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Anotace

Replikace DNA je kli¢ovy biologicky proces, ktery zabezpecuje piedani a uchovani genetické
informace béhem bunécného déleni. Prvni fazi tohoto procesu je iniciace replikace DNA,
ktera probiha diky koordinované aktivit¢ mnoha proteinti. Mezi n¢ patii i proteiny RECQ4
a MCM10. Piesna uloha téchto proteind v iniciaci replikace stale zdstava nejasna. Avsak role
proteinu RECQ4 v udrZovani integrity genomu je zasadni, jelikoz mutace v genu RECQ4 jsou
spojeny se tfemi zavaznymi dédi¢nymi onemocnénimi: Rothmund-Thomsontiv syndrom,
Baller-Geroldiv syndrom a RAPADILINO. Tato prace se zaméfuje na charakterizaci
interakce proteini RECQ4 a MCMI10. Vysledky ukazuji, ze proteiny MCM10 a RECQ4
pfimo interaguji pomoci interni domény MCM10. Tato interakce ma funkéni vyznam, nebot’
vede ke zlepseni vazby proteinu RECQ4 na DNA a stimuluje fazovou separaci, ktera mutize
hrat klicovou roli pii iniciaci replikace DNA. Tato prace pfispiva kK lepsimu pochopeni tlohy
proteinu RECQ4 a mohla by tedy pfispét k porozuméni podstaty chorob spojenych
s mutacemi v genu RECQ4.

Kli¢ova slova

Replikace DNA; RECQ4; MCM10; fazova separace



Annotation

DNA replication is a key biological process that ensures the transmission and preservation of
genetic information during cell division. The first stage of this process is the initiation of
DNA replication, which is carried out by the coordinated activity of many proteins. These
include RECQ4 and MCM10. The precise role of these proteins in replication initiation
remains unclear. However, the role of RECQ4 protein in maintaining genome integrity is
crucial, as mutations in the RECQ4 gene are associated with three severe hereditary diseases:
Rothmund-Thomson syndrome, Baller-Gerold syndrome and RAPADILINO. This work
focuses on the characterization of the interaction between RECQ4 and MCM10. The results
show that MCM10 and RECQ4 directly interact through the internal domain of MCM10. This
interaction has functional significance as it leads to improved binding of RECQ4 protein
to DNA and stimulates phase separation, which may play a key role in the initiation of DNA
replication. This work contributes to a better understanding of the role of the RECQ4 protein
and could therefore contribute to the understanding of the nature of diseases associated with
mutations in the RECQ4 gene.

Key words

DNA replication; RECQ4; MCM10; liquid-liquid phase separation
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1 UVOD

Zakladni podminkou pro vznik Zivota bylo vytvoreni molekul, které mély schopnost piedavat
svou dédi¢nou informaci z generace na generaci. Tuto funkci v naSich bunkach zastdva
deoxyribonukleova kyselina (DNA), kterd koéduje informace nutné pro spravny vyvoj
a fungovani celého organismu. Zdvojeni této molekuly se nazyva DNA replikace.

V pribéhu evoluce se tento proces ¢im dal vice zdokonaloval a vyvinul se v soubor mnoha
proteinii, které dokonale spolupracuji a =zajistuji piesnou replikaci. Diky nim dojde
k rozpleteni dvousroubovice DNA a podle téchto puvodnich vlaken se nasledné dosyntetizuji
vlakna nova. Z jedné molekuly DNA tak vzniknou dvé identické kopie.

Vysoka presnost replikace DNA je kliova pro pieziti i zdravi vSech zivych organismi. Pii
nespravné replikaci vznikaji mutace, jejichz akumulace vede k nestabilité¢ genomu. A prave ta
je Castou pii¢inou maligni transformace bun¢k a vzniku dédi¢nych onemocnéni [1].

Tato prace se zabyva proteiny RECQ4 a MCMI10, které maji klicovou ulohu v iniciaci
replikace DNA. Tyto proteiny spolu pfimo interaguji, nicméné piesny vyznam jejich interakce
a regulace znam neni. Hlavnim zamérem prace je mapovani této interakce a zjisténi jejiho
vlivu na DNA vazbu a fazovou separaci proteini. Vzhledem k tomu, Ze mutace v genu
RECQ4 jsou asociovany se tfemi zavaznymi dédiénymi onemocnénimi, nové poznatky
o proteinu RECQ4 mohou piispét k pochopeni molekularni podstaty téchto onemocnéni
a potencialné napomoci jejich 1é¢be.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Replikace DNA

DNA je molekula, kterd ve své nukleotidové sekvenci obsahuje informace nutné k vyvoji,
funkci areprodukci zivych organismt. Aby vSechny buiky organismu mély identickou
genetickou informaci, dochazi pfed kazdym bunénym d€lenim k replikaci, vytvofeni kopie
puvodni DNA [2].

Molekulu DNA tvoii dva polynukleotidové fetézce, které jsou spojeny vodikovymi mistky
mezi jejimi bazemi. Retézce dvousroubovice DNA jsou vzajemnd komplementarni, kazdy
sméruje opacnym smérem, jsou tedy antiparalelni [3].

Tato struktura umoziuje elegantni duplikaci DNA (Obr. 1). Vodikové mustky, které drzi
dvousroubovici pohromadé¢, jsou lokdlné relativné slabé a umoziiuji oddéleni vladken od sebe
[2]. Kazdé vlakno pak slouzi jako templat pro syntézu nového fetézce podle pravidel parovani
bazi. Timto zpisobem vzniknou z jedné matetské dvouSroubovice dvé nové, kazda s jednim
puvodnim a jednim novym vldknem. Proto proces replikace DNA nazyvame
semikonzervativni [4].

Obr. 1: Model semikonzervativni replikace DNA. (A) Plivodni dvousroubovice ma dva komplementarni fetézce,
které jsou spojeny vodikovymi mustky. (B) Retézce DNA se od sebe oddéli a slouzi jako templat pro syntézu
novych vlaken. (C) Ptipojenim komplementarnich nukleotidii vzniknou dvé dvousroubovice s jednim pivodnim
(tmavé modrym) a jednim novym vlaknem (svétle modrym). Pievzato a upraveno [4].

Replikaci DNA zajistuje mnoho proteinti, které spolupracuji pifi procesu rozdélovani
dvousroubovice a syntéze nove DNA, vytvareji tak komplexni replikaéni maSinérii (Tab. 1
a Obr. 2). Prvnim klicovym proteinem je helikaza, kterd je v samém cele replikacni vidlice
a vyuziva energii z ATP hydrolyzy k rozvinuti dvousroubovice béhem svého pohybu po DNA.
S helikdzou spolupracuje SSB protein (z angl. single strand binding protein), ktery vaze
jednotetézcovou DNA (ssDNA), aby do€asné zabranil spojeni oddélenych vlaken zpét k sobé.
Dal$im proteinem je primaza, kterd vyuzivd oddélena vlakna jako vzor k syntéze kratkého
useku RNA nazyvaného RNA primer. Tato RNA ¢ast umoziuje DNA polymeraze ptipojovat
nukleotidy a syntetizovat nové vldkno DNA komplementdrni k pivodnimu. Je dilezité
poznamenat, Ze DNA polymeraza ma schopnost syntézy pouze ve sméru 5°-3’, coz zptisobuje
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problém pii replikaci, protoze dvousSroubovice je antiparalelni. Jeden fetézec, oznaCovany
jako ,,vedouci®, je kontinudln¢ syntetizovan ve sméru 5°-3’, zatimco druhy ,,opozd’ujici se*
fetézec je orientovan opacné. DNA polymeraza tedy diskontinudlné vytvari krat$i oddélené
useky DNA, které se nazyvaji Okazakiho fragmenty. Tyto fragmenty jsou nakonec spojeny
dalsim enzymem DNA-ligdzou do kontinualniho vlakna [5].

Nazev Obrazek Funkce
Helikaza 3 Rozviji dsDNA
5 ’
3" E
o 13
SSB protein 5"% 3’ Vaze a stabilizuje ssDNA

Priméza % Syntetizuje RNA primer
5 «gn 3
( 5

DNA polymeraza 5’ e 37 Syntetizuje nové vlakno DNA
5
3
DNA ligaza W Spojuje Okazakiho fragmenty

Tab. 1: Proteiny zapojené do replikace DNA v bakteriich. Pievzato a upraveno [4].

Obr. 2: Proteiny zapojené do replikace DNA v bakteriich. (A) Zahajeni replikace DNA: helikaza rozpléta
dvousroubovici, SSB protein stabilizuje rozdélana vladkna DNA a primaza zacina syntetizovat RNA primer
(Cerven€) za vyuziti pivodni DNA jako templatu. (B) Vedouci vlakno je syntetizovano DNA polymerazou
kontinualné ve sméru 5°-3°. (C) Na opozd’ujicim se vlakné je tvofen Okazakiho fragment ve sméru 5°-3°. (D)
DNA-ligdza spojuje Okazakiho fragmenty na opozdujicim se fetézci v jedno souvislé vldkno. Pievzato
a upraveno [4].

Nicméné pro samotny prubéh replikace je zasadni jeji iniciace vedouci k zahajeni [6].
Vzhledem k tomu, Ze naplni této prace je pravé iniciace replikace, budou se dalsi kapitoly
vénovat tomuto procesu detailnéji.
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2.2 Iniciace replikace DNA

Duplikace genomu bunky musi probé¢hnout pouze jednou v pribéhu bunééného cyklu. Pro
zdravi bunky je totiz kli¢ové, aby nedoslo k opakované replikaci néjaké casti genomu, nebo
k tomu, ze ¢ast DNA zistane nedoreplikovana. To by mohlo vést k bunétné smrti nebo v
hor$im pfipadé vyustit ke genetickym zméndm spojenym s onemocnénim, jako je napiiklad
rakovina [7, 8]. Iniciace replikace DNA proto hraje kli¢ovou roli v tomto procesu a je striktné
regulovana. Tato faze je rozdélena do dvou oddélenych krokt: licencovani pocatkt replikace
DNA a aktivace helikazy [9, 10]. Nejprve je tieba se zaméfit na samotné pocatky replikace
DNA.

2.2.1 Replikacni pocatky

K zah4jeni replikace dochéazi na specifickych mistech na chromozomech zvanych pocatky
rozvinuti dvousroubovice. Zatimco bakteriim vystaci pouze jeden replikac¢ni pocatek a dvé
replika¢ni vidlice, které se zde vytvoii, syntetizuji DNA v opaénych smérech (Obr. 3-A),
genom eukaryotickych organismt je podstatné vétsi a obsahuji mnoho pocatkt replikace,
pticemz kazdy z nich je zodpovédny za replikaci jen malé ¢asti genomu (Obr. 3-B) [11].

A Bakterie B Eukaryota

pocatek podatek pocatek pocatek

56y ——=

v

Obr. 3: Iniciace replikace DNA u bakterii a eukaryot. (A) Kruhovy chromozom bakterii ma jeden replika¢ni
pocatek, ze kterého se dvé replikacni vidlice pohybuji v opaénych smérech. (B) Eukaryota maji mnohem vétsi
linearni genom, ktery ma vice replikacnich pocatkt. U kazdého z nich syntéza DNA také probihd obousmérné
diky dvéma replikaénim vidlicim. Pfevzato a upraveno [12].
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2.2.2 Licencovani pocatku

.....

replikaéni pocatky. Prvotnim krokem je vytvofeni pre-replika¢niho komplexu (pre-RC)
V procesu, ktery se nazyva ,licencovani‘ pocatka (Obr. 4). Nejdiive dochazi k rozpoznani
avazbé replikac¢nich pocatkt proteinovym komplexem ORC [13]. Diky dalSim dvéma
proteiniim, Cdc6 a Cdtl, dochazi k postupnému navazani dvou komplexii replikacni helikazy
MCM2-7 [14]. Nasledné jsou proteiny Cdc6, Cdtl a ORC uvolnény a na kazdém
licencovaném pocatku tak vzniknou dva MCM2-7 komplexy, které jsou pfipraveny na iniciaci
replikace DNA [15].

Cdc6
Cd’\, .

PNONININ NN AN QO
l ORC

INVNVNNG QO

Cdt1

x\lf\\kf\\’,ﬁ“\\o\\' ﬂ‘f\»\* s
|
,\\,NW\G\\/ ,\\,@f\\c\\o\\o\\f

A B C

Obr. 4: Licencovani pocatkii replikace DNA. (A) ORC proteiny rozpoznaji pocatek replikace, vytvoii komplex s
Cdc6 a diky Cdtl se navaze prvni MCM2-7 hexamer (Sedy). (B) Druhy MCM2-7 komplex (Zluty) se navaZze na
DNA a spoji s prvnim MCM2-7. (C) ORC, Cdc6 a Cdtl se nasledné uvolni z replika¢nich pocatki a oba
MCM2-7 komplexy jsou pfipraveny na aktivaci. Pfevzato a upraveno [16].

MCM2-7 je replikacni helikaza, ktera se sklada z Sesti podjednotek (hexamer), schopna
obepnout dvoufetézcovou DNA (dsDNA). V této fazi je dvojity hexamer MCM2-7
V neaktivni form€ a jenom ¢ast takto licencovanych pocatki bude pozdéji skutecné
aktivovana. Je to z toho dlvodu, aby v pfipadé¢ problému b&hem replikace mohla Cast
licencovanych replikaénich pocatka slouzit jako zaloha [17].

2.2.3 Aktivace helikazy

Druhym krokem po licencovani pocatkii replikace je aktivace replikacni helikazy. MCM2-7
helikaza je aktivovana pomoci dvou kindz, CDK a DDK, a dal$ich proteini, které spolecné

.....

