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Abstrakt

DNA podléhd denné az 70 000 riznym poskozenim, tudiz existence opravnych
mechanismll a enzymt je vice nez nezbytna. Jiz zname zdkladni mechanismy nékolika
specifickych opravnych drah, z nichz opravnd draha Fanconiho anémie (FA) je jedna
z nejméné prozkoumanych. FA je vzacnd autosomalné recesivni porucha charakterizovana
selhanim kostni dfené, vyvojovymi defekty, genomickou nestabilitou a predispozici k akutni
myeloidni leukémii a vzniku nddorti. Primarni diagndéza FA je precitlivélost na Cinidla
zpusobujici mezifetézcové kovalentni spojeni DNA v disledku deaktivace jednoho
z 21 gent, tzv. gentt FANC (z angl. FA complementation group), z opravné drahy FA.
Molekularnim defektem ve FA je naruSend oprava mezifetézcovych kovalentnich spojeni
DNA. Tato spojeni jsou vysoce cytotoxicka a inhibuji proces replikace a transkripce DNA.
Rozhodujicim krokem v opravné draze FA, ktery iniciuje opravu mezifetézcovych spojeni
DNA, je monoubiquitinylace FANCD?2. Ubiquitinylovany FANCD2 je zdkladem pro
svolani dalSich proteint participujicich v opravné draze FA. Ubiquitin je aktivovan pomoci
ubiquitin-aktivujictho enzymu UBA1 a pfenesen prostfednictvim ubiquitin-konjugujiciho
enzymu UBE2T na FANCD2 multipodjednotkovou E3-ligasou (nuklearni komplex FA).
jsou FANCB, FAAP100 a FANCL. Nicméné minimalnim systémem pro spravnou
monoubiquitinylact FANCD?2 in vitro je ubiquitin, UBA1, UBE2T, FANCL a DNA.

Tato prace se zabyva molekularni architekturou a faktory regulujici ubiquitinylaci
a tim celou opravnou drahu FA. Hlavnim tkolem byla pfiprava a charakterizace konstruktu
a mutantnich variant UBE2T a FANCL a vlastni studium mechanismu pienosu ubiquitinu
pfes E3-ligasu na substrat, FANCD2. Byl vyroben kovalentni komplex UBE2T
s ubiquitinem. Pro zkoumdani molekularnich mechanismii monoubiquitinylace FANCD?2
byly pfipraveny varianty konstrukti riznych domén FANCL. Ty byly exprimovany,
purifikovany a byla testovadna jejich enzymova aktivita a vazebné vlastnosti s proteinovym
komplexem Ub-UBE2T. Déle byly pfipraveny rizné mutantni varianty UBE2T a jejich
aktivita byla testovana pfes monoubiquitinylaci FANCD?2 pro lepsi pochopeni strukturniho

pieskupeni UBE2T v rdmci dosaZeni jeho aktivity a pro budouci strukturni analyzy.

Klicova slova: Fanconiho anémie, opravna drdha Fanconiho anémie, UBE2T, FANCL,

monoubiquitinylovany enzym UBE2T, monoubiquitinylace FANCD2



Abstract

Due to the action of endogenous and exogenous agents, DNA is subject up to 70,000
lesions per day, thus the existence of repair mechanisms and enzymes is more than
necessary. We know basic mechanisms of several specific DNA repair pathways, of which
the Fanconi anaemia (FA) repair pathway is one of the least explored. FA is a rare, autosomal
recessive disorder characterized by early onset bone marrow failure, developmental defects,
genomic instability and predisposition to acute myeloid leukaemia and solid tumours.
The primary diagnosis of FA is a hypersensitivity to cross-linking agents of DNA due to
inactivation of one of the 21 genes from the FA repair pathway, the so-called FANC genes
(FA complementation group). The molecular defect in FA is an impaired repair of DNA
interstrand cross-links (ICLs). The ICLs are cytotoxic lesions that inhibit the process of DNA
replication and transcription. A crucial step in the FA pathway that initiates ICL repair is
a monoubiquitination of FANCD2. FANCD2 monoubiquitination is a base for the
recruitment of additional proteins that coordinate DNA repair. Ubiquitin is recruited via
activating enzyme E1 (UBA1), ubiquitin-conjugating enzyme E2T (UBE2T) and transferred
onto FANCD2 by multisubunit E3 ligase (FA core complex). There are up to 11 different
proteins composing FA core complex, of which are the most important FANCB, FAAP100
and FANCL. However, a minimal system for proper monoubiquitination of FANCD?2 is
ubiquitin, UBE2T, FANCL, UBA1 and DNA.

This work deals with molecular architecture and factors regulating ubiquitination
and thus the entire FA pathway. The main task was to prepare and characterize the construct
and mutant variants of UBE2T and FANCL and to study the mechanism of transmission of
ubiquitin via E3 ligase to the substrate, FANCD2. A covalent complex of UBE2T with
ubiquitin was produced. Variants of constructs of different domains of FANCL were
prepared in order to investigate the molecular mechanisms of FANCD2 monoubiquitination.
These were expressed, purified and their enzymatic activity and binding properties were
tested with the Ub-UBE2T protein complex. In addition, various mutant variants of UBE2T
were prepared and their activity was tested through monoubiquitination of FANCD2 for
better understanding of structural rearrangement of UBE2T to achieve its activity and for

future structural analyzes.

Keywords:  Fanconi anaemia, Fanconi anaemia repair pathway, UBE2T, FANCL,

monoubiquitinated enzyme UBE2T, monoubiquitination of FANCD?2 (In Czech)
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1 Seznam zkratek

AAD
ATR
BL100
DRWD

DSB
IAD
ICL

EDTA
ELF
ESI

FA
FANC

FAAP

LB
NTA
PB
PCR

PE
RING

RPM

SDS
SDS-PAGE
TAE

TCEP

aktivni adenylaé¢ni doména

z ang]. ataxia telangiectasia mutated and Rad3-related
komplex FANCB:FANCL:FAAP100

centralni doména FANCL (z angl. double RWD-like
fold)

dvoufetézcové zlomy (z angl. double-strand breaks)
inaktivni adenylacni doména

mezifetézcoveé kovalentni spojeni DNA (z angl.
interstrand cross-link)

ethylendiamintetraoctova kyselina

N-terminalni doména FANCL (z angl. E2-like fold)
»elektrosprejova“ ionizace (z angl. electrospray
ionization)

Fanconiho anémie

komplementacni skupina Fanconiho anémie (z angl.
Fanconi anemia complementation group)
asociovany protein Fanconiho anemie (z angl.
Fanconi anemia-associated protein)

kultivacni médium (z angl. lysogeny broth)
nitrilotrioctova kyselina (z angl. nitrilotriacetic acid)
fostatovy pufr (z angl. phosphate buffer)
polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase
chain reaction)

z angl. phosphate/ethanol

C-termindlni doména FANCL (z angl. really
interesting new gene)

otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulfat)
SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza
Tris-acetatovy pufr s EDTA
Tris(2-karboxyethyl)fosfin



TE
TEMED
TEV

UBAI
UBE2T
UFD

Tris/EDTA

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

virus tabakové mozaiky (z angl. tobacco etch virus)
ubiquitin

ubiquitin-aktivujici enzym

ubiquitin-konjugujici enzym E2T

z angl. ubiquitin-fold domain



2 Uvod

2.1 Poskozeni DNA

DNA jakozto makromolekula dilezita pro existenci Zivota podléha denn€ v buiikach
az 70 000 rtiznym poskozenim [1]. Jiz pied objevem struktury DNA bylo zjiSténo, ze
plusobenim exogennich Cinidel, at’ se jedna o ultrafialové a rentgenové zareni nebo dalsi
chemické latky, jimiz jsme vystaveni kazdy den, dochdzi ke genetickym zménam
podnécujicim vznik rakoviny [2]. Az o n€kolik let pozdé¢ji byla k vliviim, které negativné
pusobi na stabilitu DNA, zafazena i endogenni ¢inidla z bézného bunécného metabolismu
a spontanni jevy v bunice [3].

Mezi poskozeni, kterym DNA podléha nejcastéji, patii jednotetézcové zlomy, které
mohou byt zplisobeny oxida¢nim stresem nebo bazickou hydrolyzou. Mnohem
nebezpecnéjsi jsou vSak dvouretézcové zlomy, zkracené DSB (z angl. double-strand breaks)
[1,2,4]. DNA také muze podlehnout depurinaci, depyrimidinaci, deaminaci, inzerci ¢i deleci
nukleotidu, vloZeni analogu baze, vzniku thymidylovych dimert a dal$im [5].

Jak jiz bylo uvedeno, DNA podléhd denné velkému mnozstvi poskozeni, tudiz
existence opravnych mechanismil a enzymit participujicich na téchto opravach je vice nez
nezbytnd. V tomto odvétvi maji velkou zasluhu Tomas Lindahl, Paul Modrich a Aziz Sancar,
ktefi za svij vyzkum ziskali Nobelovu cenu. Tomas Lindahl definoval zékladni
mechanismus opravy bazi [6]. Oprava DNA poSkozené UV zafenim za vzniku
thymidylovych dimert ¢i dalSich aduktl a opravny mechanismus nespravné parovanych bazi
jsou pfipisovany Paulu Modrichovi a Azizu Sancarovi [7,8]. Mezi dals$i zndmé specifické
opravné drahy patii opravna dradha Fanconiho anémie (FA) a homologni rekombinace [9].

Nutno uvést, Ze poSkozeni DNA a z toho vychazejici mutace jsou nepostradatelnym
zdrojem genetické diverzity, at’ uz se jedna o diverzifikaci protilatek nebo ptirodni vybér.
Tyto jevy tak neodmyslitelné patii k evoluci vSech organismii. Na druhé strané mutace

a genetickd nestabilita souvisi s rozvojem rakoviny a nemoci spojené se stafim [1].

2.2 Mezitetézcove kovalentni spojeni DNA

Pisobenim riznych exogennich a endogennich CcCinidel mize dochdzet ke
kovalentnimu spojeni mezi nukleotidy dvou fetézci DNA, zkracené ICL (z angl. interstrand

cross-link) viz Obrazek 1 na nésledujici strang.
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Obrazek 1: Kovalentni spojeni mezi nukleotidy dvou fetézcli prostfednictvim mitomycinu C.

Vytvoreno v programu ChemDraw.

ICL je vysoce cytotoxické a pokud neni opraveno, dochazi v dusledku jeho tvorby
k blokaci replikace a transkripce z divodu branéni separace tetézci DNA [10]. Mezi
exogenni Cinidla zpusobujici ICL patii napiiklad psoralen, cisplatina, mytomycin C
a dusikaté yperity, jez si naSly vyuziti jako protinddorova 1é¢iva ale i jako vale¢né zbrané
[11,12]. Z endogenniho metabolismu lze do ICL-tvoficich ¢inidel zafadit kyselinu dusitou,
aldehydy (formaldehyd, acetaldehyd a dalsi) a reaktivni formy kysliku [11,13—-15].

Ve vsech buitkdch muze replikace DNA, ktera obsahuje ICL, indukovat tvorbu DSB.
ICL jsou také u¢innymi induktory vymeény sesterskych chromatid, coz nasvédcuje tomu, ze

tyto replikacné zavislé DSB jsou mnohdy vytfeSeny vyménou sesterskych chromatid [10].

2.3 Fanconiho anémie

Fanconiho anémie je autosomalné-recesivni porucha s vyjimkou genu FANCB (z angl.
Fanconi anemia complementation group B), ktery je vazan na chromosom X a RADS51, jehoz
nalezené mutace byly vZzdy dominantni. Pro projev autosomalné-recesivni poruchy je tieba
mutace dan¢ho genu na obou alelach od otce a matky. Homozygoti maji vysoky vyskyt
vrozenych vad a aplastickych anémii a rovnéz zvysSené poskozeni chromozomi po kultivaci
bunék (obvykle lymfocytl) s klastogennimi ¢inidly (€inidla poSkozujici DNA). Se
zvySujicim se vékem se u pacientl s FA zvysuje riziko vyskytu leukémie a malignich nadort
[16—-18]. Zakladni diagnézou FA je poskozeni chromozomi a ptecitlivélost na ¢inidla
zpusobujici ICL. Skutecnost, ze buiiky s FA jsou hypersenzitivni na tento typ poskozeni
DNA, naznacuje, ze jedinci maji defekty v opravé téchto 1€zi [10]. Dosud bylo

identifikovano
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21 gent, jejichZ proteiny se podileji na opravé ICL a tedy bialelickd mutace v téchto genech
vede k rozvoji FA [19].

Celosvétova prevalence Fanconiho anémie je nizka, a to 1 az 5 ptipadii na milion lidi,
piicemz primérna doba zivota pacientli s FA je 20 let. Lécba FA je v podstaté podptrna,
jedinou Sanci na 1écbu hematopoetickych aspektii onemocnéni je transplantace

kostni diené [20].
2.4 Opravna draha Fanconiho anémie

2.4.1 Aktivace opravné drahy

Opravna draha FA je aktivovéana, kdyz se DNA polymerasa zastavi pti replikaci DNA
v disledku tvorby ICL. K aktivaci dochazi v ramci S-faze bunééného cyklu [21]. V tento
okamzik dochazi k pfenosu ubiquitinu pomoci UBA1 na ubiquitin-konjugujici enzym
UBE2T. Ubiquitin je nasledné pienesen z UBE2T prostifednictvim nuklearniho komplexu
FA, zaujimajiciho ubiquitin-ligasovou aktivitu, na komplex FANCD2-FANCI, jez
interaguje s poskozenou casti DNA (viz Obrazek 2). Nasledkem této podstatné aktivace

muze byt ICL odstranéno a DNA je nadale replikovana [22,23].

