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ABSTRAKT

Fanconiho anémie je autosomalné recesivni onemocnéni zptisobené mutaci v jednom
z Fanconiho genli. Mezi projevy tohoto onemocnéni patii vyvojové abnormality, poruchy
tvorby kostni dfené, zvySena citlivost na cinidla zpisobujici tvorbu mezifetézcovych
spojeni komplementarnich vlaken DNA predispozice k rakoviné a mnoho dalSich. Takto
vznikla spojeni vlaken DNA jsou opravena za pomoci opravné drahy Fanconiho anémie,
ktera pro spravnou funkci vyzaduje monoubiquitinylaci proteinu FANCD2, ktera je zavisla
na fosforylaci proteinu FANCI pomoci ATR kinasy. Bylo zji§téno, ze fosforylace FANCI
spousti tuto opravnou drahu, ov§em piesny molekularni mechanismus neni doposud znam.

V této préci byl studovan molekularni mechanismus regulace opravné drahy Fanconiho
anémie za pomoci fosforylace proteinu FANCI. Za timto ucelem byly vytvofeny
fosfomimetické mutanty tohoto proteinu, s jejichz pomoci byla sledovana vazba na DNA.
Hlavnim cilem této diplomové prace bylo odhalit jak fosforylace proteinu FANCI
ovliviiuje jeho vazbu na DNA, a to s i bez ptitomnosti jeho vazebného partnera FANCD2.
Fosfomimetické mutace na urcitych fosforylacnich mistech byly zkoumény a porovnany
v DNA vazebnych testech a také za pomoci anizotropie fluorescence. Vliv fosforylace
FANCI na monoubiquitinylaci FANCD2 byl zkoumén pomoci monoubiquitinyla¢nich

reakci.

Kli¢ova slova: Fanconiho anémie, opravnd drdha Fanconiho anémie, oprava poskozené
DNA, FANCI, FANCD2, DNA vazebné testy, fosforylace FANCI, monoubiquitinylace
FANCD2



ABSTRACT

Fanconi anemia is an autosomal recessive disorder caused by mutation in one
of Fanconi genes and it is manifested by developmental abnormalities, bone marrow
failure, predisposition to cancer, cellular sensitivity to cross-linking agents and many other
symptoms. Proteins encoded by Fanconi genes and some other proteins are part of Fanconi
anemia pathway (FA pathway), which is responsible for DNA repair of an interstrand
cross-link (ICL). The repair by this pathway requires monoubiquitination of FANCD2,
which is induced and regulated by ATR dependent FANCI phosphorylation. The FANCI
phosphorylation initiates the FA pathway but the molecular mechanism of this
initialization is not known. Furthermore the proper function of entire pathway requires
both: sequence of phosphorylation events of FANCI and monoubiquitination
of FANCI:FANCD?2 complex .

The principle of this work was to study molecular mechanism of initiation
and regulation of FA pathway by FANCI phosphorylation. Therefore phosphomimetic
mutants of FANCI have been created to investigate their role in processes leading to
FANCD2 monoubiquitination. The main aim was to reveal how the phosphorylation of
FANCI affects DNA binding and also DNA binding of FANCI:FANCD2 complex. Since
both  DNA and FANCI phosphorylation are required for proper FANCD2
monoubiquitination, individual phosphorylation mimetic and phosphorylation dead
mutants of FANCI were measured and compared in DNA binding assays and by
fluorescence anisotropy. The effect of FANCI phosphorylation on monoubiquitination of

FANCD?2 was studied using monoubiquitination assays.

Key words: Fanconi anemia, Fanconi anemia pathway, DNA repair pathway, FANCI,
FANCD?2, phosphorylation of FANCI, monoubiquitination of FANCD2, DNA binding
assays

(In Czech)
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1 TEORETICKY UVOD
1.1 Fanconiho anémie

Fanconiho anémie (FA) je autosomalné recesivni onemocnéni zpusobené zarode¢nou
mutaci obou alel v jakémkoliv z 21 Fanconiho gent, které se oznacuji FANC (z angl. FA
complementation group) a spoleéné sdalSimi pomocnymi proteiny se podileji
na Fanconiho opravné draze [1]. Existuji ovSem dvé vyjimky, prvni je mutace v genu
FANCB, kter4 je vazana na chromosom X a projevuje se zejména u muzli a druhou je
mutace v genu FANCR/RADSI1, kterd je dominantni [2]. Mutace, kterou trpi nejvice
pacientli, je v genu FANCA a postihuje az 65 % pacientl trpicich FA. Oznaceni gent
FANC se odviji od jejich schopnosti nahradit (komplementovat) funkci mutovanych gent
v bunééné linii ziskané z pacientli s fenotypem FA a znovuobnovit fenotyp jako u zdravého
jedince [3].

Tato nemoc byla objevena roku 1927 Svycarskym pediatrem Guido Fanconim, po némz
bylo toto onemocnéni nésledné pojmenovano. Ten si vSiml, ze vrodin€ s péti détmi
zemfeli tf1 bratfi na nemoc majici podobné ptiznaky jako pernicidzni anémie. Jejich krevni
obraz byl typicky pro toto onemocnéni ovSem cervené krvinky nejevily zndmky zvySené
hemolyzy. RovnéZ u nich pozoroval rizné vyvojové abnormality, coZ neni pro perniciézni
anémii typické. Posléze Fanconi zjistil, Ze onemocnéni chlapcli nezasédhlo pouze cervené
krvinky, ale vSechny hematopoetick¢é kmenové buiiky, coz ho presvédc¢ilo o tom, Ze se
jedna o jiné onemocnéni spojené mimo jiné 1 s fyzickymi abnormalitami [4].

FA je zptisobena neschopnosti bunék odstranit poskozeni DNA vzniklé mezifetézcovym
kovalentnim spojenim komplementarnich vlaken DNA (ICL, z angl. insterstrand cross-
link). Projevy FA jsou rGznorod¢, zahrnuji progresivni pancytopenii, malou stavbu téla,
nadmérnou pigmentaci kize, chromozomalni nestabilitu, poruchy tvorby kostni dien,
vyvojové abnormality (mtize byt postizen jak vyvoj kostry, tak jakykoliv organovy
systém), predispozici k nddorovym onemocnénim (od vzniku nadori, leukemie az po vznik
asociovanych syndromt jako naptiklad dédi¢ného nadorového syndromu karcinomu prsu
a vajecniki (HBOC, zangl. hereditary breast and ovarian cancer syndrome)) [5,6].
U pacientli trpicich Fanconiho anémii je znacné riziko vyvinuti myelodysplastického

syndromu nebo akutni myeloidni leukémie (v roce 2010 se toto riziko u pacientii do 40 let



zivota pohybovalo kolem 52 %). Nadorova onemocnéni se tedy u pacient s FA vyvijeji jiz
v raném véku [6].

Incidence tohoto onemocnéni je po celém svété riznoroda. V praméru postihuje 1 dité
na 136000 narozenych. Je pozoruhodné, ze naptiklad ve Spanélské romské populaci je jeho
incidence nejvyssi z celého svéta a postihuje az 1 ze 70 narozenych déti [7].

K odhaleni FA se provadi analyza zalozend na sledovani tvorby chromozomalnich
zlomtu (piiklady sledovanych chromozomaélnich aberaci jsou na obrdzku 1) [8]. Bunky
pacientll s podezienim na tuto nemoc jsou vystaveny nizké davce mitomycinu C (MMC)
nebo diepoxybutanu, tedy latek zplisobujicich pravé tyto zlomy. Jejich vyskyt
v lymfocytech nebo piipadné ve fibroblastech je nasledné zkouman. Dopliikovym testem
muze byt jest€¢ detekce monoubiquitinylovaného FANCD2 po vystaveni bunék ¢inidliim

zpusobujici ICL pomoci blotovaci techniky (western blot) [6].
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Obrazek 1: Ptiklady nejéastéji odhalenych chromozomalnich aberaci pomoci analyzy
zaloZzené na tvorbé chromozomalnich zlomG po vystaveni bunék MMC. (a) chromatidova
mezera, (b) chromatidovy zlom, (c, d, ¢) chromatidové vymeény [8].

1.2 Meziretézcova spojeni komplementarnich vliken DNA

Mezifetézcova spojeni komplementarnich vldken DNA zastavuji zakladni procesy
v buikkach jako replikaci a transkripci, coz miize vést k nasledné bunécné smrti.
Modifikované ¢i jinak poSkozené baze DNA mohou byt mutagenni a potencialné
cytotoxické, coz miize vést az k tvorbé nadort. Je tedy nutné tato poskozeni opravit.
Oprava DNA pomoci opravné drahy FA (obrazek 2, str. 11) je spojena s replikaci. Tato
oprava je zah4jena, jakmile replika¢ni vidlicka narazi na ICL. Na pocatku se dvé replikacni

vidlicky pfiblizuji k ICL, pficemZ se vedouci vlakna zastavi asi 20-40 nukleotidi
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pfed poskozenim (obrazek 2, 1). Nasledné se jedno z vedoucich vldken zacne pfiblizovat
blize k ICL a zastavi se 1 nukleotid ptfed poskozenou bazi (obrazek 2, ii). Poté dojde
k vysttizeni ICL na templatovém vldkné (obrazek 2, iii), coz je nasledovano dvéma kroky.
Prvnim krokem je vloZzeni nukleotidu naproti plvodni bazi a nésledné je vlakno
syntetizovano pomoci DNA polymerdzy (obrazek 2, iv). Kone¢né kroky opravy zahrnuji
opravu vystfizeného mista a homologni rekombinaci (obrazek 2, v) [9]. Kromé& této
opravné drahy existuji 1 jiné dréhy, které jsou schopny opravit ICL [10].

ICL

Zastaveni replikacni vidlicky

l Priblizeni k ICL
. -_-—'——'—-‘________‘///-
i) /ﬁ——l:_‘\
Vystiizeni poSkozené
baze

L R |
.
e o
iv) —.
—N
6 GERAG, ‘l Oprava vystiizeného mista

a homologni rekombinace

v

Obrazek 2: Oprava ICL. i) Replikacni vidlicka se pfiblizuje k ICL a zastavi se 20-40 nukleotidt
pred nim. ii) Jedno z vlaken se dale piiblizuje a zastavi 1 nukleotid pfed poskozenim. iii) Vysttizeni
poskozené baze. iv) Vlozeni nukleotidu naproti pivodni bazi. v) Opravena DNA [9].

ICL mohou byt zpiisobeny chemickymi modifikacemi, environmentalnimi vlivy,
endogennimi latkami produkovanymi pii bunénych procesech nebo také riznymi
chemickymi Cinidly [11]. Mezi chemické latky zptsobujici ICL patii bifunkéni alkylaéni
¢inidla jako naptiklad dusikaté yperity, mitomycin c a také cisplatina. Dusikaté yperity,
které reaguji s N7 guanidylovou skupinou na DNA, byly prvnimi latkami pouZivanymi
v protinadorové terapii a stale hraji vyznamnou roli v boji proti riznym typiim nadorovych
onemocnéni [12]. I v dneSni dob¢ se pii vyvoji protinddorovych 1€€iv vyuZzivaji reakce
s ¢inidly zplsobujicimi ICL [13].

Latka, kterd byla hojné pouZivdna pfi zkoumdni Fanconiho opravné drdhy, je jiz

zminény mitomycin c. Ten reaguje s guanidylovou skupinou skrz maly Zlabek na DNA.
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MMC je sam o sob¢ relativné inertni a proto je pro jeho alkyla¢ni funkci nutna jeho

chemicka ¢i enzymatické aktivace [14].

1.3 Fanconiho opravna draha

Fanconitho opravna draha je, jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1, sloZena
z 21 Fanconiho gent [9]. Hlavni tlohou této opravné drahy je zajistit opravu poskozeni
DNA za pomoci monoubiquitinylace heterodimeru FANCI:FANCD?2 (dale jen ID2) a jeho
lokalizace v chromatinu [6].

Spravna funkce této opravné drahy je tedy zavislda na monoubiquitinylaci FANCD?2,
pro kterou je nutné ptedchozi fosforylace FANCI proteinu (obrazek 3, str. 13), pficemz oba
tyto déje budou detailnéji popsany v dalSich kapitolach. Monoubiquitinylace FANCD?2 je
katalyzovana zékladnim nukledrnim komplexem Fanconiho anémie (z angl. Fanconi
anemia core complex) (ubiquitin E3 ligasovym komplexem), ktery je slozen z FANC
a FAAP (asociovany protein zakladniho nukledrniho komplexu Fanconiho anémie, z angl.
Fanconi anemia core complex-associated protein) proteint, konkrétné FANCA, -B, —C, —
E, -F, -G, -L a -M a FAAP20, FAAP24 a FAAP100. Ackoliv je integrita tohoto
komplexu pro tuto modifikaci esencidlni, k in vitro monoubiquitinylaénim reakcim neni
nuklearni komplex nutny [15-17].

Ve Fanconiho opravné draze byla zaznamenana tvorba tfi sub-komplexl. Proteiny
FANCB, FAAP100 spolu s FANCL tvofi dimerni sub-komplex oznaovany jako BL100.
Dimerizaci zajistuje vyhradné FANCB a zbyl¢ dva komponenty se vazou kazdy
k jednomu monomeru tohoto proteinu. FANCC, FANCE a FANCF proteiny se formuji
v dalsi sub-komplex nazyvany CEF, ktery podporuje interakci mezi BL100 a ID2 a tak
urychluje katalyzu monoubiquitinylacni reakce. Posledni komplex neni nutny pro in vitro
monoubiquitinylaci, ale 1 pfesto se vaze ve stechiometrickém poméru k BL100, jedna se

o komplex AG20, slozeny z FANCA, FANCG a FAAP20 [18].
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Obrazek 3: Souhrnny model role fosforylace a monoubiquitinylace FANCI proteinu pri
regulaci monoubiquitinylace FANCD?2 vedouci k opravé ICL ve Fanconiho opravné draze.

Po vzniku ICL dochézi k vytvotfeni komplexu ID2, jeho navazani na DNA a fosforylaci FANCI
proteinu na misté¢ S556 zprostiedkované ATR kinasou. Nasleduje monoubiquitinylace komplexu
a fosforylace zbylych fosforylaénich mist na FANCI proteinu. Poté dochazi k opravé DNA,
defosforylaci, uvolnéni DNA a rozpadu komplexu ID2. Poslednim krokem je deubiquitinylace
obou proteint.

