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Anotace

Dvoufetézcové zlomy v DNA predstavuji jeden z nejvice toxickych typt poskozeni DNA.
Homologni rekombinace (HR) je mechanismem odpovédnym za jejich spolehlivou opravu
azaroven tak 1 prevenci vic¢i rozvoji genomové nestability asociované s procesem
tumorigeneze. Centralnim proteinem HR je rekombinaza RAD51. Na procesu opravy DNA
se rovnez podili proteiny regulujici aktivitu RADS51, mezi nimi hlavni rekombina¢ni mediator
BRCAZ2 nebo skupina tzv. antirckombinaz. Vrozené mutace v genech kddujici DNA opravné
proteiny jsou Casto spojené s dédicnymi onemocnénimi nebo predispozici k rozvoji nékolika
typti karcinomtl. I pfesto zlistdva pfesny mechanismus plisobeni zminénych proteintl nejasny,
podobn¢ jako terapeuticky potencial v 1é¢bé radio- a chemorezistentnich nadort.

Tato prace se zabyva biochemickou a biofyzikalni charakterizaci mutaci navrzenych
zaucelem odhaleni mechanismu regulace RADS51, mimo jiné i mutace asociované
s nadorovym onemocnénim. Ziskané vysledky mohou piispét nejen k pochopeni mechanismu
HR, ale také souvislosti s rozvojem karcinogeneze a terapeutického potencialu.
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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.
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1 UvoD

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je molekulou potiebnou k pfenosu genetické informace,
ale predev§im podminkou Kk samotnému pieziti bunky. Integrita DNA je vsSak neustale
narusovana vlivem exogennich faktorti, pfedevsim ionizujicim a ultrafialovym zafenim,
ale i v dasledku chyb vzniklych pii replikaci a jinych endogennich faktort. Pifedpokladem
zachovani viability buiiky je pfesna koordinace signalnich drah vedoucich K rozpoznani
poskozeni, pozastaveni bunéného cyklu a zahajeni piislusné DNA opravné dréhy.

Dvouretézcové zlomy (DSBs) patii k nejvice toxickym typtim poskozeni DNA. Klicovym
mechanismem podilejicim se na jejich opravé je homologni rekombinace (HR), ktera vyuziva
sesterské chromatidy jako templatu k opravé chybéjici ¢asti DNA, ¢imz zamezuje ztraté
genetické informace. Centralni tlohu v pribéhu HR ma protein RAD51, jehoz rekombinacni
aktivita vSak musi byt v pribéhu procesu striktné regulovana mnozstvim specifickych
proteinll a post-translacnich modifikaci. Naruseni DNA opravnych mechanisml a nasledné
akumulace vzniklych defekti muze vést ke genomové nestabilit€ a chromosomalnim
aberacim. A pravé rozvoj genomové nestability mize zapficinit aktivaci onkogenti, podobné
jako inaktivaci tumor supresorovych gent, podminujici maligni transformaci bunky
i naslednou progresi nadoru. Zaroven je vsak oprava poSkozeni DNA nadorovych bunék
Castou pii¢innou rezistence nadoru vuéi soucasné 1é¢bé. Chemoterapie nadto vede
k poskozeni rovnéz ostatnich, zdravych bunék. V soucasné dobé je tedy predmétem vyzkumu
vyvoj novych 1é¢ebnych pfistupd, jakym je napiiklad koncept tzv. syntetické letality, ktery
se soustfedi na samotny defekt specificky pro dany typ nadoru. Tento piistup je zalozen
na vzajemném vztahu vice gentli, kdy defekt v kterémkoliv z nich neni sdm o sobé¢ letalni,
avSak mutace poSkozujici urcitou kombinaci genii soucasné zplsobuje bunécnou smrt.
Vyvolava tim citlivost nddorovych bunck na lécbu a minimalizuje poskozeni normalnich
bunek. K vyuziti takového terapeutického potencidlu je nezbytné nejen detailni porozumeéni
mechanismim opravy DNA, ale i odhaleni molekularni podstaty vzniku nadoru.



2 TEORETICKA CAST

V lidské buiice vznikaji béhem dne desetitisice rtiznych typti poSkozeni DNA,
ato vlivem puasobeni endogennich i exogennich faktori. [1] Pfikladem faktorti z vné&jSiho
prostredi jsou ionizujici a UV zafeni. Mezi endogenni faktory patii chyby vzniklé pfi replikaci,
poruchy DNA vlivem reaktivnich kyslikovych forem, alkylace nebo hydrolyza bazi. [2]
Predpokladem zachovani viability bunky je pfesna koordinace signalnich drah vedoucich
K rozpoznani poskozeni, pozastaveni bunééného cyklu a zahajeni prislusné DNA opravné
drahy, ptipadné bunétné smrti — apoptdzy, pokud je poskozeni piili§ velké. [1]

V zavislosti na typu poskozeni bunka iniciuje vysoce specifickou kaskadu
mechanismi opravy DNA (DDR), mezi které patii: bazova excisni oprava (BER),
nukleotidovd excisni oprava (NER), oprava Spatného péarovani (MMR) a oprava
jednotetézcovych zlomi v DNA (SSBR). [2,3]

delece bizi
inzerce bazi
mezifetézeove spoje chybné parovini dvoutetézcove zlomy jednofetézeové zlomy
/ 4 - | 7 )
(N \’ W\ /)
NER MMR HR S5BR

NHEI

Obr. 1: Poskozeni DNA (vytvoteno vV programu Inkscape)

Pokud dojde k pferuseni obou vlaken DNA, vznikaji tzv. dvoufetézcové zlomy
(DSBs). Burika voli mezi dvéma hlavnimi moznostmi jejich opravy. Jedna se o nehomologni
spojovani koncti DNA (NHEJ) nebo homologni rekombinaci (HR). Jakym zptisobem bunka
reguluje volbu mezi nimi, neni pfesné zndmé, pravdépodobné zélezi na druhu organismu, typu
bunek daného organismu a fazi bunééného cyklu, béhem kterého doslo k poskozeni. [4] NHEJ
je proces opravy DNA, ktery na rozdil od HR nevyuZiva pii opravé homologni sekvenci
DNA. Tento mechanismus eliminuje poSkozeni pfimou ligaci koncli opravovaného zlomu,
to ovSem vede k vys$§imu vyskytu chyb, kdy muze dojit ke ztraté jak nékolika, tak tisice
nukleotidd z obou koncti pfislusného zlomu. [5] I presto NHEJ zlstdva dominantnim
mechanismem opravy DSBs u mnohobunéénych eukaryot. [6] Jelikoz se tato prace vénuje
centralnimu proteinu homologni rekombinace, ochrany a restartu zastavené replikacni vidlice,
nasledujici Kapitoly se zabyvaji témito procesy detailngji.

2.1 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace je nepostradatelnou soucéasti obou bunécnych déleni
eukaryot. Pfi meidze zajiStuje patficné rozdéleni chromosoml a diky vyméné genetické
informace tvofi dilezity aspekt genetické variability. Pfi mitdze mechanismus eliminuje nejen
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DSBs, ale podili se i na opravé mezifetézcovych spoju (ICLs). [7] HR je také zodpovédna
za alternativni prodluzovani telomer (ALT) nebo ochranu a obnoveni replikace po zastaveni
replikacni vidlice. [8,9] Pribéh homologni rekombinace pii opravé DSBs lze rozdélit
do tii ¢asti: presynaptické, synaptické a postsynaptické faze.

Presynapticka faze

Nejdiive dojde k rozpoznani koncii zlomtt komplexem proteinit MRE11-RAD50-
NBS1 (MRN). MRN komplex pozastavi bunéény cyklus a skrze nukleazu MREI11 inciuje
degradaci fetézce smérem od 5° konce. [10] Na vznikly 3¢ piesah se navaze jednofetézcovy
vazebny protein (RPA), ktery primarné chrani vlakno ssDNA pied vznikem sekundarnich
struktur. [11] K vyhledani homologiec a vyméné fetézci musi byt RPA nahrazeno
rekombinazou RADS1 za vzniku nukleoproteinového vldkna. Z divodu vyssi afinity proteinu
RPA k ssDNA je vyména usnadnéna funkci proteinu BRCA2, ktery vznikly RADS1 filament
také stabilizuje. [7,8] Mezi dal$i mozné mediatory v presynaptické fazi HR patii paralogy
proteinu RAD51 a RADS2 protein. Jejich role nicméné nebyla zatim dostate¢né popsana. [12]

Synapticka faze

Béhem synapse RADS51-ssDNA vlakno vyhledava na sesterské chromatidé homologii.
Naésleduje vyména mezi fetézci, ¢imz vznika struktura homologniho duplexu DNA
s invadujicim vlaknem tzv. D-smycka (D-loop).

o V >

V /o

3

—IIIIIINS .. WRRRARRNN—

BRCA2
V , RADS1

presynapticka faze

synapticka faze ‘
v
53
o
r FU

Obr. 2: Homologni rekombinace (vytvoteno v programu Inkscape)
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Postsynapticka faze

Posledni casti HR je faze postsynaptickd. Pomoci DNA polymerazy a templatu
je prodlouzeno invadujici vlakno. V zavislosti na typu posSkozeni a fazi bunééného cyklu
je oprava dokoncena dle jednoho ze tii moznych postupt.

Jeden znich pfedstavuje zlomem indukovana replikace (BIR). Ta probiha, pokud
jeden z koncii zlomu chybi, napiiklad pfi opravach poskozené replikacni vidlice. Dal§im
moznym postupem je nasedani fetézcu (SSA), kdy se komplementarni tseky DNA spoji
pomoci proteinu RADS2. V mitotickych buiikach je preferovano nasedani komplementarnich
useku zavislé na syntéze DNA (SDSA), jelikoz nedochazi ke vzniku crossing-overu, tedy
vyméné ¢asti DNA mezi dvéma homolognimi chromozomy. [13] Oproti tomu béhem meidzy
je crossing-over z hlediska zvySeni genetické variability vyhodny. V tomto ptipad¢ je tedy
klasickd oprava DSB (DSBR), vedouci ke vzniku dvou Hollidayovych spoju (dHJ),
vhodnéjsim zpisobem zakonéeni opravy DSB. [14,7]

NON-Crossover  Crossover
SDSA DSBR

Obr. 3: Postsynapticka faze HR (vytvoifeno v programu Inkscape)
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2.2 Replikacni stres

Replikace DNA je jednim z klicovych procestt bunécného cyklu, kdy dochézi
ke zdvojeni genetické informace. Mechanismus replikace je zabezpecen diky funkci
komplexu proteinti zvaného replisom, jehoz jednotlivé komponenty plni Casové a mistné
definované funkce. Na pocatku replikace helikaza odviji duplexni vldkno DNA, ¢imz vytvari
strukturu tzv. replika¢ni vidlice (RF). Separace vlaken je udrzena pomoci ssDNA vazebného
proteinu RPA. V misté rozdéleni vlakna dsDNA na vlakna jednofetézcova nasedaji replika¢ni
faktory. DNA polymerazy nasledné zajiStuji syntézu novych (dcefinych) vldken DNA
na zékladé komplementarity bazi ve sméru 5°-3". Zatimco syntéza vedouciho dcefiného
vlakna probihd kontinualné, v ptipad¢ antiparalelniho opozd’ujiciho se vlakna probihd syntéza
skrze Okazakiho fragmenty. [15]

Vlivem  poskozeni  nebo  pfitomnosti sekundarnich struktur DNA
(napt. G-quadruplext) muze dojit k naruseni postupu replika¢niho aparatu. [16,17] Tyto
faktory mohou vést ke zpomaleni nebo zastaveni RF a naslednému replikacnimu stresu.
Bunka proto disponuje nékolika mechanismy, které zajistuji stabilizaci a restartovani RF,
¢imz ptedchazeji jejimu kolapsu, vzniku DNA zlomil a napomahaji tak k udrzeni integrity
genomu. [16] Mezi zptisoby bunécné odpovédi na replikaéni stres patii ochrana, stabilizace,
reverze Ci restart replikacni vidlice, na které se hlavni mérou podili i celd fadu proteini HR,
vcetné¢ RADS1. [18]

V reakci na replikaéni stres se na RF akumuluje volna ssDNA, na niz se vaze protein
RPA, ktery nejenom zabraniuje vzniku sekundarnich struktur, ale také se podili na aktivaci
klicové kindzy ATR, zodpovédné za pozastaveni replikace a umoznéni opravy poskozeni.
[19] RPA je nasledné¢ nahrazen proteinem RADS51, ktery zabranuje degradaci RF
pred nukledzami jako je MRE11.[20] Vyménu proteini podobné jako pii HR katalyzuje
protein BRCA2. [21] RADS1 také spole¢né s dSDNA translokazami (napi. SMARCALL)
zprostiedkovava reverzi pozastavené RF do struktury tzv. chicken foot, ¢imz stabilizuje
replikacni vidlici a poskytuje tak buiice dostatek Casu k opravé poSkozeni. Restart replikace
zrevertované RF je nasledn€ zajiStén reverzi vidlice do pavodni struktury skrze HR
nebo tzv. migraci ramen. [22]

—

—'%T’_ SMARCALI / M/
:;f/_ g —- - T s GO0
RPA

homologni
rekombinace

%
migrace
ramen

‘ replikacni stres ‘ iniciace opravy poskozeni ‘ reverze replikaéni vidlice ‘ restart replikacni vidlice |

Obr. 4: Reverze replika¢ni vidlice (vytvofeno v programu Inkscape)

13



Piesnost a bezchybnost replikace je nezbytnym faktorem k udrzeni genomové integrity.
Navzdory ptitomnosti regulacnich mechanismt replikace mohou vznikat chyby, jejichz
mnozstvi se zvySuje v piipad¢é naruSeni nékterého z kontrolnich nebo opravnych procest.
Takové defekty jsou Vv soucasnoti povazovany za klicové pro vznik genomové nestability
a maligni transformaci (viz kapitola 2.5). [15]

2.3 Protein RAD51

Jak jiz bylo uvedeno vySe, zasadni roli pti HR, ale i ochrané a restartu zastavené
replikacni vidlice ma RADS51 protein. Vyzna¢nou funkci proteinu potvrzuje i skutecnost
embryondlni letality u mysi Vpfipadé jeho absence. [23] U mnoha typii nadort,
jako karcinomu hlavy, krku nebo prostaty, byla zaznamenana zvySena exprese RADS51
spojend s rezistenci nadoru vici terapeutické lécbé. [24,25,26] V nadorovych builkach
se Casto vyskytuji i alterace RADS51, avSak jejich uloha v pribéhu tumorigeneze neni presné
znama. [27]

2.3.1 Struktura proteinu

Lidsky protein RADS51 se sklada z 339 aminokyselin o celkové velikosti 37 kDa.
Je konzervovanym eukaryotickym homologem bakteridlniho RecA nebo proteinu Rad51
v kvasinkéch. [8,28] V C-terminalni doméné proteinu (CTD) se nachéazeji dva motivy, které
zodpovidaji za vazbu a hydrolyzu ATP (Walker A a Walker B motiv). [29] CTD obsahuje
také dvé flexibilni smycky (Loopl a Loop?2). Na zakladé strukturni podobnosti
U bakterialniho ortologu - RecA jsou tyto konzervované ¢asti povazovany za DNA vazebna
mista proteinu. [30] Primarni vazebné misto je dilezité ptfi vlastnim formovani
presynaptického vldkna. Do sekundarniho vazebného mista se poté navazuje duplex DNA
s homologni sekvenci. [31] N-terminalni doména proteinu se rovnéz podili na vazbé DNA,
avsak biologicky vyznam této vazby neni zatim znam. [32,33] Diky interakci této domény
s ATPazovou doménou také sehrava podstatnou roli pti regulaci vlastnosti vlakna. [34]

2.3.2 RADS51 oligomerizace a formovani vlakna

RADS1 protein se bez ptfitomnosti DNA vyskytuje ve form&€ monomerit spojenych
do prstencovych struktur, heptamerti. [35] Na DNA se RADS51 vaze v poméru jednoho
monomeru na piiblizn¢ tfi nukleotidy a formuje pravoto€ivé nukleoproteinové vlékno.
V ptitomnosti ATP vytvaii aktivni formu vladkna, kterd je schopna vyhledani homologni
sekvence a katalyzy vymény fetézcl. Vzniklé vlakno se natahuje o vice nez 50 % ptvodni
délky, ¢imz dochdzi ke zvySeni jeho katalytické aktivity. [36,37] Pii hydrolyze ATP nastava
disociace jednotlivych podjednotek z vlakna. [38] Strukturni, ale zaroven i dynamické
vlastnosti vldkna spoleéné s mnozstvim uloh proteinu nicméné naznacuji nutnost
jeho regulace (viz kapitola 2.4).
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2.4 Regulace aktivity proteinu RAD51

Bezchybny pribéh homologni rekombinace a restartu replikaéni vidlice je podminkou
pro udrzeni genomové integrity a bunéfného preziti. Navzdory centralni roli RAD51
nukleoproteinového vlakna cely proces musi byt striktné usmériiovan mnozstvim regulacnich
proteinil a post-translacnich modifikaci.