Dva klicové proteiny v tomto procesu jsou CDC45 a GINS. Ty spolu s MCM2-7 tvoti CMG
komplex. K seskupeni a aktivaci tohoto CMG komplexu jsou potiebné dalsi proteiny pre-IC,
ato RECQ4, MCM10, Treslin a TopBP1. Aktivaci DDK vznika komplex mezi Treslinem
a CDC45, diky ¢emuz se CDC45 pripoji k MCM2-7 (Obr. 5-A). Naopak za aktivity CDK
vytvoii Treslin, RECQ4 a GINS komplex, ktery zajisti ptipojeni GINS k MCM2-7 (Obr. 5-B).
Takto vznikne CMG helikaza, kterd je nasledné¢ aktivovana proteinem MCMI10. Kazdy
MCM2-7 hexamer se docasné rozpoji, obkrouzi pouze jednofetézcovou DNA a znovu
se spoji. Nakonec jsou fetézce DNA oddéleny od sebe a na kazdém z nich je pfitomen pouze
jeden CMG komplex (Obr. 5-C) [10, 18].
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G OO

CDC45 ‘\1 DDK
Treslin @O _

NV

A B C

Obr. 5: Model aktivace helikazy. (A) Aktivaci pomoci DDK Treslin ptipoji CDC45 k MCM2-7 komplexu. (B)
Aktivita CDK umozni vytvofeni komplexu RECQ4, TopBP1 a Treslin a ptipoji GINS k MCM2-7. (C)
Vytvoieni aktivni replika¢ni vidlice za pomoci MCM10. Pievzato a upraveno [19].

Nasledujici kapitoly se budou jiz detailnéji vénovat lidskym proteinim RECQ4 a MCM10,
které jsou v poptedi zajmu této prace.

2.2.3.1 Proteiny RECQ4, MCML10 a jejich interakce

RECQ4 ma klicovou ulohu v iniciaci replikace v lidskych buiikéch; pouhé ptipojeni tohoto
proteinu k pre-RC vede k navazani ostatnich proteini pre-IC a naslednému odstartovani
replikace [20]. Hlavni interakéni partneii RECQ4 b&éhem replikace jsou MCM10, MCM2-7,
CDC45 a GINS, a pravé MCM10 zajist'uje jeho asociaci s MCM2-7 helikazou [21]. V dalsi
fazi iniciace se RECQ4 a MCMI10 podili na stabilni formaci CMG komplexu. Bez proteinti
RECQ4 a MCMI10 totiz nedochazi k asociaci CDC45 a GINS s chromatinem, coZ vede
k vyraznému ubytku vytvotenych CMG komplexi a Kk naslednym defektim v zahajeni
replikace [22, 23].

Interakce mezi RECQ4 a MCM10 je pfima, zprostiedkovana N-koncem RECQ4, konktrétné
oblasti vV rozmezi aminokyselin 76-145 [24]. Ze strany MCMI10 vsak interakéni doména
znama neni. Interakce s MCM10 ovliviiuje helikazovou aktivitu RECQ4 [21]. In vitro je
prokazana regulace jejich interakce fosforylaci [21], ale in vivo neni tento efekt fosforylace
zaznamenan [24].

Piestoze v lidskych bunkach nebyla interakce mezi RECQ4 a MCM10 nezbytna pro jejich

preziti, ma zna¢ny vliv na miru jejich rlstu, ovlivituje normalni postup bunécného cyklu a je
nutna k ucinnému zahajeni replikace [24].

13



2.3 Protein MCM10

2.3.1 Funkce

Kromé jiz popsané funkce MCM10 v iniciaci replikace DNA ma ulohu také v jeji nasledné
fazi — v elongaci. MCM10 piivadi DNA polymerazy syntetizujici opozd’ujici se vldkno
k pocatkiim replikace. Poté MCM10 zistava soucasti postupujici replikacni vidlice a Gcastni
se syntézy Okazakiho fragmenti [25].

2.3.2 Strukturni domény
MCMI10 se sklada ze tii strukturnich domén: N-terminalni (NTD), interni (ID) a C-terminalni

(CTD). Jednotlivé domény jsou navzajem propojeny flexibilnimi proteinovymi useky [26]
(Obr. 6).

NTD ID cTD
OB-fold ZnF1 ZnR
H. sapiens 238-388 390-415 816-836
1 ZnF2 875

783-802

Obr. 6: Strukturni domény proteinu MCM10. MCMI10 se sklada z 875 aminokyselin a je rozdélen na:
N-terminalni doménu (NTD), kterd obsahuje CC (z angl. coiled coil) motiv, interni doménu (ID), kterd ma
,»OB-fold“ a zinkovy prst (ZnFl), a C-termindlni doménu, ve které je druhy zinkovy prst (ZnF2) a
,,Zn-ribbon“ (ZnR). Pfevzato a upraveno [27].

e NTD obsahuje ,coiled-coil“ motiv, diky kterému je MCMI10 schopen vytvofit
oligomer. Lidsky MCM10 vytvaii hexamer, podobné jako MCM2-7 helikéaza, ktery
ma podobu prstence (Obr. 7) [28].

e 1D je evolu¢né nejvice konzervovana doména. Obsahuje ,,OB-fold* a zinkovy prst
(ZnF1), které dohromady vytvafi souvislou oblast pro interakci s DNA. ,,OB-fold*
také zajistuje dllezité proteinové interakce, naptiklad s MCM2-7 helikézou.

e CTD je specificka pouze pro zivoCichy. Tato doména zprostfedkovava interakci SDNA
a dalsimi proteiny. CTD vaze DNA diky zinkovému prstu (ZnF2) a mezi jeho
proteinové interakéni partnery patfi CDC45 [25, 29]. Kromé toho obsahuje
,»Zn-ribbon* (ZnR), jehoz funkce zatim nebyla objasnéna [27].
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Obr. 7: Prstencova struktura hexameru MCMI(. Zobrazeni trojrozmérné rekonstrukce povrchu MCM10 pod
riznymi uhly ziskané z elektronové mikroskopie. (A) pohled shora. (B) pohled zespodu. (C) pohled z boku.
Pievzato a upraveno [30].

Jak ID, tak CTD domény maji schopnost vazat SSDNA i dSDNA s preferenci k jednotetézcové
pocatek replikace [29]. Nicméné cely protein MCM 10 ma asi stokrat vyssi afinitu k DNA nez
jednotlivé domény oddélené, coz naznacuje, ze ID i CTD mohou pii vazbé na DNA
spolupracovat. Posttranslacni modifikace MCM10 proteinu reguluji tyto domény odlisné.
Acetylace stimuluje DNA-vazebnou aktivitu ID, kdezto na vazbu DNA u CTD ma inhibi¢ni
efekt. Toto muze piedstavovat jeden ze zpusobu regulace piekryvajicich se funkci ID a CTD
[27].

2.4 Protein RECQ4

RECQ4 patii do rodiny RecQ helikaz. Ty jsou vysoce konzervovanou skupinou od bakterii po
Cloveka, kterd byla pojmenovana podle bakteridlniho proteinu RecQ. Diky jejich tloham pfi
udrzovani stability genomu jsou RecQ helikdzy nazyvany jako ,,ochranci genomu®. Funguji
na pomezi DNA replikace, rekombinace, opravy ale také transkripce. Mezi lidské homology
patii RECQI, helikdza Bloomova syndromu (BLM), helikdza Wernerova syndromu (WRN),
RECQ4 a RECQS5. Dilezitost této skupiny v uchovavani genomu zdlraznuje to, Ze mutace
v BLM, WRN a RECQ4 zptisobuji vzacna dédi¢nd onemocnéni, ktera jsou spojena s vysokou
predispozici ke vzniku rakoviny [31]. V roce 2022 byl také objeven novy syndrom asociovan
s RECQI, ktery dostal nazev RECON (RECq ONe) [32].

Gen RECQ4 se nachazi na chromozomu 8q24.3 a kéduje stejnojmenny protein o celkovém
poctu 1208 aminokyselin. Byl objeven jako ¢tvrty z rodiny RecQ helikaz, nicméné se od téch
ostatnich v mnohém odliSuje a je jednim z nejméné prozkoumanych. Biologicky vyznam
RECQ4 je podtrzen asociaci se tfemi vzacnymi dédiénymi onemocnénimi, kterymi jsou:
Rothmund-Thomsoniiv syndrom, Baller-Geroldiv syndrom a syndrom RAPADILINO [33].
Naopak zvysena exprese RECQ4 je spojovana se vznikem rakoviny [34].
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2.4.1 Struktura a biochemicka charakterizace

N-terminus proteinu RECQ4 vykazuje homologii k proteinu Sld2, ktery ma v kvasinkach
nezastupitelnou roli v iniciaci replikace DNA (Obr. 8). Tato funkce byla zachovana i u lidi
a SLD2 doména RECQ4 ma dilezitou tlohu v replikaci DNA v lidskych bunkach [35].
Na kritickou roli N-konce ukazuje to, Ze delece genu RECQ4 je u mysi embryonalné letalni.
Naopak mysi, které exprimovaly pouze N-terminalni ¢ast proteinu, byly Zivotaschopné [36].

N-terminalni ¢ast ma schopnost vazby ssDNA, dsDNA i RNA, ale mé& vyssi afinitu
ke slozitéjsim strukturam jako je vidlicovda DNA nebo guaninové kvadruplexy (G4) [37-39].
Tato oblast ma taktéz schopnost katalyzovat nasedani dvou komplementarnich fetézci DNA

[37] a zprosttedkovava dulezité proteinové interakce, véetné interakce s MCM 10 [24].

Ve stiedni Casti proteinu RECQ4 se nachézi konzervované helikdzova doména, kterou maji
i ostatni RecQ helikazy a ktera je nejvice konzervovanou ¢asti proteinu. Ma ATP-dependentni
helikdzovou aktivitu, kterda vSak nebyla zpocatku kvili jeho silné schopnosti katalyzovat
nasedani komplementarnich fetézci DNA vilbec zaznamenand. Rozpletené fetézce totiz
RECQ4 zase mohl rychle spojit zpét k sobé [40].

D Helikazova doména [:] Jaderny lokaliza¢ni signal @ Ubikvitinace

D RQC doména ‘:I SLD2 doména ® Fosforylace

e a;

4 S —
Interakce s MCM10 N-terminus .

“
. s . A
M'tO,Ch?n,dr!am! Replikace DNA
lokalizacni signal

Obr. 8: Protein RECQ4. V N-terminu RECQ4 je SLD2 doména, ve stfedu proteinu je helikdzova doména a v
C-terminu je RQC doména (RecQ C-terminalni doména). N-terminus obsahuje dva jaderné lokaliza¢ni signaly a
mitochondridlni lokalizacni signal, ktery ma RECQ4 jako jediny z RecQ helikaz a diky némuZz ma roli v Gdrzbé
mitochondridlniho genomu (viz 3.2.2 Role RECQ4). Interakce s MCM10 je taktéz zprosttedkovana N-koncem.
RECQ4 je regulovén posttranslacnimi modifikacemi: fosforylaci, acetylaci a ubikvitinaci. Pfevzato a upraveno

[33].
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2.4.2 Dalsi ulohy RECQ4 proteinu

Krom¢ iniciace replikace DNA zastavda RECQ4 1 dalsi funkce v udrzovani stability genomu
(obr. 9). RECQ4 se ucastni nékolika DNA opravnych drah, naptiklad opravy dvoufetézcovych
zlom (DSB, z angl. double-strand breaks), které jsou jednim z nejtoxictéjSich poskozeni
DNA. RECQ4 ma funkci v obou procesech, které DSB opravuji, a sice v nehomolognim
spojovani konct (NHEJ, z angl. nonhomologous end joining) a v homologni rekombinaci
(HR) [33].

V NHEJ se poskozena DNA piimo spoji zpét v misté zlomu, coz vSak mtize vést k mutacim.
RECQ4 interaguje s klicovym proteinem tohoto procesu, KU70, a stimuluje jeho aktivitu.
Naopak HR vyuziva neposkozenou sesterskou chromatidu jako vzor k obnové ptivodni DNA
a zajistuje tak vérnou opravu DSB. V tomto procesu spolupracuje RECQ4 s proteinem
MRE11, ktery mé zasadni roli v prvotni fazi HR pfi nukledzovém zpracovani poskozené DNA
[33, 41] (Obr. 9-B).

Syndromy asociované s mutacemi v RECQ4 zpisobuji pred¢asné starnuti, nebot' casto
vykazuji poskozeni telomer a mitochondrii. V souladu s témito poznatky vychazi najevo, ze
RECQ4 chrani telomery i genom mitochondrii pfed poskozenim. Navic telomery bunék
s mutaci v RECQ4 jsou zkracovany vice nez U bunky zdravé [42]. RECQ4 se totiz diky své
interakci komplexem, ktery telomery ochranuje (Shelterin) mze podilet na rozplétani
slozitych struktur telomerické DNA (obr. 9-C). Jako jediny z RecQ helikaz je RECQ4
lokalizovan i1 do mitochondrii. Ptfedpokldda se, ze stumor-supresorovym genem p53
podporuje syntézu mitochondrialni DNA [33] (Obr. 9-D).