1.4 Hlavni proteiny aktivace Fanconiho opravné drahy

14.1 FANCD2 (,,Fanconi anemia complementation group D2¢)

FANCD?2 je protein skladajici se z 1451 aminokyselin, jeho molekulova hmotnost ¢ini
164 kDa a jeho struktura je popsana v kapitole 1.4.3 a znazornéna na obrazku 4 (str. 15).
Byl objeven roku 2001 pomoci pozi¢niho klonovéani genii [19]. Byly odhaleny dvé
isoformy tohoto proteinu: nemodifikovana forma (164 kDa) a forma s vys$i molekulovou
hmotnosti (173 kDa), kterd je posttranslacné modifikovdna kovalentnim pfipojenim
jednoho ubiquitinu na misto K561 v lidském genu [20]. Mutaci v genu pro FANCD2 ma
asi 6% pacientll trpicich Fanconiho anémii. PfestoZe vrozené abnormality ma asi 30%

jedinct trpicich FA, kazdy jedinec s mutaci v tomto genu vykazuje vrozeny defekt [21].
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14.2 FANCI (,,Fanconi anemia complementation group I*‘)

Existence FANCI byla poprvé prokdzdna na zdkladé komplementacni analyzy v roce
2004 [22]. Gen FANCI byl identifikovan roku 2007 pfi patrani po homologu pro FANCD2
v databazi a také za pomoci pozi¢niho klonovani, rovnéz také pfti identifikaci substrat pro
ATM/ATR kinasy [23]. Jednd se o 1328 aminokyselin dlouhy protein s molekulovou
hmotnosti 149 kDa. Stejné¢ jako u FANCD2 byla u tohoto proteinu odhalena
monoubiquitinylovana isoforma o molekulové hmotnosti 158 kDa [16]. FANCI ptimo
interaguje s FANCD2 za vzniku [:D2 heterodimeru, ktery je zobrazen na obrazku 4

na nasledujici stran¢ [24].

1.4.3 Popis struktury obou proteini

Struktury obou proteinii maji velmi podobny tvar a jejich dimer je zndzornén
na obrazku 4 (str. 15). Oba proteiny jsou tvofeny ptevazné a helixy, které¢ jsou vétSinou
orientovany antiparalelné a vytvafi tak a-o superhelikdlni struktury oznacCované jako
a selenoidy. Kazdy z téchto dvou proteinti obsahuje 4 a selenoidy o délce od 156 do 310
aminokyselinovych zbytkl. Oba proteiny obsahuji jesté dalsi 2 helikélni segmenty, prvni
helikalni doména (HD1) se nachdzi mezi selenoidy 1 a 2 a druhd lezi mezi selenoidy 2 a 3
a oznacuje se jako doména HD2. Oba proteiny se skladaji do struktury podobné saxofonu
s dlouhym protahlym N-terminalnim koncem, prostfedni Casti do tvaru U a C-terminalni
¢asti. ID2 komplex utvafi prstencovou strukturu.

Monoubiquitinyla¢ni mista FANCD2 (K559 v ptipadé¢ mysiho genu a K561 v pfipadé
lidského) a FANCI (K522 u mySiho genu a K523 u lidského) se nachazi na rozhrani
komplexu ID2, konkrétné v tunelech ptistupnych rozpoustédlu (obrazek 4, A,B, str. 15).
Tyto tunely jsou natolik veliké a Siroké, aby bylo umoznéno navazani 4 aminokyselin
dlouhému C-konci ubiquitinu, ktery je napojen na epsilon aminoskupinu lysinu. Tento
konec ubiquitinu je sice konformacné flexibilni, coz by mohlo pomoci pii prichodu
k monoubiquitinylaénim mistlim, ale je rovnéz mozné, ze pted samotnou monoubiqutylaci
dochazi ke konformacni zmeéné, kterd by dané lysiny zpfistupnila ubiquitinu a celé
ubiquitinyla¢ni masSinerii a tedy usnadnila celou tuto modifikaci. Tuto teorii také podporuje
fakt, Ze zminéné tunely jsou pfili§ malé pro aktivni misto E2 enzymu, ktery ID2

monoubiquitinyluje.
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Oba proteiny (FANCI 1 FANCD2) maji zna¢nou strukturni homologii, diky které byl
protein FANCI objeven. Nejvétsi homologii maji selenoidy 2 obou proteinti, a to az 82%.
Rozhrani obou proteinti obsahuje témét shodny pocet hydrofobnich (42) a polarnich (44)

postrannich fetézci [25].

Obrazek 4: Krystalova struktura heterodimeru mFANCI:mFANCD?2.

mFANCI protein je znazornén Cerveno-oranzové a mFANCD?2 zelené. Pismeno ,,m“ pfed nazvy
proteinti oznacuje puvod proteind, tedy z mysSiho genu (m=mouse). Modrou barvou jsou
zvyraznéna monoubiquitinylacni mista obou proteind a barvou fialovou fosforyla¢ni mista FANCI.
(A) Detailni pohled na ubiquitinyla¢ni misto FANCD2. (B) Detail ubiquitinylaéniho mista FANCI.
(C) Detail fosforylacnich mist FANCI. Obrazek byl vytvofen v programu MacPyMOL dle
krystalové struktury (PDB kod 3S4W) [25].

144 Fosforylace FANCD2 proteinu

FANCD?2 protein je posttranslaéné¢ modifikovan fosforylaci pomoci ATM/ATR kinas
(ATM z angl. ataxia-telangiectasia mutated, ATR z angl. ataxia-telangiectasia and Rad3-
related). ATM kinasa hraje hlavné koordinac¢ni roli pfi bunéné odpovédi na tvorbu
disulfidovych mistku v DNA a fosforyluje rizné substraty, ¢imz spousti opravu DNA.
ATR kinasa tidi jednotlivé kontrolni body pii DNA replikaci a reaguje na piitomnost

¢inidel, které tento proces narusuji (jako naptiklad UV zatfeni ¢i hydroxyurea) [26-28].
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Fosforylace FANCD2 ATM kinasou nema vliv na jeho monoubiquitinylaci a utvofeni
nuklearnich ohnisek (angl. foci formation), dileZitou roli hraje pfevazné ATR kinasa.

V lidském genu byla identifikovana dvé fosforylacni mista, konkrétné T691 a S717
pro ATR [29]. Jak fosforylace na téchto dvou mistech podporuje monoubiquitinylaci
FANCD?2 je doposud nejasné.

14.5 Fosforylace FANCI proteinu

Jak jiz bylo zminéno vysSe, FANCI byl pivodné objeven pii patrani po substratu
pro ATM/ATR kinasy. Fosforylace FANCI funguje jako jakysi molekularni spinac
opravné drahy FA. V lidském genu bylo pro tento protein identifikovano 6 S/TQ klastrti
(S556, S559, S565, S596, S617 a S629), které jsou zavislé na fosforylaci ATR/ATM
kinasou a jsou nezbytné ve Fanconiho opravné draze [30]. V mySim genu (ktery byl béhem
této prace pouzivan) je téchto mist 5 (S555, TS558, T564, S616 a S628). Tato mista jsou
znazornéna na obrazku 4C (str. 15). Tti z té€chto mist se nachazi v oblasti, ktera podléha
konformaéni zméné pii vazbé na FANCD2 a maji pravdépodobné nejvétsi vyznam
pii opravé ICL [25]. Za pomoci specifickych protilatek proti t€émto tfem mistim byli
Cheung et al. schopni detekovat fosforylaci zavislou na ATR kinase a rovnéz zjistili, ze pro
fosforylaci FANCI na mistech S559 a S565 je potteba piedchozi monoubiquitinylace
tohoto proteinu. Toto zjisténi bylo necekané, nebot’ piedeslé studie naznacovaly, Ze pro
tuto fosforylaci neni pfedchozi monoubiquitinylace zapotiebi [31]. Odhalili také, Ze misto
S556 je nezavislé na predeSlé monoubiquitinylaci (,,ubiquitination-independent®) a dalsi
dvé mista oznalili jako s ubiquitinem svazand (,,ubiquitination-linked*). VSechna tato
mista ovSem pozitivné reguluji fosforylact FANCI [30]. Rovnéz zjistili, Ze USP1
deubiquitinasa je dulezita pro spravny chod opravné drdhy. Pfi vyfazeni USP1 dochazi
ke zvySeni monoubiquitinylace FANCD2, ov§em nedochazi ke zvySeni fosforylace FANCI
na mistech svazanych s ubiquitinem, coZ naznacuje, ze 1 deubiquitinylace pomoci USP1 je
nutna ke spravné fosforylaci na téchto mistech [30].

Je mozZné vytvorit fosfomimetické mutanty, které jsou idealni pro zkoumani
mechanismu aktivace FA opravné drdhy. Byla ovéfena funkCnost téchto mutanth
ve tkanovych kulturach, a je tedy mozné sjejich pomoci studovat molekularni
mechanismus aktivace Fanconiho opravné drdhy [31]. Mutanty se pfipravuji nahrazenim

aminokyseliny (threoninu nebo serinu) na fosforylaénim mist€ proteinu kyselinou
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asparagovou, ktera se diky své karboxylové skupiné chova podobné¢, jako kdyby bylo dané
misto fosforylovano. Pokud je ucelem zkoumat i CéasteCnou fosforylaci, tedy pouze
na nékterych mistech, je tfeba zajistit, aby na zbylych mistech nedochazelo k pfirozené
fosforylaci v bunkdch, ve kterych se protein exprimuje. V takovém piipadé se

aminokyseliny na téchto mistech nahradi alaninem, coz fosforylaci znemozni.

14.6 Monoubiquitinylace proteinového komplexu ID2

Monoubiquitinylace je esencialni pro prabeh opravy DNA. Ubiquitinylace proteinu je
vicekrokova posttranslaéni modifikace, pfi které dochazi ke kovalentnimu pfipojeni jedné
molekuly ubiquitinu (v pfipadé monoubiquitinylace) nebo fetézce spojenych molekul
ubiquitinu (polyubiquitinylace) na lysinovy zbytek cilového proteinu. Obé tyto modifikace
tidi celou fadu procesii. Zatimco polyubiquitinylace ma za cil naptiklad oznaceni proteinti
urcenych k degradaci, monoubiquitinylace je nejcastéji spojovana s cilenou lokalizaci
proteint do specifickych subcelularnich oblasti [32,33].

Monoubiquitinylace obou proteinli je zasadni pro jejich akumulaci na
misto poSkozeni DNA v chromatinu (utvoteni nukledrnich ohnisek), kde jsou lokalizovany
spolu s dalsimi proteiny jako napiiklad produktem genu BRCA 1 (FANCS) (z angl. breast
cancer), coz je jeden z hlavnich genti zpisobujici nadorova onemocnéni vajecnikil a prsu
[20]. Za monoubiquitinylaci FANCD?2 jsou zodpovédné produkty gent FANCT a FANCL,
tedy E2 a ligasa E3, spolecné s E1 enzymem a ubiquitinem [17]. Ubiquitin-konjugujici
enzym E2 a ubiquitin ligasa E3 pro FANCD2 a FANCI jsou UBE2T a FANCL. Je
zajimavé, Ze u pacientll nebyla prozatim odhalena mutace v UBE2T. Bylo prokéazano, ze
tento protein podléha autoubiquitinylaci na lysinu 91 [34,35]. Jak monoubiquitinylace
FANCD?2, tak vytvoteni tzv. nuklearnich ohnisek probihd béhem S faze bunécného cyklu
[20].

Schéma monoubiquitinylace je moZné znazornit v né€kolika krocich. Nejprve ubiquitin-
aktivujici enzym E1 aktivuje ubiquitin tvorbou thioesterové vazby mezi katalytickym
cytosinem na El a C-terminalnim guaninem ubiquitinu v pozici 76. Ubiquitin je poté
ptenesen z E1 na aktivni misto (cytosin) UBE2T. Nésledn¢ je pfimo pfenesen na substrat
pomoci E3 ligasy. V lidském genomu jsou kodovany dva E1 enzymy, asi Ctyficet E2 a vice
nez Sest set E3 ligas. OvSem pouze dvacet osm ze zminénych Ctyficeti E2 enzymu jsou

monoubiquitinylacni. [36].
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14.7 Deubiquitinylace proteinového komplexu ID2

Rovnéz deubiquitinylace FANCD2 probihda za pomoci proteasy USP1 (z angl.
ubiquitin-specific protease 1) v komplexu s UAF1 (z angl. USP1 associated factor 1) a je
nutna pro spravnou funkci této drahy [17]. N-terminalni konec UAF1 obsahuje doménu,
kterd vaze a aktivuje USP1, zatimco C-termindlni konec obsahuje 2 domény, které
zprostiedkovavaji vazbu na substrat, v tomto piipadé interaguji s FANCI a umoznuji tak
vazbu komplexu. USP1:UAF1 je jaderny proteinovy komplex, jeho monoubiquitinylovana
verze je vazand v chromatinu [37,38].

Monoubiquitinylované FANCD2 nikdy zcela nevymizi, ale je deubiquitinylovano
pomoci tohoto komplexu pouze do poméru Ub-FANCD2:Ub-FANCI 1:1. FANCI se
rovnéz ¢astecné deubiquitinyluje, ov§em vzdy za udrzeni tohoto poméru. Tato skutecnost
naznacuje, ze monoubiquitinylace FANCI urcuje hladinu deubiquitinylace FANCD?2.
Deubiquitinylacni  aktivita USP1 je rovnéz dualezitd pro optimalni fosforylaci

FANCI [18,30].

148 Vazba FANCD2 a FANCI na DNA

Nékolik studii potvrdilo, Ze ID2 komplex se vaze na rizné typy DNA, zahrnujici
jednovlaknovou i dvouvldknovou DNA, Holidayovu strukturu (z angl. holiday junctions),
a razné rozvétvené struktury DNA, jako naptiklad DNA replika¢ni vidlicku [24,39]. Jak jiz
bylo fe¢eno vyse, FANCD2 monoubiquitinylace je siln¢ stimulovéana vazbou na DNA.
Nedavno bylo prokdzano, ze zatimco FANCD2 monoubiquitinylace je stimulovana
linearni a cirkularni dsDNA, monoubiquitinylace FANCI je siln¢ stimulovana ssDNA
a pouze slabé linearni a cirkularni dsDNA. FANCD?2 je lokalizovano v chromatinu dfive

nez FANCI a nezavisle na ném [40].

