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Anotace

Replikace bunécné DNA je esencialni pro spravny prubéh bunééného cyklu. Nase bunky
jsou vsak neustale vystavovany exogennim a endogennim zdrojim replika¢niho stresu, ktery
muze vést ke genomické nestabilité a k rozvoji nadorovych onemocnéni. Jednim z klicovych
faktori podilejicich se na stabilizaci replika¢ni vidlice je protein WRNIP1. WRNIP1 je
interakénim partnerem WRN helikdzy. Mutace v genu kédujicim WRN zplsobuje Werneriv
syndrom, coZ je autosomalni recesivni onemocnéni zplsobujici pfed¢asné starnuti. AvSak
pfesna uloha WRNIP1 pii DNA replikaci zlstava nejasna. V této praci byl odhalen
mechanismus, kterym se WRNIP1 podili na restartovani zastavené replikacni vidlice, kde
WRNIP1 naseda na revertovanou replikaéni vidlici a stimuluje polymerdzovou extenzi pomoci
destabilizace RADS51 vlakna. Tim WRNIP1 umoziuje restartovani DNA replikace a brani
kolapsu replika¢ni vidlice a prohloubeni replikacniho stresu. Tato prace tedy piispiva
k porozuméni tilloze proteinu WRNIP1 a mechanismu, kterym se podili na udrzovani genomové
stability bunck.

Klicova slova

Odpoveéd’ na replikacni stres; replikace DNA; udrzeni genomové stability; WRNIP1

Annotation

Replication of cellular DNA is essential for the proper cell cycle progression. Our cells
are constantly exposed to exogenous and endogenous sources of replication stress which can
lead to genome instability and development of tumour diseases. One of the crucial factors that
participate in stabilizing replication fork is WRNIP1 protein. WRNIP1 is WRN helicase
interaction partner. Mutation in WRN gene is responsible for Werner syndrome which is
autosomal recessive disease causing premature aging. However, role of WRNIP1 during DNA
replication remains elusive. This works uncovers a mechanism by which WRNIP1 mediates
restart of stalled replication forks where WRNIP1 associates with reversed replication fork and
stimulates polymerase extension by destabilization of RAD51 filament. Thereby WRNIP1
enables DNA replication restart and prevents replication fork collapse and replication stress.
This work thus contributes to understanding of the role of WRNIP1 protein and the mechanism
by which it participates in maintaining genome stability.
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dNTP — deoxyribonukleotid trifosfat (z angl. deoxyribonucleotide triphosphate)
DSBR — oprava dvoufetézcovych zlomti pomoci HR (z angl. double-strand break repair)
DTT — dithiotreitol
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EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
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EME1 —endonukledza EME1
EXO1 — exonukledza 1
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PIP — PCNA protein interakéni doména (z angl. PCNA interacting protein)

PK — proteinaza K

PML — promyleocyticka leukémie

PMSF — fenylmethansulfonylfluorid (z angl. Phenylmethane sulfonyl fluoride)
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PTIP — protein interagujici s PAX 1 (z angl. PAX-interacting protein 1)

RAD no. — protein radia¢ni sensitivity (z angl. radiation sensitive), no. reprezentuje
jednociferné nebo dvouciferné ¢islo
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SCF — komplex SKP-Cullin-(F-box) obsahujici protein
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SMARCAL1 — protein 1 podobny podskupiné¢ A SWI/SNF ptibuznych, s matrixem
asociovanych, aktin dependentnich regulatorti chromatinu (z angl. SWI/SNF-related matrix-
associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A-like protein 1)

Srs2 —supresor RADG (z angl. suppressor of Rad Six)

SSB —protein vazajici jednovlidknovou DNA (single strand binding protein)
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XRCC3 — (z angl. X-Ray repair cross-complementing protein 3), paralog RAD51
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RAN-binding domain-containing protein 3)

y-H2AX — fosforylovany protein X H2A histonoveé skupiny
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UvoD

Pro uspésné bunécné déleni je nezbytné zdvojit s co nejveétsi presnosti bunécnou
deoxyribonukleovou kyselinu, (DNA), ktera je nositelkou genetické informace a tidi vyvoj,
stavbu a funkci celého organismu. Za zdvojeni DNA je zodpovédny replisom — komplex
proteini replikaéni maSinérie, ktery je zodpovédny za separaci vldken DNA a syntézu
komplementarnich vlaken.

Buriky jsou neustale vystavovany exogennim i endogennim zdrojim poskozujicim DNA,
v disledku ¢ehoz muze béhem DNA replikace dochazet ke zpomaleni, ¢i dokonce k zastaveni
postupu replikacni vidlice. Z tohoto diivodu si buniky jako odpovéd’ na tento replikacni stres
vytvofily n€kolik drah, které umoziiuji stabilizaci a progresi replikacni vidlice, pfi¢emz tyto

drahy musi byt navic ptesné regulovany.

Jednim z proteini nezbytnych pro regulaci a stabilizaci replika¢ni vidlice je Werner
helicase interacting protein 1 (WRNIP1). Jeho absence vede k degradaci a kolapsu zastavené
replikaéni vidlice, extenzivnimu DNA poskozeni a chromozomalnim aberacim [1], a tim
potencialné 1 ke vzniku a rozvoji nddorovych onemocnéni. Mechanismus, kterym WRNIP1

brani nukleolytickému $té€peni a udrzuje genomovou stabilitu, vSak dosud nebyl zcela objasnén.

Tato prace se zabyva zkoumanim DNA vazebnych preferenci WRNIP1 a jeho interakci
s proteinem RADS51. Pomoci biochemické analyzy se podafilo odhalit funkéni vyznam
interakce téchto proteini. WRNIP1 stimuluje disociaci RAD51 podjednotek z DNA a narusuje
jeho nukleoproteinovy filament. Tim WRNIP1 umoziluje obnovit syntézu DNA na zastavené
replikaéni vidlici a restart DNA replikace. Pfedlozend prace tedy odhaluje mechanismus,
kterym se WRNIP1 muze podilet na ochrané pted replikaénim stresem a na udrzovani stability
genomul.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Replikace bunééné DNA

vvvvvv

opakujicimi se jednotkami — nukleotidy, které se skladaji z baze, cukru a fosfatového zbytku.
Témito bazemi jsou cytosin, guanin, adenin a thymin. Bunky uchovavaji svou genetickou
informaci ve dvousroubovici neboli duplexu DNA, kde jsou jednotliva vlakna spojena
vodikovymi mistky. Useky DNA, které koduji RNA nebo proteiny, se nazyvaji geny. Tyto
useky jsou piepisovany do RNA, kterou koduji. Pokud se jedna o gen kodujici protein, pak je
prepsand RNA jesté prekddovana do sekvence aminokyselin. Pro bunky je zivotné dilezité
vyhnout se pfipadnému poskozeni téchto tisekti DNA. Pokud dojde k poSkozeni genti, mohou

bunky vytvoftit neuplny, nefunkéni, nebo dokonce potencialné nebezpecny protein, nebo RNA

2.

Lidska DNA je neustale vystavovana poskozujicim vlivim (obr. 1), které mohou byt
exogenni, nebo endogenni. Mezi exogenni vlivy patii UV a ionizujici zafeni a genotoxické
chemikalie (napf. polycyklické aromatické uhlovodiky) a mezi endogenni vlivy fadime
produkty metabolismu, zejména reaktivni formy Kkysliku (napt. superoxidové anionty).
Nicméné béhem evoluce se vyvinula cela fada DNA opravnych drah, které jsou poskozenou

DNA schopny opravit [3].

Rentgenové zareni UVzareni Rentgenove zareni Chyby pri replikaci
Oxidacni inidla Polycyklické aromatické  Protinadorové substraty
Alkylacni cinidla uhlovediky (ciz-Pt, MMC)

Spontani premény

Pfemé&nény uracil £-4 fotoprodukty Meziretézcové crosslinky  A-G chybné pary
Abazové nukleotidy Cyklopentanpyrimidinové Dvouretézcové zlomy C-Tchybné pary
8-Oxoguanin dimery inserce
Jednofetézcovy zlom Adkuty na DNA delece

Obr.1: Schéma moznych lézi DNA. Pievzato a upraveno [3]

v

Nejrizikovéjsi je poSkozeni DNA pii replikaci. Replikace probiha béhem tzv. S-faze
neboli syntetické faze bunéného cyklu (obr. 2), kterym buiika prochdzi pti kazdém bunécném
déleni [4].
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Pro iniciaci replikace je dilezity replikaéni pocatek, jichZz je na eukaryotickém
chromozomu mnoho. Jedné se o sekvenci bohatou na A-T nukleotidové pary, kterou rozpozna
pocatku separuji. Na ty nasednou helikazy, nasledované primazami a poté celym replisomem.
Tento proces nazyvame vzplanuti replikacniho poc¢atku. Vzniklé replika¢ni vidlice se zastavuji
az tehdy, kdyz dokon¢i syntézu chromozomu, nebo kdyz se stfetnou s jinou replikacni vidlici.
Kromé téchto fyziologickych jevii mize byt vidlice zastavena i necekanymi piekazkami jako
napiiklad DNA adukty, ¢i intermediaty opravnych drah [4, 5].

Bufka hleda chyby v
duplikovane DNA, které

je treba opravit M - _
v, &t
3 "-.I-’L‘_,Gﬁﬁhezeﬂ E']I
4% _ ' 1
Replikace
chromozomalni 5 a .
Buncny obsah wyjma
DNA Vi vy

chromozomi je
replikovan

3

Tastaveni
bunétneho cyklu

%

Obr. 2: Schéma bunécéného cyklu. Pievzato a upraveno[6]

Napfti¢ druhy se lisi proteiny, které jsou soucasti replisomu, avSak zékladni struktura a
funkce jeho komponent je stejna (obr. 3). Replika¢ni polymerdzy stabilizuje na rozhrani
jednovlaknové DNA (ssDNA) a duplexu svorka a obé svorky drzi pohromadé svorkovy drzak.
Helikaza piitom posouva rozpletenou DNA smérem k polymerazam. Na zpozd'ujicim se vlakné
pritom primaza syntetizuje nové primery pro polymerazu zpozd'ujiciho se vlakna, kterou je u
eukaryot polymeraza 8. Protein vazajici ssDNA chrani jesté syntetizovanou ssDNA, pii¢emz
nebrani polymeraze v extenzi. Ponévadz replikacni polymerazy maji procesivitu ve sméru
5‘—>3¢, dochazi na zpozd'ujicim se vlakné k vytvofeni smycky, na které jsou syntetizovany
Okazakiho fragmenty. Tento jev vyzaduje recyklaci polymerazy. Po dokonéeni syntézy
Okazakiho fragmentu a kolizi polymerazy s pfedchozim primerem dochazi k uvolnéni svorky,
poté drzak navaze novou svorku, ktera se navaze na nasledujici primer, a polymeraza, jez na ni

nasedne, za¢ne znovu syntézu [7].
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Progrese replika¢ni vidlice miize byt zpomalena, nebo zastavena jak endogennimi, tak
exogennimi vlivy. Mezi endogenni vlivy patii topologicky stres, ktery vznika pii rozplétani
DNA duplexu. K topologickému stresu mtize dojit také tehdy, setkaji-li se dvé protichiidné
replika¢ni vidlice, ale vznikly stres je za normalnich podminek uvolnén pomoci topoisomeraz.
Dalsi endogenni pfekazkou muze byt kolize transkripéni a replika¢ni maSinérie. Tuto
piekazku feSi RNA nukledzy nebo RNA helikdzy. Mezi dalsi problémy, které mohou zptlisobit
zastaveni replikacni vidlice a pfipadné jeji kolaps, fadime sekundarni DNA struktury (napt. G4-
kvadruplexy). Nejvétsim problémem je poskozena DNA, kovalentné navazané proteiny na
DNA, meziprodukty DNA opravnych drah, kterymi jsou zlomy fetézch DNA a DNA
adukty, tedy pozménéné baze, ¢i nukleotidy. Tyto piekazky mohou byt vytvoreny UV ¢i
ionizujicim zafenim, polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky, oxidanty nebo produkty
metabolismu bunky[5, 8, 9].
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Kromé téchto fyzickych prekazek replikace DNA muZe dojit ke zpomaleni replikacni
vidlice depleci bunécnych deoxynukleosid trifosfata (dNTPs). Ty jsou stavebnimi
jednotkami pro tvorbu novych vldken DNA. Nedostatek dTNPs muze zplsobit zastaveni
progrese replika¢ni vidlice, ptfipadné i jeji kolaps. Pokud nedosyntetizovany chromozom
pretrva do M faze bunécného cyklu, miize predstavovat prekdzku pro segregaci sesterskych
chromatid. Mezi latky zptsobujici depleci dNTPs patii napiiklad hydroxyurea (HU), ktera
inhibuje produkci dNTPs [5, 10].

