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ABSTRAKT

Zachovani integrity DNA je v pribéhu zivota kritické pro kazdy zivy organismus.
Organismy si proto vyvinuly mnoho zplsobii, jak detekovat a opravit riizné typy
poskozeni DNA, zptlisobené endogennimi i exogennimi vlivy, vyustujici dale v replikacni
stres. Chyby v téchto opravnych mechanismech mohou vést k zavaznym lidskym
onemocnénim, jako jsou neurologické poruchy, familiarni druhy onkologickych
onemocnéni nebo vyvojové syndromy. V této diplomové praci byla zkoumdana funkce
kvasinkového proteinu Wss1, metaloproteasy, kterd se podili na nedavno objevené DNA
opravné draze, kterd proteolyticky odstranuje proteiny kovalentné zachycené na DNA.
Wss1 vykazuje silnou negativni interakci s jinou proteasou opravujici DNA, Ddil, ptricemz
bylo objeveno, Ze kvasinkovy kmen postradajici soucasné geny WSS1a DDII1 je
hypersenzitivni na hydroxyureu. Hydroxyurea inhibuje ribonukleotidreduktasu, ¢imz
v kone¢ném dusledku zplsobuje zastaveni bunky v S-fazi bunécného cyklu. V ramci této
diplomové prace byly na zakladé ptredchozich studii provedeny tzv. ,rescue” experimenty
s rliznymi variantami Wss1, postradajicimi jednotlivé domény ¢i obsahujicimi bodové
aminokyselinové zamény. Tyto experimenty nasledné poslouzily k posouzeni ucasti
jednotlivyjch domén proteinu Wssl v odpovédi na replika¢ni stres vyvolany

hydroxymocovinou.

Kli¢ova slova: Wss1, Ddi1, posSkozeni DNA, oprava DNA, proteasa, kvasinky
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ABSTRACT

Sustaining the integrity of DNA throughout the lifetime is critical for every living
organism. Therefore organisms evolved numerous ways to detect and repair different
types of DNA damage caused by various endogenous and exogenous factors resulting in
replication stress. Defects in these repair mechanisms can lead to severe human diseases
such as neurological disorders, familial cancers or developmental syndromes. In presented
master thesis, we investigated the function of a yeast protein named Wssl, a
metalloprotease that participates in a recently discovered DNA repair pathway that
proteolytically removes DNA-protein crosslinks. Wss1 shows strong negative interaction
with another DNA repair protease, Ddil, in which case was discovered, that double-
deleted yeast strain lacking WSS1 and DDI1 is hypersensitive to hydroxyurea. Hydroxurea
is a ribonucleotide reductase inhibitor that, in the end, arrests cells in the S-phase of cell-
cycle. Based on previous studies, we performed rescue experiments with various deletions
and single-site mutants of Wsslp to assess the involvement of particular yeast Wsslp

domains in the replication stress response to hudroxyurea.

Key words: Wss1p, Ddilp, DNA damage, DNA repair, protease, yeasts
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Vyznam

ATPasy spojované s riznymi buné¢nymi aktivitami (z angl.
ATPases Associated with diverse cellular Activities)
adenosintrifosfat

AAA ATPasa Cdc48 (z angl. Cell Division Control protein 48)
karboxypeptidasa S (z angl. Carboxypeptidase S)

doména proteinu Wss1 vazajici DNA (z angl. DNA Binding
Domain)

homology kvasinkového proteinu Ddil

aspartatova proteasa indukovana poskozenim DNA (z angl. DNA
damage-inducible protein)

adaptor proteinu Cdc48 vazajici ubikvitinovany substrat (z angl.
Degradation Of Alpha protein 1)

deoxyribotukleotidtrifosfaty

proteiny kovalentné zachycené na DNA (z angl. DNA-Protein
Crosslinks)

protein podobny ubikvitinu vazajici polyubikvitinové retézce
signalni drdha Fanconiho anémie

protein komplementacni skupiny D2 Fanconiho anémie (angl.
Fanconi Anemia Complementation Group D2)

doména rodiny proteint Ddi bohata na a-helixy (z angl. Helical-
Domain of DDI)

mistné specificka endonukleasa vyzadovana pri vymeéneé alel

v lokusu MAT (z angl.. HOmothallic switching endonuclease)
homologni rekombinace

chaperon Hsp70 (z angl. Heat-Shock Protein 70)

lokus urcujici parujici typ kvasinek (z angl. mating-type lokus)
sav¢i homolog Mre11p; nukleasova podjednotka savciho
komplexu MRN opravujici dvouvlaknové zlomy DNA (z angl.
Metotic Recombination 11 homolog 1)

nukleasova podjednotka komplexu MRX opravujici dvouvlaknové
zlomy DNA (z angl. Meiotic REcombination 11)

komplex proteint MRE11-RAD50-NBS1

komplex proteinti Mre11-Rad50-Xrs2

nibrin; souc¢ast komplexu MRN

oprava vystrizenim nukleotidii (z ang. Nucleotide excision repair)
oprava nehomolognim spojovanim volnych koncti DNA (z angl.
Non-Homologous end joining)

jaderny respiracni faktor 1; soucast komplexu MRN (angl. Nuclear
respiratory factor 1)

0s-metylguanin

transkrip¢ni faktor 1 z rodiny proteinti POU; alternativné znacen
POU2F1 (z angl. Octamer-binding protein 1)
poly-(ADP-ribosa) polymerasa

svorkovy protein DNA polymerasy § (z angl. Proliferating Cell
Nuclear Antigen)

sekurin (z angl. Precocious Dissociation of Sisters 1)

vii



fosfoglycerat kinasa 1 (z angl. 3-PhosphoGlycerate Kinase)
protein Rad4 G¢astnici se NER (z angl. Radiation sensitive 4)
protein Rad23 ucastnici se opravy DNA a proteasomalni
degradace proteinti (z angl. Radiation sensitive 23)

sav¢i homolog Rad50p; soucast komplexu MRN opravujici
dvouvlaknové zlomy DNA (z ang. Radiation sensitive 50 homolog)
protein ucastnici se opravy DNA; sou¢ast komplexu MRX
opravujici dvouvlaknové zlomy DNA (z ang. Radiation sensitive 50
homolog)

protein ucastnici se opravy DNA pomoci HR (z ang. Radiation
sensitive 52)

gen kddujici rekombinasu A (z angl. Recombinase A)

gen kddujici rekombinasu B (z angl. Recombinase B)

reaktivni formy dusiku (z angl. Reactive nitrogen species)
reaktivni formy kysliku (z angl. Reactive oxygen species)
terminacni faktor replikace 2

doména podobna aspartatovym proteasam retrovira (z angl.
Retroviral-like protease)

protein vazajici DNA; transkrip¢ni faktor; iéastni se organizace
struktury chromatinu (z angl. Special AT-rich sequence-binding
protein-1)

E3 ubikvitin-protein ligasovy komplex proteint Skp1-Cul1-F-box
SHP box

motivy interagujici s proteiny SUMO

sav¢i ortholog Wss1p (z angl. SprT-Like Domain-Containing
Protein Spartan)

protein Ucastnici se tvorby dvouvlaknovych zlomid DNA béhem
meiotické rekombinace (z angl. Sporulation)

Clen rodiny proteinti Hsp70

maly modifikacni protein podobny ubikvitinu

Tyrosil DNA-fosfodiesterasa 1 a 2; savci homology Tdplp
Tyrosil DNA-fosfodiesterasa 1

Topoisomerasa 1, sav¢i homology Toplp

Topoisomerasa 2; savci homolog Top2p

doména asociovana s ubikvitinem

doména podobna ubikvitinu

F-box receptorovy protein; podjednotka komplexu SCF (z angl.
UV-F-box-HO)

sav¢i homolog Cdc48p (z angl. Valosin-containing protein)
motiv interagujici s proteinem Cdc48 (VCP/p97)
metalopeptidasova doména charakteristicka pro protein Wss1
slaby supresor smt3 (z angl. Weak Suppresor of Smt3)

protein ucastnici se opravy jednovlaknovych zlomi DNA (z angl.
X-ray repair cross-complementing protein 1)
8-Hydroxy-2'-deoxyguanosin
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1 Uvop

DNA je klicovou soucasti kazdé zivé buniky, jelikoZ je v ni uloZena takika veSkera
nezbytnd geneticka informace. Struktura téchto molekul je ale neustile ohroZena
plsobenim tady faktort zpisobujici rizné formy poskozeni DNA. Vzniklé 1éze, zvlasté
pokud nejsou adekvatné opraveny, mohou vést k porucham v bunééné fyziologii, mutacim
a v kone¢ném dtisledku az ke smrti dané bunky.