1.5 Fanconiho anémie a nadorova onemocnéni

Ptestoze je Fanconiho anémie vzacné onemocnéni, anomalie ve Fanconiho opravné
draze jsou pomérné Casté a podileji se na vzniku nadorovych onemocnéni i1 u jedinct, ktefi
Fanconiho anémii netrpi. Heterozygotni mutace nékterého z geni FA vramci BRCA

opravné drahy zplsobuji predispozici k nddorovym onemocnénim. Zarodecné mutace
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jedné alely BRCA2 (FANCDI) zvysuji riziko vzniku nadorového onemocnéni prsu témét
na 50 % a vajecnikti na 15 % [41,42]. Mutace obou alel vede ke vzniku FA (stejné je tomu
1 v pfipadé bialelni mutace BRCAI (FANCS)), nadorit mozku a nadorit mékkych tkani [43].
Mutace v dalSich genech spojovanych s BRCA opravnou drdhou (FANCN a FANCJ)
mohou zplisobovat nadorova onemocnéni prsu a vajecniki [44,45].

Ackoliv nékteré FA geny mohou slouzit jako somatické nadorové supresory, somatické
mutace v FA genech mohou byt rakovinotvorné, a to stejné jako v ptipad€ heterozygotnich
mutaci bez ptiznakil Fanconiho anémie. Pfikladem je nadmérnd tvorba FANCD2, ktera
podporuje preziti nadorti zadvislych na BRCAI a BRCA2 a umoZznuje prubch S faze
bunécného cyklu, kterd je nachylnad k chybam [46,47]. Tato pfiliSna tvorba FANCD?2 byla

nalezena u kolorektalnich naddorti ¢i metastazujicich melanomu [48,49].
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2  CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo objasnit funkci fosforylace proteinu FANCI
pii aktivaci Fanconiho opravné drahy. Dale také odhalit ptipadny vliv fosforylace
na monoubiquitinylaci komplexu ID2. Pro dosaZeni téchto cil byl zvolen nésledujici

postup:

e piiprava expresnich vektorti mutanti FANCI (1D; 2,3D; 2D3A; 3D2A; 5D; KR)
i FANCD?2 (KR)

e cexprese proteinti v hmyzim expresnim systému Sf9

e purifikace vSech mutantnich forem proteint FANCI a FANCD2 a odstépeni
histidinové kotvy

e porovnani vazby mutantnich proteini FANCI na DNA pomoci DNA vazebnych
analyz a pomoci meéfeni anizotropie fluorescence, oboji vi bez piitomnosti
FANCD2

e stanoveni vlivu fosforylace proteinu FANCI na monoubiquitinylaci FANCD2
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3  PRISTROJE A MATERIAL
3.1 Pristroje a pomucky

Analytické vahy

Aparatura a zdroj pro horizontalni
elektroforézu

Aparatura a zdroj pro vertikalni
elektroforézu

Blokova lazen

Centrifugacni kyvety

Centrifugy

Fluorescenéni mikroskop
Fluorescenéni spektrofotometr
FPLC system

Hemacytometr

Inkubatory

Kolona pro gelovou chromatografii
Kolona pro afinitni chromatografii

Koncentrator

Kyveta

Laminarni box
Magneticka michacka
Michacka

Mikroskop
Mikrospektrofotometr
pH metr

Predvazky

Rotaéni inkubator
Rotator

Sonikator
Termocykler

UV-fotoaparat
Vizualizaéni pfistroje
Vodni lazen

Vortex
Zdroj pro vertikalni elektroforézu

Adventure Pro, Ohaus
EV 231, Consort

Mini-PROTEIN Tetra System, Bio-Rad

SBH130D, Stuart

Oak Ridge, Sigma

Allegra X-15 R, rotor SX47910A, Beckmann Coulter
Avanti Centrifuge J30I, rotor JA-30.50 Ti, Beckmann
Coulter

Avanti Centrifuge J26S XPI, rotor JLA-9.1000,
Beckmann Coulter

Centrifuge 5418, rotor FA-45-18-1, Eppendorf
Centrifuge 5415 R, rotor X, Eppendorf,

IX81, Olympus

FluoroMax-4, HORIBA Scientific

AKTA purifier 10, GE Healthcare Life Sciences
Bright-Line™, Sigma-Aldrich

Incubating Mini Shaker, VWR

Innova 44, Incubator Shaker Series, New Brunswick
Scientific

IPP 400, Memmert

CO; inkubator, Sanyo

Superdex 200 10/300 GL, GE Healthcare Life
Sciences

HiTrap™ Heparin HP 5 ml, GE Healthcare Life
Sciences

Amicon Ultra 30 kDa, Millipore Ireland Ltd.
High Precision Cell, Hellma Analytics

Clean air, Telstar

ARE, VELP

Mini Rocker-Shaker, bioSan

TS100 Eclipse, Nikon

Spectophotometer ND-1000, Nanodrop

HI 3220 pH/ORP Meter; HANNA instrument
EMB 500-1, Kern

Innova 44, New Brunswick

TubeRoller, Benchmark

Bandelin sonopro

Professional TRIO Thermocycler, Biometra
Product Line

QUANTUM ST4-1100, Vilbert Lourmat

LAS-3000 Imager Fujifilm

TYPHOON FLA 9500, GE Healthcare Life Sciences
JB Aqua 2 Plus, Grant

Gene 2, Scientific Industries

PowerPac Basic, Bio-Rad
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3.2 Material a chemikalie

Agarosa

Akrylamid/bisakrylamid
Ampicilin

ATP

B-merkaptoethanol

Coomassie Brilliant Blue R250
EDTA (ethylendiamin tetraoctova
kyselina)

Ethidium bromid

FuGENE® 6

Gentamicin

HCI

Chloramfenikol

IPTG

Kanamycin

LB agar podle Lennoxe

LB medium podle Lennoxe
Médium na hmyzi bunky
Insect-Xpress

Nanaseci pufr pro DNA elektroforézu
Ni-NTA agarosa

PB pufr

PE pufr

Peroxodisiran amonny

Protilatka Anti-6x His tag® (HRP)
Protilatka Anti-FANCD?2
Protilatka Anti-FANCI

Protilatka Swine Anti-Rabbit
Immunoglobulins /HRP

Sady pro purifikaci DNA

SDS
Standard pro DNA elektroforézu

Standard pro proteinovou
elektroforézu

TCEP

TEMED

Tetracyklin

Tris-Cl

X-Gal

3.3 Roztoky, pufry a média

Coomassie Brilliant Blue barvici roztok

Agarosa SERVA pro DNA elektroforézu,
SERVA

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

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

PENTA

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

P-Lab

P-Lab

Lonza

6x DNA Loading Dye, Thermo Fisher Scientific
QIAGEN

QIAGEN

QIAGEN

Carl Roth

Abcam

K.J.Patel

K.J.Patel

Dako

QIAquick® PCR Purification kit, Qiagen QIAprep®
Spin Miniprep Kit, Qiagen

Carl Roth

Gene RulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Fisher
Scientific

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,

10-250 kDa, Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific

3 mM Coomassie Brilliant Blue R250;
1,5 M CH3;COOH; 50% (V/V) methanol
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Eluéni pufr

Ligacni pufr T4
PBS pufr

Promyvaci pufr

Pufr pro anizotropii fluorescence

Pufr pro gelovou chromatografii

Pufr A (pro heparinovou chromatografii)
Pufr B (pro heparinovou chromatografii)
Pufr pro SDS elektroforézu
(Tris-glycinovy pufr )

Reakéni pufr pro DNA vazebné analyzy
Reak¢éni pufr pro monoubiquitinylaci
Resuspendacni pufr

TAE pufr 1x

TBE pufr 1x

TE pufr

Transferovy pufr

Vzorkovy pufr 5x

34 Enzymy

Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mix
T4 DNA ligasa
TEV proteasa

3.5 Bakterialni kmeny

Escherichia coli DH5a
Escherichia coli DH10EmBacY

20 mM Tris (pH 8,0); 200 mM NaCl; 300 mM
imidazol; 3 mM BME; 10% (V/V) glycerol

5x Rapid Ligation pufr, Thermo Scientific

137 mM NacCl; 2,7 mM KCIl; 10 mM Na,HPOy; 1,8
mM KH,PO,

20 mM Tris (pH 8,0); 300 mM NaCl; 20 mM
imidazol; 3 mM BME; 10% (V/V) glycerol

20 mM Tris (pH 7,0); 50/75/100/125/150 mM NacCl;
5% glycerol; 1 mM TCEP

20 mM Tris (pH 8,0); 200 mM NaCl; 3 mM

BME; 10% (V/V) glycerol

20 mM Tris (pH 8,0); 200 mM NaCl;

3 mM BME; 10% (V/V) glycerol

20 mM Tris (pH 8,0); 1 M NacCl,

3 mM BME; 10% (V/V) glycerol

25 mM Tris NaCl; 0.25 M glycin; 0,1% (W/W)

SDS; pH 8,8

20 mM Tris (pH 7,4); 150 mM NaCl; 5% (V/V)
glycerol; 1mM TCEP

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

20 mM Tris (pH 8,0); 200 mM NaCl;

20 mM imidazol; 3 mM BME; 10% (V/V) glycerol
40 mM Tris; 20 mM CH;COOH; ImM EDTA, pH 8,0
89 mM Tris; 2 mM EDTA; 89 mM kyselina borita

10 mM Tris (pH 8,0); ImM EDTA

39 mM glycin; 48 mM Tris-Cl; 0,037% SDS;

20 mM methanol

60 mM Tris (pH 6,8); 25% glycerol; 2,9% SDS;
714 mM BME; 0,1% bromfenolova modf

New England BioLabs
Thermo Scientific
pripravena v laboratofi

Invitrogen
Geneva Biotec
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3.6 Oligonukleotidy

3.6.1 Oligonukleotidy pro pripravu fosfomimetickych mutanti

S335A rev [phos]TGggcGCACTGggcGGACGGCAGGCTGCCTAGG
Mutace na A| _T558A
proteinu | T564A | fw GTCTATTGGTGTCgecCAGGTGCGCGTGGACG
FANCI S616A | rev [phos]TAGCCAGCTGggcGTTCCGTCGAAGGACATCGTAG
S628A | fw | GTTCAATCATGCAGACTCTCTTCgecCAGTTAAAACAGTTCTATGAGCCAGAG
g555p 1TV [phos]CGGCAGGCTGCCTAGGACTTTAAAG
fw TCCgacCAGTGCgccCAGTCTATTG
rev [phos]CAATAGACTGgtcGCACTGggcGGA
Mutace na D| 558D = GTGTCgccCAGGTGCGCGTGGAC
NG N [phos] CAATAGACTGggcGCACTGggcGGA
fw GTGTCgacCAGGTGCGCGTGGAC
S616D | rev [phos] TAGCCAGCTGgacGTTCCGTCGAAGGACATCGTAG
S628D | fw | GTTCAATCATGCAGACTCTCTTCgacCAGTTAAAACAGTTCTATGAGCCAGAG
KR mutace KR rev [phos] CCGCAAGACGAGGATCAAGGA
‘;rzt;'g‘]’ KR | fw AGGGCTATGTTTGCCAGCCAG
KR mutace KR rev [phos] CCGGATCACCAGGTGCATGTCG
Pebs | KR | fw agaCAGCTCTCTAGCACTGTGTTCAAG

3.6.2 Sekvenacni oligonukleotidy

687 fw TCTGGACGGAATCATAGCC
1236 fw AATGACAAACCAGCACGC
1809 fw GCTTTACAACGGTTTCTACG
2409 fw CCTGTCCTTGAAGTTTGTGTC
FANCI 3180 fw AGAGATTGAGAAGACAGACCAC
3652 fw CAAAATAAGAGCAGTGACGC
798 rev GTGATAGAGTTCGTCTGCTGG
1838 rev CGAAGGACATCGTAGAAACC
3253 rev GAACAAGTAAACAGACAGTGGG
3916 rev CGTTTTCGTCTTCCTCATC
1403 fw GCAGGAAGTGGTTGGTGC
pACEBacl| fw CGGATTATTCATACCGTCCCACC
FANCD2 992 fw GGACTAGCAAGCTCTTCAGG
1912 fw GATGAATTTGCCAACCTGATCC
2914 fw CTTGCTGGAAGATCTTTCCC
3831 fw CCGAGATTTCAGCATCCTTCTC

3.6.3 Oligonukleotidy pro tvorbu DNA

YA ATGCCTGCACGAATTAAGCCATTCGTAATCACTCGAGC
YB GCTCGAGTGATTACGAATGGCGTGGAATCCTGAGCATGC
YA HEX [HEX]JATGCCTGCACGAATTAAGCCATTCGTAATCACTCGAGC
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4 METODY

4.1 Priprava mutantd FANCI

4.1.1 Navrh mutantu SA genu FANCI.

Ke zkoumani molekuldrniho mechanismu fosforylace proteinu FANCI v opravné draze
FA bylo vyuzito fosfomimetickych mutantli na zaklad¢ jejich pouziti ve tkanovych liniich
v nékolika ¢lancich [31][50].

Pro ptfipravu mutantii z obrazku 5 (str. 29) byl vyuzit divoky kmen (WT, z angl. wild-
type) mysiho genu FANCI, ktery byl jiz dfive zaklonovan do vektoru pACEBacl
RNDr. Janem Silhdnem, PhD. (piiloha 1). Tento vektor obsahuje v kodujici sekvenci
histidinovou kotvu, $t€épné misto pro TEV proteasu a ve ¢tecim ramci gen FANCI, ktery je
vloZen do klonovaciho mista (MCS, zangl. multiple cloning sites) obklopené polh
promotorem a SV40 polyA signalni sekvenci. Déle se ve vektoru nachdzi misto kodujici
gentamicinovou rezistenci a transponovatelné elementy (Tn7L, Tn7R), které koduji
transpozazu umoziujici mistné specifickou inzerci.