2.4.1 BRCA2

Hlavnim faktorem regulujicim funkci RADS51 pii homologni rekombinaci je protein
BRCAZ2 (3 418 aminokyselin) kodovany tumor supresorovym genem BRCAZ2. [39] Mutace
v tomto genu jsou asociovany S predispozici vzniku melanomu, nddoru prostaty, tlustého
stteva, zaludku, ale predevSim karcinomu prsu a vajeCniku. [40] Rakovina prsu patii
mezi nejcastéji  diagnostikovana nadorova onemocnéni. Karcinom vaje¢niku nema
tak vysokou incidenci, presto patii mezi karcinomy s nejvy$s§i umrtnosti. [41] VétSina
geneticky podminénych nadord prsu a vajecniku je zpisobena mutaci jednoho z genit BRCA1
nebo BRCA2. [42] U Zen s vrozenou mutaci genu BRCA2 se riziko rozvoje rakoviny
vajeéniku v pribchu Zivota zvySuje na 20 %. V piipadé rakoviny prsu je to dokonce vice
nez 80 %. [43]

BRCAZ2 béhem HR a restartu pozastavené RF nejen zajist'uje nukleaci RADS51 proteinu
na ssDNA, ale i usnadiiuje vyménu proteini RPA a RADS1 a vzniklé RADS1 vlakno také
stabilizuje. [7,8]

(P) CDKI Chk]

BRC motivy BD CTRB glg)k]gl

[ (HE .
4 1

RADS51 DSS1 DNA RADS]

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

Protein BRCA?2 sestava z nékolika ¢asti. Doména DBD (DNA/DSS1-binding domain)
se sklada z OB foldu (oligonucleotide/oligosaccharide-binding) typickych pro vazbu DNA.
[44] Spole¢né s helikalni doménou také interaguji s proteinem DSS1 dalezitym pro stabilitu
BRCAZ2. [45] Interakce BRCA2 s RADS51 je zprostiedkovana pomoci dvou vazebnych
domén, a to C-terminalni domény (exon 27) a 8 BRC motivu (exon 11). C-terminalni doména
vaze a stabilizuje vzniklé RADS51 vlédkno, ¢imz zabranuje disociaci jednotlivych podjednotek.
[46] BRC1, BRC2, BRC3 a BRC4 motivy interaguji s volnym proteinem RADS5I1, brani
jeho vazbé na dsDNA a inhibuji RAD51-ssDNA ATPazovou aktivitu a tim stabilizuji vazbu
na ssSDNA. [47] V rozporu s touto funkci proteinu BRCA2 ale BRC3 a BRC4 mohou
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nukleoproteinové vlakno i destabilizovat. Tyto peptidy mimikuji motiv struktury proteinu
RADSI, ¢imz udrzuji RADS1 v jeho monomerické formé, tedy inhibuji jeho oligomerizaci
a formovani vlakna na DNA. [48] Oproti tomu BRC5, BRC6, BRC7 a BRC8 motivy vazou
malé mnozstvi samotného proteinu RADSI, nicméné zlepSuji stabilitu samotného vlakna,
stejné jako je tomu v piipad¢ C-terminalni domény BRCAZ2. [49] Kazdy BRC motiv se sklada
z priblizné 30 aminokyselin. Mutace i v piipadé pouze jednoho z motivi zvySuje riziko
vzniku karcinomu. [39] Vzhledem K protikladnym tloham proteinu BRCA2 Ize usoudit,
ze zanormalnich podminek udrzuje BRCA2 jednotlivé monomery RADS51 samostatné.
V reakci na poSkozeni naopak stimuluje mobilizaci rekombindzy k mistim posSkozeni. [50]

2.4.2 RADS51 paralogy

Mezi dalsi regulatory HR patii RADS1 paralogy, které sdili 20-30 % sekvenc¢ni shodu
s proteinem RAD51, a to piedev§im v oblasti ATP vazebnych motivi. [51] Lidské RADSI
paralogy vytvaieji dva komplexy: RAD51B-RAD51C-RAD51D-XRCC2 (BCDX2)
a RAD51C-XRCC3 (CX3). [52] Mutace v sekvenci paralogii zpasobuji napiiklad
chromosomalni aberace nebo zvySenou senzitivitu k DNA poskozujicim faktorim. [36]
Konkrétn¢ bialelické mutace v RAD51C jsou asociovany s dédiénym onemocnénim
Fanconiho anémie, monoalelické mutace v RAD51B a RAD51C s rakovinou prsu a, podobné
jako v piipadé RAD51D, s rakovinou vajeéniku. [53,54,55,56] Uplna absence paralogi
je podobné jako u RADS51 nebo BRCA2 embryonalné letalni. [57,58] 1 piesto piesny
mechanismus mediatorové funkce RADS1 paralogii zatim neni zcela znamy.

2.4.3 Negativni regulace

Homologni rekombinace je jednim z mechanisml potfebnych pro udrZzeni genomové
integrity. Pokud vSak neni tento proces zaroven negativné regulovany, mize vést k akumulaci
toxickych rekombina¢nich meziprodukti a ke vzniku chromosomalnich aberaci. [59,60]
Negativni regulace tak naptiklad zajiStuje preventivni krok predCasné a neadekvatni HR
volbou alternativni DNA opravné drahy. [7] Jednim z mechanismt regulace HR je potlaceni
vazby RAD51 na neposkozenou dsDNA. Na pocatku postsynaptické faze zistava protein
RADS51 navéazany na vznikly heteroduplex DNA, coz zpiisobuje problém Vv progresi do dalsi
faze HR. Protein RAD54 disociuje RAD51 z dsDNA, ¢imz poskytuje DNA polymeraze volné
3" invadujici vlakno potiebné k iniciaci syntézy DNA. [61] Vzhledem k uloze RADS51 béhem
replikace i zde musi byt za ucelem udrzeni stability RF jeho funkce strikiné regulovana.
DNA-vazebny protein RADX reguluje mnozstvi navazaného RADS51 pomoci kompetitivni
vazbu na DNA. Piebytek RAD51 v nepfitomnosti RADX zabranuje degradaci nukleazami,
¢imz muze dojit ke kolapsu vidlice. [62,63]

Nejlépe popsany mechanismus regulace piedstavuje vlastni disociace proteinu RADS1
Z sSDNA skrze konformacni zménu podminénou ATP hydrolyzou, ale také pomoci
specifickych proteinil — tzv. antirekombinéz, které nukleoproteinové vlakno aktivné rozrusuji.
[7] U S. cerevisiae se helikaza Srs2 diky své translokazové aktivité pohybuje po DNA,
kde stimuluje ATPazovou aktivitu jednotlivych RADS51 monomert, ¢imz katalyzuje jejich

16



postupnou disociaci. [64] Skrze regulaci vazby RADS1 antirekombindza Srs2 mimo jiné
podporuje volbu SDSA drahy, ¢imz predchazi vzniku crossing-overd, které v somatickych
bunkach mohou vést ke ztrat¢ heterozygotnosti. [65] Na regulaci HR v lidskych bunkach
ma vliv nékolik moznych funkcénich ortologh Srs2. Na zakladé¢ sekvencni podobnosti
je jednim zmoznych regulatori RADS1-ssDNA vlakna helikaiza FBHI1, ktera skrze
ubikvitinaci RAD51 napomaha jeho disociaci. [66] Obdobnym kli¢ovym regulatorem RAD51
vlakna na RF je protein PARI. Podobné¢ jako Srs2 podnécuje uvolnéni RADS51 skrze stimulaci
jeho ATPazové aktivity. Na rozdil od Srs2 vSak postradd ATPazovou doménu, nemiize
se tudiz pohybovat jako translokaza. [67] Dalsi potencionalni skupinu funkénich ortologt
Srs2 tvoti rodina RecQ helikaz.

RecQ helikazy jsou konzervovanou skupinou nalezici pod ATP-dependentni helikazy,
které se pohybuji po vlakné¢ DNA ve sméru 3'-5". [68] Do jedné skupiny je poji spolecna
helikazova doména a RecQ karboxy-terminalni doména (RQC), zodpovédna za proteinovou
interakci. VétsSina RecQ helikéaz také zahrnuje helikdzovou RNazovouD C-terminéalni doménu
(HRDC) rozpoznavajici ruzné struktury DNA. [69] Vyssi eukaryota disponuji nékolika RecQ
helikdzami, v lidskych bunkéach mezi né patii: BLM, WRN, RECQ4, RECQ1 a RECQ5. [68]
Mutace genu pro BLM helikazu je spojena s dédi¢nym onemocnénim Bloomiv syndrom. [70]
V presynaptické fazi HR se BLM ucastni resekce konci DSBs, ale i disociace RADSI
presynaptického vlakna. [71,72] Mimoto se BLM podili na rozkladu dHJ, regresi a restartu
zastavené RF. [73,74,75,76] Mutace v genu kodujicim helikdzu WRN souvisi s autosomalné
recesivnim onemocnénim Werneritv syndrom, zplsobujicim piedCasné starnuti. Podobné
jako Bloomiv syndrom je i toto onemocnéni spojeno S predispozici vzniku rakoviny
a chromosomalni nestabilitou. [77] Helikiza WRN na rozdil od ostatnich helikaz
vSak vykazuje 1 exonukledzovou aktivitu. [74,78,79] Mutace genu pro RECQ4 helikdzu
provazi n¢kolik dédiénych onemocnéni, napiiklad Rothmund-Thomsontv syndrom. [80]
RECQ4 je mimo jiné soucasti komplexu proteint, ktery pii replikaci odd€luje fetézce dsDNA.
[81] Prestoze helikdza RECQI neni asociovana s zadnym dédicnym onemocnénim, skrze
schopnost restartovat revertovanou RF se vyznamné podili na udrzeni genomové stability.
[82] Ackoli WRN, RECQ4 i RECQI kolokalizuji s RADS51, nejsou schopny
nukleoproteinové vldkno narusit. [68] Helikaze RECQS5 bude vénovana nésledujici kapitola.
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Obr. 6: Skupina lidskych RecQ helikaz (vytvoieno v programu Inkscape)

2.4.3.1 Helikaza RECQ5

I piestoze mutace lidské RECQS5 helikdzy nejsou spojeny s Zadnym dédicnym
onemocnénim, mysi buiikky s Recq5 deficienci vykazuji zvySenou frekvenci chromosomalnich
aberaci a DSBs, coZ vede ke genomové nestabilité a zvySené nachylnosti vzniku nadoru. [83]
V N-terminélni ¢asti RECQS5 se nachéazi helikdzovd doména a v jeji ndvaznosti subdoména
vazby Zn?*, ktera helikdzovou aktivitu proteinu také ovliviuje. [84,85] Nasledujici usek,
dilezity pro vazbu DNA, piedstavuje RQC doména. [86] V C-termindlni ¢asti se nachazi
motivy odpovédné za interakci s proteiny, jako je PCNA nebo RAD51. [87,88]

RECQS5 patii mezi vyznacné regulatory HR, ale i replikace a transkripce. Béhem
(RNAPII), ¢imZz ptedchazi transkripénimu stresu vyvolanému jejim zastavenim. [87,89]
S transkripénim komplexem protein RECQS5 asociuje v mistech probihajici replikace,
coz naznacuje jeho moznou tlohu v ptipadé kolize mezi replikaci a transkripci. [90] Pokud
dojde k zastaveni replikace, na RF se navaze protein RADS51, ktery zabranuje degradaci DNA
nukleazami. Tim ze RECQS5 reguluje mnoZstvi navazaného RADS5I1, zprostfedkovava
nedoreplikovanou DNA ke Stépeni nukledzou umoziujici segregaci chromozomii béhem
bunécného déleni. [91]

I béhem DSB opravy prostiednictvim HR hraje RECQS dulezitou ulohu,
nebot’ je pomoci MRN komplexu piemisténa ke vzniklému poskozeni, pfipadné zastavené
replikacni vidlici. [92] V pribéhu rekombinace RECQ5 disociuje RAD51 z ssDNA
Vv zavislosti na jejich pfimé interakci a ATPazové aktivité helikdzy. Timto zpiisobem reguluje
mnozstvi navazaného RADS51, esencidlniho pro vyhledani homologni sekvence a tvorby
D-loop struktury a brani tak potencidlné nebezpecné neregulované rekombinaci. [83] Béhem
postsynaptické faze RECQS5 podporuje volbu SDSA drahy jako prevence vzniku
crossing-overu. [93] I pfes rozmanité Glohy proteinu RECQS5 piesny mechanismus jeho
plsobeni zatim neni zcela zndmy.
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2.4.4 Posttransla¢ni modifikace

Dalsi moznost, jak regulovat funkce proteinu RADS1, ale i jeho pozitivni a negativni
regulatory, zavisi na posttranslacnich modifikacich, predev§im sumoylaci, ubikvitinaci
a fosforylaci. [7] Sumoylace je proces, kdy dochazi ke kovalentnimu pfipojeni signalniho
proteinu. SUMO. Timto zpisobem byla popsdna regulace akumulace RADS51 v misté
poskozeni DNA. [94] Na podobném principu, tedy piidani proteinu ubiquitinu, reguluje
funkci proteinti ubikvitinace. V reakci na poskozeni DNA dochazi k deubikvitinaci proteinii
RADS51 a BRCA2. Zatimco deubikvitinace RAD51 vede k vyraznéjsi vazbé na BRCA2,
deubikvitinace samotného proteinu BRCA2 zajistuje jeho stabilizaci. Nicméné¢ jejich pfesna
uloha zatim nebyla detailn€ popsana. [95,96]

Fosforylace znaci pfidani fosfatu na serin, threonin nebo tyrosin urcitého proteinu.
Tato reakce je katalyzovana kindzami, zatimco defosforylace fosfatazami. Fosforylaci
se muze zménit strukturni konformace proteinu, coz vede napiiklad k jeho aktivaci
nebo zméné funkce. Aktivita proteinu RADS51 v buiice je ovlivnéna tiemi typy fosforylace.
Checkpoint kinaza 1 (Chk1) fosforyluje threonin 309, ¢imz reguluje odpovéd’ na poskozeni
DNA. [97] Fosforylace serinu14 Polo-like kinazou1l (Plkl) a threoninu 13
Checkpoint kinazou 2 (Chk2) umoziuje interakci s proteinem NBSI, ¢imz usnadiuje
pfemisténi proteinu do mista poskozeni. [98] Fosforylace c-Abl/BCR-ABL tyrozinovymi
kinazami na mistech 54 a 315 zvySuje rekombinaéni aktivitu proteinu. [99] Funkci RAD51
muze ovlivnit i fosforylace proteind, které jej reguluji. Naptiklad pii fosforylaci threoninu
1526 BRCA2 proteinu dochazi ke snizeni vazby na protein RADS51 vlivem zmény
Vv konformaci BRC motivu. [39] Obdobnym piikladem je fosforylace serinu 3 291 cyklin-
dependentni kinazou, ktera zabranuje interakci C-terminalni domény BRCAZ2 s proteinem
RADS51. [100]

