nonhomologous end-joining) 

NP40 Nonidet P40 

OB (z angl. oligonucleotide/oligosaccharide-binding) 

OD600 optická hustota měřená při vlnové délce 600nm (z angl. optical density) 

PAGE polyakrylamidová gelová elektroforéza 

pBSK plasmid Bluescript 

PCNA (z angl. Proliferating cell nuclear antigen) 

PCR polymerázová řetězová reakce (z angl. polymerase chain reaction) 

pH vodíkový exponent (z angl. potential of hydrogen) 

PI proteázové inhibitory 

PK proteináza K 

Plk1 Polo-like kináza 1 

PMSF fenylmethansulfonylfluorid 

RF replikační vidlice 

RNAPII RNA polymeráza II 

RPA replikační protein A 

RPM otáčky za minutu (z angl. revolutions per minute) 

RQC RecQ karboxy-terminální doména 
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S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

SDS dodecylsulfát sodný 

SDSA 
nasedání komplementárních úseků závislé na syntéze DNA 

(z angl.  synthesis-dependent strand annealing) 

SSA nasedání řetězců (z angl. single strand annealing) 

SSB jednořetězcový zlom (z angl. single strand break) 

ssDNA jednořetězcové vlákno DNA 

T309D záměna threoninu za kyselinu asparagovou na 309. pozici 

TAE Tris/Acetát/EDTA 

TBE Tris/Borát/EDTA 

TEMED N,N,N‘,N‘ – tetramethylethyléndiamin 

UV ultrafialové 

WT divoký kmen (z angl. wild-type) 
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