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ANOTACE

Tato prace vznikla jako soutézni prispévek do Stfedoskolské odborné Cinnosti. Jejim cilem
bylo mapovani DNA vazebnych domén proteinu RECQ4, ktery zastava dulleZitou funkci béhem
replikace a opravy poskozené DNA. | kdyzZ byla publikovéna fada studii o proteinu RECQ4, jeho presna
funkce v metabolismu DNA zlstavd dosud neobjasnéna. Nicméné jeho role pfi udrZovani stability
genetické informace je nepostradatelnd, protoZze mutace v genu RECQ4 jsou spojeny se tfemi
nevylécitelnymi autosomalné recesivnimi onemocnénimi: Rothmund-Thomson(v syndrom (RTS),
Baller-Geroldiv syndrom a RAPADILINO. Mezi symptomy RTS patfi cervend koini vyrazka
(poikiloderma), maly vzrist, predcasné starnuti a predispozice k rakoviné. Mapovani DNA vazebnych
domén by mohlo pomoci pfi uréovani hlavni role proteinu RECQ4 v bunécnych pochodech a zaroven

prispét k pochopeni molekuldrni podstaty RTS, coz by mohl byt prvni kriicek k Uspésné lécbé.

Teoretickd ¢ast se zaméruje na popis RecQ helikdz, jejich zndmych proteinovych interakci
a pravdépodobnou funkci v bunce s pfihlédnutim na autosomalné recesivni onemocnéni, ktera jsou

spojena s poruchami syntézy téchto protein(.

Cilem praktické casti bylo mapovani DNA vazebnych domén proteinu RECQ4 na N-terminu
pomoci biochemickych in vitro eseji, pficemz tyto vysledky jsou soucdsti védeckého ¢lanku

v mezindrodnim impaktovaném ¢asopise DNA Repair.

Klicova slova: RecQ, helikazy, RECQ4, Rothmund-Thomsontiv syndrom, oprava poskozené DNA



ANNOTATION

This work was created as a contribution to the SOC competition. The main goal of my study
was to map DNA binding domains of the RECQ4 protein. This protein has an essential function during
DNA replication and DNA repair. Although there was a number of studies concerning the RECQ4
protein, its exact function in DNA metabolism remains still largely unknown. It is however without
doubt that its role in maintaining stability of genetical information is crucial because mutations in the
RECQ4 gene cause three untreatable autosomal recessive disorders: Rothmund-Thomson syndrome
(RTS), Baller-Gerold syndrome and RAPADILINO. Symptoms of the RTS are mainly red rash,
abnormally short growth, premature aging and predispositions toward cancer. DNA mapping
of the binding domains could help in assessing the main role of RECQ4 in cellular metabolism

and at the same time be a first step in curing the RTS.

The theoretical part of this study is concerned mainly with the description of RecQ helicases,
their known protein-protein interactions and their probable role in cellular metabolism
while also taking the autosomal recessive disorders linked to mutations in these proteins into

consideration.

Goal of the experimental part of this work was mapping of the RECQ4 DNA binding domains
on the N-terminal end using biochemical in vitro assays. Final results are a part of an article

in DNA Repair journal, an international, impacted scientific journal.

Key words: RecQ helicases, RECQ4, Rothmund-Thomson syndrome, DNA repair
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1. Uvod

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) jako nositelka genetické informace je tou substanci,
ktera stoji za Uslovim ,,stejné plodi stejné”. Dédi¢na informace je zakddovana v chemickém
jazyce DNA a reprodukovana ve vsech burikdch naseho téla. Tento DNA-program je to, co fidi
vyvoj nasich biochemickych, anatomickych, fyziologickych a do jisté miry behaviordlnich
znakd [1]. Pravé geny (kdédujici useky DNA) nesou informaci pro syntézu nejriznéjsich
proteini s celou $kdlou funkci (stavebni, transportni, katalytické, regulacni, fidici aj.),

které jsou nesmirné dulezité pro spravny vyvoj a fungovani vsech Zivych organismu.

DNA je vsak bohuzZel neustale poskozovana pusobenim rtznych faktor(, jak z vnéjsiho
prostfedi (napf. ionizujici zareni, UV zafeni, toxické latky), ale také z vnitfniho prostredi
(napf. produkty oxidativniho metabolismu nebo pfi replikaci jiz poSkozené DNA).
Bylo prokdzano, Ze mnoistvi poskozeni vjedné burice mlze dosahnout aZz pual milionu
za jeden den [2]. Tato poSkozeni DNA, pokud nejsou opravena (nebo jsou opravena
nespravné), pak mohou zpUlsobovat problémy pfti replikaci nebo transkripci DNA a vést
k rozsahlym chromozomovym zménam a potencidlné i vzniku rakoviny ¢i jinych dédi¢nych

onemocnéni (Tab. 1).

Nicméné béhem evoluce, prokaryotické stejné jako eukaryotické buriky vyvinuly rozsahlé
DNA opravné mechanismy pro opravu rtznych typl DNA poskozeni (Tab. 3) [2-5]. Cela fada
genl (resp. proteind) se podili na spravném priabéhu opravnych mechanisml poskozené
DNA. Mutace vtéchto genech pak mohou zpUlsobit redukci nebo uUplnou ztratu funkce
proteinu, coz muize byt pfi¢inou poruch DNA opravnych mechanismi vedouci ke genomové

nestabilité a vzniku velmi zavaznych onemocnéni.



Onemocnéni

Mutace

Projev

Cysticka fibréza

Mutace v CFTR genu

Postizené Zlazy s vnitfni sekreci,

respiraCni potize.

Huntingtonova

choroba

Zmnozeni CAG triplet(

Degenerativni zmény na mozku —
motorické poruchy, progresivni

demence.

Srpkova anémie

Mutace v B globinovém fetézci

Zkrouceni ¢ervenych krvinek do
srpkovité podoby, nasleduje
ucpavani kapilar, zvétseni sleziny

(snizena funkce).

Daltonismus

Mutace v genech OPN1LW,
OPNIMW, OPN1SW

Schopnost rozeznat ¢ervenou
a zelenou barvu chybi nebo je

omezena.

Hereditarni karcinom

prsu a ovarii

Mutace v genu BRCA1 a BRCA2

Rakovina prsu, vajecnikd, riziko
vzniku dalSich nadora: napft.

Zaludku nebo pankreatu.

Hemofilie

Mutace v genu kdédujicich faktor

srazlivosti VIII a IX

Chorobna krvacivost — krevni

vyrony do svalu ¢i kloubu.

Tabulka 1: Vybrana onemocnéni spojend se zménami na genetické drovni. [I1]

Dnesni rozsahly védecky vyzkum opravy poskozené DNA nam diky preciznimu

pochopeni opravnych mechanisml (na molekularni Grovni) pomize pochopit molekularni

podstatu vzniku nadorovych onemocnéni a tim i zvysit efektivnost dnesnich protinadorovych

terapii a poskytnout nové cile a nastroje v nadorové terapii.
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2. Teoreticka cast

2. 1. RecQ helikazy

Helikdzy se fadi mezi velmi dllezité enzymy, které hraji rozhodujici roli
v metabolismu DNA. Diky schopnosti hydrolyzovat ATP se pohybuji po vldkné dsDNA,
rozrusuji vodikové vazby mezi komplementarnimi rfetézci, a tim od sebe oddéluji dva retézce
ssDNA. Spravné rozpleteni dvousroubovice je klicovym okamZzikem v procesech bunécného

Zivota zahrnuijici replikaci, transkripci, rekombinaci a opravu poskozené DNA.

Jednu vysoce konzervovanou skupinu helikaz tvofi rodina RecQ helikaz, které jsou
diky své nepostradatelné roli v mnoha procesech metabolismu DNA povaZovany
za tzv. ,ochrance” genomu, protoze se podili na udrzovani stability genetické informace
a zaroven potlacuji vznik nadorového bujeni [6-8]. Zatimco u bakterii a kvasinek byla
identifikovana pouze jedna RecQ helikdza, v lidskych bunkach bylo objeveno dokonce pét
RecQ homolognich proteind — RECQ1 [9, 10], BLM (RECQ2) [11], WRN (RECQ3) [12], RECQ4
(RTS) a RECQS5 [13](Obr. 1). Nepostradatelna biologicka role RecQ helikaz je navic podtrzena
tim, Ze mutace v genech BLM, WRN a RECQ4 jsou spojeny s velmi zakernymi dédi¢nymi
onemocnénimi: Bloomovym (BS), Wernerovym (WS) a Rothmund-Thomsonovym
syndromem (RTS). Tato genetickd onemocnéni jsou spojena s vys$si nachylnosti k rakoving,

predcasnym starnutim a chromozomovou nestabilitou [14-16].

BIM B Helicase [ROC T HRDC [ 1417 aa
WRN  [BTExo [T Helicase [ROCTE HRDC [EE 1432 aa
RECQ4 | Sld2 ] Helicase [ 1,208 aa

RECQ] L Helicase [RQC [ 649 aa
RECQ5B W Helicase [ROC Lo 991 aa

Obrazek 1: Grafické znazornéni lidskych RecQ helikdz — RECQ1, BLM, WRN, RECQ4 a RECQ5p. Svétle
modra barva predstavuje konzervovanou helikdzovou doménu. Cervenou je zndzornéna RQC doména
a Zluté HRDC doména. Zelené je u WRN zobrazena exonukledzovd doména a oranzové je u RECQ4

vyobrazena Sld2 doména [8].
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Onemocnéni

Hlavni klinické znaky

Predispozice

k rakoviné

Bloomuv syndrom

proporcionalni maly vzrist, imunodeficience,
diabetes typ 2, muiska infertilita a Zenska
subfertilita, hyperpigmentace a
hypopigmentace klze, k slunci citliva

obli¢ejova ‘erythema

vétsina typu, leukémie,
rakoviny klZze, prsu

a tracéniku

Wernerliv syndrom

razné znaky predcasného starnuti:
arteriosklerdza, diabetes typ 2, osteopordza,
katarakt, Sednuti a ztrata vlas(; retardace

rastu v puberté, kalcifikace mékké tkané

prevaziné rakoviny
mezenchymalniho
pUvodu (mékka tkan

a jiné “sarkomy),
epitelidlni sarkomy

(*melanomy)

Rothmund-Thomsonuv

syndrom

poikiloderma, skeletarni abnormality, Sedy

zakal, fidnuti vlas(, dystrofické nehty a zuby

nejcastéji
osteosarkoma, casto

v détstvi

Tabulka 2: Klinické priznaky syndrom{ spojenych s mutacemi v genech RecQ helikaz [8].

Vék 48

Obrazek 2: (A) Pacient postizeny Bloomovym syndromem se znaky erythemy. (B) Pacientka

s Wernerovym syndromem vykazujici znaky predcasného starnuti. [I5,16]

! Erythema: z&ervenani kiZe z divodl zvyseni krevniho obé&hu v povrchovych vldseénicich. [12]
? Sarkom: zhoubny nador pojivové tkané. [I3]
* Melanom: zhoubny nador melanocytl — pigmentovych Zivoéidnych bunék. [14]
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2.1.1. Struktura a biochemicka aktivita RecQ helikaz

Jak ukazuje obrazek 1, podle experimentdlnich a bioinformatickych analyz mlzeme
uvnitf polypeptidového tetézce RecQ helikdz rozliSit nékolik konzervovanych domén,
které zaroven urcuji aktivitu jednotlivych protein(i. Hlavni domény RecQ helikaz jsou tfi:

helikazovd, RecQ karboxy-terminalni (RQC) a RNazovaD C-terminalni (HRDC) doména [17].

1. Helikdzovd doména s rozsahem 450 aminokyselin zahrnuje motiv pro vazbu ATP,
ktery je hlavnim energetickym zdrojem pro samotnou helikdzovou aktivitu. BLM
a WRN, které patfi mezi nejvice prostudované RecQ proteiny, umi rozvinout
nejriznéjsi DNA struktury zahrnujici 3‘-previs, bublinové struktury, Y-formy,
D-smycky, kfizovou Hollidayovu strukturu (HJ, Holliday junction) nebo

G-kvadruplexové struktury (Obr. 3) [18-20].

3
5 3" 5 3 5
3'— previs Bublinova struktura Y-forma
3
%
¥ 5
5 3
5.1 3i
G-kvadruplexové D-smycka Kiizova Hollidayova struktura
struktury (Holliday junction)

Obrazek 3: Priklady DNA substratd, které jsou schopny rozvinout RecQ helikazy [8].

2. RQC doména je dulezita pro strukturni celistvost proteinu a také pro vazbu
dvouretézcové DNA [21, 22]. Tato doména bude mit také pravdépodobné roli
pfi zprostredkovani proteinovych interakci RecQ helikaz s jinymi proteiny [23].

3. Posledni HRDC doména je nejméné konzervovana, nicméné pomoci rentgenové
krystalografie bylo zjisténo, Ze je dlleZitd pro vazbu jednoretézcové DNA. Domény
RQC a HRDC, dulezité pro vazbu k DNA, u nékterych clenl RecQ helikdzové rodiny
chybéji, napf. RECQ4 postrada obé domény [24, 25].
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Kromé vysSe popsanych domén se mohou RecQ helikdzy mezi sebou lisit dalSimi
doménami, které mohou sdilet homologii s jinymi proteiny a tim se |isi i jejich vlastnosti
a funkce v burnice. Prikladem mlze byt WRN helikdza s exodoménou na N-konci,

ktera zajistuje exonukledzovou aktivitu WRN proteinu [26].

Lidské RecQ helikdzy se vyznacuji nejen klasickou helikdzovou aktivitou,
tedy schopnosti oddélovat od sebe dva retézce DNA za pfitomnosti ATP. Na druhou stranu
vykazuji také velmi silnou tzv. annealing aktivitu, tj. zprostfedkovavat nasedani

komplementarnich jednoretézcovych Usekld DNA do vysledného duplexu [27].