Il onAadukt
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[l intermediaty opravnych drah DNA

/—{ednofetézcov{t zlom

m] Kolize replikace a transkripce

N

RNA polymeraza

m Kovalentné navazany protein

[] sekundarni struktura na replikovaném viaknu

i

G-quadruplex DNA

[l Topologicky stres

Obr. 4: Shrnuti prrekazek progrese replikacni vidlice. Ptevzato a upraveno [5]
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1.2 Odpovéd’ organismu na replikacni stres

Replikacni stres je definovan jako pfechodné zpomaleni nebo zastaveni replikacni vidlice
jako odpovéd’ na prekazky v jeji progresi. Pokud se poskozeni DNA vyskytne na zpozd'ujicim
se vlakné replikacni vidlice, mize dojit k obejiti, kdy zlstane ¢ast Okazakiho fragmentu
nesyntetizovana, nicméné syntéza dalsiho jiz pokracuje standardné. V genomu tak zlistane na
zpozd'ujicim se se vlakné region ssDNA o velikosti mensi nez 400 bazi. Poskozeni je nasledné
opraveno a chybé&jici DNA je syntetizovana postreplikacné. Avsak vyskytne-li se poSkozeni na
vedoucim vlakné, predstavuje absolutni blok, pii kterém dochazi k zastavé postupu replikacni
vidlice [11].

Zastaveni replikacni vidlice mtize aktivovat nové replikacni pocatky, které jsou u
eukaryot tzv. spici a umozni dokonceni replikace z opacné strany. V regionech, kde tyto spici
pocatky chybi, je vSak potfeba zastavené vidlice restartovat, jinak dochazi k nedokonceni

replikace DNA a k ohroZeni genomické stability bunék [12].

Prvnim zpisobem odpovédi na replikacni stres je translézni syntéza. Pii té je na
zastaveném replisomu replikacni polymeraza € vyménéna za tzv. translézni polymerdzu. Tyto
polymerazy se vyznacuji tim, Ze v misté poskozeni dokazi inkorporovat spravnou nebo $patnou
bazi naproti poskozenému nukleotidu, a tim 1ézi pieklenout. Bunky si vyvinuly tento
mechanismus proto, aby nedochazelo k dlouhym ¢asovym tsekim, béhem nichz by byla
replika¢ni vidlice zastavena, coz by mohlo vést k jejimu kolapsu, a to i za cenu vzniku mutaci
v genomu. Kli¢ovou ulohu v této drdze ma PCNA (z angl. proliferating cell nuclear antigen),
jenz je eukaryotickou svorkou, ktera je na DNA navazana RFC komplexem a interaguje s nim
pies konzervovany motiv zvany PIP (PCNA interacting protein) box. PCNA je pii kontaktu
s poskozenim kovalentné¢ modifikovdna pfipojenim signalniho proteinu ubikvitinu na
konzervovany lysin 164. Tato monoubikvitinace ma za nasledek disociaci replikacni
polymerazy a navazani translézni polymerazy.

Translézni polymerazy n, 1 a Revl mohou byt samy o sobé monoubikvitinovany; tato
modifikace mize bud’ indukovat jejich vyménu za jinou translézni polymerazu, kdy jedna
polymeraza vlozi nukleotid naproti poskozeni a druhd nasyntetizuje né¢kolik nukleotidii za ni,
anebo muize monoubikvitinace zablokovat interakci polymerazy s monoubikvitinovanym
PCNA a indukovat tim jeji disociaci [13].
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Obr. 5: Schéma Translézni syntézy. Pievzato a upraveno [13]

Pokud je zastavena replikacni polymerdza, dochdzi k ubikvitinaci PCNA, vyméné za transléznich polymerazy,

extenzi za lézi, mozné deubikvitinaci, vvmeéné translézni polymerdzy zpét za replikacni a pokracovani v extenzi.
Na TLS muze mit vliv i konjugace SUMO (small ubiquibin-like modifier) peptidu, ktery
podobné jako ubikvitin modifikuje lysin 164. V kvasinkach tato modifikace rekrutuje Srs2
helikazu, ktera je antagonistou Rad51-dependentni homologni rekombinaci (HR). Tim je
dosazeno opraveni klasickych a replikaéné-asociovanych DSBs pomoci mechanismil

nezavislych na HR [14].

Druhym zptsobem, jak se buiiky mohou vypotadat se zastavenim replika¢ni vidlice je
repriming. Kli¢ovym enzymem pro repriming je PrimPol (z angl. primase/polymerase), ktery
obnovuje syntézu DNA za posSkozenim. Tato draha za sebou nechavd mezeru s poskozenim,
kterd musi byt dosyntetizovana po replikaci. Tim nedochazi ke zpomaleni replika¢ni vidlice,
ale ke vzniku nadmérného mnozstvi ssDNA mezer, jeZz mize vést k chromozomalnim aberacim
[13, 15].

Vzniklad jednofetézcova mezera muze byt ndsledné opravena bud’ translézni syntézou,
jejiz prubeh je stejny jako pii zastaveni replikacni vidlice (viz vysSe), nebo miize byt mezera
alternativné opravena vymeénou templatu (TS). Ta je indukovana polyubikvitinaci, pfi niz je
PCNA kovalentné modifikovana fetézem slozenym z nékolika spojenych jednotek ubikvitinu.
Za tuto modifikaci jsou odpovédné proteiny RAD6, RADI18 a na rozdil od TLS také UBC13 a
MMS2 a SHRP nebo HLTF. Polyubikvitinovand PCNA pak stimuluje opravu chybé&jiciho
useku pomoci HR, pfi niz se na zablokovaném vznikajicim vlakné nebo na paretalnim fetézci
utvoii RADS1 vlakno, které vyhleda homologii na sesterské chromatidé, a podle niz je nasledné
syntetizovan chybéjici tsek pomoci DSBR (z angl. double-strand break repair) nebo SDSA (z
angl. synthesis-dependent strand annealing) (obr. 6) [12, 16].
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Ttetim zpusobem odpovédi na replikacni stres je replikace indukovana zlomem (BIR,
z angl. break-induced replication). Dochazi k nému tehdy, kdyZ se na vedoucim vlakné
replika¢ni vidlice vyskytne jednofetézcovy zlom, ktery pfetrva az do srdzky s replikacni
masinérii, ¢imz dojde ke vzniku jednostranného dvoutetézcového zlomu (DSB, z angl.
doublestrand break). Mtize k nému dojit také zlomenim vidlice pii delsi prodlevé pied restartem
vidlice, nebo pokud se restartu nepodafi dosahnout jinou drahou odpovédi na replikacni stres.
BIR je jednou z variaci homologni rekombinace, pfi niz je 5 konec nukleoliticky degradovan,
a RADSI vytvoii na 3° pfevisu pravotocivy presynapticky filament, ktery vyhledd homologii
na sesterské chromatidé, vytvoii se D-smycka a dochazi k extenzi obou vlaken uzivajicich D-
smycku, jez se pohybuje spolu s replisomem, jako templat. Timto zplisobem muze byt
replikovan cely zbytek chromozomu. Na rozdil od jiné variace homologni rekombinace, jez se
nazyva spojovani vlaken zavislé na syntéze (SDSA, z angl. synthesis-dependent strand
annealing), vyuziva BIR syntézu vedouciho i zpozd'ujiciho se ramene, zatimco SDSA vyuziva
pouze syntézu ramene vedouciho (obr. 6). Stejné¢ jako u ostatnich variaci homologni
rekombinace dochazi ke ztraté¢ heterozygosity, pokud je organismus polymorfni a pokud
probéhne mezi sesterskymi alelami. Kolaps a zlomeni replikaéni vidlice je hlavnim zdrojem

genomové nestability vedouci ke karcinogenezi. Proto buiiky pfednostné voli ostatni drahy
restartu vidlice. [11, 17, 18].

Obr. 6:Schéma replikace indukované zlomem (BIR) v porovnani s ostatnimi variacemi HR. Ptevzato [17]

Posledni a nejdynamictéjsi odpoveédi na replikacni stres je reverze replikacni vidlice.
Pohled na tuto drdhu se v pribéhu let vyrazné¢ zménil. Dfive se uvazovalo, Ze se jedna o
patologicky dasledek zastaveni replikace. Nyni se na reverzi replika¢ni vidlice nahlizi jako na
univerzalni odpovéd’ organismu na vSechny druhy replikacniho stresu, pii niz dava prechodna
regrese replikacni vidlice buitkdm prostor k feSeni problému. VSechna poSkozeni a vliv reverze

zastavené replikacni vidlice jsou ptehledné shrnuta na obr. 7 [19-21].
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Obr. 7: Shrnuti viivu reverze replikacni vidlice na jednotlivé druhy replikacniho stresu. Pievzato a
upraveno[20]

Proces reverze replika¢ni vidlice se sklada z odvijeni dcefinych vlaken DNA, spojeni

matetskych vlaken a spojeni dcefinych vlaken, které formuji regresované rameno (Obr. 8) [20].

Replika¢ni vidlice mize revertovat pomoci nékolika mechanismi. Pii zastaveni
replika¢ni vidlice dochazi nejprve k ¢aste¢nému nahrazeni RPA, ktery vaze ssDNA mezeru na
vedoucim rameni replika¢ni vidlice, rekombindzou RADS51, ktera katalyzuje nasedani
matefskych vlaken replikac¢ni vidlice [22]. RAD51 muze v procesu reverze kooperovat
s translokdzou RAD54 [23].

DalSim proteinem katalyzujicim reverzi je SMARCALI, ktery paruje matetska vlakna
Vv krocich po zhruba 15 bazich, pficemz mezi jednotlivymi kroky dochdzi k pauzam. Kromé
toho ma schopnost po odstranéni pficiny replika¢niho stresu katalyzovat obnoveni normalni
replika¢ni vidlice [24]. Aby nedochazelo k extenzivni reverzi, ktera vede ke kolapsu replikac¢ni
vidlice, je aktivita SMARCALL1 regulovana fosforylaci [25]. Dilezitost stabillizace replika¢ni
vidlice je zdiraznéna tim, ze mutace v SMARCALI zptsobuje Schimkeho imunoskeletalni
dysplazii - onemocnéni, charakterizované slabym imunitnim systémem, malym vzristem
v diasledku zplostélych kosti a selhanim ledvin [26, 27].
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Stejné€ jako SMARCALI1 dokaZze i ZRANB3 katalyzovat jak regresi zastavené replikacni
vidlice, tak jeji obnoveni, avSak vykazuje odlisnou substratovou preferenci [24]. Navic ma
ZRANB3 ATP-dependentni endonukleazovou aktivitu s preferenci k DNA duplextim
s rozvétvenymi konci, které napodobuji replikacni vidlice s mezerou na jednom z ramen [28].
Revertovanou replikacni vidlici miize restartovat i helikaiza RECQ1. Na rozdil od SMARCALLI
a ZRANB3 ale nedokaze katalyzovat jeji reverzi [29].

Dalsim proteinem, ktery dokaze revertovat replikacni vidlici je HLTF[30]. Kromé toho
je jednim ze dvou sekvenénich i funk¢nich homologi RADS5, ktery funguje jako E3 ligaza a je
klicovy pro polyubikvitinaci rezidua K164 PCNA[31]. Jak spolu tyto dvé funkce souvisi pfi

zachrané zastavenych replikacnich vidlic neni prozatim jasné.