Pro ptipravu fosfomimetickych mutanti byly nejprve navrzeny primery
(oligonukleotidy jejichZ sekvence je zndzornéna v kapitole 3.6.1), které mély za cil mutaci
WT genu FANCI na ur€enych fosforylacnich mistech, konkrétn€ zadménu plvodniho
tripletu bazi kodujici serin nebo threonin za triplet bazi kodujici alanin. S nimi byla
nasledné provedena mutagenezni PCR reakce (kapitola 4.1.2). Pfedni primer byl navrzen
tak, aby obsahoval mutovanou sekvenci bazi kodujici alanin (v tomto piipadé GCC)
a zadni primer nasedal pfed mistem mutace a na 5’ konci byl umistén fosfatovy zbytek.

Takto byly pfipraveny mutaéni primery pro vSech pét fosforylacnich mist (obr. 5, str. 29).

4.1.2 Mutageneze pomoci PCR

Pro ptipravu mutanti FANCI byla vyuzita metoda PCR (polymerazova fetézova reakce,
z angl. polymerase chain reaction). Celkovy objem reakce byl 20 pl a do reakce byly
piidany postupné nasledujici roztoky dle tabulky 1 (str. 26), tedy templatova DNA
(WT FANCI), primery, Q5 master mix a sterilni voda.

Zkumavka byla poté umisténa do termocykleru, kde byly nastaveny jednotlivé teploty,
doby trvani a pocet opakovani cykla (tabulka 2, str. 26). Teplotu nasedani primeri je

mozné spocitat pomoci online kalkulatoru New England Biolabs [51]. Po ukonceni
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posledniho cyklu byl vzorek analyzovan elektroforeticky na 1% agarosovém gelu
(kapitola 4.1.3).

Béhem reakce vznikla dvé komplementarni vlakna, jedno obsahovalo na svém 5’ konci
fosfatovy zbytek (ptivodné pochazejici z primeru) a na 3’ konci OH skupinu, coz zajistilo,
ze toto vlakno bude mozné nasledné spojit pomoci T4 ligasy. Druhé vlakno fosfatovy
zbytek neneslo ani na jednom konci, na obou byla tedy OH skupina. Toto vlakno pottebuje

pro své spojeni ligaéni aparat bunék do kterych bude vloZeno, konkrétné E.coli DH5-a.

Tabulka 1: SloZeni PCR smési pro amplifikaci mutovaného useku DNA.

Slozky MnozZstvi
Templatova DNA 1 ul (100 ng)
Piedni primer 0,5 ul (5 uM)
Zadni primer 0,5 ul (5 uM)
QS Master mix 10 pl

dH,0 8 ul

Tabulka 2: Pribéh PCR reakce. Po ¢tvrtém kroku doslo k navraceni ke kroku dva. Takto
probéhlo 30 opakovani tohoto cyklu a poté prob¢hl krok 5 a 6, ve kterém vzorky zlstaly do doby
vyzvednuti.

Krok cyklu Teplota [°C] Doba trvani [s]
1. 98 30
2. 95 15
3. 67 15
4. 72 105
6. 70 120
7. 4 oo

4.1.3 Elektroforéza v agarosovém gelu

Na agarosovou elektroforézu byl ptipraven 1% gel. Bylo pfipraveno vice gell, které
byly nasledné skladovany v lednici v pufru TAE. Do Erlenmeyerovy banky byly navazeny
2 g agarosy a bylo pfiddno 200 ml pufru TAE. Roztok byl nasledné kratce povaten
v mikrovinné troubé€. Jakmile gel zchladl na teplotu, kdy bylo moZzné na banku pfiloZit
ruku, bylo pfiddno 50 pl ethidiumbromidu. Gel byl poté pielit do pfedem ptipravené
aparatury s hifebeny. Po ztuhnuti byly hifebeny odebrany a gel byl pfenesen do aparatury

na horizontalni agarovou elektroforézu.
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Na gel byly naneseny 2 ul 1 kb standardu (Gene ruler) a 2 pl vzorku byly smichany
se 2 ul vzorkového pufru (5% DNA Loading Dye) a rovnéz naneseny na gel. Elektroforéza
probihala 12 minut v horizontalnim uspotfadani pti stejnosmérném napéti 300 V. Nasledné

byly vzorky prohlédnuty pod UV lampou a byla provedena fotodokumentace.

4.14 Precisténi PCR produktu

Zbylé mnozstvi PCR produktu, u kterého byla elektroforeticky ovéfena piitomnost
mutovaného genu, bylo nasledné precisténo. Do mikrozkumavky s PCR produktem bylo
piidano trojndsobné mnozstvi PB pufru a vSe bylo nasledné pteneseno na silikagelovou
mikrokolonku (QIAquick® PCR Purification Kit [52]). DNA byla centrifugaci po dobu
1 minuty pii 14000xg zachycena na kolonce a ptipadné necistoty byly odstranény piidanim
750 wl pufru PE a naslednou centrifugaci za stejnych otacek a po stejnou dobu jako
v ptedchozim kroku. DNA byla eluovana 20 pl pufru TE, ktery byl nanesen
na mikrokolonku, ta byla umisténa do nové mikrozkumavky a po minutové inkubaci byla
centrifugovdna za stejnych podminek jako v pfedeSlych piipadech. Nasledn¢ byla

stanovena koncentrace DNA.

4.1.5 Stanoveni koncentrace DNA

Stanoveni koncentrace DNA bylo provedeno spektrofotometricky. Jako slepy vzorek
byl zvolen elu¢ni pufr. Koncentrace DNA byla vypoctena spektrofotometrem na zékladé
srovnani s empirickym vztahem, podle kterého méa dvouvlaknovd DNA o koncentraci

50 ug/ml absorbanci rovnou 1.

4.1.6 Ligacni reakce

Pro spojeni vldkna vzniklého mutagenezni PCR (kapitola 4.1.2), ptesnéji fosfatového
zbytku na 5" konci s OH skupinou na jeho 3’ konci, slouZi ligacni reakce. Byla pfipravena
smichanim 1 pl pfecisténého PCR produktu s 1 pl ligaéniho pufru T4, 1 pl ligasy T4 (10x)
a 7 pl sterilni vody a néslednou hodinovou inkubaci pii pokojové teploté. Vznikla

plasmidova DNA byla nasledné vloZena do kompetentnich buné€k E. coli DH5-a.
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4.1.7 Transformace kompetentnich bunék DHS5-o

K transformaci byly vyuzity kompetentni buniky E. coli DH5-a. Na ledu bylo smichano
30 ul bunék s 5 pl ligacni smési a suspenze byla inkubovana na ledu asi 20 minut. Poté
byly buiiky podrobeny teplotnimu Soku 42 °C po dobu 45 s a nasledn¢ byly ponechany
na ledu asi 2 minuty. K buiikdm bylo pfidano 300 pl LB média a buiiky byly kultivovany
pii 37 °C po dobu jedné hodiny. Po inkubaci byla bunécnéd suspenze nanesena na predem
piipravené agarové misky s gentamicinem o vysledné koncentraci 7 ng/ul a misky byly

inkubovany pies noc pii 37 °C.

4.1.8 Nizkoobjemova priprava plasmidové DNA

Nejprve byly izolovany jednotlivé kolonie pomoci sterilnich Spicek, ty byly nasledné
umistény do zkumavek se 3 ml LB média s gentamicinem o kone¢né koncentraci 7 pg/ml.
Suspenze byla inkubovand ptes noc pii 37 °C a 220 otackach za minutu. Druhy den byly
zkumavky 5 minut centrifugovany pii 4000%g a nasledné byla DNA izolovana pomoci
soupravy QIAprep® Spin Miniprep Kit, Qiagen [53]. U ziskané DNA byla zmétfena

koncentrace.

4.1.9 Sekvenovani DNA

Pro ovéteni uspéSné mutace fosforylacnich mist byly vzorky poslany na sekvenaci.
Ta byla provedena Sangerovou metodou firmou GATC Biotech. Do 10 pl reakce bylo
pfidano 5 pl 5pM sekvenacéniho primeru, a 5 pl DNA o koncentraci 100 ng/ul. Sekvence

sekvenacnich primerta jsou uvedeny v kapitole 3.6.2.

4.1.10 Navrh a priprava fosfomimetickych mutanti FANCI

Obdobn¢ jako mutant 5A byly pfipraveny 1 fosfomimetické mutanty z obrazku 5
(str. 29). Vtomto piipadé¢ se jednalo o zdménu alaninu na pfislusnych pozicich
za asparagovou kyselinu, kterd se diky své karboxylové skupiné chovd podobné, jako
kdyby bylo dané misto fosforylovano. Primery byly navrZzeny stejnym zpusobem jako
v kapitole 4.1.1, tentokrat se jednalo ozameénu tripletu bazi GCC kodujicich alanin

za GAC kodujici kyselinu asparagovou (sekvence primeru je znazornéna v kapitole 3.6.1).
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Nasledna ptiprava mutanti probihala naprosto stejné jako u mutantu 5A a byla popséna

ve vSech vyse zminénych kapitolach.

mysi gen FANCI

DA EHEHE

MySi WT S555 TS558 T564 S616 S628
S5A A A A A A
1D D A A A A
2,3D A D D A A
2D3A A A A D D
3D2A D D D A A
5D D D D D D

Obrazek 5: Schéma mysiho FANCI genu.
Znazornéni mysiho genu FANCI s vyznacenymi 5 fosforylacnimi misty. V tabulce jsou vyznaceny
jednotlivé zameény pro fosfomimetické mutanty ptfipravené mutaci S/TQ mist na AQ, pfipadné DQ.

4.2 Priprava monoubiquitinyla¢nich mutanti FANCI a FANCD2

V této praci byl rovnéz zkouman vliv fosforylace FANCI na monoubiquitinylaci
komplexu FANCI:FANCD2. Jak jiz bylo zminéno v teoretickém uvodu ve FANCI
ziskaném z mySiho genu je ubiquitinylaéni misto na lysinu v pozici 522 a ve FANCD2
ziskaném z mySiho genu na lysinu 559. Tato mista je mozné monoubiquitinylovat pomoci
enzymu E1, E2 a E3 za ucasti ubiquitinu. Pro porovnani monoubiquitinylace pouze FANCI
a pouze FANCD?2, které¢ byly v monoubiquitinylacni reakci soucasti komplexu ID2, byly
pfipraveny monoubiquitinyla¢ni mutanty (FANCI KR a FANCD2 KR), které maji misto
lysinu arginin, coZ monoubiquitinylaci znemoZiuje.

Nejprve byly navrzeny primery stejné jako v kapitole 4.1.1, triplet bazi kddujici lysin
byl zaménén na triplet bazi kodujici arginin, konkrétné zména z AAA na AGG. Tyto
mutanty byly pfipraveny stejné jako fosfomimetické mutanty FANCI a 5A mutant, coZ je

popsano ve vsech vyse uvedenych kapitolach.
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4.3 Priprava bakulovirové plasmidové DNA

K produkei proteintt byly vyuZity hmyzi buniky. Na rozdil od bakteridlnich bun¢k jsou
schopny dosdhnout posttranslaénich modifikaci 1 sbaleni proteinu [54]. Byla vyuZita
rekombinantni exprese proteinti v hmyzich buiikach s vyuzitim bakulovirového systému,
konkrétné systému MultiBac. V této praci byla pouzita hmyzi bunécna linie S19, ktera je
odvozena od ovarii druhu Spodoptera frugiperda kultivovanych in vitro.

Pro produkei proteinii v hmyzich buiikach bylo nejprve potieba ptipravit bakulovirus,

kterym byly nésledné¢ buiiky infikovany.

4.3.1 Transformace kompetentnich bunék DH10EmBacY E. coli

Pro ziskani bakulovirové plasmidové (dale jen bacmidové) DNA byla provedena
transformace ziskané plasmidové DNA do kompetentnich bun¢k E. coli DHIOEmBacY
podle protokolu [55]. Na ledu byl k 30 ul buné€k piidan 1 pl plasmidové DNA a smés byla
ponechdna na ledu asi 5 minut. Nasledoval teplotni Sok 92 °C po dobu 45 sekund a poté
byly bunky umistény na 2 minuty na led a bylo k nim pfiddno 300 pul LB média. Bunky
byly inkubovany pii 37 °C a 220 otackach za minutu 3 hodiny. Po inkubaci byly buiky
naneseny na agarové misky obsahujici IPTG (40 pg/ml), X-Gal (20 pg/ml), kanamycin
(50 pg/ml), gentamicin (7 pg/ml) a tetracyklin (5 pg/ml). Misky byly inkubovéany pfes noc
pti 37 °C. Druhy den byly izolovany bilé kolonie z misek, pfitomné modré kolonie bakterii
nenesou rekombinovany plasmid. Nasledné byla provedena nizkoobjemova ptiprava
bakulovirové plasmidové DNA obdobné jako v kapitole 4.1.8, avSak ptecisténi nebylo
provedeno pies kolonku. DNA byla precipitovana za pomoci isopropanolu, nasledovalo
precisténi ethanolem a eluce pufrem TE.

Uspésnost vnaseni DNA fragmentd do cilenych bunék byla sledovana pomoci
a komplementace. V tomto piipadé vede exprese dvou gent, kdy jeden koduje N-
terminalni konec galaktosidasy (o fragment) a druhy C-terminalni konec (o fragment),
k vytvofeni funk¢niho enzymu. Nasledné bylo v pfitomnosti substratu (galaktosidasy)
mozné prokézat ptitomnost vlozenych genti, nebot’ galaktosidasa slouzi jako reportérovy
gen. Na agarové misky byl ptidan X-Gal, coz je 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galaktosid,
jehoz enzymové katalyzovand hydrolyza zplsobuje modré zbarveni bunék, do nichz

nebyla vnesena pozadovand DNA. Plasmidy, do kterych ma byt vloZzen poZzadovany gen
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maji MCS misto umisténé uvnitt lacZ genu, ktery kdéduje enzym [-galaktosidasu.
Hostitelské buiiky exprimuji @ fragment galaktosidasy a po vneseni DNA do MCS dojde
k rozruSeni lacZ genu, a tak pfi translaci dochazi k poruseni aminokyselinové sekvence

galaktosidasy a nemuze byt tedy vytvoren funkcni enzym vedouci k tvorbé bilych kolonii.

4.4 Exprese proteinu v hmyzich buiikach Sf9

4.4.1 Infekce hmyzich bunék Sf9

Bakuloviry jsou obalené ty€inkovité DNA viry z ¢eledi Baculoviridae schopné infikovat
a ptipadné zahubit Sirokou $kélu bezobratlych zivoCichi, zejména hmyz. V bakulovirovém
expresnim systému je pritomen rekombinantni bakulovirus nesouci heterologni gen, ktery
je pod kontrolou polyhedrinového promotoru polh.