2.1.2. Funkce RecQ helikaz v metabolismu DNA

Bunécény cyklus zahrnuje nékolik krokd (Obr. 4), z nichz kazdy musi byt efektivné
a ¢asoveé dokoncen nez zapocne krok nasledujici. BEhem S-faze bunééného cyklu burika musi
precizné duplikovat své chromozomy, které pak nasledné musi velmi presné rozdélit béhem
M-faze. AvSak béhem S-faze se mlzZe vyskytnout nékolik prekdzek, které mohou nejen
ovlivnit bunécény cyklus, ale také mohou vést v nasledujici M-fazi k chromozomové
nestabilité, ktera byva obvykle pri¢inou vzniku nékterych neurologickych onemocnéni
nebo nadorového bujeni [28].

M-faze

(mitoza)

Go-fize RS

\\\ G1-faze
\‘\

\ )
Bunécny | |

| ]
cyklus / [
\_,
// \,_>>
9 y

S Bunky, které se
< prestanou délit

S-faze
(DNA syntéza)

Obrazek 4: Bunécny cyklus. V délici se burce se stfidd mitoticka faze (M) s interfazi, kde se burika
pfipravuje na samotné déleni. Prvni je G1 faze, po ni nasleduje S faze, ve které jsou duplikovany
chromozomy a poté G2 faze. V mitéze uz dochazi k samotnému rozchodu dcefinych chromozomd,

ke karyokinezi a cytokinezi. [I7]
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1.) Replikace DNA

Béhem replikace DNA se mohou vyskytnout prekazky, které replika¢ni masinerie neni
schopna vyresit, a proto dochazi k predasnému zastaveni replikacni vidlice [28, 29] (Obr. 5).

Problémy replikacni vidlice mohou byt zplUsobeny témito prekazkami:

e Adukty DNA, tedy pozménéné nukleotidy (nukleosidy nebo baze). Pficinnou vzniku
aduktl jsou obvykle elektrofilni organické latky, které vstupuji do organismu
zvnéjsiho prostiedi anebo vznikaji jako reaktivni metabolické intermediaty,
se schopnosti atakovat nukleofilni centra v nukleovych kyselinach a timto poskozovat
genetickou informaci.

e Jednoretézcové nebo dvouretézcové zlomy, které vznikaji predevSsim po expozici
ionizujicim zarenim, UV zafenim, genotoxickymi chemikalie, ale také produkty
vnitfniho oxidativniho metabolismu burky.

e Kovalentné vazany protein na DNA, ktery replikacni helikdza neni schopna odstranit.
Problémy muZe také zplsobovat setkani procesu replikace a transkripce.

e RUzné intramolekularni sekundarni struktury ssDNA (napf. G-quadruplex)
ve vedoucim fetézci rovnéz vedou k zastaveni replikacni vidlice.

e Topologicky stres, kdy se potkaji dvé proti sobé jdouci replikac¢ni vidlice.
Tento problém je casto nevyhnutelny rys eukaryotické replikace, ve které je
obousmérna replikace iniciovdana zvice pocatkd replikace podél kazdého

chromozomu.

15



Prekazky v replikaci DNA
Il DNA adukt

=3

—sg

I Mezikrok v opravé DNA

\ £

Jednofetézcovy zlom

[0 Stiet replikace a transkripce

- /_RNA polll\

(4 Protein vazajici DNA

. Y

o Sekundarni struktury intramolekularni
ssDNA vedouciho fetézce

MM

G-kvaruplexova DNA

Sbihajici se replikaéni
vidlice @

Topologicky stres

Obrazek 5: Znazornéni moznych prekazek branicich v replikaci DNA [28].

RecQ helikdzy se na odstranéni replika¢nich prekdzek podili mnoha zpUsoby. Jedna
na vedoucim fetézci (DNA adukt) vede k zastaveni replika¢ni vidlice, aviak BLM a WRN
podporuji tzv. regresi replikacni vidlice, coZz znamend oddéleni nové nasyntetizovanych DNA
vlaken a jejich spojeni, ¢imz vznika ¢tyfcestna Hollidayova struktura (Obr. 3) [30, 31]. Vznikla
Hollidayova struktura pak mizZe migrovat zpét za pomoci zejména RECQ1, BLM nebo WRN,
a tim dochazi k obnoveni replikacni vidlice [32-34]. Alternativné muze byt Hollidayova

struktura rozstépena strukturné specifickymi endonukledzami, coz vede ke kolapsu
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replikacni vidlice, kterd pak musi byt opravena pomoci procesu homologni rekombinace

(viz nize) [35-37].

Poskozeni na vedoucim vlakné/templatu BLM,WRNaRECQ1 +— *\___
BLM a WRN O e _'_7_
‘ ! 4A Zména regrese
¥ replikaénich vidlic
://V_ :/'/"_ :7/'_ :7/"_ Obnoveni replikace
1 2 3 43‘ zprostiedkované
rekombinaci
Pozastaven{ Regrese Zména templatu \9 —
replikaénich vidlic replika¢nich vidlic m
MUS81-EME1 a jiné —
v

Obrazek 6: Schéma restartu zastavené replikacni vidlice. (1) Zastaveni replikac¢ni vidlice z divodu
poskozeni (Cerveny trojuhelnik) na vedoucim fetézci. (2) Regrese replikacni vidlice — spojeni nové
nasyntetizovanych vldken a vznik Hollidayovy struktury (3). HJ struktura mlzZe pak migrovat
zpét zejména prostrednictvim RecQ helikdaz a zaroven dochazi k obnoveni replikaéni vidlice (4A).
HJ struktura mlZe byt také alternativné rozstépena pomoci strukturné specifickych endonukleaz,
coz vede ke kolapsu replikacni vidlice, kterd je pak obnovena pomoci homologni rekombinace (4B)

[37].

RecQ helikdzy (zejména BLM a WRN) jsou schopné také diky své enzymatické aktivité
rozvijet rizné DNA struktury (G-quadruplexy, rGzné smycky a vldsenky), které vznikaji
jako replikacni ,prekazky”“ vedouciho retézce [38]. Navic BLM také zastava duleZitou ulohu
pfi feSeni topologického stresu, ktery vznika pfi setkani dvou protichldnych replikacnich
vidlic. Pfesnd molekularni podstata je jen velmi malo objasnéna, avSak dulleZitou roli
pfi feSeni tohoto problému hraje Bloomlv komplex zahrnujici BLM-TOPOIlla(DNA

topoizomeraza llla)-RMI1-RMI2 proteiny, které jsou schopny topologicky stres uvolnit [39].

2.) DNA oprava

Jak bylo popsano vySe, DNA je neustadle posSkozovana exogennim i endogennim
pUsobenim, které zpUsobuji mnoho rlznych typl poskozeni v DNA. V dasledku téchto
rozdilnych typU poskozeni (depurinace, deaminace, thyminové dimery, zlomy DNA aj.)
se v prubéhu evoluce vyvinula celd fada opravnych mechanismi zodpovédna za jejich
odstranéni (Tab. 3). RecQ helikdzy i zde zastavaji mnoho Uuloh napfi¢c témér vsemi
mechanismy. Hlavni DNA opravné mechanismy tvofi:
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Mechanismus opravy Vznik poskozeni

Abnormadlni DNA baze, jednoduché bazové adukty,
jednoretézcové zlomy DNA vznikajici pfi oxidativnich
Bazova excisni oprava (BER) poskozenich nebo pfi nelspésné aktivité
topoizomerazy | (napr. baze chemicky poskozené

alkylaci, deaminaci nebo oxidaci).

Poskozeni, ktera narusuji helikalni dvouSroubovici DNA,
Nukleotidova excisni oprava
( ) jako jsou rozmérné bdazové adukty a fotoprodukty UV
NER
zareni (pf. thyminové dimery).

Homologni rekombinace (HR) dvouretézcové zlomy DNA, zastavené replikacni vidlice

Nehomologni spojovani konct

dvouretézcové zlomy DNA
(NHEJ)

Oprava nespravného parovani malé inzerce, delece a nesprdvné zarazeni bazi béhem

(MMR) replikace a rekombinace.

Tabulka 3: Prehled zakladnich mechanism( opravy DNA [2].

V ramci této prace se primarné zamérime na mechanismus opravy dvouretézcovych
zlomQ (DSB) pomoci homologni rekombinace. Oprava dvouretézcovych zlomu je esencidlni
pro Zivot bunky, protoZe neschopnost opravy DSB muze zpusobovat aneuploidii

a genomovou nestabilitu vedouci k rakoviné nebo bunééné smrti.

Homologni rekombinace (HR)

HR je velmi precizni mechanismus zahrnujici nékolik fazi, kdy DSB je opraven
na zakladé syntézy podle homologického uUseku sesterské chromatidy nebo homologniho
chromozomu (Obr. 7). V prvni fazi HR jsou konce DSB podrobeny resekci za vzniku
3‘ jednoretézcového Useku DNA (ssDNA). 3 ssDNA vlakno je ihned po resekci pokryto
proteinem RPA (replikacni protein A), ktery zabranuje vzniku sekunddrnim strukturam
na ssDNA vlakné [40]. Nasledné dochazi za pomoci rekombinac¢nich mediatord k vyméné RPA
za protein RAD51 a vzniku tzv. RAD51 presynaptického vldkna [41]. V druhé fazi HR je RAD51
presynaptické vlakno schopno vyhledat homologii za vzniku struktury zvané D-smycka,
ve které je pak donorova molekula DNA vyuzita jako templat pro syntézu chybéjici ¢asti [42].

Po DNA syntéze je nové vlakno zachyceno druhym koncem puvodniho fetézce, coz vede
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ke vzniku dvojité Hollidayovi struktury. HJ struktura musi byt rozlozena, aby byla dokoncena
rekombinace a dvé molekuly DNA se mohly oddélit. HJ struktury mohou byt tedy Stépeny
strukturné specifickymi endonukledzami (napf. MUS81-EME1) nebo rozloZzeny pomoci

kombinované aktivity helikdz a topoizomeraz [25, 37].

RecQ helikazy zastdvaji dlleZité regulacni funkce v pribéhu homologni rekombinace.
V prvni fazi HR se BLM helikdza pfimo ucastni resekce koncl dvouretézcového zlomu
za vzniku 3’ ssDNA vldkna [43]. Nékolik studii prokazalo, Ze BLM, WRN a RECQ5 jsou schopny
interagovat s proteinem RAD51 a vytlaCovat jej z presynaptického vldkna, aby bylo
zabrdanéno nevhodné nebo predcasné rekombinaci [44, 45]. Vposledni fazi HR
se BLM-TOPOIllla-RMI1-RMI2 komplex podili na rozkladu dvojitych Hollidayovych struktur
[25]. Navic nepublikované vysledky z naseho laboratorniho pracovisté ukazuji, Ze i ostatni
RecQ helikazy by se mohly podilet na zpracovani HJ struktur a to spolu se strukturné

specifickou endonukledzou MUS81-EME1.
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Dvoufetézcovy lom

1
1
Resekes vidken pomoci MRX,
EXO1, BLM a Cuip
°"?
2 o

§

Virnik 3"-ssDNA, RPA
3 4 —
l #) rRADS2

nﬁmiﬂime“m
\ :@dﬁ:
l I 'RADS4

Invaze RADS1vldkna

K Stépeni Hollidayowych
BLM-TOPOIllcRMIL-RMIZ struktur MUSS1-EMEL a jiné
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Konverze ;lnl‘.'r ':m“iﬂl over

TA 7B

Obrazek 7: Schéma homologni rekombinance pro opravu dvouretézcovych zlomd DNA na zakladé
syntézy podle homologického Useku sesterské chromatidy nebo homologniho chromozomu (1).
V prvnim kroku dochazi kresekci vldken MRN (MRE11-RAD50-NBS1) komplexem (znazornén

jako zelené kuli¢ky), spolec¢né s BLM komplexem (Cervené kulicky), EXO1 (bilé kuli¢ky) a CtIP (tmavé
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modré kuli¢ky) (2). Vznikly konec 3‘-ssDNA previsu je obalen RPA proteinem (znazornén fialové) (3).
V dalsim kroku je RPA nahrazeno RAD51 proteinem (oranZové kuli¢ky) za vzniku nukleoproteinového
vldkna (4), které je schopno vyhledat sekvencéni homologii s pomoci RAD54 (5). Chybéjici ¢ast DNA
je dosyntetizovana za nasledujiciho vzniknu dvoijité HJ struktury (6), kterd mlze byt rozlozena bud’
(7A) pomoci BLM-TOPOIllla-RMI1-RMI2 komplexu (Cerveno-modro-rlizovd) vedouci ke genové
konverzi nebo (7B) endonukledzou MUS81-EME1 ¢i jinymi strukturné specifickymi endonukleazami

(modré a zelené kulic¢ky) za vzniku jak crossovering overu tak genové konverze.

2.2. RECQ4

Gen lidské RECQ4 helikazy byl identifikovan v roce 1998 a lokalizovan na dlouhém
raménku (gq) chromozomu 8 v pozici 24.3 [13]. Gen RECQ4 je sloZzen z 21 exon( a 13 intronu
zahrnujici 6 kbp genomické DNA [46]. Proteinovy fetézec RECQ4 je kddovan
1208 aminokyselinami s molekulovou hmotnosti 133 kDa zahrnujici ve svém centru vysoce
konzervovanou helikdzovou doménu typickou pro ¢leny RecQ rodiny. Nicméné, ve srovnani
s ostatnimi RecQ helikdzami RECQ4 postrddd RQC a HRDC domény zodpovédné primarné
za vazbu k DNA (Obr. 1). Na druhou stranu N-termindlni ¢ast RECQ4 vykazuje vysokou
homologii s proteinem SId2, ktery je velmi dlleZity pro za¢dtek DNA replikace u kvasinek.
Predpoklada se, Ze tato Sld2 doména by mohla urcovat roli RECQ4 v pribéhu replikace DNA
v lidskych bunkach [8]. C-terminalni cast RECQ4 nebyla dosud bohuzel radné

charakterizovana.