Dalsi helikazou, ktera dokaze revertovat zastavenou replikaéni vidlici, je FBH1 (F-box
DNA helikédza 1) [32]. Zaroven je diky svému F-boxu souc¢asti SCF proteinového komplexu,
ve kterém dokaze ubikvitinovat RADS1 a pfispivat k jeho disociaci z DNA. Tim miize bunky
chranit pfed hyper-rekombinaci a disledky Spatné navazanych RADS1 nukleoproteinovych
vlaken [33]. | samotna FBHI miize byt ubikvitinovana a tato modifikace vyfadi jeji interakci
s RADS1. FBH1 je zaroveil schopna odvijet dcefiné zpozd'ujici se vlakno DNA u zastavené

replikacni vidlice a tato funkce neni ubikvitinaci nijak ovlivnéna [34].
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Obr. 8: Proces reverze zastavené replikacni vidlice. Pievzato a upraveno [20]
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Posledni vyzkumy ukazuji, Ze translokdizy SMARCALI1, ZRANB2 a HLTF reverzi
replikacni vidlice vytvareji vhodny substrat pro MRE1 1 nukleolytickou degradaci. (obr. 9) [35].
Stejné tak i EXO1 degraduje zastavené replikacni vidlice a spolupracuje s MRE11 [36, 37].
Predpoklada se, ze MRE11 iniciuje resekci nové vzniklé DNA a az poté se na ni mize navazat
EXOl, ktera pokracuje v extenzivni resekci DNA [38].

Nukleaza DNA2 dokéze téz degradovat nové vzniklé vlakno DNA. Na rozdil od vyse
zminénych nukledz ma 5°—3° procesivitu a degraduje tedy nové vzniklé zpozd'ujici se vlakno
revertované replikacni vidlice. Ktomu ji napomaha helikdiza WRN, kterd rozpléta duplex
regresovaného ramene [39].

Obr. 9: Schéma nukleolytické degradace revertované replikacni vidlice

Degradaci revertované vidlice brani vytvoreni RADS1 vlakna, avSak samotnd RADS51
nedokdze poskytnout replikaénim vidlicim dostate¢nou ochranu, nebot k vytvofeni
nukleoproteinového vlakna potiebuje BRCA2, jehoZ mutace jsou asociovany s rakovinou prsu
a vajecnika [37, 40]. Na ochrané¢ vidlice se podili i RAD51 paralogy (RAD51C a XRCC3),
které maji vysokou sekvenéni podobnost s RAD51 a stabilizuji vzniklé RAD51 vlakno [41].
Dals§im protekénim faktorem je komplex FANCI a FAND?2, ktery 5¢ konec RADS1 filamentu
stabilizuje. Navazani na nové vzniklou DNA tohoto komplexu je podminéno monoubikvitinaci
jeho podjednotek. Mutace ve FANC genech zpusobuji Fanconiho anémii, coz je dédi¢né

onemocnéni projevujici se selhanim kostni dien¢ [42].

Helikdzou, kterd napomaha nukleolytické degradaci tim, Ze rozrusuje RADS]1 filamenta,
je FBHI. Tato funkce zabrafiuje v buikach nechténé hyperrekombinaci. Na revertované
replikacéni vidlici vSak tato funkce mize mit za nasledek degradaci a kolaps replika¢ni vidlice
[43]. Pfed timto scénafem brani buitku kromé vyse zminénych proteinti také nové popsany
protein BODLL, ktery RADS51 filament po jeho nasednuti stabilizuje a potlacuje helikazovou
aktivitu FBH1 a BLM, ¢imz napomaha udrzeni genomové stability [44].
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Poslednim krokem k zachovani genomové stability je restart replikaéni vidlice po
odstranéni replika¢niho stresu. Jednim ze zpisobi restartu je BIR, kté dochazi pfi
endonukleolytickém §tépeni MUSS81, ktera se vyskytuje v komplexu s EME1l. MUS81
vykazuje silnou preferenci vici revertovanym vidlicim, u nichZ bylo vedouci vladkno na
regresovanem rameni degradovano, a také k zastavenym replika¢nim vidlicim, u kterych nové
vznikla DNA dosahuje az k mistu, ve kterém je na urovni matefského vlakna DNA, ale

regresované rameno u téchto vidlic chybi, nebo bylo degradovano [45].

Dalsi zptisob restartu je pomoci HR na replikacni vidlici. V tomto ptipadé dochazi ke
kontrolované resekci zpozd'ujiciho se vldkna na regresovaném rameni revertované replikacni
vidlice proteiny WRN a DNAZ2 (obr. 10). Extenzivni degradaci ptitom brani RECQ]1 helikaza,
avsak tato funkce neni zavisla na jeji helikazové aktivité. Timto se vytvoti 3’ ptevis, na ktery
se mize navazat RADS1 [39]. RADS51 dokaze vyhledat homologii v duplexu matefské DNA,

tim zanofit fetézce zpatky do parentalnich vlaken a replikace tak mize pokracovat dale [41].

Alternativné mize byt 3¢ pievis rozpoznan a restartovan faktory se schopnosti migrace
ramen [39]. Timto faktorem by mohl byt napiiklad zminény SMARCALI, ktery ma schopnost
migraci ramen restartovat revertovanou replikacni vidlici s delSim vedoucim ramenem

regresovaného ramene, tedy onoho 3 pievisu na regresovaném rameni [24].
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Obr. 10: Srovndani DNA2/WRN a RECQI restartu replikacni vidlice. Ptevzato a upraveno [39]

Poslednim a nejméné popsanym zpusobem restartu je dosyntetizovani vedouciho
vlakna na regresovaném rameni podle zpozd'ujiciho se vlakna (obr.11). V tomto ptipadé
polymeraza naseda na volny 3¢ konec piesahu, ktery mize poslouzit jako primer, a syntetizuje
chybé&jici cast fetézce. Po restartovani vidlice nasedne nové syntetizovany region zpét
na parentalni fetézec, a tim pieklene 1ézi [46]. Pfesny mechanismus syntézy na revertované
vidlice ani regulace jednotlivych drah restartu vS§ak dosud nebyly objasnény [11].
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1.3 WRNIP1

Protein WRNIP1 byl ptivodné popsan vroce 2001 jako interakéni partner WRN a
pojmenovan WHIP (Werner helicase interacting protein) [47].

Bylo zjisténo, ze podporuje DNA syntézu ¢astecné stimulaci procesivity polymerazy o,
ale pfedevsim stimulaci jeji iniciacni frekvence. Hydrolyza ATP tuto funkci z¢asti potlacuje.
Toto by bylo mozné vysvétlit tim, ze WRNIP1 reguluje miru stimulace na koncich DNA,
protoze konce dvouretézcové DNA stimuluji ATPazovou aktivitu WRNIP1. Zaroven se
piedpoklada, ze WRNIP1 ovliviiuje aktivitu polymerazy 6 v komplexu s WRN [48].

WRNIP1 také fyzicky interaguje s lidskou RAD18 a interferuje s komplexem 3° pievisu
- RAD 18 nebo vidlice — RAD18. Zaroveii RADI18 zlepsuje vazbu WRNIP1 na tyto substraty
[49]. WRNIP1 vaze preferencné polyubikvitinové fetézce podobnym zptisobem jako RADI18
pomoci své UBZ domény. Pii vystaveni bunék ultrafialovému zateni typu C (UVC), topotekanu
a HU, které zptsobuji zastaveni replika¢ni vidlice, dochéazi k signifikantnimu navyseni proteinu
navdzaného na chromatin, coz indikuje diilezitou roli pfi replikaci. Souhrnné tyto vysledky
naznacuji, ze RAD18 a ubikvitinovana PCNA specificky rekrutuji WRNIP1 na zastavené
replikacni vidlice [50, 51].

Deplece WRNIP1 signifikantné zvysila pocet zastavenych replikacnich vidlic a snizila
pocet restartovanych vidlic pti depleci ANTP pooll po vystaveni buné¢k HU. Zaroven diky ni
dochazelo k nukleolytické degradaci zastavenych vidlic. K resekci zastavenych replika¢nich
vidlic dochazi jak v bunkach s depletovanou WRNIP1, tak RAD51. Pti simultanni depleci
nedochazi k navyseni resekce, av§ak pro ochranu regresovaného ramene je potfebna pfitomnost
obou proteind. Z tohoto dtivodu dochazi k chromozomalnim aberacim, genomové nestabilité a
bunééné smrti. Pii depleci FBHI v8ak piekvapivé dochazi k zachran¢ vidlice. Pfi zastaveni
replikaéni vidlice v buiikach exprimujicich mutantni WRNIP1 T294A defektni pii hydrolyze
ATP nedochazelo k chromozomalnim aberacim tak jako v bunkach, kde byl WRNIP1
depletovan. Tuto skutecnost lze vysvétlit tim, ze WRNIP1 stabilizuje RAD51 filament na

revertované replikaéni vidlici proti MRE11 exonukleolytickému §tépeni [1].
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Defekt v aktivitt WRN proteinu je asociovan s dédiénym onemocnénim zvanym
Werneriv syndrom, ktery je charakterizovan pfed¢asnym starnutim a zvySenou senzitivitou
viici methyl-methansulfonatu (MMS), coz je chemikalie zplisobujici poskozeni DNA. Buiky
exprimujici defektni kvasinkovy homolog WRN, Sgs1, a zaroveii defektni kvasinkovy homolog
Mgsl vykazovaly zvySenou Umrtnost, ale oproti buitkam s Wernerovym syndromem
zmirnénou senzitivitu vici MMS [47]. Dalsi studie tohoto double mutanta ukazaly, ze
v bunikach dochazi k zastaveni buné¢ného cyklu v G2 fazi a ke zvySeni rekombinace mezi
sesterskymi chromatidami [52].

Mgsl1 je vysoce konzervovany kvasinkovy homolog WRNIP1, ktery je dilezity pro
udrzovani genomové stability a ktery muze hrat daleZitou roli pti udrzeni spravné topologie
DNA[53]. Mgsl je synteticky letalni s Rad18 pii sumoylaci PCNA. To znamena, ze pokud je
vyfazena draha obsahujici Mgsl a zaroven drdha obsahujici Radl18, ktera je zodpovédna za
monoubikvitinaci PCNA a rekrutovani transléznich polymeraz, tak dochazi k bunécné smrti.
Nadmérna exprese Mgs1 v bunikach afektovanych replika¢nim stresem vede k inhibici Rad18
dependentni TLS [54].

Vsechny tyto vyzkumy naznacuji, ze WRNIP1/Mgsl je soucasti dosud nezmapované
opravné drahy, kterd pfi zastaveni progrese replikacni vidlice potlacuje pficinu replikacniho
stresu a restartuje zastavené replikacni vidlice. Lze ocekavat, Ze tato draha je nezdvisla na
translézni syntéze a homologni rekombinaci a Ze je buitkami oproti t¢émto dvéma draham
preferovana.
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2 CILE PRACE

Replikacéni stres mtize zpusobit zastaveni replikacni vidlice a nekompletni chromozomy
mohou pfetrvat az do mitotické faze bunécného cyklu. Néasledkem replika¢niho stresu muze byt
nukleolyticka degradace replika¢ni vidlice, chromozomalni aberace, ztrata genomové stability

a tim 1 vznik nddorovych onemocnéni.

Navzdory dilezitosti proteinu WRNIP1 pfi zachovani genomové stability a ochrané
bunék pied extenzivnim replika¢nim stresem zlstava jeho tloha pii DNA replikaci a odpovédi

na replikac¢ni stres stale nejasna.