2.4.4.1 Fosforylace Chk1 kindzou

Kudrzeni genomové integrity buiiky je esencidlni aktivace pfislusnych signalnich
drah, které nejen zajiSt'uji opravu poSkozeni, ale vyvolavaji také zastaveni bunécného cyklu.
Chkl je dulezitym regulatorem béhem S a G2 faze bunétného cyklu. [101] Aktivace
této kinazy je v reakci na replikaéni stres zprostfedkovana skrze kinazu ATR. [102] Chkl
kinaza zajiStuje pii1 poSkozeni DNA nebo naruSeni pribéhu replikace pteruSeni bunécného
cyklu. V pripadé defektu ve funkci Chkl kinazy dochazi k zamezeni opravy vzniklych
poskozeni pomoci HR. To zplsobuje nashroméazdéni DSBs v buiice i moznou indukci
bunééné smrti prerusenim progrese vidlice. [97] Kinazy Chkl a Chk2 reguluji interakci
RAD51-BRCAZ2 skrze fosforylaci C-terminalni domény proteinu BRCA2 (Thr 3 387). Protein
RADS51 se vaze na BRCA2 prostiednictvim CTD a BRC motivy. Pokud je DNA bunék
poskozena, vazba na BRC motivy se neméni, zatimco z CTD je protein RADS51 uvolnén.
Mutace BRCA2 v misté fosforylace Chkl kindzou zabranuje uvolnéni RADS51 z CTD.
Tato data poukazuji na moznou ulohu fosforylace Chkl pii lokalizaci RAD51 na misto
poskozeni a jeho uvolnéni potfebného k tvorb¢ filamentu. [103]

19



Chkl kinaza fosforyluje i protein RADSI1, a to na mist¢ Thr 309. Bunky s mutaci
Vv tomto misté fosforylace jsou vyrazné citlivéjsi vici pasobeni hydroxyurey. [97] Mutace
RADS51 T309 nema vliv na interakci s BRC motivy, na rozdil od RAD51 WT vS8ak
po UV zafeni nedochazi k uvolnéni mutovaného protein z CTD. Fosforylace RAD51 proteinu
tedy mtze byt dllezitd i pii interakci s proteinem BRCA2. [103]

/\ — bunéény cyklus
poskozeni DNA —» —> @ —» (BRCA2) —» uvolnéni proteinu RAD51 oprava DNA
S

®rAD 1 —> 9

Obr. 7: Fosforylace Chkl1 kinazou (vytvoreno v programu Inkscape)

2.4.5 Jiné regulatory HR

Mezi dalsi faktory regulujici HR patii heterodimer HOP2-MNDI, ktery skrze interakci
s proteinem RAD51 stabilizuje nukleoproteinové vlakno a napomaha pii tvorbé D-loop
struktury zachycenim dsDNA. [104] Obdobnym pozitivnim reguldtorem HR je RADS2.
Zatimco v kvasinkach tento protein vyrazné usnadnuje vazbu RADS51 na ssDNA, v savc¢ich
bunkach tuto funkci zastdva protein BRCAZ2. V piipadé mutace v BRCA2 vsak mize
jeho funkci alespon ¢asteéné nahradit. [105]

2.5 Defekty v DNA opravnych mechanismech

Predpokladem zachovani viability buiiky je pfesna koordinace signalnich drah vedoucich
k rozpoznani poskozeni DNA, pozastaveni bunééného cyklu a zahdjeni piislusné DNA
opravné drihy. Inaktivace alel geni DNA opravnych proteini je Casto letdlni jiz v rané
embryogenezi. [23] Defekty v opravnych mechanismech rovnéz souvisi s dédi¢nymi
onemocnénimi (naptiklad Fanconiho anémie, Bloomiv syndrom) a vys$§im rizikem vzniku
rakoviny. [47,106] Detailni porozuméni mechanismiim opravy DNA je tak dilezitym
faktorem k objasnéni molekularni podstaty vzniku téchto onemocnéni, ale také k zvySeni
efektivity 1éCby.

NejcastéjSimi metodami soucasné 1écby nddorovych onemocnéni jsou chemoterapie
a radioterapie. Avsak problémem spojenym s touto formou 1é¢by zlistdva poskozeni zdravych
bunék a Casta rezistence nadoru. Vyzkum v oblasti onkologie se proto zaméfuje na vyvoj
novych terapeutickych piistupi ke zlepSeni dosavadni 1é¢by. Jednim z nich je i koncept
syntetické letality, jenz cili na nadorové buiky prostiednictvim defektu, ktery jim v rané fazi
karcinogeneze umoznil maligni transformaci. [1] Tento pfistup je zaloZen na vzajemném
vztahu vice genli, kdy defekt v kterémkoliv z nich neni sdm o sob¢ letalni, avSak mutace
poskozujici ur€itou kombinaci gena soucasné zplisobuje bunécnou smrt. Napiiklad v ptipadé
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nadorovych bunék defektnich v opravé pomoci HR muZe inaktivace alternativni opravné
drahy indukovat apoptozu. [107]

normalni bunka

HR/NHEJ
—_—> HR/N%J
/ Nafeiiti

poskozeni DNA inhibitory NHEJ

pfeiiti\ / bunééna smrt
nadorova bunka

genomova nestabilita

Obr. 8: Schéma syntetické letality (vytvoieno v programu Inkscape)
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3 CILE PRACE

Kvyvoji efektivni, cilené 1écby nadorovych onemocnéni je nezbytné pochopeni
bunéénych mechanismt, napiiklad procesu opravy DNA, které ptispivaji ke vzniku nddoru,
jeho nasledné progresi a Casto i rezistenci vu¢i dosavadni 1écbé. Bezchybny pribéh
homologni rekombinace, ale 1 ochrany a restartu replikacni vidlice je podminkou pro udrzeni
genomové integrity a bunééného preziti. Centralni tlohu pfi opravé DNA pomoci homologni
rekombinace ma protein RADS1. Navzdory jeho kli¢ové role musi byt cely proces striktné
usmérnovan mnozstvim regulacnich proteinti a post-translacnich modifikaci.

Hlavnim cilem mé prace bylo se pomoci biochemickych a biofyzikalnich metod vice
ptiblizit pochopeni mechanismu regulace rekombindzy RADS51. Ztoho dGvodu bylo
navrzeno, izolovano a charakterizovano n¢kolik RADS51 mutaci, které odliSnym zptisobem
ovliviiuji jeho funkci.

Porozuméni souvislosti mutaci se vznikem karcinomu a vyuziti defektu
nadorovych bunék predstavuje terapeuticky potencidl k vyvinuti efektivné;si
1écby. Jednim z mutantti charakterizovanych v této praci je proto mutant
RADS51 F279L asociovany s nadorovym onemocnénim.

V piipadé¢ poskozeni dochédzi prostiednictvim posttranslacnich modifikaci
k aktivaci specifickych DNA opravnych proteinti, mezi nimi i rekombinazy
RADS51. Mechanismus, jakym jeho fosforylace vyvolava komplikovanou kaskadu
déji, nebyl doposud odhalen. Za takovym tucelem byl v mé praci izolovan
a charakterizovan RAD51 protein s mutaci mimikujici jeho fosforylaci (T309D).

U mnoha typti karcinomi byla zaznamenana zvySena exprese RADSI1, spojena
s rezistenci nadoru vaci soucasné 1é¢bé. Terapeuticky potencial v tomto ohledu
nabizi skupina antirekombindz, které negativné reguluji aktivitu RADS1. Jednim
z cili tedy bylo nalézt interakéni doménu RADS51 s antirekombindzou RECQS5,
porovnat jeji umisténi v souvislosti s mutacemi asociovanymi s nadorovym
onemocnénim a porozumét samotnému mechanismu regulace RECQ5.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Materialy

4.1.1 Chemikalie a enzymy

Applichem

akrylamid 4K, aprotinin, benzamidin hydrochlorid,
bis-akrylamid, bromfenolova mod#, Coomasie
Brilliant Blue, sacharéza, dihydrogenfosfore¢nan
draselny (KH2POa), dithiothreitol (DTT), DNaza I,
ethanol, ethyléndiamintetraoctova kyselina (EDTA),
fenylmethansulfonylfluorid (PMSF), glutaraldehyd,
glycerol, hydrogenfosfat didraselny, chlorid draselny,
chlorid sodny, isopropyl-p-Dthiogalaktopyranosid
(IPTG), kvasinkovy extrakt, kyselina borita, kyselina
octova, leupeptin, metanol, Nonidet 40 (NP40),
pepstatin A, peroxodisiran amonny (APS), proteinaza
K, siran amonny, susené odtuénéné mléko, Tris, Tris-
HCI, trypton, Tween20, B-merkaptoethanol

BioRad

CHT™ keramicka hydroxyapatitova matrice (HAP)

Fermentas

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, PageRuler™
Prestained Protein Ladder; molekulova hmotnost - 10—
170 kDa

Fluka

agar

GE Healthcare

glutathion-sefarozové kulicky, Q-Sepharose™ Fast
Flow, MonoQ

NEB Dpnl, hovézi sérovy albumin BSA

Promega 10x Pfu Turbo polymerazovy pufr, Pfu Turbo DNA
polymeraza

Serva agar6za, dodecylsulfat sodny (SDS), ethanol,
tetramethylethyléndiamin (TEMED)

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

chymostatin

Tab. 1: Chemikalie a enzymy

4.1.2 Roztoky, média a pufry

0,9 % agaré6zovy gel

0.9 % agaroza, 1x TAE

10 % nativni TBE gel

1x TBE, 10 % akrylamid, 0.15 % APS,
0.015 % TEMED

10x PBS

137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na;HPOy,
2 mM KH2PO4

10x TBE

900 mM Tris, 90 mM Kkyselina trihydrogenborita,
2mM EDTA
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10x TBS

0.25 M Tris-HCI, 0,75 M NaCl, (pH 7.5)

12 % roztok pro separacni gel SDS-PAGE

3 M Tris-HCI (pH 8.8), 12 % akrylamid, 0.1 % SDS,
0.09 % APS, 0.015 % TEMED

1M HAPB

1 M KH2PQg, 25 mM Tris-HCI, 8.7 % glycerol,
0.5 mM EDTA, (pH 7,4)

1x B pufr

10 mM Tris-HCL (pH 7.5), 10 mM KCI, 2 mM MgCl,

1x BLItz pufr

25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM KCI, 2 mM MgCl,,
0.05 % Tween20

1x FP pufr 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 25 mM KCI, 2 mM MgCl;
1x R pufr 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM MgCl,, 50 mM KClI,
P 1 mM DTT, 100 pg/mL BSA
Ix TBST 5 mM Tris-HCI, 75 mM NaCl, 0.1 % Tween20
40 mM K2HPO4, 20 % glycerol, 1 mM EDTA
2x K pufr (pH 7.5)
5 mM Tris-HCI (pH 7.5), 20 % glycerol, 1 mM
2x T pufr EDTA, (pH 7.5)
2XTY 2 % trypton, 1 % kvasinkovy extrakt, 0.5 % NaCl

3,75 % roztok na koncentrujici gel SDS-PAGE

0.5 M Tris-HCI (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-HCI (pH 7.6), 0.12 % OrangeG,
60 % glycerol, 60 mM EDTA

Barvici roztok (Coomassie)

40 % methanol, 20 % kyselina octova,
0.32 % Coomassie Brilliant Blue

Destain

40 % methanol, 20 % kyselina octova

LB médium (misky)

1 % trypton, 0.5 % kvasinkovy extrakt, 1 % NaCl,
2 % agar

Lyzaéni pufr (CBB)

100 mM Tris-HCI, 20 % sachar6za, 4 mM EDTA
(pH 7.5)

Regeneracni pufr

62.5 mM Tris, 2 % SDS, 100 mM B-merkaptoethanol

Smés proteazovych inhibitorua (PI)

aprotinin, benzamidin, chymostatin, leupeptin,
pepstatin, (5 ug/ml kazdy)

Tab. 2: Slozeni roztokd, médii a pufrt

4.1.3 Plasmidy

plasmid Bluescript SK (metoda
Mgr. Veronikou Altmannovou PhD.)

tvorby D-loop  struktury, vypurifikovany
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e pLK986 nesouci lidsky gen RADS1 (vektor pET-11c, AMP rezistence, Agilent
Genomics)
e pLK2288 nesouci lidsky gen RECQS5 (vektor pAIO, AMP rezistence, poskytnut

laboratofi Dr. Pavla Janscaka, PhD.)

4.1.4 Oligonukleotidy
Nazev | Délka (nt) Pouziti Sekvence 5'-3" Modifikace
R0027 49 EMSA, Pull-down | AGCTACCATGCCTGCACGAATTAAG | Fluorescein na
P analyza CAATTCGTAATCATGGTCATAGCT 5’ konci
Nukledzova AAATCAATCTAAAGTATATATGAGT
R0231 90 protekéni analyza, | AAACTTGGTCTGACAGTTACCAATG | Fluorescein na
P Tvorba D-loop CTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCA 5’ konci
struktury GCGATCTGTCTATTT
Stabilita
OR2013 43 nukleoproteinového TTTTTT |I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I| TTTTTT i
vlakna (BLItz)
Stabilita
nukleoproteinového | TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT Biotinna 5’
PR2663 43 vldkna, Interakce TTTTTTTTTTTTTTT konci
s BRC3 (BLlItz)
Mutageneze
OR3505 31 RAD51 F279L GATGGAGCAGCGATGTTAGCTGCTG )
. ATCCCA
(forward primer)
Mutageneze
OR3598 31 RAD51 F279L TGGGATCAGCQGC?;I%ACATCGCTGC )
(reverse primer)
Mutageneze
CGTAGATTTTGCAGATTCTGTCTTCC
PR3654 43 RADS1 T309D CCTCTTCCTTTCCTCAG -
(forward primer)
Mutageneze
CTGAGGAAAGGAAGAGGGGAAGAC
PR3655 43 RAD51 T309D AGAATCTGCAAAATCTACG -
(forward primer)
Mutageneze
AACCAGATTGTATCTGAGGGCAGGA
pR3729 40 RAD51 K304A AGAGGGGAAACCAGA -
(forward primer)
Mutageneze
OR3730 40 RAD51 K304A TCTGGTTTCCCCTCTTCCTGCCCTCA )

(reverse primer)

GATACAATCTGGTT

Tab. 3: Sekvence pouzitych oligonukleotidi

4.1.5 Bakterialni kmeny

e E.coli DH5a (Invitrogene)
e E.coli Rosetta2(DE3)-pLysS (Novagen)
e E.coli ArcticExpress RIL (Agilent Technologies)
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4.1.6 Komer¢ni kity

e GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich)
e Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck)
e Vivaspin® 30 kDa MWCO (GE Healthcare)

4.1.7 Protilatky

e Primarni krali¢i protilitky RECQS5 (1.4 ug/ml) - poskytnuty laboratofi
Dr. Pavla Janscaka, PhD.)
e Sekundarni kozi Anti-Rabbit IgG protilatky s konjugovanou s peroxidazou (1:10 000)

4.1.8 Proteiny

e BRC3-GST (Bc. Ondrej Belan)

e BRCA4-GST (Bc. Ondrej Belan)

e HOP2-MND1 (Karina Zadorozhny)
e RPA (RNDr. Mario Spirek, PhD.)