2.2.1. Biochemicka charakterizace RECQ4

Pfi prvni biochemické charakterizaci RECQ4 nebyla pozorovana Zadna helikazova
aktivita tohoto proteinu in vitro [27]. Pozdéji bylo prokazano, ze RECQ4 vlastni helikdzovou
aktivitu, ktera je velmi nizkd a substratové specificka (tj. RECQ4 je schopen rozvijet pouze
kratké DNA vidlice s délkou komplementarni ¢asti pouze 11 bp) [47]. Kromé helikazové
aktivity se RECQ4 protein vyznaCuje také velmi silnou schopnosti nasedani

komplementarnich Useku ssDNA do dvousroubovice [27].

N-terminalni Cast RECQ4 pfimo interaguje s proteinem MCM10,

ktery zprostfedkovava spojeni RECQ4 s MCM2-7. MCM2-7 komplex zastava ulohu hlavni
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helikazy rozplétajici dsDNA pti DNA replikaci a tim se RECQ4 stava nedilnou soucasti MCM
replika¢niho helikdzového komplexu ucastniciho se DNA replikace v lidskych burikdch [48].
Dalsi publikace pak ukazuji, ze RECQ4 ma také nepostradatelnou roli pfi opravé poskozené
DNA. Protein RECQ4 by se mohl pravdépodobné podilet na sprdvném prabéhu NER,
a to zejména diky interakci s proteinem XPA (Xeroderma pigmentosum skupina A) [49].
Navic, bylo prokdzano, Ze protein RECQ4 by mohl mit funkci pfi udrZovani telomer,
které funguji také jako mechanickd ochrana na koncich linedrnich eukaryotickych
chromozomU [50]. Dalsi studie pak naznacuji, Zze RECQ4 se akumuluje v mitochondriich
a fyzicky interaguje s proteinem p53 - vyznamnym tumorovym supresorem [51]. Je také
velmi pravdépodobné, Zze RECQ4 by mohl mit uUlohu pfi opravé DSB pomoci HR, protoZe

interaguje s proteinem RAD51 - klicovym faktorem HR [52].

| navzdory mnoha studiim a publikacim o RECQ4, zUstava tento protein nejméné
charakterizovanym ¢lenem RecQ rodiny. Stdle neni jasné, jakd je jeho presnd role
a jaky je mechanismus jeho funkce v metabolismu DNA. Navic, pochopeni jeho funkce
pfi replikaci a opravé poskozené DNA je nezbytné dllezité pro potencidlni objasnéni
molekuldrni podstaty syndrom, které vznikaji diky mutacim v jeho genu. Mutace v genu
RECQ4 jsou spojeny se tfemi velmi zakefnymi dédicnymi onemocnénimi: syndromem

RAPADILINO, Rothmund-Thomsonovym syndromem a Baller-Geroldovym syndromem.

2.2.2. Syndromy spojené s mutacemi v RECQ4

A) Rothmund-Thomsoniv syndrom (RTS)

RTS je *autosomalné recesivni onemocnéni s charakteristickou &ervenou vyrazkou
(poikiloderma) a rGznorodymi klinickymi projevy zahrnujici maly vzrast, Sedy zakal, kosterni
defekty a abnormality. Mezi tézsSi projevy syndromu pak patfi predéasné starnuti

a predispozice k rakoviné kosti (osteosarkoma) [53].

RTS byl poprvé popsédn jiz vroce 1969 némeckym oftalmologem Augustem
von Rothmunden, ktery sledoval pacienty s poikilodermou, rlistovou retardaci a rapidné
postupujicim Sedym zakalem (Obr. 8) [54]. V roce 1936 britsky dermatolog Matthew Sydney

Thomson informoval o tfech pacientech s poikilodermou, rlistovou retardaci a skeletarnimi

4 T4 . , v v s vs v . , PN
Autosomalné recesivni onemocnéni : v burice musi byt pfitomny dvé recesivni alely abnormalniho genu, aby
se projevila nemoc. [18]
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defekty, bez znamky Sedého zdkalu [55]. Nazev Rothmund-Thomsonlv syndrom poprvé
pouzil Dr. William Taylor v roce 1957 k popsani skupiny pacientll s vySe zminénymi klinickymi
pfiznaky [53]. Mutace v genu RECQ4 byly prokadzany u 40-66 % pacient( (Obr. 9 a 10) [56].
Pfi zkoumani spojitosti mezi ostesarkomou a mutacemi RECQ4 genu, bylo prokazano,

Ze 100 % pacientl ma alespon jednu zkracujici (nonsense) mutaci [53].

Obrazek 8: Fotografie pacientli s Rothmund-Thomsonovym syndromem spojenym s poikilodermou

(A,B,C,D,F), fidnutim vlas( (B) nebo skeletarnimi abnormalitami (F a G) [53].
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Obrazek 9: Mapa zndmych mutaci RECQ4 u RTS (cCernd), RAPADILINO (rGZovd) a BGS (modrad)
pacientl. Exony jsou znazornény jako obdélniky, introny jako &ary propojujici exony. Zlutd barva

znazornuje exony kodujici helikdzovou doménu RECQ4, delece intronl mutace nestfihovych mist jsou
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popsany nad mapou RECQ4, zatimco mutace posunujici ¢teci rdmec, mutace se zménou AMK
sekvence a mutace vedouci ke vzniku STOP kodonl jsou seskupeny pod grafickym znazornénim
RECQ4 genu. Tlusté vyznacené zndzoriuji mutace RTS sdilené s BGS (*), RTS s RAPADILINO (#)

a v ramecku je mutace spolec¢nd viem tfrem syndromm [53].

Exon 9 nonsense Exon 14 nonsense Intron 7
¢.1573delT ¢.2269 C>T ¢. 13904 2delT

Obrazek 10: Geografické rozmisténi opakujicich se mutaci v genu RECQ4 [53].

RTS je vzacné onemocnéni, vroce 2010 bylo v lékarskych publikacich popsano
pramérné 300 pripad( tohoto syndromu. Avsak diky Sirokému klinickému spektru priznakd

je velmi obtizné RTS diagnostikovat.

B) RAPADILINO syndrom

RAPADILINO (= znaky charakterizujicich toto onemocnéni: RAdial hypo/-aplasia
(radidlni hypoplazie/aplazie), PAtellae hypo-/aplasia(patelarni hypoplazie/aplazie) and cleft
or highly arched PAlate (rozstép nebo vysoké patro), Dlarrhoea (prtjem) and Dlslocated
joints (dislokované klouby), Llttle size (maly vzrist) and Limb malformation (malformace

koncetin), NOse slender (utly nos) and NOrmal intelligence (normalni inteligence) syndrom

byl poprvé popsan vroce 1989 Kaaridinenem et al [57]. Pacienti trpici timto syndromem
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vykazuji spole¢né znaky s RTS pacienty, a to poruchy rlstu, deformace kosti, hlavné Spatny
vyvoj kosti v predlokti a palce (Obr. 11). Na rozdil od RTS pacientd poikiloderma
se u RAPADILINO pacientli nevyskytuje. Nejvice RAPADILINO pacientl bylo identifikovano
ve Finsku (15 pfipad(l), s mensim poctem pripadd se pak mizeme setkat v jinych populacich

[56, 58].

Obrazek 11: Rentgenovy snimek ruky s radialni aplazii, typickou pro RAPADILINO syndrom [I9].

C) Baller-Geroldiv syndrom

BGS byl poprvé popsan Ballerem a Gerold informoval o prvnich pacientech s *radialni
hypoplazii spojenou s °kraniosynostézou. BGS ma mnoho znakl prekryvajicich
se s RAPADILINO a RTS syndromem (Obr. 12), nicméné se nevyznacuje poikilodermou
ani zvySenym rizikem osteosarkomy. Na rozdil od ostatnich RECQ4 syndrom lidé s BGS trpi

kraniosynostdzou ve spojeni s radialni aplazii [59].

> RadidIni aplazie: nedovyvinuty nebo &isteéné vyvinuty kostény zéklad vieteni kosti. [110]

® Kraniosynostdza: predéasny uzavér a osifikace lebe&nich évi. Vede k zmengeni prostoru pro rozvijejici se
mozek kraniostendze. Postizen je jeden nebo vice Svi, pfi nerovhomérném srlistu dochazi k deformacim lebky.
[111]
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RAPADILINO

*Abnormality patra
*Dislokace kloubl

césky
*Ristova
nedostatecnost
*Poruchy Gl
*Oblicejova
dysmorfie

BGS RTS

Abnormality
nehtt a zub(
+Sedy zékal

*Ridnuti vlas{

*Kraniosynostdza

*Poikiloderma

Obrazek 12: Venn(v diagram zobrazujici symptomy syndrom( spojenych s mutacemi v RECQ4 [59].
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3. Cile prace
Znalost funkce jednotlivych proteind, jejichZz informace je zakédovdéna v jednotlivych
genech, predstavuje dlleZzitou podminku pro sprdvné pochopeni bunécnych pochod(.
Tento zakladni vyzkum pak m(ze byt prvnim dileZitym kridckem k Uspésné |écbé pacientl
sonemocnénimi (Tab. 1) zplsobené genetickymi zménami, které vedou k redukci

nebo Uplné ztraté dalezité funkce proteinu.

RECQ4 protein je nejméné charakterizovany ¢len RecQ helikdzové rodiny.
| kdyZ postradd obé RQC a HRDC domény zodpovédné u ostatnich RecQ helikaz primarné
za vazbu DNA, predbéziné vysledky z naseho laboratorniho pracovisté ukazaly, Ze v proteinu
RECQ4 by se mohlo nachazet nékolik DNA vazebnych oblasti (domén). Hlavnim cilem této
prace proto bylo zmapovat DNA vazebné domény v N-termindlni ¢asti RECQ4 helikazy
a zjistit preference k rtiznym DNA substratim. ProtoZe u RECQ4 neni dosud uréena Zadna
specificka vlastnost v bunéénych pochodech a existuje nescetné mnoizstvi roli tohoto
proteinu v opravé DNA, replikaci a embryogenezi, mohlo by toto mapovani pomoci objasnit

jeho hlavni funkci v lidském organismu.
K dosaZeni tohoto cile bylo nutné:

e naklonovat vybrané useky genu RECQ4 do expresnich vektoru,
e exprimovat je v bakterialni kulture,
e purifikovat exprimované proteiny,

e stanovit samotné interakce mezi jednotlivymi fragmenty RECQ4 a DNA.

Osobnim cilem pfi tvorbé této prace bylo naudit se jednotlivé biochemické
a molekuldrné biologické metody, které by rozsifily mé dovednosti. DalSim ukolem bylo
seznameni se s védeckou praci — planovanim projektu, provadénim jednotlivych pokusd,
vyhodnocovdnim i prezentaci vysledkl, praci s literaturou a schopnosti diskuze.
Tyto dovednosti by mi mohly pomoci pti fesSeni dalSich ukol(, studiu i v budoucim védeckém

povolani.
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4. Materialy

4.1. Chemikalie, enzymy

Applichem

Fermentas

akrylamid 4K,
peroxodisiran amonny (APS), aprotinin, benzamidin hydrochlorid, bis-

B-merkaptoethanol, 2-propanol, kyselina octova,
akrylamid, kyselina boritd, bromfenolovd modf, Coomasie Brilliant
Blue, chlorid sodny, D(+) sachardza, hydrogenfosfat didraselny,
dithiothreitol (DTT), ethanol,
(EDTA), glycerol, glycin, imidazol, isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
(IPTG), leupeptin, maltéza, methanol, Nonidet 40 (NP40), OrangegG,
fenylmethansulfonylfluorid (PMSF), chlorid draselny, N,N,N‘,N‘-
tetramethylethyléndiamin (TEMED), Tris, Tris-HCI, Tris-ultrapure,

trypton, kvasinkovy extrakt

ethyléndiamintetraoctova kyselina

10x T4-ligacni pufr, T4-ligdza

Fluka agar
GE Healthcare
New Englands
Biolabs
Nippon
Genetics
Serva

MonoQ, MonoS
Amylose Resin High Flow, 10x NEB3 pufr,
restrikéni endonukledzy: BamHI, EcoRl

Midori Green DNA fluorescencni barvivo

agardza, tetramethylethyléndiamin (TEMED), dodecylsulfat sodny

(SDS), ethanol (pro molekularni biologii)

Sigma-Aldrich

ampicilin sodna sal, hovézi sérovy albumin (BSA), His-Select®

kanamycin A monosulfat, chymostatin

4.2, Pufry a roztoky

30% akrylamid
Barvici roztok (Coomassie)

Lyzacni pufr (CBB)
5x D (EMSA pufr)

Odbarvovaci roztok (Destain)
2x K pufr
6x DNA Loading buffer (6x LB)

10x PBS

Smés proteazovych inhibitort
(P1)

Resuspendacni pufr

10% roztok na separacni gel

30% akrylamid; 0,8% bis-akrylamid

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

100 mM Tris-HCI, 20% sachardza, 4 mM EDTA (pH 7,5)
150 mM Tris (pH 7,5), 5 mM DTT, 500 mM KCl, 25 mM
MgCl,, 500 pg/ml BSA

40% methanol, 20% kyselina octova

40 mM K,HPO,, 20% glycerol, 1 mM EDTA (pH 7,5)