Tato prace si proto klade za cil odhalit za pomoci biochemickych metod, jakym
mechanismem se protein WRNIP1 podili na stabilizaci a restartu zastavené replikacni vidlice,

na ochran¢ pred replikacnim stresem a na udrzovani genomové stability bunék.
K dosazeni tohoto cile bylo zapotiebi:

e exprimovat a purifikovat WRNIP1,

e charakterizovat vazby proteinu WRNIPI na DNA a zjistit jeho preferenci vici
fyziologickym DNA substratim,

o ovefit interakci WRNIP1 s hlavni lidskou rekombindzou RAD51 a charakterizovat jeji
vliv,

e testovat vliv WRNIP1 na aktivitu DNA polymerazy.
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3 METODY A MATERIALY

3.1 Materialy

Chemikalie

akrylamid 4K, ampicillin (sodna sul), aprotinin, bis-akrylamid,
bromfenolova modf, Coomassie Brilliant Blue R-250dihydrogenfosfore¢nan
draselny (KH2POg), dithiotreitol (DTT), ethylendiamintetraoctova kyselina
(EDTA), ethanol, fenylmethansulfonylfluorid (PMSF), formamid,
glutaraldehyd, glycerol, chlorid draselny, chlorid hote¢naty, chlorid

Aplichem manganaty tetrahydrat, chlorid sodny, chlorid vapenaty dihydrat,
chymostatin, Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG), kyselina borita,
kyselina octova, leupeptin, methanol, f-merkaptoethanol (B-ME), Nonidet
P40 (NP40), Orange G, pepstatin, peroxodisiran amonny (APS), proteinasa
K, siran amonny, N,N,N‘N‘ — tetramethylethylendiamin (TEMED), Tris,
Tris-HCI, Tris-ultradisty, kvasinkovy extrakt, trypton

S deoxyadenosintrifosfat (dATP), deoxycytidintrifosfat (dCTP),
deoxyguanosintrifosfat (dGTP), deoxythymidintrifosfat (dTTP)

Fluka Agar

GE glutathion-sefaréza, HAP (5 ml), MonoQ (1ml), Q Sepharose Fast Flow

Healthcare

Thermofisher | Zebiik Pierce™ Unstained Protein MW Marker o rozsahu 14.4 — 116 kDa

Serva agardza, dodecylsiran sodny (SDS)

Sigma- ampicillin (sodna sill) (AMP), chloramfenikol (CAM), chymostatin,

Aldrich mocovina bioultra pro molekularni biologii, hovézi sérovy albumin (bovine
serum albumin — BSA), glutaraldehyd

Pufry a roztoky

30% akrylamid

30% akrylamid, 0,8% bis-akrylamid

rozbijeci pufr CBB (cell breakage buffer) 100 mM Tris-HCI, 20% sachar6za, 4 mM

EDTA,pH 7,5
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barvici roztok Coomassie Brilliant Blue

40% methanol, 20% kyselina octova, 0,32%
Coomassie Brilliant Blue

6x DNA nanéseci pufr (6x LB)

10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,12% Orange G,
60% glycerol, 60 mM EDTA

2x denaturacni pufr

99,5% formamid, 0,004% bromfenolova

modf

1M HAP pufr 1 M KH2PQy4, 25 mM Tris-HCI, 8,7%
glycerol, 0,5 mM EDTA, pH 7,4
2x K pufr 40 mM K2HPOs, 20% glycerol, 1 mM

EDTA,pH 7.5

odbarvovaci pufr

40% methanol, 20% kyselina octova

2x SDS Laemmliho pufr

125 mM Tris-HCI, 4% SDS, 10% B-ME,
20% glycerol, 0,004% bromfenolova modf

smés protedzovych inhibitort (4x PI)

5 pg/ml aprotinin, 5 pg/ml chymostatin, 5
pg/ml leupeptin, 5 pg/ml pepstatin A

smés dNTPs 10 uM dATP, 10 uM dCTP, 10 pM dGTP,
10 uM dTTP

2x T pufr 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 20% glycerol, 1
mM EDTA, pH 7,5

10x TAE 900 mM Tris-ultracisty, 90 mM kyselina
octovd, 2mM EDTA, pH 8

10x TBE 900 mM Tris-ultrac¢isty, 90 mM kyselina

boritd, 2mM EDTA, pH 8

12% rozlisujici SDS-polyakrylamidovy gel

3M Tris-HCI, 12% akrylamid, 0,1% SDS,
0,09% APS, 0,015% TEMED

3,75% koncentrujici SDS-polyakrylamidovy
gel

0,5M Tris-HCl, 3,75% akrylamid, 0,08%
SDS, 0,09% APS, 0,015% TEMED
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10% nativni polyakrylamidovy gel

1XTBE, 10% akrylamid, 0,15% APS,
0,015% TEMED

12% denaturacni polyakrylamidovy gel

1XTBE, 12% akrylamid, 0,15% APS,
0,015% TEMED, 6M mocovina

0,8% agarozovy gel 0,8% agaro6za, 1XTAE

5xBB pufr 50mM Tris (pH = 7,5), 50mM KCI, 5mM
DTT

DB pufr 1XT, 50 uM KCI, 0,1% NP40, 1 mM DTT

denatura¢ni smés

0,5%

LB médium

1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1%
NaCl

LB médium (misky)

1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1%
NaCl, 2% agar

2x TY médium

2% trypton, 1% kvasni¢ny extrakt, 0,5%
NaCl
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Plasmidy

A) pLK2497 — vektor pGEX-6P-1 nesouci gen kodujici lidsky WRNIP1, ktery byl nasi
laboratofi poskytnut Dr. Burkowiczem

(4884) Btal BfuAI - BspMI (52)
(4776) Bsu36I

(lac operator

_EcoNI (268)
(4328) PluTI

_MscI (465)

- ) © BstBI (655)
(4324) Sfol .~ |/ Swal (s85)
(4323) Narl* _ P /
(4322) KasI — %
(4133) EcoRV _

pGEX 5' Sequencing Primer (869 .. 891
(4094) BssHII

PasI (941)
|/ BamHI (245)
| |/ EcoRI (354)
_TspMI - Xmal (3953)
—~Smal (961)
Sall (954)
~AccI (985)
.PaeR7I - PspXI - XhoI (969)
\Eag] - NotI (575)

(3864) BSTEIT —

\\ﬁ%
v

s
=2
w
PGEX-6P-1 o
4984 b
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A
.‘_I

1%

Pfol (1051)

.,TpR
150p

pGEX 3' Sequencing Primer (1034 .. 1055)
PfIFI - Tth111I (1154)
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.
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Obr. 12: Mapa expresniho vektoru pGEX-6P-1. Pfevzato z [55]
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B) pLK986 — vektor pET-11c nesouci gen kddujici lidskou RAD51

[24) BspDI - Clal

(5671) EcoRl HindIIl 25
i ooy, o
Ty BamMI (J1v)
(b253) Sspl T7 a9
(4100) Scal Nhel (350)
Bmtl (154
Ndel (1%

(5050 Pwul

(4925) Pstl

(47a1) Bsal
(3LK0) Ahdl

Bglll (:61)
SgrAl (L02)

Sphl (L5u)
EcoNI (/18

Miul (1130
Bell* (1197)

BstEIl (1iss)
PspOMI (1350,
Apal (119a)

BssHII (504

Hpal (1699

Ju7) Peil

(1671 BspQlI - Sapl

1554) BstZa71
(3557) Accl
(3519) BsaAl 5

1512) PAFI - Tthi1il

PshAl (2024)
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Nrul (2240
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Bsml (2671)
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16%)) Bpulol Msel* Ti101 (2734)

(2764) FspAl

2754)

Obr. 13: Mapa expresniho vektoru pET-11c. Pievzato z [56]



Oligonukleotidy a DNA substraty

Nazev + nakres Slozeno z | Sekvence 5‘—3 Tviirce
ssDNA PR 231 AAATCAATCTAAAGTATATATG Mar.
AGTAAACTTGGTCTGACAGTTAC | Veronika
50 CAATGCTTAATCAGTGAGGCAC | Altmannova,
CTATCTCAGCGATCTGTCTATTT | Ph.D.
dsDNA PR 27 AGCTACCATGCCTGCACGAATT Mar.
AAGCAATTCG Veronika
49 TAATCATGGTCATAGCT Altmannova,
PR 28 AGCTATGACCATGATTACGAATT | Ph. D.
GCTTAATTC
GTGCAGGCATGGTAGCT
3¢ ptevis pR3023 | TGCTTAATTCGTGCAGGCATGGT | Karina
. 27 . AGCT Movsesjan
3 ; pR216 AGCTACCATGCCTGCACGAATT
" AAGCAATTCGTAATCATGGTCAT
AGCT
5¢ ptevis (35) pR3109 | CAACGTCATAGACGATTACATT Karina
sl M GCTACATG Movsesjan
= pR3110 | TGCCGAATTCTACCAGTGCCAGT
> GATGGACATCTTCATGTAGCAAT
GTAATCGTCTATGACGTTG
ol 23 pR3202 GCTTCCTACTTTACTTTATGTTC Karina
- 2 '| pR3210 | TAAAGGATATAAAGTATTCTGT | Movsesjan
AAATTATCATGGAGCCTCTGGTT
CATCCCGTGTCATATCAGAACAT
AAAGTAAAGTAGGAAGC
3¢ flap pR3268 | TGCCGAATTCTACCAGTGCCAGT | Karina
' GATGGACATCTTCATGTAGCAAT | Movsesjan
T?/f GTAATCGTCTATGACGTTG
2= | a5 30
e pR3269 | GTCCATCACTGGCACTGGTAGA
ATTCGGCA
pR3270 CAACGTCATAGACGATTACATT

GCTACATGAAGATAGCGGACTT
TCGGTCAACCACAATTCCCCA
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5¢ flap pR27 AGCTACCATGCCTGCACGAATT | Mgr. Maria
5! AAGCAATTCGTAATCATGGTCAT | Victoria
-y AGCT Marini
i i 3 | pR29 AGCTATGACCATGATTACGAATT | Palomeque,
ag GCTTGGAATCCTGACGAACTGT | Ph.D.
AG
pR62 CTACAGTTCGTCAGGATTCC
Replikaéni vidlice pR26 AATTCGTGCAGGCATGGTAGCT | Mgr. Maria
Victoria
45{x/; pR27 AGCTACCATGCCTGCACGAATT | Marini
o \R\? AAGCAATTCGTAATCATGGTCAT | Palomeque,
AGCT Ph. D.
pR29 AGCTATGACCATGATTACGAATT
GCTTGGAATCCTGACGAACTGT
AG
pR62 CTACAGTTCGTCAGGATTCC
Replikaéni vidlice pR3109 | CAACGTCATAGACGATTACATT | Karina
s SSDNA mezerou na GCTACATG Movsesjan
vedoucim ramenu pR3110 | TGCCGAATTCTACCAGTGCCAGT
3 GATGGACATC
_JTJ//iéD TTCATGTAGCAATGTAATCGTCT
. ATGACGTTG
53 \k\ pR3111 | CCTTAGTCAGTGTACTTGCTGGA
GCTATGACCA
TGATTACGAATTGCTTGTGGTAG
AATTCGGCA
pR3112 | CAAGCAATTCGTAATCATGGTC

ATAGCTCCAG
CAAGTACACTGACTAAGG
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Revertovana replikaini
vidlice

50 25

30 30

50 25

pR3073

TGGGTCAACGTGGGCAAAGATGT
CCTAGCAATG
TAATCGTCTATGACGTT

pR3074

TGCCGAATTCTACCAGTGCCAGT
GATGGACATC
TTTGCCCACGTTGACCC

pPR3139

CAACGTCATAGACGATTACATTG
CTTCATGGA
GCTGTCTAGAGGATCCGATCTTC

PR3266

AATCAAAGACTCAGAGTTTAGGC
GTACAATGT
CCTGAAGATCGGATCCTCTAGAC
AGCTCCATG
ATCACTGGCACTGGTAGAATTCG
GCA

Karina
Movsesjan

Bakterialni kmeny

Bakterialni kmen Rezistence | Zdroj

E. coli BL21(DE3) - Novagen
E. coli Rosetta (DE3)-pLysS | CAM Novagen
E. coli DH5a - Invitrogen
Proteiny

Proteiny WRNIP1 a RADS51 byly purifikovany podle postupu popsaného nize.
RAD51 K133R (80 uM) pouzivany Vv préaci byl poskytnut Karinou Movsesjan.

Tag polymeraza (400 ng/ul) byla purifikovana Dr. Melitou Chavdarovou.
GST (20 pg/ul) byl purifikovan Dr. Maria Victoria Marini Palomeque.