Replikace DNA A Oprava DSB B
b RECQ4
v & RECQ4 / \’
i NHEJ HR
; Y — e
ol Ku70/Kugo MRE11
T % cMG
Telomery C Mitochondrie D
N/ 1] / ' P33\ X
1 /RECQ4 \
v o — w \
RECQ4 AT /

Sheltrin komplex

Obr. 9: Role RECQ4 v udrzbe genomu. (A) RECQ4 ma kli¢ovou roli v iniciaci replikace DNA, spolu s MCM10
aktivuje CMG helikazu. (B) RECQ4 se ucastni opravy DSB, s Ku70/Ku80 spolupracuje v nehomolognim
spojovanim koncti (NHEJ) a s MRE11 kooperuje v prvotnim kroku homologni rekombinace (HR). (C) RECQ4
interaguje se Shelterin komplexem a spole¢né rozplétaji slozité struktury DNA v telomerach. (D) Na udrzbé
mitochondridlniho genomu se RECQ4 podili diky interakci s p53. Prevzato a upraveno [33].
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2.4.3 Syndromy asociované s mutacemi v RECQ4

e Rothmund-Thomsontv syndrom (RTS)

RTS je vzacné autosomalné recesivni onemocnéni s dosud popsanymi mén¢ nez 500 ptipady
[43]. Charakteristickymi pfiznaky RTS jsou Cervena vyrazka poikiloderma, fidnuti vlasi,
nizky vzrust, Sedy zakal, kosterni abnormality, pfedCasné starnuti a zvySena predispozice
k rakoving, piedevsim osteosarkomu, tedy nadorovému onemocnéni kosti [44]. RTS byl
poprvé popsan Rothmundem, pozd¢€ji zaznamenal stejné onemocnéni Thomson a v roce 1957
Taylor tento syndrom spojil v jeden a pojmenoval jej Rothmund-Thomsontv syndrom. Toto
onemocnéni se déli na RTS typu II, které ma vétSina pacientd a je spojeno pravé s mutacemi
v RECQ4, a RTS typu L., jehoZz pacienti maji mutaci v proteinu ANAPCI1 [45].

o Baller-Geroldiv syndrom (BGS)

Podobné jako RTS je BGS velmi vzicné onemocnéni, které se také dédi autosomalné
recesivné. Celkem bylo identifikovano pouze okolo 40 ptipadl. Poprvé byl syndrom popsan
Ballerem a nésledné Geroldem. Onemocnéni ma podobné symptomy jako RTS. Patii mezi né
poikiloderma, kosterni abnormality (pfedev$im anomalie hornich koncetin) a nizky vzrust.
Na rozdil od RTS je pro BGS typicka kraniosynostdza, cozZ je prfedcasny srist $vi zpisobujici
deformaci lebky [46].

e RAPADILINO

Nazev tohoto onemocnéni je akronymem jeho hlavnich znakl: RA = radialni
hypoplazie/aplazie (RAdial hypo/aplasia), PA = rozstép nebo vysoké patro (z angl. PAtellae
and cleft or highly arched PAlate), DI = prijem a dislokace kloubli (z angl. Dlarrhea and
DIslocated joints), LI = nizky vzrist a malformace koncetin (z angl. Llttle size and LImb
malformation), NO = uzky nos a normalni inteligence (z angl. Nose slender and Normal
intelligence) [47]. Nejvice pfipada bylo zaznamenano u finské populace [48].
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Rothmund-Thomsondv syndrom

Sedy zakal
Predc¢asné starnuti

Ridnuti vlas®

Osteosarkom

Poikiloderma A
Vyvojoveé vady

Dysmorfie obliceje
Poruchy GI

Abnormality ¢ésky

Defekty radialniho

Paprsku
Baller- E lokoce Kiaub
Krani t6 islokace kloubu
Geroldav raniosynostdza /s .
normality patra
syndrom RAPADILINO

Obr. 10: Venmiv diagram zndzornujici prekryvajici se symptomy onemocnéni asociovanych s mutacemi
v RECQ4. Pievzato a upraveno [33].
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3 CILE PRACE

Iniciace replikace DNA je prvotnim krokem replikace a ma tedy zasadni tlohu v regulaci
tohoto procesu. Pokud neni replikace striktn¢ regulovana, mize to vést k nestabilité¢ genomu
a potencialn¢ k nekontrolovanému déleni bun€k a rozvoji nadorovych onemocnéni. I z tohoto
divodu je velmi diilezité pochopit tento proces na molekularni irovni. Navic asociace mutaci
v genu RECQ4 s dédiénymi syndromy podtrhuje biologicky vyznam jeho studia.

Je zndmo, ze RECQ4 a MCM10 piimo interaguji a Ze naruseni této interakce vede k defektim
v iniciaci replikace. Presna uloha proteinii RECQ4 a MCM10 v tomto procesu a vyznam
jejich interakce vSak objasnény nebyly. Proto je cilem mé prace mapovani interakce mezi
RECQ4 a MCM10 a zjisteéni jejiho vlivu na vlastnosti proteinu RECQ4.

Pro splnéni tohoto cile bylo stanoveno nékolik tkoli:

e naklonovat gen MCM10 do expresniho vektoru,

e exprimovat a purifikovat vybrané verze proteint RECQ4 a MCM 10,
e potvrdit interakci mezi RECQ4 a MCML10,

o zjistit doménu MCM10 zodpoveédnou za tuto interakei,

e otestovat vliv interakce na biochemické vlastnosti RECQ4 proteinu.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Materialy

4.1.1 Chemikalie a enzymy

Applichem

akrylamid 4K, ampicilin (sodnd sutl), aprotinin, benzamidin
hydrochlorid, bis-akrylamid, bromfenolova modt, 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside (X-gal), Coomassie Brilliant
Blue R-250 , D(+)-sacharoza, dithiotreitol (DTT), DNaza I, D(+)-
Maltéza, monohydrate,cthanol, ethylendiamintetraoctova kyselina
(EDTA), glutathion, glycerol, glycin, chlorid draselny, chlorid
hotecnaty, chlorid sodny, chymostatin, imidazol, isopropyl-B-D-1-
thiogalactopyranosid (IPTG), kvasinkovy extrakt, kyselina borita,
kyselina octovd, lauroylsarkosinat sodny, leupeptin, methanol, B-
merkaptoethanol (B-ME), Nonidet P40 (NP40), octan draselny,
Orange G, pepsatin A, peroxodisiran amonny (APS), 2-propanol,
RNaza A, tetracyklin hydrochlorid, N,N,N'N' — tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED), Tris, Tris-HCI, Tris-ultracisty, trypton

Biorad

iProof™ High-Fidelity DNA polymeraza, 5x iProof HF pufr

Biosera

fetalni hovézi sérum (FBS), L-Glutamine

Fermentas

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

Fluka

Agar

GE Healthcare

Glutathion-sefar6zové kulicky, SourceS (1mL)

Gibco

Penicillin-Streptomycin

New England Biolabs

Amylose Resin High Flow, Gibson master mix, OneTaq® Hot Start
DNA Polymeréza, proteinaza K (PK), 5x Q5® reak¢ni pufr

Nippon Genetics

Midori Green-direct DNA dye

Promega FuGENE HD transfek¢ni ¢inidlo

Roche cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail

Serva agardza, dodecylsiran sodny (SDS), ethanol (pro molekularni
biologii)

Sigma Aldrich ampicilin (sodna sil), chloramfenikol, His-Select® Nickel Affinity

Gel, kanamycin sulfat, gentamycin, 50% polyethylenglykol (PEG)

Tab. 2: Chemikalie a enzymy
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4.1.2 Pufry a roztoky

30% akrylamid

30% akrylamid, 0,8% bis-akrylamid

5x B pufr

150 mM Tris (pH 7,5), 5 mM DTT, 500 mM KCI, 500 pg/mL
BSA

barvici roztok (Coomassie)

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

Destain

40% methanol, 20% kyselina octova

6x DNA nanaseci pufr [ 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,12% OrangeG, 60% glycerol, 60

(6xLB) mM EDTA

1x L pufr 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5% glycerol, 1 mM B-ME, 1mM
NP40, 300 mM NaCl

1x M pufr 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA (7,5), 250 mM KClI

lyzaéni pufr CBB HS 100 mM Tris-HCI, 20% sachar6za, 4 mM EDTA (pH 7.5),
600 mM KClI

P1 pufr 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 ug/mL RNaza
A

P2 pufr 200 mM NaOH, 1% SDS

P3 pufr 3 M octan draselny (pH 5,5)

10x PBS 1.37 M NaCl, 26 mM KCI, 100 mM Na;HPO4, 17 mM
KH2POg4, pH 7,4

Smés proteazovych | aprotinin, benzamidin, chymostatin, leupeptin, pepstatin,

inhibitord (5 pg/mL kazdy)

2x SDS Laemmli pufr

125 mM Tris-HCI, 4% SDS, 10% B-ME, 20% glycerol,
0.004% bromfenolova modf
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10x SDS pufr

0,25 M Tris-HCI, 0,192 M glycin, 2% SDS

10% SDS-PAGE délici gel

3 M Tris-HCI, 10% akrylamid, 0,1% SDS, 0,09% APS,
0,015% TEMED

12% SDS-PAGE délici gel

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

15% SDS-PAGE délici gel

3 M Tris-HCI, 15% akrylamid, 0,1% SDS, 0,09% APS,
0,015% TEMED

3,75% SDS-PAGE
zaostfovaci gel

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

10x TAE 900 mM Tris-ultra¢isty, 90 mM kyselina octova, 2mM EDTA
(pH 8)

10x TBE 900 mM Tris-ultracisty, 90 mM kyselina borita, 2mM EDTA
(pH 8)

1% agar6zovy TAE gel 1% agaroza, 1x TAE

0,9% agar6zovy TBE gel

0,9% agardza, 1x TBE

6% nativni TBE gel 0,5x TBE, 6% akrylamid, 0,15% APS, 0,015% TEMED

2x T pufr 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 20% glycerol, 1 mM EDTA (7,5)
T+150 pufr 1x T pufr, 150 mM KCI, 0,01 % NP40, 1ImM DTT

T+100 pufr 1x T pufr, 100 mM KCI, 0,01 % NP40, ImM DTT

Tab. 3: Pufry a roztoky
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4.1.3 Média

2XTY medium 2% trypton, 1% kvasinkovy extrakt, 0.5% NaCl

LB médium 1% trypton, 0.5% kvasinkovy extrakt, 1% NaCl

LB médium (misky) | 1% trypton, 0.5% kvasinkovy extrakt, 1% NaCl, 2% agar

SF900II médium SFO001I™ serum-free medium (Gibco), 10% FBS, 100x ziedény
Penicilin-Streptomycin

ExpressFive ExpressFive™ serum-free medium (Gibco), 2 mM L-Glutamine,
médium 100x zfedény Penicilin-Streptomycin

Tab. 4: Média

4.1.4 Plazmidy

e pLK3076 obsahujici lidsky gen RECQ4 (1-400) (vektor pETM11, KAN rezistence)
e pLK3165 obsahujici lidsky gen RECQ4 (1-150) (vektor pETM11, KAN rezistence)

Plazmidy kodujici proteiny RECQ4 byly poskytnuty laboratoii Konstantina Tripsianese,
Ph.D.

e pLK3096 obsahujici lidsky gen MCM10 NTD (vektor pET3T1?, KAN rezistence)

e pLK3097 obsahujici lidsky gen MCM10 ID (vektor pET3T1, KAN rezistence)

e pLK3151 obsahujici lidsky gen MCM10 CTD (vektor pET31T1, KAN rezistence)

e pLK3072 obsahujici lidsky gen MCM10 (vektor pET100/D-TOPO, AMP rezistence),
slouzil jako templat pro klonovani genu MCM10 do nésledujicich vektorti

Plazmidy kodujici proteiny MCM 10 byly poskytnuty laboratoii Dr. Andreie Okorokova.