4.1.9 Pristroje

e BLItz Systém (Pall ForteBio)
e Centrifugy: Avanti™ J-26 XPI (Beckman Coulter)
MiniSpin F-45-12-11 (Eppendorf)
Rotina 380R (Hettich)
Spectrafuge 24D (Labnet)
e FPLC: AKTA FPLC (GE Healthcare)
e Horizontalni elektroforeticka jednotka: SCIE-PLAS HU10 (KRD)
e Inkubatory: Innova 43R (New Brunswick scientific)
NB205 (N-Biotek, KRD)
e Laboratorni vahy: ACB plus-300 (ADAM)
e Magneticka michacka: Variomag MONO (ThermoScientific)
e Peristalticka pumpa: P-1 (Amersham Biosciences)
e pH-metr: CyberScan 510 PC (ChromServis s.r.0.)
e Skenery: FLA-9000 (FujiFilm)
Gel Logic 212 PRO (Carestream Molecular Imaging)
Infinity F500 microplate reader (Tecan Group Ltd.)
LAS-4000 (FujiFilm)
e Termoblok: Genius Dry Bath Incubator, MD series (Major Science)
e Termostat: Miniincubator 230 V (Labnet)
e Transiluminator bilého svétla: TW26 (UVP)
e Ttepacky: Eppendorf Thermomixer comfort (Labfish)
GFL 3015 (GFL)
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e Ultrasonic Processor UP200S (Hilscher Ultrasound Technology)
e Vertikalni elektroforetickd jednotka: SE206 (Hoefer)

e Vortex: Genie 2 MS1 Minishaker (IKA)

e Zdroj elektrického napéti: 300 (Labnet)

4.1.10Software

e BLItz® Pro 1.2 software

e Carestream Molecular Imaging Software
e Fujifilm Image Reader LAS-4000

e Fujifilm MultiGauge

e |-control™ microplate reader software
e Inkscape

e Microsoft Excel

e Microsoft Word

e MO.Control software

e PyMOL

¢ SnapGene® Viewer

e The Benchling software

e UnicornTM Software

4.2 Metody

4.2.1 Mistné-cilena mutageneze

Mutace byla do DNA templatu vnesena pomoci metody polymerazové fetézové reakce
(PCR), zalozené na cyklickém stiidani teplot, pfi kterych dochazi k denaturaci plasmidu,
nasedani primerQ a syntéze nového komplementarniho vlakna DNA. Reakéni smés pro PCR
obsahovala templat s inkorporovanym genem RADS51 (25 ng), forward a reverse primer
(125 ng), dNTP (10 mM kazdy), 10x Pfu Turbo polymerazovy pufr a Pfu Turbo polymerazu
(2.5 U). Reakce probihala v termocykleru podle protokolu v Tab. 4. Na zavér byly vzorky
po PCR inkubovany 1 hodinu na 37°C s restrikénim enzymem Dpnl (10 U), ktery Stépi
ptvodni methylovanou DNA.
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Proces Teplota | Doba trvani
Pocateéni denaturace | 95°C 90s
Denaturace 95°C 50's <
Nasedani primertt | 68/70°C 50s 16X
Extenze 72°C 14 min
Finalni extenze 72°C 10 min
4°C

Tab. 4: Program PCR pro mistné-cilenou mutagenezi
4.2.2 Bunécna transformace a izolace DNA

K amplifikaci vygenerovaného plasmidu po PCR byly pouzity kompetentni buiky
DH5a. K 100 pl bun¢k bylo pfidano 7 pl plasmidu a inkubovano 30 min pii 4°C. Po tepelném
Soku (42°C, 90 s) byly bunky opét inkubovany na ledu po dobu 5 minut. Poté byl piidan 1 ml
2X TY média a buiiky s vlozenym plasmidem inkubovany 45 minut pfi 37°C. Bunky byly
nasledné centrifugovany (30 s, 8 000 rpm), naneseny na misku s LB médiem a ampicilinem-
AMP (0,1 mg/ml) a inkubovany pii 37°C pies noc. Kolonie z transformace byly zao¢kovany
do 4ml 2x TY média s AMP (0,1 mg/ml), inkubovany (37°C, 190 rpm) a druhy den
izolovany pomoci Kitu Miniprep (Quiagen) podle protokolu vyrobce.

4.2.3 Sekvenace DNA

Pro ovéfeni pfitomnosti mutace byl izolovany plasmid zaslan na sekvenaci (Eurofins
Genomics) a vyhodnocen pomoci softwaru Benchling.

4.2.4 Exprese proteinu RAD51

K expresi proteinu RADS1 byly pouzity buniky Rosetta2(DE3)pLysS. Kompetentni
buriky (40 ul) byly inkubovany 30 minut na ledu s 2 pl plasmidu s mutaci. Nasledoval tepelny
Sok (90 min, 42°C), inkubace 5 minut pii 4°C a po ptidani 1 ml 2x TY média inkubace
45 minut na 37°C. Supernatant po centrifugaci (30s, 8 000 rpm) byl odstranén a buiky
naneseny na misku s LB médiem, ampicilinem-AMP (0,1 mg/ml) a chloramfenikolem-CAM
(0.03 mg/ml). Pét kolonii z LB misky bylo druhy den pteneseno do 200 ml 2x TY média
s AMP (0,1 mg/ml) a CAM (0.03 mg/ml) a inkubovano pies noc pii 37°C. Druhy den bylo
20 ml z bakterialni kultury pfidano do Sesti Erlenmeyerovych ban¢k s 2 1 2x TY média s AMP
(0,1 mg/ml) a CAM (0.03 mg/ml). Bunky byly inkubovany (37°C, 190 rpm) do doby
nez optickd hustota (ODeoo) dosahla hodnoty kolem 0.7. Exprese byla indukovana pfidanim
IPTG (1 mM). Po 3 hodinach inkubace (37°C, 190 rpm) byly bunky centrifugovany
(5500 rpm, 10 min, 4°C) a pelet zmrazen na -80°C.
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4.2.5 Exprese proteinu RECQ5

Expresni vektor obsahujici gen pro RECQS5 byl transformovan do kompetentnich
bunék ArcticExpress (DE3) RIL, s totoznym postupem jako v ptipadé exprese RADSI.
Bakterialni kolonie na misce s LB médiem, AMP (0,1 mg/ml) a CAM (0.03 mg/ml) byly
zaoCkovany do 2x TY média s AMP (0,1 mg/ml) a CAM (0.03 mg/ml), kultivovany do doby
nez opticka hustota (ODeoo) dosahla hodnoty kolem 0.7 a indukovany 1 mM IPTG pfes noc
pii 13°C. Buné¢na kultura byla centrifugovana (5 500 rpm, 10 min, 4°C) a pelet zmrazen
na 80°C.

4.2.6 Purifikace proteinu RAD51

4.2.6.1 Bunécnd lyze

Bunéény pelet byl resuspendovan v lyzaénim pufru CBB (1 M KCI, 0.01 % NP40,
1 mM DTT) se smési protedzovych inhibitord (P, L, A, B, CH, PMSF). Bakterie byly
sonikovany v péti cyklech po 10 minutich odd€lenych 5-10 minutami michéani
na elektromagnetické michacce pii 4°C. Poté byly bakterie stoceny v ultracentrifuze
(19 000 rpm, 1hod, 4°C). Za ucelem selektivniho vysrazeni proteinu byl k odebranému
supernatantu ptfidan siran amonny (0.242 g/ml). Po dvou hodinich nasledovala opakovana
centrifugace (9 000 rpm, po 10 minut, 4°C). Pelet byl zamraZen a uchovan pii -80°C.

4.2.6.2 Chromatografie

Na kolonu Q-Sepharose™ (iontové vyménnd chromatografie, 40 ml), promytou
v pufru K (1x K, 175 mM KCI, 0.01 % NP40, 1 mM DTT), byl nanesen v totozném pufru
resuspendovany pelet. Protein byl eluovan (1 ml/min, 400 ml) zvySujicim se gradientem
0-50 % pufru K+1000 (1x K, 1000 mM KClI, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Ve vSech ziskanych
frakcich byla z divodu moZzné degradace proteinu ptiddna smés proteazovych inhibitora PI
(1000x). Vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE a naneseny na hydroxyapatitovou
(HAP) kolonu (afinitni chromatografie, 5 ml), promytou pufrem T+100 (1x T, 100 mM KCI,
0.01 % NP40, 1 mM DTT). Protein byl eluovan zvysujicim se podilem HAP pufru (1 M
KH2PO4, 1x T, 0.01 % NP40, 1 mM DTT) vuéi pufru T+100 (50 ml, 0.7 ml/min, 0-50 %
pufru HAP). K jednotlivym vzorkim byla pfidana smés PI. Frakce byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE a 45 minut dialyzovany ve 2 | pufru T (1x T, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Vzorky
byly nafedény na poZadovanou hodnotu konduktivity a naneseny na MonoQ kolonu (iontové
vyménna chromatografie, 1 ml), ktera byla predtim promyta pufrem T+100 (1x T, 100 mM
KCI, 0.01 % NP40, 1 mM DTT, bez glycerolu). Protein byl eluovan gradientem KCI pufru
T+1000 s ptidanymi proteazovymi inhibitory (1x T, 1000 mM KCI, 0.01 % NP40, 1 mM
DTT, bez glycerolu) rychlosti 0.5 ml/min o celkovém objemu 20 ml. Pfitomnost proteinu
RADS51 byla sledovana pomoci SDS-PAGE.
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4.2.6.3 Koncentrovani proteinu

Vybrané frakce S RADS51 proteinem byly koncentrovany pomoci kitu Vivaspin
(30 kDa, 2 ml). Ke koncentrovanému proteinu byl piidan 8.7 % glycerol. Jednotlivé alikvoty
byly zamrazeny v tekutém dusiku a uchovany pii -80°C.

4.2.7 Purifikace proteinu RECQ5

4.2.7.1 Bunécnd lyze

Bunécny pelet byl resuspendovan v lyzacnim pufru CBB (500 mM KCl, 0.01 % NP40,
1 mM DTT) se smési protedzovych inhibitori. Bakterie byly sonikovany v péti cyklech
po 10 minutach odd€lenych 5-10 minutami michani na elektromagnetické michacce pii 4°C
a stoceny v ultracentrifuze (19 000 rpm, 1 hod, 4°C).

4.2.7.2 Chromatografie

Protein RECQ5 byl purifikovan pomoci afinitni chromatografie. Supernatant odebrany
po stoceni v ultracentrifuze byl inkubovan (2 hod, 4°C) s promytymi chitinovymi kuli¢kami.
Po naneseni na kolonu byl nenavazany protein odstranén v prubéhu opakovaného promyti
pufrem T+500 (1x T, 500 mM KCI, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Kolona snavazanym
proteinem byla nasledné inkubovana ptes noc pii 4°C v pufru T+500 (1x T, 500 mM KClI,
0.01 % NP40, 1 mM DTT). Druhy den byl protein eluovan v pufru T+150 (1x T, 150 mM
KCI, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Jednotlivé vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.
Frakce obsahujici RECQS5 byly spojeny a naneseny na HAP kolonu (afinitni chromatografie,
5 ml) promytou pufrem T+150 (1x T, 100 mM KCI, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Protein byl
eluovan zvySujicim se podilem HAP pufru (1 M KH2POg4, 1x T, 0.01 % NP40, 1 mM DTT)
vici pufru T+150 (40 ml, 0.7 ml/min, 0-100 % pufru HAP). K jednotlivym vzorkiim byla
pfidana smés PI. Frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE, naméfend konduktivita
zfedéna na poZadovanou hodnotu a smichané vzorky naneseny na MonoS kolonu (iontové
vyménna chromatografie, 1 ml) promytou pufrem T+150 (1x T, 150 mM KCI, 0.01 % NP40,
1 mM DTT). Protein byl eluovan gradientem 0-80 % KCI pufru T+1000 s ptidanymi
protedzovymi inhibitory (1x T, 1000 mM KCI, 0.01 % NP40, 1 mM DTT) rychlosti
0.4 ml/min o celkovém objemu 10 ml. Pfitomnost a koncentrace proteinu RECQS5 byla
ovéefena pomoci SDS-PAGE.

4.2.8 SDS-PAGE

Vysledna koncentrace proteinti byla stanovena pomoci elektroforetické metody SDS-
PAGE (sodium dodecyl sulfat - polyakrylamidova gelova elektroforéza) urcujici separaci
proteinil na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Pro SDS-PAGE byly pouzity gely skladajici
se ze dvou casti, a to koncentrujici vrstvy a vrstvy separacni, s koncentraci polyakrylamidu
10-12 %. Pted nanesenim byly vzorky zfedény v Laemmli pufru a vateny po dobu 3 minut.
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Elektroforéza probihala pii napéti 205V po dobu 35 minut. Na zavér byl gel obarven
v Coomasie Brilliant Blue a odbarven v roztoku Destainu.

4.2.9 Gelova retardaéni analyza (EMSA)

Protein RADS51 byl inkubovan s fluorescencné znacenym oligonukleotidem pR0027,
reakénim pufrem 5x B a ATP (2 mM) 10 minut p#i 37°C. Na pozadované koncentrace byl
protein nafedén v T+50 pufru (1x T, 50 mM KCI, 0.01 % NP40, 1 mM DTT). Tento pufr byl
doplnén i ke kontrolni reakéni smési. Po inkubaci byl za Gcelem stabilizace vazby pfidan
0.07 % glutaraldehyd a ponechan pfti pokojové teploté na 10 minut. VVzorky s dodanym 6x LB
pufrem byly naneseny na 0.9 % agarézovy gel v pufru 1x TBE. Elektroforéza byla spusténa
na 50 minut, 75 V. Na zavér byl gel oskenovan pomoci FLA-9000 skeneru a vyhodnocen
VvV programu MultiGauge V3.2 software. Odchylka byla vypoctena pro tii samostatné a na sob¢
nezavislé pokusy.

4.2.10 Nukleazova protekéni analyza

Oligonukleotid pR0231 (40 nM) znaceny fluoresceinem byl s proteinem RADS51
inkubovan 10 minut pfi 37°C v pufru 5x R (25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM MgClz, 50 mM
KCI, 1 mM DTT, 100 pg/mL BSA) s CaCl, (56 mM) a ATP (2 mM). Nasledné¢ byla DNA
v reakci §tépena pridanim enzymu deoxyribonukleazy I (DNaza |, 2U) po dobu 20 minut
pii 37°C. Pomoci smési 1 % SDS a proteinazy K (PK, 10 ug/ul) v poméru 1:1 byly proteiny
denaturovany (10 minut, 37°C). K reakéni smési byl pfidan nanaseci pufr 6x LB a vzorky
analyzované pomoci 10 % polyakrylamidového nativniho gelu v 1x TBE pufru (50 min,
95 V) byly vizualizovany a pomoci FLA-9000 scanneru.

4.2.11 Tvorba D-loop struktury

Fluorescen¢né znaceny oligonukleotid pR0231 (40 nM) byl v pufru 5x R s ATP
(2 mM), kreatin kinazou (CK) a fosfatazou (CP) inkubovan (10 min, 37°C) s proteinem
RAD51. Do reakce byl pfidan protein HOP2-MNDI, ktery napomaha k vytvofeni D-loop
struktury. Tento protein byl 5 minut inkubovan s jiz vytvofenym vlaknem proteinu RAD51
assDNA pii 37°C. Nasledn€ byl k reakci pfidan plasmid (pBluescript 2.5 pg/ul) s ¢asti
komplementarni ke znacené ssDNA a inkubovan pii 37°C po dobu 15 minut. Reakce byla
ukonc¢ena prostiednictvim smési 1 % SDS a PK (10 ug/ul) v poméru 100:1 (10 min, 37°C).
K reakéni smési byl pfidan nanaSeci pufr 6x LD a vzorky analyzované pomoci 0.9 %
agarozového gelu v 1x TBE pufru (50 min, 95 V) byly vizualizovany FLA-9000 skenerem
a vyhodnoceny programem MultiGauge V3.2.