Jednim ztéchto poskozeni jsou kovalentné zachycené proteiny na DNA
(zkr. DPC, z angl. DNA-protein crosslinks). DPC vznikaji zachycenim DNA-proteinovych
meziproduktli enzymatickych reakci v mistech poSkozené DNA nebo pii plsobeni
enzymovych jedd. Soucasné DPC vznikaji i v disledku plsobeni ionizujiciho, UV a IR
zareni, ROS a NOR i nékterych aldehydi, které chemickymi reakcemi vyvolavaji vazbu
proteinti nachazejicich se v tésné blizkosti na DNA (Klages-mundt & Li 2017). Pfitomnost
DPC silné ovliviiuje metabolismus DNA, zejména brani postupu klicovych proteini béhem
replikace a transkripce, coz dale vede k tvorbé mutaci, zlomt vlaken DNA a piestavbam
genomu (Nakano et al. 2012, 2013, Stingele et al. 2014, Duxin et al. 2014).

Eukaryotické bunky disponuji systémem nékolika mechanismt, které opravuji
vzniklé DPC, popripadé zajist'uji toleranci jejich pritomnosti. Aktivita téchto mechanismi
je pak tzce spojena s regulaci bunéc¢ného cyklu (Ide et al. 2018). Mezi tyto mechanismy
pribyla nedavno objevena proteolytickd oprava DPC pomoci proteas, kdy dochazi ke
Stépeni proteinové casti DPC. Jednim ze dvou doposud znamych zastupcli této drahy je
kvasinkova metaloproteasa Wss1, jejiZz proteolyticka aktivita je aktivovana vazbou DNA, a
ktera ddle interaguje se segregasou Cdc48p a SUMO proteiny Smt3 (Stingele et al. 2014,
Balakirev et al. 2015).

Dalsi proteasou, u niZ bylo nové objeveno, Ze se také ucastni bunécné odpoveédi na
replikacni stres, je aspartatova proteasa Ddil (Kottemann et al. 2017; Svoboda et al
2019). Exprese DDI1 je indukovana pri posSkozeni DNA (Zhu & Xiao 1998), pricemz
konkrétné kvasinkovy Ddil se ucastni nékolika procesi jako je ubikvitin-proteasomalni
degradace, regulace bunécného cyklu, vimény parovacich alel ¢i regulace exocytosy skrze
vyvazovani SNARE proteint (Clarke et al. 2001, Saeki et al. 2002, Marash & Gerst 2003,
Kaplun et al. 2005, Diaz-Martinez et al. 2006, Gabriely et al. 2008). Protein Ddil ma ve své
strukture doménu podobnou aspartatovym proteasam retrovirli, detailni mechanismus
jeji proteolytické aktivity vSak nebyl doposud zcela objasnén (Trempe et al. 2016).
Z nékolika nedavnych studii je vSak zrejmé, Ze proteolyticka aktivita je zcela zasadni jak
pri DNA opravnych procesech (Svoboda et al 2019; Serbyn et al 2019), tak pri

proteolytickém Stépeni a aktivaci transkripéniho faktoru NRF1, ktery reguluje naptiklad



syntézu proteasomalnich podjednotek (Koizumi et al. 2016) a NRF3, ktery je zasadni
v regulaci bunécné proliferace (Chowdhury et al. 2017).

Pti zevrubné genetické analyze neletalnich kvasinkovych mutaci bylo objeveno, Ze
soucasna delece WSS1 a DDI1 zplisobuje vyrazné snizZeni zivotaschopnosti (Costanzo et al.
2016). Tento pozorovany fenotyp se navic vyrazné zesiluje pii pusobeni
hydroxymocoviny, ktera skrze inhibici syntézy dNTP zastavuje replikacni aparat (Svoboda
etal 2019; Serbyn et al. 2019). Pozorovanou piecitlivélost na HU Ize zvratit nadprodukci
Ddilp, avsak jeho aktivita je zavisla na funkci katalytického mista a pritomnosti domény
HDD, o niZ se predpoklada, Ze zajiStuje vazbu na DNA (Svoboda et al. 2019).

Cilem této diplomové prace bylo objasnit, zda lze tento fenotyp komplementovat i
nadprodukci Wss1p. Dalsi tlohou bylo zjistit, které domény Wss1p jsou pro jeho funkci

v odpovédi na replikacni stres vyvolany hydroxymocovinou za danych podminek dtlezité.



2 CIiLE PRACE

Cilem této prace bylo pomoci molekularné biologickych a mikrobiologickych
metod objasnit roli kvasinkové proteasy Wssl v DNA opravnych procesech béhem

plsobeni genotoxické hydroxymocoviny (HU) u kvasinek Saccharomyces cerevisiae.

Konkrétni cile:

e Priprava plasmidovych konstruktt nesouci gen WSS1, nebo jeho upravené
varianty s riznymi kombinacemi inaktivovanych ¢i deletovanych interakénich
domén a katalyticky aktivniho mista.

e Transformace vybranych mutantnich kment kvasinek Saccharomyces cerevisiae a
ovéreni exprese vloZenych geni.

e Ovéreni role proteasy Wss1 v bunécné odpovédi na plisobeni genotoxické
hydroxymocoviny pomoci bodového testu.

e Analyza vlivu jednotlivych domén a aktivniho mista na funkci Wss1p.



3 LITERARNi PREHLED

3.1 STRUKTURA A FUNKCE DNA

Deoxyribonukleova kyselina (obecné znama jako DNA, z angl. deoxyribonucleic
acid) je nositelkou genetické informace ve vSech Zivych organismech. Strukturu DNA lze
obecné charakterizovat jako polymer zakladnich stavebnich jednotek - nukleotidti, které
jsou dale tvoreny tremi slozkami: (1) cukrem deoxyrib6zou, (2) zbytkem Kyseliny
fosforecné a (3) dusikatou bazi. Jednotlivé deoxyribdzy jsou spojeny do retézce tzv.
fosfatovym mistkem, ktery spojuje treti uhlik jedné deoxyribézy s patym uhlikem
nasledujici deoxiribosy. Tim vznika typicka ,cukr-fosfatova kostra“ (na obr. 1. vyznacena
Sedé), ktera je z jedné strany zakoncend hydroxylovou skupinou cukru (3' konec) a ze
strany druhé fosfatovou skupinou (5' konec). Na prvni uhlik kazdé deoxyribozy je pak
pomoci N-glykosidické vazby navazana jedna ze Ctyt dusikatych heterocyklickych bazi -
adenin (A), guanin (G), cytosin (C) nebo thymin (T) (na obr. 1. vyznaceny Cervené, Zlute,
modie a zelené). Dvé vlakna DNA s opacnou orientaci svych konci (3'=5' a 5'-3') se k
sobé vazi skrze vodikové mistky mezi protilehlymi bazemi a v naprosté vétsiné pripadi
tvori charakteristickou pravotocivou dvousroubovici. Molekuly DNA jsou v burnce pak dale
organizovany do vys$Sich struktur diky koordinované superspiralizaci a cetnymi
interakcemi s proteiny, zejména komplexy histoni (viz obr. 1).

Aby byla umoznéna distribuce DNA do dalSich generaci, dochazi pred délenim
buiiky ke zdvojeni jeji genetické informace pomoci semi-konzervativni replikace. BEhem
tohoto procesu jsou dvousroubovice DNA cinnosti enzymi topoisomeras a helikas
rozpleteny na jednotlivd vladkna, kterd pak slouzi jako predloha pro syntézu nového
parujiciho vldkna pomoci DNA polymeras. Z jedné dvousroubovice DNA tak vznikaji dvé,
které jsou tvoreny jednim ptivodnim vlaknem a jednim nové syntetizovanym.

Geneticka informace je obsaZena v samotné sekvenci DNA a slouZi jako instrukce
pro tvorbu bunéénych bilkovin. Cteci mechanismus, jenz je zodpovédny za tvorbu novych
proteint, rozpoznava tzv. kodony, tedy trojice po sobé jdoucich dusikatych bazi. Kazdému
kodonu odpovida urcitd aminokyselina, kterd je posléze specificky prifazena do nové
vznikajictho peptidového retézce. Vzhledem k tomu, Ze je v DNA zaznamenana sekvence
vSech bilkovin, které dale podminuji vznik ostatnich biomolekul a buné¢nych struktur, je
pro zivou bunku zcela zasadni umét genetickou informaci spravné skladovat, replikovat a

dale prenaset.
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Obr. 1. | Struktura DNA. Upraveno podle (Lindahl et al. 2015).

3.1 POSKOZENi DNA A JEHO DUSLEDKY

DNA je v buiice neustdale vystavena vlivu mnoha endogennich i exogennich faktori
a Cinidel, které svym plisobenim vyvolavaji desitky tisic zmén v jeji chemické strukture. V
nedélicich nebo pomalu se mnozicich burikdch pak pri pripadné nedostatecné funkci
opravnych systému dochazi k postupnému hromadéni poskozeni molekul DNA (Hamilton
etal 2001, Wolf et al. 2005), ktera ovliviiuji ¢i zcela blokuji transkripci genii v postizenych
oblastech. Tyto zmény vedou vkone¢ném duasledku Kk postupné ztraté fyziologickych
funkci dané burnky, coz je jednou z hlavnich piic¢in bunécéného starnuti (Bernstein et al
2008, Best 2009, Freitas & De Magalhdes 2011). Vrychle se délicich burikdch zase
neopravena poskozeni brani pribéhu replikacniho aparatu, coz vyustuje v zahajeni
apoptézy (Cotta-Ramusino et al. 2005, Branzei & Foiani 2008). Pokud ovSem nejsou
apoptotické drahy aktivovany, dochazi pti replikaci poSkozeného templatového tetézce
nebo pfi opravé nékterymi opravnymi mechanismy k tvorbé chyb a vzniku potenciilné
Skodlivych mutaci a epigenetickych alteraci (Shibutani et al. 1991, O’Hagan, et al. 2008)
(viz. obr. 2).