®
ATP  AMP uklekm
. \ “ komplex FA
UBAL1

w
OPRAVA DNA AJ%
g e
m Meazifetézcove kovalenini spojeni DNA
. Ubiquitin

Obrazek 2: Schéma aktivacni ¢asti opravné drahy FA.

Pro Uplnost je tfeba zdlraznit sloZeni nuklearniho komplexu FA, ktery je nedilnou
soucasti aktivacni ¢asti opravné drahy. Jednid se o komplex slozeny z proteinii FANC

a proteint FAAP (z angl. Fanconi anemia-associated protein) jmenovit¢ FANCA, -B, -C,
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-E, -F, -G, -L, -M a FAAP20, FAAP24 a v neposledni fadé FAAP100 [24]. Sub-komplex
FANCB, FAAP100 a FANCL tvoii v rdmci nuklearnim komplexu FA dimerni centrum,
v némZ FANCB poskytuje zdkladnu pro dv€é molekuly proteinu FANCL [25,26]. Tento
sub-komplex je zodpovédny za ubiquitin-ligasovou aktivitu nuklearniho komplexu FA [24].

Dalsi sub-komplex tvoii FANCC, FANCE a FANCEF, ktery vytvari interakéni most
mezi komplexem FANCB:FAAP100:FANCL a FANCI, FANCD2 pro katalyzu

koordinované ubiquitinylace obou proteinlt v dimernim uspotadani [25].
2.4.2 Proteiny dilezité pro aktivaci opravné drahy

2.4.2.1 Ubiquitin

Ubiquitin (Ub) je maly regulacni protein (8,6 kDa) nachazejici se pouze
v eukaryotickych buiikach. Tento globularni protein (viz Obrazek 3) o délce 76 aminokyselin
se naléza v bunkéach volny ¢i kovalentné vdzany k jinym proteinim. Jedna se o jeden

z nejvice konzervovanych proteinti u eukaryot [27].

Obrazek 3: Struktura lidského ubiquitinu s vyznaéenym vazebnym mistem na C-konci. Identifika¢ni

PDB kod: lubi.

Ubiquitin mize byt vazan karboxylovou skupinou glycinu na C-konci k lysinu,
cysteinu, threoninu, serinu nebo N-terminalni aminokyselinu cilového proteinu. Substratové
proteiny mohou byt modifikovadny ubiquitinem riznymi zpisoby. Monoubiquitinylace je
pfipojeni jedné molekuly ubiquitinu na jednu g-aminoskupinu lysinu. Tato modifikace je

reversibilni, neproteolyticky signal, ktery se podili na endocytoze, regulaci struktury histont,
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opravé DNA, puceni viri a na jaderném exportu. Jedna molekula ubiquitinu muze
modifikovat n€kolik postrannich fetézct lysinu substratového proteinu, tato mnohocetna
monoubiquitinylace hraje roli v internalizaci receptorii a endocytdze [28,29].

Ubiquitin sam obsahuje sedm lysinti, které jsou potencidlnimi akceptory dalsi
molekuly ubiquitinu, coz umoziuje tvorbu ubiquitinovych fetézcli na cilovém proteinu
(polyubiquitinylace). Ruazné polyubiquitinové fetézce prispivaji k diverzit€¢ ubiquitin-
dependentni signalizaci. Pfikladem muze byt polyubiquitinylace na K48, ktera nejcastéji
vede k degradaci cilového proteinu prostfednictvim proteasomu, naopak polyubiquitinylace
na K63 souvisi s Cetnymi bunéénymi signalizacemi, které nesouvisi s degradaci

modifikovaného proteinu [28,30].

2.4.2.2 Ubiquitin-aktivujici enzym UBAI

V lidském téle se nachazi dva ubiquitin-aktivujici enzymy, UBA1 a UBAG6 (z angl.
ubiquitin-like modifier-activating enzyme), av§ak pouze UBA1 byl potvrzen jakoZto enzym
dalezity v  ubiquitin-dependentni  signalizaci DSB a  replikacniho  stresu
v lidskych bunkach [31].

Plsobenim ubiquitin-aktivujiciho enzymu, UBA1 nékdy také E1, dochazi k tvorbé
konjugatl ubiquitin-protein v opravné draze FA a v dalSich drahéach zavislych na signalizaci
prostiednictvim ubiquitinu. Tento enzym o velikosti 117 kDa a délce 1058 aminokyselin
katalyzuje ATP-dependentni aktivaci ubiquitinu, kterd spocivd v adenylaci C-koncové
aminokyseliny ubiquitinu za p¥itomnosti Mg”" iontti. Nasledng dochazi k penosu ubiquitinu
na thiolovou skupinu cysteinu enzymu UBA1 za tvorby thioesterové vazby
(viz Obrazek 4) [32,33].

0 O

)I\OH Ub)J\
—SH ﬁ» — SH —lb —S—g—Ub

Ub AMP

M2 AMP 0

+ATP PP,

Obrazek 4: Aktivace ubiquitinu pomoci ubiquitin-aktivujiciho enzymu, UBA1. Vytvofeno

v programu ChemDraw.

UBAI1 je multidoménovy enzym (Obrdzek 5 na nésledujici strang), ktery prochazi

velkymi konformaénimi zménami k naplnéni jeho funkce. Na bdzi enzymu je inaktivni resp.

14



aktivni adenylacni doména (IAD resp. AAD), které tvofi jakysi pseudodimer slouzici jako
rigidni t&lo enzymu. Doména AAD vaze ubiquitin, ATP a Mg®" a nese adenyla¢ni aktivitu
enzymu UBAI. Dale obsahuje cysteinylovou ,,dvoudoménu® s katalytickym cysteinem
(C632) a C-termindlni doménu UFD (z angl. ubiquitin-fold domain), jez vaze specificky
ubiquitin-konjugujici enzym E2. Promiskuita enzymu UBAI1 dovoluje jeho interakci

s ptiblizné 40 riznymi ubiquitin-konjugujicimi enzymy E2 [34].

Obrazek 5: Krystalova struktura lidského ubiquitin-aktivujiciho enzymu UBA1 s navazanym

ubiquitinem (modie) v adenyla¢nim misté enzymu. Identifikacni PDB kod: 6dc6.

2.4.2.3 Ubiquitin-konjugujici enzym UBE2T

Enzym UBE2T (z angl. Ubiquitin-conjugating enzyme E2T), akceptuje ubiquitin od
enzymu UBAI1 a katalyzuje jeho pfenos na e-aminoskupinu lysinu jiného proteinu za vzniku
isopeptidové vazby (viz Obrazek 6 na nasledujici stran¢). Je znamo kolem 40 riznych

ubiquitin-konjugujicich enzymi, avsak UBE2T (197 aminokyselin, 22,5 kDa, Obrazek 7,
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str. 17) byl potvrzen jako specificky E2-enzym v opravné draze FA [35]. Svoji funkci
pienosu molekuly ubiquitinu na FANCD2 a FANCI vykonava za plsobeni E3-ligasy,
FANCL. Pfenos molekuly ubiquitinu je ustfednim krokem vedoucim k samotnému

odstranéni ICL z DNA [23].

—SH —LyS—NH2
o] 0]
[

0
I I H
—8—C—Ub —S—C—Ub —Lys—N—C—Ub

—SH
—SH

Obrazek 6: Postupny pienos ubiquitinu z UBAT1, ptes UBE2T az na substrat, FANCD2 resp. FANCI
za pomoci E3-ligasy FANCL. Vytvofeno v programu ChemDraw.

Za ptitomnosti FANCL pfijima UBE2T molekulu ubiquitinu od UBA1 za vzniku
thioesterové vazby mezi C-terminalni karboxylovou skupinou glycinu a thiolovou skupinou
cysteinu (C86). UBE2T podléha auto-monoubiquitinylaci na e-aminoskupiné lysinu,
konkrétné na K91 a dalSich lysinech na C-termindlnim konci. Role této auto-
monoubiquitinylace, konkrétné na K91, ktery je velmi blizko aktivnimu mistu C86, ziistava
nezndma. Nicmén¢ auto-monoubiquitinylovany UBE2T na K91 s deleci 18 aminokyselin na
C-konci (UBE2TAC) neni aktivnim donorem ubiquitinu. Po pfipravé enzymu UBE2T
s mutaci K91 na arginin (K91R) a nebo s deleci 18 aminokyselin na C-konci, bylo objeveno,
ze tento mutantni UBE2T, ktery neni schopny auto-monoubiquitinylace, je stale aktivni ve
smyslu monoubiquitinylace FANCD?2 jak in vivo tak in vitro za ptitomnosti FANCL [35,36].

UBE2T se vaze na RING-doménu FANCL, tato vazba vyvolava nékteré lokalni
zmény v oblasti helix 1 — smycky 2 proteinu UBE2T a rovnéz ve smyckach 7 a 8, které
lemuji aktivni misto. Aminokyselinové zbytky v téchto posunutych oblastech (R3, L7, D32,
D33, K91-K95 a D122) jsou pievazné vystaveny povrchu a do znacné miry konzervovany
mezi homology UBE2T. Pii deleci aminokyselin 92-95 dochazi k naruSeni
monoubiquitinylace FANCD2 a FANCI. Po analyze zmén v UBE2T ve vazaném
a nevazaném stavu bylo objeveno, ze E54 interaguje s R35 a R69 a jeho vazba se redukuje
po interakci s FANCL®™Y. Mutaci E54R bylo docileno toho, Ze doslo k otevieni brany
tvofené ES54 a monoubiquitinylacni reakce FANCD2 a FANCI probihala mnohem
efektivnéji [37]. Jak uz bylo feCeno, pfi interakci UBE2T s RING-doménou FANCL,

dochazi k posunu smyc¢ky 7 od aktivniho mista. Smycka 7 obsahuje aminokyseliny K91,

.....
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proliny mutovany na glycin a E54 na arginin (E54R), bylo zménou flexibility v téchto
oblastech docileno k zvySeni aktivity o 2 az 4 nasobek oproti hybridnimu UBE2T E54R.
Ptekvapivé, prostfednictvim této hyperaktivni varianty UBE2T doslo k monoubiquitinylaci
FANCD2 a FANCI bez ptfitomnosti DNA. Tato studie prokazala, ze UBE2T prochézi
velkymi strukturnimi zménami a mutaci nékterych aminokyselin 1ze zasadné¢ modifikovat

jeho aktivitu [37].

/P94

Obrazek 7: Struktu?a lid;l;ého ubiquitin-konjugujiciho enzymu UBE2T. VE struktufe jsou vyznacena
vazebna mista pro ubiquitin, aktivni misto C86 a auto-ubiquitinyla¢ni misto K91. V kruhovych
vytezech jsou vyznacené aminokyseliny (E54, P93, P94), jejichz mutaci byla zvySena aktivita
enzymu UBE2T [37]. UBE2T byl ptipraven s deleci 18 aminokyselin na C-konci [38]. Identifika¢ni

PDB kod:50jj.
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2.4.2.4 FANCL (,, Fanconi anemia complementation group L*)

FANCL (z angl. Fanconi anemia complementation group L), o velikosti 375
aminokyselin a 42,9 kDa (z organismu Homo sapiens), je specifickou E3-ligasou v opravné
draze FA. Spole¢né s dalS§imi proteiny je soucasti FA-nuklearniho komplexu, ktery
zprosttedkovava monoubiquitinylaci FANCD?2 za pfitomnosti UBE2T, DNA a ubiquitinu.
Ptesto pro dostate¢nou monoubiquitinylaci FANCD?2 in vitro sta¢i ptitomnost FANCL jako
E3-ligasy, FANCI, UBE2T a DNA, avSak FANCB a FAAPI00, jez jsou soucasti
nuklearniho komplexu (viz vys$e) a interaguji s FANCL jsou tfeba pro uplnou ubiquitin-
ligasovou aktivitu in vivo [36,39,40].