1 pET3TI je modifikovana verze vektoru pETM30 (zména polylinkeru)
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4.15 Vektory

Vektory linearizoval RNDr. Mario Spirek, PhD.
Pro expresi v bakteriich:

e pLK2900 (vektor pCOLI_A_His, AMP rezistence)
e pLK2901 (vektor pCOLI_A_MBP, AMP rezistence)

Pro expresi v hmyzich buiikéch:

e pLK3160 (vektor pLIB s N-terminalnim His, MBP stitkem a C-terminalnim 12x His
Stitkem, AMP rezistence)

4.1.6 Bakterialni kmeny

e E. coli DH5a (Invitrogen)

e E. coli DH10Bac (Gibco)

e E. coli BL21(DE3) pLysS (Novagen)

e E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS (Novagen)
e E. coli ArcticExpress RIL (Agilent)

4.1.7 Hmyzi bunky

e Trichoplusia ni High Five™ (Gibco)
e Spodoptera frugiperda Sf9 insect cells (Gibco)

4.1.8 Oligonukleotidy

Nazev Vyuziti Sekvence (5°-3°) Modifikace

pR0O027 [ EMSA, fazova | AGCTACCATGCCTGCACGAATTAAGCAATT | Fluorescein
separace CGTAATCATGGTCATAGCT na 5’ konci

pRO039 [ EMSA, fazova | AGCTACCATGCCTGCACGAATTAAGCAATT
separace CGTAATCATGGTCATAGCT

pR3601 | koloniovda PCR | CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG

pR3602 | koloniova PCR | AGCGGATAACAATTTCACACAGG

pR4788 | MCM10 TAACAGATGAAGAAGAAGTTCCCG
sekvenacni (1)
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pR4789 | MCM10 GAAATAGATTGGGTGACATTTGGG
sekvenacni (2)

pR4849 | Gibsonovo TCCTCTAGTACTTCTCGACAAGCTTTTATTT
klonovani, AAGGCTGTTCAGAAATTTAGCATGTTC
MCM10 F

pR4850 | Gibsonovo CTGTTCCAGGGGCCCGGSTCCATGGATGAG
klonovani, GAGGAAGACAATCTGTCTCTG
MCM10R

pR5052 [ MCM10 AGCTGTGCCATCTTCATCAAGAC
sekvenacni (3),
koloniova PCR

Tab. 5: Oligonukleotidy

4.1.9 Proteiny

e RECQ4-MBP, His (1-269) byl purifikovan Mgr. Hanou Sedlackovou, PhD.
4.1.10Kity

e QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen)
e NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel)
e Vivaspin® 30 kDa MWCO (GE Healthcare)

4.1.11P¥istroje

e Centrifugy:

o Avanti™ J-26 XPI (Beckman Coulter)

o MiniSpin F-45-12-11 (Eppendorf)

o Rotanta 460R (Hettich)

o Rotina 380R (Hettich)

o Rotofix 32A (Schoeller Instruments)

o Spectrafuge 24D (Labnet)
e DeltaVision Elite mikroskop (GE Healthcare)
e FPLC: AKTA FPLC (GE Healthcare)
e Horizontalni elektroforeticka jednotka: SCIE-PLAS HUIO (KRD)
e Induk¢ni plotynka: CT18/15 (Rommelsbacher Germany)
e Inkubétory:

o Innova 43R (New Brunswick scientific)

o Innova 42 (New Brunswick Scientific)

o NB-205 (n-Biotek, KRD)
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e Laboratorni vaha: ACB plus-300 (ADAM)
e Magneticka michacka: Variomag MONO (Thermo-Scientific)
e Rotator: Multi RS-60, Lab-4you
e Skenery
o Amersham Typhoon RGB biomolecular imager (Cytiva)
o Gel logic 212 PRO (Carestream)
e Sonikator: Ultrasonic Processor UP200S (Hilscher Ultrasound Technology)
e Termoblok: Genius Dry Bath Incubator, MD series (Major Science)
e Termocykler: TProfessional standard (Biometra)
e Termostat: Miniincubator 230 V (Labnet)
e Transiluminator bilého svétla: TW26 (UVP)
e Ttepacka: Eppendorf Thermomixer comfort (Labfish)
e Vertikalni elektroforeticka jednotka: SE206 (Hoefer)
e \ortex:
o \ortex-Genie 2 (Scientific Industries)
o Genie 2 MS1 Minishaker (IKA)
e Zdroj napéti pro elektroforézu: 300 (Labnet)

4.1.12 Software

e CareStream MI SE (CareStream Health)
e GIMP 2.10.

e ImageJ software

e ImageReader LAS-4000 2.1

e Inkscape

e Microsoft PowerPoint

e Microsoft Word

e SnapGene® Viewer

e The Benchling software

e UnicornTM Software

4.2 Metody

4.2.1 Agarozova gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je metoda slouzici k rozdéleni biomolekul na zakladé jejich naboja
a velikosti. Agarézova elektroforéza byla vyuzita pro separaci fragmenti DNA a také pro
studium vazby proteind na DNA. Pro analyzu fragmenti DNA byl pfipraven gel s koncentraci
agardzy 1 %. Agardéza byla rozpuSténa v Ix TAE pufru a tato smés byla rozvafena
V mikrovlnné troubé. Po jejim zchladnuti byly k 50 mL agar6zového roztoku ptidany 2 plL
barviva Midori green, coz umozni naslednou vizualizaci DNA. Roztok byl prelit do formy
horizontéalni elektroforetické aparatury a pomoci hiebinkli byly vytvofeny jamky. Po ztuhnuti
gelu byly do jednotlivych jamek naneseny vzorky, ke kterym byl ptedtim pfidan 6x LB puft.
Elektroforéza probihala pfi pokojové teploté (RT, z angl. room temperature) po dobu 1 h
za stalého napéti 90 V.
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4.2.2 Gibsonovo klonovani

Pro expresi proteinu MCM10 byl gen MCM10 naklonovan do expresnich vektort pLK2900
(His stitek) a pLK2901 (His a MBP stitky) urcenych pro bakteridlni bunky a expresniho
vektoru pLK3160 (His a MBP stitky) ur¢ené¢ho pro buiiky hmyzi. Nejprve byla provedena
polymerazova ftetézova reakce (PCR , z angl. polymerase chain reaction), ktera slouzila
k amplifikaci fragmentu DNA kédujiciho MCM10. K PCR byla vyuzita iProof High-fidelity
DNA polymeréaza a jako templat byla vyuzita plazmidovd DNA (pDNA), ktera obsahovala
gen MCM10. Celkovy objem reak¢ni smési byl 20 pL a jeji obsah je uveden v tab. 6. Prib¢h
PCR je uveden v tab. 7.

koncentrace
5x iProof HF pufr 1x
dNTP mix 200 M
Primer 1 (pR4849) 0,5 uM
Primer 2 (pR4850) 0,5 uM
Templatova DNA 0,5 ng/pL
iProof™ High-Fidelity DNA | 0,02 U/uL

Tab. 6: Obsah PCR k amplifikaci MCM10

Krok Teplota | Cas Pocet cykli

Pocate¢ni denaturace | 98 °C 30s 1

Denaturace 98 °C 5s
Annealing 60 °C 10s |30
Extenze 72 °C 40s
Finalni extenze 72 °C 10 min | 1

Tab. 7: Priibéh PCR pri amplifikaci genu MCM10

Cely obsah vzorku z PCR byl nanesen na agarézovy gel. Po dokonceni gelové elektroforézy
byla vyfiznuta ¢ast gelu obsahujici cilovy fragment DNA. Ten byl posléze izolovan pomoci
komeréniho kitu QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) dle protokolu vyrobce.

Nasledn¢ byly 3 pL tohoto purifikovaného inzertu smichany se 2 pL linearizovaného vektoru
a 7,5 pL roztoku Gibson Master Mix. Tato smés byla inkubovéna pii teploté¢ 50 °C po dobu
1 h. Nasledovala transformace (5 pL reakéni smési) do bakterii E. coli DHS5a, izolace
a sekvenace DNA podle nize popsaného protokolu.
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4.2.3 Transformace bunék

Transformace je metoda slouzici k tomu, aby bakterie pfijaly cizi molekulu DNA.
Transformace byla vyuzita ke dvéma ucelim — k amplifikaci plazmidu anebo k expresi
proteint.

Do 50 uL kompetentnich bakterii E. coli bylo pfidano 0,5-2 uL pDNA. Tato smés byla
inkubovana na led¢ po dobu 30 min. Nasledoval teplotni Sok, kdy byly bakterie s plazmidem
piesunuty na 42 °C po dobu 1,5 min. Bakterie byly ponechany dalSich 5 min na led¢. Dale
byly regenerovany tak, ze k nim bylo pfidano 300 uL LB média a byly inkubovany po dobu
1 h pfti teploté 37 °C. Nasledn¢ byly bakterie centrifugovany (1 min, 7000 RPM, RT) a byla
odebrana vétSina média. Ve zbytku média byly buiiky resuspendovany, naneseny na Petriho
misku s LB médiem a adekvatnim antibiotikem a byly inkubovany pies noc pii teploté 37 °C.

4.2.4 lzolace a sekvenace DNA

Vsechny plazmidy byly za Gcelem jejich amplifikace a nasledné izolace transformovany do
bakterii E. coli DH5a. Na druhy den byly kolonie naockovany do 5 mL LB média
S pfisluSnym antibiotikem a tato kultura byla v tfepacce inkubovéana pies noc pii 37 °C.
Nasledujici den byly bakterie centrifugovany (3 min, 4000 RPM, 4 °C), byl odebran
supernatant a pelet byl zamrazen na -20 °C. Plazmid byl z peletu izolovan pomoci
komeréniho kitu NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) podle protokolu vyrobce. Pro
ovefeni spravnosti sekvence byl plazmid poslan na sekvenaci (Eurofins Genomics).

4.2.5 SDS-PAGE

SDS-PAGE (sodium dodecyl-sulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza) umoziuje
rozdéleni proteinti ve vzorku podle jejich molekulové hmotnosti. Samotny gel byl vytvofen ze
dvou vrstev: zaostfovaci (s 3,75% akrylamidem) a délici (s 12-15% akrylamidem). Pted
zatuhnutim byl do zaostfovaci ¢asti gelu vlozen hiebinek, ktery vytvofil jamky. Gel byl
umistén do vertikalni elektroforetické aparatury s 1x SDS pufrem. Vzorky byly smichany v
pomeéru 1 : 1 s 2x Laemmliho pufrem a byly povareny pfi teploté¢ 100 °C. Tim byly proteiny
denaturovany a byl jim ud€len zaporny ndboj. Diky tomu, po naneseni vzorkli na gel
a ptipojeni ke zdroji napéti, putovaly proteiny od zaporné elektrody ke kladné. Elektroforéza
probihala pfi pokojové teploté po dobu 40 min pii konstantnim napéti 210 V. Nasledné byl gel
barven 20 min v Coomasie Brilliant Blue a odbarven v roztoku Destain.

4.2.6 Exprese proteinu MCM10 FL v hmyzich buiikach

Transpozice do bakmidu

V hmyzich bunkach byl exprimovan cely protein MCM10 (neboli MCM10 FL). Po izolaci
a sekvenaci byla pDNA obsahujici gen MCM10 transformovana do bakterii E. coli DH10bac.
Regeneracni doba byla vSak oproti béznym transformacim prodlouzena na 4 h. Petriho miska,
na kterou byly bakterie nasledné rozetfeny, obsahovala kanamycin (50 pug/mL), gentamycin
(7 pg/mL), tetracyklin (10 ug/mL), X-gal (100 ug/mL) a IPTG (40 pg/mL). Bakterie byly
inkubovany po dobu 48 h pfi teplote 37° C.
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Po 48 hodinach narostly na Petriho misce modré a bilé kolonie. Bil¢ kolonie obsahovaly
bakmid s naSim inzertem, coz bylo ovéfeno koloniovou PCR. Jedna kontrolni reakce
obsahovala univerzalni primery pR3601 a pR3602, kdezto ta druhd obsahovala jeden primer
specificky na sekvenci genu MCM10 (pR5052) a druhy primer univerzalni (pR3602). Obsah
a prub¢h koloniové PCR je uveden v tabulkach 3 a 4. Po skonceni PCR bylo 10 pL vzorku
naneseno na agarézovy gel a probéhla gelova elektroforéza. Potvrzenim Gspé$né transpozice
do bakmidu bylo ziskani vétiiho produktu v druhé reakei (s primery pR5052 a pR3602). Ctyfi
kolonie s pozitivnim vysledkem byly vybrany a inokulovany do 5 mL LB média obsahujiciho
kanamycin (50 pg/mL), tetracyklin (10 pg/mL) a gentamycin (7 pg/mL). Poté byly
inkubovény ptes noc pti 37 °C. Nasledujici den byly bakterie centrifugovany (3000 RPM,
3 min, 4 °C) po 2 mL, médium bylo odebrano a pelety byly zamrazeny na -20 °C.

koncentrace
5x Q5 pufr 1x
dNTP mix 200 uM

Primer 1 (pR3601 nebo pR5052) 0,5 uM

Primer 2 (pR3602) 0,5 uM

DNA ¢ast kolonie

OneTaq Hot Start DNA polymeraza | 0,02 U/uL

Tab. 8: Obsah koloniové PCR

Teplota | Cas | Podet cyklt

Pocate¢ni denaturace | 94 °C 30s |1

Denaturace 94°C |20s
Annealing 53°C |30s |30
Extenze 68 °C 30s
Finalni extenze 68 °C 5min |1

Tab. 9: Pribéh koloniové PCR

Izolace bakmidu

Pelet byl resuspendovan ve 200 pL pufru P1. Nasledné bylo pfidano 200 pL pufru P2, ¢imz
doslo k lyzi bunék. Po tfech minutach inkubace bylo pfidano 200 pL pfedem ochlazeného
neutraliza¢niho pufru P3. Suspenze byla ponechdna pét minut na ledé¢ a poté byla
centrifugovana (10 min, 14 000 RPM, 4 °C). Supernatant byl pfemistén do nové zkumavky
a byl opét centrifugovéan (10 min, 14 000 RPM, 4 °C). Nésledn¢ bylo 500 pL supernatantu
smichano s 500 pL isopropanolu. Smés byla ponechdna 15 min na ledé¢ a opét byla
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centrifugovana (10 min, 14 000 RPM, 4 °C). Supernatant byl odebran a k peletu bylo ptidano
750 pL predchlazeného 70% ethanolu, aby dosSlo ke sterilizaci zkumavky. Ethanol byl
odebran a pelet byl vysusen ve flow boxu. Poté byl resuspendovan ve 12 uL 10 mM Tris-HCI

(pH 8).
Transfekce Sf9 bunék

Hmyzi bunky Spodoptera frugiperda Sf9 byly dvakrat promyty SF900II médiem (bez
antibiotik a FBS) a centrifugovany (3 min, 100x g, RT). Nasledné byly resuspendovany
v SF900II médiu (bez antibiotik a FBS) tak, aby byla dosaZena koncentrace 1x10° bunék/mL.
Poté¢ byly 2 mL kultury pfeneseny do kultivacni desticky, kde byly ponechany 15 min.
Nasledné bylo 10 pL izolovaného bakmidu ziedéno do 100 pL SF900II média. V jiné
zkumavce bylo do 100 pL SF900II média stejnym zplisobem ziedéno 10 pL FUGENE
transfekéniho ¢inidla. Bakmid v médiu byl pfidan k tomuto roztoku a byl inkubovan 15 min
pii pokojové teploté. Poté bylo k roztoku pfiddno 800 pL SF900II média (bez antibiotik
a FBS). Z bunék bylo odebrano médium, a misto né&j byla k buitkdm pfidéana nase pfipravena
smés s bakmidem. Inkubace prob¢hla pies noc. Na druhy den bylo z bunék médium odebrano
a misto n¢j byly pfidany 3,5 mL SF900II média (s antibiotiky a 10% FBS) a inkubace
probihala dalSich 72 h pti 27 °C. Supernatant poté prosel 0.22 uM filtrem, ¢imz byl vytvoien
PO virus.