Mutace se od obecného poskozeni lisi tim, Ze se jednd o zménu primdarni sekvence

DNA a tedy i zménu zapsané genetické informace. Navic, pokud je stejnd mutace pritomna



v obou retézcich, nemize byt rozpoznana a nasledné opravena prislusSnymi enzymy. Pri
replikaci jsou pak tyto chyby preneseny do nového retézce a béhem bunécného déleni
predany do nasledujici generace bunék (Shibutani et al. 1991).

Vzniklé mutace mohou zmeénit funkci proteinu nebo regulaci genové exprese (e
Freitas & De Magalhdes 2011). VétSina mutaci, které nemaji neutralni vliv, je pro buiky
skodliva a zplisobuje v replikujici se populaci postupnou ztratu takto mutantnich bunék.
Nastava ale i méné castd situace, kdy mutace v kritickych genech inhibuji dilezité
regulacni funkce, coz poskytuje prislusné mutantni buiice selekéni vyhodu, avsak soucasné

znacné zvysuje pravdépodobnost vzniku nadori (Bernstein et al. 2008) (viz obr. 2).

POSKOZENIi DNA
PROLIFERUIJICI NEDELICi SE
BUNKY BUNKY
l I OPRAVA I
DNA
Chyby pfi replikaci — 3 | - Branéni
nebo opravé DNA APOPTOZA transkripce
Vznik mutaci poskytujici Postupné ztrata
selekéni vyhodu fyziologickych funkci
RAKOVINOVE BUJENI{ BUNECNE STARNUTI{

Obr. 2. | Poskozeni DNA v casto se délicich butikach zptlisobuje vznik mutaci, jez
vedou Kke vzniku nadorového bujeni. Oproti tomu poskozeni DNA
v nereplikujicich nebo pomalu se délicich buinkach je pravdépodobné
vyznamnou pricinou starnuti. Upraveno podle (Bernstein et al. 2013)

3.1.1 Typy poskozeni molekul DNA

Oxidace bdzi

Interakci DNA s reaktivnimi formami kysliku (ROS, z ang. Reactive Oxygen
Species) a dusiku (Inoue & Kawanishi 1995), oxida¢nimi Cinidly, a také v disledku
neprimého plisobeni ionizujiciho zareni na DNA (Dizdaroglu 1992), vznika vice nez 20
typd pozménénych bazi (Valavanidis et al. 2013, Yu et al. 2016). NejCastéji je pozorovana
oxidace guaninu, a to kvili jeho vysokému oxida¢nimu potencialu (Steenken & Jovanovic
1997). Jednim z produktd takovéto oxidace je 8-oxo-7,8-dihydroguanin (8-oxo-dG), ktery
je vyuzivan jako biomarker oxidativniho poSkozeni a zhoubného bujeni (Wolf et al. 2005,
Kant et al. 2016, Bhatti et al. 2017). Pritomnost oxidovanych bazi v DNA muze zplsobit

epigenetické alterace a tim ménit genovou expresi (Nishida et al. 2013). Neopravené



oxidace dale indukuji vznik mutaci, kuptikladu oxidace paru G:C na 8-oxo0-dG:C zpisobuje

transverzi na T:A (Yasui et al. 2014).

Alkylace bazi

Alkylacni ¢inidla zptisobuji vazbu methylovych ¢i ethylovych zbytkl na dusikové a
kyslikové atomy bazi DNA (Richardson et al. 1987, Hecht 1999, Onizuka et al. 2018).
Vznikaji tak modifikované baze (napf. 1-metyladenin, 6-O-metylguanin [06-meG])
s cytotoxickymi a mutagennimi ucinky (Abbott & Safthill 1979, Delaney & Essigmann
2004). Kuptikladu, par 06-meG:T spousti opravné mechanismy, které, nejsou-li provedeny
spravné, mohou zapricinit dvouvlaknové zlomy a spusténi apoptézy (Noonan et al. 2012).
Néktera alkyla¢ni ¢inidla se tak pro svoji schopnost indukovat apoptézu pouzivaji jako

protirakovinna léciva (Drablgs et al. 2004).

Deaminace bazi

VSechny baze kromé thyminu podléhaji v butice spontdnni deaminaci. Nejc¢astéji
dochazi ke ztraté aminoskupiny cytosinu za vzniku uracilu, a to s frekvenci 100-500 bazi{
na buiitku za den (Friedberg et al. 2006). BéZnym zdrojem jednobodovych mutaci je
5-metylcytosin, ktery miiZe byt spontanné deaminovan na piirozené se vyskytujici thymin.
Pokud nejsou tyto 1éze opraveny pied replikaci, bunika pouZije vlakno obsahujici U nebo T

jako Sablonu a tim vytvof{ trvalou zménu v sekvenci DNA (Sassa et al. 2016).

Depurinace a depyrimidinace nukleotidii

V burikdch béZné dochazi ke spontanni hydrolyze N-glykosidové vazby mezi bazi a
deoxyribosou, coZ vede ke vzniku tzv. abazickych mist. Ztrata pyrimidinu byva mnohem
méné Castd, jelikoz N-glykosidova vazba mezi pyrimidinovou bazi a deoxyribosou je
stabilnéj$i neZ odpovidajici vazba na purinové baze (Lindahl 1993). Abazickd mista
vznikaji také pti opravé DNA poskozené ROS nebo alkyla¢nimi ¢inidly (Xiao & Samson
1993, Fleming et al. 2017). Neopravend abazickd mista blokuji replikaci a transkripci, coz
muze vyustit az ve zlomy vlaken DNA, popiipadé zapricinuji vznik mutaci (Boiteux and

Guillet 2004).

Vznik cyklobutanovych dimerii

Absorpce UV zareni vyvolava vznik pyrimidinovych dimert mezi sousedicimi T-T a
T-C bazemi DNA. Takto modifikované baze tvorici tzv. ,cyklobutanovy kruh“ nejsou
schopny parovat sprotéjSim vlaknem DNA. Dochazi proto k narusSeni struktury
dvousroubovice DNA, coz miZe blokovat replikaci a transkripci (Proti¢-Sablji¢ et al. 1986,

You et al. 2001).



Vazba chemickych sloucenin

Nékteré planarni molekuly tvorené polycyklickymi uhlovodiky (kupt. proflavin,
ethidiumbromid, akridiny), se mohou pomoci nekovalentnich interakci vmezerit do
prostoru mezi prilehlymi pary dusikatych bazi, ¢imz dochazi k naruSeni struktury DNA
(Lerman 1961, Neto and Lapis 2009). Tyto zmény dale blokuji replikaci a transkripci (De
Carvalho et al. 2018), popripadé mize pritomnost interkalac¢nich ¢inidel zapricinit béhem
replikace Ci oprav inzerci ¢i deleci nukleotidli v retézci (Nial et al. 2007).

Jiné slouceniny, jako je aflatoxin nebo Benzo[a]pyren, se kovalentné pripojuji
na DNA, kdy vznikaji tzv. ,DNA-adukty” (Volk et al. 2003). Obdobné jako interkalani
¢inidla inhibuji DNA-adukty replikaci a transkripci, poptipadé zapric¢inuji chyby pfti
replikaci (Aguilar et al. 1993, La & Swenberg 1996).

Posledni kategorii pak predstavuji sloucCeniny, které svoji strukturou pfipominaji
dusikaté baze, dik ¢emuZ byvaji béhem replikace DNA chybné zabudovany do nové
syntetizovaného tetézce. Jiné vazebné vlastnosti téchto molekul nasledné zptsobuji
chybné parovani bazi a naruSeni struktury DNA. Prikladem takovych sloucenin jsou
5-bromouracil, 2-aminopurin (Benzert & Freese 1957, Sampath et al. 2003, Brovarets’ et

al. 2017).

Stépeni vidken DNA

V disledku oxida¢niho posSkozeni (Sharma 2007), alkylace bazi (Hecht 1999),
ionizujicitho zareni (Sutherland et al. 2000) i ptisobenim nékterych enzymovych jedi
(Hsiang et al. 1985, Covey et al. 1989) dochazi k preruseni fosfodiesterové kostry DNA.
PreruSeni obou protilehlych vlaken dvousroubovice mohou byt diisledkem zastaveni
replika¢niho aparatu, kdy dojde ke kolapsu replikacni vidlicky za vzniku volnych konct
DNA (Engels et al. 2007). Neopravena pieruseni obou vlaken DNA predstavuje pro buriku

hrozbu, jelikoZ zptisobuje znacné zmény v usporadani genomu (Gorbunova et al. 2007).