10 mM Tris-HCl (pH 7,6), 0,12% OrangeG, 60%
glycerol, 60 mM EDTA

1.37 M NacCl, 26 mM KCI, 100 mM Na,HPQO,, 17 mM
KH,PO,, pH 7.4

aprotinin, benzamidin, chymostatin, leupeptin,
pepstatin, vSechny 5 ug/ml

3 M Tris-HCl (pH 8,8)

resuspendacni pufr, 10% akrylamid, 0,1% SDS, 0,09%
APS, 0,015% TEMED
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12% roztok na separacni gel resuspendacni pufr, 12% akrylamid, 0,1% SDS, 0,09%
APS, 0,015% TEMED

10x SDS pufr 0,25 M Tris-HCl, 0,192 M glycin, 2% SDS

2x SDS Laemmli pufr 125 mM Tris-HCl, 4% SDS, 10% B-ME, 20% glycerol,
0,004% bromfenolova modr

Pufr pro zaostfovaci gel 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8)

pufr pro zaostfovaci gel, 3,75% akrylamid, 0,08% SDS,

3,75% roztok na zaostfovaci gel
0,071% APS, 0,036% TEMED

900 mM Tris-ultrapure, 90 mM kyselina

10x TBE . o

trihydrogenboritd, 2 mM EDTA (pH 8)
7,5% nativni TBE gel 1x TBE, 7,5% akrylamid, 0,15% APS, 0,015% TEMED
4.3. Plazmidy

A) pET32a-RECQ4-9xHis
B) pCR®-Blunt [I-TOPQ® (Invitrogen)
C) pMAL-c2x = pMAL(TEV) (New England Biolabs)

A) s
fl origin
AmpR promoter L
AmpR
pBR322 origin ,I
pET323-RECQ4-9xHis
9532bp ECQa
Y
T7 promoter
B) EcoRI

TOPO binding site | _EcoRl
\

/“ TOPO binding site

Origin
pCR®-Blunt II-TOPO®

3510bp

KanR promoter

KanR
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Q)

6645 bp
Origin1

AmFRN ECOR'

AmpR promoter

Origin 2——/ pMAL-c2X- -y —lac promoter

MBP

Obrazek 13: Znazornéni plazmidd pouZitych pfi klonovani. A) pET32a-RECQ4-9xHis pouZity
jako vychozi krok pfi klonovani. B) pCR-Blunt II-TOPO dulezity pro ligaci produktl z PCR a C) pMAL-c2x
— expresni vektor. Modrd Sipka zndzornuje kédujici sekvenci RECQ4wt. Zelené je zobrazen MBP
(= maltose binding protein — maltézu vazajici protein), ktery ma svou ulohu pfi zvyseni solubility
proteinu béhem ndsledné purifikace. Malou ¢ervenou Sipkou je zndzornén lac, T7 a ampicilinovy
promotor, ktery iniciuje transkripci genu. Hnéda Sipka pak ukazuje gen pro ampicilinovou a rdZova
pro kanamycinovou rezistenci a oranZova pocatek replikace.

4.4. Média
LB médium 1% trypton, 0.5% kvasinkovy extrakt, 1% NaCl
2% trypton, 0.5% kvasinkovy extrakt, 10 mM NaCl,

SOC médium 20 mM glukdza, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,.6H,0
(pH 7.2)
LB médium pro misky 1% trypton, 0.5% kvasinkovy extrakt, 1% NaCl, 2% agar
2xTY 2% trypton, 1% kvasinkovy extrakt, 0.5% NaCl
4.5. Standardy

e GeneRuler™ 1kb DNA Ladder; molekuldarni hmotnosti — 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000 a 10000 bp (Fermentas)

e PageRuler™ Prestained Protein Ladder; molekuldrni hmotnosti 10, 15, 25, 35, 55, 70, 100,
130, 250 kDa) (Fermentas)

4.6. Kity pro praci s pDNA

e Zero Blunt® TOPO® Cloning Kit (/nvitrogen)
e Nucleo Spin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel)
e Gel Extraction Kit (Macherey-Nagel)

30



4.7. Bakterialni kmeny

e E. coli DH5a (E. coli fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA gInV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96recAl relAl
endAl thi-1 hsdR17)
e E. coliBL21(DE3)pLysS (E. coli F—, ompT, hsdSB (rB—, mB-), dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cmr)

4.8. Pristroje

e Analytickd vaha (BOECO Germany)
e Centrifugy:
- MiniSpin F-45-12-11 (Eppendorf)
- Spectrafuge 24D (Labnet)
- Rotina 380R (Hettich)
- Rotanta 460R (Hettich)
- Avanti™ J-26 XPI (Beckman Coulter)
- Optima™-100 XP Ultracentrifuge (Beckman Coulter)
e Horizontalni elektroforetickd jednotka: SCIE-PLAS HU10 (KRD)
e Image reader: FLA-9000 (FujiFilm)
e Sonikator: Ultrasonic Processor UP200S (Hilscher Ultrasound Technology)
e Cirkulator vody: Refrigerated and heating circulator F12 - ED (Julabo)
e Transiluminator bilého svétla: TW26 (UVP)
e Vortex: Vortex - Genie 2
e MS1 Minishaker (/KA)
e Zafizeni na suseni gell: Gel Dryer 583 (BioRad)
e Zdroj elektrického napéti: 300 (Labnet)
e Trepacky: GFL 3020 (GFL), GFL 3015 (GFL)
e Inkubatory: innova 43R (New Brunswick scientific)
e NB-205 (n - Biotek, KRD)
e Termoblok: EL - 02 (Major Science)
e Termostat: Mini Incubator 230V (Labnet)
e FPLC zafizeni: AKTA FPLC (GE Healthcare)

4.9. Software

e BioCapt MW

e Vector NTI

e Chromas Sequence Viewer
e UNICORN5.10

e  Microsoft Word 2013

e  Microsoft Excel 2013

e GIMP28

e Multigauge V3.2

e Imagereader

4.10. Oligonukleotidy, DNA substraty
DNA substraty pro retardacni analyzu ptipravila Mgr. Maria Victoria Marini Palomeque, Ph.D.,

oligonukleotidy pro PCR navrhovala Bc. Hana Sedlackova.
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Délka

Nazev Vyuiiti primeru Sekvence (5-3/) (nt)
pR139* GACGCTGCCGAATTCTACCAGTGCCTTGCTAG
1y GACATCTTTGCCCACCTGCAGGTTCACCC 61
R140 TGGGTGAACCTGCAGGTGGGCAAAGATGTCC 62
P o | et ATCTGTTGTAATCGTCAAGCTTTATGCCGTT
R141 * i GGGTGAACCTGCAGGTGGGCAAAAATGTCCT 61
P AGCAAGGCACTGGTAGAATTCGGCAGCGTC

R142 GAACGGCATAAAGCTTGACGATTACAACAGA 62
P TGGACATTTTTGCCCACCTGCAGGTTCACCC

AGCTACCATGCCTGCACGAATTAAGCAATTCGT
pR27* ssDNA 49
AATCATGGTCATAGCT

pR2001 | RECQ4(269-400)FOR | AAGGAATTCTGGGAGAGCCCCGCACAGGTCCA 32

ATTGAATTCTTAGTGGTGGTGATGATGATGGT
PRS77 | RECQA(269-400)REV GATGGTGCTTGGTTGTGACTGTGGCACC 60

Tabulka 4: Seznam pouzitych primer(. Hvézdicka znazornuje primer znaceny fluorescencni znackou.

5. Metody

5.1. Agarézova gelova elektroforéza

Agardzova gelova elektroforéza je jednoducha metoda, kterad slouzi k identifikaci
a separaci rGznych DNA fragmentl podle jejich molekuldarni hmotnosti. Agarézovy gel
je tvoren siti z precisténého polysacharidu agarézy v patficném pufru (1x TAE nebo 1x TBE).
Rychlost pohybu jednotlivych fragmentl DNA pak zavisi nejen na jejich molekuldrni

hmotnosti, ale také na hustoté gelu.

K ptipravé agardzového gelu byla pouzita agardza o koncentraci 0,8% a 1x TBE pufr.
Tato smés byla rozvafena v mikrovinné troubé a ndasledné ochlazena na teplotu pfiblizné
50 °C. Poté bylo k ochlazené smési pridano fluorescencni barvivo Midori green (3 ul/100 ml),
které slouzi kvizualizaci DNA fragment(l v gelu. Nakonec byla smés nalita do aparatury
pro horizontalni elektroforézy a pomoci hiebenu byly vytvoreny jamky v gelu. K vzorkim
DNA byl pfidan 6x LB pufr a po ztuhnuti gelu byly takto pfipravené vzorky naneseny
do jednotlivych jamek. Do prvni jamky byl obvykle nanesen 1 kbp DNA standard podle
kterého je mozné porovnavat velikosti jednotlivych fragmentt v gelu. Samotna elektroforéza

probihala pfi konstantnim napéti 5 V/cm po dobu 45 minut.
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5.2. Izolace plazmidové DNA

Pro izolaci plazmidové DNA bylo pouZito 2-5 ml bakteridlni kultury. Plazmidova
DNA byla izolovana pomoci komercéniho kitu Nucleospin Plasmid (dle protokolu vyrobce).
Izolavand pDNA byla poté ovérena na agarézovém gelu a koncentrace stanovena pomoci

méreni absorbance pfi vinové délce 260 nm na pfistroji NanoDrop.

5.3. Restrikéni analyza

Restrikéni enzymy Stépi DNA na sekvencné specifickém restrikénim misté, typickém
pro danou restriktazu (Obr. 14). Pomoci této metody mize byt do plazmidd (vektor()
klonovana DNA (inzert) naseho zajmu. Navic pomoci restrikéni analyzy muUZe byt také
ovérena spravnost ligace, tedy zda vektorovd DNA obsahuje inzert a v jaké orientaci

se nachazi.

BamHI EcoRI
5’...G|G ATCC..3f 5'...G|AATTC...3’
3..CCTAG|G..5’ 3..CTTAAIG..5

Obrazek 14: Schématicky obrazek stépeni DNA pomoci restriktdz pouzitych pfi experimentech.

Reakéni smés obvykle obsahuje 5 pg pDNA, 5 U restrikéniho enzymu (1 U je
definovdna jako mnozstvi enzymu schopné rozstépit 1 pug DNA), ptislusny pufr a sterilni dH,0
(findlni objem reakce byl 20 ul). Celd smés byla inkubovana 2 h pfi 37 °C a poté analyzovdna

agardzovou gelovou elektroforézou.

5.4. Ligace

Vektor a inzert, které maji byt spolu ligovany, musi byt nejprve stépeny vhodnymi
restrikénimi endonukledzami, pomoci nichZz se vytvofi sekvencné komplementarni (tzv.
lepivé) konce na vektoru i inzertu. Liga¢ni smés se skladd ze Stépeného vektoru a DNA
inzertu v molarnim poméru 1:3, 1x T4 DNA ligdzovy pufr obsahujici ATP (potiebny zdroj
energie pro aktivitu ligdzy), 1 U T4 DNA ligdzu a sterilni dH,0 (finalni objem reakce 20 pl).
Ligacni reakce byla inkubovana pres noc pfi konstantni teploté 16 °C a poté byla T4 DNA

ligdza deaktivovana po dobu 15 minut pfi 65 °C.
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5.5. Bunécna transformace

Transformace je proces, ktery umoZiuje vstup plazmidové DNA do bakterii.
Kompetentni buiky E. coli (DH5a nebo BL21(DE3)plysS) byly inkubovany
se 100 ng plazmidové DNA pfi 4 °C po dobu 30 minut, poté byl proveden teplotni Sok,
pfi kterém byly bunky umistény na 90 s do termobloku s teplotou 42 °C. Pak bylo
k bakteridlni suspenzi ptiddno 500 ul SOB média a nasledovala regenerace bunék pti 37 °C
po dobu 1 hodiny. Po regeneraci byla suspenze centrifugovana 90 s pfi 10000x g, vznikly
pelet byl resuspendovan ve 20 pl sterilni dH,O, nanesen na Petriho misku s LB médiem
a prislusnym antibiotikem (0,1 mg/ml ampicilinu nebo kanamycinu) a inkubovan pti 37 °C

pfes noc.

5.6. Proteinova exprese
Expresni vektor obsahoval jednak naklonovany gen nasSeho zajmu, ale také
regulovatelny promotor (lac promotor), diky némuz se po ptidani indukéniho Cinidla (IPTG)

spusti silnd transkripce genu s naslednou translaci vedouci k syntéze cilového proteinu.

Jedna kolonie bunék byla odebrdna z Petriho misky a zao¢kovdna do 2x TY tekutého
média s prislusSnym antibiotikem a inkubovana pres noc pfi 37 °C za stdlého krouzivého
michdani. DalSi den byla bakteridlni kultura 100x nafedéna do cerstvého 2x TY média,
kde opét rostla za stdlého michani pfi 37 °C, dokud optickd hustota (ODggo) kultury dosahla
0,6-0,8. Indukce exprese cilového proteinu byla spusténa pomoci 0,1 mM IPTG a bakteridlni
kultura byla inkubovana pres noc pti 16 °C. Poté byly bunky od média oddéleny centrifugaci

pfi 5500x g, 4 °C po dobu 10 minut a nakonec byl bakteridlni pelet uchovan pfi -80 °C.

5.7. Purifikace proteint

Purifikace proteind zahrnuje sérii krokd, které umoznuji izolaci cilového proteinu
z bunéc¢ného proteomu. Jednotlivé kroky purifikace zdavisi na vlastnostech izolovaného
proteinu. Purifikace protein( je dllezitd zejména pro charakterizaci jeho struktury, funkce

a zprostfedkovanych interakci.