Krystalova struktura enzymu FANCL (Obrazek 8, str. 19) z organismu Drosophila
melanogaster odhalila 3 rizné domény, N-terminalni doménu ELF (z angl. E2-like fold).
centrdlni doménu DRWD (z angl. double RWD-like fold) a doménu RING (z angl. really
interesting new gene) [41]. Kazd4 z domén ma ve FANCL odlisnou funkei. Doména RING
(301-381 aminokyselin) slouzi k vazbé UBE2T. Doména DRWD (105-294 aminokyselin)
obsahuje vazebné misto pro substrat, tedy FANCD2 a FANCI, pfi¢emz doména ELF
(1-104 aminokyselin) je nezbytnd z hlediska nekovalentni interakce mezi ubiquitinem
a FANCL. Tato interakce nicméné neni potfebna pro rozpoznani nuklearniho komplexu ani
nezvySuje interakci mezi FANCL a UBE2T a neni dilezitd pro monoubiquitinylaci
FANCD? in vitro, ale je potieba pro u€innou monoubiquitinylaci FANCD?2 in vivo [40—42].
RING doména ve své struktute obsahuje tzv. motiv ,,zinkového prstu® s dvéma ionty zinku
vazanymi v (Cys)s, His a (Cys); uspofaddani. Toto uspotadani se nelisi ani ve struktute lidské
domény RING, nicméné se odliSuje od obvyklého uspofddani (Cys);, His, (Cys)a.
Doména RING obsahuje hydrofobni oblast zahrnujici 1le313, Leu343, Pro365, Phe366
a konzervovany Trp346. Tato hydrofobni oblast je exkluzivné urc¢ena pro vazbu UBE2T,
coz naznacuje 1 mira konzervovanosti této oblasti pies vSechny FANCL homology. Ac¢koliv
lidsky genom koduje pfiblizné 40 rtznych ubiquitin-konjugujicich enzymt E2, bylo
prokdzéno, ze FANCL si pifednostné pro vazbu a kooperaci v pifenosu ubiquitinu

vybira UBE2T [41,43].

18



Obrazek 8: Krystalova struktura E3-ligasy FANCL z organismu Drosophila melanogaster. Modie
oznacena doména ELF, oranzové doména DRWD a zluté doména RING s motivem zinkového prstu

s vazanymi ionty Zn”". Identifika¢ni PDB kod: 3k11.

2.4.2.5 FANCD?2 (,, Fanconi anemia complementation group D2*)

FANCD?2 (z angl. Fanconi anemia complementation group D2) je protein kédovany
genem FANCD?2 [44]. FANCD?2 je monoubiquitinylovan v S-fazi bunécného cyklu nebo
v reakci na poSkozeni DNA zesit'ujicimi €inidly a je koncentrovan ve formé nuklearnich
ohnisek [45]. Monoubiquitinylace FANCD2 vyZzaduje ptfitomnost proteinu FANCI a je
stimulovana molekulou DNA jako vazebného substratu [39]. Aby mohlo dojit k efektivni
monoubiquitinylaci FANCD2 in vivo, dochazi pisobenim kinasy ATR (z angl. ataxia
telangiectasia mutated and Rad3-related) k fosforylaci FANCD2 na n¢kolika pozicich.
Kinasa ATR se obecné¢ chova jako proteinova kinasa, ktera fosforylaci proteinti koordinuje
procesy opravy DNA a procesy zahrnuté v kontrolnich bodech bunécného cyklu [46,47].

Dtive se uvadélo, ze normdlni lymfoblasty exprimuji dvé isoformy proteinu
FANCD?2, kratkou formu (FANCD2-S, 155 kDa) a dlouhou formu (FANCD2-L, 162 kDa).
Isoforma 155 kDa (FANCD2-S) je primarnim translaénim produktem klonované cDNA

FANCD?2. Bylo prokazano, Ze nuklearni komplex FA reguluje pifimo nebo nepiimo expresi
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obou isoforem, pfiCemz pusobenim zesitujicich c¢inidel dochazi k zvySené expresi
FANCD?2-L. Jak se prokazalo, isoforma FANCD2-L je monoubiquitinovana na lysinu 561,

ktery je konzervovan napfic organismy [45,48].

2.4.2.6 FANCI (,,Fanconi anemia complementation group 1)

FANCI (z angl. Fanconi anemia complementation group I) je druhym substratem
FA-nuklearniho komplexu a sdili sekvencni homologii s FANCD2, ktera se pravdépodobné
vyviji ze spole¢ného rodového genu. Spole¢né s FANCD?2 tvoii komplex (Obrazek 9), ktery
se vaze na chromatin jako odpovéd’ na poskozeni DNA. Podobn¢ jako FANCD?2 je i FANCI
monoubiquitinylovan na lysinu 523 a tato ubiquitinylace je simultanné dualezita pro udrzeni
ubiquitinu vazaného na FANCD2, coZz nasvédcuje existenci dudlniho blokovaciho
mechanismu, ktery je nepostradatelny pro funkci komplexu FANCD2-FANCI. FANCI
o velikosti 150 kDa a 1328 aminokyselin je taktéz jako FANCD?2 fosforylovan ATR-kinasou
na n¢kolika mistech [49,50].

Obrazek 9: Krystalova struktura komplexu FANCD2 (fialove) a FANCI (rizove€) s vyznacenymi
vazebnymi misty pro ubiquitin (modfe). Identifikacni PDB kod: 3s4w.
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3 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit a charakterizovat komponenty
na strukturni studie mechanisml ubiquitinylace FANCD2. Prvnim cilem byla ptiprava
stabilniho proteinového komplexu Ub-UBE2T, ovéfeni jeho aktivity a charakterizace jeho
interakei s aktivni formou FANCL za ucelem pozd¢jsi strukturni analyzy. Z tohoto diivodu
bylo tfeba ptipravit i zkracené varianty FANCL a ovéfit jejich aktivitu. Soucasti této prace
je1ptiprava mutantnich variant UBE2T, které by byly uzite€né v rdmci komplexni interakéni

analyzy s jeho vazebnymi partnery.

Dosazeni tohoto cile zahrnovalo dil¢i kroky:

e pfiprava a izolace proteinového komplexu Ub-UBE2T

e piiprava expresniho vektoru pro bakterialni expresi zkracenych variant FANCL

e bakterialni exprese a izolace zkracenych variant FANCL

e ovéfeni aktivity proteinového komplexu a charakterizace interakce Ub-UBE2T s aktivni
zkracenou variantou FANCL

e piiprava expresnich vektorli mutantnich variant UBE2T

e Dbakterialni exprese a izolace mutantnich variant UBE2T

e ovéfeni aktivity mutantdi UBE2T
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4 Material
4.1 Pouzité ptistroje

Analytické vahy

Aparatura a zdroj pro horizontalni

elektroforesu
Aparatura pro vertikalni
elektroforesu

Blokova lazen

Centrifugy

FPLC-systém

Inkubator

Kolona pro afinitni
chromatografii

Kolona pro iontovou
chromatografii

Kolona pro odsoleni proteinti
Kolony pro gelovou

chromatografii

Koncentratory

Magneticka michacka

Adventurer Pro, Ohaus

EV 231, Consort

Mini-PROTEIN Tetra Systém, Bio-Rad

SBH 130D, Stuart

Centrifuge 5415 R, rotor F54-24-11, Eppendorf
Centrifuge 5418, rotor FA-45-18-1, Eppendorf
Allegra X-15 R Centrifuge, Beckman Coulter
Avanti J-265 XPI, rotor JLA-9.1000, Beckman
Coulter

Avanti J301I, rotor JA 30.50, Beckman Coulter
AKTA purifier 10, GE Healthcare Life Sciences

Innova 44, Incubator Shaker Series, New
Brunswick Scientific

IPP 400, Memmert

Incubating Mini Shaker, VWR

HisT rapTM HP I ml, GE Healthcare Life
Sciences

Q HP 5 ml, GE Healthcare Life Sciences

Desalting 26/10, GE Healthcare Life Sciences
Superdex 75 16/600 GL, Superdex 200 16,600
GL, Superdex 75 10/300 GL, GE Healthcare Life
Sciences

Amicon® Ultra 30K, Amicon® Ultra 3K,
Millipore Ireland Ltd.
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Mikrospektrofotometr
pH metr

Predvazky

Rotator

Sonikator

Termocykler

UV-fotoaparat
Vodni lazen
Vortex

Zdroj pro vertikalni elektroforesu

4.2 Pouzité chemikalie

Agarosa

Akrylamid, bisakrylamid
Ampicilin

ATP

Coomassie Brilliant Blue G 250
EDTA (ethylendiamin tetraoctova
kyseliny)

Ethidium bromid

Gibson mix

HCI

IGEPAL CA-630 (NP-40)
Ni-NTA agarosa

Peroxodisiran amonny

SDS

Standard pro elektroforesu DNA

Spectophotometer ND-1000, Nanodrop

HI 3200 pH/ORP Meter, HANNA instrument
EMB 500-1 Kern

TubeRoller, Benchmark

Bandelin Sonopro

Professional TRIO Thermocycler, Biometra
Product Line

QUANTUM ST4-1100, Vilbert Lourmat

JB Aqua 2 Plus, Grant

Gene 2, Scientific Industries

PowerPac Basc, Bio-Rad

Agarosa SERVA pro DNA elektroforézu, SERVA

Rotiphorese gel 30 (37,5:1), Carl Roth
Carl Roth

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

New England BioLabs
PENTA
Sigma-Aldrich
Protino

Carl Roth

Carl Roth

Gene Ruler™ 1kb Plus DNA Ladder, Thermo
Scientific
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Standard pro elektroforesu proteini

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

10-250 kDa, Thermo Scientific

TCEP Thermo Scientific
TEMED Carl Roth
Tris-HCl Carl Roth

[-merkaptoethanol

4.2.1 Roztoky, pufry a média

Tabulka 1: Pufry pro afinitni chromatografii

Sigma-Aldrich

Eluéni pufr pro Ub-UBE2TAC

20 mM Tris pH 8,0; 0,25 M NacCl;
0,3 M imidazol pH 8,0;
2 mM B-merkaptoethanol; 10% (v/v) glycerol

Elu¢ni pufr pro UBE2TAC

20 mM Tris pH 8,0; 0,35 M NacCl;
10 mM glutathion; 2 mM B-merkaptoethanol;
10 % (v/v) glycerol

Elu¢ni pufr pro varianty FANCL

0,1 M Tris pH 8,0; 0,5 M NaCl;
0,3 M imidazol pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol,
0,5 mM TCEP

Promyvaci pufr pro Ub-UBE2TAC

20 mM Tris pH 8,0; 0,25 M NacCl;
2 mM B-merkaptoethanol

Promyvaci pufr pro UBE2TAC

20 mM Tris pH 8,0; 0,35 M NacCl;
2 mM B-merkaptoethanol;
10 % (v/v) glycerol

Promyvaci pufr pro varianty FANCL

0,1 M Tris pH 8,0; 0,5 M NaCl;
20 mM imidazol pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol,
0,5 mM TCEP

Tabulka 2: Pufry pro gelovou chromatografii

Ub-UBE2TAC 10 mM Tris pH 8,0; 100 mM NaCl
20 mM Tris pH 8,0; 0,35 M NacCl;
UBE2TAC 2 mM B-merkaptoethanol;

10 % (v/v) glycerol

Zkracené varianty FANCL

0,1 M Tris pH 8,0; 0,5 M NaCl;
10 % (v/v) glycerol, 0,5 mM TCEP

Tabulka 3: Pufry pro ionexovou chromatografii

Pufr pro ionexovou chromatografii
FANCL - elu¢ni

20 mM Tris pH 8,0; 1 M NaCl;
10 % (v/v) glycerol; 1 mM TCEP

Pufr pro ionexovou chromatografii
FANCL — promyvaci

20 mM Tris pH 8,0; 50 mM NaCl;
10 % (v/v) glycerol; 1 mM TCEP
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Tabulka 4: Reakéni pufry a pufry pro ,,pull-down* analyzu

Pufr pro ,,pull-down* analyzu — elu¢ni

20 mM Tris pH 8,0; 50 mM NaCl;
0,3 M imidazol pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol;
1 mM TCEP

Pufr pro ,,pull-down* analyzu —
promyvaci

20 mM Tris pH 8,0; 50 mM NaCl;
10 mM imidazol pH 8,0; 10 % (v/v) glycerol;
1 mM TCEP

Reakéni pufr pro monoubiquitinylaci
FANCD2/FANCI

20 mM Tris pH 8,0; 20 mM NaCl;
10 % (v/v) glycerol; 1 mM TCEP

Reakéni pufr pro produkei Ub-
UBE2TAC

20 mM Tris pH 8,0; 150 mM NacCl;
1 mM TCEP; 10 % (v/v) glycerol

Tabulka 5: Ostatni pufry, roztoky a média

CBB barvici roztok 3 mM Coomassie Brilliant Blue R250,
1,5 M CH;COOH

LB agar podle Lennoxe P-Lab

LB médium podle Lennoxe P-Lab

Ligac¢ni pufr

10x T4 DNA Ligase buffer, Thermo
Scientific

Nanaseci pufr pro elektroforesu DNA

6x DNA Loading Dye, Thermo Scientific

Pufr pro SDS elektroforesu (Tris-
glycinovy pufr)

25 mM Tris NaCl, 0,25 M glycin
0,1 % (w/w) SDS, pH 8,8

Sada pro purifikaci DNA QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen

TAE pufr 40 mM Tris, 20 mM CH3COOH, 1 mM
EDTA, pH 8,0

Vzorkovy pufr 5x 60 mM Tris pH 6,8, 25 % (v/v) glycerol,
2,9 % (w/w) SDS, 0,1 % (v/v) bromfenolova
modf, 714 mM B-merkaptoethanol

ZY médium 1 % (w/v) tryptom, 0,5 % (w/v) kvasnicni

extrakt, 2,8 mM glukosa, 6 mM laktosa,
0,5 % (v/v) glycerol, 1 mM MgCl,,

25 mM (NH4)st4, 50 mM KH2P04,
50 mM Na,HPO,
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4.2.2 Enzymy