Zesitovdani DNA molekul

Plsobenim endogennich i exogennich c¢inidel, jeZ maji ve své strukture dvé
nezavislé reaktivni skupiny interagujici s DNA, miiZze dochazet ke kovalentnimu propojeni
dvou nukleotidd vjednom vlakné, nebo mezi protéjsimi vlakny dvousroubovice DNA.
Zvlasté propojeni protilehlych vlaken je pro bunky velmi toxické, jelikoz je omezeno
rozplétani dvousroubovice, coZ brani replikaci i transkripci (Fu et al. 2011). Z latek
endogenniho ptivodu jsou to napf. malondialdehyd (Niedernhofer et al. 2003) spojujici GC
pary v 5°-CG sekvencich, nebo kyselina dusi¢ng, ktera vytvari kovalentni spojeni mezi
atomy guanosinovych bazi v 5’-CG sekvencich (Kirchner et al. 1992). Rada exogennich

zesitovacich cCinidel, jako jsou napf. rostlinné psoraleny spojujici protilehlé TT baze po



aktivaci UV zafenim (Cimino et al. 1985), nebo derivaty cisplatiny (Rudd et al. 1995) jsou

vyuzivany jako chemoterapeutika (Parrish et al. 1974, Dasari & Tchounwou 2014).

Vazba proteinovych aduktii

K nevratnému kovalentnimu zachyceni nejriznéjsich proteini na DNA dochazi
z mnoha piicin. Pfi absorpci UV zareni dochazi k excitaci bazi DNA, které se nasledné vazi
na aminokyseliny okolnich proteint (Zhang et al. 2004). Ionizujici zareni zptisobuje vznik
DPC piimo, a to tvorbou reaktivnich kationtovych radikald DNA, nebo nepiimo, tedy
ionizaci okolnich molekul vody vyvolavajici vznik ROS, které mohou dale reagovat s DNA a
okolnimi proteiny (Barker et al 2005). Vznik DPC je ovSem indukovan i léky proti
rakovinnému bujeni. Naptiklad platinové derivaty nespecificky vazi proteiny interagujici
s chromatinem, ¢imZz vytvaii tzv. neenzymatické DPC (Chvalovd et al 2007).
Kampthotecinové derivaty naopak stabilizuji kovalentné navazanou topoizomerasu I
vmezefenim na rozhrani DNA-enzym (Pommier 2009). Inkorporovany cytosinovy analog
5-aza-2'-deoxycytidine zase slouZi jako ireverzibilni inhibitor pro (cytosin-5)-
metyltransferasu 1, kterd na ném ziistava dale navazana (Maslov et al. 2013). Oba posledni
priklady produkuji tzv. enzymatické DPC. Jingym mechanismem ptisobi inhibitory
poly(ADP-ribosy) polymeras (PARP), které zptsobuji velmi tésné navazani PARP1, které
se projevuje stejné jako kovalentni vazba (Murai et al. 2012). DPC jsou indukovany také
fadou endogennich faktort. Prikladem miiZe byt kovalentni vazba histonli v abazickych
mistech nebo zachyceni DNA polymerasy B béhem opravy oxidovanych abazickych mist
(Demott et al. 2002, Sczepanski et al. 2014).

Vliv DPC se odviji od jejich struktury, velikosti i umisténi. Velké DPC na vedoucim
vlakné brani helikase rozplétat dvouSroubovici DNA, coZ dale vede ke kolapsu replika¢ni
vidlicky (Nakano et al. 2012). Pokud se DPC vyskytne na opozd'ujicim se vlakné, zptisobuje
zastaveni DNA polymerasy (Nakano et al. 2012). K vySe zminénym efektiim ale nedochazi,
pokud je proteinova ¢ast DPC mensich rozmért (Chvalova et al. 2007, Yeo et al. 2014).
Obecné se da rici, ze DPC zpiisobuji vznik mutaci a maji genotoxicky a cytotoxicky ucinek,

jelikoZ narusuji replikaci, transkripci i nékteré opravné mechanismy.

3.2 BUNECNA ODPOVED NA POSKOZENIi DNA

Pro obranu pred poSkozenim DNA a ptipadnym zastavenim replika¢niho aparatu
si eukaryotické bunky vyvinuly dimyslny systém bunécné odpovédi na poskozeni DNA (zKkr.
DDR, zangl. DNA-Damage Response). Tento systém se skladd z mnoha navzijem
provazanych a spolupracujicich drah, které rozpoznavaji dané poSkozeni ¢i zastavené

replika¢ni vidlicky a nasledné skrze signalni kaskady presné reguluji ¢cinnost mechanismd,



zajiStujici opravu nebo toleranci daného poskozeni (viz obr. 3). Spole¢né s opravou
molekul DNA dochazi soucasné i ke zménam transkripce genli a rozvolnéni struktury
chromatinu v misté poskozeni. V pripadé, Ze poSkozeni neni opraveno, nebo je 1ézi prilis
mnoho, jsou spustény mechanismy vedouci k prechodu burnky do senescence ¢i spusténi
programované bunécné smrti. Poruchy v nékteré z casti DDR zplisobuji zvySenou citlivost
postiZenych bunék vici faktorim poskozujici jejich DNA (Ciccia & Elledge 2010, Blackford
& Jackson 2017).

Aktivita DDR pak tzce souvisi sregulaci bunétného cyklu. Po spusSténi DDR
dochazi k aktivaci kontrolnich bodi bunécného cyklu - signalnich drah, které zajistuji, ze
je DNA neporuSena a pripravena pro naslednou replikaci a rozdéleni burky. Aktivace
kontrolnich bodl zplisobuje pozastaveni bunécéného cyklu, coZ dava buiice ¢as na opravu
poskozeni, nez pokracuje v replikaci nebo mitéze. Soucasné, odpovéd na dané poskozeni
je ovlivnéno tim, v jaké fazi bunécéného cyklu se buiika praveé nachazi (Blackford & Jackson

2017, Hustedt & Durocher 2017).
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Obr. 3. | Schematické znazornéni Bunécné odpovédi na poskozeni DNA a
replikacni stres. Prvnim krokem DDR je rozpoznani po$skozeni molekul DNA
senzorovymi proteiny (vyznaceny zlutou barvou). Dvouvlaknové zlomy DNA
jsou rozpoznany komplexem proteini MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) a proteiny
Ku. Odhalena oblast jednovlaknové DNA je rozpoznana replika¢nimi proteiny A
(RPA) a komplexem proteini RAD9-RAD1-HUS (9-1-1). Senzorové proteiny
dale zajistuji vazbu a aktivaci apikalnich serin/threoninovych kinas (vyznaceny
Cervenou barvou) - ATM (z angl. Ataxia-telangiectasia mutated), ATR (z angl.
Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) a katalytické podjednotky
proteinové kinasy zavislé na DNA (DNA-PKcs; z angl. DNA-dependent protein
kinase, catalytic subunit). Aktivované apikalni kinasy dale ptrenaseji signal na
efektorové kinasy (vyznaceny oranZovou barvou) - ATR na kinasu kontrolniho
bodu bunécného cyklu 1 (CHK1, z angl. Checkpoint kinase 1) ATM na kinasu
kontrolniho bodu bunéc¢ného cyklu 2 (CHK2, zangl. Checkpoint kinase 2).
Efektorové kinasy pak dale prenaseji signal do okoli, kdy fosforyluji ptislusné
efektory. Regulace DDR je zajisténa cCinnosti mediatori (vyznaCeny Sedou
barvou), které jsou soucasné substraty i regulatory apikalnich i efektorovych
kinas. Mezi medidtory DRR se tadi ptfedevSim protein karcinomu prsu 1
(BRCA1, z angl. Breast cancer type 1 susceptibility protein), protein 1 vazajici
p53 (53BP1, zangl. p53-binding protein), protein 1 vazajici DNA
topoisomerasu 2 (TopBP1, z angl. DNA topoisomerase 2-binding protein 1),
histonova varianta H2AX (z ang. H2A histone family member X) a mediatorovy
protein kontrolniho bodu bunécného cyklu 1 (MDC1, z angl. Mediator of DNA
damage checkpoint protein 1). Kone¢nym désledkem spusténi DDR je
zastaveni buné¢ného cyklu a oprava poSkozeni pomoci piislusnych opravnych
mechanismi, jako je napft. oprava nehomolognim spojovanim volnych konct
DNA (NHE], z angl. Non-Homologous end joining), oprava vys$tépovanim bazi
(BER, zangl. base excision repair) a nukleotidi (NER, zangl. Nucleotide
Excision Repair), nebo homologni rekombinace (HR). V nékterych ptipadech
dochazi alternativné k toleranci pritomného poskozeni Cinnosti translesnich
polymeras (TLS, zangl. Translesion DNA synthesis). Pokud neni poskozeni
opraveno (at uz vdlsledku poruchy ¢i nedostatetné funkce opravnych
mechanismi) dochazi ke spusténi apoptézy. Vopacném piipadé dochazi
k hromadéni poSkozeni zapficinujici buné¢né starnuti (Ciccia & Elledge 2010,
Blackford & Jackson 2017). Upraveno podle (Sulli et al. 2012).
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3.2.1 OpravaDPC

VétSina mechanismi ucastnici se opravy poskozené DNA je jiz vcelku dobie
prostudovana. Oproti tomu ale stale neni prili§ zndmo o opravé DPC. Vysledky soucasnych
studii ukazuji, Ze je vétSina vzniklych DPC opravena v priibéhu S- faze bunécného cyklu
(Vaz et al. 2016). Tato skutecnost neni nikterak prekvapivd vzhledem ktomu, Ze
pritomnost DPC zplisobuje zastaveni, popiipadé kolaps replikacniho aparatu koncici
zastavenim bunécného cyklu. V nasledujicich kapitolach jsou shrnuty informace o doposud

znamych mechanismech oprav DPC.