Amplifikace viru

Pomoci 500 pL PO viru bylo infikovano 50 mL Sf9 bunék, byly inkubovany 72 h pti 27 °C
a centrifugovany (10 min, 800x g, RT). Supernatant prosel 0,22 uM filtrem. P1 virus byl
uchovavan ve tmé pfi teploté 4 °C.

Exprese v High5 burnikach

Hmyzi bunky Trichoplusia ni High5 byly kultivovany v ExpressFive médiu. Poté, co dosahly
hustoty 1-2x10°, bylo 600 mL bungk infikovano 6,5 mL P1 viru. Buiiky byly inkubovany
48 h, centrifugovany (15 min, 800x g, RT) a promyty 50 mL PBS. Pelet byl uchovan pfi
teploté -80 °C. Exprese proteinu MCM10 FL byla ovétena na SDS-PAGE.

4.2.7 Exprese proteinii v bakteriich

V bakteriich byly exprimovany proteiny RECQ4 (His a protein A §titky): RECQ4 (1-150),
RECQ4 (1-400) a fragmenty proteinu MCM10 (His a GST stitky): MCM10 NTD, ID i CTD.
Exprese téchto proteint byla optimalizovana a podminky byly vybrany pfedevSim na zékladé
mnozstvi proteinu vyrobeného bakteriemi a miry rozpustnosti tohoto proteinu (Tab. 10).

Pro expresi proteinit RECQ4 byly transformovany bakterie E. coli BL21 (DE3), pro MCM10
NTD a ID bakterie E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS a pro MCM10 CTD bakterie E. coli
ArcticExpress RIL. Kolonie byly nao¢kovany do 2xTY média s kanamycinem (50 pg/mL)
a inkubovany ve tfepacce pres noc pii teplot¢ 37 °C. Na druhy den byla bakterialni kultura
100x zfedéna do 2xTY média (s 50 pg/mL kanamycinem) a byla inkubovany ve tfepacce pii
teploté 37 °C, dokud opticka hustota (ODsoo) nedosahla hodnoty mezi 0,6-0,8. Poté byla
exprese cilového proteinu indukovédna latkou IPTG a bakterie byly dale inkubovany za
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podminek uvedenych v tab. 3. Nasledn¢ byly bakterie centrifugovany (5500 RPM, 8 min,
4 °C) a pelet byl uchovan pfi teploté -80 °C. Exprese byla oveéfena pomoci SDS-PAGE.

Antibiotikum Bakterie Mnozstvi | Délka Teplota pri
IPTG exprese expresi
RECQ4 (1-150) Kanamycin BL21 (DE3) 0,1 mM Pfes noc 16 °C
RECQ4 (1-400) Kanamycin BL21 (DE3) 0,1 mM Pies noc 16 °C
MCM10 NTD Kanamycin Rosetta 2 (DE3) | 1 mM 3h 37°C
pLysS
MCM10 ID Kanamycin Rosetta 2 (DE3) | 1 mM Pfes noc 30°C?
pLysS
MCM10 CTD Kanamycin ArcticExpress 0,1 mM Ptes noc 11 °C
RIL

Tab. 10: Podminky exprese proteinit v bakteriich.

4.2.8 Purifikace proteinu MCM10 FL z hmyzich bunék

Lyze bunék

Bunéény pelet byl resuspendovan v lyza¢nim pufru 1x L s protedzovymi inhibitory cOmplete
EDTA-free (Roche) a pfidavkem 10 mM imidazolu. Jako metoda rozbijeni bunck byla
zvolena sonikace. Hmyzi bunky byly sonikovany pouze dvakrat 20 sekund s 2 min pauzou
mezi sonikacemi. Nasledné byl lyzat centrifugaci (45 min, 11 000 RPM, 4 °C) rozdé¢len
na nerozpustny pelet a supernatant, ktery obsahoval rozpus§tény cilovy protein.

Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je purifikacni metoda, kterd vyuzivéa specifické vazby mezi Stitkem
pfipojenym k proteinu a imobilizovanym ligandem, ktery je navdzan na matrici. K purifikaci
MCMI10 FL byl vyuzit jeho polyhistidinovy (His) Stitek, diky némuZz byl protein navazan na
niklové agarozové kulicky (Ni-NTA).

Supernatant s proteinem byl nejprve inkubovan 1 h s 0,6 mL promytych niklovych kuli¢ek pti
teploté 4 °C. Nasledn¢ byla tato smés nanesena na kolonu a promyta 10 mL T+150 pufru s 10
mM imidazolem, ¢imz doslo k vymyti nespecificky navazanych proteinti. Cilovy protein byl
eluovan T+150 pufrem s rostouci koncentraci imidazolu (0,1-0,5 M). Jednotlivé frakce byly
analyzovany na SDS-PAGE. Frakce obsahujici protein byly alikvotovany, zamraZeny tekutym
dusikem a uchovany pfti -80 °C. Koncentrace byla stanovena pomoci SDS-PAGE porovnanim
se standardem BSA.

2 MCM10 ID byl exprimovan za neobvyklych podminek (30 °C, pfes noc, s | mM IPTG) z toho divodu, ze za
standardnich podminek se nepodafilo ziskat zadny protein. Pfi expresi pfes noc o teplot¢ 16 °C totiz nebyl
protein vitbec exprimovan, kdezto pti expresi pfi teploté 37 °C na 3 h byl vznikly protein nerozpustny.
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4.2.9 Purifikace proteini z bakterii

Lyze bunék

Bakterialni pelet byl resuspendovan v lyza¢nim pufru CBB HS, ke kterému byla ptidana smés
proteazovych inhibitorii (P, L, A, B, CH), 0,01% NP40 a 1 mM DTT. U vSech proteinii krom¢
MCM10 CTD bylo pouzito 5 mL pufru na 1 g peletu. Z divodu nizké rozpustnosti MCM10
CTD bylo na 1 g peletu pouzito az 15 mL pufru, ktery navic obsahoval 0,2%
lauroylsarkosinat sodny. Bakterie byly tfikrat sonikovany po dobu 8 min a mezi jednotlivymi
cykly byla pauza 2 min. Poté byl lyzat centrifugovan (45 min, 11 000 RPM, 4 °C).

Afinitni chromatografie

Vsechny proteiny byly nejprve purifikovany diky svému 6xHis Stitku podobné jako
u MCM10 FL. Fragmenty MCM10 (MCM10 NTD, ID i CTD) byly dale jesté purifikovany
druhou afinitni chromatografii pomoci svého GST Sstitku, ktery ma schopnost se vazat na
glutathionové (GTH) kulicky.

K supernatantu bylo ptidano 0,4-0,6 mL niklovych kulicek a byl inkubovan 1 h pfi teploté
4 °C. Smés byla nanesena na kolonu a promyta 10 mL T+150 pufru s 10 mM imidazolem.
Eluce byly ziskdny promyvéanim kolony T+150 pufrem s rostouci koncentraci imidazolu
(0,2-1 M). Jednotlivé frakce byly analyzovany na SDS-PAGE.

Pro fragmenty proteinu MCM10 byly déle vybrany ty frakce, které obsahovaly protein, a byly
inkubovany dal$i hodinu s 0,5 mL promytych GTH kuli¢ek. Tato smés byla opét nanesena na
kolonu, promyta T+150 pufrem, eluovdna T+150 pufrem s rostouci koncentraci glutathionu
(25-100 mM) a frakce byly analyzovany na SDS-PAGE.

Iontové vyménna chromatografie

Dalsim krokem purifikace proteint RECQ4 (1-150), RECQ4 (1-400), a MCM10 ID byla
kationtovd vyménnd chromatografie. Ta funguje na principu navazani proteind s kladnym
nabojem na zaporn¢ nabitou matrici. Poté jsou proteiny eluovany pufrem se zvySujici
se koncentraci KCL.

Pro tyto proteiny byla pouzita SourceS (1mL) kolona, kterd byla promyta 10 mL T+100
pufrem. Frakce z ptedchoziho kroku purifikace byly naneseny na kolonu a opét nasledovalo
promyti 10 mL T+100 pufru. Proteiny byly posléze eluovany gradientem KCl (0,1-1M).
Frakce byly analyzovany na SDS-PAGE.

Koncentrovani proteini

Frakce, které obsahovaly protein, byly spojeny a zakoncentrovany pomoci koncentratoru
Vivaspinu (30 kDa, 2 mL). U proteint, jejichz posledni purifikaéni krok byla afinitni
chromatografie (proteiny MCM10 NTD a CTD), byl v pribéhu koncentrovani vyménén
puvodni pufr na pufr T+150. To z toho diivodu, aby purifikovany protein neobsahoval
glutathion, ktery by mohl ovliviiovat nasledné experimenty. Poté byl zakoncentrovany protein
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rozdélen do alikvotli, zamrazen tekutym dusikem a alikvoty byly uchovany pii -80 °C.
Koncentrace jednotlivych proteint byla stanovena pomoci SDS-PAGE porovnanim s BSA.

Fragmenty aiklove
RECQ4 lyza bunék lulicky Source S koncentrovani
(1-150),(1-400)
MCM10 NTD lyza bungk Iﬁ-ﬁigi—; GSH kulicky koncentrovani
MCM10ID lyza bunek Iﬁ:higi; GSH kulicky Source S koncentrovani
MCM10 CTD Iyza bunzk ‘ﬁﬁgg GSH kulicky Koncentrovani

Obr. 11: Schéma purifikace proteinii z bakterii.

4.2.10 Kontrola nukleazové kontaminace

Po purifikaci proteind z hmyzich i bakteridlnich bun¢k bylo zkontrolovano, zda ve vzorku
s purifikovanym proteinem neni nukleazova kontaminace, ktera by mohla v nasledujicich
experimentech degradovat DNA. Byla pfipravena reakce s celkovym objemem 10 pL, ktera
obsahovala 5 nM fluorescenéné zna¢enou ssDNA, 1 uM protein a 1x B pufr s 1 mM MgCl..
Jako kontrola byla pripravena stejna reakce bez proteinu. Vzorky byly inkubovany 20 min pfi
teploté 37 °C. Nasledn¢ k nim byly pfidany 2 pL smési SDS-PK a byly inkubovany dalSich
Smin pii teplot¢ 37 °C. Vzorky byly smichany se 2 pL 6xLB a naneseny na
polyakrylamidovy gel, ktery obsahoval 6% akrylamid v 0,5x TBE pufru. Elektroforéza
probihala pfi teploté 4 °C po dobu 1 h za konstantniho napéti 95 V.

4.2.11 ,,Pull-down* analyza

Pull down je metoda, kterd umoziiuje analyzovat interakce mezi proteiny. Podobné jako u
afinitni purifikace byl protein MCM10 diky svému Stitku navazan na kuli¢ky. Protein RECQ4
tento Stitek nemd a samotny se na kuli€ky nevédze. Pokud by vSak mezi nimi byla pfima
interakce, tak pfes jeho interakci s MCM10 ztstane i RECQ4 na kulickach zachycen.

V pufru T+150 byly smichany 2 pg proteinu MCM10 FL se 2 pg proteinu RECQ4 (1-400)
nebo RECQ4 (1-150). Jako kontrolni reakce byly pfipraven samotny RECQ4 bez MCM10.
Celkovy objem reakci byl 30 uL. Nejprve byly proteiny inkubovany 30 min za stalého ttepani
pfti teploté 5 °C. Nasledn€ bylo odebrano 5 pL jako vstup a zbytek vzorku byl ptidan ke 20 pL
amylézovych kulicek, na které se MCM10 navéazal diky svému MBP §titku. Tato smés byla
inkubovana dalSich 15 min za stalého tfepani pii teploté 5 °C. Poté byla smés centrifugovana
(2 min, 5000 RPM, 4 °C), byl odebran supernatant a kulicky byly dvakrat promyty pufrem
T+150. Vstup, supernatant a kulicky byly nasledn€ analyzovany na SDS-PAGE.
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Podle stejného protokolu byl proveden tento test i u fragmenti MCM10 (MCM10 NTD, ID
a CTD) s RECQ4 (1-400). Fragmenty MCM10 mély namisto MBP §titku GST Stitek, a tak
byly pro tento experiment pouzity GTH kulicky.

4.2.12 EMSA

K analyze interakci mezi proteiny a DNA byla vyuzita metoda EMSA (z angl. Electrophoretic
mobility shift assay). Ta vyuziva faktu, Ze volndA DNA putuje v gelu rychleji nez komplex
mezi proteinem a DNA. Reak¢ni smés s celkovym objemem 10 pL obsahovala pufr 1x B,
15 nM fluorescen¢né znacenou ssDNA a proteiny RECQ4 (1-269) a MCM10 ID. V reakcich
byl ke 200 nM RECQ4 ptidavan MCM10 ID se zvySujici se koncentraci. Kontrolni reakce
byly bez obou proteinti, samotny 200 nM RECQ4 a samotny MCMI10 ID se zvysujici
se koncentraci. Proteiny byly nejprve inkubovany bez DNA po dobu 10 min pfi pokojové
teploté. Po pridani DNA byly vzorky inkubovany dal$ich 20 min pii teploté 37 °C. Poté byly
pridany 2 puL 6xLB a byly naneseny na agar6zovy gel. Ten byl pfipraven rozpusténim agarozy
s finalni koncentraci 0,9% v 1x TBE pufru. Agarézova gelova elektroforéza probihala pti
teploté 4 °C po dobu 50 min za stalého napéti 75 V.