Ziskand bacmidovd DNA byla nejprve sterilizovdna pii 72 °C po dobu 5 minut.
Mezitim byla pfipravena kultura hmyzi bunééné linie Sf9 urcéené k transdukci. Ty byly
spocitdny pomoci hemacytometru a v lamindrnim boxu nafedény meédiem Insect-Xpress
na koncentraci jeden milion bun¢k na mililitr. Nasledné bylo na 24-jamkovou desticku
do pfislusného poctu jamek ptidano 0,5 ml nafedénych bunék a desticka byla inkubovéana
pii 27 °C asi pul hodiny, aby doSlo kusazeni bunék na dno jednotlivych jamek.
Do zbylych jamek bylo ptidano 0,5 ml sterilntho PBS pro zamezeni vysychdni vzorkd.
Mezitim byl ptipraven roztok transfekéniho ¢inidla FuGENE® 6. Do 50 pl sterilniho PBS
pufru byl pfidan 1 pul FuGENE® 6 (1 pg). Rovnéz byl piipraven roztok bacmidové DNA
smichanim 1 pg DNA v 50 pl sterilniho PBS. Obé& smési (roztok FUGENE® 6 a roztok
bacmidové DNA) byly smichany v poméru 1:1 a ponechany pti pokojové teploté 20 minut.

Desticka byla vyndana z inkubatoru a médium na povrchu bylo odstranéno pomoci
pipety a nahrazeno 0,5 ml Cerstvého média Insect-Xpress. Do kazdé jamky bylo piidano
100 pl smési FUGENE® 6:DNA a desticka byla ndsledné umisténa do inkubatoru na 27 °C
uréeného na infekéni material, kde byla ponechéna po dobu 4 dnd. Usp&snost infekce byla
pozorovana pod fluorescenénim mikroskopem Olympus IX81. Pod mikroskopem byla
sledovana fluorescence Zlut¢ho fluorescencniho proteinu, respektive produktu
reportérového genu (YFP, z angl. yellow fluorescent protein), ktery je soucasti bacmidové
DNA vlozené do E. coli DHIOEmBacY. Pozorovana fluorescence YFP odpovida expresi

virovych proteinl a zaroven také expresi proteinu z kyzeného genu v ptipad¢, Ze byl tento
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gen do bakuloviru integrovan. Pomér fluoreskujicich a nefluoreskujicich bun€k udéava
uspésnost transfekce funkéniho bakuloviru.

Pro ovéfeni, Ze se opravdu jedna o expresi cilového proteinu, byl proveden expresni
test. Z desticky bylo odebrano 50 pl bunék, které byly smichany se vzorkovym pufrem
na SDS elektroforézu, vzorky byly naneseny na 10% denaturujici polyakrylamidovy gel
a elektroforéza probihala 45 minut pti 220 V.

Nasledovala amplifikace bakuloviru za ucelem ziskani dostatecného mnozstvi
pro naslednou infekeci. Do 250ml sterilni Erlenmeyerovy baiiky s prodySnym vickem bylo
pievedeno 50 ml bunék Sf9Y natfedénych na koncentraci 1 mil. buné€k/ml. Nasledné bylo
piidano 0,5 ml viru z 24-jamkové desticky a buniky byly inkubovany 4 dny (135 RPM, 27
°C). Pot¢ byl virus centrifugovan 5 minut (4000%g, na centrifuze Avanti J-26S XPI, rotoru
JLA-9.1000), aby dosSlo k usazeni bun¢k na dno. Supernatant byl v laminarnim boxu
ur¢eném na infekéni material pfenesen do sterilni 50ml zkumavky typu Falcon a opét
stoCen za stejnych podminek za ti€elem odstranéni vSech zbytka bun€k, které mohou vést
ke znehodnoceni preparatu. Takto piipraveny virus pro nasledné infekce buné¢k Sf9 byl

uchovavan v chladnicce pii 5 °C.

4.4.2 Infekce hmyzi bunécné linie Sf9 pro produkci proteint

Hmyzi bunky Sf9 byly spocitany opét pomoci hemacytometru a nafedény meédiem
Insect-Xpress na koncentraci 3 mil. bunék/ml. Do sterilnich Erlenmeyerovych banck
o objemu 2 litry s prodySnymi vicky bylo pfevedeno vzdy 500 ml bunck a nasledné byla
provedena infekce pfisluSnym virem do bun¢k v poméru 1:200. Proteiny byly vétSinou
piipravovany ve 2 litrech. Infikované bunky byly nasledné kultivovany 4 dny (135 RPM,
27 °C).

4.4.3 Sklizeni produkci

Bunécéna kultura, jez byla piipravena v predeslé kapitole, byla po Ctyfdenni inkubaci
odstfedéna (3500xg, 10 minut pii 4 °C na centrifuze Avanti J-26S XPI, rotoru JLA-
9.1000). Peleta byla nasledné¢ resuspendovana ve vychlazeném resuspenda¢nim pufru
(20mM Tris 8,0; 200mM NaCl; 20mM imidazol; 10% glycerol; 3mM BME) a nésledné

byl bud’ protein izolovan nebo byl vzorek zamrazen a uchovavan pii —80 °C.
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4.5 Izolace proteinu

Protein byl zhmyzich bunék izolovan v né€kolika po sobé jdoucich krocich.
Po ptevedeni pelety do suspense byla provedena lyze bunék pomoci sonikatoru Bandelin
sonopro (3x 20 s). Rozrusené buniky byly néasledné pteneseny do centrifugacnich kyvet
a stoeny na centrifuze Avanti J-30 I, rotoru JA. 30.50 Ti (30000xg, 20 minut, 4 °C).

Supernatant ziskany po centrifugaci byl nasledné¢ ptecistovan.

4.6 Purifikace proteinu

4.6.1 Afinitni chromatografie

Exprimovany protein nese afinitni kotvu (déle jen histidinovou kotvu) sloZenou ze Sesti
po sobé¢ jdoucich histidini, pomoci nichZ ho je mozné izolovat na imobilizovanych iontech
kovu. V tomto ptipadé€ se jednalo o nikelnaté ionty chelatované na NTA (nitrilotrioctovou
kyselinu), ktera je navazand na agarosové matrici. Na nikelnaté ionty se histidinova kotva
vaze koordinacné-kovalentni vazbou diky volnym elektronovym parim dusiku
na imidazolu.

Nejprve byla ptipravena Ni-NTA agarosa, ktera byla uchovavana v 15% isopropanolu.
Byla promyta vodou v HPLC kvalité a nasledné ekvilibrovana resuspendac¢nim pufrem.

K supernatantu z kapitoly 4.4.3 byly pfidany asi 3 ml Ni-NTA agarosy. Po hodinové
inkubaci na rotatoru TubeRoller (8 RPM, 15 °C) byl supernatant odstiedén (500%g, 3 min,
4 °C, centrifuga Allegra X-15R). K Ni-NTA agarose se zachycenym proteinem byl ptidan
promyvaci pufr do vysledného objemu 50 ml a suspenze byla opét centrifugovéna
za stejnych podminek na stejné centrifuze. Takto byla peleta promyvana 3x, aby doslo
k odstranéni necistot a piipadnych kontaminaci.

Nasledn¢ byla Ni-NTA agarosa prenesena na kolonu o objemu 15 ml a ptfevedena opét
do resuspendacniho pufru. Navazany protein byl eluovan 10 ml elu¢niho pufru, byla
odebrdna jeSt€¢ dalSi frakce o objemu 1 ml, kterd byla nasledn€ proméifena
na spektrofotometru a v pfipad¢, ze byl jeste¢ detekovan protein, byl jimany objem vétsi.
Ptitomnost Zadaného proteinu ve frakcich byla analyzovana pomoci SDS elektroforézy

(kapitola 4.6.2).
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4.6.2 Diskontinualni elektroforéza v prostiedi SDS (SDS-PAGE)

Pro ovéfeni pfitomnosti zadaného proteinu a jeho Cistoty byla zvolena elektroforéza
v 10% polyakrylamidovém gelu s pfidanym SDS, jehoz slozeni je v tabulce 3. Vzorky byly
piipraveny smichanim vzorkového pufru (5% koncentrovaného) a proteinu. Vzorky byly
naneseny na gel a elektroforéza probihala 45 minut (pifi 220 V). Gel byl nasledné
vizualizovan pomoci barveni v roztoku Coomassie Brilliant Blue, ktery byl 1 s gelem

zahtat v mikrovinné troubé po dobu 20 s a nasledné odbarvovan v deionizované vodé.

Tabulka 3: SloZeni 10% polyakrylamidového gelu.

Slozky Zaostrovaci gel Separacni gel
Tris-Cl 125 nM (pH 6,8) 375 nM (pH 8,8)
AKrylamid/bisakrylamid 4% (V/V) 10% (V/V)
(37,5:1)
SDS 0,1% (W/V) 0,1% (W/V)
TEMED 0,005% (V/V) 0,005% (V/V)
APS 0,05% (V/V) 0,05% (V/V)

4.6.3 Heparinova chromatografie

Heparinova chromatografie je adsorpcni chromatografie, kterou je mozné dale zatadit
mezi chromatografie afinitni. Protein je vtomto pfipad€ reverzibiln€ adsorbovan
na heparin imobilizovany na nerozpustném nosici. Purifikace s pouzitim této kolony je
vysoce specifickd, a to zejména diky podstaté interakce mezi heparinem a cilenym
proteinem. Heparin je polydisperzni linearni polysacharid nesouci zaporny naboj
a obsahujici 1-4 polysacharidové jednotky. Samotny heparin je glykoaminoglykan,
ve kterém se stfidaji zbytky kyseliny hexuronové a D-glukosaminu. Heparin je znacné
sulfonovan a pravé diky kyselym sulfaitovym skupindm nese zdporny naboj. Bylo
prokdzéno, Ze je schopen vazat celou fadu molekul, mezi které patii i DNA vazebné
proteiny, coz je i FANCI a FANCD?2. Tato metoda je vhodna pro odstranéni nukleovych
kyselin z DNA vazebnych proteinti [56].

Tato chromatografie byla provedena na FPLC systému AKTA purifier. Jelikoz byla

heparinova kolona uchovavana v 15% isopropanolu, byla nejprve promyta vodou v HPLC
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kvalité a nasledné¢ prevedena do pufru A (20 mM Tris pH 8,0; 200 mM NaCl; 10%
glycerol; 3 mM BME). Vzorek byl nanesen do 5 ml smycky pomoci injekéni jehly
a sttikacky (v pfipad¢ vyssiho objemu, nez je objem smycky, byla nanaSka provedena
vicekrat). Jiz pfi nanaSeni vzorku na kolonu byly frakce o objemu 1 ml jimany do 96
jamkové desticky pro ptfipad nezachyceni proteinu na kolonu. Eluce proteinu byla
provadéna postupnym gradientem pufru B (20 mM Tris pH 8,0; 200 mM NaCl;
3 mM BME; 10% glycerol) podobu 10 minut az do koncentrace 50 % pii pratoku
Iml/min. V pribéhu chromatografie byla sledovana vlnova délka 254 nm a 280 nm
a rovnéz vodivost mobilni faze opoustejici kolonu. Frakce, které tvotily v chromatogramu
pik, byly analyzovany pomoci SDS elektroforézy (viz. kapitola 4.6.2) a frakce odpovidajici

kyzenému proteinu byly poté spojeny.

4.6.4 Stépeni proteasou TEV

Histidinova kotva, ktera byla v proteinu pro jeho snazsi purifikaci, byla odstépena
pomoci TEV proteasy. Proteiny se mohou pomoci této kotvy rovnéz vazat na DNA a rozdil
v jejich vazbé na DNA by mohl byt touto skutecnosti ovlivnén. K proteinu bylo ptidano

250 pl této proteasy o koncentraci 4 mg/ml a Stépeni probihalo 2 dny piti 4 °C.

4.6.5 Koncentrovani proteinu

Pted purifikaci pomoci gelové permeacni chromatografie bylo potfeba protein
koncentrovat na maximalni objem 4 ml. Roztok proteinu byl tedy odstfed’ovan pii 4000xg
10 minut v koncentratoru Amicon Ultra s celulosovou membranou, ktera nepropousti
proteiny vétsi nez 30 kDa. Nasledné byl roztok proteinu promichan a pfipadné odstfedén

dale dokud nedoslo ke sniZeni obsahu na pozadovany objem.

4.6.6 Gelova permeacni chromatografie

Ziskany protein byl nasledné pfeciSten pomoci gelové permeacni chromatografie,
pii které je mozné rozdélit molekuly liSici se svou velikosti. Kolona Superdex 200 16/600
prep grade byla nejprve promyta 30 ml HPLC vody a nasledné ekvilibrovana v pufru
pro gelovou permeacni chromatografii (20 mM Tris pH 8,0; 200 mM NaCl; 3 mM BME;

10% glycerol). Roztok proteinu byl poté nanesen do Sml nanéaseci smycky pomoci injekéni
gly
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jehly a sttikacky. Maximalni tlak kolony je 0,5 MPa a maximalni pritok 1 ml/min. Frakce
byly opét jimany do 96 jamkové desticky po 1 ml a byla sledovana vinova délka 254 nm,
280 nm a vodivost. Nasledné byly frakce, kde byla zvySend absorbance pii 280 nm a
ve kterych se tedy vyskytoval protein, analyzovany elektroforeticky pomoci SDS-PAGE
(kapitola 4.6.2). Frakce, ve kterych se wvyskytoval kyzeny protein byly nasledné
koncentrovany na koncentraci 20 uM a vyssi (kapitola 4.6.5). Roztok proteinu byl poté

rozdélen do n€kolika zkumavek po 50 pl, zamrazen a uchovavan pii —80 °C.

4.7 Prenos proteinu pomoci metody western blot a imunodetekce

4.7.1 Prenos proteinti na membranu

Pro ovéfeni uspé€sného odstépeni histidinové kotvy byl proveden pienos proteinu
pomoci metody western blot a ndslednd imunodetekce pomoci protilatek proti histidinové
kotve.