Stépeni kovalentni vazby Tyrosil-DNA fosfodiesterasami

Tyrosil DNA-fosfodiesterasy 1 a 2 (TDP1, TDP2) jsou specializované bunécné
enzymy, které odstraiuji ireversibilné zachycené DNA topoisomerasy 1 (TOP1) na 3’
konci jednovlaknového zlomu DNA, a DNA topoisomerasy 2 (TOP2) zachycené na 5’
koncich dvouvlkaknovych zlomt DNA, a to pomoci hydrolyzy kovalentni vazby mezi DNA
a tyrosinem v aktivnim centru protein (Pommier et al. 2014). TDP1 i TDP2 ovSem nejsou
schopny odstraniovat celé TOP1 a TOP2, a proto je proteinova cast nejprve, skrze
ubiquitinovou signalizaci proteolyticky nastépena proteasomem (Lin et al. 2008, Interthal
& Champoux 2011). Po odstranéni TOP2 pomoci TDP2 zlistanou na DNA dvouvlaknové
zlomy, které jsou dale opraveny pomoci NHE] ¢i HR (Gomez-Herreros et al. 2013). Naopak
TDP1 zanechava po odstranéni TOP1 pouze jednovlaknové zlomy, pricemZ konce vlaken
jsou nejprve upraveny polynukleotid kinasou 3’ phosphatasou a posléze spojeny Poly
(ADP-ribosa) polymerasou 1, proteinem XRCC1 a DNA ligasou 3 (El-Khamisy 2011).

Cinnost TDP1 je regulovdna skrze Ffadu post-transla¢nich modifikaci, napt.
sumoylace Lysinu 111 a poly(ADP)ribosilace C-konce TDP1 indukuji ptresun TDP1 do
mista poskozeni, kde dale podporuje vazbu dalSich opravnych faktort (Hudsoun et al
2012, Das et al 2014). Cinnost TDP2 je pravdépodobné regulovana ubikvitinovym

signalem skrze N-koncovou ubikvitin-vazebnou doménu (Rao et al. 2016).

Nukleasovad oprava pomoci komplexu MNR/MRX

Dal$im mechanismem opravy DPC je odstranéni naruSenych oblasti DNA pomoci
bunécnych nukleas. Komplex proteini MRE11-RAD50-NBS1 (MRN), v kvasinkovych
buiikich tvoreny podjednotkami Mrellp-Rad50p-Xrs2p (MRX), zajiStuje opravu
proteinovych aduktli kovalentné zachycenych na koncich dvouvlaknovych zlomt DNA.
Tento opravny mechanismus, popf. jeho pribuzné alternativy, byl pozorovan
v bakteridlnich, kvasinkovych i lidskych buiikach, pricemz ve vSech ptipadech vedla ztrata
nékteré podjednotky ke kumulaci enzymatickych DPC, tvofenych proteiny TOP1, TOP2 ¢i
SPO11 (Connelly et al. 2003, Neale et al. 2005, Lee et al. 2012, Hoa et al. 2016). Vysledky
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studie (de Graaf et al 2009) mimo jiné naznacuji, Ze MRN komplex odstraiuje i
neenzymatické DPC.

Aktivita MRN je regulovana na nékolika drovnich. Pritomnost DPC spole¢né
s podjednotkou NBS1 podnécuje endonukleazovou aktivitu MRE11, ktera v tésné blizkosti
DPC stépi jedno z vlaken DNA. Nasledné dochazi k odstranéni poskozené Casti fetézce a
soucasnému Stépeni komplementarniho vldkna DNA (Deshpande et al. 2016). Aktivita
MRN komplexu je dale stimulovana proteinem CtBP (v kvasinkach Sae2p), ktery dale
interaguje s proteiny BRCA1 a CDK (Sartori et al. 2007, Hartsuiker et al. 2009). Po
odstranéni DPC jsou vldkna DNA dale opravena pomoci NHE] nebo homologni

rekombinace.

Oprava pomoci nukleotidové excizni reparace

Do opravy DPC a zaroven ochrany pred ptisobenim nékterych DPC indukujicich
¢inidel, zejména pak reaktivnich aldehydt, je zapojena i nukleotidovd excizni reparace
(NER), ktera umoziiuje opraveni DPC skrze tvorbu jednovlaknovych zloma v retézci DNA
(Nakano et al. 2007, 2009). Signdlem pro vyuziti této drahy je pravdépodobné rychly
narust velkého mnozstvi DPC, jelikoZ napft. v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae je NER
dtlezita pii opravé DPC vzniklych v diisledku kratkého piisobeni vysokych koncentraci
formaldehydu (de Graaf et al. 2009, Stingele et al. 2014).

Z vysledki studii je také patrné, Ze je tento opravny systém kvili své struktuie
schopen odstranit pouze malé proteinové adukty o maximalni velikosti ~14 kDa
v pripadé bakterii (Minko & 2002, Nakano et al. 2007), do 10 kDa u vyssich organismt
(Reardon & Sancar 2006, Nakano et al. 2009).

U¢ast homologni rekombinace

Jinou moznosti, jak se bunka dokaze chranit pied plisobenim reaktivnich cinidel
indukujicich DPC, je HR. Ztrata genli pro HR vyvolavd u bunék zvySenou senzitivitu
k reaktivnim aldehydiim. Nazornym piikladem miize byt delece genli recA a recB
v bakteriich E. coli zpasobujici zvySeni citlivosti bunék na cytotoxické plisobeni
formaldehydu a azacytidinu (Nakano et al. 2007). Stejny efekt byl pozorovan i pfi deleci
genu RAD52 u bunék S. cerevisiae (Stingele et al. 2014).

Z dosavadnich vysledkl studii vypliva, Ze HR restartuje replika¢ni vidlicky
blokované DPC, a zajiStuje opravu dvouvldknovych zloml vzniklych v disledku
akumulace DPC ¢ opravy DPC pomoci MRN komplexu (Ide et al. 2011). Ugast HR
v toleranci DPC je podporena vysledky studie (Nakano et al. 2009), kde ztrata gend pro HR
vedla u savc¢ich bunék k akumulaci dvouvlaknovych zlom DNA. Pro toleranci DPC pomoci

HR je navic nezbytna funkce nukleasy Mrel1 (Hoa et al. 2016).

13



Zajimavé jsou pak vysledky vyzkumu (de Graaf et al. 2009) poukazujici na
rozdilnou roli NER a HR pti opravé DPC. Na rozdil od genii pro NER vedla delece HR genti
MRE11, RAD50, RAD52 v kvasinkovych bunlkach ke zvySeni citlivosti na dlouhodobé
plisobeni nizkych davek formaldehydu. Vysledky studii dale ukazuji, Ze oproti NER neni
¢innost HR nikterak omezena velikosti proteinové ¢asti navazané na DNA. V E. coli byly
objemnéjSi DPC vyhradné zpracovavany pomoci HR, zfejmé tedy predstavuje

universalnéjsi mechanismus tolerance DPC (Nakano et al. 2007, 2009).

Draha Fanconiho anémie

Ucast Fanconi anemia drahy (FA) pii opravé DPC je doposud rozporuplna. Delece
gent FA drahy vede ke zvySeni citlivosti bunék na ptsobeni DPC indukujicich latek -
reaktivnich aldehydid (Garaycoechea et al. 2012), enzymovych jedi - kupt. 5-aza-2'-
deoxycytidinu zachycujici DNA-methyltransferasu 1 (Orta et al. 2013) ¢i PARB inhibitort
(Murai et al. 2012). Nicméné, pri studiu oprav plasmidti s DPC provadénych ve vaje¢nych
extraktech X. laevis bylo dokazano, Ze odstranéni FANCD2, jedné z hlavnich komponent FA
drahy, nemélo na opravu DPC probihajici s replikaci Zadny vliv (Duxin et al. 2014). Navic,
buiiky postradajici FANCD2 nevykazovaly oproti WT buiikdm zvySené mnozstvi DPC, ani u
nich nebyla zaznamenana zména vopravé DPC vzniklych v dlsledku plisobeni
formaldehydu (Stingele et al. 2016). Zda se tak, Ze tloha FA drahy pti opravé DPC souvisi
spiSe s opravou mezi-vlaknovych prokiiZeni vyvolanych reaktivnimi c¢inidly neZ se

samotnou opravou DPC.

3.2.2 Role proteolytickych enzymii pii opravé DPC

K ochrannym mechanismtm zajistujicim integritu a stabilitu DNA pribyla relativné
nedavno objevend, avSak nesmirné dilezita, proteolytickd oprava DPC. Tento univerzalni
opravny mechanismus je konzervovan u vyssich i nizsich eukaryot, avSak doposud nebyl
pozorovan u bakterii (Stingele et al. 2014, Vaz et al. 2016).