4.2.12 Bio-layer interferometrie

Bio-layer interferometrie (BLItz) umoziuje méfeni biomolekularni interakce.
Technologie analyzuje interferenci svétla odrazeného od povrchu vrstvy imobilizovaného
proteinu na senzoru pristroje a vnitini referencni vrstvy. Zména v denzit€, umérna mnozstvi
navazanych molekul na senzoru, tak umoziuje méfit kinetiku vazby biomolekul v redlném
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Case. Prostfednictvim této metody bylo mozné sledovat kinetiku tvorby RAD51-ssDNA
vldkna, jeho stabilitu v pfitomnosti konkurenéni DNA (cDNA) nebo interakci s jinymi
proteiny. V této praci byly pouzity streptavidinové biosenzory, na které se po hydrataci
10 minut v pufru BLItz (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM KCI, 2 mM MgClI2, 0.05 %
Tween20) vazal biotinem znaceny oligonukleotid pR2663 (120 s), protein RAD51 (240 s)
a cDNA, ptipadné BRC3 (240 s). Jednotlivé kroky byly odd€leny promytim (30 s) v pufru
BLItz s ATP (0.5 mM) a BSA (200 pg/ml).

4.2.13Pull-down analyza

Metoda pull-down patii mezi in vitro metody umoziujici analyzovat proteinové
interakce. Interakce RADS1 s BRC3 motivem byla stanovena pomoci specifické¢ vazby GST
tagu na BRC peptidu a glutathionu (GTH) navdzaného na sefar6zovych kulickach. Protein
BRC-GST, v ptipadé kontroly - dH20, byl inkubovan s GTH-sefar6zovymi kulickami dvé
hodiny pfi 4°C na rotatni tfepaCce. Nasledné byla smés kuli¢ek s navdzanym BRC3
centrifugovana (5 000 rpm, 3 min) a dvakrat promyta v pufru T+100 (1x T, 100 mM KClI,
0.01 % NP40, 1 mM DTT). Vtomto pufru také nafedény protein RADS51 se v piipadé
samotné proteinové interakce s BRC-GST inkuboval hodinu pii 4°C. V piipad¢ interakce
BRC-GST a nukleoproteinového vldkna tomuto kroku predchéazela inkubace (10 min, 37°C)
RAD51 (7 uM) s oligonukleotidem pR0027 (150 nM). Jako kontrola mnozstvi vlozeného
proteinu byla totoznd koncentrace RADSI1, ptfipadn¢é RADS51-ssDNA vlakna natfedéna
v poméru 1:1 v Laemmli pufru. Po navazani RADS1 na GTH-sefar6zové kulicky s BRC-GST
byla smés centrifugovana (5000 rpm, 3 min) a Supernatant nafedén v Laemmli pufru
v poméru 1:1. K opakovan¢ promytym kulickdm v pufru T+100 byl pfidan Laemmli pufr.
Frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (12 % polyakrylamidovy gel, 203 V, 35 min).

4.2.14 Peptide array

Metoda peptidové eseje se vyuziva k detekei proteinové interakce skrze celulozovou
peptidovou membranu. Membrana s navazanymi RADS1 peptidy byla nejprve kratce promyta
V metanolu a tiikrat po deseti minutdch promyta v pufru TBST. Jako preventivni krok
nespecifickému navazani protilatek byla membrana dvé hodiny blokovana v TBST pufru
S 5 % susenym mlékem. Po promyti v TBST pufru byla membréna ptes noc inkubovana
Vv totozném pufru se 100 pg proteinu RECQS. Druhy den byla membrana opakované promyta
v TBST a inkubovana pét hodin s primarnimi kralicimi RECQS5 protildtkami (0.1 pg/ml).
Nasledné byla membrana promyta v pufru TBST a inkubovana hodinu se sekundarnimi
Anti-Rabbit IgG protilatkami s konjugovanou peroxidazou (1:10 000). Interakéni doména
RECQ5-RADS1 byla detekovana pomoci kitu Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate a skeneru LAS-4000. Regenerace membrany byla provedena dle protokolu vyrobce.

4.2.15 Fluorescenéni polarizace

Fluorescenéni polarizace (FP) patii mezi fluorimetrické metody umoznujici detekovat
interakci proteinu s peptidem. Metoda vyuziva zmén polarizace zptisobené rozdilnou rychlosti
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rotace peptidu samotného oproti peptidu s navazanym proteinem. Fluorescencné znacené
peptidy BRC3 a BRC4 byly, podobné jako protein RADS51, nafedény v pufru 1x FP (25 mM
Tris-HCI pH 7.5, 25 mM KCI, 2 mM MgCl>). Fluorescencenc¢ni polarizace byla bezprostiedné
métena pomoci skeneru Infinity F500 microplate reader (Tecan Group Ltd.).
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5 VYSLEDKY

5.1 Mutace RADS1 asociovana s nadorovym onemocnénim

Defekty v DNA opravnych mechanismech jsou mnohdy asociovany s nadorovymi
onemocnénimi. K pochopeni souvislosti vzniku nadoru je nutné odhaleni mechanismu,
kterym mutace v DDR zvySuji genomovou nestabilitu, vytvarfi mutagenni prostiedi a skrze
akumulaci mutaci ur€uji nové vlastnosti buriky. Z toho divodu byla k blizsi charakterizaci
zvolena mutace proteinu RADS51 (substituce aminokyselin fenylalaninu za leucin
na pozici 279 — F279L), nalezena v nadoru endometria. [108]

Mutace F279L se nachazi v konzervované ¢asti C-terminalni domény RADS1, konkrétné
v misté flexibilni smy¢ky Loop 2 (Obr. 9A a B). Na zakladé strukturni podobnosti RAD51
ortologll je tato Cast povazovdna za DNA vazebné misto proteinu, esencidlni béhem faze
presynaptické, ale i pii vyméné fetézci v prub&hu synapse. [30]

N-terminadlni  Walker A Walker B Loop 1 Loop 2

e YN
11 !

F279L

Obr. 9: Struktura RAD51 F279L (A) Struktura RADS51 s oznadenim mutace F279L. Jednotlivé podjednotky
oligomeru jsou odliSeny barevné (Zlutd, cervena a modra), oblast smycky Loop 2 je oznacena Cernou barvou
(vytvoreno pomoci softwaru PyMOL™). (B) Schematické znizornéni mutace F279L v konzervované &asti
proteinu RADS51, DNA vazebném misté Loop 2.

5.1.1 DNA-vazebna afinita RAD51 F279L

Mutace F279L by vzhledem ke svému umisténi mohla zplisobit defekt v samotné
vazbé RADS51 na DNA. To by mohlo mit za nasledek pokles v efektivité proteinu béhem
rekombinace, ale 1 pfi ochrané replikacni vidlice. Pro porovnani DNA vazebné afinity
proteinu byla zvolena gelova retardacni esej (EMSA), zaloZend na elektroforetickém délent.
Fluorescencné znacena ssDNA, piipadn¢ znaCend dsDNA, byla inkubovadna se zvySujici
se koncentraci RADS51 (Obr. 10A). Vytvotfené nukleoproteinové vlakno bylo vzhledem ke své
velikosti pfi priichodu agar6zovym gelem oproti samotné DNA zpomaleno.

Z porovnani vazebné aktivity divokého kmene RADS51 a F279L mutanta vypliva, Ze
i navzdory své lokalizaci, nenaruSila tato mutace vazbu proteinu na jednofetézcovou
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(Obr. 10B a C) i dvouietézcovou DNA (Obr. 10D). Defekt DNA-vazebné aktivit¢ RADS1
tedy neni zodpoveédny za asociaci této mutace s prislusSnym nddorovym onemocnénim.
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Obr. 10: DNA vazebna afinita RAD51 F279L (A) Schematické znazornéni experimentu (vytvofeno
v programu Inkscape). (B) Porovnani ssDNA vazebné afinity RADS1 F279L s RADS51 WT. Zvysujici
se koncentrace RADS51 (v rozmezi 6 az 3000nM) byla inkubovana s fluorescenéné znacenym
oligonukleotidem (10 nM). Vazba ssDNA-RADS51 byla nasledné stabilizovana pomoci glutaraldehydu (cross-
link). (C) Kvantifikace DNA vazebné afinity se smérodatnou odchylkou; na zakladé tii na sob& nezavislych
experimentd. (D) Porovnani dsDNA vazebné afinity RADS51 F279L s RADS51 WT. Zvysujici se koncentrace
(0.5, 1 a 2 uM) byla inkubovana s fluorescen¢né znacenou dsDNA (10 nM). Vazba dsDNA-RAD51 byla
nasledné stabilizovana pomoci glutaraldehydu (cross-link).

5.1.2 Rekombinacéni aktivita RAD51 F279L

Centralni roli b&hem HR piedstavuje RADS5I nukleoproteinové vlakno, které
v pritomnosti ATP vytvofi aktivni formu vldkna schopnou vyhledavat na sesterské chromatidé
homologni sekvenci a katalyzovat vyménu fetézcii. V pribéhu tohoto procesu vznikd
struktura homologniho duplexu DNA s invadujicim vlaknem tzv. D-loop. Pokud by mutace
F279L naruSila rekombinac¢ni funkci RADS1, bunka by byla nucena opravit poSkozeni
pomoci jiné, potencialné mutagenni DNA opravné drahy. Timto by dochazelo k akumulaci
poskozeni, potfebné v progresi buiiky do maligniho stavu.

Pomoci metody analyzy tvorby D-loop struktury in vitro, ktera simuluje mechanismus
HR, byl dale testovan mutant F279L. Poté co se vytvofilo aktivni nukleoproteinové vlakno,
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byla reakce doplnéna plasmidem obsahujicim komplementarni usek DNA (Obr. 11A).
Vznikly komplex o vy$si molekularni hmotnosti byl pii prichodu agar6zovym gelem oproti
samotné DNA zpomalen.

Rekombinaéni uloha proteinu, jak je patrné z vysledku analyzy tvorby D-loop struktury,
nebyla mutaci narusena, nebot’ i se zvysSujici se koncentraci konstantné nartistd i mnozstvi
vytvoifeného komplexu podobné jako v piipadé divokého kmene (Obr. 11B). V piipadé
vys§8ich koncentraci RADS51 F279L je naopak mnozstvi D-loop produktu nepatrné vyssi nez
u pfirozené formy proteinu (Obr. 11C).
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Obr. 11: Analyza tvorby D-loop struktury RAD51 F279L (A) Schematické znazornéni experimentu
(vytvofeno v programu Inkscape). (B) Analyza tvorby D-loop struktury RAD51 F279L v porovnani
s RAD51 WT. Zvysujici se koncentrace RAD51 (0.5, 1 a 2 uM) byla inkubovana s fluorescenéné znaenym
oligonukleotidem (20 nM) a proteinem HOP2-MND1 (300 nM), ktery napomaha pti tvorbé D-loop struktury
zachycenim dsDNA (pBSK). (C) Kvantifikace analyzy tvorby D-loop struktury se smérodatnou odchylkou;
na zaklad¢ tii na sob& nezavislych experimentd.

5.1.3 Kinetika tvorby RAD51 F279L vlakna a jeho stabilita

Vlivem hydrolyzy ATP dochazi k neustalé disociaci RAD51 z ssDNA. Pokud
je v piitomnosti RAD51-ssDNA vlakna i jiny oligonukleotid, disociované podjednotky
proteinu se mohou vézat i na konkurenéni DNA (cDNA). V takovém piipadé¢ dochézi
K naruseni stability pivodniho vlakna. Stabilita byla RADS51 F279L-ssDNA vV piitomnosti
nadbytku neznaené cDNA analyzovana pomoci metody BLI. K streptavidinovym
biosenzorim s navazanym biotinylovanym oligonukleotidem (Obr. 12A, faze 1) byl
ve druhém kroku piidan protein RADS1 (faze 2). Poté (faze 3) bylo vytvofené vlakno
destabilizovano nadbytkem neznaené¢ DNA.

Na zakladé vysledku BLI analyzy Ize odvodit, Ze stabilita viakna RAD51-ssDNA nebyla
v piitomnosti cDNA mutaci F279L narusena. Disocia¢ni kiivka (3) RAD51 F279L je totozna
s RAD51WT. Prostfednictvim této metody Ize pozorovat 1 kinetiku tvorby
nukleoproteinového vladkna (2), ktera je v porovnani RADS51 F279L vi¢i RADS1 WT také
obdobna, coz zaroven potvrzuje data z analyzy EMSA (Obr. 12B a 10B).
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Obr. 12: Kinetika tvorby RAD51 F279L vlakna a jeho stabilita v pFitomnosti cDNA (A) Schematické
znazornéni experimentu (vytvofeno v programu Inkscape). (B) Analyza kinetiky tvorby vlakna RAD51 F279L
(1.5 uM)-ssDNA (40 nM) a jeho stability v pfitomnosti nadbytku neznac¢ené DNA (400 nM).

Biologicky vice relevantni strategii ovliviujici stabilitu vldkna je destabilizace
prostiednictvim BRC motivil (fragmenty BRCA2), které interaguji s jednotlivymi monomery
RADS1, ¢imz zabranuji jejich opétovné vazbé na DNA. K streptavidinovym biosenzorim
S navazanym biotinylovanym oligonukleotidem (Obr. 13A, faze 1) byl ve druhém kroku
pfidan protein RADS1 (faze 2). Na zavér (faze 3) bylo vytvorené vldkno destabilizovéno
BRC3 peptidem.
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Obr. 13: Destabilizace RAD51 F279L-ssDNA vlikna prostiednictvim BRC3 peptidu (A) Schematické
znazornéni experimentu (vytvoteno v programu Inkscape). (B) Interakce nukleoproteinového vlakna ssDNA
(40 nM)-RAD51 F279L/WT (1.5 uM) s BRC3 peptidem (1.5 uM). (C) Kvantifikace miry disociace RAD51
z sSDNA v ptitomnosti BRC3 motivu; na zéklad¢é dvou na sob¢€ nezavislych experimentu.
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Pfestoze mutace nenaruSila stabilitu vldkna RAD51-sSDNA Vv pfitomnosti cDNA
(Obr. 12B), procento disociace RADS51 F279L z ssDNA vlivem BRC3 peptidu je v porovnani
s RAD51 WT vyssi (Obr. 13B a 13C). Tento vysledek naznacuje zménu v interakci s hlavnim
rekombina¢nim medidtorem BRCA?2. Na zéklad¢ této metody vSak nelze s jistotou urcit, zda
ma mutace vliv pouze na interakci BRC motivu s RAD51-ssDNA vldknem nebo zda je
interakce specificka jiz pro samotny protein RADS1.

5.1.4 Interakce RAD51 F279L s mediatorem BRCA?2

Dle vysledkt ptedchozi kapitoly byla vazba proteinit RADS51 F279L-BRCA2 zkoumdana
detailn€ji. V priabehu presynaptické faze HR je vyména RADSI se ssDNA vazebnym
proteinem RPA v buice katalyzovana mediatorem BRCA2 a to prostfednictvim dvou
interak¢nich domény: skupiny osmi BRC motivi a C-terminalni doménou BRCAZ2 (exon 27).

Interakce BRC3 peptidu s proteinem RADS51, piipadné vlaknem RADS51-ssDNA, byla
porovnana metodou pull-down. Glutathion-sefar6zové kulicky s navazanym GST-BRC3
peptidem byly inkubovany s proteinem RADS51, ptipadné nukleoproteinovym vlaknem.
Nasledné byly kulicky promyty pufrem, aby se odd¢lil nenavazany RADS51 (N-frakce)
od proteinu vazaného (V-frakce). Kontrola mnozstvi proteinu pfidaného do reakce byla
oznacena jako C-frakce. Soubézné byla provedena také negativni kontrola, ktera vyloucila
moznost nespecifické vazby RADS1 na kulicky s glutathionem. Frakce byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE (Obr. 14A).
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Obr. 14: Analyza interakce RAD51 F279L a BRC3-GST pomoci pull-down metody (A) Schematické
znazornéni experimentu (vytvoteno Vv programu Inkscape). (B) Analyza interakce BRC3-GST peptidu s RAD51-
ssDNA vlaknem. Sloupce 4-5 a 9-10 zobrazuji negativni kontrolu vazby RADS51-ssDNA vlakna na kulicky
s glutathionem. Sloupce 1-3 a 6-8 znazortiuji interakci nukleoproteinového vlakna s BRC3-GST. (C) Analyza
interakce BRC3-GST peptidu s proteinem RAD51. Sloupce 1-2 a 6-7 zobrazuji negativni kontrolu vazby RAD51
na kuli¢ky s glutathionem. Sloupce 3-5 a 8-10 znazortiuji interakci RAD51 s BRC3-GST.
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Z vysledku analyzy pomoci metody pull-down neni patrny jednoznaény rozdil mezi
RAD51 WT a RADS51 F279L, a to v piipadé nukleoproteinového vlakna (Obr. 14B), ale také
Vv ptipadé¢ samotného proteinu (Obr. 14C). Pro blizsi analyzu interakce byla rovnez zvolena
senzitivnéj$i esej, a to metoda detekujici zménu fluorescencni polarizace znac¢eného peptidu
BRC3 s navazanym RADS51.Samotny peptid, vzhledem ke své velikosti, rotuje vyssi rychlosti
V porovnani s peptidem s navazanym proteinem. Zména rychlosti pohybu po navazani
RADS51 na BRC3 peptid znaci rozdil ve vysledné fluorescen¢ni polarizaci peptidu (Obr. 15A).