Gibson mix

New England BioLabs

proteasa 3C PreScission

piipravena v laboratofi

proteasa TEV

piipravena v laboratofi

proteasa SUMO

piipravena v laboratofi

Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mix

New England BioLabs

T4 DNA ligasa

Thermo Scientific

4.2.3 Slozeni gelii pro SDS-PAGE

Zaostfovaci

125 mM Tris-HCI pH 6,8

4 % (v/v) Akrylamid/Bisakrylamid
(37,5:1)

0,1 % (w/v) SDS

0,005 % (v/v) TEMED

0,05 % (w/v) (NH4)2S,05

Separacni

375 mM Tris-HCI pH 8,8

15 % (w/v) Akrylamid/ Bisakrylamid
(37,5:1)

0,1 % (w/v) SDS

0,001 % (v/v) TEMED

0,05 % (w/v) (NH4)2S,05
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4.2.4 Pouzité sekvence primeri pro pripravu konstrukti

Primer dle sméru

Sekvence (5°-3")

replikace

FANCL DRWD CTCACCGCGAACAGATTGGTGGATCCTTCTGCAAAGA
,,forwardni“ CCTTCTTACTG

FANCL DRWD GTAGGCCTTTGAATTCCGGATCAAACATCTTTCAAATT
,,reversni® TTGTAACAGAC

FANCL RING CTCACCGCGAACAGATTGGTGGATCCTTAGAA
,forwardni‘ ATTGATTTCCCAGCTCGTAG

FANCL RING GTAGGCCTTTGAATTCCGGATCAAGGTTTTCT
,,reversni® CCCAGACATTTTCAAGG

pSUMO TCCGGAATTCAAAGGCCTAC

,,forwardni“

pSUMO ,;reversni® = TCCACCAATCTGTTCGCG

UBE2TAC E54R GTTATCATTCCTGAGAGGTACCC

,,forwardni‘

UBE2TAC E54R TCGTAGCTTAAAAACACCTTTCTCATAAG
,,reversni®

UBE2TAC K91A GCTTTGCCACCAAAAGGTGCTTGG

,,forwardni‘

UBE2TAC K91A GAGAACATCCAGACAAATCCTTCCAGC

,,reversni‘

UBE2TAC AAATTGGGAGGAAAAGGTGCTTGGAGACCATCC
K91RP93GP94G

,,forwardni‘
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5 Metody

5.1 Piiprava vektorii pro bakterialni expresi

5.1.1 Priprava konstruktu DNA

Expresni konstrukt pro ubiquitin a UBE2TAC byl jiZ v nasi laboratofi pfipraven.
DNA vektoru pSUMO (viz Pftilohy, str. 65) a zkracenych variant E3-ligasy FANCL
(FANCLP*WYP FANCLR™Y FANCLPRWPRING) byla ziskana pomoci metody polymerazové

fetézové reakce (PCR). PCR reakéni smés byla pfipravena dle Tabulky 6. Casové a teplotni

podminky jednotlivych krokti PCR jsou uvedeny v Tabulce 7 resp. Tabulce 8 na nasledujici

strance.

Tabulka 6: Slozky reakéni smési pro PCR

Reagencie Mnozstvi
Templatova DNA I ng
10 uM ,.forwardni* primer Il
10 uM ,,;reversni“ primer Il
QS5 Hot Start High-Fidelity Master Mix 10 pl
MilliQ H,O 8 ul

Tabulka 7: Casové a teplotni podminky PCR pro piipravu zkracenych variant FANCL

Pocet cykla Teplota / °C Cas
1 98 30s
98 15s
32 60 15s
72 40s
1 70 2 min
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Tabulka 8: Reak¢ni podminky PCR pro ptipravu vektoru pSUMO

Pocet cykla Teplota / °C Cas
1 98 30s
98 15s
32 55 15s
72 3 min
1 70 2 min

5.1.2 Cilena mutagenese konstruktu UBE2TAC

Mutace K91A, K91R P93G P94G a E54R byly do konstruktu UBE2TAC vneseny
pomoci metody PCR za uziti primert uvedenych v kap. 4.2.4, str. 27. Reak¢ni smés byla
pfipravena dle Tabulky 9. Reakéni podminky PCR jsou uvedeny v Tabulce 10 na nasledujici
strance. Jako templatova DNA pro mutaci E54R byla pouzita DNA s mutaci K91R P93G
P94G. ,,Forwardni* primer nesl triplet pro danou mutaci a ,,reversni* obsahoval na svém
5" konci fosfat pro zacykleni linearizovaného plasmidu. VSechny formy UBE2TAC byly
v pGEX vektoru (viz Ptilohy, str. 65) nesouci fizni gen pro glutathion-S-transferasovu
(GST) za ticelem afinitni chromatografie a sekvenci pro -laktamasu, jez zajist'uje resistenci

na ampicilin.

Tabulka 9: Slozeni reakéni smési pro cilenou mutagenesi

Reagencie Mnozstvi
Templatova DNA I ng
10 uM ,,forwardni* primer Il
10 uM ,,;reversni“ primer Il
Q5 High-Fidelity Master Mix 10 pl
MilliQ H,O 8 ul
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Tabulka 10: Reakéni podminky PCR

Pocet cykla Teplota / °C Cas
1 98 30s
98 15s
32 63* 15s
72 3 min
1 70 2 min

Poznamka: * Nasedaci teplota primert pii ptipravé mutantu ES4R,K91R,P93G,P94G byla 59 °C.

5.1.3 Horizontalni agarosova elektroforesa

Produkty PCR byly analyzovany pomoci horizontalni agarosové eletroforesy. Na
1% agarosovy gel obsahujici 0,02% ethidium bromid byly naneseny vzdy 2 pl vzorku
smichaného s 6x koncentrovanym vzorkovym pufrem (6x Loading Dye). Pro standardizaci
produkti PCR byly na gel naneseny rovnéZ 2 pl standardu GeneRuler. Elektroforesa
probéhla v pufru TAE 12 minut pfi napéti 300 V. Elektroforeticky separovana DNA byla
vizualizovana prostifednictvim UV-fotoaparatu QUANTUM ST4-1100.

5.1.4 Izolace produktu PCR

Produkt PCR byl fedén trojndsobnym mnoZstvim pufru PB a purifikovan adsorpci na
silikagelovou mikrokolonku dle pokynt pro pouziti komeréni soupravy QIAquick PCR
Purification Kit [51]. Nasledné byly odstranény nelistoty promytim pufrem PE a DNA
eluovdna pufrem TE (zminéné pufry jsou soucdsti komercni soupravy QIAquick PCR

Purification Kit).

5.1.5 Gibsonovo klonovani

Genova DNA byla vlozena do vektoru pSUMO pomoci tzv. Gibsonova klonovani
(z angl. Gibson Assembly) [52]. Reak¢ni smés byla ptipravena dle Tabulky 11 na nasledujici
stran¢. Genova DNA a vektor byly ligovany za casovych a teplotnich podminek uvedenych

v Tabulce 12 na nasledujici stran¢.
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Tabulka 11: Slozeni liga¢ni smési

Reagencie V/ul
Gibson mix 7
Vektor 1,25
Genova DNA 1,25

Tabulka 12: Casové a teplotni podminky ligace

Teplota /°C Cas /min
50 15
55 15
60 15

5.1.6 Ligace mutantnich variant UBE2TAC

Ziskané produkty PCR z kap.5.1.2 str. 29 byly pomoci liga¢ni reakce ,,zacykleny*.

Liga¢ni smés byla pfipravena dle Tabulky 13 a inkubovéna 1 hodinu za laboratorni teploty.

Tabulka 13: Slozeni liga¢ni smési

Reagencie V/ul
Produkt PCR 3
Ligacni pufr (10x) 1
T4 DNA ligasa 1
MilliQ H,O 5

5.1.7 Transformace kompetentnich bakterii E. coli DHS5a

Na ledu byl smisen 1 ul ligacni smési s 20 pl bunécné suspenze kompetentnich
bakterii £. coli DHS5a a vSe bylo inkubovano na ledu po dobu 10 minut. Nasledné byly bunky
vystaveny teplotnimu Soku 42 °C 45 sekund. Po 2-minutové inkubaci bylo pfidano 200 pl
LB média a buniky byly kultivovany 1 hodinu pii 37 °C. Za aseptickych podminek byla
bakteridlni suspenze nésledné¢ nanesena na Petrtho misku s LB agarem obsahujicim

100 pg/ml ampicilinu a inkubovan ptiblizné 12 hodin pii 37 °C.
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5.1.8 Minipreparace plasmidové DNA

Kolonie, jez vyrostly na povrchu agarové plotny, byly jednotlivé preneseny do 2 ml
LB média s koncentraci ampicilinu 100 pg/ml. Bakteridlni kultura byla inkubovana za
stalého michani ptfiblizn€ 12 hodin pii 37 °C a nésledné odstfedéna 10 minut pfi 4000 g
(Allegra X-15 R). DNA byla separovana na zaklad¢ alkalické lyzy bun€k a adsorpce DNA
na silikagelovou mikrokolonku s naslednym promytim a eluci DNA. Izolace prob¢hla dle

pokynii vyrobce pouzité komercni soupravy QIAprep SpinMiniprep Kit [51].

5.1.9 Sekvenovani plasmidové DNA

K ovéfeni, zda-li je dany klon tzv. specificky, tedy nese genovou DNA, byla vyuZita
Sangerova metoda sekvenovani firmou GATC Biotech. Reakéni smés byla pfipravena

dle Tabulky 14.

Tabulka 14: Slozeni sekvenaéni smési

Reagencie Mnozstvi
Plasmidova DNA 500 ng
10 uM primer S5ul

5.2 Bakterialni exprese

5.2.1 Exprese rekombinantniho proteinu v bunikkach

Pro bakterialni expresi zkracenych variant FANCL byly chemicky kompetentni
buiky bakterialniho kmene E. coli BL21 (DE3) STAR [pro expresi UBE2T a UBE2TAC
byl pouzit bakteridlni kmen E. coli BL21 (DE3) NiCo] transformovany analogickym
zpusobem jako v kapitole 5.1.7. Po provedeni teplotniho Soku a 1-hodinové inkubaci
v 200 pl LB média byly buiiky pfeneseny na Petriho misku s pfislusSnym antibiotikem a po
dobu piiblizné¢ 12 hodin inkubovany pii 37 °C. Buiiky z jedné kolonie byly pieneseny do
2 ml LB média s ampicilinem o findlni koncentraci 100 pg/ml (pro zkracené varianty
FANCL, UBE2T a UBE2TAC) a inkubovany pfiblizn¢ 12 hodin v tiepacce za stalého
michani (220 RPM) pfiblizné 12 hodin. Takto pfipravenym bakteridlni inokulem byl
zaockovan 1 1 ZY-autoinduk¢éniho média s ampicilinem o kone¢né koncentraci 100 pg/ml.

Kultivace probihala pti 37 °C za stalého michani (220 RPM). Pti absorbanci ptiblizné 0,6
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byla teplota snizena na 18 °C a bakterie byly inkubovany dalSich 12 hodin. Pfi snizeni teploty
bylo k bakteriim exprimujicim zkracené varianty FANCL s ptitomnou RING doménou

pfidan 1 ml 50 mM roztoku ZnSOs,.
5.2.2 Izolace a purifikace proteinu

5.2.2.1 Zpracovani bakteridlni kultury

Bakterialni kultura, jejiz pfiprava probihala dle piedchoziho odstavce byla
odstfedéna v litrovych kyvetach 6 minut pii 5000 g a 4 °C v centrifuze Beckman Coulter
Avanti J-26S XPI. Supernatant byl slit a peleta zmrazena na -80 °C nebo resuspendovana ve
vychlazeném promyvacim pufru (sloZeni pufru viz kap. 4.2.1, str. 24) a homogenizovana na
ledu homogenizatorem podle Dounceho. Bakterie byly lyzovadny pomoci sonikdtoru
Bandelin sonopro 3 x 20 s na ledu. Ziskany lyzat byl centrifugovan 25 min pii 30 000 g
a 4 °C v centrifuze Beckman Coulter Avanti J-301 .

5.2.2.2 Afinitni chelataéni chromatografie pomocit histidinové kotvy

Zkracené varianty FANCL byly izolovany s vyuzitim histidinové kotvy. Pro jejich
purifikaci byla vyuzita Ni-NTA agarosa. K supernatantu, ktery byl ziskan postupem
uvedenym v kap 5.2.2.1, byly pfidany 3 ml vodou promyté a promyvacim pufrem
ekvilibrované Ni-NTA agarosy (slozeni pufru kap. 4.2.1, str. 24). Agarosa byla inkubovana
po dobu 45 minut pfi teploté 4 °C za stalého michani na rotadtoru TubeRoller. Po inkubaci
byla suspenze odstfedéna centrifugaci 2 minuty pii 500 g a 4 °C (centrifuga Beckman
Coulter Allegra X-15R). Supernatant byl slit a agarosa resuspendovana v asi 50 ml
promyvaciho pufru a suspenze znovu odstiedéna. Tento proces byl opakovan ttikrat,
v poslednim kroku byla agarosa nanesena na 15ml kolonu a protein byl eluovan 5 ml

elu¢niho pufru (slozeni pufru viz kap. 4.2.1, str. 24).