Univerzalnost proteas pii opravé DPC spociva v jejich nizké substratové specifité,
ktera umoziuje Stépeni, pravdépodobné jakékoliv proteinové slozky DPC zachycené na
vlaknech DNA (Stingele et al. 2014, 2016).

Proteolytickd oprava je indukovana zastavenim replikacniho aparatu v disledku
pritomnosti DPC, které blokuje postup helikas na vedoucim vlakné ¢i polymeras na
opozd'ujicim se vlakné DNA. Po $tépeni proteinové slozky opravnou proteasou zlistava na
DNA navazan maly peptidovy zbytek, ktery jiz nebrani postupu helikas, ale dale blokuje
¢innost polymeras. Oddéleni cinnosti helikas od polymeras zpisobuje hromadéni
jednovlaknové DNA, jeZ vyvold ubikvitinaci a sumoylaci proteinu PCNA/Pol30p

v kvasinkach. Tento protein, indukuje nahrazeni blokovanych polymeras za
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mutagenni translesni polymerasy, které pokracuji v syntéze DNA i ptes peptidovy zbytek.
Peptidovy zbytek miiZe byt odstranén i pomoci vysSe uvedenych opravnych mechanisma -
NER, Tdplp a Tdp2p (Hoege et al. 2002, Duxin et al. 2014, Stingele et al. 2014).

Doposud byly identifikovany dvé proteasy zajistujici proteolytickou opravu DPC, a
to kvasinkova metaloproteasa Wss1p (z angl. Weak Suppresor of Smt3) a jeji sav¢i ortolog
Spartan (DVC1 nebo také SPRTN, z angl. SprT-like domain-containing protein Spartan).
Oba tyto proteiny spadaji do miniglucininové podskupiny zinkovych metalopeptidas, které
se vyznacuji pritomnosti konzervovaného motivu HEXXH tvorici aktivni misto enzymu
(Stingele et al. 2014, 2016, Vaz et al. 2016, Yang et al. 2017). Vedle HEXXH motivu maji
Wss1 i SPRTN podobnou organizaci proteinovych domén a sdileji urcité specifické
vlastnosti (Balakirev et al. 2015). Unikatni charakteristicky prvek téchto proteas je
zavislost jejich proteolytické aktivity na primé ¢i zprostredkované vazbé s DNA (Stingele
etal 2014, 2016, Lopez-Mosqueda et al. 2016). Aktivita Wss1 a SPRTN je ddle stimulovana
vazbou ubikvitinu nebo SUMO proteinti skrze interakéni domény, které jsou umistény na
C-konci proteinu (Centore et al. 2012, Stingele et al. 2014) a interakci s AAA ATPasou
Cdc48/p97/VCP (z angl. Cell Division Cycle) (Ghosal et al. 2012, Stingele et al. 2014).

Wss1p v Saccharomyces cerevisiae

Kvasinkova metalo(endo)peptidasa Wss1p je prvni objevenou proteasou ticastnici
se opravy poSkozené DNA. Klicovou studii odhalujici roli Wsslp a jeji funk¢ni
charakteristiky byl vyzkum provadény v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, dokazujici
ucast této proteasy pii opravé kovalentné zachycené Toplp po piisobeni formaldehydu
(Stingele et al. 2014).

Wss1 je 269 aminokyselin dlouhy protein kédovany na chromosomu ¢&. VII. Je
soucasti podskupiny WLM (z ang. Wss1-like metalloprotease) zinkovych metaloproteas.
Clenové proteinové WLM rodiny se vyskytuji u kvasinek, hub a rostlin, ale chybi u zvitat a
bakterif (Lakshminarayan et al. 2004, Balakirev et al. 2015).

Struktura proteinu Wss1 se sestava z N-koncové proteasové domény WLM
obsahujici aktivni misto tvorené aminokyselinami H115, E116, H119 (soucast sekvence
HEXXH) a H125, které spolecné vazou ion zinku (viz obr. 4-1, 4-2 ). Katalytické misto muze
byt inaktivovano nahrazenim negativné nabitého E116 za neutralni glutamin (Stingele et
al. 2014). Tato mutace zpUsobuje zménu povrchového naboje aktivniho mista z mirné
negativniho na pozitivni, pricemZ neni ovlivnéna celkova struktura Wsslp (Yang et al
2017) (viz obr. 5). Ve struktuie Wsslp jsou dale pritomny motivy VIM (z ang. VCP-
interaction motif) a SHP, jeZ jsou spoletné zodpovédné za interakci se proteinem Cdc48

(Stapf et al. 2011, Stingele et al. 2014) (viz obr. 4-3). Mezi motivy SHP a VIM se dale
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nachazi oblast zajistujici vazbu s DNA (DBD, z angl. DNA-binding domain) (Stingele et al.
2014). Na C- konci proteinu se pak nachazeji interak¢ni motivy SIM1 a SIM2 (z ang. SUMO

interaction motif), které jsou dilezité pro vazbu kvasinkového SUMO proteinu Smt3
(Mullen et al. 2010, Stingele et al. 2014).

E116 H115

(1)

! N O
N LR\ QO & &
M I N E
1 20 E116 152-160 161-208 209-219  247-254 266-269

Obr. 4. | Struktura proteinu Wss1.

(1) Krystalova struktura proteasové domény WLM (aminokyseliny 21-148)
s barevné vyznaCenymi sekundarnimi strukturami - 3 o helixy a 4 3 listy.
Ion zinku nachazejici se v aktivnim misté je vyobrazen ¢erné.

(2) Detailni vyobrazeni aktivntho mista tvoreného iontem zinku, histidiny
H115, H119, H125 a katalytickym glutamatem E116.

(3) Schématické znazornéni usporadani domén a umisténi aktivniho glutamatu
E116.

WLMwT WLMnlSQ

E116 Q116

Obr. 5. | Vliv mutace E116Q na povrchovy naboj aktivniho mista.
Porovnani povrchového potencidlu nativni WLM domény (WLMWT)
(aminokyseliny 21-148) a jeji upravené varianty s mutaci E116Q (WLME116Q)
(aminokyseliny 24-149). Cervena barva zna¢i zaporny povrchovy potencial,
modra barva kladny. Upraveno podle (Yang et al. 2017).
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Substratem Wss1p jsou proteinové ¢asti enzymatickych i neenzymatickych DPC,
pricemz aktivita Wsslp zrejmé neni omezena strukturou substratu. Diikazem jsou
experimenty, pti kterych byly vin vitro podminkach Stépeny Toplp, histony H1 i 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktasa (Stingele et al. 2014).

Proteolyticka aktivita Wss1p je regulovana nékolika mechanismy. Prvnim z nich je
jeji zavislost na interakci s DNA. Ve studii (Stingele et al. 2014) je prokazano Stépeni
testovanych substratl in vitro po pridani DNA, zejména jednovlaknové, pricemz Stépeny
byly pouze proteiny se schopnosti vazby na DNA. Balakirev a kolegové ovSem prokazuji i
Stépeni Cdc48p (Balakirev et al. 2015), ktery interaguje s Wsslp, ale sdm nedisponuje
schopnosti vazat se na DNA. Stejna prace dale pak ukazuje, Ze proteolyticka aktivita mize
byt namisto DNA aktivovana i thiol-modifikujicimi c¢inidly: thiramem a octanem p-
aminofenylrtutnatym. Zvysledkli autoii usuzuji, Ze stejné jako nékteré dalsi
metaloproteasy je Wss1 regulovana mechanismem cysteinového spinace, kdy je aktivn{
misto inhibovdno negativné nabitou C-koncovou ¢asti Wss1lp nesouci inhibi¢ni cystein
C226. Interakce kladné nabité WLM domény s DNA nasledné zptlisobuje konformacni
zmény usnadiujici vytésnéni C226 z aktivniho mista. Tuto teorii podporuje pritomnost
flexibilni oblasti za WLM doménou vazajici DNA, jez by mohla umoziovat potrebny ohyb, i
strukturni podobnosti WLM domény s proabylysinem, ktery je regulovan podobnym
mechanismem (Yang et al. 2017). Aktivace konformacni zménou po vazbé DNA je znama i
u savciho SPRTN, kdy vazba na jednovlaknovou DNA spousti uplnou aktivaci enzymu, coz
umoziiuje Stépeni proteinového substratu. Naproti tomu vazba na dvouvlaknovou DNA
vyvolava Stépeni SPRTN in-trans (Stingele et al. 2016).

I Wsslp je regulovan Stépenim sebe sama. V in vitro experimentech bylo
pozorovano $tépeni Wsslp in-trans po pridani jednovlaknové i dvouvlaknové DNA.
Zvysledki experimentd je téZ patrné, Ze je vyzadovdna DNA o jisté minimalni délce,
pohybujici se okolo 16 bp (Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015). Vzhledem k témto
skutecnostem se tak predpoklada, Zze DNA aktivuje proteolytickou aktivitu Wsslp a
soucasné slouzi jako nosi¢, ktery zajisStuje tésné priblizeni Wss1p a Stépeného proteinu
(Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015).