Piistroje

Analyticka vaha (BOECO Germany)

Centrifugy:

e MiniSpin F-45-12-11 (Eppendorf)
e Spectrafuge 24D (Labnet)
e Rotina 380R (Hettich)

e Rotanta 460R (Hettich)

e Avanti™ J-26-XPI (Beckman Coulter)

e Optima™ — 100 XP Ultracentrifuge (Beckman Coulter)

FPLC AKTA FPLC (GE Healthcare)
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Indukéni plotynka CT18/15 (Rommelsbacher Germany)

Inkubované tfepacky:

e Thermomixer Confort (Eppendorf)
e Innova 43R (New Brunswick Scientific)

e NB-205 (N-Biotek, KLRD)

Laboratorni ptfedvazky ACB plus-300 (ADAM)

Magnetickd michacka Variomag MONO (ThermoScientific)
Peristalticka pumpa P-1 (Amersham Biosciences)

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

Skenery:

e FLA-9000 Starion (Fujifilm)
e Carestream Gel Logic 212 Pro (Carestream Health)

Sonikator Ultrasonic Processor UP200S (Hielscher Ultrasound Technology)
Spektrofotometr: S-30 (BOECO Germany)

Termoblok Genius Dry Bath Incubator, MD series (Major Science)
Termostat Miniincubator 230 V (Labnet)

Transiluminator bilého svétla UVP TW-26 (UVP)
Ttepacka GLF 3015
Vertikalni elektroforeticka jednotka SE206 (Hoefer)

Zdroj napéti pro elektroforézu:

e Enduro™ 300 (Labnet)
e Consort EV233 (Consort)

Kity
GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich)
Vivaspin® 30 kDa MWCO (GE Healthcare)

Software

SnapGene® Viewer 4.1
Microsoft Office 2016
Unicorn 5.10

Inkscape
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Fujifilm Image Reader

Fujifilm Multi Gauge

Carestream Molecular Imaging Software Standard Edition 5.3.2.
Malovani (verze 1703)
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3.2 Metody

3.2.1 Transformace bunék

Za ucelem amplifikace plasmidu pro expresi WRNIP1 proteinu byly ke 100 ul DH5a
bun¢k rozmrazenych na ledu ptidany 2 pl plasmidu pGEX 6P-1 nesouciho gen pro lidsky
WRNIP1. Smés byla ponechana 20 minut na ledu. Nasledoval tepelny Sok na 42 °C po dobu
90 sekund a smés byla na 2 minuty znovu pfenesena na led. Poté byl piidan 1 ml LB média a
sm¢és byla inkubovana na 1 hodinu v tfepacce na 37°C. Bunééna kultura byla poté nanesena na
misku s LB médiem s piidavkem 0,1 mg/ml AMP a inkubovana na 37 °C pfes noc.

Pro proteinovou expresi WRNIP1, byly podle stejn¢ho protokolu transformovany buitky
BL21(DE3).

Pro proteinovou expresi RADS51 probéhla transformace podle stejného protokolu, ale ke
100 ul Rosseta(DE3)pLysS bun¢k rozmrazenych na ledu byly ptidany 2 pl plasmidu pET-11C
nesouciho gen pro lidsky RAD51. Poté byla bunééna kultura nanesena na misku s LB médiem
s pfidavkem 0,1 mg/ml AMP a 0,1 mg/ml CAM a inkubovana na 37 °C pfes noc.

3.2.2 Kultivace bunék a exprese proteinai WRNIP1 a RAD51

Nékolik kolonii z transformace BL21(DE3) bunék bylo sterilni §pi¢kou pipety pieneseno
do 240 ml LB média s ptidavkem 0,1 mg/ml AMP a kultura byla inkubovana pies noc na 37
°C v tiepacce. Dalsi den byly buiiky zaockovany do 12 1 2xTY média s ptidavkem 0,1 mg/ml
AMP a inkubovany v tiepac¢ce na 37 °C, dokud opticka hustota pti 600 nm (OD 600) nedosahla
hodnoty 0,7. Poté byl ptidan k indukci exprese 1 M IPTG v objemovém poméru 1:1000 a
inkubace pokracovala na 16 °C ptes noc. Kultura byla centrifugovana pii 5500 RPM a 4 °C a
vznikly pelet (40 g) byl zamrazen pti -80°C.

Kultivace bun¢k Rosetta(DE3)pLysS a exprese proteinu RAD51 probihala podle stejneho
protokolu, ale média obsahovala pfidavek 0,1 mg/ml AMP a 0,1 mg/ml CAM. Pii expresi
proteinu byly buiiky inkubovany na 37 °C po dobu 3 hodin.
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3.2.3 Purifikace WRNIP1

3.2.3.1 Bunécna lyze

Pelet BL21(DE3) s vektorem pGEX 6P-1 nesouci gen pro WRNIP1 byl rozsuspendovan
ve 200 ml rozbijeciho pufru (CBB) obsahujiciho 1 M KCI, 1 mM PMSF, 200 pl 4xprotedzovych
inhibitory (4xPl), 0,1% NP40 a 1 mM DTT. Smés byla michana pii 4 °C na magneticke
micha¢ce 20 minut. Buiiky byly drZeny na ledu a tfikrat sonikovany po 10minutovych
intervalech prokladanych 10minutovymi intervaly michani na magnetické michacce. Lyzat byl
ultracentrifugovan pii 35 000 RPM pfii 4 °C. Supernatant byl odebran a pouzit pro afinitni
kapalinovou chromatografii.

3.2.3.2 Afinitni kapalinova chromatografie

Protein WRNIP1 byl purifikovan pomoci afinitni kapalinové chromatografie. Principem
této metody je specificka interakce GST tagu s GTH-sefar6zou. Béhem inkubace supernatantu
se sefar6zou se GST-WRNIPI navaze na GTH. Po naneseni na kolonu nenavazany protein
prote¢e a navazany GST-WRNIP1 se eluuje pomoci pufru s obsahem glutathionu.

a Cwmn)
GTH o (3]
GTH
GTH
(=L Promyti -
GTH GST
&sT - &TH GTH
GTH Eluce GTH
GTH
o s o ———— i)
GTH GTH GsT
GTH Promyti
GTH
GTH
GTH
£ e
GTH GST

Obr. 14: Schéma afinitni kapalinové chromatografie pomoci GTH-sefardzy

Supernatant (200 ml) byl inkubovan ptes noc na 4 °C s 0,6 ml sefar6zové matrice pokryté
glutathionem (GTH-sefar6za). Smés byla nanesena na plastovou kolonu s filtrem a nasledné
promyta po malych mnozstvich pufrem T+600 (1xT; 600 mM KCI; 0,1% NP40; 1 mM DTT)
o celkovém objemu 5 ml. Protein byl eluovan 2 x 2 ml pufru T+600 s pfidavkem GTH (5-100
mM GTH) vzdy po malych objemech pro jednu koncentraci GTH. Pfi nejvyssi koncentraci
GTH byla matrice inkubovana pifes noc na 4 °C a poté nasledovala eluce. Frakce byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE.

Frakce obsahujici WRNIP1 byla rozdélena do jednotlivych alikvotl o riznych objemech,
které byly zamrazeny na — 80 °C. Koncentrace byla stanovena pomoci SDS-PAGE vuci
titratnimu standardu BSA v mnozstvich 0,5 pg, 1 nga 2 pg (obr. 15 C).
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3.2.4 Kontrola nukleazové kontaminace WRNIP1

Fluorescencné znaceny ssDNA oligonukleotid (10 nM) byl v pfitomnosti 1x BB pufru
obsahujiciho 2 uM ATP, 2 uM MgCl, 2 uM CaClz a 2 pM MnCl; inkubovan s 1000 nM
WRNIP1 na 37 °C po dobu 20 minut. Do kontrolni reakce byl namisto WRNIP1 pfidan pufr T
+ 600 + 100 mM GTH. Poté byly do roztoku piidany 2 pl smési 10% SDS a PK (1:1) a
inkubace pokracovala po dobu 20 minut na 37 °C. Reakce byla analyzovdna pomoci
elektroforézy na nativnim polyakrylamidovém gelu (Ptiloha 1).

3.2.5 Purifikace RAD51

3.2.5.1 Bunécna lyze

Pelet Rosetta(DE3)pLysS s vektorem pET-11C nesouci gen pro RAD51 byl
rozsuspendovadn ve 200 ml pufru CBB obsahujiciho 1M KCI, 1mM PMSF, 200 pl
4xprotedzovych inhibitora (4xPl), 0,1% NP40 a 1mM DTT. Lyze probihala stejné jako u
WRNIP1.

3.2.5.2 Aminoprecipitace

Ke 200 ml supernatantu bylo za stalého michani na magnetické michacce pii 4 °C piidano
0,242 g/ml siranu amonného. Timto krokem doslo k vysrazeni n€kolika proteinii, mezi nimiz
je 1 RADS1. Smés byla 7x centrifugovana pii 11 000 RPM a 4 °C po 10 minutach a pokazdé
byl dekantovan a odpipetovan supernatant. Po 4. stoc¢eni byl pelet zamraZen na -80 °C po dobu

1 hodiny pro maximalni uvolnéni supernatantu.

3.2.5.3 Rychla proteinova kapalinova chromatografie (FPLC)

Rychla proteinova kapalinova chromatografie (z angl. fast protein liquid chromatography
— FPLC) piedstavuje diky malému pruméru stacionarnich fazi idealni zptisob separace proteint.
Pro purifikaci RADS51 byly pouzity iontové-vyménné a afinitni kolony. Pfi iontové-vyménné
chromatografii se na kladn¢ nabitou matrici navazi zaporné€ nabité proteiny, které se eluuji
zvySujicim se gradientem NaCl. Mezi iontové-vyménné kolony patii Q-Sepharose™ Fast Flow
kolona a MonoQ kolona. Afinitni kolona je HAP kolona s hydroxyapatitovou matrici, ze které
se navazané proteiny eluuji fosfaty.
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Pelet z aminoprecipitace byl rozsuspendovan ve 400 ml K pufru (1xK + 0,1 % NP40 + 1
mM DTT) a nanesen na Q Sepharose™ Fast Flow kolonu, ktera byla promyta 350 ml K+100
mM KCI. RAD51 byl poté eluovan gradientem 5-65 % K + 1000 mM KCI. Frakce byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE. Frakce, které obsahovaly RAD51, byly spojeny dohromady
a naneseny na hydroxyapatitovou kolonu (HAP) o objemu 5 ml, ktera byla promyta 50 mI T +
100 mM KCI. Protein byl eluovan gradientem 10-65 % HAP pufru (1xT; 1M
dihydroxyfosforecnan draselny; 0,1 % NP40; 1 mM DTT). Frakce byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE. Frakce obsahujici RAD51 byly spojeny dohromady a dialyzovany 1 hodinu proti
T + 100 mM KCI. Vzorek byl nanesen na ekvilibrovanou MonoQ kolonu o objemu 1 ml a
protein byl eluovan gradientem 15— 65 % T + 100 — 1000 mM KCI. Frakce byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE.

3.2.6 Koncentrovéani proteinu RAD51

Frakce z MonoQ obsahujici RAD51 byly spojeny dohromady a koncentrovany pomoci
Vivaspin® 30 kDa MWCO kitu, propoustéjicim proteiny do velikosti 30 kDa (RADS51 ma 37
kDa). Protein byl rozdélen do alikvotli a zamrazen na -80 °C. Vysledna koncentrace byla
stanovena pomoci SDS-PAGE vii¢i titranimu standardu BSA v mnozstvich 0,5 pg, 1 pga 2
ug (Ptiloha 2 B).

3.2.7 lzolace plasmidové DNA

Kolonie DH5a obsahujici pGEX 6P-1 s WRNIP1 genem byly zaockovany do 5 ml LB
média s ptidanym ampicilinem v koncentraci 0,1 mg/ml média a kultura byla inkubovana pies
noc. Z ni byl purifikovan plasmid za pomoci GenElute™ HP Plasmid Miniprep kitu.

3.2.8 Sekvencovani DNA

Sekvence genu pro WRNIP1 ve vektoru pGEX 6P-1 byla analyzovana prostiednictvim
sluzby Mix2seq poskytovane firmou Eurofins. Vysledky byly zobrazeny v programu SnapGene
Viewer.

3.2.9 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza umoziiuje rozdélit fluorescencné znacenou DNA, proteiny a
protein-DNA komplexy. Vzorky se nanesou do jamek a putuji v elektrickém poli od kladného
polu k zapornému. Vzorky putuji na zakladé svého naboje a molekulové hmotnosti nebo v
piipadé SDS-PAGE pouze podle hmotnosti. Elektroforézy byly poustény za konstantniho
nap¢ti, poptipade vykonu.
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3.2.9.1 Elektroforéza na SDS-polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

SDS-PAGE byla vyuzita k separaci proteini a stanoveni jejich koncentrace. Gely se
skladaly ze dvou ¢asti: koncentrujici (stacking) a rozliSujici (resolving). Ve spoleéném zakladu
obou ¢asti je obsazen dodecylsiran sodny (SDS), akrylamid a dH2O, ktera dopliuje smés na
pozadovany objem. Koncentrujici ¢ast obsahuje 3,75% akrylamid a rozliSovaci ¢ast 12%
akrylamid. K takovému zakladu je pfidan 15% peroxodisiran amonny (APS), ktery zajistuje
tuhnuti smési, coz bylo katalyzovano ptidanim N,N,N’,N’-tetramethylethylen-diaminu
(TEMED).