5.8. Lyze bunky a ultracentrifugace
Bakteriadlni pelet byl resuspendovan v lyza¢nim pufru (CBB), ktery obsahoval

KCl (jehoz koncentrace zavisi na solubilité proteinu), 0,01% NP40, 1 mM B-ME, smés,
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protedzovych inhibitor(l (aprotinin, chymostatin, leupeptin, pepstatin A a benzamidin
hydrochlorid — kazdy 5 mg/ml) a PMSF (5 mg/ml). Bunky byly rozruseny ultrazvukovou
sonikaci (ve 4 cyklech po 5 minutach s2 minutovou pauzou po kazdém cyklu). Proces
sonikace probihal na ledu, aby se zabranilo k nadmérnému zahtivani sonikované smési,
coz by mohlo vést k denaturaci proteint. Bunécny lyzat byl pak rozdélen ultracentrifugaci
(100000x g, 4 °C, 1 h) na nesolubilni pelet (bunécné stény, membrany, organely atd.)

a solubilni supernatant, ve kterém je pfitomen i cilovy protein.

5.9. Chromatografické metody

1) Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je zaloZzena na reverzibilni (vratné) interakci mezi specidlnim
Stitkem, ktery je pfipojen na cilovy protein, a specifickym ligandem vazanym

na agardzové kulicky.

Pti purifikaci proteinl s polyhistidinovym (9xHis) Stitkem byly jako chromatografické
médium pouzity niklové kulicky od firmy Sigma-Aldrich (His-Select® Nickel Affinity Gel).
Vazebna kapacita niklovych kuli¢ek je 10 mg proteinu/1 ml chromatografického média, proto
se objem niklovych kuli¢ek voli v zavislosti na koncentraci proteinu v supernatantu. Nejprve
byly niklové kulicky promyty 10ti objemy kolony (column volume, CV) K pufrem obsahujicim
KCl, 0.01% NP40 a 1 mM B-ME. Smés kulicek a utracentrifugovaného supernatantu byla
inkubovana za stdlého otacéeni pri 4 °C pres noc. Poté byly kulicky s navdzanym proteinem
naneseny na kolonu a promyty opét 10ti CV pufru K obsahujicim KCl, 0.01% NP40, 1 mM
B-ME a 10 mM imidazol k vymyti nespecificky navdzanych protein(. Eluce cilového proteinu
byla provdadéna pomoci zvysujici se koncentrace imidazolu (150-1000 mM) v K pufru, ktery
kompetitivné vytésni navazany protein pres His-stitek z chromatografické matrice. Jednotlivé

frakce byly pak analyzovany na SDS-PAGE.

Pro purifikaci proteini s MBP (maltose binding protein) byly pouzity amylézové
kulicky od firmy NEB (Amylose Resin High Flow) jako chromatografické médium. Purifikacni
protokol je velmi podobny jako v pfipadé niklové chromatografie s vyjimkou nize uvedenych
odlisnosti. Vybrané frakce po niklové chromatografii byly inkubovany s promytymi

amylézovymi kulickami 1 hodinu za stalého otaceni ve 4 °C. Eluci proteinli s MBP afinitnim
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Stitkem byla provedena K pufrem obsahujicim 10 mM maltdézu. Frakce obsahujici eluovany

protein byly analyzovany na SDS-PAGE.

2) lontové vyménna chromatografie

lontové vyménna chromatografie separuje proteiny dle jejich povrchového naboje
zavisejicim na hodnoté pH. V pfipadé, Ze je pH vyssi neZ pl proteinu, protein ma negativni
naboj a je schopen reverzibilné vazat kladné nabitou matrici. Pokud je pH stejné nebo nizsi
pl proteinu, ma protein pozitivni naboj nebo je neutrdlni, pak ztradci schopnost se vazat

k pozitivné nabité matrici a dochazi k vymyti z kolony.

Vymeénované ionty Matrix Funkéni skupiny
MonoS Kation polystyren/divinyl benzen methyl sulfonat
MonoQ Anion polystyren/divinyl benzen kvartérni amoniova sdl

Tabulka 5: Vlastnosti kolon pouzitych pfi iontové vyménné chromatografii.

Nejprve byla kolona naplnéna prislusnym chromatografickym médiem ptipojena
k AKTA systému a promyta 10ti CV pufru K obsahujicim KCl (koncentrace zavisi
na vlastnostech proteinového vzorku), 0.01% NP40 a 1 mM B-ME. Nasledné byl na kolonu
nanesen vzorek proteinu a kolona byla opét promyta 10ti CV pufru K, ktery byl rovnéz pouzit
pfi ekvilibraci. Protein vazany na matrici byl eluovan 10ti CV pufru K s linearnim gradientem
iontové sily (100-1000 mM KCl). Frakce obsahujici eluovany protein byly analyzovany
na SDS-PAGE.

5.10. Koncentrovani proteinli

Purifikované proteiny byly zakoncentrovany s vyuzitim Vivaspinu s matrici vybranou
podle velikosti purifikovaného proteinu. Zakoncentrovany protein byl rozdélen na mensi
frakce, které pak byly zmrazeny v kapalném dusiku a uchovany pti -80 °C. Koncentrace
purifikovaného proteinu byla stanovena za pomoci SDS-PAGE elektroforézy v porovnani

s proteinovym standardem (BSA).
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5.11. SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE (Sodium dodecylsulphate — polyacrylamide gel electrophoresis) je zaloZzena
na schopnosti zdenaturovanych proteinli putovat polyakrylamidovym gelem, a tim dojde
k rozdéleni polypeptidovych fetézcu dle jejich molekulové hmotnosti. Pro SDS-PAGE jsou
pouzivany gely, které se skladaji ze dvou rlznych gelovych vrstev s rozdilnym procentem
akrylamidu. Zakladni ¢ast gelu se sklddda z roztoku pro separaéni gel, ktery byl nalit mezi dvé
skla, a poté se pridava smés butanol/dH,0 slouZzici k zarovnani povrchu gelu. Po polymerizaci
gelu byl butanol odstranén a na separacni gel byl nalit roztok pro koncentrujici gel a vlozen

htebinek pro vytvoreni jamek pro nandseni vzorka.

Ptipraveny gel je potom vloZzen do elektroforetické aparatury naplnéné 1x SDS
pufrem. K proteinovym vzorklm je pfidan 2x SDS Leammli pufr (obvykle v poméru 1:1), poté
jsou vzorky povareny, aby byla zajiSténa jejich denaturace a udéleni zaporného naboje.
Vzorky jsou pak postupné nandseny do jamek gelu spole¢né s proteinovym hmotnostnim
standardem. Po naneseni vzork( na gel byla elektroforetickd aparatura pfipojena ke zdroji
napéti a elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 215 V po dobu 45 minut.
Po ukonceni elektroforézy byl gel barven v barvicim roztoku za neustdlého michani asi
20 minut a nasledné prenesen do odbarvovaciho roztoku. Odbarveny gel byl nakonec susen

ve vakuu na filtracnim papire.

5.12.Western Blot analyza

Pfi Western Blot analyze se vychazelo z rozpozndni proteinu pomoci protilatek
specifickych na protein nebo Stitek pfipojeny k proteinu, a tim k potvrzeni pfitomnosti
proteinu v dané smési. V prvnim kroku byla provedena SDS-PAGE elektroforéza (viz vyse).
Poté byly vzorky pfeneseny elektroforézou ve specidlné navrienych blotovacich jednotkach
na nitrocelulézovou membranu, kterd ma schopnost vazat tyto proteiny. Aby se zabranilo
nespecifickému navazani protilatek na mista na membrané, byla membrana blokovana
5% susenym mlékem v 1x PBS pufru obsahujicim 0,01% Tween po dobu 45 min. Poté byly
pridany protilatky (anti-His) a membrana byla inkubovana po dobu 2 h pfi laboratorni
teploté. Poté byla membrana 4x promyta pufrem 1x PBS obsahujici 0,01% Tween po dobu
5 minut a nakonec vyvoldna roztokem obsahujicim 1x PBS, obsahujicim 0,3 mg/ml

NQC (4-chloro-1-naftol) a 0,06% H,0,.
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5.13. Retardacni analyza (EMSA — Electrophoretic mobility shift assay)
Retardacni analyza je metoda vyuZivana ke studiu DNA-protein interakci. Princip
metody spociva vtom, Ze komplex DNA-protein putuje v nativnim gelu mnohem pomaleji

nez samotna volna DNA.

Reakéni smés obsahovala reakéni pufr D, fluorescencné znaceny DNA substrat (3 nM),
protein se zvySujici se koncentraci a dH,O doplnénou do vysledného objemu
10 pl. Reakéni smési byly inkubovany 20 minut pfi 37 °C. Po inkubaci byly k reakci pfidany
2 ul 6x LB pufru a vzorky byly ihned naneseny na 6% nebo 7,5% nativni polyakrylamidovy gel
v 0,5x TBE pufru. Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 101 V po dobu 45 minut.
Nakonec byl gel naskenovan pomoci skeneru Image Reader FLA-9000 a kvantifikovdan pomoci

software MultiGauge V3.2.
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5. Vysledky

V roce 2006 byla poprvé purifikovdna plna verze proteinu RECQ4 a popsana jeho
schopnost vazat ssDNA, prestoZe ve srovnani s ostatnimi lidskymi RecQ proteiny postrada
HRDC a RQC domény pokladané predevSim za DNA vazebné domény RecQ helikaz [27].
Laborator Dr. Krej¢iho poté pokracovala v mapovani DNA vazebnych domén RECQ4 a bylo
zjiSténo, Ze N-termindlni ¢ast proteinu RECQ4 obsahuje dals$i domény, které by mohly mit
hlavni podil na vazbé celého proteinu RECQ4 k DNA. Jak zobrazuje graf (Obr. 15)
N-termindlni fragmenty RECQ4 (1-400) a (1-492) byly schopny pfi koncentraci 200 nM
vyvazat témér 70 % dsDNA substratu, zatimco C-termindlni fragment RECQ4(455-1208),

nesouci konzervovanou helikdzovou doménu, byl schopen vyvazat pfriblizné

30 % dsDNA substratu.
70
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=
40
£ —o—RECQ4(1-400)
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£ —m—RECQ4(1-492)
<
z 20 —&—RECQ4(455-1208)
B 10
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protein concentration (nM)

Obrazek 15: N-terminus RECQ4 vaze dsDNA efektivnéji nez C-terminus. Srovnani DNA vazebné
schopnosti fragmentli RECQ4(1-400), RECQ4(1-492) a RECQ4(455-1208) pomoci retardacni analyzy
se zvysujici se koncentraci proteinu (50, 100, 150 a 200 nM) a 3 nM fluorescenéné znacené dsDNA,

inkubace 20 min. pfi 37 °C. (Sedlackova et al., viz pfiloha)

Na zakladé téchto vysledkd bylo cilem této prace charakterizovat DNA vazebné
domény v N-terminalni ¢asti proteinu RECQ4. Abychom mohli tuto ¢ast proteinu dikladné

zmapovat a charakterizovat, byly vytvoreny nasledujici zkrdcené verze proteinu RECQ4

(Obr. 16).
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Helikézova

Sld2 domeéna Doména Zn prstu doména
1-200 AMK 402-418 AMK 489-850 AMK
1 It* 1208 AMK
\ J
3 |
Zivotnost burky
1 N 400 AMK
1 N 269 AMK
269 [N 400 AMK

Obrazek 16: Prehled jednotlivych fragmentl RECQ4 a RECQ4wt se znazornénim funkénich domén.

Ve své praci jsem se zabyvala charakterizaci fragmenta:

e RECQ4(269-400) - klonovani z pCR-Blunt II-TOPO vektoru do expresniho vektoru
PMAL(TEV), exprese, purifikace a retardacni analyza.

e RECQ4(1-269) - exprese, purifikace a retardacni analyza.

e RECQ4(1-400) - purifikace a retardacni analyza. Tento fragment byl pouzit

pro srovnani vazebnych schopnosti s fragmenty 1-269 a 269-400.

5.1. Klonovani fragmentu RECQ4(269-400) do pCR-Blunt II-TOPO vektoru

Klonovani vsech fragmentli RECQ4 bylo provedeno dle jednotného protokolu
(Obr. 17). Nejprve byla provedena PCR, pti které byl amplifikovdan DNA fragment
RECQ4(269-400) pomoci pfislusnych  primerd (Tab. 4) a templdtové DNA
(vektor pET32a-RECQ4wt) (Obr. 17). Vysledny amplifikovany fragment RECQ4(269-400) byl
nejprve ligovan do komeréniho pCR-Blunt II-TOPO vektoru. Spravnost vysledného vektoru
pCR-Blunt II-TOPO-RECQ4(269-400) byla ovérena restrikéni analyzou pomoci enzymu EcoRI

a sekvenovanim.
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Fragment RECQ4

EcoRI EcoRl

6 PCR :>
"\
Jtupé” konce A <
‘ pCR-TOPO ’ pCR-TOPO q

/\

MBP 1
“a ,,Ieplve“ konce
I PMAL(TEV)
4
EcoRI
MBP
N
PMAL(TEV)
4A

Obrazek 17: Schéma klonovani fragmentu genu RECQ4 do expresniho vektoru. Prvni krok predstavuje
amplifikaci DNA fragmentu RECQ4 (inzertu) za pomoci PCR (1). Inzert z PCR byl poté ligovan
do pCR-Blunt I[I-TOPO vektoru (2). Nasledovalo vystépeni DNA kédujici fragment RECQ4
z pCR-Blunt II-TOPO vektoru za pomoci restrikéni endonukledzy EcoRl (3) a ligace do predem

pfipraveného (EcoRl stépeného, 4A) expresniho vektoru pMAL(TEV) (4).