4.2.13 Mikroskopie kondenzati

V pufru 1x M byl smichan 20 uM RECQ4 (1-150) s 10 uM MCM10 ID (poptipadé s 10 uM
MCM10 NTD). Druhy experiment byl proveden stejné, ale do vzorku byl navic ptidan 1,25%
polyethylenglykol (PEG). V poslednim vzorku byla kromé¢ PEGu jesté pfiddna 5 pM
neznacena ssDNA a 30 nM fluorescencné znacend SSDNA o stejné sekvenci. Ke kazdému z
téchto experimentli byly za stejnych podminek provedeny také kontrolni reakce, které
obsahovaly tyto proteiny zvlast. Vzorky byly naneseny na podlozni sklicko (Ibidi) a obrazky
byly potizeny pii pokojové teploté pomoci DeltaVision Elite mikroskopu (GE Healthcare)
S 60x olejovym imerznim objektivem.
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5 VYSLEDKY

5.1 Klonovani, exprese a purifikace MCM10 FL

Vzhledem k tomu, Ze interak¢éni doména ze strany MCM10 neni znama, musela byt nejprve
ovefena interakce mezi RECQ4 a celym proteinem MCM10 (MCM10 FL). K tomu bylo
nutné proteiny exprimovat a purifikovat. Purifikace MCM10 FL se vSak ukazala jako
problematicka, o ¢emz najdeme i zminky v literatuie [29].

5.1.1 Bakterie

Nejprve byl pro expresi proteinu MCM10 FL zvolen bakterialni expresni systém. Gen
MCM10 byl naklonovéan do bakteridlnich expresnich vektori pomoci Gibsonova klonovani.
Byly vybrany vektory s His Stitkem (pLK2900) a s MBP i His stitky (pLK2901). Tyto
proteiny byly nasledné exprimovany v bakteriich E. coli Rosetta 2 a exprese proteint byla
analyzovana na SDS-PAGE (Obr. 12-A). Protoze byla exprese Gspésna a v obou piipadech
bylo vyrobeno dostate¢né mnozstvi proteinu, v dal§im kroku byla zvolena niklova afinitni
chromatografie (za podminek popsanych v 5.8.). Pii purifikaci se ukézalo, ze oba proteiny
JSOu nerozpustné, nebot’ Vv ¢asti supernatantu neni protein piitomen (Obr. 12-B). Stejny
vysledek byl pozorovan i pti expresi probihajici 3 h na 37 °C nebo ptes noc na 16 °C. Proto
byly nasledné¢ s malym mnozstvim peletu provadény rizné optimalizace rozpustnosti
pozadovaného proteinu (napf. piidavek lauroylsarkosinatu sodného, rizné koncentrace KCI
Vv rozbijecim pufru, fosfatovy pufr misto pufru Tris-HCI, ptidavek DNazy do rozbijeciho
pufru). Nicméné zadna z Gprav nepfiinesla vyrazné vylepSeni, proto nebyl pro expresi proteinu
MCM10 FL bakterialni expresni systém dale pouZzivan.

MCM10-his MCM10-his, MBP
0 37°C 16°C 0 37°C 16°C M

15KkDa

Obr. 12: Exprese a purifikace MCM10 FL z bakterii. (A) Exprese proteint MCM10-His a MCM10-His, MBP.
Vzorky byly naneseny v pofadi: lyzat pfed indukei (0), exprese pti teploté 37 °C po dobu 3 h (37 °C), exprese pii
teploté 16 °C pies noc (16 °C) a marker (M). (B) Niklova afinitni chromatografie proteinu MCM10-His,MBP.
Vzorky: (1) marker, (2) lyzat, (3) supernatant, (4) flowthrough, (5) wash, (6-9) eluce a (10) kulicky.
Analyzovano pomoci SDS-PAGE v 12% gelu. Sipky ukazuji na protein MCM10.
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5.1.2 Hmyzi buriky

Jednou z vyhod vyuziti hmyzich expresniho systému je lepsi rozpustnost proteind, proto byl
tento systém vybran k vyzkouSeni. Gen MCM10 byl tedy obdobné naklonovéan do expresniho
vektoru se Stitky MBP i1 His (pLK3160) uréené¢ho pro hmyzi buniky. Protein byl Uspésné
exprimovan (Obr. 13-A) a nasledné byla otestovana jeho rozpustnost a vazba na amylozové
kulicky (Obr. 13-B). Z tohoto vysledku je ziejmé, Ze rozpustnost proteinu byla vyrazné
vylepSena diky expresi v hmyzich bunkéach. Bohuzel protein nebylo mozné purifikovat pies
jeho MBP Stitek, jelikoz pravdépodobné dochdzi k agregaci proteinu na amylézovych
kuli¢kach a protein nelze eluovat ani nejvy$si moznou koncentraci maltozy (Obr. 13-C).
Z tohoto diivodu byl MCM10 protein purifikovan pouze ptes jeho His Stitek na niklovych
kuli¢kach (Obr. 13-D). MCM10 protein je vSak pomérné nestabilni. Velmi rychle degraduje
(jiz ptes noc pii 4 °C) a pfi pokusu o koncentrovani proteinu byla jeho koncentrace naopak
sniZzena, pravdépodobné z diivodu agregace proteinu na membranu koncentratoru. Proto byla
niklova afinitni chromatografie poslednim krokem jeho purifikace. Piestoze byl nakonec
ziskan protein MCM10 FL, bude se muset jeho purifikace nadéale optimalizovat, aby bylo
dosazeno vétsi Cistoty a vytézku proteinu.

M 0 24h  48h 72h

9 10 11 12 13

Obr. 13: Exprese a purifikace MCM10 FL z hmyzich bunék. (A) Exprese proteinu MCM10 FL. Vzorky: marker
(M), lyzaty ptred expresi (0) a 24 h, 48 h a 72 h po expresi. (B) Test rozpustnosti proteinu a jeho vazby na
amylozové kulicky. Vzorky: (1) marker, (2) lyzat, (3) supernatant, (4) pelet, (5) flowthrough, (6) wash, (7)
kulicky. (C) Amylozova afinitni chromatografie proteinu MCM10 FL. Vzorky: (1) marker, (2) lyzat, (3)
supernatant, (4) flowthrough, (5) wash, (6-12) eluce, (13) kuli¢ky. (D) Niklova afinitni chromatografie proteinu
MCM10 FL. Vzorky byly naneseny ve stejném potadi jako u Obr. 13-C. Analyzovano pomoci SDS-PAGE
v 12% gelu. Sipky ukazuji na protein MCM10.
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5.2 Exprese a purifikace fragmenti RECQ4 a MCM10

Protoze interakce mezi RECQ4 a MCMI10 probiha prostfednictvim N-konce RECQ4 a tato
doména je dostacujici k Zzivotaschopnosti bun€k, byl pro dal§i praci vybran fragment
RECQ4 (1-400). K bliz§imu pohledu na interakci mezi RECQ4 a MCMI10 byly zvoleny
I kratsi fragmenty RECQ4: fragment RECQ4 (1-269) pro zkoumani jeho DNA vazby
a fragment RECQ4 (1-150) pro fazovou separaci. RECQ4 (1-269) byl purifikovan
Mgr. Hanou Sedlackovou, PhD. a proteiny RECQ4 (1-400) a (1-150) byly exprimovany
a purifikovany podle protokolu popsané¢ho v metodach.

Protoze se purifikace MCM10 FL ukazala jako obzvlast¢ problematickd, byly kromé néj
exprimovany a purifikovany také jeho fragmenty (MCM10 NTD, ID a CTD) a tento proces
byl optimalizovan (viz 4.2.9).

MCM10 FL 1 875 RECQ4 (1-400) 1
MCM10 NTD 1 141
RECQ4 (1-269) 1 269
MCM10 ID 238 466
MCM10 CTD 630 875 RECQ4 (1-150) 1 150

Obr. 14: Schéma pouzitych verzi proteinit MCM10 a RECQA4. Vytvotfeno v programu Inkscape.

5.3 Interakce mezi RECQ4 a MCM10

5.3.1 Vazba s MCM10 FL

K ovéfeni, ze MCM10 FL interaguje s RECQ4, byla pouzita metoda ,,pull-down®. Proteiny
MCM10 FL a RECQ4 byly nejprve inkubovany spolu a nasledné byly ptidany k amylézovym
kulickam. Diky svému MBP stitku se MCM10 FL navaze na amylozové kulicky a pokud
dojde kinterakci mezi proteiny, je RECQ4 pies MCMI10 taktéz na kuli¢ky zachycen.
V pribéhu experimentu byly odebrany vzorky: vstup (V) po inkubaci samotnych proteint,
supernatant (S) po navazani proteinu na kulicky a kulicky (K) po jejich promyti. Tyto vzorky
byly analyzovdny na gelu. Soub&zné byla téz provedena kontrolni reakce bez proteinu
MCMI0, ktera potvrdila, ze RECQ4 se na kuli¢ky nespecificky nevaze (Obr. 15-Aa 15-B).

Z fragmenti RECQ4 byl vybran RECQ4 (1-400) a RECQ4 (1-150), které obsahuji znamou
interakéni doménu pro protein MCMI10, kterd se nachazi v rozmezi aminokyselin 76-145
[24]. Analyza interakce ukazuje, ze zatimco v kontrolni reakci se RECQ4 nenavazal
na kulicky, v reakci s MCM10 jsou RECQ4 (1-400) i RECQ4 (1-150) na kulickach zachyceny
(Obr. 15-A a 15-B). Z vysledkt vyplyva, ze N-terminus RECQ4 ptimo interaguje s MCM10
a ze prvnich 150 aminokyselin proteinu RECQA4 je dostatecnych k této interakci.

38

400



5.3.2 Vazba s fragmenty MCM10 proteinu

Na rozdil od RECQ4 neni ze strany MCM10 interakéni doména téchto proteinti znama. Proto
byla opét vyuzita metoda ,,pull down* ke zjisténi, ktera doména MCM10 (NTD, ID
nebo CTD) je za interakci s RECQ4 zodpovédna.

RECQ4 (1-400) byl proto inkubovan s jednotlivymi doménami MCM10 a smés byla poté
pfidana ke GTH kuli¢kdm, na které se fragmenty MCM10 navazaly diky svému GST Stitku.
V kontrolni reakci byl RECQ4 samotny inkubovan s GTH kulickami k vylou€eni jeho
nespecifické vazby. Ze vSech reakcei byl opét odebran vstup (V), supernatant (S) a kulicky (K)
a tyto vzorky byly analyzovany na gelu. Vysledky ukazuji, ze RECQ4 je v pritomnosti NTD
nebo CTD domén jen velmi slabé navazan na kulicky, a to v podobné mite jako v kontrolni
reakci (Obr. 15-C). Naopak v reakci obsahujici MCM10 ID doslo k vyraznému zachyceni
RECQ4 (1-400) na GTH kulicky. Z téchto vysledkl lze vyvodit, Ze doména ID proteinu
MCMI10 zajistuje interakci s RECQ4. V nasledujicich experimentech, které zkoumaji
interakci mezi RECQ4 a MCM 10, byl tedy vyuzivan tento fragment proteinu MCM10.

RECQ4 + MCM10 FL RECQ4 RECQ4 + MCM10 FL
I ) K M v S K v S K
” :
B 170kDa
130kDa
100kDa
70kDa

<« MCM10 FL

| — o <+ MCM10 FL
55kDa

45kDz
35kDa

-
- <« RECQ4 (1-400)
< RECQ4 (1-150)

RECQ4 RECQ4 + NTD RECQ4 + 1D RECQ4 + CTD

170kDa
130kDa

100 kDa

70 kDa
<«RECQ4 (1-400)
<«MCM10 NTD
<“MCM10 CTD
«MCM10 ID

55kDa

43kDa

35kDa

Obr. 15: Interakce mezi RECQ4 a MCM10. (A) Pull down analyza MCM10 FL (2 ng) s RECQ4 (1-400) (2 png).
Analyzovano pomoci SDS-PAGE v 10% gelu. (B) Pull down analyza MCM10 FL (2 nug) s RECQ4 (1-150)
(2 pg). Analyzovano pomoci SDS-PAGE v 15% gelu. (C) Pull down analyza RECQ4 (1-400) (2 ng) s fragmenty
proteinu MCM10 (MCM10 NTD, ID a CTD) (2 pg). Analyzovano pomoci SDS-PAGE v 12% gelu.
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5.4 Vliv interakce na DNA vazbu RECQ4

RECQ4 ma schopnost vazby DNA a v N-terminalni casti proteinu se vyskytuji dvé
DNA-vazebné domény [37] (Obr. 16). Prvni z nich se nachazi v oblasti interakéni domény
s MCM10. Vzhledem ktomu, ze pfedchazejici studie naznacuji roli RECQ4 v zacileni
MCMI10 do pocatku replikace [22], bylo sfragmentem RECQ4 (1-269) otestovano, zda
interakce s MCM 10 ovliviiuje DNA vazbu proteinu RECQA4.