Do vytvotfenych jamek koncentrujici ¢asti byly naneseny vzorky a po zapnuti zdroje doslo
ke srovnani celého objemu vzorku do jedné urovné, tak aby vSechny vzorky do rozliSovaci ¢asti
gelu vputovaly ve stejné vySce. Vzorky byly pfed nanesenim do jamek ziedény v objemovém
poméru 1 : 1 2x Laemmliho pufrem, vafeny po dobu 5 minut a zcentrifugovany. Elektroforéza
probihala pfi pokojové teploté za konstantniho napéti 215 V po dobu 37 minut. Poté byl gel
pienesen do barviciho roztoku Coomassie Brilliant Blue a barveni probihalo po dobu 5 minut.
Poté byl gel pfemistén do odbarvovaciho roztoku (Destain) a zlstal zde do doby, nez byla
vymyta barva, ktera nebyla navazana na peptidy.

3.2.9.2 Elektroforéza na nativnim polyakrylamidovém gelu

Smés pro nativni PAGE gel obsahovala 1xTBE, 13% akrylamid a dH>O dopliujici
pozadovany objem smési. Tuhnuti gelu bylo iniciovano ptidanim TEMED k smési obsahujici
15% APS. Vzorky byly pfed nanesenim do jamek ziedény v objemovém pomeéru 5:1
nanasecim pufrem s Orange G. Elektroforéza byla provadéna pii 4 °C pfi konstantnim napéti
100 V po dobu 60 minut. Vysledky byly vizualizovany pomoci Fujifilm FLA-9000 skeneru.

3.2.9.3 Elektroforéza na agarézovém gelu

Gel byl pripraven rozpusténim agardzy v IXTAE v hmotnostnim poméru 8 : 1000 a
vlozenim smési do mikrovinné trouby na plny vykon, dokud nedoslo ke kompletnimu
rozpusténi agardzy. Vzorky byly pfed nanesenim do jamek ziedény v objemovém poméru 5 : 1
nanaSecim pufrem s Orange G. Elektroforéza byla provadéna pfti 4 °C pfi konstantnim napéti
70 V po dobu 50 minut. Vysledky byly vizualizovany pomoci Fujifilm FLA-9000 skeneru.
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3.2.9.4 Elektroforéza na denaturacnim polyakrylamidovém gelu

Smés pro denaturacni gel, na kterém lze vizualizovat jednotlivé fragmenty DNA,
obsahovala 12% akrylamid, IxXTBE, 6 M mo¢ovinu a dH20 do pozadovaného objemu. Tuhnuti
gelu bylo iniciovano ptfiddnim TEMED ke smési obsahujici 15% APS. Vzorky byly pied
nanesenim do jamek zifedény v objemovém pomeéru 1 : 1 2x denaturacnim pufrem (formamid
s bromfenolovou modii). Elektroforéza byla provadéna pii pokojové teploté pii konstantnim
vykonu 28 W po dobu 50 minut. Vysledky byly vizualizovany pomoci Fujifilm FLA-9000
skeneru.

3.2.10Pull-down analyza

Principem této metody byla interakce purifikovaného GST-WRNIP1 s GTH-sefardzou,
podobné jako v ptipad¢€ purifikace. RADS51 by poté méla pres svou interakci s WRNIP1 zGstat
navazana na GTH-sefardzu.

20 pl GTH-sefardzy bylo pii 4 °C inkubovano s GST-WRNIP1 (vysledné mnozstvi 40
umol = 4 ug) po dobu 20 minut. Jako kontrolni reakce byla inkubovana za stejnych podminek
GTH-sefar6za s GST (vysledné mnozstvi 770 pmol =4 pg). K reakcim bylo pfidano 110 pmol
=4 ng RADS1 a inkubace pokracovala pii 4 °C po dobu 20 minut. Reakce byly pii 4 °C a
13 300 RPM centrifugovany a kapalna frakce byla odebrana (frakce S — supernatant). Pevna
frakce byla rozsuspendovana v 20 ul T + 100 mM KCI. Nasledovala centrifugace pii 4 °C a
13 300 RPM a kapalna frakce byla odebrana (frakce W — z angl. wash). Pevna frakce tvofi
frakci B (z angl. beads). Jednotlivé frakce byly separovany pomoci SDS-PAGE pii pokojové
teploté a konstantnim napéti 215 V (obr. 17 A).

3.2.11EMSA - analyza vazby na DNA

Metoda elektromobilitniho posunu vyuziva faktu, ze pfi elektroforéze putuje samotny
DNA substrat rychleji nez protein-DNA komplex. Zaklad reakéni smési tvotil 1xBB pufr, 2uM
MgCl,, 2uM ATP, 20 nM fluorescen¢né znaceny DNA substrat, jehoZz schéma je vyznaceno
nad konkrétnim gelem, a dH20, ktera dopliiovala objem do 5 ul. K tomuto mnozZstvi byl ptidan
WRNIP1 ve vyslednych koncentracich 250, 500 a 1000 nM. Zasobni koncentrace WRNIP1
byla 2 uM. Do kontrolni reakce byl namisto 5 ul WRNIP1 ptidan pufr T + 600 mM KCI1 +100
mM GTH. Smés byla inkubovana na 37 °C po dobu 15 minut. Poté byl do smési piidan 1 pl
0,1% glutaraldehydu, ktery komplex stabilizuje, a inkubace pokracovala 5 minut pii 37 °C.
Smés byla analyzovana pomoci elektroforézy na 0,8% agar6zovém gelu (1XTAE; 70 V; 50 min;
4 °C) (obr. 16).
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3.2.12EMSA - vliv WRNIP1 na RAD51

Reakce probihala za stejnych podminek jako vazba WRNIP1 na DNA s 20 nM
fluorescencné znaCenym ssDNA oligonukleotidem (90 nt). RADSI (1 pl) byl pfidan do
vysledné koncentrace 1 pM a smés byla inkubovana na 37 °C na 5 minut. V kontrolnich
reakcich byl misto RADS1 pfidavan DB pufr. Poté byl pfiddn WRNIP1 do vysledné
koncentrace 1 uM a smés byla inkubovana pfi 37 °C na 15 minut. Z&sobni koncentrace
WRNIP1 byla 2 pM. Zasobni koncentrace RADS51 byla 10 uM. Nasledné byl do smési piidan
1 ul 0,1% glutaraldehydu, ktery komplex stabilizuje, a inkubace pokracovala 5 minut pii 37 °C.
Sm¢és byla analyzovana pomoci elektroforézy na 0,8% agar6zovém gelu (1XTAE; 70 V; 50 min;
4 °C) (obr. 17 B).

V ptipadé analyzy vlivu ATP hydrolyzy (obr. 17 C) byl do casti reakci pfidan
nehydrolyzovatelny analog ATP (AMP-PNP) do vysledné koncentrace 2 uM. Pro rozliSeni
vlivu ATP hydrolyzy u obou proteint (obr. 17 D) byl v ¢asti reakci pouzit RAD51 K133R
mutant, ktery je schopny vazat ATP, ale neni schopny jej hydrolyzovat.

3.2.13Analyza polymeréazové extenze

Zaklad reakéni smési tvotil 10 mM Tris (pH=7.5), 1 mM DTT, 2 uM MgCly, 2 uM ATP,
20 nM fluorescenéné¢ znaceny 5’pievis (62 nt), smeés dANTPs (1 uM kazdy), 1 ug BSA a dH20,
kterd dopliiovala objem do 4 pl. Nasledné¢ byl pfidan 1 pl RADS1 do vysledné koncentrace 1
uM, piipadné DB pufr v kontrolnich reakcich a smés byla inkubovéana pti 37 °C po dobu 5
minut. Poté bylo pfidano 5 ul WRNIPI o vysledné koncentraci 125, 250, 500 a 1000 nM,
pripadné¢ T+ 600 mM KCI + 100 mM GTH v kontrolni reakci. Nasledn¢ byl ptidan 1 pl Taq
polymerazy a inkubace pokracovala 20 minut pti 37° C. Pro zastaveni reakce a deproteinizaci
bylo pfidano 2.5 pl smési SDS a PK (v poméru 1 :1). Reakce byla analyzovana pomoci
elektroforézy na denaturacnim gelu (obr. 18 B).
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4 \/YSLEDKY

Vzhledem k tomu, ze dosud nebyla sestavena kompletni mapa proteinu (obr. 15 A)
z domén analyzovanych porovnanim sekvenci a publikovanych ve védeckych ¢asopisech, bylo
nutno zacit pravé jejim sestavenim. Sekvencni analyzou provedenou Kawabem byly zjistény
UBZ (ubiquitin binding zinc finger) doména, konzervované motivy Walker A a Walker B, které
vazou a hydrolyzuji ATP a GTP [57], se nachazi na pozicich 270-279, resp. 329-332 a domény
Sensorl a Sensor2, které napomahaji hydrolyze ATP a GTP [58], na pozicich 353-362, resp.
439-447[47]. Dale byly zjistény 2 leucinové zipy, které zajistuji oligomerizaci proteinu [59] na
pozicich 519-533 a 604-655, se kterymi pracoval Nomura [60].

4.1 Transformace, exprese a purifikace

Pro expresi WRNIP1 byl pouZit expresni vektor obsahujici gen pro WRNIP1 jako fuzi s
GST. Tento konstrukt byl nasi laboratoii poskytnut Dr. Petrem Burkoviczem (Hungarian
Academy of Science).

Expresni vektor byl transformovan do bunék kmene BL21(DE3), kter¢ byly rozprostieny
na misku s LB médiem s ptidavkem AMP. Vzniklé kolonie byly zaockovany do TY a exprese
byla indukovana 1mM IPTG. Protein purifikovany za pouziti GTH sefardzy byl pouzit pro

vSechny nasledujici experimenty.

4.1.1 Stanoveni koncentrace proteinu

Purifikovany protein byl analyzovan pomoci SDS-PAGE. Ackoliv ma GST-WRNIP1
teoretickou velikost 97,3 kDa, oproti této putuje na gelu ve velikosti odpovidajici 116 kDa.
Tomiize byt zpisobeno perzistentnimi sekundarnimi strukturami proteinu. Pfiblizna
koncentrace byla stanovena porovnanim WRNIPL s titranim standardem BSA o znamé
koncentraci (obr. 14 C).

Koncentrace WRNIP1 byla stanovena 0,2 pg/ul, cemuz odpovida2 uM.
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Obr. 15: Mapa a schéma purifikace WRNIP1

A) Mapa WRNIP1 s vyznacenymi funkcnimi doménami
B) Schéma purifikace WRNIP1

C) Porovnani koncentrace WRNIP1 a BSA

4.2 DNA vazebna afinita WRNIP1

Jelikoz se WRNIP1 podobné jako jeho kvasinkovy homolog Mgsl vaze na DNA [49,
61], jako prvni byla stanovena DNA vazebna aktivita purifikovaného WRNIP1. Testovani
DNA vazebné preference muze napoveédét, pii jaké situaci béhem replikace DNA dochézi
k vazbé WRNIP1 na DNA. Bylo proto pouzito nékolik typu replika¢nich vidlic, k jejichz

vzniku by mohlo dojit pii replikaci DNA nebo pii odpovedi na replikacni stres.

Schopnost proteinu vdzat DNA byla analyzovana metodou EMSA. Pouzity byly
fluorescen¢éné znacené rozdilné substraty a byly inkubovany s rostouci koncentraci WRNIP1
v rozsahu 250 — 1000 nM (obr. 15). Zatimco WRNIP1 vaze vSechny substraty pti nejvyssi
testované koncentraci 1000 nM, jiz pti nizké koncentraci vyrazné vyvazuje pfedevsim strukturu
revertované replikaéni vidlice, ke které ma nejvétsi afinitu. Navic v porovnani se symetrickou
replikacni vidlici vykazuje WRNIP1 vyrazné vétsi afinitu ke struktufe replikaéni vidlice
S mezerou na vedoucim rameni.

Tento vysledek tedy zdraznuje tlohu WRNIP1 na pozastavené a revertované replikacni
vidlici, které se Casto vyskytuji pii replikaénim stresu.
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Obr. 16: DNA vazebn4 afinita proteinu WRNIP1
Porovnani DNA vazebné aktivity proteinu WRNIP1 v koncentracich 250, 500 a 1000 nM wiici riiznym fyziologicky
se vyskytujicim substrdtiim pomoci metody elektromobilitniho posunu.