5.2.2.3 Afinitni chromatografie pomoci glutathion-S-transferasy

UBE2T a UBE2TAC byly exprimovany jako fuzni proteiny znacené glutathion-S-
trasferasou (GST). Purifikace postupovala analogicky jako ve vySe uvedené kapitole,
nicméné misto Ni-NTA agarosy byla pouzita glutathion-agarosa. Eluce probihala za pouziti
glutathionu jako elu¢niho ¢inidla (slozeni elu¢niho a promyvaciho pufru viz kap. 4.2.1,

str. 24).
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5.2.2.4 Stépeni GST-znacky 3C PreScission proteasou

Pro odstranéni GST-znacky bylo k izolovanému proteinu pfidano 300 ul 3C-proteasy
o koncentraci 20 mg/ml. Stépeni GST-znagky probihalo pii 4 °C pfiblizné 24 hodin. Pribéh
Stépeni byl sledovan prostfednictvim diskontinudlni elektroforesy v denaturaénim prostiedi

viz kap. 5.2.2.6.

5.2.2.5 Reversni afinitni chromatografie pro odstranéni GST-znacky

Pro wplné odstranéni GST-znacky ze vzorku, byl proteinovy vzorek odstiedén
centrifugaci 5 minut pii 5000 g na centrifuze Beckman Coulter Allegra X-15R a nanesen na
ekvilibrovanou kolonu GSTrap 1 ml. Po navazani vzorku na kolonu byl aplikovan gradient
pufru, ktery dosahl 100 % po 15 minutach. Chromatograficky proces byl provadén na
purifikaénim systému AKTA purifier 10. Eluované frakce byly automaticky sbirany
sbéraCem frakci po 1,5 ml. Vyvoj chromatografie byl pozorovan prosttednictvim
spektrofotometrického profilu méfeného pii 254 a 280 nm. Frakce odpovidajici pfitomnosti

proteinu byly podrobeny elektroforetické analyze.

5.2.2.6 Diskontinualni elektroforesa v denaturacnim prostiedi dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE)

Pro analyzu proteinovych vzorki byla aplikovana metoda SDS-PAGE, coz je metoda
vyuzivéana k separaci proteini v polyakrylamidovém gelu na zaklad¢ jejich velikosti. Vzorky
pro elektroforetickou analyzu byly smichdny s 5x koncentrovanym vzorkovym pufrem
(sloZeni viz kap. 4.2.1 str. 24). Vzorky spoleéné s 2,5 pl standardu (PageRuler) byly
naneseny na polyakrylamidovy gel ptipraveny z 4% zaostfovaciho a 15% separaéniho gelu
(slozeni viz kap. 4.2.1, str. 24). Elektroforesa probihala v elektroforetickém pufru (slozeni
viz kap. 4.2.1, str. 24) ptiblizné 50 minut pfi stdlém napéti 220 V ve vertikalnim uspotadani.
Pro detekci separovanych proteinti byl polyakrylamidovy gel obarven v roztoku Comassie

Brilliant Blue (sloZeni viz kap. 4.2.1, str. 24) a nasledné odbarven v destilované vodé.

5.2.2.7 Koncentrovani proteinu

V zévislosti na relativni molekulové hmotnosti purifikovanych proteint byl protein
koncentrovan na pozadovany objem centrifugaci v koncentratoru AmiconUltra 30K resp.

3K na centrifuze Beckman Coulter Allegra X-15R pii 3500 g.
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5.2.2.8 Chromatografie zkracenych variant FANCL na iontoménicich

Vzorek proteinu byl odstiedén centrifugaci 5 minut pti 5000 g na centrifuze Beckman
Coulter Allegra X-15R. Vzorek byl nasledné nanesen na ekvilibrovanou kolonu Q HP 5 ml
(aniontovy iontoméni€). Slozeni pufri je uvedeno v kap 4.2.1, str. 24. Pokud se vzorek
proteinu nachazel v roztoku s vysokou koncentraci NaCl, byl pfed ionexovou chromatografii
odsolen pomoci odsolovaci kolony (kolona Desalting 26/10). Po navazani proteinu na
kolonu byl vzorek eluovan gradientem elu¢niho pufru, ktery dosahl 100 % za 120 minut.
Elu¢ni objem byl sbiran po 1ml frakcich automatickym sbéracem frakci. Vybrané frakce

vykazujici absorbanci byly analyzovany separaci na 15% polyakrylamidovém gelu.
g

5.2.2.9 Gelova permeacni chromatografie proteinii

Vzorek proteinu byl odstiedén centrifugaci 5 minut pii 5000 g na centrifuze Beckman
Coulter Allegra X-15R. Vzorek byl nasledné nanesen na ekvilibrovanou kolonu Superdex
75 16/600 GL nebo Superdex 200 16/600 GL. Chromatograficky proces byl provadén na
purifikaénim systému AKTA purifier 10. Eluované frakce byly automaticky sbirdny
sbératem frakci po 1,5 ml. Vyvoj chromatografie byl pozorovan prostiednictvim
spektrofotometrického profilu méteného pii 254 a 280 nm. Frakce odpovidajici pfitomnosti

proteinu byly podrobeny elektroforetické analyze.

5.2.2.10 Stépeni fiizniho proteinu HisSUMO SUMO-proteasou

Pro ovéfenti, zda-li byl ziskan FANCLP*WPRING by1o 20 ul vzorku ziskaného gelovou
permeacni chromatografii St€peno 1 ul SUMO-proteasy o koncentraci 3 mg/ml. Smés byla
fedéna vodou do objemu 40 pul a ponechéna 3 hodiny pii laboratorni teploté. Priabéh Sté€peni

byl elektroforeticky analyzovan.

5.3 Produkce komplexu Ub-UBE2TAC

Pro pfipravu komplexu a stanoveni optimalnich reakénich podminek Ub-UBE2TAC
byla méfena absorbance vSech proteinovych komponent reakéni smési (viz Tabulka 15 na
nasledujici stran€) a pouzitim Lambert-Beerova zdkona zjiSt€éna koncentrace proteind.
Roztoky proteint byly nasledné smichany a pfidanim reakcniho pufru (sloZeni viz kap. 4.2.1,
str. 24) fedény na pozadovanou koncentraci. Po vytemperovani na laboratorni teplotu byl
piidan roztok ATP na kone¢nou koncentraci 0,5 mM. Pribéh reakce byl elektroforeticky

analyzovan.
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Tabulka 15: Slozky reakéni smeési pro tvorbu komplexu Ub-UBE2TAC

Reagencie Finalni koncentrace
UBAI 0,1 uM
UBE2TAC 8 uM
His-Ub 20 uM
MgCl, 3 mM

ATP 0,5 mM

UBAI1 a His-Ub byl pfipraven skolitelem.
5.3.1 Izolace komplexu Ub-UBE2TAC

5.3.1.1 Afinitni chelatacni chromatografie komplexu Ub-UBE2TAC

Po 6 hodinach mohla byt reakce, z kap 5.3. na pfedchozi stran¢, zastavena piidanim
roztoku EDTA na konecnou 5 mM koncentraci. Nicmén¢ tento zplisob terminace by do
izola¢niho procesu zanesl dalsi purifikaéni krok ve formé odstranéni chelata¢niho ¢inidla
odsolenim reak¢ni smési, proto byla reakce zastavena Sokovym zmrazenim na -80 °C nebo
byla odstfedéna centrifugaci pti 5000 g po dobu 5 minut (centrifuga Beckman Coulter
Allegra X-15R) a nejlépe ihned nanesena na ekvilibrovanou kolonu (HisTrap 1 ml) na
purifikaénim systému AKTA purifier 10 (slozeni ekvilibraéniho pufru viz kap. 4.2.1,
str. 24). Po navazani smeési na kolonu byl pro eluci komplexu aplikovan 100% gradient pufru
s 300 mM imidazolem (sloZeni kap. 4.2.1, str. 24), ktery svého vrcholu dosahl po
40 minutach. Elu¢ni objem byl sbirdn po 1,5ml frakcich automatickym sbéracem frakci.
Vybrané  frakce  vykazujici  absorbanci  byly  analyzovany  separaci  na

15% polyakrylamidovém gelu.

5.3.1.2 Stépeni histidinové kotvy TEV-proteasou

Vybrané frakce obsahujici komplex Ub-UBE2TAC byly spojeny a histidinova kotva
piitomna na N-konci ubiquitinu byla $tépena piidanim 200 ul TEV-proteasy o koncentraci
4 mg/ml. Enzymatické digesce probihala pii 4 °C ptiblizné 38 hodin. Pribéh Stépeni byl
sledovan prostfednictvim elektroforetické analyzy na polyakrylamidovém gelu

(viz kap.5.2.2.6, str. 34).
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5.3.1.3 Reversni afinitni chelatacni chromatografie komplexu Ub-UBE2TAC

Po Stépeni histidinové kotvy byl roztok proteinového komplexu odstiedén
centrifugaci 5 minut pfi 5000 g na centrifuze Beckman Coulter Allegra X-15R. Proteinovy
komplex byl nasledné nanesen na ,tandemové®“ uspofdddni promyvacim pufrem
ekvilibrované odsolovaci kolony (Desalting 26/10) a kolony HisTrap 1 ml (slozeni
promyvaciho pufru viz kap. 4.2.1, str. 24). Po pritoku 31 ml pufru byla odpojena odsolovaci
kolona a na kolonu HisTrap 1 ml byl aplikovan 100% gradient pufru s 300 mM imidazolem,
ktery dosahl vrcholu po 40 minutach a byly sbirany eluované frakce. Pribéh chromatografie
byl sledovan méfenim absorbance pii 254 a 280 nm. Frakce vykazujici absorbanci na

spektrofotometrickém profilu byly analyzovany prostfednictvim elektroforesy.

5.3.1.4 Gelova permeacni chromatografie komplexu Ub-UBE2TAC

Finalnim purifikaénim krokem byla gelova permeacni chromatografie. Proteinovy
komplex byl koncentrovan v koncentratoru AmiconUltra 3K na objem 1 ml (dle 5.2.2.7, str.
34), nasledné¢ byl proteinovym komplex analogickym postupem jako v kap. 5.2.2.9 na str.
35 nanesen na ekvilibrovanou kolonu Superdex 75 Increase 10/300 GL (slozeni
ekvilibraéniho pufru kap. 4.2.1, str. 24) a piecCiStén. Ziskany proteinovy komplex byl

koncentrovéan a uchovavan pii -80 °C.

5.4 Interak¢ni analyza FANCL

Pro studium protein-proteinovych interakci in vitro byla zvolena ,,Pull-Down*
analyza. 20 pl ekvilibrované Ni-NTA agarosy bylo smichano v promyvacim pufru (slozeni
viz kap. 4.2.1, str. 24) se zkracenou variantou FANCL do findlni 5 pM koncentrace
a s UBE2TAC resp. proteinovym komplexem Ub-UBE2TAC na finalni 5 uM koncentraci.
Po 60 minutach inkubace pfi teploté 4 °C byla suspenze odstfedéna centrifugaci pti 15000 g
na centrifuze Eppendorf Centrifuge 5415 R. Supernatant byl dekantovan a agarosa
resuspendovana v promyvacim pufru. Tento postup byl opakovan tiikrat. Poté byl pelet
resuspendovan ve 40 pl elucniho pufru (slozeni kap. 4.2.1, str. 24) a po centrifugaci byla

eluovana frakce analyzovana pomoci SDS-PAGE.
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5.5 Monoubiquitinyla¢ni reakce FANCD2 a FANCI

Pro zjisténi koncentrace sloZek reakéni smési byla méfena absorbance vSech slozek
a pomoci Lambertova-Beerova zakona vypoctena koncentrace proteind. Jelikoz
monoubiquitinylace FANCD2 a FANCI probiha za pfitomnosti DNA, byla méfena 1 jeji
absorbance a vypoctena koncentrace. Roztoky proteini byly nésledné smichany a fedény na
poZadovanou koncentraci reakénim pufrem (slozeni viz kap. 4.2.1, str. 24). Nejdiive byl
pfipraven alikvot, kde byly fedény FANCD2, FANCI a DNA v poméru 1:1:2, této smési
bylo do reak¢ni smési pipetovano vzdy 15 ul. Findlni objem reakce byl vzdy 30 ul. Kone¢na
koncentrace vSech sloZek reakéni smési je uvedena v Tabulce 16. Reakce byla zahjena
piidani ATP na findlni 1 mM koncentraci a ponechana inkubovat pfi laboratorni teplot¢.

Pribéh reakce byl elektroforeticky analyzovan.