Zvysujici se koncentraci RADS51 se konstantné méni i1 fluorescencni polarizace peptidu.
Afinita RAD51 F279L vué¢i BRC3 je vSak podobna jako u RAD51 WT (Obr. 15B). Mutace
F279L tedy nezpisobuje defekt v interakci RAD51 s BRC3.
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Obr. 15: Analyza interakce RADS51 F279L a BRC3 peptidu skrze detekci fluorescenéni polarizace (A)
Schematické znazornéni experimentu (vytvoreno v programu Inkscape). (B) Detekce zmény fluorescencni
polarizace znaceného BRC3 peptidu (100 nM) pii zvySujici se koncentraci proteinu RADS51 (25 nM - 400 nM);
se smérodatnou odchylkou; na zakladé tii na sobé& nezavislych experimentd.

39



5.2 Mutace RADS51 mimikujici fosforylaci proteinu

Aktivita proteinu RADS51 muize byt ovlivnéna posttranslacnimi modifikacemi, naptiklad
fosforylaci. V reakci na poskozeni DNA je protein RADS1 fosforylovan na pozici Thr 309
kinazou Chk1. Buiiky s mutaci v tomto misté fosforylace jsou vyrazné citlivéjsi viici plisobeni
latek toxickych pro DNA. [97] Prestoze mechanismus vyvolany fosforylaci proteinu

je dulezitym krokem pro jeho naslednou aktivitu, pfesna uloha fosforylace zatim neni znama.
Z toho divodu byl vygenerovan protein RADS51 mimikujici fosforylaci - substituci threoninu
kyselinou asparagovou (RAD51 T309D).

N-terminalni Walker A Walker B Loop 1 Loop 2

el N
il

T309D

Obr. 16: Struktura RAD51 T309D (A) Struktura RADS51 se zazna¢enim mutace T309D (zelend). Jednotlivé
podjednotky heptameru jsou odliSeny barevné (zluta, cervena a modra), oblast vazby ATP je oznacena Cernou
barvou (vytvoreno pomoci softwaru PyMOL™). (B) Schematické znazornéni mutace T309D v C-terminalni
Casti proteinu RADSI.

5.2.1 DNA-vazebna afinita RAD51 T309D

Mutace T309D se nachdzi v C-termindlni ¢asti proteinu, v blizkosti mista vazby DNA,
ATP a interakce jednotlivych monomerti RAD51 (Obr. 16A a B). Mutace by tedy potencialné
mohla narusSit nékterou ze zminénych vlastnosti RADS1 proteinu, a tim ovlivnit 1 jeho funkeci.
Pro porovnani DNA-vazebné afinity proteinu byla zvolena gelova retardacni esej (EMSA).
Fluorescencné znacend ssDNA byla inkubovdna se zvySujici se koncentraci RADS51
(Obr. 17A). Vytvotené vlakno RAD51-DNA bylo vzhledem ke své velikosti pfi prichodu
agardzovym gelem oproti samotné DNA zpomaleno. Nicméné zadny patrny rozdil v DNA-
vazebné afinit¢ RADS51 T309D v porovnani s RAD51 WT nebyl pozorovan (Obr. 17B).
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Obr.17: DNA vazebna afinita RAD51 T309D (A) Schematické znazornéni experimentu (vytvoieno
v programu Inkscape). (B) Porovnani ssDNA vazebné afinity RADS51 T309D s RAD51 WT. Zvysujici se
koncentrace RAD51 (v rozmezi 313 az 2500 nM) byla inkubovdna s fluorescenéné znadenym
oligonukleotidem (10 nM). (C) Kvantifikace DNA vazebné afinity se smérodatnou odchylkou; na zakladé t¥i na
sob¢ nezavislych experimentt.

Na druhou stranu analyza kinetiky tvorby RADS51 T309D vlédkna pomoci metody BLI
(Obr. 18B, faze 2) ukazuje ziejmy signifikantni ubytek optické hustoty navazanych molekul
na senzoru oproti RAD51 WT, coz naznacuje moznou zménu ve struktufe proteinu. Stabilita
vlakna (fdze 3) RADS51 T309D byla porovnana s pfirozenou formou proteinu RADS51
v ptitomnosti cDNA (Obr. 18A). Disociace vlakna potencialné fosforylovaného proteinu
je obdobna jako v piipadé RADS51 WT-ssDNA (Obr. 18B).
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Obr. 18: Kinetika tvorby RAD51 T309D vliakna a jeho stabilita v pritomnosti ¢cDNA (A) Schematické
znazornéni experimentu (vytvofeno v programu Inkscape). (B) Analyza kinetiky tvorby vlakna RADS51 T309D
(1.5 uM)-ssDNA (40 nM) a jeho stability, tedy disociace RAD51 z ssDNA v piitomnosti cDNA (400 nM).
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5.2.2 Struktura vlakna RAD51 T309D-ssDNA

Vysledek analyzy kinetiky tvorby RADS51 T309D vlakna naznacuje zménu v jeho
organizaci ve srovnani s RAD51 WT, ztoho divodu byla nésledn¢ struktura vlakna
porovnana s RAD51 WT v souvislosti s ochranou pied St€épenim nukledzou DNaza l
(Obr. 19A).

Inkubace fluorescenéné znacené DNA s rostouci koncentraci RADS51 WT a T309D
proteinu vedla ke srovnatelné ochrané pied ptisobenim nukleazy DNaza I, z ¢ehoz vyplyva,

ze struktura vldkna proteinu mimikujiciho fosforylaci je navzdory ptedeslym vysledkiim
obdobna (Obr. 19B).
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Obr.19: Analyza protekéni aktivity RADS51 T309D vudi nukleolytické degradaci (A) Schematické
znazornéni experimentu (vytvoifeno v programu Inkscape). (B) Analyza schopnosti prevence RADS1 vici
Stépeni DNA nukledzou. Prvni sloupec piedstavuje kontrolu samotné DNA, druhy sloupec nastépenou DNA
v pritomnosti nukleazy DNaza 1. Nasledujici sloupce zobrazuji zvySujici se koncentrace RADS5SI WT
v porovnani s RAD51 T309D (0.5 uM - 4 uM).

5.2.3 Rekombinaéni aktivita RAD51 T309D

Vzhledem K umisténi mutace T309D, na pomezi podjednotek oligomeru, mohla byt
substituci naruSena jeho rekombinacni aktivita. K porovnani funkce RADS1 pfi vyhledani
homologni sekvence a katalyzy vymeény fetézcti byla zvolena metoda monitorujici tvorbu D-
loop struktury. Poté co se vytvori aktivni nukleoproteinové vlakno byla reakce doplnéna
plasmidem s komplementarnim tsekem DNA (Obr. 20A). Vznikly komplex o vyssi
molekularni hmotnosti byl pii priichodu agar6zovym gelem oproti samotné DNA zpomalen.

Z vysledku analyzy tvorby D-loop struktury je patrny pokles v rekombinacni aktivité
T309D mutantu (Obr. 20B a C).
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Obr. 20: Analyza tvorby D-loop struktury RAD51 T309D (A) Schematické znazornéni experimentu.
(vytvofeno v programu Inkscape). (B) Analyza tvorby D-loop struktury RADS51 T309D vV porovnani
S RAD51 WT. Zvysujici se koncentrace RAD51 (0.5, 1 a 2 uM) byla inkubovana s fluorescencné znaéenym
oligonukleotidem (20 nM) a proteinem HOP2-MND1 (300 nM), ktery napomaha tvorbé D-loop struktury
zachycenim dsDNA (pBSK). (C) Kvantifikace analyzy tvorby D-loop struktury se smérodatnou odchylkou;
na zaklade tfi na sobé nezavislych experimentu.

5.2.4 Interakce RAD51 T309D s BRCA2

Jak jiz bylo zminéno v teoretické casti prace, Chkl kindza mimo fosforylaci
RADS1 fosforyluje také protein BRCA2. Pokud je BRCA2 fosforylovana na exonu 27,
dochazi k uvolnéni navazaného proteinu RADS51. [103] Fosforylace RAD51 by tak mohla
ovlivnit vazbu s BRCA2 podobnym zptisobem. K porovnani interakce RADS51 T309D
sexonem 27 byla zvolena metoda s fluorescencné znaCenym exonem 27 pomoci
fluorescen¢ni polarizace. Samotny peptid, vzhledem ke své velikosti, rotuje vys$si rychlosti
V porovnani s peptidem s navazanym proteinem. Zména rychlosti pohybu po navazani
RADS51 na exon 27 znaci rozdil ve vysledné fluorescencni polarizaci peptidu (Obr. 21A).

Vysledek metody fluorescencéni polarizace naznauje signifikantni zménu Vv interakci
RADS51 s C-terminalni doménou BRCA?2 zpiisobenou RADS1 fosforylaci (Obr. 21B).
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Obr. 21: Analyza interakce RAD51 T309D s exonem 27 skrze detekci fluorescen¢ni polarizace (A)
Schematické znazornéni experimentu (vytvoieno v programu Inkscape). (B) Detekce zmény fluorescencni
polarizace zna¢eného fragmentu exonu 27 (75nM) se zvySujici se koncentraci proteinu RAD51 (156 nM-
10 uM); se smerodatnou odchylkou; na zaklad¢ tfi na sob& nezavislych experimentt.
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5.3 Interakéni doména RECQ5-RADS1

Antirekombindza RECQS5 patii do skupiny RecQ helikdz, které jsou mimo jiné schopny
rozruSit RAD51 nukleoproteinové vlakno. K disociaci RAD51 z ssSDNA je potiebna ATP
hydrolyza a ptitomnost ssDNA vazebného proteinu RPA, ktery zabranuje zpétnému navazani
RADS51. [83] Dalsim faktorem rozhodujicim pii negativni regulaci vlakna by mohla byt
samotnd interakce proteini RADS51-RECQS5, jejichz interakéni doména se nachdzi v C-
terminalni ¢asti RECQS5. Mutace v této ¢asti proteinu nejen zamezuje interakci s RAD51, ale
ovlivituje 1 schopnost RECQS5 vldkno RADS51-ssDNA rozrusit. [88] I pfesto detailni
mechanismus disociace RAD51 z ssDNA zatim neni zcela znamy.

Mym cilem tedy bylo urcit interakéni misto proteinu RECQ5 na rekombinaze,
vygenerovat mutanta RADS51 defektniho Vv této interakci, a tim umoznit studium vlivu této
vazby na mechanismus RECQS5 jako negativniho regulatoru HR. Vychozim experimentem ke
zmapovani interakce RAD51-RECQS5 byla peptidova analyza (Obr. 22A). Celulézova
membrana s navazanymi imobilizovanymi peptidy RADS51 byla inkubovana se 100 pg
RECQS5. Misto interakce bylo detekovano pomoci primarnich RECQ5 protilatek (0.1 pg/ml) a
sekundarnich Anti-Rabbit IgG protilatek s konjugovanou peroxidazou (1:10 000).
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priméarni protilatky -« .‘ ScHI o8C® Oee
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y ,,f"cclulézové membrana
/’/ = /
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1 MAMQMQLEANADTSV 22 GFTTATEFHQRRSEI 43 ERLLAVAERYGLSGS 64 LRLADEFGVAVVITN
2 MQLEANADTSVEEES 23 ATEFHQRRSEIIQIT 44 AVAERYGLSGSDVLD 65 DEFGVAVVITNQVVA
3 ANADTSVEEESFGPQ 24 HQRRSEIIQITTGSK 45 RYGLSGSDVLDNVAY 66 VAVVITNQVVAQVDG
4 TSVEEESFGPQPISR 25 SEIIQITTGSKELDK 46 SGSDVLDNVAYARAF 67 ITNQVVAQVDGAAMF
5 EESFGPQPISRLEQS 26 QITTGSKELDKLLQG 47 VLDNVAYARAFNTDH 68 VVAQVDGAAMFAADP
6 GPQPISRLEQSGINA 27 GSKELDKLLQGGIET 48 VAYARAFNTDHQTQL 69 VDGAAMFAADPKKPI
7 ISRLEQSGINANDVK 28 LDKLLQGGIETGSIT 49 RAFNTDHQTQLLYQA 70 AMFAADPKKPIGGNI
8 EQSGINANDVKKLEE 29 LQGGIETGSITEMFG 50 TDHQTQLLYQASAMM 71 ADPKKPIGGNIIAHA
9 INANDVKKLEEAGFH 30 IETGSITEMFGEFRT 51 TQLLYQASAMMVESR 72 KPIGGNIIAHASTTR
10 DVKKLEEAGFHTVEA 31 SITEMFGEFRTGKTQ 52 YQASAMMVESRYALL 73 GNIIAHASTTRLYLR
11 LEEAGFHTVEAVAYA 32 MFGEFRTGKTQISHT 53 AMMVESRYALLIVDS 74 AHASTTRIJYLRKGRG]
12 GFHTVEAVAYAPKKE 33 FRTGKTQISHTLAVT 54 ESRYALLIVDSATAL 75 TTR%YLRKGRG TRI
13 VEAVAYAPKKELINI 34 KTQISHTLAVTSQLP 55 ALLIVDSATALYRTD 76 [YLRKGRGETRISKIY
14 AYAPKKELINIKGIS 35 SHTLAVTSQLPIDRG 56 VDSATALYRTDYSGR 77 GRGETRISKIYDSPS
15 KKELINIKGISEAKA 36 AVTSQLPIDRGGGEG 57 TALYRTDYSGRGELS 78 TRISKIYDSPSLPEA
16 INIKGISEAKADKIL 37 QLPIDRGGGEGKAMY 58 RTDYSGRGELSARQM 79 KIYDSPSLPEAEAMF
17 GISEAKADKILAEAA 38 DRGGGEGKAMYIDTE 59 SGRGELSARQMHLAR 80 SPSLPEAEAMFAINA
18 AKADKILAEAAKLVP 39 GEGKAMYIDTEGTFR 60 ELSARQMHLARFLRM 81 PEAEAMFAINADGVG
19 KILAEAAKLVPMGFT 40 AMYIDTEGTFRPERL 61 RQMHLARFLRMLLRL 82 AMFAINADGVGDAKD
20 EAAKLVPMGFTTATE 41 DTEGTFRPERLLAVA 62 LARFLRMLLRLADEF
21 LVPMGFTTATEFHQR 42 TFRPERLLAVAERYG 63 LRMLLRLADEFGVAV

Obr. 22: Detekce interakce imobilizovanych peptidia proteinu RAD51 s RECQ5 (A) Schematické znazornéni
experimentu (vytvoreno v programu Inkscape). (B) Interakce peptidi RADS51 s RECQS5 byla detekovana pomoci
primarnich protilatek RECQ5 a sekundarnich protilatek s konjugovanou peroxidazou.
(C) Vysledna sekvence mozného interakéniho mista RADS51-RECQ5 — aminokyseliny (Tyr 301 - Gly 307)
v C-terminalni ¢asti proteinu.
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Na zakladé vysledku peptidové analyzy se jako potencialni misto interakce jevi skupina
aminokyselin Tyr 301 — Gly 307 v C-terminalni c¢asti proteinu (Obr. 22B a C). K dalsi
charakterizaci byl proto navrhnut a izolovan mutant - RAD51 K304A (Obr. 23A a B).