4.3 Interakce WRNIP1 s RAD51

V lidskych bunikach WRNIP1 imunoprecipituje s hlavni lidskou rekombinazou RAD51.
Zaroven pii deplect WRNIP1 dochazi k nukleolytické degradaci zastavenych replikacnich
vidlic. Nicméné pfi inhibici nebo depleci RADS51 vsak WRNIP1 nedokdze sam zastavenou
replikacni vidlici chranit. Z téchto dat by se tedy dalo usuzovat, ze WRNIP1 stabilizuje RAD51
na zastavené vidlici [1].

Pro pochopeni mechanismu, jakym WRNIP1 pfispiva k udrZzeni genomové stability je
tedy klicové analyzovat zpusob, jakym interaguje s RADS1, popiipadé jak pozménuje RADS1

vlakno, které se vytvari na regresovaném rameni revertované replikacni vidlice.

4.3.1 Pull down analyza

Pro stanoveni interakce WRNIP1 s RADS51 byla vyuzita pull down analyza, pii niz
dochazi k interakci mezi glutathionem (GTH) a GST tagem WRNIP1. Po piidani RADS51 a
nasledném promyti ziistiva RADS51 navazan na kuliCkach pies protein, se kterym interaguje.
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GST-WRNIP1 (2 pg) byl inkubovan na s GTH kuli¢kami. Svym GST (glutathion-S-
transferazou) tagem se na kulicky kovalentné¢ navaze. Jako kontrolni reakce byla s GTH
kulickami inkubovana samotna, purifikovana GST. Poté byla ptidana RAD51 (2 pg) a po
inkubaci byly smési centrifugovany a byl odebran supernatant (frakce S). Poté byly smési
promyty pufrem a byla odebrana frakce W. Samotné kulic¢ky, které¢ zbyly na dn¢ zkumavky,
tvoii frakci B. VSechny frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 17 A).

Na gelu je vidét, ze v reakei, do které byl pridan WRNIP1, se na GTH kulicky navazala
jak Gast WRNIP1 proteinu, tak i ¢ast RADS1 (frakce B). Cast WRNIP1 a RADSI se piitom
bud’ nenavazala, anebo se vymyla (frakce S a W), coz je zplisobeno tim, Ze proteini bylo
pridano vic, nez jaka je kapacita matrice. V kontrolni reakci je vidét, ze se vSechen GST navazal
na kulicky, zatimco RADS1 zlstal v supernatantu. Z toho experimentu tedy vyplyva, ze za
danych podminek WRNIP1 specificky interaguje s RAD5L1.

4.3.2 EMSA - interakce WRNIP1 s RAD51

Pomoci EMSA metody monitorujeme schopnost proteinu vazat DNA tim, Ze protein-
DNA komplexy maji vétsi molekuldrni hmotnost, a proto putuji pomaleji nez samotna DNA.
Pro zjisténi vlivu WRNIP1 na RADS1 vlakno, byl fluorescenéné znafeny oligonukleotid (2
nM) inkubovan s RAD51 (1000 nM) a poté byl ptidan WRNIP1 v rostoucich koncentracich
v rozsahu 125-1000 nM. Komplexy byly analyzovany na agar6zovém gelu (Obr. 17 B).

Je vidét, ze vuci komplexu RADS1 (obr. 17 B, jamka 2) dochazi po ptidani WRNIP1
k destabilizaci RADS1 vlakna. Tento efekt se stupniuje se zvysujici se koncentraci (obr. 17 B,
jamky 2 — 5). V nejvyssi koncentraci WRNIP1 je jiz dokonce vidét jasné definovany komplex,
ktery odpovida putovani WRNIP1-DNA komplexu pfti pouziti stejného oligonukleotidu (obr.
17 B, jamka 6). Je mozn¢, ze WRNIP1 zapfticini odpadavani ¢asti RADS1 a na misto, na kterém
byl RADS1 navazan, se vaze WRNIP1. Zaroven lze tvrdit, ze WRNIP1 selektivné disociuje
RADS51 z DNA. Pro ovéfeni, zda je WRNIP1 asociovany s RAD51-DNA komplexem, byla
provedena tzv. super shift-EMSA s pfidanim monoklonalnich protilatek proti WRNIP1. Pii
titraci protilatek vici WRNIPI proteinu nebyl na gelu vidét signifikantni posun (data

nezahrnuta). K ovéfeni tohoto vlivu vSak bude zapotiebi provést dalsi experimenty.

4.3.3 EMSA —vliv ATP hydrolyzy na funkéni interakci

Pro odhaleni mechanismu, kterym WRNIP1 destabilizuje RAD51 nukleoproteinové
vlakno, byl testovan vliv ATP hydrolyzy RADS51 proteinu. ATP hraje klicovou roli pfi regulaci
RADS1 vlakna, jelikoz se vaze mezi interakéni rozhrani jednotlivych RADS1 podjednotek.
Pokud dochdzi k hydrolyze ATP, jsou krajni podjednotky uvolnény a odpadavaji tak z DNA.
WRNIP1 by tedy mohl destabilizovat RADS51 vlakno prave stimulaci ATP hydrolyzy.
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Kovéteni této hypotézy byl jako kofaktor namisto ATP pouZit nehydrolyzovatelny
analog ATP, AMP-PNP. K RADS51 (1000 nM) nukleoproteinovému komplexu vytvofenému
na sSDNA (2 nM) v pfitomnosti hofe¢natych iontd a ATP nebo AMP-PNP byl piidavan
WRNIP1 (1000 nM) a komplexy byly analyzovany na agarézovém gelu.

V souladu s predchozimi vysledky zabranéni ATP hydrolyzy Castecné stabilizovalo
samotny RAD51 komplex na DNA (obr. 17 C, porovnéni jamek 2 a 5) [62]. Piekvapivé
dokézalo pouziti AMP-PNP témét pln€¢ zabranit WRNIP1-zprostiedkované disociaci RADS1
z DNA. Tyto vysledky naznacuji, ze ATP hydrolyza je nezbytna pro destabilizaci RAD51
nukleoproteinového vldkna.

4.3.4 EMSA - analyza potieby ATP hydrolyzy pro WRNIP1 nebo
RADS51

Aby bylo mozné zjistit, zda je pro destabilizaci RADS1 vldkna esenciadlni schopnost ATP
hydrolyzy WRNIP1 nebo RAD51, byla ssDNA (2 nM) inkubovéna v ptitomnosti hofe¢natych
ionta a ATP s RAD51 divokého kmene (WT) (1000 nM), respektive mutanta K133R (1000
nM), ktery ma zaménény lysin na pozici 133 za arginin a je schopen ATP vazat, ale nikoliv
hydrolyzovat (obr. 17 D).

Z porovnani jamek 2 a 4 na obrazku 17 D je patrné, ze RAD51 K133R je schopen vazat
ssDNA stejné jako RADS51 WT a zdroven odpadava stejnym zptisobem jako RAD51 WT
(jamky 3 a 5). Stejn¢ tak vazba WRNIP1 (1000 nM) na DNA nebyla ovlivnéna ptitomnosti
RAD51 WT nebo K133R mutantu. Tato data tedy naznacuji, Ze hydrolyza ATP proteinem
WRNIP1 je esencialni pro destabilizaci RAD51 vlakna.
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Obr. 17: Interakce WRNIP1 s RAD 51

A) Pull-down analyza interakce mezi WRNIPI a RADS51 za pouziti GTH kulicek

B) Viiv zvysujici se koncentrace WRNIP1 (125, 250, 500 a 1000 nM) na RAD51 filament
C) Porovnani vlivu WRNIP1 na RAD5L1 filament v pritomnosti ATP a AMP-PNP

D) Porovnéani vlivu WRNIP1 na RAD51 WT a RAD51 K133R v pfitomnosti ATP

4.4 Stimulace Taq polymerazy

Z vyse popsanych vysledkt vyplyva, ze WRNIP1 destabilizuje RADS51 nukleoproteinové
vldkno. Zaroven vSak odborna literatura doklada, ze se WRNIP1 podili na ochrané vidlici pfed
degradaci. Pro pochopeni toho, jakym mechanismem WRNIP1 chrani replika¢ni vidlice, byla
navrzena a otestovana hypotéza, zdali WRNIP1 disociuje RAD51 vlakna na regresovaném
rameni replikacni vidlice, a tim umoziuje syntetizovat zbyvajici isek DNA a zaroven chranit

zastavenou replikacni vidlici pfed degradaci.

Pro ovéfeni této hypotézy byl navrzen experiment, ktery je schematicky znazornén na
obr. 18 A. Nejprve byl ovéten vliv RADS1 nukleoproteinového vldkna na extenzi polymerazy
tak, Ze na 5° previsu byl pfedinkubovan RADS1 protein a poté byla pfidana bakterialni Taq
polymeraza, kterd by méla DNA dosyntetizovat do konce pfevisu. Po deproteinizaci reakce byla
délka DNA analyzovana na denatura¢nim gelu. Podle o¢ekavani inhiboval RADS51 protein
extenzi DNA polymerazy (Ptiloha 3 B). Poté byl testovan vliv WRNIP1, ktery byl ptidan
po vytvoieni RADS1 filamentu na DNA, a nésledné byla pfidana polymeraza.
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Z gelu na obrazku 18 B je patrné, Ze zatimco samotny RADS51 protein (500 nM)
polymerazovou extenzi z vétsi ¢asti inhibuje, pfidavek WRNIP1 uz pfi nejnizsi koncentraci
stimuluje extenzi polymerazy i v piitomnosti RAD51 (jamka 4). WRNIP1 stimuluje
polymerazu v rostouci koncentra¢ni zavislosti v rozsahu 125 — 1000 nM (jamky 3 — 7). Navic
Ize v nejvyssi koncentraci dokonce pozorovat vétsi mnozstvi plné syntetizované dsDNA
(Jamka 7) nez pti pridani samotné Taq polymerazy (jamka 2). Tento efekt vidime i pfi nejvyssi
koncentraci samotného WRNIP1 (jamka 8). WRNIP1 tedy destabilizuje RAD51 vlakno, a tim
umoznuje odstranit piekazku, kterou RADS1 pro polymerazu predstavuje. Zaroven se zda, ze
také stimuluje aktivitu samotné polymerézy.
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Obr. 18: Stimulace Taqg polymerazy

A) Schematické zndzornéni experimentu.

B) Vysledek analyzy vlivu WRNIP1 na Taq polymerazu. 5 previs je pii piidani WRNIP1 v rostouci koncentracni
zavislosti (125, 250, 500 a 1000 nM) dosyntetizovan na dsDNA.
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5 DISKUZE

5.1 Uloha proteinu WRNIP1 p¥i ochrané zatavené replikaéni
vidlice

Navzdory zasadni uloze proteinu WRNIP1 pfi ochrané¢ genomové stability a stabilizaci
replikaéni vidlice, se jedna o velmi méalo popsany protein a jeho ptfesna role pti DNA replikaci

zUstavala nejasna.

Tato prace charakterizovala pomoci biochemické analyzy DNA vazebnou afinitu
WRNIP1 a odhalila preference viici substratim zastavené a revertované replikacni vidlice. Z
porovnani DNA vazebné aktivity WRNIP1 je vidét preference WRNIP1 k replikacni vidlici a
revertované replika¢ni vidlici (obr. 16), coz koresponduje s piedchozimi vyzkumy [49].
Zaroven je vidét, ze pifi pouziti nehydrolyzovatelného analogu ATP, AMP-PNP, nedoslo
k zadnému signifikantnimu naruseni tvorby WRNIP1-DNA komplexu, avsak pfi absenci
hofecnatych iontt spoleéné s ATP a jeho analogy nebyla pozorovana zadna vazba (obr. 17 C a
nezahrnuta data).

Dale byla popsana piima interakce WRNIP1 s centralni lidskou rekombindzou RAD51 a
jeji funkéni vyznam: WRNIP1 destabilizuje RADS51 nukleoproteinové vldkno a stimuluje
disociaci RAD51 z DNA (obr. 17 B, D). V pfitomnosti ATP komplex RAD51-DNA s WRNIP1
piestava byt jasné definovany a dochédzi ke zméné jeho putovani na gelu. Tento jev mize byt
zpusoben bud’ schopnosti WRNIP1 disociovat RADS51 po celé délce vlakna, nebo vytvorenim
spolecného vlakna, které se sklada castecné z RADSI a ¢asteéné z WRNIP1. Tuto skutecnost

se ale zatim nepodafilo ovérit.