5.2. Priprava expresniho vektoru pMAL(TEV)-RECQ4(269-400)

V prvnim kroku bylo nutné namnoZit plazmidovou DNA obou vektorli pMAL(TEV)
a pCR-Blunt II-TOPO-RECQ4(269-400) v bakteridlnich bunkach E. coli DH5a. Plazmidovd DNA
byla pak z bakterii izolovana komerénim kitem. Nasledné byly vektory pMAL(TEV)
a pCR-Blunt II-TOPO-RECQ4(269-400) stépeny restrikéni endonukledzou EcoRIl. Po Stépeni
byly reakce separovany vagarozovém gelu, ze kterého byly izolovany Stépeny
PMAL(TEV)/EcoRI a RECQ4(269-400)/EcoRIl pomoci komeréniho kitu. U expresniho vektoru
PMAL(TEV)/EcoRI byla provedena jeho defosforylace pomoci fosfatazy, aby bylo zabranéno

opétovnému spojeni jeho koncl pfi ligaci sinzertem. Nakonec byla provedena ligace
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PMAL(TEV)/EcoRl a RECQ4(269-400)/EcoRl a spravnost reakce byla ovérena restrikéni
analyzou (Obr. 18) a proteinovou expresi (viz nasledujici kapitola). Vysledny konstrukt, ktery
byl pouZit pro proteinovou expresi, obsahoval MBP na N-konci a 9x His Stitek na C-konci pro

zvysSeni solubility proteinu pfi purifikaci.

A. C.

Origin 2 N lac promoter
PMAL-C2X-
/{ - RECQ4(1-269)9xHis
Origin 1 7491bp

AmpR

MBP

EcoRl

AmpR promoter RECQ4(1-269)9xHis
EcoRl

4= 6600 bp pMAL(TEV)/EcoRI

_ ~, — lac promoter
Origin 2 PMAL-C2X- v

- RECQ4(269-400)9xHis
Origin1 —\ 7077 bp e
4= 307 bp RECQ4(1-269)/EcoRlI

£coll 4= 393 bp RECQ4 (269-400)/EcoRI

AmpR

RECQ4(269-400)9xHis
AmpR promoter

EcoRl

Obrazek 18: Mapa expresnich vektord RECQ4(1-269) (A) a RECQ4(269-400) (B). Svétle modra Sipka
znazoriiuje kddujici sekvenci jednotlivych RECQ4 fragmentl. Zelené je zobrazena oblast kodujici
MBP (= maltose binding protein — maltdzu vazajici protein), ktery zvysuje solubilitu proteinu pfi jeho
nasledné purifikaci. Malou cervenou Sipkou je znazornén lac promotor, ktery iniciuje transkripci
genu. Hnéda Sipka pak ukazuje gen pro ampicilinovou rezistenci a oranzova pocatek replikace.
(C) Kontrolni restrikéni Stépeni pMAL(TEV) expresnich vektor( ligovanych s genem kédujicim uvedené
fragmenty RECQ4 proteinu. Stépeni probihalo pii 37 °C po dobu 1,5 h, vzorky byly separovény na
1% gelu v 1x TBE.

5.3. Exprese fragmentl RECQ4

Expresni vektory byly transformovdny do kompetentnich bunék E. coli
BL21(DE3)plysS. Bunécna kultura rostla pfi 37 °C pres noc v médiu 2x TY s ampicilinem
(v poméru 1:1000). Dalsiho dne byla kultura narfedéna 100x do cerstvého 2x TY média
a inkubovana pfi teploté 37 °C az do dosahnuti optické hustoty (ODeggo) pfiblizné 0,6-0,8.
Exprese proteinu byla iniciovana pridanim 0,1 mM IPTG a bunécna kultura byla inkubovana

pfes noc pri 16 °C. Poté byly buriky centrifugovany (5500x g, 4°C, 10 min) a bunécny pelet byl
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zmrazen na -80 °C. Exprese jednotlivych fragmentl byla analyzovana pomoci SDS-PAGE
a Western Blotu (Obr. 19). Tato analyza jednoznacné potvrzuje sprdvnost klonovani

a mozZnost purifikace jednotlivych fragmentt RECQA4.
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Obrazek 19: (A) SDS-PAGE elektroforéza (10% SDS gel) bunécénych lyzatl exprimujicich fragmenty
RECQ4. Pozice 1: hmotnostni standard. Pozice 2: Neindukovana (bez IPTG) bunécna kultura bunék
BL21(DE3)plysS slouZici jako kontrola. Bunéény lyzat (indukovany IPTG) s exprimovanym proteinem
RECQ4(1-269) (pozice 3), RECQ4(269-400) (pozice 4) a RECQ4(1-400) (pozice 5). Cervenou Sipkou
je vyznacena pozice exprese jednotlivych fragmentl RECQ4. (B) Western-blot analyza exprimovanych

fragmentd s anti-His protilatkami na nitrocelulézové membrané z SDS gelu (A).

Fragment hr:\]ﬂo(z:a:;k():;a) Izoelektricky bod (pl)
MBP-RECQ4(1-269)-9xHis 73 6,68
MBP-RECQ4(1-400)-9xHis 88 8,98
MBP-RECQ4(269-400)-9xHis 58 7,77

Tabulka 6: Prehled purifikovanych fragmentl RECQ4 , jejich molekulovd hmotnost a izoelektricky

bod.

5.4. Purifikace fragmentl RECQ4

Purifikace fragmentl RECQ4 byla provedena podle jednotného protokolu pouze

s mensimi obménami z dlvodu rozdilnych fyzikalné chemickych vlastnosti jednotlivych
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fragment( (Obr. 20). Bunécny pelet (15,1 g u RECQ4 (1-269); 20 g u RECQ4(269-400) a 25 g
u RECQ4(1-400)) byl resuspendovdn v lyzacnim pufru CBB obsahujictho 200 mM KCl,
0,01% NP40, 1 mM B-ME, PMSF a smés proteazovych inhibitord. Byly pouzity 3 ml lyza¢niho
pufru na 1 g bunécného peletu a nasledné byly bunky lyzovany sonikaci (v cyklech po

5 minutach).

=> Ultracentrifugace

Niklové kulicky

9xHis

Amylozové kulicky

S

Koncentrace

Obrazek 20: Schematické znazornéni purifikacniho protokolu fragment RECQA4.

Po sonikaci byl vysledny bunécny lyzat precistén ultracentrifugaci (100 000x g, 4 °C,
1 h), kdy doslo k oddéleni nesolubilniho peletu od supernatantu, ktery byl poté jesté
prefiltrovan pres 0,45 um filtr. Prefiltrovany supernatant obsahujici cilovy protein byl
inkubovan pres noc za stalého otaceni pri 4 °C s niklovymi kulickami (k nimZ se RECQ4
protein vaze pomoci 9x His Stitku na C-konci), které byly predtim promyty K pufrem
obsahujicim 150 mM KCl, 0,01% NP40 a 1 mM B-ME. Niklové kuli¢cky s navazanym proteinem
byly pak naneseny na plastovou kolonu a promyty 20 ml K pufru obsahujicim 10 mM
imidazol, aby byly odstranény nespecificky navazané proteiny. RECQ4 fragmenty byly
eluovany v 1 ml frakcich pufrem K se zvysujici se koncentraci imidazolu (150, 300, 500, 1000

mM). Jednotlivé frakce byly poté analyzovany na SDS-PAGE.

Frakce s proteinem RECQ4 eluovanym vrozsahu 150-300 mM imidazolu byly

nasledné inkubovany s amyldzovymi kulickami (promytymi K pufrem), k nimz ma afinitu MBP
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Stitek pripojeny na N-konci proteinu RECQ4. Po inkubaci byla provedena eluce navazanych
protein( pfiddnim 1 ml pufru K s 10 mM maltézou. Jednotlivé frakce byly poté analyzovany

na SDS-PAGE.

Frakce obsahujici eluovany protein RECQ4 z amylézovych kulicek byly precistény
na koloné MonoS/MonoQ, kterd byla nejprve pfipojena k AKTA systému a promyta 10ti CV
pufru K obsahujicim 100 mM KCI, 0.01% NP40 a 1 mM B-ME. Frakce obsahujici
MBP-RECQ4(1-269)-9xHis byly separovany na 0,5ml MonoQ kolonég,
MBP-RECQ4(1-400)-9xHis a MBP-RECQ4(269-400)-9xHis frakce na MonoS koloné. Nasledné
byla kolona promyta 10ti CV pufrem K a poté byly navdzané fragmenty RECQ4 eluovany
10ml gradientem 100-1000 mM KCI. Frakce obsahujici eluovany protein byly analyzovany
na SDS-PAGE.

Nakonec byly proteiny zakoncentrovdny pomoci Vivaspinu a po mensich objemech
zmrazeny na -80 °C pro dal$i analyzy. Cistota purifikovanych fragment( byla ovéfena pomoci
SDS-PAGE a koncentrace urcena podle proteinového standardu. U RECQ4(1-269) byla
koncentrace stanovena na 10 pg/ul, u fragmentu RECQ4(269-400) na 1 pg/ul a u fragmentu
RECQ4(1-400) na 0,7 pg/pl (Obr. 21).

2
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» MBP-RECQ4(1-400) MBP- RECQ4(1-269) MBP-RECQ4(269-400)
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Obrazek 21: Purifikované fragmenty RECQ4 naneseny na 12% SDS gelu. Pozice 1: hmotnostni

standard. Purifikované fragmenty RECQ4 byly smichdny s 2xSDS Laemmli pufrem v poméru 1:9
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a naneseny na gel vmnoistvi 1, 2 a 4 pul. Pozice 2-4: MBP-RECQ4(1-400), Pozice 5-7:
MBP-RECQ4(1-269), Pozice 8-9: MBP-RECQ4(269-400).

5.5. DNA vazebna aktivita purifikovanych fragmenti RECQ4

Z predchozich laboratornich vysledkd bylo zjisténo, Ze RECQ4 je schopen vazat
jak ssDNA, tak velmi specificky i Hollidayovu strukturu. K porovndni vazebnych vlastnosti
purifikovanych fragmentl RECQ4 byla vyuzita retardacni analyza. Rostouci koncentrace
fragmentl RECQ4 (1-269) a (269-400) byly inkubovany s ssDNA nebo HJ strukturou (3 nM)
a nasledné separovany na nativni gelové elektroforéze. Nativni gely byly poté skenovany
a vazba RECQ4(1-269) a RECQ4(269-400) k uvedenym DNA substratim byla kvantifikovdna
pomoci softwaru MultiGauge a porovndana s DNA vazebnymi schopnosti fragmentu
RECQ4(1-400). Pro reprodukovatelnost vysledk(l byly retardaéni analyzy provedeny pro

kazdy fragment proteinu RECQ4 ve tfech nezdvislych experimentech.

5.5.1. Srovnani afinity fragmentl k ssDNA

Nejprve byly sledovany schopnosti jednotlivych fragmentd RECQ4 vdzat ssDNA.
Zvysujici se koncentrace (50, 100, 150 a 200 nM) proteini RECQ4(1-269), RECQ4(269-400)
a RECQ4(1-400) byly inkubovany s FITC-ssDNA po dobu 20 min pfi 37 °C a pak byly jednotlivé
reakce analyzovany (jak bylo pospdno vyse). Analyza ukazala, ze fragment RECQ4(1-400) je
schopen vazat ssDNA nejvice, avSak v porovnani s ostatnimi fragmenty neni tato afinita
obzvlasté vyrazna. Pfi koncentraci 200 nM RECQ4(1-400) byl schopen vyvazat 30 % ssDNA,
RECQ4(1-269) pramérné 25 % ssDNA a RECQ4(269-400) asi 20 % (Obr. 22). VSechny tyto

fragmenty RECQ4 byly schopny vazat ssDNA pfiblizné se stejnou afinitou.
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Obrazek 22: DNA vazebna afinita fragmentd RECQ(1-269), RECQ4(269-400) a RECQ4(1-400) k ssDNA.
(A) RECQ4 fragmenty (50, 100, 150 a 200 nM, linie 2-5) byly inkubovany s 3 nM fluorescenéné
znacenym ssDNA substratem pii 37 °C po dobu 20 minut. (B) Kvantifikace DNA vazebné afinity

fragmentl RECQ4 k ssDNA + smérodatna odchylka; spocitano na zakladé 3 nezavislych experimentda.

5.5.2. Srovnani afinity fragmenti RECQ4 k Hollidayové strukture

Zvysujici se koncentrace (12, 25, 50 a 100 nM) fragmentd RECQ4(1-269),
RECQ4(269-400) a RECQ4(1-400) byly inkubovany s fluorescenéné znacenym HJ substratem
po dobu 20 min pfi 37 °C a jednotlivé reakce byly analyzovany (viz vyse). Jak vyplyva
z Obr. 22 a 23, vSechny fragmenty RECQ4 maji vyssi afinitu k HJ substratu nez k ssDNA. Navic
bylo stanoveno, Zze RECQ4(1-400) a (269-400) vykazuji velmi podobnou afinitu k tomuto
substratu. Pfi 12 nM koncentraci proteinu byly oba fragmenty schopny vyvazat témér 90 %
HJ substratu a pfi 25 nM byl jiz vSechen HJ substrat v komplexu s danymi fragmenty RECQ4

(Obr. 23). Nicméné analyza ukazala, Zze fragment RECQ4(1-269) ma sice podobnou afinitu
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k ssDNA, ale k HJ je vyrazné nizsi neZ u ostatnich RECQ4 fragment(. Kvantifikace vysledku
jasné ukazuje, Ze vazba tohoto fragmentu k HJ je pfi koncentraci 12 nM asi 9x niZsi

v porovnani s fragmenty (1-400) a (269-400) (Obr. 23).

Vysledky tedy demonstruji, Ze v N-termindlni ¢asti proteinu RECQ4 se nachdzeji dvé

DNA vazebné domény, prvni v oblasti 1-269 AMK a druha specificka pro vazbu k HJ v oblasti
269-400 AMK.