Tabulka 16: Slozky reakéni smési monoubiquitinylacni reakce a finalni koncentrace reagencii
ve smési

Reagencie Koncentrace / uM

UBAI 0,1

UBE2T 1

BL100 / FANCLPRWPRING 0,15

HisSUMO ubiquitin 20
FANCD2 1

FANCI 1

DNA 2

MgCl, 4

ATP 1

Proteiny FANCD2 a FANCI byly ziskdny od kolegyné¢ Bc. Katefiny Krejcové. DNA,
ubiquitin s vazanym proteinem SUMO s histidinovou kotvou a proteinovy komplex BL.100,

ktery vykazuje E3-ligasovou aktivitu, byly pfipraveny Skolitelem.
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6 Vysledky

6.1 Ptiprava vektori pro bakteridlni expresi zkracenych variant

FANCL

Geny pro zkracené varianty FANCL, FANCLP*VP FANCLPRWPRING ' pANCLRNG
a vektor pSUMO, byly ziskany pomoci metody PCR z dostupného templatu za pouziti
primer uvedenych v kap. 4.2.4, str. 27. Templatova DNA byla ziskana od Dr. K. J. Patela
z laboratote MRC Laboratory of Molecular Biology v Cambridge. Elektroforeticka
pohyblivost produktii PCR na horizontdlni agarové elektroforese odpovidala velikosti
pozadovaného konstruktu (Obrazek 10). Slozeni reakéni smési a podminky PCR jsou

uvedeny v kap. 5.1, str. 28.

pb S 1 2 3 4

7000 u

5000

1500 a

1000 S u

700 —

500

400
300

Obrazek 10: Produkty PCR analyzované na agarosové elektroforese. bp — pocet part bazi,

S —standard, 1 — FANCLPRWPRING 5 _ FANCLPRYP, 3 - FANCL®*Y, 4 — pSUMO.

Produkty PCR genu FANCL byly ptecistény na silikagelové mikrokolonce a pomoci
Gibsonova klonovani byly produkty PCR vlozeny do vektoru pSUMO (kap. 5.1.5, str. 30).
Vektor pSUMO obsahuje histidinovou kotvu (8 x H) a sekvenci pro B-laktamasu, jez
zajist'uje resistenci na ampicilin. Ziskané konstrukty byly transformovany do kompetentnich
bunék E. coli DH5a a kultivovany na LB agaru. Pfitomnost vlozené DNA byla ovéfena

sekvenaci (kap. 5.1.9, str. 32) izolované plasmidové DNA (kap. 5.1.8, str. 32).
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6.2 Exprese a purifikace zkracenych variant FANCL

Exprese domén DRWD, DRWD-RING a RING proteinu FANCL probihaly vzdy
stejnym zpusobem. Expresni konstrukty (Obrazek 11) byly transformovany do
kompetentnich bunék E. coli BL21 (DE3) STAR a exprimovany v autoindukénim médiu
(viz kap. 5.2.1, str. 32).

B I U
su_i DRWD -3 32,6 kDa
> e e - 22,7 kDa

Obrazek 11: Schéma expresnich konstrukti pro FANCLPRWPRNG EFANCLPRYP a3 FANCLR™N
a molekulové hmotnosti fuznich proteini po expresi. Konstrukty obsahovaly na N-konci
histidinovou kotvu (His) a fuzni protein SUMO (SUMO), ¢ernou Sipkou je oznaceno $tépné misto

pro SUMO-proteasu.

Proteiny byly izolovany pomoci afinitni chelataéni chromatografie na Ni-NTA
agarose (kap. 5.2.2.2, str. 33) (viz Obrazek 12). Jelikoz velké mnozstvi proteinu zistavalo
v nerozpustné formé v pelet&, byl pti purifikaci FANCL®™S ke zvyseni jeho rozpustnosti

pouzit detergent — NP-40 (viz Obrazek 12 vlevo).
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Obrazek 12: Elektroforeogram afinitni chelataéni chromatografie FANCL®™® (vlevo)
a FANCLP?WPRING (ypravo) na 15% gelu z SDS-PAGE. kDa — jednotka molekulové hmotnosti,

S —standard, 1 — lyzat, 2 — peleta 3 — supernatant, 4 — nenavazana frakce, (5-9) — eluované frakce.

Dale byly proteiny piecistény pomoci gelové permeacni chromatografie (kolona
Superdex 75 16/600) (viz Obrazek 13 na nésledujici stran¢). Jako reprezentativni vystup jsou

dale znazornény vysledky pouze pro variantu FANCLPRWP-RING,
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Obrazek 13: Eluéni profil (vlevo) a elektroforetickd kontrola frakei ziskanych gelovou permeacni
chromatografii FANCLP®VPRNG (ypravo). kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard,

L — vzorek naneseny na kolonu.

Nasledné byl vzorek proteinu precistén pomoci chromatografie na iontoménicich na koloné
Q HP (kap. 5.2.2.8, str. 35) (viz Obrazek 14).
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Obrazek 14: Elucni profil (nahofe) a elektroforeticka kontrola frakci (vpravo)
ziskanych chromatografii na iontomé&ni¢ich proteinu FANCLP*WPRING pro separaci byla pouzita

kolona Q HP. kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, L —vzorek naneseny na kolonu.
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A na zavér byl pomoci gelové permeacni chromatografie (kolona Superdex 200 16/600)

ziskan Cisty protein viz Obrazek 15.
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Obrazek 15: Elu¢ni profil (nahote) a elektroforeticka kontrola frakci (dole) ziskanych gelovou
permeaéni chromatografii proteinu FANCLP®WPRNG  kDa — jednotka molekulové hmotnosti,

S — standard, L. — vzorek naneseny na kolonu.

Pro ovéfeni, Ze se jedna o FANCLPRWPRING

s vazanym proteinem HisSUMO, byl
vzorek ziskaného proteinu St€pen pridanim 1 pl SUMO-proteasy o koncentraci 3 mg/ml (viz
kap. 5.2.2.10, str. 35). Stépeni probihalo 3 hodiny pii pokojové teploté. Priibéh §tépeni byl

analyzovan pomoci SDS-PAGE (viz Obrézek 16).
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Obrazek 16: 15% gel z SDS-PAGE znazornujici Stépeni fizniho proteinu HisSUMO pomoci
SUMO-proteasy. kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, 1 — SUMO-proteasa,

2 —vzorek proteinu pted §tépenim, 3 — vzorek proteinu po Stépeni.
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6.3 Priprava vektoru pro bakterialni expresi mutantnich forem
UBE2TAC

Expresni konstrukt pro UBE2TAC byl v nasi laboratofi jiz pfipraven diive. Metodou
mutagenesni PCR (kap. 5.1.2, str. 29) byl pfipraveny 3 mutantni formy UBE2TAC; K91A;
K91R,P93G,P94G a E54R,K91R,P93G,P94G. Pomoci specificky navrzenych primert
nesoucich danou mutaci ve své sekvenci a amplifikaci celého vektoru byly ziskany
linearizované vektory s poZadovanou mutaci. Mutace E54R byla do konstruktu vloZena
provedenim dalsi reakci PCR. Elektroforetickd pohyblivost produkti PCR odpovida
oc¢ekavané velikosti plasmidu (viz Obrazek 17). Ziskané linearizované plasmidy byly

spojeny dle kap. 5.1.5, str. 30.
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Obrazek 17: Agarosova elektroforesa produkti PCR mutantnich forem UBE2TAC. bp — pocet pari
bazi; S — standard; 1 — mutace K91A; 2 — mutace P93G,P94G; 3 — mutace K91R,P93G,P94G;
4 —mutace E54R,K91R,P93G,P94G.

6.4 Exprese a purifikace UBE2TAC a jeho mutantnich variant

Expresni konstrukt s genem pro UBE2TAC resp. s mutantnim genem pro UBE2TAC
byl transformovan do kompetentnich bun¢k E. coli BL21 (DE3) NiCo. Po expresi
v autoindukénim médiu byl protein izolovan pomoci GST-afinitni chromatografie, nasledné
3C-proteasou byla odstépena GST-znacka. Nasledn¢ byly proteiny koncentrovany a poté
byly purifikovany pomoci gelové permeacni chromatografie (kolona Superdex 75 16/600)
a reversni GST-afinitni chromatografie (kap. 5.2, str. 32). Pro nazornost je zde uvedena
pouze purifikace mutantni formy UBE2TAC ES54R,K91R,P93G,P94G (viz Obrazek 18

a Obrazek 19 na nésledujici stran¢ a Obrazek 20 na str. 45).
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Obrazek 18: Purifikace mutantu UBE2TAC afinitni chromatografii pomoci fizni GST-znacky
a Stépeni GST. kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, 1 — peleta 2 — supernatant,
3 — nenavazana frakce, (4-6) — eluované frakce, 7 — vzorek proteinu pred Stépenim a 8 — po Sté€peni

3C-proteasou. Cernou Sipkou je oznaéen mutant UBE2TAC.
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Obrazek 19: Elu¢ni profil (nahote) a elektroforeticka kontrola frakci ziskanych gelovou permeacni

chromatografii mutantu UBE2TAC (dole). kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard,

L — vzorek naneseny na kolonu.
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Obrazek 20: Elu¢ni profil (vlevo) a elektroforeticka kontrola frakci ziskanych reversni GST-afinitni
chromatografii (vpravo). kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, L — vzorek naneseny

na kolonu, B — elu¢ni pufr.

6.5 Optimalizace produkce a izolace komplexu Ub-UBE2TAC

Pro zisk co nejvétsiho mnozstvi proteinového komplexu Ub-UBE2TAC bylo tieba
optimalizovat podminky reakce. Reakce probihaly analogicky jako v kap. 5.3 na str. 35.
Pro optimalizaci byla nejdiive pouzita forma UBE2T bez delece 18 aminokyselin na
C-konci. Tento protein byl pfipraven v ¢isté formé analogicky jako UBE2TAC. V této
kapitole je uvedena optimalizace koncentrace UBA1 (Obrazek 21) a UBE2T (Obrazek 22,
str. 46), pH reakcniho pufru (Obrazek 23, str. 46) a pouziti variant UBE2T a ubiquitinu
(Obrazek 23, str. 47)

Koncentrace enzymu UBA1 (nM)
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Obrazek 21: Optimalizace koncentrace UBA1. Reakce probihala 1 h (Cerné) resp. 2 h (Cerveng).
Koncentrace ostatnich reakcnich slozek byly neménné a to 4 uM UBE2T, 40 uM Ub, 2,5 mM MgCl,
a 1 mM ATP. Elektroforeogram byl nasledn¢ denzitometricky vyhodnocen v programu ImageQuant

TL (graf vlevo). kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, K — kontrolni vzorek bez ATP.

Pii pouziti rGzné koncentrace UBA1l (Obrazek 21) lze dle velikosti prouzki

vytvofeného proteinového komplexu vidét jeho neménné mnoZstvi se vzrlstajici
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koncentraci UBAI1. V rozsahu testovanych podminek je tvorba komplexu Ub-UBE2T
nezavisla na koncentraci UBAL, ale jeho pfitomnost je nutnd pro ATP-dependentni aktivaci

ubiquitinu (viz kap. 2.4.2.2, str. 14).

Koncentrace enzymu UBE2T (uM)
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Obrazek 22: Optimalizace koncentrace UBE2T. Reakce probihala po dobu 1 hodiny. Koncentrace
ostatnich slozek zlstaly neménné, a to 0,1 uM UBA1, 30 uM Ub, 2,5 mM MgCl, a 1 mM ATP.
kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, K —kontrolni vzorek reakce bez pridani ATP.
Elektroforeogram byl denzitometricky analyzovan pomoci ImageQuant TL. Vystup byl zpracovan
do grafu (vlevo).

Se vzristajici koncentraci UBE2T mirné vzriistd mnoZstvi proteinového komplexu
(viz Obrazek 22). Nejvhodnéjsi koncentrace UBE2T dle velikosti prouzkii vzniklého
komplexu je 4 nebo 8 uM, pfi této koncentraci nedochazi ke sniZzeni produkce cileného

komplexu. Nasledné byl testovan vliv pH na tvorbu proteinového komplexu

Hodnoty pH reakéniho pufru
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Obrazek 23: Optimalizace pH reakéniho pufru. Hodnota pH byla modifikovana uzitim 20 mM Tris
v reakénim pufru s rGznou hodnotou pH. Koncentrace reakénich slozek byly 0,1 uM UBAI,
8 uM UBE2T, 40 uM Ub, 2,5 mM MgCl,, 1 mM ATP. Cerné oznaéené dréhy jsou vysledky reakci
po hodinové inkubaci, Cervené¢ oznaCené drahy jsou vysledky po dvouhodinové inkubaci.

kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, K — kontrolni vzorek reakce bez ptidani ATP.
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Z Obrazku 23 na ptedchozi strané je patrny vyznamny vliv pH na tvorbu komplexu.
V bazickém prostiedi dochazi k témét naprosté konverzi UBE2T na ubiquitinylovanou
formu. Jako optiméalni pH reak¢niho pufru bylo zvoleno pH= 8§,0.

Obdobnym zplisobem byla testovana riiznd koncentrace ubiquitinu a koncentrace soli
v reakénim pufru (neni soucasti vysledki). Pro snadnéjsi purifikaci proteinového komplexu
byl dale testovan ubiquitin s histidinovou kotvou a UBE2T s deleci na C-konci — UBE2TAC
(viz Obrazek 24).
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Obrazek 24: Elektroforeogram reakci z optimalizace ubiquitinylace UBE2T na 15% gelu
z SDS-PAGE. Reakce probihaly 2 hodiny pii pokojové teploté. Koncentrace reakénich slozek byly
0,1 uM UBA1, 8 uM UBE2TAC resp. UBE2T, 20 uM Ub resp. HisUb, 3 mM MgCl,, 0,5 mM ATP.
Modrymi Sipkami jsou oznaceny finalni modifikaéni produkty UBE2T nebo UBE2TAC.

kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, K — kontrolni vzorek bez ptidani ATP.