Nejprve byla pro separaci proteint provedena elektroforéza v 10% polyakrylamidovém
gelu s SDS viz. kapitola 4.6.2. Po jejim ukonceni nebyl gel obarven, ale byl 3x oplachnut
deionizovanou vodou a nasledné pfenesen do transferového pufru (39 mM glycin; 48 mM
Tris-Cl; 0,037% SDS; 20 mM methanol), ve kterém byl inkubovan 20 minut pii pokojové
teploté na michacce Mini Rocker-Shaker. Filtra¢ni papiry 1 nitrocelulosova membrana byly
do tohoto pufru pfed pifenosem rovnéZz ponofeny. Nasledné¢ byl proveden pienos
na membranu takzvanou polosuchou metodou. Do blotovaci aparatury byly nejprve
umistény filtracni papiry, nasledné nitrocelulosova membrana, gel z elektroforézy a navrch
opét filtracni papiry. Poté bylo do aparatury pfivedeno stejnosmerné napéti 24 V a pienos

probihal 24 minut, coz zptisobilo pfenos proteinid z gelu na membranu.

4.7.2 Blokovani

Nespecifické vazbé protilatek na membranu, kterd ma zpravidla vysokou afinitu
k proteinim, bylo zabranéno takzvanym blokovanim. To bylo provedeno hodinovou

inkubaci membrany v 10 ml roztoku 5% suseného odsttedéného mléka v PBS pufru.
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4.7.3 Vizualizace proteinii na membrané

Poté byl do roztoku ptidan 1 pl protilatky (protilatka se fedi 1:10000) a membrana byla
inkubovana pii 4 °C a 30 RPM pies noc na michacce Mini Rocker-Shaker. VSechny
pouzivané protilatky jsou uvedeny v tabulce 4. Membrana s navdzanymi proteiny byla poté
promyvana PBS pufrem s pfidanym detergentem (0,05% Tween 20), aby doSlo
k odstranéni ¢i snizeni nespecificky navazanych protilatek. Promyvéani probihalo 3%
a membrana byla mezi jednotlivymi kroky vzdy na 5 minut umisténa na michacku Mini
Rocker-Shaker. V ptipadé, ze bylo pro detekci zapotiebi pouziti 1 sekundarni protilatky,
byla membrana 1 hodinu inkubovana se sekundarni protilatkou na michacce pii pokojové
teploté. Membrana byla poté opét promyta a vizualizovana za pomoci chemoluminiscence,
ktera byla zajiSténa pomoci soupravy SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity
Substrate. Jedna se o substrat pro detekci kienové peroxiddzy (HRP, z angl. horseradish
peroxidase) na ,,imunoblotech pomoci luminolu. Na membrané dochazi pti reakcei s timto
substratem k oxidaci luminolu v pfitomnosti HRP a peroxidu. Souprava obsahuje
2 roztoky, jeden obsahujici peroxid a druhy luminol, oba roztoky byly smichdny v poméru
1:1, a to po 250 pl a nasledn¢ byl cely objem (500 pl) nanesen na membranu. Nasledné
byla membréana inkubovana jednu minutu pii pokojové teploté a vizualizovana na zatizeni

LAS-3000 pomoci zobrazovaciho programu LAS-3000 Imager.

Tabulka 4: PouZivané protilatky

cil Primarni protilatka Sekundarni protilatka
Anti-6x His tag® antibody
His tag -
(HRP)
Swine Anti-Rabbit
FANCI Anti-FANCI
Immunoglobulins /HRP
Swine Anti-Rabbit
FANCD2 Anti-FANCD2

Immunoglobulins /HRP
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4.8 Vazba proteini na DNA

Vazba proteini na DNA byla zkoumédna DNA vazebnymi analyzami, které byly
provadény na 6% nativnich polyakrylamidovych gelech. Na gely bylo do vSech jamek
naneseno vzdy stejné mnozstvi DNA a bylo zvySovano mnoZzstvi ptidaného proteinu,
piipadné proteinového komplexu. Vazebné testy byly zméteny vzdy s DNA a samotnym
mutantem proteinu FANCI, FANCI-WT a samotné FANCD?2 a nasledné byly zméfeny
komplexy I:D2. Pro méfeni byla zvolena DNA replikacni vidlicka, kterd by méla byt

pro toto méteni optimalni [50].

4.8.1 Vytvoreni replika¢ni vidlicky

Pted samotnym métenim afinity proteinii k DNA bylo nutné vytvotit DNA replika¢ni
vidlicku (déle jen YAB). Ta byla pfipravena ze dvou vlaken oznacenych YA a YB, které
byly pfipraveny firmou Sigma-Aldrich a jejichz sekvence je uvedena v kapitole 3.6.3. Tato
vlakna nesou fluorescenc¢ni sondu HEX, kterou je mozné detekovat pii 532 nm. Dorucené
oligonukleotidy byly nafedény pufrem TE na koncentraci 100 uM a nasledné byly
smichany roztoky obou oligonukleotidi (YA:YB) v poméru 1:1 a bylo ptiddno NaCl
ovysledné¢ koncentraci 50 mM. Poté byly vzorky umistétny do termobloku
vytemperovaném na 90 °C, kde byly ponechdny 5 minut a poté¢ vyndany a zchlazeny
na pokojovou teplotu. Vytvoreni kyzené vidlicky bylo analyzovdno pomoci elektroforézy
na 15% nativnim polyakrylamidovém gelu, ktery byl pfipraven stejné jako v kapitole 4.8.2,
pouze bylo misto 2 ml pfiddno 5 ml akrylamidu/bisakrylamidu. Gel byl vizualizovan
na pfistroji TYPHOON FLA 9500.

Rovnéz byla vytvorena replikacni vidlicka, kterd nenese barevnou znacku, a to jako
substrat pro monoubiquitylaéni reakce. Jelikoz byla pfipravena stejnym zplsobem jako
vySe zminénd DNA, byla HEX znacend DNA pouzita jako kontrola tvorby neznacené

DNA.
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4.8.2 DNA vazebné analyzy

Nejprve byly pfipraveny 6% nativni polyakrylamidové gely (tabulka 5). Po jejich
ztuhnuti byly pfevedeny do aparatury pro vertikalni elektroforézu a ptevrstveny TBE

pufrem.

Tabulka 5: SloZeni 6% nativniho gelu.

Vysledny objem 10 ml
Akrylamid/bisakrylamid 2 ml

(37,5:1) 30%

TBE 1 ml

TEMED 1l

APS 10 ul

Byly pfipraveny vzorky proteinli a DNA dle tabulky 6 (str. 41). Byly fedény pufrem
oslozeni 20 mM Tris pH 7.4; 150 mM NaCl, 5% glycerol, 1 mM TCEP. I kdyz je
v tabulce zaznamenan pouze protein FANCI, vSechny vzorky s jeho mutanty byly
piipraveny obdobn¢. Nasledujici postup se tedy tykd vSech zkoumanych mutantich
proteini stejné¢ jako WT. Dale byl pfipraven proteinovy komplex smichanim FANCI
a FANCD2 vpoméru 1:1, doSlo tedy knafedéni proteinu na polovicni koncentraci.
V ptipad€ méfeni vazby samotného proteinu na DNA byl druhy protein nahrazen ptidanim
piislusného objemu pufru, aby bylo docileno stejného nafedéni. Bylo piipraveno vzdy
40 pl této vychozi smési.

Jak je zaznamenano v tabulce 6 (str. 40), byly pfipraveny 2 koncentrace proteint.
Jelikoz vazebné testy byly provadeény s riznou koncentraci proteinu, bylo timto zptisobem
docileno optimalniho rozestupu koncentraci. Byla pfipravena ftedici fada, kdy bylo
do 14 zkumavek ptfidano 20 pl pufru a patnactou zkumavku predstavoval ptipraveny
protein/proteinovy komplex. Z této smési bylo odebrano 20 pl a pfedano do ptedeslé
zkumavky, smés byla promichana a 20 pl bylo opét pfedano do predeslé zkumavky. Takto
byla provedeno fedéni az do zkumavky cislo 2, jelikoz prvni jamka pfedstavuje pouze
DNA bez proteinu.

Nésledné byla ke vSem vzorklim pifiddna DNA v objemovém poméru 1:1 pomoci

multikanalové pipety, ¢imz doslo k minimalizaci chyb vzniklych pfi pipetovani. Pfipravena
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DNA byla 200 nM, tudiz vysledna DNA byla 100 nM, koncentrace proteinu/proteinového
komplexu opét klesla na polovinu.

Vzorky byly poté naneseny na piipraveny gel a elektroforéza probihala 15 minut pfi
300 V. Gely byly poté analyzovany a vizualizovany na pfistroji TYPHOON FLA 9500
a vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu ImageQuant TL 8.1. Rovnéz bylo
provedeno srovnani vazby proteinu na DNA v zavislosti na koncentraci soli, byla
porovnana vazba v 50 mM a 150 mM soli, tedy byl pfipraven i pufr s 50 mM soli.

Byly také pfipraveny vazebné analyzy s vyuzitim pouze 2 koncentraci proteint, a to
z divodu snaz§iho porovndni proteini mezi sebou. VSe bylo pfipraveno stejné, jak je

popsano vyse, pouze vysledné koncentrace proteinti byly 450 a 900 nM.

Tabulka 6: Priprava vzorki na DNA vazebné testy.

vysledna vysledna
koncentrace koncentrace
koncentrace koncentrace
slozZky pripravenych pripravenych
ve smési ve smési
sloZzek [nM] sloZzek [nM]
[nM] [nM]
FANCI 3600 4800 900 1200
FANCD2 3600 4800 900 1200
YAB 200 100 100

4.8.3 Meéreni anizotropie fluorescence

Vazba proteinu na DNA byla také zkouména za pomoci anizotropie fluorescence. Tato
technika je zaloZena na excitaci fluorescenéné znacené cCastice (v tomto piipadé DNA
nesouci HEX znacku) vertikalné polarizovanym svétlem o vlnové délce, ktera selektivné
excituje pouze fluorofory majici vhodnou orientaci k pfichazejicimu zafeni, coz je
charakterizovano vektorem elektrické intenzity. Smér emitovaného zateni je zavisly
na pohybu molekul a je analyzovan méfenim emisniho zéafeni v horizontalnim i vertikalnim

sméru. Anizotropie (r) je definovana takto :

Iyy=G-Iyp

Rovnice 1: r = ,
Lyy+2:GIyp
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kde I oznacuje intenzitu svétla, dolni indexy oznacuji kombinaci polarizace excita¢niho
a emisniho zafeni, ktera je bud vertikdlni (v) nebo horizontalni (4). Pismenem G je

oznacen G faktor, ktery popisuje charakteristiku pfistroje a je definovan touto rovnici:

. 1
Rovnice 2: G = 2%
HH

V tomto experimentu je tedy porovnavan rozdil mezi polarizaci excitatniho a emisniho
zéteni. Tento rozdil vznikd vlivem rotace molekul v roztoku, ktera je zavisld na jejich
velikosti. Mald molekula, jako napfiklad DNA se vroztoku pohybuje rychleji nez
molekula vétsi jako napiiklad DNA s navazanym proteinem.

Pouzitd DNA pro toto métfeni byla opét replikac¢ni vidlicka (YAB) nesouci HEX
znacku, jejiz ptiprava byla popsana v kapitole 4.8.1. Nejprve bylo nutné zjistit excitacni
aemisni spektrum znaCené DNA (HEX-YAB). To bylo ur€eno meéfenim nejprve
excitaéniho a posléze emisniho spektra na pfistroji FluoroMax-4 ve vzorku DNA
o koncentraci 50 nM, ktery byl umistén do mérné kyvety. Ziskana excita¢ni 1 emisni
vlnova délka byla nasledné pouzita pfi nastaveni pfistroje pro meéfeni anizotropie
fluorescence.

Pro samotné méfeni byla do kyvety nejprve umisténa samotnd DNA o koncentraci
50 nM a byla zméfena anizotropie, poté byla DNA titrovdna zvySujicim se mnoZzstvim
proteinu/proteinového komplexu. Po kazdém ptfidani byla proméfena anizotropie
fluorescence vcetné jednotlivych intenzit pro vSechny orientace monochroméator
proy vypocet faktoru G. Anizotropie byla vypoctena dosazenim ziskanych intenzit
a faktort G do rovnice 1. Frakce navazaného proteinu (f,) byla spocitana ze ziskanych dat

podle rovnice 3 a tato data byla poté vynesena do grafu.

(Apoz_Amin)
(Amax_Apoz)'Q+(Apoz_Amin)’

Rovnice 3: f, =

kde Ap,; oznaCuje pozorovanou anizotropii pro jakoukoliv  koncentraci
proteinu/proteinového komplexu, A,,;, minimdlni pozorovanou anizotropii, Aqx
anizotropii v oblasti saturace a Q pomér kvantového vytézku vazané formy k formé volné.

Ten byl stanoven pomérem intenzity vdzaného fluoroforu ku intenzité fluoroforu volného.
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Ziskané hodnoty frakci navdzaného proteinu byly vyneseny oproti koncentraci proteinu
a pro stanoveni vazebné konstanty (Kp) pro vazbu proteinu na DNA byla data dosazena
do rovnice 4. Jednotlivé parametry a proménné byly korigovany na zménu objemu pfi

titraci.

1
2-[DNA]

J(Kp + [DNA] + [prot])? — 4 - [DNA] - [prot]

Rovnice 4: f, = ( ) - (Kp + [prot] + [DNA] —

Byla také optimalizovana koncentrace soli pro ziskdni optimalnich podminek na méteni
vazebné konstanty. Optimdlni koncentrace soli pro ziskani nejvétSiho vytézku
monoubiquitinylovaného proteinu v monoubiquitinyla¢ni reakci, které budou popsany
v nasleduji kapitole, byla 50 mM. JelikoZ fyziologickd koncentrace soli je 150 mM, bylo
zkoumano, jak se méni data z anizotropie fluorescence v zavislosti na koncentraci soli
v pufru. VySe popsané méteni anizotropie fluorescence bylo tedy provedeno v pufrech
o riznych koncentracich soli (50 mM, 75 mM, 100 mM, 125 mM a 150 mM). Slozeni
pufri bylo tedy nasledujici 20 mM Tris pH 7,0; 50/75/100/125/150 mM NaCl;
5% glycerol;

1 mM TCEP.