RECQ4(1-269) RECQ#(269-400) RECQ4(1-400)

A . _— | ] ]

komplex
komplex

L b ¥ komplex

-HJ

_HJ | -HI -

—e—RECQ4(269-400)
—m—RECQ4(1-400)
—A—RECQ4(1-269)

% vyvazané DNA

0 20 a0 60 80 100
Koncentrace (nM)

Obrazek 23: DNA vazebna afinita fragmentl RECQ(1-269), RECQ4(269-400) a RECQ4(1-400) k HJ. (A)
RECQ4 fragmenty (12, 25, 50 a 100 nM, linie 2-5) byly inkubovany 20 minut s 3 nM fluorescenc¢né
znacenym HJ substratem pfi 37 °C. (B) Kvantifikace DNA vazebné afinity fragmentld RECQ4 k HJ

smérodatna odchylka; spocitano na zakladé 3 nezavislych experimentd.
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7. Diskuze

RecQ helikazy zastavaji dllezité funkce v replikacnich a DNA opranych procesech
a jsou esencidlni pro udrzovani stability genetické informace. Cilem tohoto projektu bylo
mapovani DNA vazebnych domén helikdzy Rothmund-Thomsonova syndromu (RECQ4), ktera
je vsoucasné dobé nejméné prostudovanym clenem RecQ rodiny. Prestoze HRDC a RQC
domény, které jsou zodpovédné primdarné za vazbu ostatnich RecQ helikdz k DNA, u proteinu
RECQ4 nejsou pfitomny. Nicméné zdd se, Ze u RECQ4 se vyvinuly v N-terminalni ¢asti

specifické DNA vazebné domény k zprostifedkovani molekuldrni funkce tohoto proteinu.

Vysledky této prace ukazuji, Ze RECQ4 obsahuje nékolik DNA vazebnych domén. Bylo
zjisténo, Ze jedna DNA vazebna doména se nachazi v oblasti 1-269. V laboratofi Dr. Krej¢iho
pak byla tato doména detailnéji mapovana a jeji pozice byla blize uréena v rozsahu 90-189
(viz priloha). Dalsi DNA vazebnd doména proteinu RECQ4, specifickd pro kfizovou
Hollidayovu strukturu, byla pozorovana v oblasti aminokyselin 269-400. Doména byla pak

opét podrobnéji vymezena na oblast 322-400 (viz pfiloha).

1 N, 1208 AMK

1 . 400 AMK
1 I 269 AMK
269 [N 400 AMK

Obrazek 24: Vymezeni oblasti RECQ4 proteinu, ktera s nejvétsi pravdépodobnosti zodpovida za vazbu
Hollidayovy struktury. Pod RECQ4 v celé délce jsou zndzornény fragmenty, se kterymi bylo provedeno

mapovani.

Pomoci bioinformatickych analyz byly v RECQ4 identifikovdny mista, které by mohly
byt zodpovédné za DNA vazbu [60]. V oblasti 402-418 byl identifikovdn motiv zinkového
prstu, ktery byva obecné povazovan za motiv zodpovédny za vazbu k DNA. Nase data vSak
ukazala, Ze motiv zinkového prstu s nejvétsi pravdépodobnosti nebude zodpovédny za vazbu
RECQ4 k DNA, jelikoz fragment RECQ4(1-400) neobsahujici Zn motiv vaze dsDNA se stejnou
afinitou jako fragment RECQ4(1-492) obsahujici Zn motiv (Obr. 15). Pfesna funkce Zn motivu,
tak zGstava v RECQ4 dosud neobjasnéna. Dalsi motiv zodpovédny za DNA vazbu byl podle

bioinformatické analyzy uréen do oblasti 986-1030. Tato oblast byla dokonce vyhodnocena
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jako potencidlni RQC doména v proteinu RECQ4. Proto jsem se rozhodla vyzkouset,
zda fragment RECQ4(500-1208) (protein purifikovala H. Sedlackovad) je schopen interagovat
s DNA pomoci retardacni analyzy (Obr. 25). Experiment potvrdil, Zze RECQ4(500-1208)
je schopen vazat DNA, coz by mohlo naznacovat pfitomnost RQC domény. Nicméné, pro

bliz8i uréeni a potvrzeni pfitomnosti RQC domény je nutné dalsi mapovani.

RECQ4(500-1208)

}komplex

U —Hl

Obrazek 25: Obrazek DNA vazebné afinity fragmentu RECQ4(500-1208) k HJ. Fragment RECQ4
(25, 50 a 100 nM, linie 2-4) byl inkubovdn s 3 nM fluorescencné znacenym HJ substratem pfi 37 °C

po dobu 20 min.

Pfekvapivé nami zmapovana doména 322-400 vykazovala pfi retardacni analyze velmi
silnou afinitu k HJ struktufe, a to az 9x vétsi nez doména v oblasti 90-189. Navic fragment
RECQ4 obsahujici pouze tuto doménu (322-400) ma srovnatelnou afinitu s plnou verzi
proteinu. Hollidayova struktura je typickym meziproduktem procesu replikace a opravy DNA
(rekombinace) a béhem téchto procesi musi byt spravné rozloZena/rozstépena pomoci
Bloomova komplexu nebo strukturné specifickych endonukleaz. Pokud by HJ struktura a jiné
meziprodukty nebyly béhem S-faze spravné rozloZeny, mohlo by to vést ke vzniku
tzv. “anafazovych mastka (Obr. 26), které pak mohou zptisobit chromozomovou nestabilitu,
coz byva obvykle pfic¢inou vzniku nékterych neurologickych onemocnéni nebo rakovinného
bujeni. V roce 2013 I. D. Hickson a jeho spolupracovnici publikovali, Ze strukturné specificka
endonukleaza MUS81-EME1 se pfimo podili pravé na Stépeni nerozloZzenych replikaénich
DNA meziproduktl vznikajicich v S-fazi a tim zabezpecuje spravné rozdéleni sesterskych

chromatid béhem mitdzy [61].

7 Anafazové mustky (anaphase bridges) jsou DNA struktury vznikajici v anafazi a lokalizovany mezi dvéma
nekompletné separovanymi sesterskymi chromatidami.
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Prometaphase Methaphase Anaphase Telophase

DT40-- --

Obrazek 26: Segregace chromozomu v M-fazi bunééného cyklu (kufeci buriky DT40 barvené DAPI).

(A) Reprezentativni obrazky zobrazujici pridbéh normalni mitdzy. (B) Abnormalni struktury
(znazornény cervenou Sipkou) vznikajici béhem anafdze znesnadfujici sprdvnou segregaci

chromozom{. (Obrazky poskytla H. Sedlackova)

Vysokd afinita RECQ4 k HJ substratu oproti jinym (jako ssDNA) by mohla naznacovat
jeji ulohu ve zpracovani HJ struktury. Diky nizké helikazové a ATPazové aktivité RECQ4
pravdépodobné nebude schopen HJ strukturu ptimo rozplétat jako napriklad BLM helikaza.
RECQ4 mlze spiSe rozpoznadvat HJ strukturu, poptipadé ji stabilizovat nebo cilit
do toho mista ostatni proteiny podilejici se na zpracovani tohoto replikacniho
a rekombinaéniho meziproduktu. To podporuji i nedavno publikované vysledky, které
ukazuji, Ze RECQ4 je schopen interagovat s helikazou BLM. Pfi funkéni analyze této interakce
bylo zjisténo, Ze RECQ4 =zabranuje BLM helikdze HJ strukturu rozlozit [62]. Navic
nepublikované vysledky z laboratore Dr. Krej¢iho ukazuji, Ze RECQ4 interaguje a stimuluje
aktivitu strukturné specifické endonukledzy MUS81-EME1, ktera stépi HJ strukturu (Obr. 27).
RECQ4 by tak mohl byt klicovy protein, ktery rozhoduje o tom, jak bude HJ struktura v S-fazi
bunécného cyklu zpracovana (Obr. 27) a spolu endonukledzou MUS81-EME1 predchdzet
vzniku anafazovych mustk(, a tim se podilet na sprdvném rozdéleni chromozomi béhem

mitdzy.
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Obrazek 27: Potencialni zaclenéni RECQ4 ve zpracovani HJ struktury vznikajici ve findlni fazi opravy
zastavené replikaéni vidlice. RECQ4 potlacuje aktivitu BLM rozplétat HJ a stimuluje aktivitu

MUS81-EME1, kterd ma schopnost Stépit HJ strukturu.

Nicméné pro pochopeni molekularniho mechanizmu RECQ4 v metabolismu DNA jsou
nezbytné nutné dalsi experimenty. Diky tomu, Ze se ndm podafilo zmapovat relativné malé
oblasti DNA vazebnych domén uvnitf proteinu RECQ4, bude predmétem naseho dalsiho
studia detailnéjsi mapovani téchto domén na aminokyselinové Urovni a jejich in vivo
charakterizace. Vzhledem ktomu, Ze purifikace fragmentli RECQ4 je relativné snadna,
rozhodli jsme se navic prozkoumat jeho terciarni strukturu, kterd dosud nebyla stanovena,
a zaroven sledovat interakce RECQ4 s DNA pomoci NMR spektroskopie. A samoziejmé také
dalsi mapovani a hledani novych interakénich partnerd RECQ4. Zmapovani DNA vazebnych
domén RECQ4 k riznym DNA substratim nam muizZe napovédét o hlavni roli RECQ4 v lidském
organismu a pomoci pochopit molekuldrni podstatu tak zakefného onemocnéni jako je RTS.
Navic podle nedavnych studii RecQ helikdzy predstavuji velmi slibné potencidlni cile
v antirakovinné terapii [63], proto je jejich detailni biochemickd charakterizace pro dalsi

klinicky vyzkum a aplikace nesmirné dlezita.
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8. Zaver

Diky celé skale funkci jsou RecQ helikdzy v metabolismu DNA nepostradatelné a jisté
si pravem zaslouzi oznaceni ,,multifunkéni ochranci” genomu. V nasi praci jsme se zaméfili
na helikdzu RECQ4 s cilem zmapovat jeji DNA vazebné domény, a tim prispét k objasnéni jeji

role pfi replikaci a DNA opravnych mechanismech.

NasSe dosazené vysledky ukazuji, ze RECQ4 protein obsahuje nékolik DNA vazebnych
domén. Dvé domény jsou lokalizovdny v N-terminalni ¢asti a jedna doména v C-termindlni
Casti. Navic DNA vazebnd doména v oblasti 322-400 vykazuje vysokou afinitu k Hollidayové
strukture. Pravé kvali vysoké afinité k HJ struktufe by se RECQ4 mohl i navzdory tomu,
Ze postradd konzervovanou HRDC doménu, podilet na zpracovani téchto sloZitych
a potencialné velmi toxickych replikac¢nich a rekombinacnich meziproduktd, jejichz spravné

zpracovani ma pro zivot bunky zasadni vyznam.

Vysledky této prace nam mohou pomoci pfi hledani molekuldarniho mechanismu
RECQ4 v metabolismu DNA a poslouZi jako vychozi kroky k dalSimu in vitro a in vivo studiu.
Dllezitost zakladniho vyzkumu RECQ4 je podporena i tim, Ze mutace genu RECQ4 vedou
ke vzniku zkracenych verzi proteinu a jsou spojeny dokonce se tfemi zavazinymi
onemocnénimi (Rothmund-Thomsonlv syndrom, RAPADILINO a Baller-Geroldliv syndrom)
znemoziujici bézny Zivot. Nicméné charakterizace molekuldrniho vlivu téchto mutaci neni
znama. Doufadme, Ze vysledky této prace by mohly byt prvnim krickem ke spravnému
pochopeni této helikazy v bunécénych pochodech a zdroven spolu s dalSimi védeckymi objevy

pak budou pfispivat k Uspésnému léceni syndromU s nedostatkem tohoto proteinu.
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9. PFrinos prace
Vysledky této prace jsou soucasti védeckého ¢lanku v mezinarodnim impaktovaném
casopise DNA Repair, ktery proSel zahrani¢ni evaluaci a je v soucasnosti pfipraven k tisku

(viz priloha).

e http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568786415000567

Navic abychom rozsifili povédomi o rodiné RecQ helikdz mezi Sirokou verejnost
a nastinili nutnost pochopeni molekularni podstaty syndromu, rozhodli jsme se zvefejnit
upravenou verzi teoretické prace na ceskou wikipedii, a tim ji rozsifit o dvé hesla: RecQ

helikazy a RECQ4 protein.

e http://cs.wikipedia.org/wiki/RecQ helik%C3%Alzy

e http://cs.wikipedia.org/wiki/RECQ4

Béhem této prace jsem se naucila ovladat fadu biochemickych a molekularné
biologickych metod, navrhovat experimenty, provadét je a nasledné vyhodnocovat. Neméné
dilezité pro mé bylo naucit se zpracovavat védeckou literaturu a sepsat samotnou védeckou
praci. J& sama se domnivam, Ze tato Stfedoskolskd odborna ¢innost mé velmi obohatila

a pomuze mi v budoucnu v mém profesnim rlstu.