N-terminalni  Walker A Walker B Loop 1 Loop 2

ey Ny
1l

K304A

Obr. 23: Struktura RAD51 K304A (A) Struktura RADS51 se zaznaenim potencionalni interakéni domény
RAD51-RECQS5 (Sedd) s mutaci K304A (zluta). Jednotlivé podjednotky heptameru jsou odliSeny barevné
(Servena a modr4), oblast vazby ATP je oznadena &ernou barvou (vytvoieno pomoci softwaru PyMOL™). (B)
Schematické zobrazeni mutace K304A v C-terminalni ¢asti proteinu RAD51.

5.3.1 DNA-vazebna afinita RADS5S1

Z divodu pozdé&jsi charakterizace proteinu bylo nejdiive nutné porovnat, zda mutace
K304A nenarusila zakladni vlastnosti RADS51, jako je vazba na DNA. Pro porovnani vazebné
afinity proteinu byla opét zvolena gelova retardacni esej (EMSA). Fluorescencné znaceny
oligonukleotid byl inkubovan se zvySujici se koncentraci RADS51 (Obr. 24A). Vytvotené
vlakno RAD51-DNA bylo vzhledem ke své velikosti pfi prichodu agar6zovym gelem oproti
samotné DNA zpomaleno.

Z vysledku je zfejmé, Ze schopnost proteinu véazat ssDNA nebyla mutaci K304A
narusena (Obr. 24B a C).
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Obr.24: DNA vazebna afinita RAD51 K304A (A) Schematické znazornéni experimentu (vytvofeno
v programu Inkscape). (B) Porovnani ssDNA vazebné afinity RADS51 K304A s RAD51 WT. Zvysujici
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se koncentrace  RADS1 (v rozmezi 313 az 2500nM) byla inkubovana s fluorescenéné znacenym
oligonukleotidem (10 nM). (C) Kvantifikace DNA vazebné afinity se smérodatnou odchylkou; na zakladé tii
na sob¢ nezavislych experimentti.

5.3.2 Tvorba D-loop struktury

K porovnani rekombinaéni aktivity proteinu byla zvolena metoda tvorby D-loop struktury.
Poté co se vytvofilo aktivni nukleoproteinové vldkno byla reakce doplnéna plasmidem
s komplementarnim tGsekem DNA (Obr. 25A). Vznikly komplex o vy$$i molekularni
hmotnosti byl pfi prichodu agar6zovym gelem oproti samotné DNA zpomalen.

Rekombinaéni uloha proteinu, jak je patrné z vysledku analyzy tvorby D-loop struktury,
nebyla mutaci narusena (Obr. 25B). Tvorba D-loop struktury je naopak vyssi v piipadé
RAD51 K304A (Obr. 25C). Vzhledem ke skuteCnosti, ze by defekt v ATP vazbé& zpusobil
zéaroven 1 ubytek v rekombinacni aktivit¢ RADS1, z vysledku lze mimo jiné urcit, Ze ani tato
vlastnost nebyla vyraznym zptisobem mutaci naru$ena.
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Obr. 25: Analyza tvorby D-loop struktury RAD51 K304A (A) Schematické znazornéni experimentu
(vytvofeno v programu Inkscape). (B) Analyza tvorby D-loop struktury RAD51 K304A Vv porovnani
s RAD51 WT. Zvysujici se koncentrace RADS1 (0.5, 1 a 2 uM) byla inkubovana s fluorescenéné zna¢enym
oligonukleotidem (20 nM) a proteinem HOP2-MND1 (300 nM), ktery napomaha tvorbé& D-loop struktury
zachycenim dsDNA (pBSK). (C) Kvantifikace analyzy tvorby D-loop struktury se smérodatnou odchylkou;
na zaklad¢ tfi na sob& nezavislych experimentt.

5.3.3 Disociace RAD51 K304A z ssDNA v pritomnosti RECQ5

Antirekombinaza RECQS5 rozruSuje RADS51 nukleoproteinové vlakno predev§im
prostiednictvim vlastni ATPazové aktivity a ptitomnosti proteinu RPA. Piesny ucel interakce
RECQ5-RADS5I neni zcela znamy. Mutace RECQS v interak¢nim misté RADS51 poukazuje

na omezeni schopnosti helikazy nukleoproteinové vlakno rozrusit. [88] Pro porovnani
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disociace  RAD51 K304A 1z ssDNA v pfitomnosti RECQ5 byla zvolena metoda, kdy
k vytvofenému vlaknu RADS51 WT-ssDNA, piipadné RADS51 K304A-ssDNA byla ptidana
helikdza, spolecné¢ s proteinem RPA. Nasledné¢ byla reakce doplnéna plasmidem
s komplementarnim usekem DNA (Obr. 26A). Vznikly komplex o vy$si molekularni
hmotnosti byl pfi prichodu agar6zovym gelem oproti samotné DNA zpomalen.

Z vysledku analyzy disociace RADS51 z ssDNA vlivem ptisobeni helikazy RECQS5
neni patrny vyrazny rozdil mezi divokym kmenem a mutantem RADS51 K304A (Obr. 26B).
Interakci RAD51 K304A-RECQS5, podobné jako disociaci rekombinazy z ssDNA, bude nutné
detekovat prostiednictvim senzitivnéj$i metody. V grafu je zobrazen rozdil v mnozZstvi

vytvoteného komplexu v pfitomnosti RECQS5 v porovnani s kontrolou samotného proteinu
RPA (Obr. 26C).
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Obr. 26: Disociace RAD51 z ssDNA vlivem pisobeni helikizy RECQ5 (A) Schematické znazornéni
experimentu (vytvofeno v programu Inkscape). (B) Analyza disociace RADS51 K304A z ssDNA v pfitomnosti
RECQ5. Vytvofené nukleoproteinové vlakno RADS1 (2 uM)-ssDNA (40 nM) bylo inkubovano s RPA (100 nM)
a zvysuyjici se koncentraci RECQ5 (40 a 80 nM). Reakce tvorby D-loop struktury byla katalyzovana proteinem
HOP2-MND1 (300 nM). (C) Kvantifikace disociace RAD51 z ssDNA vlivem pisobeni helikizy RECQ5

se smérodatnou odchylkou; procentualni porovnani k primérné hodnot¢ RAD51-RPA (=100 %); na zakladé¢ tii
na sobé nezavislych experimentd.
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6 DISKUZE

V ptipadé poskozeni DNA zajistuje burnika skrze signalni drahy pozastaveni bunééného
cyklu a zahajeni piislusné DNA opravné drahy. Defekty v opravnych mechanismech casto
souvisi s dédicnymi onemocnénimi a vy$§im rizikem vzniku rakoviny. [13,106] Z hlediska
vyvoje efektivni 1é€by nadorovych onemocnéni je dualezit¢é pochopeni bunécnych
mechanismu, které zapticinuji vznik nadoru, podporuji jeho progresi a Casto i rezistenci vici
1écbe.

6.1 Mutace RADS1 asociovana s nadorovym onemocnénim

Centralni ulohu pfi opravé DNA pomoci homologni rekombinace ma protein RADSI.
Bezchybny pribéh homologni rekombinace, ale 1 ochrany a restartu replikacni vidlice
je podminkou pro udrZeni genomové integrity a bunééného pieziti. Navzdory kli¢ové roli
RADS1 nukleoproteinového vldkna musi byt cely proces striktné usmériiovan mnozstvim
regulacnich proteinii a post-translacnich modifikaci. Souvislost mutaci proteinu RADS51
se vznikem karcinomu neni navzdory klicové roli RADS1 zfejma, podobné jako terapeuticky
potencial, se kterym by bylo mozné zlep$it dosavadni 1é¢bu rakoviny. Z toho divodu byla
pro bliz§i charakterizaci zvolena mutace RADS5I F279L asociovdana s nadorovym
onemocnénim.

Vysledky této prace ukazaly, ze mutace RAD51 F279L i pres své umisténi v doméné Loop 2
neomezila DNA-vazebnou afinitu proteinu. Struktura vlakna ani jeho stabilita v pfitomnosti
konkurenéni DNA nebyla mutaci narusena, podobné jako rekombina¢ni aktivita proteinu,
kterd je dokonce nepatrné vyssi nez Vv piipadé RADS1 WT. V dalsim kroku byla ovéfena
disociace vlakna v pfitomnosti fragmentu BRCA2 — BRC motivu, ktery interaguje
S jednotlivymi monomery RADS51, ¢imZ zamezuje jejich oligomerizaci a formovani RADS1-
ssDNA vldkna. Z vysledku této analyzy byl patrny signifikantni rozdil, v ptipadé
RAD51 F279L byla disociace prostfednictvim BRC3 motivu efektivnéjsi. Vzhledem
k mechanismu pusobeni BRC jako prevence formovani vlakna a také skute¢nosti, ze samotna
stabilita vlakna mutanta byla totoznad jako u RADS51 WT, tento vysledek naznacuje zménu
ve vazbé BRCA2 s RADS1, podminénou mutaci F279L. Nasledné tak byla testovana pfimo
interakce RAD51 F279L s BRC3, a to pomoci dvou odlisnych metod. Metoda analyzy vazby
proteini pomoci metody pull-down vsSak ukézala, ze vazba proteini RAD51-BRC,
ale zaroven ani interakce BRC s RAD51 nukleoproteinovym vlaknem nebyla v piipadé
mutanta odliSna. Tento vysledek také jednoznacné potvrdila metoda fluorescencéni polarizace,
kdy mezi divokym kmenem a mutantem nebyl ve vazbé na BRC peptid ziejmy rozdil. To tedy
poukazuje na odliSnost v mechanismu disociace BRC peptidem, nez jakym je pouze samotna
vazebna afinita proteint.

.....

RADSI na ssDNA a usnadiiuje tak i vyménu proteinu RPA, podobné jako v ptipadé zastavené
RF, vzniklé vlakno zaroven stabilizuje. [7,8] Absence tohoto proteinu je embryonalné letalni
ajeho mutace jsou asociovany s vysokou predispozici vzniku karcinomu. [40,109]
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BRCAZ2 interaguje s RAD51 skrze dvé odlisné domény, a to skupinu BRC motivii a CTD
proteinu (exon 27). [46] Na zaklad¢ in vitro experimenti bylo definovano nékolik casto
i protichtidnych mechanismt pisobeni BRC motivii. BRC peptidy pozitivné reguluji RADS51
nukleoproteinové vlakno tim, Ze inhibuji vazbu proteinu RADS51 na dsDNA, redukuji jeho
ATPéazovou aktivitu, ¢imz vlakno stabilizuji a zaroven katalyzuji vyménu fetézct. [47]
V rozporu s touto funkci vsak BRC motivy mohou nukleoproteinové vlakno i destabilizovat,
jelikoz mimikuji strukturu jednotlivych monomerdt RADS1 a zamezuji tak jejich
oligomerizaci a formovani nukleoproteinového vlakna. Jednou z moznych hypotéz regulace
RADS51 prosttednictvim BRCA2 je, ze za normalnich podminek bunky jsou jednotlivé
monomery pomoci BRC izolovany, avSak v ptipad¢ poskozeni jsou dopraveny k mistu
defektu, kde se uvolni a vytvaii nukleoproteinové vlakno. [48]

Jak jiz bylo zminéno, na zaklad¢ detekce nukleoproteinového vldkna v realném case
bylo odhaleno, ze vlakno RADS51 F279L vykazuje vyssi miru disociace v pfitomnosti BRC3
motivu v porovnani s RAD51 WT i piesto, Ze samotna vazba proteint je totozna. To tedy
naznacuje, ze za normalnich podminek BRC udrZuje jednotlivé podjednotky RADS1 F279L
podobné jako u RADS1 WT. V ptipadé poSkozeni vS§ak BRC miize i ptes aktivaci HR dréhy
naddle destabilizovat vytvofené vldkno proteinu s F279L mutaci. Bunka tak muize byt nucena
k opravé defektu zvolit alternativni, potencionalné mutagenni DNA opravnou drahu
(Obr. 27). Tuto hypotézu by bylo mozné ovéfit prostiednictvim invivo experimenti
porovnanim odpovéedi bunéénych linii na poskozeni skrze HR nebo jiné DNA opravné drahy.

® RADS1I WT ® RADS51 F279L
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Obr. 27: Navrzeny model RADS1 F279L. Za normalnich podminek jsou v buiice jednotlivé monomery proteinu
RADS51 wudrzovany pomoci BRC motivii (soucasti proteinu BRCA2), které timto zplsobem zamezuji
oligomerizaci a formovani nukleoproteinového vlakna. Pokud vSak dojde k poskozeni DNA, k iniciaci
homologni rekombinace je nutné vytvofit aktivni formu vlakna, ktera je schopna vyhledat homologni sekvenci
a katalyzovat vyménu fetézcli. V ptipadé mutace F279L je vSak vlakno destabilizovano BRC motivy, neni tedy
schopné dalsiho pribéhu HR. Builka je nucena k opravé defektu zvolit alternativni, potencionalné mutagenni
DNA opravnou drahu (vytvoteno v programu Inkscape).
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Mutace F279L by mohla zarovenn poskytovat vyhodu v progresi nadoru,
a to podobnym zpisobem jako jiz dfive charakterizovany mutant RAD51 G151D, rovnéz
asociovany S nadorovym onemocnénim. Mutace GI51D zvySila v pfitomnosti proteinu
BRCAZ2 invitro rekombina¢ni aktivitu RADS1, ktera v bunce vedla k hyper-rekombinaci
asociované s rezistenci bun¢k vuéi latkam poskozujicim DNA. [110] Mutace F279L sice
zvysila rekombinacni aktivitu proteinu pouze nepatrné, jako je ziejmé z vysledku této prace,
ale v bunce by kombinace s ptusobenim BRCA2 mohla zapfi¢init signifikantné vyssi
rekombinaci vedouci k zvysené rezistenci nddoru vici pisobeni lé¢ebnych latek.

Tato prace tak naznacuje mechanismus, kterym mutace F279L napomaha
pfi zvySovani genomové nestability a akumulaci mutaci, klicovych Vv extenzivnim ristu
karcinomu. Pro dalsi charakterizaci mechanismu by bylo vhodné porovnat aktivitu RADS1
Vv piitomnosti celého proteinu BRCA2, jeho vyuziti in vitro je vSak limitovano obtiznosti
purifikace. Alternativou by mohl byt konstrukt nékolika domén proteinu, mini-BRCA2. [111]
Charakterizace pisobeni BRC motivii je nicméné dulezita i z hlediska terapeutické 1é¢by.
SkuteCnost, ze exprese BRC motivli naruSuje vazbu RADS51 s BRCAZ2, a zpisobuje
tak i zvySenou senzitivitu bun¢k vici ionizujicimu zateni, vedla k vyvoji syntetickych peptidt
mimikujici BRC motivy, které interferuji s RADS1 a zabraniuji formovani nukleoproteinového
vlakna. [112,113] Dalsi vyzkum v oblasti podobnych inhibitord tedy vykazuje potencial
Vv protinadorové terapii.