4.8.4 Monoubiquitinylacni reakce

Krom& DNA vazebnych analyz byl také zkouméan vliv fosforylace FANCI
na monoubiquitinylaci ID2 komplexu, ktery je, jak jiz bylo zminéno v teoretickém uvodu,
esencialni pro opravu poSkozené DNA. Enzymy, které byly pouzity pfi této reakci, byly
piipraveny v nasi laboratofi, konkrétn¢ enzym E1 a E3 (BL100) byly pfipraveny
RNDr. Janem Silhdnem, PhD., enzym E2 (UBE2T) Bc. Andreou Hugkovou.

Nejprve byl ptfipraven komplex proteinti, ke kterym byla pfidana DNA (koncentrace
jsou zaznamendny v tabulce 7, str. 43). V tabulce jsou vyznaceny proteiny FANCI
a FANCD2, ty predstavuji jak divoké kmeny téchto proteini tak vybrané pfipravené
mutanty, které byly na toto méfeni pouzity. Poté byly ptidavany vSechny dalsi slozky
reakce tak, aby vysledna koncentrace odpovidala hodnotam v tabulce 8 (str. 43).
HtSUMO-ubiquitin byl zvolen pro snaz$i vyhodnoceni, jelikoz je vétSi nez ht-ubiquitin

aputuje vgelu pomaleji a je tedy znacny rozdil ve velikosti ubiquitinylovaného
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a neubiquitinylovaného proteinu. Jako negativni kontrola byl pouzit vzorek bez ptidané¢ho
ATP a El enzymu. Reakce byly zastaveny po 1, 3 a 24 hodinach ptidanim SDS
vzorkového pufru v poméru k reakéni smési 1:1 a nasledné byly vzorky analyzovany
elektroforeticky v 10%  denaturujicim  polyakrylamidovém gelu.  Elektroforéza

probihala 150 minut pii 120 V. Gel byl poté obarven barvou Coomassie Brilliant Blue.

Tabulka 7: PFiprava proteinii a DNA na monoubiquitinyla¢ni reakei.

Vysledna
slozky
koncentrace [pM]
FANCI 4
FANCD2 4
DNA 8

Tabulka 8: SloZeni monoubiquitinyla¢ni reakce.

slozky Vysledna
koncentrace [pM]
E1l 0,1
E2 (UBE2T) 1
E3 (BL100) 0,3
htUB 20
htSUMO Ub 20
D2I:YAB 1:2 1
MgCl. 4
ATP 1
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava mutantnich proteini FANCI a FANCD2

Pro zkoumani molekuldrniho mechanismu fosforylace proteinu FANCI a jeho vlivu
na monoubiquitinylaci FANCD?2 byly pfipraveny mutanty obou genli (obrazek 5 , str. 29).
Ty byly ziskany pomoci mutagenezni PCR reakce z divokych kment, které byly diive
vlozeny do vektoru pACEBacl s N-termindlnim fiznim peptidem obsahujicim
histidinovou kotvu a §tépné misto pro TEV proteasu. Elektroforeticky byla vyhodnocena
uspéSnost mutagenezni PCR. Elektroforeticka pohyblivost vzorkti na gelu odpovidala
velikosti genu FANCI vlozeného do plasmidu pACEBacl (6964 parii bazi). Jelikoz byla
elektroforeticka pohyblivost PCR produkti z pfipravy vSech mutovanych genli stejna
(respektive velikost PCR produkti genu FANCD?2 odpovidala velikosti 7313 pb), byl
zvolen reprezentativni gel (obrazek 6). Pozitivni PCR produkty byly nasledné piecistény
a vzniklé tetézce DNA byly spojeny v ligacni reakci. Pfipravené vektory byly poté vloZeny
do kompetentnich bun€k E. coli DH5-a a po izolaci plasmidové DNA byla pfipravena
bacmidova DNA.

S 5A 5D 2D3A 3D2A
pb . Ly J
R |
5000 “"‘,"""
3000
1500
1000
700

Obrazek 6: Agarosova elektroforéza PCR produkti genu FANCI. Pismenem S je oznacen
standard, dale jsou vyzna¢eny mutanty FANCI. Jedna se o ilustrativni gel.

Pro produkci proteinli byl zvolen bakulovirovy systém urCeny pro piipravu proteini
v hmyzim expresnim systému. Byla pouZita hmyzi bunécna linie Sf9. Plasmidova DNA
byla vloZena do kompetentnich bun€k E. coli DHIOEmBacY a po inkubaci na agarovych
miskach obsahujicich IPTG, X-Gal, kanamycin, gentamicin a tetracyklin byly izolovany

bilé kolonie, které na rozdil od kolonii modrych obsahuji pozadovanou DNA. Ilustrativni
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agarova miska s narostlymi koloniemi je znazornéna na obrazku 7 (str. 45). Modra barva
kolonii je zpisobena hydrolyzou X-Galu za pomoci galaktosidasy. Jelikoz byl cilovy gen
vlozen dovnitt lacZ genu, bylo znemozné€no vytvoieni funk¢ni galaktosidasy a nedoSlo
tedy k modrému zbarveni kolonii. Pozitivni kolonie nesouci rekombinovany plasmid jsou

tedy bilé barvy.

Obrazek 7: Agarové misky s koloniemi ziskanymi po transformaci genu do kompetentnich
bunék E. coli DH10EmBacY. Bilé kolonie nesou rekombinovany plasmid, modré nikoliv.

Bacmidova DNA byla nésledné smichéana s transfekénim ¢inidlem FuGENE® 6 a touto
smési byly infikovany buiiky Sf9. Usp&snost infekce byla sledovana pomoci fluorescence
YEP, coz odpovida expresi virovych proteini a také expresi kyzeného proteinu. Usp&snost
infekce je posuzovana z poméru fluoreskujicich a nefluoreskujicich buné¢k. Na obrazku 8
(str. 46) je ilustrativni snimek z fluorescenéniho mikroskopu, kde je mozné pozorovat
uspéSnou infekci. Rovnéz byla provedena analyza exprese proteinu kyzeného genu
elektroforeticky na 10% SDS gelu, ilustrativni gel je znazornén na obrazku 9 (str. 46).
Na gelu je vyznacena Uspé$na 1 netispéSna exprese genu. Virové proteiny nesouci kyzeny
gen byly poté pfipraveny v 50 ml a nasledné byla provedena infekce hmyzich bunck

v objemu 2 1.
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Obrazek 8: Uspéna infekce bunék Sf9. Zelend svitici buiiky znazortiuji usp&snou infekci, buiiky
do kterych nebyl vnesen kyzeny bacmid nevykazuji fluorescenci a tudiz nejsou v tomto nastaveni
mikroskopu vidét. Obrazek byl pofizen z fluorescen¢niho mikroskopu IX81 od firmy Olympus
a pfi zvétSeni 20x.
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Obrazek 9: Expresni test proteini na 10% SDS gelu. S oznacuje standard, N oznacuje
neuspésnou a U uspésnou produkei proteinu FANCI 1D.

5.2 1Izolace proteinu

Proteiny obsahujici histidinovou kotvu byly izolovany z bunécného lyzatu pomoci
afinitni chromatografie. Ta se navazala koordinacné—kovalentné¢ na nikelnaté ionty
imobilizované na Ni-NTA agarose a protein nesouci tuto kotvu byl vymyt pufrem o vysoké
koncentraci imidazolu. Takto ziskané frakce byly nésledné analyzovany elektroforeticky

na 10% SDS gelu pti 220 V, gel je zndzornén na obrazku 10 (str. 47). VSechny ziskané
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proteiny mély téméf totoznou pohyblivost v gelu a také podobny elu¢ni profil, pro ilustraci
byla tedy zvolena pouze purifikace proteinu SA.

Nasledovalo ptecisténi ziskanych proteinii pomoci adsorpéni chromatografie s vyuzitim
heparinové kolony, ktera mimo jiné vdze DNA vazebné proteiny. Elucni profil je

na obrazku 10. Jimané frakce byly analyzovany elektroforeticky (obrazek 11).
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Obrazek 10: Priibéh adsorp¢ni chromatografie na heparinové koloné proteinu FANCI 5A.

Jsou zaznamenany dvé nanasky vzorku a nasleduje eluce proteinu postupnym gradientem do 50 %
pufru B. Byly spojeny frakce D6-D2.

Obrazek 11: SDS elektroforéza proteinu FANCI 5A v 10% polyakrylamidovém gelu
po afinitni a adsorp¢ni chromatografii. S oznacuje standard, A vzorek ziskany ze sonikovanych
bunék, B supernatant sonikatu, C pelet, D prote¢eny objem, E nanasku, vzorky 1-4 jsou vzorky
frakci. Vzorek 1 je frakce B2, 2 frakce D6, 3 frakce D4 a 4 frakce D2.
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Histidinova kotva byla nasledné odstépena proteasou TEV, jelikoz mohla ovliviiovat
vazbu proteinu na DNA, a proteiny byly nésledné pfeciStény pomoci gelové permeacni
chromatografie. Na obrazku 12 je zndzornén chromatogram, ktery je stejné jako
v ptedchozim piipad¢ ilustrovan na proteinu 5A, jelikoz mél u vSech proteinti témet
totozny profil. Cistota vSech proteini byla ovéfena na 10% denaturujicim
polyakrylamidovém gelu (obrdzek 13, str. 49), na kterém je mimo jiné vyznacen i protein
5DH, ktery oznacuje mutant 5D proteinu FANCI, kterému nebyla odsStépena histidinova
kotva, aby mohl slouZit jako kontrola pfi imunoblotu. Pro ovétfeni ptitomnosti kyZenych
proteint byla vyuzita hmotnostni spektrometrie provedena servisni skupinou UOCHB AV

CR metodou ESI (z angl. electrospray ionization)
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Obrazek 12: Priibéh gelové permeacni chromatografie proteinu FANCI 5A. Kolona Superdex
200 16/600 prep grade.
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Obrazek 13: SDS elektroforéza vSech ziskanych proteini po gelové permeaéni
chromatografii. Byl pouzit 10% denaturujicim polyakrylamidovy gel. S oznacuje standard,
pismeny jsou dale oznaceny jednotlivé proteiny. SDH oznacuje mutant 5D proteinu FANCI
s histidinovou kotvou.

5.3 Imunodetekce histidinové kotvy

YV _ 7

Pro ovéfeni uspéSného odStépeni histidinové kotvy byly proteiny pieneseny
na membranu a nasledn¢ byla detekovadna histidinova kotva pomoci cilené protilatky.
Nejprve byla provedena separace proteini na 10% denaturujicim polyakrylamidovém gelu,
nasledoval pfenos na membranu, inkubace s protilatkou obsahujici kifenovou peroxidazu
proti histidinové kotvé a detekce za pomoci soupravy reagujici pravé na pfitomnost této
peroxidazy. Zaznam detekce histidinové kotvy je na obrazku 14. Je patrné, Ze histidinova
kotva je pfitomna pouze ve vzorku pozitivni kontroly, tedy u proteinu, ktery tuto kotvu

nese, u sledovanych vzorki neni histidinova kotva detekovana

NK PK 5A 5AKR 1D 23D 2D3A 3D2A 5D 5DKR D2 D2KR
el

Obrazek 14: Imunodetekce histidinové kotvy ve vSech ziskanych proteinech. Jako negativni
kontrola (NK) byl zvolen WT FANCI, u kterého bylo pfedem ovéfeno uspé$né odstépeni
histidinové kotvy. PK oznacuje pozitivni kontrolu, coz byl protein 5D, kterému nebyla histidinova
kotva odstépena.
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5.4 Vazba proteini na DNA

5.4.1 DNA vazebné testy

Vazba proteini na DNA byla nejprve méfena pomoci DNA vazebnych analyz. Bylo
nutné piipravit fluorescencné znacenou dvoufetézcovou DNA, kterou byla v tomto
ptipadé replikaéni vidlicka (Y AB) nesouci barevnou znacku (HEX), diky které mohla byt
nasledné vazba proteinti analyzovana pii 532 nm. Uspé&snost utvofeni YAB byla ovéiena

pomoci agarosové elektroforézy (obrazek 15).

Obrazek 15: Agarosova elektroforéza pro ovéireni ispéSnosti utvoieni replikacni vidlicky.
S oznacuje jednofetézcovou DNA, D dvoufetézcovou DNA a Y piipravenou YAB (sekvence
jednotlivych oligonukleotidd jsou uvedeny v kapitole 3.6.3).

Vazba pfipravenych fosfomimeticky mutanti na DNA byla zkouméana pomoci DNA
vazebnych testi. DNA o koncentraci 100 nM byla titrovana vzrlstajicim mnozstvim
proteinu FANCI ¢i proteinového komplexu ID2. Vzorky byly analyzovany na 6% nativnim
polyakrylamidovém gelu a vizualizovany na ptistroji TYPHOON FLA 9500. Na obrazcich
16 (str. 51) a 17 (str.52) jsou zndzornény vazebné testy vSech fosfomimetickych mutantt
FANCI, stejné tak mutantu SA a WT proteinu na DNA pokazdé bez a s pfidanim proteinu
FANCD?2. Ziskana data z vazebnych testii byla vyhodnocena také graficky (obrazek 18
a 19, str. 53).

Déle bylo ovéteno pomoci imunoblotu, ze se pii vazbé proteinového komplexu ID2 se
na této vazbé€ podili 1 protein FANCD2. Byla pouZita primarni protiladtka proti FANCD2
(laskavé darovana K.J.Patelem) a rovnéz sekundarni protildtka ,,Swine Anti-Rabbit®.
Jelikoz byl signal z vizualizace membrany v pfipad¢ vSech proteini témét totozny, byl

zvolen ilustrativni imunoblot proteinu 3D2A (obrazek 20, str. 54)
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Obrazek 16: DNA vazebné testy. Byla pouzita vzdy stejna koncentrace DNA (100 nM), v fad¢ se

zvySovala koncentrace proteinu (nM). Vlevo je vZzdy zaznamenana vazba mutanti FANCI na DNA,
vpravo je vazba proteinového komplexu ID2 na DNA.
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Obrazek 17: DNA vazebné testy (pokracovani). Byla pouzita vzdy stejna koncentrace DNA (100
nM), v fad¢ se zvySovala koncentrace proteinu (nM). Vlevo je vzdy zaznamenana vazba mutantl
FANCI na DNA, vpravo je vazba proteinového komplexu ID2 na DNA.
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Obrazek 18: Grafické vyhodnoceni vazby vybranych mutanti proteinu FANCI na DNA

ziskané DNA vazebnou analyzou.
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Obrazek 19: Grafické vyhodnoceni vazby mutanti proteinového komplexu ID2 na DNA

ziskané DNA vazebnou analyzou.