54


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568786415000567
http://cs.wikipedia.org/wiki/RecQ_helik%C3%A1zy
http://cs.wikipedia.org/wiki/RECQ4

10. Seznam pouzité literatury

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Campbell NA. Biologie. In: Reece JB ed.ed. Brno: Computer Press 2008: 1332

Jackson SP, Bartek J. The DNA-damage response in human biology and disease. Nature
2009, 461: 1071-1078

Hoeijmakers JH. Genome maintenance mechanisms for preventing cancer. Nature 2001,
411: 366-374

Hoeijmakers JH. DNA repair mechanisms. Maturitas 2001, 38: 17-22; discussion 22-13
Bohr VA. Rising from the RecQ-age: the role of human RecQ helicases in genome
maintenance. Trends Biochem Sci 2008, 33: 609-620

Nakayama H, Nakayama K, Nakayama R, Irino N, Nakayama Y, Hanawalt PC. Isolation and
genetic characterization of a thymineless death-resistant mutant of Escherichia coli K12:
identification of a new mutation (recQ1) that blocks the RecF recombination pathway. Mol
Gen Genet 1984, 195: 474-480

Mohaghegh P, Hickson ID. DNA helicase deficiencies associated with cancer predisposition
and premature ageing disorders. Hum Mol Genet 2001, 10: 741-746

Chu WK, Hickson ID. RecQ helicases: multifunctional genome caretakers. Nat Rev Cancer
2009, 9: 644-654

Puranam KL, Blackshear PJ. Cloning and characterization of RECQL, a potential human
homologue of the Escherichia coli DNA helicase RecQ. J Biol Chem 1994, 269: 29838-29845
Seki M, Miyazawa H, Tada S, Yanagisawa J, Yamaoka T, Hoshino S, Ozawa K, et al. Molecular
cloning of cDNA encoding human DNA helicase Q1 which has homology to Escherichia coli
Rec Q helicase and localization of the gene at chromosome 12p12. Nucleic Acids Res 1994,
22: 4566-4573

Ellis NA, Groden J, Ye TZ, Straughen J, Lennon DJ, Ciocci S, Proytcheva M, et al. The Bloom's
syndrome gene product is homologous to RecQ helicases. Cell 1995, 83: 655-666

Yu CE, Oshima J, Fu YH, Wijsman EM, Hisama F, Alisch R, Matthews S, et al. Positional
cloning of the Werner's syndrome gene. Science 1996, 272: 258-262

Kitao S, Ohsugi |, Ichikawa K, Goto M, Furuichi Y, Shimamoto A. Cloning of two new human
helicase genes of the RecQ family: biological significance of multiple species in higher
eukaryotes. Genomics 1998, 54: 443-452

Ellis NA, German J. Molecular genetics of Bloom's syndrome. Hum Mol Genet 1996, 5 Spec
No: 1457-1463

Yu CE, Oshima J, Wijsman EM, Nakura J, Miki T, Piussan C, Matthews S, et al. Mutations in
the consensus helicase domains of the Werner syndrome gene. Werner's Syndrome
Collaborative Group. Am J Hum Genet 1997, 60: 330-341

Kitao S, Shimamoto A, Goto M, Miller RW, Smithson WA, Lindor NM, Furuichi Y. Mutations
in RECQL4 cause a subset of cases of Rothmund-Thomson syndrome. Nat Genet 1999, 22:
82-84

Bernstein DA, Keck JL. Domain mapping of Escherichia coli RecQ defines the roles of
conserved N- and C-terminal regions in the RecQ family. Nucleic Acids Res 2003, 31: 2778-
2785

Suzuki N, Shimamoto A, Imamura O, Kuromitsu J, Kitao S, Goto M, Furuichi Y. DNA helicase
activity in Werner's syndrome gene product synthesized in a baculovirus system. Nucleic
Acids Res 1997, 25: 2973-2978

Karow JK, Chakraverty RK, Hickson ID. The Bloom's syndrome gene product is a 3'-5' DNA
helicase. J Biol Chem 1997, 272: 30611-30614

Neff NF, Ellis NA, Ye TZ, Noonan J, Huang K, Sanz M, Proytcheva M. The DNA helicase
activity of BLM is necessary for the correction of the genomic instability of bloom syndrome
cells. Mol Biol Cell 1999, 10: 665-676

55



21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

Guo RB, Rigolet P, Zargarian L, Fermandjian S, Xi XG. Structural and functional
characterizations reveal the importance of a zinc binding domain in Bloom's syndrome
helicase. Nucleic Acids Res 2005, 33: 3109-3124

Bennett RJ, Keck JL. Structure and function of RecQ DNA helicases. Crit Rev Biochem Mol
Biol 2004, 39: 79-97

Lee JW, Harrigan J, Opresko PL, Bohr VA. Pathways and functions of the Werner syndrome
protein. Mech Ageing Dev 2005, 126: 79-86

Bernstein DA, Keck JL. Conferring substrate specificity to DNA helicases: role of the RecQ
HRDC domain. Structure 2005, 13: 1173-1182

Wu L, Chan KL, Ralf C, Bernstein DA, Garcia PL, Bohr VA, Vindigni A, et al. The HRDC domain
of BLM is required for the dissolution of double Holliday junctions. EMBO J 2005, 24: 2679-
2687

Mushegian AR, Bassett DE, Boguski MS, Bork P, Koonin EV. Positionally cloned human
disease genes: patterns of evolutionary conservation and functional motifs. Proc Natl Acad
Sci US A 1997, 94: 5831-5836

Macris MA, Krejci L, Bussen W, Shimamoto A, Sung P. Biochemical characterization of the
RECQ4 protein, mutated in Rothmund-Thomson syndrome. DNA Repair (Amst) 2006, 5:
172-180

Mankouri HW, Huttner D, Hickson ID. How unfinished business from S-phase affects mitosis
and beyond. EMBO J 2013, 32: 2661-2671

Lambert S, Carr AM. Impediments to replication fork movement: stabilisation, reactivation
and genome instability. Chromosoma 2013, 122: 33-45

Ralf C, Hickson ID, Wu L. The Bloom's syndrome helicase can promote the regression of a
model replication fork. J Biol Chem 2006, 281: 22839-22846

Machwe A, Xiao L, Groden J, Orren DK. The Werner and Bloom syndrome proteins catalyze
regression of a model replication fork. Biochemistry 2006, 45: 13939-13946

LeRoy G, Carroll R, Kyin S, Seki M, Cole MD. Identification of RecQL1 as a Holliday junction
processing enzyme in human cell lines. Nucleic Acids Res 2005, 33: 6251-6257

Karow JK, Constantinou A, Li JL, West SC, Hickson ID. The Bloom's syndrome gene product
promotes branch migration of holliday junctions. Proc Natl Acad Sci U S A 2000, 97: 6504-
6508

Constantinou A, Tarsounas M, Karow JK, Brosh RM, Bohr VA, Hickson ID, West SC. Werner's
syndrome protein (WRN) migrates Holliday junctions and co-localizes with RPA upon
replication arrest. EMBO Rep 2000, 1: 80-84

Boddy MN, Gaillard PH, McDonald WH, Shanahan P, Yates JR, Russell P. Mus81-Eme1 are
essential components of a Holliday junction resolvase. Cell 2001, 107: 537-548

Ip SC, Rass U, Blanco MG, Flynn HR, Skehel JM, West SC. Identification of Holliday junction
resolvases from humans and yeast. Nature 2008, 456: 357-361

Sarbajna S, West SC. Holliday junction processing enzymes as guardians of genome stability.
Trends Biochem Sci 2014, 39: 409-419

Bachrati CZ, Borts RH, Hickson ID. Mobile D-loops are a preferred substrate for the Bloom's
syndrome helicase. Nucleic Acids Res 2006, 34: 2269-2279

Suski C, Marians KJ. Resolution of converging replication forks by RecQ and topoisomerase
Ill. Mol Cell 2008, 30: 779-789

Zou L, Elledge SJ. Sensing DNA damage through ATRIP recognition of RPA-ssDNA complexes.
Science 2003, 300: 1542-1548

Esashi F, Christ N, Gannon J, Liu Y, Hunt T, Jasin M, West SC. CDK-dependent
phosphorylation of BRCA2 as a regulatory mechanism for recombinational repair. Nature
2005, 434: 598-604

Ceballos SJ, Heyer WD. Functions of the Snf2/Swi2 family Rad54 motor protein in
homologous recombination. Biochim Biophys Acta 2011, 1809: 509-523

56



43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55
56

57

58

59

60

61

62

63

Nimonkar AV, Ozsoy AZ, Genschel J, Modrich P, Kowalczykowski SC. Human exonuclease 1
and BLM helicase interact to resect DNA and initiate DNA repair. Proc Natl Acad Sci U S A
2008, 105: 16906-16911

Wu L, Davies SL, Levitt NC, Hickson ID. Potential role for the BLM helicase in
recombinational repair via a conserved interaction with RAD51. J Biol Chem 2001, 276:
19375-19381

Hu Y, Raynard S, Sehorn MG, Lu X, Bussen W, Zheng L, Stark JM, et al. RECQL5/Recql5
helicase regulates homologous recombination and suppresses tumor formation via
disruption of Rad51 presynaptic filaments. Genes Dev 2007, 21: 3073-3084

Kitao S, Lindor NM, Shiratori M, Furuichi Y, Shimamoto A. Rothmund-thomson syndrome
responsible gene, RECQL4: genomic structure and products. Genomics 1999, 61: 268-276
Suzuki T, Kohno T, Ishimi Y. DNA helicase activity in purified human RECQL4 protein. J
Biochem 2009, 146: 327-335

Xu X, Rochette PJ, Feyissa EA, Su TV, Liu Y. MCM10 mediates RECQ4 association with
MCM2-7 helicase complex during DNA replication. EMBO J 2009, 28: 3005-3014

Fan W, Luo J. RecQ4 facilitates UV light-induced DNA damage repair through interaction
with nucleotide excision repair factor xeroderma pigmentosum group A (XPA). J Biol Chem
2008, 283: 29037-29044

Ghosh AK, Rossi ML, Singh DK, Dunn C, Ramamoorthy M, Croteau DL, Liu Y, et al. RECQL4,
the protein mutated in Rothmund-Thomson syndrome, functions in telomere maintenance.
J Biol Chem 2012, 287: 196-209

Sengupta S, Shimamoto A, Koshiji M, Pedeux R, Rusin M, Spillare EA, Shen JC, et al. Tumor
suppressor p53 represses transcription of RECQ4 helicase. Oncogene 2005, 24: 1738-1748
Petkovic M, Dietschy T, Freire R, Jiao R, Stagljar I. The human Rothmund-Thomson
syndrome gene product, RECQL4, localizes to distinct nuclear foci that coincide with
proteins involved in the maintenance of genome stability. J Cell Sci 2005, 118: 4261-4269
Larizza L, Roversi G, Volpi L. Rothmund-Thomson syndrome. Orphanet J Rare Dis 2010, 5: 2
Rothmund Av. Uber Cataracten in Verbindung mit einer eigenthiimlichen
Hautdegeneration. ed.: Arch.Ophthalmol. 1868: 159-182

Thomson MS. A hitherto undescribed familial disease. ed.: Br. J. Dermatol. 1923: 455-462
Siitonen HA, Sotkasiira J, Biervliet M, Benmansour A, Capri Y, Cormier-Daire V, Crandall B, et
al. The mutation spectrum in RECQL4 diseases. Eur J Hum Genet 2009, 17: 151-158
Kaaridinen H, Ryoppy S, Norio R. RAPADILINO syndrome with radial and patellar
aplasia/hypoplasia as main manifestations. Am J Med Genet 1989, 33: 346-351

Siitonen HA, Kopra O, Kaaridinen H, Haravuori H, Winter RM, Sdaméanen AM, Peltonen L, et
al. Molecular defect of RAPADILINO syndrome expands the phenotype spectrum of RECQL
diseases. Hum Mol Genet 2003, 12: 2837-2844

Van Maldergem L, Siitonen HA, Jalkh N, Chouery E, De Roy M, Delague V, Muenke M, et al.
Revisiting the craniosynostosis-radial ray hypoplasia association: Baller-Gerold syndrome
caused by mutations in the RECQL4 gene. ] Med Genet 2006, 43: 148-152

Marino F, Vindigni A, Onesti S. Bioinformatic analysis of RecQ4 helicases reveals the
presence of a RQC domain and a Zn knuckle. Biophys Chem 2013, 177-178: 34-39

Ying S, Minocherhomji S, Chan KL, Palmai-Pallag T, Chu WK, Wass T, Mankouri HW, et al.
MUS81 promotes common fragile site expression. Nat Cell Biol 2013, 15: 1001-1007

Singh DK, Popuri V, Kulikowicz T, Shevelev |, Ghosh AK, Ramamoorthy M, Rossi ML, et al.
The human RecQ helicases BLM and RECQL4 cooperate to preserve genome stability.
Nucleic Acids Res 2012, 40: 6632-6648

Gupta R, Brosh RM. Helicases as prospective targets for anti-cancer therapy. Anticancer
Agents Med Chem 2008, 8: 390-401

57



10.1. Seznam pouzitych internetovych zdroja

I1 http://genetika.wz.cz/choroby.htm

12 http://en.wikipedia.org/wiki/Erythema

13 http://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoma

14 http://en.wikipedia.org/wiki/Melanoma

I5 http://www.hxbenefit.com/wp-content/uploads/2013/01/Bloom-Syndrome-Picture.ipg

16 http://wilsongen677s10.weebly.com/uploads/3/6/1/9/3619127/9425334.jpg?388

17 http://www2.estrellamountain.edu/faculty/farabee/BIOBK/cellcycle.gif

I8 http://www.nIm.nih.gov/medlineplus/ency/article/002052.htm

19 http://www.nature.com/eye/journal/vl17/n4/images/6700312f1.ipg

110 http://www.perfectclinic.cz/vrozene-vady-ruky

111 http://lekarske.slovniky.cz/pojem/kraniosynostoza

58


http://genetika.wz.cz/choroby.htm
http://en.wikipedia.org/wiki/Erythema
http://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Melanoma
http://www.hxbenefit.com/wp-content/uploads/2013/01/Bloom-Syndrome-Picture.jpg
http://wilsongen677s10.weebly.com/uploads/3/6/1/9/3619127/9425334.jpg?388
http://www2.estrellamountain.edu/faculty/farabee/BIOBK/cellcycle.gif
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/article/002052.htm
http://www.nature.com/eye/journal/v17/n4/images/6700312f1.jpg
http://www.perfectclinic.cz/vrozene-vady-ruky
http://lekarske.slovniky.cz/pojem/kraniosynostoza

11. Pfiloha

59