Wss1 se $tépi na vice mistech v C-oblasti proteinu: (1) mezi doménami SHP a VIM,
(2) voblasti SHP, (3) za C-koncem WLM domény (Stingele et al. 2014, Balakirev et al
2015, Yang et al. 2017). Da se predpokladat, Ze nejprve dochazi ke Stépeni (1) a (2), coz
miiZe zajiStovat zvySeni proteolytické aktivity odstranénim C-konce sregulacnim
cysteinem. Po dal$im Stépeni (3) pak zlistava pouze kompaktni proteasova WLM doména,
ktera se niZ nevaze na chromatin. Tento krok miize slouzit k ochrané zbylych proteind na

DNA, nebo k ukonceni ¢innosti Wss1p po odstranéni DPC.
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Aktivita Wss1p je dale regulovana interakci C-koncovych domén SIM1 a SIM2 s
kvasinkovym SUMO proteinem Smt3. Tento protein se ucastni signalizace pro poruSenou
DNA a regulace opravnych mechanisml v mistech poskozeni. SUMOylovany jsou jak
zachycené proteiny, kupt. Top1 (Mao et al. 2000), tak i opravné komplexy akumulujici se
v mistech poskozené DNA (Psakhye and Jentsch 2012, Balakirev et al. 2015). Vysledky
prvnich studii naznacovaly, Ze vazba SUMO je nezbytna pro pozorovanou isopeptidasovou
aktivitu na retézcich SUMO proteint (Mullen et al, 2010). Tuto aktivitu vyvraci vysledky
vyzkumu Stingeleho a kolegti, které soucasné ukazuji, Ze vazba SUMO podporuje in vivo
aktivitu Wsslp pri odstrafiovani Toplp, ale neni pro ni zcela nezbytna (Stingele et al
2014). Autori dosli kzavéru, Ze vazba SUMO proteind skrze domény SIM1 a SIM2
podporuje nasmérovani proteolytické aktivity Wsslp do mist poskozené DNA. Vétsi
vyznam témto doménam priklada (Balakirev et al. 2015), a to Ze pritomnost SIM domén je
nezbytna pro odstraniovani sumoylovanych proteind a auto-proteolysu Wss1p. Dale pak
predpoklada, Ze SIM domény zajistuji SUMO-ligasovou aktivitu - Wss1p vaZe sumoylované
proteiny, nacez prodluZuje sumoylované fetézce a posléze sumoyluje sdm sebe a
pridruzené bunécné proteiny. Tim indukuje vazbu dalSich Wss1p a ostatnich opravnych
komponent, auto-aktivaci a Stépeni substrati (Balakirev et al. 2015).

DalSim proteinem, se kterym Wss1 v buiice interaguje je segregasa Cdc48. O tomto
proteinu je znamo, Ze spole¢né se svymi kofaktory vaze ubikvitin i SUMO proteiny a
zajistuje odstraiiovani znacenych proteinovych komplexi z chromatinu, i jejich naslednou
proteasomdlni degradaci (Ramadan et al. 2017). Interakce s Cdc48 neni zapotiebi pro
proteolytickou aktivitu Wss1p in vitro (Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015), avSak
vazba s Cdc48p skrze SHP a VIM domény je vyzadovana pro odstrafiovani kovalentné
zachycenych Top1p u kvasinek postradajici sou¢asné TDP1 (Stingele et al. 2014, Balakirev
et al. 2015). I pfi odstranovani DPC indukovanych ptsobenim formaldehydu Stingele a
kolegové predkladaji hypotézu, ze Cdc48p skrze vazbu SUMO proteini napomaha cileni
Wsslp do sumoylovanych mist s poskozenou DNA a svou segregasovou aktivitou
pravdépodobné zajiStuje i odstranéni peptidového zbytku, ktery vznikl po $tépeni DPC
Wss1p, z DNA a jeho preneseni do proteasomu nebo k jiné bunécné peptidase (Stingele et
al. 2014). Tuto hypotézu podporuji vysledky vyzkumu (Balakirev et al. 2015), kde bylo
prokazano, ze Wss1p tvori komplex s Cdc48p a jeho kofaktorem Doalp, jeZ vaze ubikvitin
(Mullally et al. 2006) a Gcastni se degradace ubikvitinovanych substratt skrze UPS (Wu, et
al. 2016) i regulace transportu ubikvitinovanych proteind do vakuoly (Ren et al. 2008).
Tyto informace spolecné sobjevem, Ze pisobeni genotoxickych Ccinidel indukuje

akumulaci Wsslp ve vakuole, nasvédCuje, Ze komplex Wss1/Cdc48/Doal
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zprostredkovava degradaci sumoylovanych substratii prostiednictvim specifického
transportu do vakuoly (Balakirev et al. 2015).

Proteasova aktivita Wsslp je za normadlnich podminek v buiice latentni a je
aktivovana az pri plsobeni genotoxickych faktortl, kupt. formaldehydu, kamptothecinu
nebo UV zateni (O'Neill et al. 2004, Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015). Cinnost
Wsslp pak souvisi sostatnimi opravnymi mechanismy bunécné odpovédi na DPC.
Dosavadni vysledky studii naznacuji, Ze DPC jsou v kvasinkové buiice opraveny pomoci
NER. DPC, které nemohou byt pomoci NER opraveny pretrvavaji na DNA az do S- faze
bunécéného cyklu, kdy jsou opraveny proteolytickym Stépenim proteasou Wss1, nebo v
pripadé jeji nefunkcnosti, pomoci HR (Stingele et al. 2014). Zanechany peptidovy zbytek
po Stépeni Wss1p je nasledné odstranén pomoci NER (pravdépodobné) nebo se pokracuje
v replikaci pomoci translesnich polymeras s vy$si mirou chybovosti (Stingele et al. 2014).
Vysledky (Mullen et al. 2010, Balakirev et al. 2015) n

aznacuji, Ze dalsi alternativou k proteolytické opravé pomoci Wsslp jsou SUMO-
cilené ubikvitin-ligasy (STUbL) vyuzivajici komplex Cdc48/Ufd1/Npl4 k nasmérovani

proteint urcenych k degradaci do proteasomu.

Ddilp v Saccharomyces cerevisiae

Dalsi proteasou, ktera se pravdépodobné primo tcastni opravnych mechanismi na
posSkozené DNA, je aspartatova proteasa Ddil (z angl. DNA damage-inducible protein 1),
ktera byla poprvé charakterizovana v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae jako gen, jehoz
transkripce je aktivovana v diisledku plisobeni genotoxického stresu (Liu and Xiao 1997).
Ortology kvasinkového proteinu Ddil lze nalézt u rostlin, hub, bezobratlych i ¢lovéka,
s evolu¢né zachovanou strukturou (Krylov & Koonin 2001).

Struktura kvasinkového Ddilp se sestava z N- koncové UBL (z angl. Ubiquitin-like)
a C- koncové UBA (z angl. Ubiquitin-associated) domény, které jsou obé charakteristické
pro UBL/UBA adaptorové proteiny ubiquitin-proteasomového systému, mezi které patii i
proteiny Rad23 a Dsk2. Predpokladana funkce Ddilp, Rad23p a Dsk2p je regulace pri
rozpoznavani substratu proteasomem, a to vazbou ubikvitinovanych substrati pomoci
UBA domény a jejich navedeni do proteasomu skrze vazbu UBL domény s proteasomovou
podjednotkou Rpnl (Chen & Madura 2002, Saeki et al. 2002, Gomez et al. 2011). Na rozdil
od prislusnych domén u Rad23p a DskZ2p ma N- koncovd UBL doména Ddilp nizsi
sekvencni podobnost s ubiquitinem a neinteraguje s motivy vazajici ubikvitin ani s UBA
doménami, ale naopak sama vaze ubiquitin (Nowicka et al. 2015, Trempe et al. 2016).

Ddilp dale obsahuje aspartidtovou proteasovou doménu RVP (z ang. Retroviral

Protease) obsahujici charakteristicky motiv aspartat-serin/threonin-glycin. Struktura této
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domény i prislusny motiv vykazuje vysokou podobnost s aspartdtovymi proteasami
retrovird (Sirkis et al. 2006).