90-189 322-400

1% "} 1208

RECQ4

Obr. 16: Schématické zndazornéni DNA-vazebnych domén RECQ4. Fialovy rdmeéek znazorfiuje prvni a erveny
ramecek druhou DNA-vazebnou doménu RECQ4. Zelené je vyznacena SLD2 doména, oranzové helikazova
doména a 7luté jaderny lokaliza¢ni signal. Pfevzato a upraveno [37].

Pro analyzu DNA vazby byla zvolena metoda EMSA. Protein RECQ4 (1-269) o koncentraci
200 nM byl inkubovan se zvySujici se koncentraci (50-400 nM) proteinu MCM10 ID
a nasledné byla k proteiniim piidana fluorescencné znacena ssDNA (15 nM). Pro porovnani
byla otestovana i vazba proteini RECQ4 a MCM10 ID na ssDNA samostatné. VVzorky byly
analyzovany na agarézovém gelu (Obr. 17-A)

Vysledek ukazuje, Zze se zvySujici se koncentraci MCM10 ID dochazi ke zvyseni afinity
proteinu RECQ4 k DNA. Tento efekt je nejlépe viditelny u 300 nM MCMI10 ID. Za této
koncentrace je zfetelny posun ve vazbé RECQ4 na DNA, zatimco MCMI10 ID pii této
koncentraci DNA samostatné nevaze. Pti samostatné vazbé proteinu RECQ4 je kolem 60 %
volné DNA, naopak po ptidani 300 nM MCMI10 je nevyvazano uz jen 40 % DNA
(Obr. 17-B). Z vysledku tedy vyplyva, ze MCM10 stimuluje DNA-vazebnou aktivitu proteinu
RECQA4.
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Obr. 17: Vliv interakce na DNA vazbu proteinu RECQ4. (A) Vazba DNA analyzovana na 0,9% agar6zovém gelu.
(B) Kvantifikace experimentu ukazujici mnozstvi volné DNA: bez proteinu (modie), samotny RECQ4 (fialové),
RECQ4 se zvysujici se koncentraci MCM10 (zeleng), samotny MCM10 (oranzove).

5.5 Fazova separace proteini RECQ4 a MCM10

Aby bunky plnily svou funkci, musi byt organizovany do bunéénych organel a kompartmentd.
Nejznamgjsi je organizace bun€k v podobé organel obalenych membranami, jako jsou
napiiklad mitochondrie nebo jadro. Nicméné v bunkach jsou kromé té€chto struktur
i bezmembranové organely, nejcastéji tvofené proteiny a nukleovymi kyselinami. Nékteré
znich vznikaji procesem zvanym fazova separace (LLPS, z angl. liquid-liquid phase
separation). Tyto biomolekularni kondenzaty pravdépodobné slouzi k lokalizaci a uchovavani

potiebnych faktort, a reguluji tak biochemické déje [49].

Nedavna studie ukazuje, ze proteiny, které se podili na licencovani pocatka replikace DNA
(ORC, Cdc6, Cdtl a MCM2-7), podléhaji fazové separaci in vitro [50]. Tyto vysledky
naznacuji, ze LLPS muze hrat roli v iniciaci replikace DNA. Je otazka, zda dochazi k tomuto
jevu i v pozdéjsi fazi iniciace replikace, kde maji funkci proteiny RECQ4 a MCM10.

Jednim z ptedpokladtt LLPS je vyskyt tzv. vnitiné neusporadanych oblasti (IDR, z angl.
intrinsically disordered region) v proteinu, které jsou velmi flexibilni a nemaji jasné¢ danou
sekundarni strukturu. N-terminalni ¢ast RECQ4 je velmi neuspofadana, obsahuje nékolik IDR
oblasti a jedna z nich (348-388 aminokyselin) byla nedavno publikovana, ze prochazi fazovou
separaci v pfitomnosti guaninovych kvadruplexa [51].
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Schopnost spontanni fazové separace N-konce proteinu RECQ4 byla pifedpovézena pomoci
programu FuzDrop [52]. Podle predikce by se vyrazna IDR oblast N-konce RECQ4 m¢éla
nachazet pravé v oblasti interakéni domény s MCM10 (Obr. 18-A). Proto byla predikovana
I pravdépodobnost fazové separace proteinu MCM10 (Obr. 18-B). Vysledek naznacuje, ze by
MCM10 taktéz mohl podléhat LLPS.

A PLLPS = 0.9966

Interakce s MCM10

B pu_ps = 0.9084

1

0.8

0.6
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\ )'lJY} \'Y ;

NTD ID CTD

Obr. 18: Pravdépodobnost spontanni fazové separace (PLips) proteint RECQ4 a MCM10. (A) Pravdépodobnost
fazové separace N-terminalni domény proteinu RECQ4. (B) Pravdépodobnost fazové separace MCM10
s vyzna¢enymi doménami proteinu. U proteinti S P ps vétsi nez 0,6 je vysoka pravdépodobnost fazové separace.
Piedpovéd’ byla ziskana pomoci programu FuzDrop [52].

5.5.1 Interakce mezi RECQ4 a MCM10 vede k fazové separaci

K ovéfeni piedpovézené schopnosti proteinu RECQ4 a MCM10 fazové separovat byly
vyuzity proteiny RECQ4 (1-150) o koncentraci 20 uM a MCM10 ID (10 uM), které byly
smichany v pufru 1x M. Pufr obsahoval 250 mM KCI, z toho divodu, ze MCMI10 ma
tendenci agregovat v niz§i koncentraci KCI. V kontrolnich reakcich byly proteiny inkubovany
s pufrem 1x M samostatné. Vzorky byly nasledné pozorovany pod mikroskopem (Obr. 19-A).

Vysledek experimentu ukazuje, ze zatimco proteiny RECQ4 (1-150) a MCM10 ID
samostatné nevytvaii zddné kondenzaty, jejich spoletna smés vede ke vzniku drobnych
kondenzati. Pro ovéfeni, Ze je tento efekt zplisobeny piimou interakci mezi RECQ4
a MCM10, byl experiment proveden i s MCMI10 NTD, tedy doménou MCMI10, ktera
s RECQ4 neinteraguje (Obr. 19-B). Je vidét, ze MCM10 NTD s RECQ4 kondenzaty netvofi.
Z vysledkt 1ze vyvodit, Zze ptfima interakce mezi RECQ4 a MCM 10 indukuje jejich fazovou
separacl.
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V experimentech musela byt vysoka koncentrace KCI (250 mM), kterd brani agregaci
MCM10 ID. Takto vysoka koncentrace KCI vsak caste¢né také inhibovala LLPS. Proto byl
V nasledujicim experimentu do 1x M pufru pfidan 1,25% polyethylenglykol (PEG), ktery
mize indukovat LLPS (Obr. 19-C). I za téchto podminek samotny RECQ4 (1-150) nevytvarel
zadné kondenzaty, naopak MCM10 ID zacal vytvaret drobné kondenzaty. Pii kombinaci obou
proteind byl zietelny vyrazny nartst v jejich velikosti a mnozstvi, z ¢ehoz opét vyplyva, ze
MCM10-RECQ4 komplex stimuluje fazovou separaci.

RECQ#4 (1-150)
RECQ4 (1-150) MCMI10ID +MCM10 ID
A W
RECQ4 (1-150)
RECQ4 (1-150) +MCM10 NTD
B
- . q o lv:{ : 2 'y - "\-4- g -t .v .. o ‘:-*'. -~
T N e Toosdm b S
RECQ4 (1-150)
MCM10 ID + PEG +MCM10 ID + PEG
C

R
5 um

Obr. 19: Mikroskopicka analyza fazova separace proteint RECQ4 a MCM10. (A) Fazova separace proteint
RECQ4 (1-150) a MCM10 ID. (B) Fazova separace proteint RECQ4 (1-150) a MCM10 NTD. (C) Fazova
separace proteini RECQ4 (1-150) a MCM10 ID s ptidavkem 1,25% PEG.
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5.5.2 Fazova separace RECQ4-MCM10 v pritomnosti DNA

Protoze piedchozi vysledky naznacuji, ze MCM10 stimuluje vazbu RECQ4 na DNA, byly
provedeny experimenty, zda se RECQ4-MCMI10 kondenzaty tvoii v pritomnosti DNA.
V pufru, ktery opét obsahoval 1,25 % PEG, byl smichan 10 uM RECQ4 (1-150) a 5 uM
MCMI10 ID s 5 uM ssDNA. Ke vsem vzorklim byla také pro vizualizaci pfidana zanedbatelna
cast fluorescencné znacené DNA (30 nM).

Diky fluorescen¢ni znacce na DNA (FITC) muZzeme pozorovat, ze DNA se vyskytuje vné
kondenzati s RECQ4-MCM10 i MCM10 samotnym (Obr. 20-A), na rozdil od RECQ4, ktery
za téchto podminek kondenzaty s DNA netvoii. Fluorescence umoznila nejen vizualizaci
kondenzatd, ale i jejich kvantifikaci. Pti porovnani fazové separace komplexu MCM10-DNA
se po pridani RECQ4 pocet kondenzatii trojnasobné zvysil a doslo i ke zvétSeni jejich
praméru (Obr. 20-B). To je dalsim potvrzenim piedchozich experimentd, ktery ukazuji, ze
interakce mezi RECQ4 a MCM10 indukuje jejich fazovou separaci. K vyraznému zvétSeni
poctu kondenzatu doslo i po piidani DNA k MCM10-RECQ4 kondenzatam (Obr. 20-B).
Tento vysledek nové ukazuje, Ze i vazba DNA stimuluje fazovou separaci proteini RECQ4
a MCM10.
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Obr. 20: Fazova separace RECQ4-MCM10 v pritomnosti DNA. (A) Fazova separace proteint RECQ4 a MCM10
s DNA. (B) Kvantifikace fazové separace proteint RECQ4 a MCM10 s DNA v programu ImageJ ukazujici
pocet a prumér kondenzath ziskany ze dvou zornych poli mikroskopu.
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6 DISKUZE

6.1 RECQ4-MCMA10 interakce v iniciaci replikace

Tato prace se zabyvala studiem interakce proteint RECQ4 a MCM10 a jejich roli pfi iniciaci
replikace DNA. Piestoze je jejich interakce znama, dulezité informace, které jsou nezbytné
k pochopeni tlohy téchto proteind v iniciaci replikace, chybi. Proto se prace na nékteré tyto
aspekty zaméiila.

Vysledky tohoto vyzkumu potvrzuji, Ze interakce mezi proteiny MCM10 a RECQ4 je pfimé a
ze se interakéni doména nachazi v prvnich 150 aminokyselinach proteinu RECQ4, coz je
v souladu s predeslymi vysledky [24]. Nové bylo ukazano, ze ze strany MCMI10 je za
interakci zodpovédna interni doména (238-466 aminokyselin) tohoto proteinu.

Pravé s MCM10 ID byly nasledné provedeny experimenty zkoumajici role této interakce.
Studium bylo zaméfeno na to, jakym zpusobem interakce s MCM10 ovliviiuje vlastnosti
proteinu RECQ4. Jedna ze znamych aktivit proteinu RECQ4, kterou zprostiedkovava jeho
N-konec, je vazba DNA. Bylo zjisténo, z2 MCM10 ID stimuluje DNA-vazebnou aktivitu
RECQ4 (1-269) a ze spoleéné vytvareji komplex RECQ4-MCM10-DNA. RECQ4 by tak za
pomoci MCM10 mohl byt navazan na replikacni pocatek s vétsi afinitou. To by vedlo
ke stabilngjsimu a pevnéjsimu komplexu mezi proteiny a DNA na poc¢atku replikace.

Fazova separace proteinii se ukazuje jako klicova v mnoha biologickych procesech [49].
Novy zajimavy aspekt by mohla piinést i do iniciace replikace DNA. Nejenze by to mohlo
umoznit efektivnéj§i lokalizaci proteini K pocatku replikace, ale také by pomoci fazové
separace mohlo dochazet k elegantni regulaci tohoto procesu, naptiklad fosforylaci. Proto
byla u proteint RECQ4 a MCM 10 nejprve zhotovena piedpoveéd’ schopnosti jejich spontanni
fazové separace. Vysledky ukazaly, ze oba proteiny obsahuji domény, které s vysokou
pravdépodobnosti fazové separaci podléhaji. Na zakladé téchto predikci byly provedeny
experimenty s proteiny RECQ4 (1-150) a MCM10 ID. Moje vysledky ukazaly, ze komplex
RECQ4-MCM10 podléhd fazové separaci. Nejvyraznéji byl tento efekt pozorovan
s pfidavkem polyethylenglykolu (PEG). Za téchto podminek i MCM10 samotny podléha
fazové separaci. Presto mél pfidavek RECQ4 opét stimulac¢ni efekt na fadzovou separaci
proteinti. Kontrolni experimenty s fragmentem MCM10 NTD, ktery s RECQ4 neinteraguje,
rovnéZ nevedly ke vzniku kondenzatl, coz dokazuje, Ze za fazovou separaci proteint RECQ4
a MCM10 je zodpovédna jejich ptima interakce. Dalsi experimenty potvrdily, ze DNA vazba
komplexu RECQ4-MCM10 také stimuluje fazovou separaci a DNA je schopnd vytvorit
S témito proteiny kondenzaty. Tento vysledek koresponduje s piedchézejicimi experimenty,
které ukazovaly, ze MCM 10 stimuluje vazbu RECQ4 na DNA.