Nejvyhodnéjsi z hlediska snadné purifikace se ukazalo pouziti ubiquitinu
s histidinovou kotvou a UBE2T s deleci 18 aminokyselin na C-konci (viz Obrazek 24).
Pti pouziti této varianty nedochazelo k tvorbé dalSich produkti. Tato kombinace byla
1 nasledné¢ pouzita k makroprodukci proteinového komplexu za ucelem dalSich
biochemickych experimentii a pozdé€jsi proteinové krystalografie. Pii splnéni optimalnich
podminek byla optimalizovana tvorba komplexu v c¢asové zavislosti. Pribéh tvorby

komplexu je zndzornén na Obrazku 25 na nésledujici strané.
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Obrazek 25: Casova zavislost tvorby proteinového komplexu HisUb-UBE2TAC na 15% gelu z SDS-
PAGE. Reakce probihala celkem 6 hodin pfi laboratorni teploté. Finalni koncentrace reakéni slozek
byly 0,1 uM UBA1, 8 uM UBE2TAC, 20 uM HisUb, 3 mM MgCl,, 0,5 mM ATP. Elektroforeogram
(vlevo) byl  denzitometricky = vyhodnocen  pomoci  programu  ImageQuant TL
a vysledek graficky znazornén (vpravo). kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard,

K — kontrolni vzorek bez ptidani ATP.

Reakéni smés byla po 6 hodinach nanesena na ekvilibrovanou kolonu (HisTrap 1 ml)
pro zachyceni proteinového komplexu dle kap. 5.3.1.1, str. 36. Prib¢h afinitni chelata¢ni
chromatografie byl sledovan spektrofotometricky a frakce vykazujici vyssi absorbanci byly

analyzovany pomoci SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu (viz Obrazek 26).
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Obrazek 26: Elué¢ni profil (vlevo) a elektroforeticka kontrola frakci ziskanych afinitni chelataéni
chromatografii komplexu HisUb-UBE2TAC (vpravo). kDa — jednotka molekulové hmotnosti,

S — standard, L — vzorek naneseny na kolonu, B — elu¢ni pufr.

Frakce obsahujici proteinovy komplex byly spojeny a histidinova kotva byla §tépena
pomoci proteasy TEV dle kap.5.3.1.2, str. 36. Stépeni probihalo piiblizné 38 hodin a jeho
prubéh byl analyzovan pomoci SDS-PAGE (viz Obrazek 27 na nasledujici strang).
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Obrazek 27: 15% gel z SDS-PAGE znazornujici §té€peni histidinové kotvy pomoci proteasy TEV.
kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard 1 — pied §tépenim, 2 — po §tépeni. Cernou Sipkou

je oznacen proteinovy komplex Ub-UBE2TAC.

Po odstépeni histidinové kotvy byl proteinovy komplex Ub-UBE2TAC nanesen na
ekvilibrovanou odsolovaci kolonu napojenou na histidinovou kolonu (viz Obrazek 28) dle

kap. 5.3.1.3, str. 37.
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Obrazek 28: Elu¢ni profil (vlevo) a elektroforetickd kontrola frakci (vpravo) ziskanych reversni
afinitni chelata¢ni chromatografii komplexu Ub-UBE2TAC. kDa — jednotka molekulové hmotnosti,

S — standard, L — vzorek naneseny na kolonu, B — elu¢ni pufr.

Jednotlivé frakce obsahujici proteinovy komplex Ub-UBE2TAC byly spojeny,
koncentrovany na 1 ml a preciStény pomoci gelové permeacni chromatografie (viz kap.
5.2.2.9, str. 37). Chromatogram frakci ziskanych gelovou permea¢ni chromatografii je
znazornén na Obrazku 29 na nasledujici strané. Ziskand cCista proteinova frakce byla

koncentrovéna a nasledné uchovana pro dalsi analyzy pii -80 °C.
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Obrazek 29: Elucni profil (vpravo) a elektroforeticka kontrola (vlevo) frakci ziskanych gelovou

permeacni chromatografii Ub-UBE2TAC na 15% gelu z SDS-PAGE. S — standard, L — vzorek

naneseny na kolonu

6.6 Monoubiquitinylacni reakce FANCD2 a FANCI

Pomoci monoubiquitinylacni reakce, ktera byla provedena dle kap. 5.5, str. 38, byla
zjiSténa aktivita ziskanych zkracenych variant FANCL (Obrazek 30) a aktivita proteinového
komplexu Ub-UBE2TAC (Obrazek 31 na nasledujici strang). Jako pozitivni kontrola byl
zvolen proteinovy komplex FANCB, FANCL a FAAP100 (BL100).
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Obrazek 30: Elektroforeogram monoubiquitinylac¢ni reakce na 7% gelu z SDS-PAGE. Reakce
probihaly 3 h pfi laboratorni teploté. Finalni koncentrace reakénich slozek byly: 1 uM FANCD?2
a FANCI; 2 pM DNA; 0,1 uM UBALI; 0,15 uM BL100 resp. FANCLP*WPRING resp FANCLPRWP
resp. FANCL®™%; 1 uM UBE2T; 20 uM HisSUMO-Ub; 4 mM MgCl,; 1| mM ATP. Reakce se ligily

v pouziti zkracené varianty FANCL. S — standard, K — kontrolni vzorek bez ptidani ATP a UBAI,
1 - BL100, 2 - FANCLP*WPRING '3 FANCLY™C, 4 - FANCLP®P
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Dle Obrazku 30 uvedeném na predchozi strané je vidét, ze zkrdcena varianta
FANCL, ktera neobsahuje doménu ELF ale pouze doménu DRWD a RING, ma dostate¢nou
resp. obdobnou ligasovou aktivitu jako BL100 v ramci monoubiquitinylace FANCD2
a FANCI in vitro. Naopak v piitomnosti FANCL®™NC resp. FANCLP*VP dochazi k horsi, ale
stale detekovatelné ubiquitinylaci.

BL100 + + + +

FANCLDRWD-RING _ _ _ _ ; ; ;
UBE2T + + - - F -
UBE2TAC - - + - - + -
Ub-UBE2TAC - - - + - - +
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250 | " ‘ HisSUMO-Ub-FANCD2/I
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- e O ew ew -~ - FANCD2
L G- — Wy . - . FANCI
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Obrazek 31: Elektroforeogram monoubiquitinylaéni reakce na 7% gelu z SDS-PAGE.
Monoubiquitinylacni reakce probihaly 24 hodin. Findlni koncentrace reakcnich slozek byly:
1 uM FANCD?2 a FANCI; 2 uM DNA; 0,1 uM UBAI; 0,15 pM FANCLP*WPRNG resp BL100;
1 uM UBE2TAC resp. UBE2T resp. Ub-UBE2TAC, 20 uM HisSUMO-Ub nebo 20 uM HisUb (byl
pouzit pouze v reakci v draze 1), 4 mM MgCl,; 1 mM ATP. kDa — jednotka molekulové hmotnosti,
S — standard, K — kontrolni vzorek reakce bez ptidani ATP a UBAI.

Cilem experimentu, jehoz elektroforeogram je uveden na Obrazku 31, bylo zjistit,
zda-li je proteinovy komplex Ub-UBE2TAC aktivni. Pro potvrzeni aktivity by byl o¢ekavan
prouzek odpovidajici velikosti HisUb-FANCD2/I. Reakce s proteinovym komplexem
probihala bez ptitomnosti UBAI1, volného ubiquitinu a UBE2T. Je ziejmé, ze ziskany
proteinovy komplex Ub-UBE2TAC neni aktivni ve smyslu monoubiquitinylace FANCD2
a FANCI. Otazkou rovnéz bylo, jestli by dosSlo k pienosu ubiquitinu, pokud by nebyla
pritomna doména ELF FANCL, kterd je zodpovédnd, za vazbu ubiquitinu a mohla by
uptfednostiovat interakci s volnym ubiquitinem oproti vazanému. Proto byl v experimentu
pouzit FANCLPR*WPRING g monoubiquitinylaci nedolo ani v tomto ptipads. Vysledek

tohoto experimentu naznacuje, ze ubiquitin neni vazan v aktivhim mist€¢ enzymu
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.Z elektroforeogramu je mozné vidét, Ze monoubiquitinylace za pfitomnosti UBE2TAC neni
tolik efektivni jako s UBE2T, nicméné¢ je dostacujici.

K ovéfeni vazebného mista ubiquitinu byl odeslan vzorek Ub-UBE2TAC
o koncentraci 2 mg/ml k analyze pomoci hmotnostni spektrometrie do laboratofe
doc. RNDr. Josefa Cvacky, Ph.D, kde byl Stépen trypsinem. Ten §tépi specificky peptidové
vazby vychazejici z karboxylové skupiny bazickych aminokyselin argininu a lysinu.
Nasledné byl komplex analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie, kterd byla provedena

metodou ESI (z angl. electrospray ionization).

Sequence  Modffication List

il 11 21 a1 rad 51 61 71 81 21
e

Modifications c C

UBEZTd4C-Ub MOIFVETLTG KTITLEVEPS DTIENVEAKI ODKEGIPPDO ORLIFAGEKOL EDGRTLSDYN IOKESTLHLV LRLRGGMORA SRLERELHML ATEPPPGITC
101 L

Modifications A G

UBE2TdC-Ub WODEDOQMDDL RAQILCCANT PYEKCVFEKLE VIIPERYPFE PPQIRFLTPI YHPNIDSACR ICLOVLELPP KCAWRPSLNI ATVLTSIQLL MSEPNPDDPL
201

Modifications

UBE2TdC-Ub MADTSSEFKY NKPAFLKNAR OWTEEHARQK

Obrazek 32: Data ziskand z hmotnostni spektrometrie. Proteinovy komplex byl §t€pen trypsinem
a analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie metodou ESI. Na vystupnich datech z hmotnostni
spektrometrie je vidét vysledné pokryti sekvence — zelené (sekvence je sloZzena ze sekvence pro
ubiquitin a UBE2TAC), které bylo metodou rozpoznano spoleéné¢ s modifikacemi na danych
aminokyselinovych zbytcich. Modifikace G a L oznacuje misto sekvence, na kterém doslo
k ubiquitinylaci. Modifikace C je vnesend modifikace pro branéni oxidace cysteinu k poskytnuti

maximalniho pfistupu §tépnym mistim pro trypsin [53].

Analyza pomoci hmotnostni spektrometrie prokdzala, Ze ubiquitin je vazan na

UBE2TAC na K91 (viz Obréazek 32), ktery je velmi blizko aktivnimu vazebnému mistu C86.
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6.7 Ovéfeni interakce FANCLPRWVP-RING ¢ b UBE2TAC

JelikoZ uzZitim proteinového komplexu Ub-UBE2TAC nedoslo k monoubiquitinylaci
FANCD?2 a FANCI (Obrazek 31, str. 51). Otazkou bylo, zda-li stale interaguje s E3-ligasou
FANCL, konkrétng s FANCLPRWPRING i tery se ukazal jako minimalni modul nesouci
ubiquitin-ligasovou aktivitu (viz Obrazek 30, str. 50). Pro analyzu protein-proteinové
interakce byla zvolena metoda ,,pull-down* (kap. 5.4, str. 37). Reakéni smés obsahovala
vzdy FANCLPRWPRING ¢ histidinovou kotvou a UBE2TAC resp. Ub-UBE2TAC, jez byly
fedény na poZzadovanou koncentraci reakénim pufrem. Pro vylou€eni nespecifické vazby byl
na nosi¢ jako negativni kontrola nanesen vzorek UBE2TAC resp. Ub-UBE2TAC bez
FANCLPRWPRING ¢ histidinovou kotvou. Vysledky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

FANCLDRWD-RING + + + + - -
UBE2TAC + + - - + +

Ub-UBE2TAC - - + + - - + +

kbaS K 1 2 3 4 5 6 7 8

250

130

00 -

50 LR b FANC]_PRWD-RING
R e —— - Ub-UBE2TAC

o - UBE2TAC

15
10

Obrazek 33: Elektroforeogram "pull-down" analyzy na 15% gelu z SDS-PAGE. Koncentrace vSech
slozek byla 5 pM. kDa — jednotka molekulové hmotnosti, S — standard, K — vzorek FANCL *W™
RING " Ub-UBE2TAC a UBE2TAC, 1 — nenavéazana resp. 2 — eluovana frakce FANCLPRWP-RING
a UBE2TAC, 3 — nenavazanad resp. 4 — eluovana frakce FANCLPRWPRING 5 Ub-UBE2TAC,
5 — nenavazana resp. 6 — eluovana frakce UBE2TAC, 7 — nenavazana resp. 8 — eluovana frakce

Ub-UBE2TAC.

Z Obrazku 33 je patrné, ze UBE2TAC a proteinovy komplex Ub-UBE2TAC
interaguji s FANCLPRWPRING Dle analyzy negativnich kontrolnich vzorki se proteinovy
komplex a samotné UBE2TAC sice nespecificky vazou na chromatograficky nosic, ale

pouze ve velmi malém mnozstvi.
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6.8 Monoubiquitinylacni reakce FANCD2/FANCI s mutantnimi
formami UBE2TAC

Prostfednictvim monoubiquitinylacni reakci byla zjisténa aktivita mutantnich forem
UBE2TAC v porovnani s UBE2TAC bez bodovych mutaci, bez a s ptfitomnosti DNA.
Reakce byly provedeny stejnym zptisobem popsanym v kap. 5.5 na str. 38, rovnéz finalni
koncentrace reagencii byly stejné. Jako E3-ligasa byl pouzit FANCLPRWPRING v/ reakcich,
jez mély probihat bez DNA, byl objem DNA nahrazen reakénim pufrem. Reakce probihaly

1 hodinu pfi laboratorni teploté. Vysledny elektroforeogram je znazornén na Obréazku 34.