53



nM 0 28 38 56 75 113150 225 300450600 900

ID2/DNA - - :!E::

Obrazek 20: Imunodetekce proteinu FANCD2 pii vazbé komplexu 3D2A/D2 na DNA.
V horni ¢asti obrazku jsou vyznaceny koncentrace proteinu 3D2A, kterym byla DNA titrovana.

5.4.2 Anizotropie fluorescence

Byla zmétena anizotropie fluorescence pro protein o riznych koncentracich soli
v pufru. Data byla vyhodnocena jako v pfipad¢€ porovnavani mutantli mezi sebou a ziskané
vazebné konstanty jsou zaznamenany v tabulce 9. Graf s vyhodnocenymi daty z programu
MATLAB je na obrazku 21 (str. 55).

Vazba proteinli na DNA byla rovnéz oveéfovana pomoci anizotropie fluorescence. Stejné
jako u DNA vazebnych testii byla HEX-Y AB titrovdna vzriistajicim mnoZstvim proteinu ¢i
proteinového komplexu a v kazdém bod¢ byla zméfena anizotropie fluorescence. Ziskana
data byla pro zjisténi vazebné konstanty (Kp) dosazena do rovnice 4 (str. 41). Vypoctené
hodnoty vazebnych konstant a chyby jsou zaznamenany v tabulce 9. V grafu na obrazku 22
(str. 55) jsou vyznaleny vazebné kiivky mutantnich proteind 2D3A a 3D2A a v grafu
na obrazku 23 (str. 56) srovnani vazebnych kiivek proteinu 2D3A v a bez piitomnosti

proteinu FANCD?2.

Tabulka 9: Vypoc¢itané hodnoty vazebnych konstant pro vazbu proteinii na DNA.

Protein Vazebny Koncentrace Koncentrace soli Ko
partner ligandu (YAB) [nM] [mM]
FANCI 2D3A - 50 75 13,72
FANCI 2D3A - 50 100 20,5
FANCI 2D3A - 50 125 103,4
FANCI 2D3A - 50 150 226,6
FANCI 2D3A - 50 100 20,47
FANCI 3D2A - 50 100 14,15
FANCI 2D3A - 50 125 152,3
FANCI 2D3A FANCD2 WT 50 125 88,8
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Obrazek 21: Grafické srovnani vazby proteinu 2D3A na DNA v pufrech o riznych
koncentracich soli.
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Obrazek 22: Grafické srovnani vazby mutantnich proteini 2D3A a 3D2A na DNA ve 100
mM NaCl ziskané metodou anizotropie fluorescence.
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Obrazek 23: Grafické srovnani vazby proteinu 2D3A a proteinového komplexu 2D3A/D2 ve
125 mM NaCl ziskané metodou anizotropie fluorescence.

5.5 Monoubiquitinylacni reakce

Zkoumani vlivu fosforylace proteinu FANCI na monoubiquitinylaci komplexu ID2 bylo
provedeno pomoci monoubiquitinyla¢nich reakci a jejich naslednou analyzou na 7%
denaturujicich polyakrylamidovych gelech (obrazek 24, str. 57). Byly pfipraveny
komplexy ID2 s DNA tak, ze byly k FANCD2 ptidany mutanty FANCI a rovnéz WT.
Nasledné byly pfimichany dalsi sloZky monoubiquitinyla¢ni reakce, tedy enzymy EI,
UBE2T, BL100, MgCl,, ATP, ht-ubiquitin, pfipadné htSUMO-ubiquitin. HtSUMO-
ubiquitin méa vys$$i molekulovou hmotnost a je na gelu pozorovan vétsSi rozdil mezi
ubiquitinylovanym a neubiquitinylovanym komplexem. Jako negativni kontrola byl pouzit
vzorek, do kterého nebyl pfidan enzym E1 ani ATP. Reakce byla zastavena po 1 hodiné

apos.
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Obrazek 24: SDS elektroforéza monoubiquitinyla¢ni reakce v 7% polyakrylamidovém gelu.
S oznacuje standard, NK negativni kontrolu, 5A, 5D a WT oznacuji jednotlivé proteiny FANCI.
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6 DISKUZE

Opravna draha Fanconiho anémie slouzi k odstranéni mezifetézcovych spojeni
komplementarnich vldken DNA. Pro pochopeni, pro¢ je pro aktivaci této drahy nutna
fosforylace proteinu FANCI, po které nasleduje monoubiquitinylace FANCD?2, je nutné
porozumét mechanismu vlivu postupné fosforylace FANCI pravé na monoubiquitinylaci
FANCD?2. Jedna zmoznych hypotéz je, ze fosforylace proteinu FANCI pozitivné
ovlivituje vazbu komplexu ID2 na DNA, resp. vazbu FANCD2 na DNA. K ovéfeni této
hypotézy a pro objasnéni vlivu fosforylace na monoubiquitinylaci byly vyuzity
fosfomimetické mutanty FANCI.

Mutantni formy proteinh FANCI 1 FANCD2 byly pfipraveny v hmyzim expresnim
systému Sf9 v dostate¢ném mnozstvi a Cistoté (obrazek 13, str. 49). U vSech pfipravenych
proteini byla uspé$né odstépena histidinova kotva (obrazek 14, str. 49), ktera by mohla
zkoumani vazby proteini na DNA ovlivnit.

Pro porovnani vazby mutantnich forem proteinu FANCI ¢i proteinovych komplext
téchto mutant s proteinem FANCD2 na DNA byly provedeny vazebné testy a zméiena
anizotropie fluorescence, oboji titraci DNA vzrlstajicim mnoZstvim proteinu ¢i
proteinového komplexu.

Z porovnani vazeb jednotlivych fosfomimetickych mutantl (obrdzky 16, 17, str. 51,
52), i zdat vynesenych v grafech 18 a 19 (str. 53) je mozné pozorovat mirny rozdil
ve vazbach proteinii na DNA a ve vazebnych kiivkach, ovSem neni patrny Zadny trend,
ktery byl ocekavan (napi. Ze s pfibyvajici fosforylaci proteinu FANCI by byla vazba
proteinu na DNA silngj$i). Pozorovany rozdil miize byt zpiisoben vlivem nékolika faktort,
a to jak mirné rozdilnou koncentraci proteinu, nedostate¢cnou homogenitou gelu ¢i
piidavany ve stejném pufru, ovSem po purifikaci byly v pufru o koncentraci NaCl 300 mM
a jelikoz koncentrace vSech métfenych proteini nebyla stejnd, byly ptidavany v riznych
objemech, coz patrné mohlo vyslednou koncentraci soli nepatrné ovlivnit. Jamky na gelu
bylo nutné ptedem promyt pufrem, aby v nich nezlstaly fragmenty geld, které by
znesnadnily naneseni vzorkd na dna jamek. Je také mozné, ze tato technika nebyla pro toto
mefeni optimalni. V rdmci méfeni jsme se snazili tyto neptiznivé ovliviujici faktory
omezit na minimum, tudiz byly po optimalizaci metody vSechny uvedené titrace méteny

ve stejny den, ve stejném pufru, na gelech o stejném slozeni. Po optimalizaci této metody
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s ¢asti pripravenych mutantli bylo nutné s dal§Sim méfenim pockat na uspéSnou piipravu
zbylych fosfomimetickych mutanta.

Jako komplementarni metoda byla zvolena je$té fluorimetrickd technika méteni
anizotropie fluorescence. Tato technika byla jako v ptipadé DNA vazebnych testl pouzita
pro stanoveni vazby fosfomimetickych mutanti na DNA a také pro stanoveni vlivu
koncentrace soli v pufru na pribéh vazebné kiivky, coz je znazorné€no v grafu na obrazku
21 (str.55). Z vysledki vynesenych vtomto grafu a rovnéz ze ziskanych vazebnych
konstant z tabulky 9 (str. 54) je patrné, ze vliv koncentrace soli je opravdu znacny
a zvySeni koncentrace soli o 75 mM muzZe zvysit vazebnou konstantu vice nez 10x. Timto
zjisténim by tedy mohla byt vysvétlena fluktuace jednotlivych kiivek v grafech ziskanych
z DNA vazebnych testi.

Jak jiz bylo zminéno vyse, touto metodou byla zkouména také vazba fosfomimetickych
mutantd na DNA. V grafu na obrazku 22 (str. 55) je znazornén rozdil ve vazbé mutanth
FANCI 2D3A a 3D2A na DNA. Je patrné, Ze rozdil je zde opravdu minimalni, coz
podporuje zavéry z méfeni DNA vazebnych testl, tedy ze postupna fosforylace proteinu
FANCI neovliviiuje jeho vazbu na DNA. Byl rovnéz stanoven rozdil mezi vazbou proteinu
FANCI a proteinového komplexu ID2 na DNA. V grafu na obrazku 23 (str. 56) jsou
vyneseny ziskané kiivky z métfeni proteinu 2D3A bez a s ptfidavkem FANCD?2. I zde je
rozdil minimalni, coZ opét naznacuje, Ze ani tato vazba neni fosforylaci ovlivnéna.

Data z fluorimetrickych vazebnych studii poukazuji na spravnost vazebnych testl
provadénych na nativnich gelech. Obé techniky ukazuji shodny vysledek, tedy Ze je vliv
fosforylace proteinu FANCI na vazbu DNA minimalni. Lze tedy usuzovat, Ze vazba
proteinu FANCI na DNA neni fosforylaci ovlivnéna pifimo. Vazba samotného proteinu
FANCD?2 na DNA je o n¢kolik adl nizsi nez v ptipadé FANCI, ovSem piesné stanoveni
nebylo mozné provést, zeyména z diivodu nedostatecné rozpustnosti proteinu. Na druhou
stranu pi1 vazbé¢ proteini do komplexu ID2 je protein FANCD2 dostate¢né navazan
na FANCI a tudiz je ,,pfivolan®“ na DNA. Dalsi testovani vlivu fosforylace FANCI na
vazbu FANCD?2 v ptfitomnosti 1 nepfitomnosti DNA bylo nad ramec této diplomové prace
a je dalSim logickym krokem v pokracovani tohoto projektu, kterého by mélo byt nedilnou
soucasti 1 méfeni s poSkozenou DNA a pifipadné s monoubiquitinylovanym proteinem
FANCD?2.

Poslednimi  experimenty provedenymi vramci této diplomové prace byly

monoubiquitinylac¢ni reakce, které mély objasnit zda a ptipadné jak ovlivituje fosforylace
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proteinu. FANCI monoubiquitinylaci FANCD2. Reakce byly provedeny s nékolika
mutanty. Nejvice nas zajimal rozdil mezi mutantem 5A, ktery ptredstavuje nefosforylovany
protein a mutantem 5D, ktery pfedstavuje protein kompletné fosforylovany. Vysledny gel
pro tuto reakci je prezentovan na obrazku 24 (str. 57). Tato meéfeni byla provedena
opakované¢ a ani zde jsme nezaznamenali vyrazny rozdil v mife monoubiquitinylace
komplexu ID2 v zavislosti na pfitomnosti jednotlivych mutanti.

Vysledky této diplomové prace naznacuji, ze fosforylace proteinu FANCI neovliviiuje
ani jeho vazbu na DNA pfi zahajeni opravné drahy ani miru monoubiquitinylace proteinu
FANCD?2. Toto zjisténi tedy nabada k zamysleni, jakym zpisobem fosforylace proteinu
FANCI spousti opravnou drahu Fanconiho anémie a také z jakého ditvodu je fosforylace
tohoto proteinu zasadni pro monoubiquitinylaci FANCD?2 . Jednou z moZnosti, které by
mohly funkci fosforylace vysvétlit, je pfitomnost dalSiho faktoru (ptipadné faktortt), které
by se ucastnily zahdjeni opravné drahy Fanconiho anémie a jejich funkce by mohla byt
ovlivnéna fosforylaci proteinu FANCI. Dale by fosforylace mohla ovliviiovat konformaci
proteinového komplexu navazaného na DNA. Jelikoz se fosforylaci proteinu FANCI
zméni naboj v misté fosforylace, mohlo by dojit ke zméné konformace nebo spise k jeji
stabilizaci po navazani na DNA. To by mohlo wusnadnit navazani ubiquitinu
na monoubiquitinylaéni mista FANCD2 1 FANCI, kterd jsou skryta na rozhrani obou
proteinlt vdzanych v komplexu (obrazek 4A, B, str. 15). Fosforylace by tedy mohla
umoznit pfistup aktivnimu mistu enzymu E2, ktery je pro monoubiquitinylaci FANCD2
nutny a ktery je pfili§ velky pro pfiblizeni k monoubiquitinylacnimu mistu samotného
komplexu FANCI:FANCD?2.

Ziskana data tedy hypotézu o ovlivnéni vazby proteinu FANCI ¢i proteinového
komplexu ID2 na DNA fosforylaci vyvraceji. V dalSim studiu této problematiky je dulezité

provéfit dalsi moznosti, které by mohly potiebu fosforylace vysvétlit.
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7 ZAVER

Byly navrzeny mutantni konstrukty proteinu FANCI (1D; 2,3D; 3D2A; 2D3A; 5D;
KR ) i FANCD?2 (KR), které byly uspé$né ptipraveny.

Mutantni proteiny 1 jejich divoké kmeny byly pfipraveny expresi v hmyzim
expresnim systému a nasledné precisStény pomoci afinitni, heparinové a gelové
permeacni chromatografie.

U ziskanych proteinil byla uspesné odstépena histidinova kotva a jejich spravnost
byla ovéfena hmotnostni spektrometrii.

Pomoci DNA vazebnych testli a méfeni anizotropie fluorescence byla ziskana data
pro objasnéni vlivu fosforylace proteinu FANCI na vazbu na DNA. Tato data
ukazuji, Ze fosforylace proteinu FANCI nema vliv jak na vazbu tohoto proteinu na
DNA, tak na vazbu proteinového komplexu ID2 na DNA.

Vliv fosforylace proteinu FANCI na monoubiquitinylaci ID2 byl zkouman pomoci
monoubiquitinylac¢nich reakci. Ze ziskanych dat vyplyva, ze fosforylace rovnéz

neovliviiuje miru monoubiquitinylace.
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Priloha 1: Vektorova mapa mutantniho genu FANCI 54 vlozeného do plasmidu pACEBacl.
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