Jiz diive bylo publikovano, Ze fazova separace ovliviiuje proteiny, které maji roli v iniciaci
replikace DNA [50]. Tato studie dokazuje schopnost fazové separace proteinti v prvotni fazi
iniciace — pri licencovani pocatkt replikace. Mezi tyto proteiny patii ORC, Cdc6, Cdtl
a MCM2-7. V této studii bylo dokazéano, ze Cdtl, Cdc6 a ORC podléhaji fazové separaci pii
vazbé DNA a poté maji proteiny schopnost ptivolat MCM2-7 helikazu do téchto kondenzati.
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Jiz v nasledujicim kroku iniciace maji ulohu proteiny RECQ4 a MCM10 [21]. Vysledky této
prace tedy na ptredeslou studii navazuji a rozsifuji ji o proteiny podilejici se na dalsim kroku
iniciace replikace. Interakce mezi RECQ4 a MCM10 indukuje fazovou separaci a bylo by
nesmirn¢ zajimavé, kdyby jejich asociace s faktory podilejicimi se na licencovani vyzadovala
fazovou separaci. Tim by doslo k jejich zakoncentrovani a lokalizaci k pocatkiim replikace.
RECQ4-MCM10 kondenzat by se navic mohl spojit s kondenzatem helikaizy MCM2-7
vytvofenym na replika¢nich pocatcich a vést k jeji aktivaci [50]. Vysledky této prace dale
naznacuji, ze by interakce s MCM10 pomohla proteinu RECQ4 1épe vazat DNA, ktera by
se jednak taktéz stala souc¢asti kondenzatu, a jesté by fazovou separaci stimulovala. To by opét
mohlo mit dopad na stabilitu celého komplexu na replikaénim pocatku a jeho schopnost
zahajit replikaci DNA.

Je také mozné, ze by fdzova separace hrala roli i v seskupeni CMG helikazy. V lidskych
burikach totiz protein CDC45 neni asociovan s chromatinem bez MCM10 a RECQ4 [22, 23].
MCM10 CTD navic piimo interaguje se CDC45 [29]. V souvislosti s témito poznatky si 1ze
ptedstavit model, kde by pomoci interakce mezi MCM10 ID a RECQ4 proteiny podléhaly
LLPS a nésledn¢ by byl CDC45 pfivolan do kondenzatii pies jeho interakci s MCM10 CTD.
Tato skutecnost by vSak musela byt teprve otestovana.

6.2 Navazujici studie

Vysledky této prace inspiruji mnoho novych otazek, které by mohly pfispét k pochopeni
iniciace replikace a jeji regulace. Nicmén¢ bude jest¢ nutné jiz provedené experimenty
zopakovat, a navic je provést s dal§imi kontrolami.

Jednou z dilezitych kontrol by mohl byt RECQ4 (1-400) s deletovanou interakéni doménou
proteinu MCM10. Tento konstrukt byl dokonce ptipraven jako soucast této prace a protein byl
jiz exprimovan. Po jeho purifikaci muze byt pouzit jako negativni kontrola vlivu pitimé
interakce mezi témito proteiny V celé fad¢ experimentli. Jeho vazba ssDNA by neméla byt
ovlivnéna interakci s MCM10 ID a stejné tak by nemeélo dochézet k fazové separaci mezi
témito proteiny.

V navazujici praci by bylo vhodné jesté nadale optimalizovat purifikaci MCM10 FL. Ptestoze
byly publikovany ¢lanky, ve kterych se purifikace tohoto proteinu podatila z bakterii [24, 30],
objevuji se v literatufe také naznaky komplikaci. Bud’ autofi dosahovali z purifikaci velmi
nizkych vytézku [30], nebo se jim MCMI10 FL kvuli nizké rozpustnosti a stabilité proteinu
purifikovat viibec nepodatilo [29]. V této praci protein MCM 10 FL také piedevsim kvuli jeho
nizké rozpustnosti ziskdn nebyl. Tento problém byl vyteSen diky vyuziti hmyzich bun¢k misto
bakterii. Purifikace z hmyzich bun¢k byla uspésna a vedla k ziskani proteinu, coz by do
budoucna umoznilo celou fadu novych experimentt, véetné strukturni analyzy tohoto proteinu
pomoci kryo-elektronové mikroskopie. Nicmén¢ zatim nebyl MCM10 FL purifikovan
Vv dostatecném mnozstvi a Cistoté a purifikaci je potieba zopakovat a optimalizovat.

Navazujici charakterizace proteinu MCM10 FL by se mohla vénovat i jeho afinité K riznym
DNA substratim. Jako soucast tohoto projektu byla po purifikaci jednotlivych domén
MCMI10 otestovana jejich aktivita pomoci DNA vazby. V souladu s pifedchozimi studiemi
[29] bylo potvrzeno, ze MCM10 ID i CTD vazou DNA, nejlépe substraty imitujici replikaci
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DNA. Ptedbézné byly také otestovany dalsi substraty a MCM10 piekvapivé vaze s vysokou
afinitou guaninové kvadruplexy (G4). Navic ma krom& DNA schopnost vazby i RNA. Bylo
by zajimavé zjistit, zda ma tato vazba G4 struktur souvislost s tim, ze G4 jsou asociovany
s pocatky replikace DNA [53]. Také je otazka, pro¢ ma MCM10 schopnost vazby RNA. Zda
to naptiklad nemize byt ztoho divodu, ze pocatky replikace jsou asociovany s aktivni
transkripci, ktera by mohla ovliviiovat zahajeni replikace [54]. Dalsi vysvétleni by mohlo byt,
ze by vazba RNA ¢i G4 mohla indukovat fazovou separaci a RNA a G4 by vstupovaly do
kondenzat. Toto jsou vSak pouze hypotézy a zminéné vysledky jsou predbézné a prozatim
nedostatené otestované.

Studium fazové separace proteini RECQ4 a MCM10 je nesmirné zajimavé a inovativni téma,
které se vyznacuje svétovou jedinecnosti. Rozsifeni naseho poznani by mohlo byt dosazeno
prostiednictvim nasledujicich experimentt. Nejprve by bylo mozné proteiny fluorescenéné
oznacit a diky této vizualizaci potvrdit, zda oba vstupuji do kondenzati. Dale by mohlo byt
otestovdno, zda se tyto kondenzaty chovaji podle fazového diagramu a zda dochazi
k rozpousténi kondenzatli pii zvySovani koncentrace jednoho ¢i druhého proteinu. Také by
bylo zajimavé otestovat, jestli dalSi proteiny, které jsou asociovany s pocatkem replikace,
vstupuji do kondenzati, napiiklad jiz zminény protein CDC45.

Dulezity aspekt fazové separace v kontextu iniciace replikace je také jeji regulace.
V nasledujicim studiu proteinu RECQ4 by mohl byt otestovan naptiklad vliv fosforylace
proteinu na jeho fdzovou separaci. Fosforylace je klicovy regulator iniciace replikace DNA
a fosforylace Sld2 (kvasinkového homologu RECQ4) pomoci CDK kinazy je dillezitd pro
iniciaci replikace DNA v kvasinkach [55]. Pfestoze neni jednoznaéné potvrzené, Zze
fosforylace lidského RECQ4 je stejné nezbytna jako u kvasinek, nachazi se v N-konci
RECQ4 nékolik fosforylacnich mist. Taktéz bylo dokazano, ze fosforylace muze byt reguléator
fazové separace. Ve studii o fazové separaci proteind licencujicich replikacni pocatky bylo
prokazano, ze jejich fosforylace inhibuje fazovou separaci [50]. Tyto poznatky koresponduji
s tim, ze fosforylace méd v této fazi iniciace replikace DNA inhibi¢ni efekt na proteiny.
Naopak v dalsi fazi iniciace, kde ma roli RECQA4, fosforylace proteiny aktivuje. Proto by byla
piedpokladéana spise stimulace fazové separace pii fosforylaci proteinu RECQA4.
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7 ZAVER

Replikace DNA je komplexni molekularni proces, ktery musi probéhnout pfed kazdym
bunéénym délenim. Je zajiSténa mnoha proteiny, které musi precizné fungovat
a spolupracovat, protoze deregulace tohoto procesu ¢asto vede k bunééné smrti nebo rozvoji
dédi¢nych onemocnéni. Tato prace se zabyvala proteiny RECQ4 a MCM10, které maji ulohu
v iniciaci replikace DNA, tedy v pocatecnim kroku tohoto procesu.

Hlavnim tématem prace bylo studium interakce mezi témito proteiny. Vysledky potvrzuji
ptimou interakci mezi RECQ4 a MCM10 a vymezuji i na interni doménu proteinu MCM10.
Dale bylo ukazano, ze interakce ma i funkéni vyznam, nebot MCM10 stimuluje
DNA-vazebnou aktivitu proteinu RECQ4 a interakce mezi RECQ4 a MCM10 indukuje jejich
fazovou separaci. Tato data celkové naznacuji, ze fazova separace muze hrat velmi dulezitou
roli v iniciaci replikace DNA.

Ziskané poznatky jsou v kontextu svétové védy zcela nové a prispivaji k lepSimu pochopeni
ulohy proteint RECQ4 a MCM10 v iniciaci replikace. Diky tomuto projektu také vyvstaly
nové zajimavé otazky, které mohou slouzit jako témata pro navazujici vyzkum. Biologicky
vyznam vyzkumu proteinu RECQ4 je navic podtrZen jeho asociaci se zavaznymi dédiénymi
onemocnénimi, jako jsou Rothmund-Thomsontv syndrom, Baller-Geroldiv syndrom
a syndrom RAPADILINO. Nové informace ohledné proteinu RECQ4 mohou byt prvnim

wrwe
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9 SEZNAM ZKRATEK

ANAPC1 — podjednotka 1 komplexu podporujiciho anafazi (z angl. anaphase-promoting
complex subunit 1)

APS — peroxodisiran amonny (z angl. ammonium persulfate)

ATP — adenosintrifosfat

BGS — Baller-Geroldtiv syndrom

BLM — Bloomova helikaza

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

CBB HS — lyzacni pufr s vysokou koncentraci soli (z angl. cell breaking buffer high salt)
CDC45 — protein cyklu bunééného déleni 45 (z angl. cell division cycle 45)

Cdc6 — protein cyklu bunééného déleni 6 (z angl. cell division cycle 6)

CDK - cyklin-dependentni kinaza

Cdtl — chromatin licencujici DNA replikacni factor 1 (z angl. chromatin licensing and DNA
replication factor 1)

CMG — CDC45-MCM2-7-GINS komplex

CTD - C-terminalni doména

DDK — Dbf4-dependentni kinaza

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleotid trifosfat (z angl. deoxyribonucleotide triphosphate)
DSB — dvoutetézcovy zlom (z angl. double-strand break)

dsDNA — dvoufetézcové vlakno (z angl. double-strand DNA)

DTT — dithiotreitol

E. coli — Escherichia coli

EDTA — kyselina ethyléndiamintetraoctova

EMSA — gelova retardacni esej (z angl. electrophoretic mobility shift assay)

FBS — Fetalni hovézi sérum (z angl. fetal bovine serum)
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FITC — Fluorescein isothiokyanat
FL — cely protein (z angl. full-length)
G4 — guaninové kvadruplexy

GINS — komplex pojmenovany podle prvnich pismen japonskych cisel 5-1-2-3 (z japonstiny
go-ichi-ni-san)

GST — glutathion-S-transferaza

GTH — glutathion

HR — homologni rekombinace

IPTG — izopropyl -D-1-thiogalaktopyranosid

kDa — kilo Dalton

KU70 — ATP-dependentni helikéza 2 podjednotka 1

LB — Luria—Bertani médium

LLPS — kapalinova fazova separace (z angl. liquid-liquid phase separation)
MBP — maltézu vazajici protein (angl. maltose binding protein)

MCM10 — minichromozomovy udrZovaci protein 10 (z angl. minichromosome maintenance
10 replication initiation factor)

MCM2-7 — minichromozomovy udrzovaci komplex 2-7 (z angl. minichromosome aintenance
complex 2-7)

MRE11 — protein meiotické rekombinace 11 (z ang. meiotic recombination protein 11)
NHEJ — nehomologni spojovani konct (z angl. nonhomologous end-joining)

NP40 — Nonidet P40 (substitute)

OB - (z angl. oligonucleotide/oligosaccharide-binding)

ODsoo — opticka hustota méfena pii vinové délce 600 nm (z angl. optical density)

ORC — komplex rozpoznéavani pocatki replikace (z angl. origin recognition complex)
p53 — protein 53 (z angl. tumor protein p53)

PCR — polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)

PDNA — plazmidova DNA
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PEG — polyethylenglykol

PK — proteindza K

Pre-RC — pre-replikacni komplex

RECON — syndrom asociovany s RECQ1

RNA — ribonukleova kyselina

RPM — otacek za minutu (z angl. revolutions per minute)
RT — pokojova teplota (z angl. room temperature)

RTS — Rothmund-Thomsontiv syndrom

SDS — dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecylsulfate)

SDS-PAGE - clektroforéza na polyakrylamidovém gelu (z angl. SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis)

Sld2 — synteticky letalni s Dpb11-1 (z angl. synthetically lethal with Dpb11-1)

SSB protein — jednofetézcovy vazbeny protein (z angl. single-strand binding protein)
SSDNA — jednotetézcové vlakno DNA

TAE — Tris-Acetat-EDTA

TBE — Tris-Borat-EDTA

TEMED - tetramethylethylendiamin

TopBP1 — protein vézajici DNA topoisomerazu II (z angl. DNA topoisomerase II binding
protein 1)

Treslin — interakéni protein TopBP1 (z angl. TopBP1-interacting protein)
WRN — Wernerova helikéza
ZnF — zinkovy prst (z angli. zinc finger)

ZnR — zinkové stuha (z angl. zinc ribbon)
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