Jiz diive bylo dokazano, ze deplece WRNIP1 vede k rozsahlé nukleolytické degradaci

témef na stejné Girovni jako inhibice proteinu RADS1 [1].

Pomoci rekonstituce polymerazové extenze byl odhalen mechanismus, kterym muze
WRNIPI replikacni vidlici stabilizovat. Analyza polymerazové extenze ukazuje, Zze WRNIP1
podporuje syntézu DNA pifes RADS1 vldkno (obr. 18 B). Destabilizace RAD51 pro uvolnéni
cesty polymerazy by mohla byt kli¢ova pro restart vidlice pomoci této drahy, protoze mé

vysledky ukazuji, ze RAD51 ptedstavuje blok pro polymerazovou syntézu.
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Dal8im faktem, ktery mlZe zvyraznit stimulaci syntézy DNA pfes RADS1 vlakno, je
frekvence [48]. Navic bylo uvefejnéno nékolik studii, které demonstruji, ze WRNIP1 vaze
ubikvitin svou UBZ doménou, pfi¢emz preferenéné vaze polyubikvuitinové fetézce navazané
na PCNA [50, 51, 60]. Tyto vyzkumy naznacuji, ze polyubikvitinace PCNA je zodpovédna za
rekrutovani WRNIPI na zastavené replika¢ni vidlici, kde stimuluje aktivitu polymerazy 6 a
pomaha ji pfekonat inhibici RADS51 proteinem, ktery ale soucasné chrani DNA pted degradaci.

Spole¢né s predchozimi poznatky miizeme navrhnout model restartu zastavené replikacni
vidlice podporovaného proteinem WRNIP1 (obr. 19). Pii zastaveni replikace a vytvoieni
ssDNA mezery na vedoucim rameni replikacni vidlice dochézi k jeji reverzi. Jelikoz je ale
revertovana replikacni vidlice nachylna k degradaci nukleazami MRE11 a EXO1, musi byt
stabilizovana RADS51 vldknem. Vytvofené RADS1 vldkno vSak mize pozd€ji zéaroven
znemoznovat restartovani vidlice. K tomu je zapotiebi PCNA, ktera naseda na dsSDNA—ssDNA
rozhrani regresované¢ho ramene a je nasledné ubikvitinovana. Polyubikvitinace PCNA pak
rekrutuje nejen polymerazu, ale i WRNIP1 a pomoci pfimé interakce mize putovat spolu
S polymerazou a disociovat RAD51 podjednotky. Tim nejenze uvoliluje cestu polymeraze, ale
zaroveil nedochazi k MREI1 degradaci, ponévadz k destabilizaci RADS51 dochéazi pouze
v blizkosti polymerazy.

V tomto piipad€ lze ptredpokladat, Ze syntézu bude provadét polymeraza 6, u které
WRNIP1 stimuluje jeji iniciacni frekvenci [48]. Presto vSak neni vylouéeno, Ze i jina
polymeraza syntetizuje chybé&jici ¢ast ramene.

Po dosyntetizovani regresovaného ramene je potieba replikacni vidlici restartovat.
Proteini, které maji tuto schopnost, je mnoho, kuptikladu SMARCALI1, RAD54 nebo RECQI,
u niz byla popsana schopnost restartovat revertovanou vidlici se stejné¢ dlouhymi vldkny na
regresovaneém rameni [22, 29]. Pfesto v8ak nelze vyloucit, Ze se na restartu podili jiné proteiny

a ze restart mize byt kombinovanou akci vice proteint.

Mechanismus, kterym se bunky rozhoduji, kterou drahou na replikaéni stres odpovi a
ktery zpusob restartu vyuziji, je prozatim velmi neprobadané téma a zalezi na mnoha
okolnostech, jako je typ poskozeni, kontext drahy v ramci bunky nebo dostupnost proteind,
které ptisobi v jednotlivych drahach. Model template switch drahy je potteba jesté dale testovat,
ale miiZze ptedstavovat efektivni odpoveéd’ na replikacni stres a jeho objasnéni je dilezité pro
pochopeni mechanismu, kterym buriky zabranuji vzniku nestability genomu.
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Obr. 19: Model mechanismu restartu replikacni vidlice podporovaného WRNIP1.
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5.2 Navazujici studie

Zatimco tato prace odhaluje detailni mechanismus, kterym se WRNIP1 miize podilet na
ochran¢ bunck pred replikaénim stresem, a propojuje zdanlivé rozdilné ulohy WRNIP1
V uceleny model, nicmén¢ nadale zistdva mnoho otdzek nejasnych. Skute¢nosti demonstrované

Vv této studii a navrzeny model bude potieba v budoucnu déle testovat.

Pro spravné pochopeni mechanismu podpory restartu prostiednictvim WRNIP1 je
nezbytné zopakovat experimenty s lidskou PCNA a lidskou polymerazou. Déle by bylo vhodné
ovéfit vliv mono-, ¢i polyubikvitinace PCNA. Pro tento tcel je mozno in vitro modifikovat
PCNA, idealni by vSak bylo experiment navrhnout i s pouzitim E1, E2 a E3 enzymt. Zajimavé
by bylo také otestovat interakce dalSich polymeraz s WRNIPI. DalSim potencialnim
experimentem muze byt sledovani vlivu WRNIP1 pfi degradaci RADS1 vldkna, popiipade
revertované replikacni vidlice prostfednictvim MRE11. Také je potieba ovéfit, zdali WRNIP1
téz pfimo neovliviiuje stabilitu RADS51 vlakna v pfitomnosti FBHI, popiipadé¢ komplexu
SCF™BH! napiiklad pomoci inhibice ubikvitinace RAD51. Tim by mohl WRNIP1 regulovat
napiiklad nacasovani disociace RADS51 z DNA. Finalnim experimentem by mohla byt
rekonstituce stimulace polymerazové extenze pfes RADS1 vldkno prostfednictvim WRNIP1
s pouzitim lidskych proteinti v pfitomnosti FBH1, MRE11 a PCNA.

Dale by bylo velmi diilezité stanovit efekt jednotlivych mutaci proteinu WRNIP1 na jeho
funkci. Pro ovéteni predpokladu, ze syntéza ptes RADS1 vldkno prostiednictvim WRNIPI je
zavisla na hydrolyze ATP by se jednalo 0 zaménu threoninu na pozici 294 za alanin (T—A),
ktera zptisobuje ztratu schopnosti ATP hydrolyzy [71]. Pro ovéteni hypotézy, ze WRNIPI je
specificky lokalizovany v mist¢ ssDNA-dsDNA piechodu, kde je lokalizovana PCNA a
polymeréza by bylo potfeba zaménit kyselinu asparagovou na pozici 37 za alanin (D—A), ktera

zpusobuje ztratu schopnosti vazat ubikvitin[50].

Bylo by prospésné overit model také ex vivo. Na revertovanou replikaéni vidlici pisobi
mnoho faktord, které spolu interaguji, pficemz nékteré faktory nemusely byt dosud viibec
popsany. Pfi pouziti lidskych bunék by byly do vysledkli vSechny tyto faktory zahrnuty, a
jednotlivych proteint. Efekt na extenzi na stresované replika¢ni vidlice by mohl byt sledovan
diky vystaveni deoxyuridinu s inkorporovanym jodem, chlorem nebo bromem. Nésledné by
bylo mozné vizualizovat nové syntetizovanou DNA pomoci fluorescenéni mikroskopie [40].
Kolokalizaci s jednotlivymi polymerdzami nebo modifikovanou PCNA by bylo mozné

vizualizovat pomoci protilatek proti jednotlivym proteintim.
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Obdobné by mohly byt buiiky po depleci endogenniho WRNIP1 komplementovany
mutantnimi WRNIP1 proteiny pomoci vloZeni jejich expresnich plasmidd. Tim by bylo moZné
rozhodnout, jestli je pro tuto drahu esencialni schopnost hydrolyzovat ATP a vazat ubikvitin.
V neposledni fad¢ by ex vivo bylo mozné pouzit riizné pfi¢iny replika¢niho stresu a rozhodnout

tak, na ktery druh pfi¢iny v ramci popsané odpovédni drahy WRNIP1 pisobi.

Tato prace predstavuje novy nahled na roli WRNIP1, ¢imz ptispiva k odhaleni ulohy
jednotlivych faktorti v drahach, kterymi bunky odpovidaji na pii¢iny replika¢niho stresu, a
ptedstavuje téz potencial pti vyvoji cilené terapeutické 1é¢by. Inhibici klicovych proteint
v BRCA2-deficientnich buiikdch, ve kterych neni RADS1 timto proteinem stabilizovan, ¢imz
vznika prostor pro extenzivni nukleolytickou degradaci, by v této draze bylo mozné podpofit
restart prostfednictvim BIR, coZ by samo o sob¢, ale hlavné v kontextu nefunkcni opravy DNA
zvysilo riziko genomové nestability a bunééné smrti. Kromé toho je v tomto piipadé esencialni
aktivita MUS81, bez niz dochazi k selhani restartu replikaéni vidlice, zastaveni buné¢ného

cyklu a nasledné k buné¢né smrti [64].
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6 ZAVER

vyvoj a chod celého organismu. AvSak DNA replikace je zaroveni jednim z nejvétSich zdroji
nestability genomu, jelikoz DNA musi pii replikaci ¢elit mnoha pfekazkam a je pod neustalou
hrozbou poskozeni. V ptipad€, Ze neni umoznéna spravnd a v€asnd odpovéd’ na zastaveni
replikaéni vidlice, dochazi k jejimu kolapsu, replikacnimu stresu a poSkozeni DNA, které mize
vyustit v maligni transformaci [12].

Mezi proteiny, jez se Uc€astni odpovédi na replikacni stres, patii WRNIP1, ktery chrani
replikacni vidlici pfed poskozenim [1]. Dosud vSak nebylo zcela jasné, jakym zplisobem se
WRNIP1 na tomto procesu podili. V této praci byl odhalen moZzny mechanismus, kterym
WRNIPI stabilizuje zastavenou replikacni vidlici, zprostfedkovava jeji restart a brani zvySeni
urovn¢ replika¢niho stresu.

V praci byla jednak popsana DNA vazebnd preference WRNIPI proteinu viaci
fyziologicky se vyskytujicim substratim, jednak byl odhalen mechanisticky vyznam interakce
proteinu WRNIP1 s RADS51. Navzdory piedpokladu, Ze WRNIPI1 stabilizuje RADS51, a tim
chrani DNA pied degradaci, bylo dokazano, Ze protein WRNIP1 je schopen disociovat protein
RADS51 navazany na jednotetézcovou DNA a ze tato destabilizace je pravdépodobné zavisla na
hydrolyze ATP proteinem WRNIP1. Dale byl také otestovan biologicky vyznam této funkce
WRNIP1. Diky rekonstituci polymerazové extenze se podafilo dokazat, ze WRNIP1 podporuje
syntézu ptes RADS1, ktery je pro polymerazu obvykle ptekdzkou. Tato dradha by mohla byt pro
bunky efektivnim nastrojem, jak se vypotadat s prekazkami pii DNA replikaci.

Zavérem lze fici, Ze tato prace odhaluje dosud nepopsanou tlohu WRNIP1 pfi ochrané
bunék pred replikacnim stresem, a piispiva tak k pochopeni mechanisml udrzovani stability
genomu.
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9 PRILOHY
9.1 Kontrola nukleazové kontamince

— -+ 1000nMWRNIP1

oy

P
h N ___ souvisla
DNA

Stépena
DNA

Priloha 1: Kontrola viici nukledzové kontaminaci

K fluorescencné znacené ssDNA byl pridan WRNIP1, proteiny byly denaturovany smési SDS + PK a analyzovany
pomoci Elektroforézy na nativnim gelu
Nebyla detekovana zadna signifikantni nukledzova kontaminace.
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9.2 Purifikace proteinu RAD51
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Priloha 2: Purifikace proteinu RAD51 WT

A) Schéma purifikace RAD51

B) Porovnani koncentrace RADS 1 oproti titracnimu standardu BSA. Vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE
Vysledna koncentrace proteinu je 2 pg/pL = 55umol/pL
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9.3 Optimalizace polymerazove extenze
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Priloha 3: Optimalizace polymerazové extenze

A) Titrace Taq polymerazy

B) Titrace proteinu RAD51

C) Efekt zvysujici se koncentrace WRNIPI na polymerdzovou extenzi
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