UBE2TAC + - - - +
UBE2TACK9IA - + - - - +
UBE2TAC P93G,P94G - - + - - - +
UBE2TAC K91R,P93G,P94G - - - + - - - +
DNA + + + +

kba S K 1 2 3 4 5 6 7 8

. HisSUMO-Ub-FANCD2/1
FANCD2

BEERERRRE N

250 —

130

1007 =

Obrazek 34: Elektroforeogram monoubiquitinylaéni reakce na 7% gelu z SDS-PAGE.
Monoubiquitinyla¢ni reakce probihaly 1 hodinu. Findlni koncentrace reakcnich slozek byly:
1 uM FANCD2 a FANCI, 2 uM DNA, 0,1 uM UBA1, 0,15 pM FANCLP*"WP*NG 1 /M UBE2TAC
resp. mutantni UBE2TAC, 20 uM HisSUMO-Ub, 4 mM MgCl, a 1 mM ATP. kDa — jednotka
molekulové hmotnosti, S — standard, K — kontrolni vzorek bez piidani ATP a UBAL.

Z elektroforeogramu je patrné, Ze mutantni forma UBE2TAC E54R, K91R, P93G,
P94G je schopna mnohem ucinnéji monoubiquitinylovat FANCD2 a FANCI v piitomnosti
DNA nez UBE2TAC nebo UBE2TAC K91R, P93G, P94G. Rovnéz tato mutantni varianta
jedina efektivné predava ubiquitin na FANCD2 a FANCI bez pfitomnosti DNA. Psobenim
UBE2TAC K91A nedoslo k monoubiquitinylaci FANCD2 a FANCI
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7 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit a charakterizovat komponenty pro
strukturni studie mechanismu ubiquitinylace FANCD?2.

Obecng pii purifikaci FANCLPRWVPRING  EANCLPRYP a FANCL*™C bylo velké
mnozstvi proteinu uvéznéno v nerozpustné¢ podobe v peleté po lyzy bunck, nicméné se
podatilo pfipravit tyto proteiny v dostatecném mnozstvi. V téchto variantich FANCL
nejspiSe dochdzi k odhaleni hydrofobnich mist proteinu a rozpustnost se snizuje. Z literatury
a nasich vlastnich zkuSenosti je znamo, Ze purifikace sav¢i formy nezkraceného FANCL je
velmi obtiznd [41]. Pro zvySeni rozpustnosti proteinu by bylo vhodné ptidani detergentu,
ktery by interagoval a ,,maskoval*“ odhalena hydrofobni mista. Aplikace detergentu NP-40
byla vyuZita pro purifikaci FANCL™ kde byl vyt&Zek proteinu z bakterialniho lyzatu

’ v Y v . . DRWD-RIN
mnohonasobné zvysen. Pii purifikaci FANCLP®Y G

s vazanym HisSUMO fuznim
proteinem pomoci chromatografie na iontoménicich (Obrazek 14, str. 41) doslo nejspise ke
kontaminaci vzorku proteasou, jelikoz se tvofil degradacni produkt, ktery velikostné
odpovidal FANCLP*WPRING (99 9 kDa) bez navazaného HisSUMO a volnému proteinu
HisSUMO (12,7 kDa). Patrné dochazi k dimerizaci FANCL na gelové filtraci, nebot’ nebylo
mozné oddélit FANCLPRWPRING pez HisSUMO od HisSUMO-FANCLPRWVPRING (Obrazek
15, str. 42). Z povahy dalSich provedenych analyz nebyla jeho pfitomnost dale relevantni.
Pii optimalizaci ptipravy komplexu Ub-UBE2T dochéazelo v nékterych reakcich
k tvorbé dalSich produkti, které neodpovidaly monoubiquitinylovanému UBE2T (Obrazek
21, str. 45 a Obrazek 23, str. 46). Z aminokyselinové sekvence je patrné, ze na C-konci
UBE2T, ktery byl zkracen, je pét dalSich lysind, z nichz na tfech byla potvrzena moZnost
vazby ubiquitinu [35]. Vysledky této prace pifimo naznacCuji, ze se jedna
o polyubiquitinylovany UBE2T, jelikoz ve srovnani s ubiquitinylaci UBE2TAC takovéto
produkty nevznikaji. Zajimava se zda 1 skutecnost, Ze se zvySenim pH dochazi k vétsi tvorbé
téchto nespecifickych produktti a rovnéz k vétsi tvorbé monoubiquitinylovaného UBE2T
(Obrazek 23, str. 46). Lysin patii mezi bazické aminokyseliny a protonace a deprotonace
jeho postranniho fetézce je zavisla na pH a taktéZ na zménach v jeho mikrookoli. V bazickém
pH dochazi nejspiSe ke zméndm v podminkach tvorby isopeptidové vazby mezi
karboxyskupinou glycinu na C-konci ubiquitinu a g-aminoskupinou lysinu. Nicméné pro
urceni, zda-li se doopravdy jedné o polyubiquitinylovanou formu UBE2T, by bylo tfeba tyto

produkty analyzovat prostfednictvim hmotnostni spektrometrie.
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Dle literatury je znamo, Ze v piitomnosti E3-ligasy je upfednostiiovana vazba
ubiquitinu na aktivni misto C86, naopak bez piitomnosti FANCL dochazi k auto-
ubiquitinylaci na K91 a taktéz na dalSich lysinech na C-termindlnim konci. UBE2TAC, ktery
je auto-monoubiquitinylovan na K91, je deaktivovan [35]. V této praci bylo potvrzeno, Ze
auto-monoubiquitinylovany UBE2TAC na K91 neni aktivnim donorem ubiquitinu (Obrazek
31, str. 51) pti monoubiquitinylaci FANCD2 a FANCI. Jeho aktivita nebyla obnovena ani
pti ptfidani UBA1, volného ubiquitinu nebo UBE2T a tedy k pfenosu ubiquitinu nedoslo
1 presto, ze katalyticky cystein byl volny (neni soucasti vysledki). UBE2T je auto-
ubiquitinylovan na K91 i v bunikdch [35]. Je mozné, ze dochéazi k branéni vazby dalsi
molekuly ubiquitinu a tim 1 jeho mimovolnému pfenosu timto enzymem a modifikaci jinych
proteini. Tato prace rovnéz naznacuje, Ze auto-monoubiquitinylovany UBE2T také nejspise
kompletuje s volnym UBE2T a reguluje mnoZstvi pfenesené¢ho ubiquitinu na substrat.
UBE2T by se tak mohl chovat jako kovalentné¢ modulovany enzym. Pro upfesnéni této
regulacni aktivity auto-ubiquitinylovaného UBE2TAC by bylo tieba provést titraci UBE2T
ke komplexu Ub-UBE2TAC v ramci monoubiquitinyla¢ni reakce FANCD2 a FANCI a dalsi
biologické experimenty.

Ziskéani komplexu UBE2TAC s navdzanym ubiquitinem na K91 je velmi vyhodné,
protoze thioesterova vazba, jez by vznikla mezi thiolovou skupinou cysteinu na UBE2TAC
(C86) a karboxyskupinou ubiquitinu (G76), je obecné velmi energeticky bohata a snadno
podléhd hydrolyze [54]. Vazbou ubiquitinu na g-aminoskupinu K91 byl naopak ziskan
stabilni komplex. Pro ndzornost byl prostiednictvim programu PyMOL vytvoten strukturni

model proteinového komplexu (viz Obrazek 35 na nasledujici strang).
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Obrazek 35: Strukturni model UBE2TAC s ubiquitinem. UBE2TAC (rizové), ubiquitin (modrte)
s vyznacenymi vazebnymi misty, C-terminalni G76 ubiquitinu, aktivni vazebné misto pro ubiquitin
C86 a auto-ubiquitinylacni misto K91 na UBE2TAC. Vytvofeno v programu PyMOL. Identifika¢ni
PDB koédy: 1ubi, 50jj.

Ze strukturniho modelu je zjevna proximita dvou vazebnych mist pro ubiquitin, K91
a C86, na UBE2TAC. Vazebné misto na K91 je vzdaleno pouze 3,7 A od aktivniho mista, je
v§ak mozné, ze vazbou ubiquitinu na K91 dochazi ke strukturnim zméndm proteinu
UBE2TAC. Nicméng ,,pull-down‘ analyzou bylo potvrzeno, ze ackoliv je tento komplex
neaktivni, stale interaguje s FANCLPR*WPRING (Obrazek 33, str. 53). Ziskani krystalové
struktury s produktem této prace by mélo odhalit interak¢ni mista proteinového komplexu
Ub-UBE2TAC s FANCLPRWPRING 3 takté potencialni konformaéni zmény, kterymi by
mohl proteinovy komplex podléhat a zamezit tak jeho aktivité. Rovnéz dalsi strukturni studie

s FANCD2 a FANCI mitize piispét k odhaleni reak¢niho mechanismu diky proximité C86
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a K91, a to pokud by pfi¢inou branéni pienosu ubiquitinu byla pouze stabilni isopeptidova
vazba mezi C-terminalnim glycinem ubiquitinu a K91 enzymu UBE2TAC. Dale s vyuzitim
poznatki a reagencii z této prace mizeme vytvotit minimalni ubiquitinylovany komplex pro
ziskani komplexné;jsi interakéni analyzy ubiquitinu s jeho dal$imi vazebnymi partnery ve
FA-opravné draze pomoci krystalografie a kryo-elektronové mikroskopie vedouci
k detailnimu popisu iniciace opravy ICL.

V dalsi ¢asti této prace byly uspé$né piipraveny mutantni formy UBE2TAC, jejichz
aktivita byla testovana prostfednictvim monoubiquitinyla¢ni reakce FANCD2 a FANCI
(Obrazek 34, str. 54). Mutant UBE2TAC K91A nebyl schopen monoubiquitinylace, tento
vysledek naznacuje dilezitost v zachovani naboje v blizkosti aktivniho mista tohoto enzymu.
Rovnéz bylo potvrzeno, ze aktivita mutantu UBE2TAC E54,P93G,P94G i s mutaci na K91R
je vysoka béhem monoubiquitinylace FANCD2 a FANCI v a bez ptitomnosti DNA, pficemz
pritomnost DNA je pfi monoubiquitinylaci FANCD2 za uziti nemutantniho UBE2T
podstatna. V porovnani s mutantni variantou UBE2TAC K91R,P93G,P94G je nutno
podotknout, Ze mutace E54R se zda zdsadni z hlediska vazby DNA. A€ nebylo potvrzeno,
ze UBE2T interaguje s DNA, zména naboje v tomto mikrookoli ma viditelné disledky [37].
Je ale také moZné, Ze dochazi k strukturni reorganizaci, ktera mimikuje pfitomnost DNA.
Pro  ziskdni  souhrnnéj§i  strukturni  informace bude mutant UBE2TAC
E54R,K91R,P93G,P94G vyuzit v budouci strukturni analyze v komplexu s FANCD2,
FANCI a FANCL.
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8

Zaver

Cilem této prace bylo pfipravit a izolovat proteinovy komplex Ub-UBE2T, ovéfit jeho

aktivitu a charakterizovat jeho interakci s aktivni formou FANCL. Z tohoto divodu bylo

tteba ptipravit i zkrdcené varianty FANCL a ovéfit jejich aktivitu. Soucasti této prace byla

1 pfiprava mutantnich variant UBE2T. Cilem byla rovnéz ptiprava téchto proteinti za icelem

strukturnich studii a zjiSténi role v monoubiquitinylaci FANCD2.

Byly pfipraveny expresni vektory pro bakterialni expresi zkracenych variant FANCL,
FANCLPRWP  FANCLR™NCG FANCLPRWPRING 3 t¥ech mutantnich forem UBE2T —
UBE2TAC K91A; K91R,P93G,P94G a E54R,K91R,P93G,P94G.

VySe zminéné proteiny, UBE2T a UBE2TAC byly exprimovany v kompetentnich
bunkach E. coli a uspésné izolovany.

Prostfednictvim monoubiqutinylacni reakce byla testovdna aktivita vSech zminénych
proteintl.

Byla potvrzena ,,hyperaktivita® mutantni formy UBE2TAC E54R,K91R,P93G,P94G.
Ptiprava proteinového komplexu byla optimalizovana a komplex byl izolovan ve
form¢ Ub-UBE2TAC. Dale byla ovéfena jeho autoinhibi¢ni role, ktera zda se blokuje
tvorbu Ub-FANCD?2 a to i v kompetici s aktivnim UBE2T.

Pomoci metody ,,pull-down* byla tspésné oveiena interakce Ub-UBE2TAC s aktivni
variantou FANCLP*WPRING - Interakce Ub-UBE2TAC s FANCLPRWPRING e

zékladnim pfedpokladem pro budouci strukturni charakterizaci.
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