6.2 Mutace RADS1 mimikujici fosforylaci proteinu

K iniciaci ptislusné opravné drahy, v tomto ptipadé aktivaci DNA opravnych protein,
jako je RADS1 nebo BRCA2, dochazi prostfednictvim signalnich drah. V reakci na poskozeni
je protein RADS1 fosforylovan kindzou Chk1 na pozici 309. Mechanismus, jakym fosforylace
vyvolavd komplikovanou kaskddu dé&ji, nebyl doposud odhalen. Za takovym ucelem
byl v mé praci izolovan a charakterizovan protein RAD51 s mutaci mimikujici jeho
fosforylaci Chkl kinazou — RAD51 T309D. Vzhledem k lokalizaci mutace a negativnimu
naboji kyseliny asparagové bylo nutné ovéfit, zda samotna mutace nenarusila DNA-vazebnou
afinitu proteinu. Z vysledku analyzy pomoci metody EMSA je zifejmé, Ze vazba proteinu
na DNA nebyla mutaci naruSena. Nésledné vSak byla testovéna stabilita a kinetika tvorby
nukleoproteinového vlakna, kdy zatimco stabilita vldkna byla obdobna jako v ptipadé
RAD51 WT, kinetika tvorby RAD51 T309D-ssDNA byla signifikantné odlisna. To by tedy
znamenalo, Ze v disledku fosforylace dochazi ke zméné struktury vlakna. Avsak z vysledku
analyzy ochrany DNA pied nukleolytickou degradaci nebyl patrny Zadny strukturni rozdil
mezi divokym kmenem RADS1 a proteinem fosforylovanym, coz ale nevylucuje moznost,
ze pouzitim jiné, senzitivnéj$i metody by zménu struktury vlakna bylo mozné detekovat.

Chk1 kindza nicméné fosforyluje také protein BRCA2. Tato fosforylace ma piimy vliv
na vazbu ¢asti BRCA2 — exonu 27 s RAD51. Podle invivo vysledktu fosforylace BRCA2
zpisobuje uvolnéni navazaného RAD51. [103] Ulohou exonu 27 je stabilizovat vytvoiené
RAD51-ssDNA vlakno. [46] Jednou z moznych hypotéz tedy bylo, Ze fosforylace RADS51
muze vazbu s BRCA?2 ovlivnit podobnym zptsobem. V dalSim kroku tedy byla navrzena esej
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detekujici interakci RADS1 T309D s exonem 27 pomoci fluorescencni polarizace. Vysledek
analyzy tuto hypotézu potvrdil, nebot’ interakce v pifipad¢ fosforylovaného proteinu byla
signifikantné¢ vyssi oproti RADS51 WT. Béhem iniciacni faze opravy je tedy diilezitd nejen
fosforylace BRCA2, ale také fosforylace rekombindzy RADS51. Pfedmétem navazujicich
experimentl tak bude detailnéjsi pochopeni mechanismu interakce téchto proteinti, naptiklad
porovnanim vazby v ptipad¢ obou fosforylovanych proteinii nebo exonu 27 s RAD51 T309D-
ssDNA vlaknem.
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Obr. 28: Navrzeny model RAD51 T309D. Za normalnich podminek v buiice interaguje BRCA2-exon 27
s RAD5L1 (1). V reakci na poskozeni Chk1 fosforyluje s proteiny BRCA2 (2) a RAD51 (3). Fosforylace RAD51
stimuluje vazbu rekombinazy na BRCA2-exon 27 dulezitou pro iniciaci opravy poskozeni. Nasledné Chkl
fosforyluje protein BRCA2, ¢imz dochazi k uvolnéni rekombindzy z exonu 27 a formovani nukleoproteinového
vlakna. Pfedmétem navazujicich experimentd bude interakce mezi obéma fosforylovanymi proteiny (4).
(vytvoieno v programu Inkscape).

6.3 Interakcéni doména RECQS5-RAD51

V souvislosti s nadorovym onemocnénim v§ak musi byt aktivita RAD51 regulovana
zaroven negativné, jinak mize vést k akumulaci toxickych rekombina¢nich meziprodukti
a ke vzniku chromosomélnich aberaci. [59,60] U mnoha typti nadori byla mimo jiné
zaznamenana zvysSend exprese RADS1, vedouci k rezistenci vic¢i dosavadni 1é¢be, podobné
jako v ptipad¢ zvySené rekombinacni aktivity mutace RADS51 G151D nebo potencialné
RADS51 F279L, charakterizované v této praci. [24,25,110] Z dtivodu mozného terapeutického
vyuziti je tedy dilezité se mechanismem negativni regulace zabyvat detailnéji.

Jak jiz bylo zminéno, helikdza RECQS5 negativné reguluje aktivitu RADSI1
prostiednictvim disociace proteinu z ssSDNA. Nezbytnou podminkou regulace je ATP
hydrolyza RECQS5 a pfitomnost SSDNA vazebného proteinu RPA. [83] Dalsim faktorem
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disociace by mohla byt i interakce proteini RADS51-RECQS5. Tato hypotéza byla podpoiena
skutecnosti, ze mutace proteinu RECQS5 v interakénim misté¢ s RADS51 vyraznym zplisobem
omezuje miru disociace rekombinazy. [88] I pfesto konkrétni mechanismus disociace RADS1
Z ssDNA zatim neni zcela znamy.

Zatimco vazebna oblast RADS1 proteinu RECQS jiz byla zmapovana, cilem této prace
bylo definovat misto interakce i u RADS1. [88] Odhaleni vazebné domény je zésadni nejen
Z hlediska charakterizace mechanismu negativni regulace, ale také z divodu porovnani,
zda se oblast nepfekryva s mistem mutaci asociovanych Snadorovym onemocnénim.
V této praci byla detekovana potencionalni interakéni doména RECQ5-RADS1, a to v C-
terminalni ¢asti RADS51 na pozici Tyr 301 - Gly 307. Tato oblast se nachazi v blizkosti vazby
ATP, interakce monomert proteinu, ale také mista fosforylace Chkl kinazou - Thr 309,
charakterizovaného v této praci. V misté interakéni domény se nachazi také mutace RADSI
G307V asociovand s malignim melanomem nebo mutace G307W identifikovana
u Endometrialniho karcinom. [114] Tyto mutace budou Vv navazujici studii izolovany
a charakterizovany v souvislosti s defektem v negativni regulaci spojenym s rozvojem nadoru.

Na zaklad¢ vysledku detekované vazebné domény byl vygenerovan protein RAD51
s mutaci v misté interakce — RAD51 K304A. Charakterizace zakladnich vlastnosti proteinu
podstatna pro naslednou analyzu interakce ukéazala, ze DNA-vazebna afinita ani rekombinacni
aktivita nebyla mutaci narusena. Aktivita RAD51 K304A v pribéhu rekombinace in vitro
simulované pomoci metody analyzy D-loop struktury je naopak signifikantné vyssi.
Prostfednictvim obdobné metody byla porovnana i disociace RAD51 K304A prostfednictvim
RECQ5. Zvysledku analyzy vSak neni patrny vyrazny rozdil mezi divokym kmenem
a mutantem RADS51 K304A. I pfesto tento vysledek jednoznac¢né nevylouc¢il moznost, Ze
misto vazby RAD51-RECQ5 (Tyr 301 - Gly 307) definované v této praci odpovida interakéni
doméné téchto proteint. PfiCinou interakce muze byt komplexnost vazby RAD51-RECQS5,
substituce jedné¢ aminokyseliny nemusela interakci proteinti dostatecné narusit. Nasledné tak
bude navrZena rozsahlejSi substituce nebo delece v misté¢ urCené vazebné domény, kterd
by mohla mit na interakci proteind vétsi vliv. Divodem, pro¢ rozdil neni pozorovatelny, mize
byt také, Ze zvolend metoda analyzy pomoci struktury D-loop neni dostatecné senzitivni.
Vysledky tak bude nutné ovéfit pomoci jinych metod, naptiklad technologie BLItz, Stopped
flow nebo ve spolupraci s laboratoti Dr. Eric C. Greene (Columbia University, USA) metodou
DNA curtains.

Pro potvrzeni detekované interakéni domény RADS1-RECQ5 bude v navazujicich
experimentech nutné optimalizovat metodu, ktera umozni sledovat samotnou vazbu proteint,
diky niz bude pozorovatelny rozdil v interakci RADS51 WT sRECQS5. Nasledné bude
predmétem analyzy vliv interakce na funkci RECQS5 jako antirekombinazy, kdy jednou
z moznych hypotéz tulohy vazby RECQS5-RAD51 je efektivngjsi navazani helikazy
na nukleoproteinové vlakno. Charakterizace mechanismu funkce RECQS5 je klicova pro dalsi
terapeutické vyuziti v souvislosti s rezistenci nadord, napiiklad pii vyuziti latek zvySujicich
expresi nebo aktivitu antirekombinazy.
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Obr.29: Navrzeny model RAD51A301-307. Nukleoproteinové vlakno RADS1 WT je v pribéhu HR,
ato predevs§im v zavéreéné fazi procesu, negativné regulovano. Regulace prostfednictvim antirekombinaz
je vsak dilezitd také jako preventivni krok iniciace toxické rekombinace. Mutace s defektem ve vazbé
s antireckombindzou RECQS5 ovliviiuje jeji aktivitu Snaslednym snizenim regulace HR indukujici vznik
rekombina¢nich meziproduktli a chromosomalnich aberaci (vytvofeno v programu Inkscape).
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7 ZAVER

K vyvoji efektivni terapeutické 1€cby nadorovych onemocnéni je nezbytné pochopeni
bunécnych mechanismt, které se podili na vzniku nédoru, jeho nasledné progresi a casto
I rezistenci vi¢i dosavadni 1é€bé. Mezi hlavni znaky nadorové buiky patii mimo jiné
genomova nestabilita, mnohdy spojend s mutaci v nékterém z DNA opravnych proteint.
V buiikach riiznych typt nadort se vyskytuji ¢etné alterace klicového proteinu HR — RADS51.
Porozuméni souvislosti mutaci RADS1 s rozvojem karcinomu je nezbytné k vyvoji cilené
aucinné 1é¢by. Ztoho diavodu jednou z mutaci zvolenych k bliz§i charakterizaci byla
RAD51 F279L, asociovana snadorovym onemocnénim. V této praci byl naznacen
mechanismus, jakym mutace F279L prostfednictvim vazby proteinu s hlavnim
rekombina¢nim mediatorem BRCA2 mize piispivat K progresi bunky do maligniho stavu,
ale zaroven i rezistenci nadoru vici standardni 1é¢bé.

V reakci na poskozeni DNA dochazi k aktivaci DNA opravnych proteind prostiednictvim
posttransla¢nich uprav proteint kinazami, které tak zajist'uji iniciaci opravy defektu. Protein
RAD51 je v piipadé poskozeni, podobné jako BRCA2, fosforylovan Chkl kinazou. Ptesny
mechanismus, jakym nasledné dochazi pomoci téchto dvou proteint k opravé defektu, nebyl
doposud znamy. V této praci bylo odhaleno, jakym zplsobem je oprava poskozeni
prostfednictvim této fosforylace regulovana. Zatimco fosforylace BRCA2 zptisobuje uvolnéni
vazby s RAD5S1, v pripadé fosforylace RADS]1 je tato vazba naopak stimulovana. Fosforylace
Chkl1 kinazou tak s ¢asovou navaznosti reguluje vazbu RAD51-BRCA2, a tim i vyslednou
opravu poskozeni.

U mnoha typi karcinomi byla kromé alteraci proteinu RAD51 zaznamenana i jeho
zvySena aktivita nebo exprese, spojena s rezistenci nddoru vici dosavadni 1é¢be. Terapeuticky
potencial vtomto ohledu nabizi skupina antireckombindz, které negativné reguluji aktivitu
RADS51, mezi nimi napiiklad helikdza RECQS. Jednim z cilii této prace bylo definovat
potenciondlni interakéni misto RADS1 s antirekombindzou RECQS5 a porovnat ulohu vazby
Vv zavislosti na samotném mechanismu regulace RECQS5. Interakéni doména RADS51-RECQ5
identifikovand v této praci se nachazi v C-terminalni ¢asti RADS1, v blizkosti vazby ATP,
interakce jednotlivych monomer proteinu, ale také fosforylace proteinu Chkl kinazou.
V misté¢ vazby se také nachazi nékteré z mutaci RADS51 asociovanych s melanomem
nebo nadorem endometria. Pfedmétem navazujici studie tak bude ovéteni vlivu interakce
na funkeci helikazy.

V mé praci SOC byla prostiednictvim biochemické a biofyzikalni charakterizace mutaci
RAD51 navrzena mozna molekularni podstata rozvoje karcinomu s defektem v HR a jeho
rezistence vuci pusobeni dosavadni 1€€by. Mimo to byla odkryta tiloha fosforylace proteinu
RADS1 v reakci na poskozeni a nasledné iniciaci DNA opravy, ale také interakéni doména
S jednim z jeho negativnich regulatorti.
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8 SEZNAM ZKRATEK

alternativni prodluzovani telomer

ALT (z angl. alternative lengthening of telomeres)

AMP ampicilin

APS peroxodisiran amonny (z angl. ammonium persulfate)

ATM serin/threonin protein kinaza (z angl. ataxia telangiectasia mutated)
ATP adenosintrifostat

ATR serin/threonin protein kinaza (z angl. ATM and Rad3 related)
BER bazova excisni oprava (z angl. base excision repair)

BIR zlomem indukovana replikace (z angl. break-induced replication)
BRCA2 (z angl. Breast Cancer Susceptibility Protein 2)

BSA hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

CAM chloramfenikol

CBB lyzacni pufr (z angl. cell breakage buffer)

CTD C-terminalni doména

DBD (z angl. DNA/DSS1-binding domain)

DDR reakce na poskozeni (z angl. DNA damage response)

dH20 destilovana voda

D-loop (z angl. displacement loop)

DNA deoxyribonukleova kyselina

DSB dvoutetézcovy zlom (z angl. double-strand break)

DSBR klasicka oprava DSB (z angl. double-strand break repair)

dsDNA dvoufetézcové vliakno DNA

E. coli Escherichia coli

EDTA kyselina ethyléndiamintetraoctova

EMSA gelova retardacni esej (z angl. electrophoretic mobility shift assay)
F279L zaména fenylalaninu za leucin na 279. pozici

FBH1 (z angl. F-box-containing DNA helicase 1)

FPLC proteinova chromatografie (z angl. fast protein liquid chromatography)
GTH glutathion
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HJ

HR
HRDC
Chk1
Chk2
ICL
IPTG
K304A
kDa
MMR
MRN
NER
NHEJ
NP40
OB
ODeé0o
PAGE
pBSK
PCNA
PCR
pH

Pl

PK
Plk1
PMSF
RF
RNAPII
RPA
RPM
RQC

Hollidayovy spoje (z angl. Holliday junction)

homologni rekombinace

helikdzova RNazovaD C-termindlni doména

Checkpoint kinaza 1

Checkpoint kinaza 2

mezi-fetézcovy spoj v DNA (z angl. interstrand cross-link)
izopropyl B-D-1-thiogalaktopyran osid

zaména lysinu za alanin na 304. pozici

kilo Dalton

oprava chybného parovani (z angl. mismatch repair)
MRE11/RAD50/NBS1 komplex

nukleotidova excisni oprava (z angl. nucleotide excision repair)
nehomologni spojovani koncti (z angl. nonhomologous end-joining)
Nonidet P40

(z angl. oligonucleotide/oligosaccharide-binding)

opticka hustota metfend pti vinové délce 600nm (z angl. optical density)
polyakrylamidova gelova elektroforéza

plasmid Bluescript

(z angl. Proliferating cell nuclear antigen)

polymerdzova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
vodikovy exponent (z angl. potential of hydrogen)

protedzové inhibitory

proteindza K

Polo-like kinaza 1

fenylmethansulfonylfluorid

replikaéni vidlice

RNA polymeraza I1

replikacni protein A

otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)

RecQ karboxy-terminalni doména
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S. cerevisiae

SDS
SDSA

SSA
SSB
SSDNA
T309D
TAE
TBE
TEMED
uv

WT

Saccharomyces cerevisiae

dodecylsulfat sodny

nasedani komplementarnich tseka zévislé na syntéze DNA
(z angl. synthesis-dependent strand annealing)

nasedani fetézcu (z angl. single strand annealing)
jednotetézcovy zlom (z angl. single strand break)
jednofetézcové vlakno DNA

zémeéna threoninu za kyselinu asparagovou na 309. pozici
Tris/Acetat/EDTA

Tris/Borat/EDTA

N,N,N‘,N* — tetramethylethyléndiamin

ultrafialové

divoky kmen (z angl. wild-type)
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