Mezi N-koncovou UBL a RVP doménou se nachazi HDD doména (z angl. Helical
Domain of Ddi1) bohata na a-helixy. Struktura této domény je ¢astecné podobna s rodinou
Stil-podobnych domén, které zajist'uji protein-proteinové interakce (Trempe et al. 2016).
Tyto domény jsou pritomny i v Rad23p a Dsk2p. Rad23p se skrze Sti-podobnou doménu
vaze na DNA vazebny protein Rad4, ktery je soucasti NER (Min & Pavletich 2007).
Ptredpoklada se, Ze tato interakce zajiStuje ochranu Rad4p pied proteasomalni degradaci
(Ng et al. 2003). Dsk2 se prostrednictvim své Stil-podobné domény vaze protein Stch
podobny chaperonu Hsp70 (Kaye et al. 2000). Nicméné, jesté vyraznéjsi podobnost HDD
domény Ddil byla dale prokazana s DNA vazebnymi doménami nékterych transkrip¢nich
reguldtori, a to transkrip¢niho aktivatoru CII bakteriofaga A, proteinu Octlp, nebo
lidského SATB1, coZ naznacuje, Ze by HDD doména mohla interagovat s DNA (Trempe et
al. 2016). Na zakladé téchto strukturnich podobnosti HDD domény a vzhledem
k poznatkiim, Ze se Ddilp podili na bunécné dopovédi pii poskozeni DNA a také
kontrolnich bodech bunéc¢ného cyklu (Zhu & Xiao 1998, Clarke et al. 2001) autofi ¢lanku
predpokladaji, ze by se Ddil mohla vazat skrze HDD doménu do mista poSkozeni DNA, kde
regulace vyzaduje proteolysu zavislou na ubikvitinu (Trempe et al. 2016).

Exprese genu DDI1 je pod kontrolou obousmérného promotoru, ktery soucasné
ridi expresi 3-methyladenin DNA glykosylasy (Meglp), jenz ptisobi v prvnim kroku drahy
excizni opravy bazi a chrani kvasinkové burnky pred genotoxickym plisobenim alkylacnich
Cinidel (Liu and Xiao 1997). Exprese téchto dvou genl je ovSem odliSné regulovana
riznymi drahami kontrolnich bodii poskozeni DNA (Zhu and Xiao 1998, 2001).

Pfi studiu kvasinkovych bunék s mutovanou variantou Pdslp (pbs1-128) bylo
objeveno, Ze nadmeérna exprese Ddilp, stejné jako Rad23p, potlacuje zvysSenou citlivost
mutovanych bunék na vysoké teploty a genotoxické plisobeni hydroxymocoviny (Clarke et
al. 2001). Protein Pds1p je soucasti kontrolniho bodu S-faze bunécného cyklu, kde funguje
jako inhibitor, jehoZ ubikvitinace a naslednd proteasomalni degradace je nezbytna pro
prechod bunky z metafize do anafaze (Cohen-Fix et al 1996). Na zakladé ziskanych
vysledkii autori predkladaji hypotézu, ze je Ddilp dileZzitou soucasti kontrolnich
mechanisml S-faze bunécného cyklu, kdy rozpoznava skrze svou UBA doménu
ubikvitinovany Pdslp a inhibuje jeho dalsi ubikvitinaci a souvisejici proteasomalni
degradaci.

Pfi bunécné odpovédi na poskozeni DNA Ddilp dale zajiStuje proteasomadlni
degradaci Ho endonukleasy a F-box proteinu Ufol (Kaplun et al. 2005, Ivantsiv et al.
2006). Protein Ho je zodpovédny za Stépeni vldken DNA pfi vyméné alel v MAT lokusu
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urcujici parovaci typ kvasinek. Pti aktivaci DDR je Ho endonukleasa fosforylovana, coz
slouzi jako signdl pro jeji urychlenou degradaci. Fosforylovany Ho protein je nasledné
exportovan zjadra do cytoplasmy, kde jej prostrednictvim receptorového proteinu Ufol
vaze SCF ubikvitin ligasovy komplex, ktery Ho protein ubikvitinuje (Kaplun et al. 2003).
Velmi zajimavé jsou vysledky vyzkumu (Kottemann et al. 2018), kdy u lidskych bunék
postradajicich DDI1 a DDI2 (lidské homology kvasinkového Ddilp), které byly soucasné
vystaveny plisobeni HU, bylo pozorovano hromadéni proteinu RTF2 na zastavenych
replika¢nich vidlickach. Kumulace RTF2 dale vedla k tvorbé jednovlaknové DNA, aktivaci
drah signalizujicich poskozeni DNA a nestabilité chromosomt. Vysledky naznacuji, ze
DDI1 a DDI2 slouZi jako klicové receptory, které rozpoznavaji znacené RTF2 a zajiStuji
jeho proteasomalni degradaci.

Vedle rozpoznavani substrati v ubikvitin-proteasomalni draze slouZzi kvasinkovy
Ddilp i jako negativni reguldtor proteinové sekrece (Gabriely et al. 2008, White et al
2011). Ddilp interaguje s v-SNARE proteiny Sncl a Snc2 (Lustgarten & Gerst 1999) i
t-SNARE proteinem Ssolp (Gabriely et al. 2008). Vazbou Ssolp skrze oblast mezi
doménami RVP a UBA brani Ddilp interakci Ssolp s t-SNARE proteinem Sec9p (Gabriely
et al. 2008). Je tak pravdépodobné, Ze negativni regula¢ni funkce Ddilp spociva ve
vyvazovani SNARE proteinli a branéni jejich vzajemné interakci. Pred Usekem vazajici
Ssolp byla dale objevena PEST doména (Gabriely et al. 2008), ktera je znama jako
proteolyticky signal urcujici proteiny k rychlé degradaci (Rechsteiner & Rogers 1996).

Nedavna studie (Kama et al. 2018) odhaluje, Ze se Ddilp spole¢né s komplexem
Cdc48-Npl4-Ufd1 podili na selektivnim anterogradnim transportu karboxypeptidasy S
(Cpslp) do multivesikularnich télisek a do kvasinkové vakuoly za ucelem jeho
proteolytické aktivace. Cpslp je vakuolarni enzym exprimovany pii nedostatku dusiku,
kdy zajiStuje vyuziti nékterych peptidl jako jediného zdroje dusiku a umozniuje recyklaci
aminokyselin pro syntézu proteini (Spormann et al. 1991). Cpslp je syntetizovan jako
nerozpustny polypeptidovy prekurzor, ktery je v sekrecni draze proteolyticky Stépen na
aktivni rozpustnou formu, priCemz neStépené Cpslp asociuji s membranou. Na zakladé
vysledkl experimentl autori predpokladaji, Ze se Ddilp vaze svou UBA doménou na
ubikvitinované oligomery Cpslp nachazejici se na membrané multivesikularnich télisek.
Ddilp nasledné skrze svou UBL doménu vaZe proteinovy komplex Cdc48-Npl4-Ufd1, ktery
zajiStuje rozpusténi oligomerid Cpslp na jednotlivé monomery, ¢imZ je umoznéno jejich
nasledné preneseni do intralumenalnich vesikuld a vakuoly (Kama et al. 2018).

Ackoliv ma kvasinkovy Ddilp RVP doménu retrovirovych proteas, jeho
proteolyticka aktivita byla doposud prokazana pouze neprimo. Katalyticky aspartat D220
je nezbytny pro potlaceni mutace pds1-128 vykazujici poruchy ristu (Gabriely et al. 2008)
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i pro inhibici sekrece proteinti (White et al. 2011). Avsak, Ddilp nevykazoval Zadnou
proteasovou aktivitu proti knihovné peptidii odvozenych z kvasinkového proteomu
(Trempe et al. 2016). Proteolytickd aktivita tak byla doposud pozorovdna pouze u
Leishmania major, jenZ vykazuje proteolytickou aktivitu pii kyselém pH (Perteguer et al.
2013) nebo lidského homologu DDI2, ktery na membrané ER zajistuje Stépeni a aktivaci
transkripéniho faktoru Nrfl, jenZ je ddle translokovdn do jadra kde aktivuje syntézu
proteasomalnich podjednotek (Koizumi et al. 2016). Stejnd funkce byla pozorovana i u
homologu DDI1 v Caenorhabditis elegans (Lehrbach & Ruvkun 2016).

Trempe a kolegové prichazi shypotézou, Ze proteolytickd aktivita Ddilp v
S. cerevisiae mize byt spusténa pouze za urcitych podminek, jako je kyselé vesikularni
prostiedi, nebo je aktivovdna pouze pfi interakci s jinymi bunécnymi komponentami, kdy
by mohla hrat roli vazba HDD domény na DNA v oblasti poSkozeni vlaken (Trempe et al.

2016).

(1)

(2)
PR
R & & & &£

1 80 86 190 D220 315 325 344 390 428

Obr. 6. | Struktura proteinu Ddi1l.

(1) Modelovani dat z malouhlového rentgenového rozptylu komplexu UBL-
HDD-RVP pomoci struktury UBL (zelené) a HDD (modré) domény (ziskana
nukledrni magnetickou rezonanci) a krystalové struktury dimerni RVP
domény (fialova). Povrch ptredstavuje priimér vsech generovanych modelg,
tvarovany na 1,1 x objem c¢astice. Obrazek predstavuje reprezentativni
model souboru. Prevzato z (Trempe et al. 2016).

(2) Schématické znazornéni usporddani domén v proteinu Ddil. (UBL) -
doména podobna ubikvitinu; (HDD) - helikdlni doména Ddilp; (RVP) -
doména podobnd retrovirovym proteasam; (D220) - katalyticky aspartat
D220 v aktivnim misté proteinu; (PEST) - PEST doména; (SsoBD) -
doména vazajici t-SNARE protein Ssol UBL; (UBA) - doména asociovana s
ubikvitinem
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Vzdjemny vztah WSS1 a DDI1 v bunécéné odpovédi na poskozeni DNA

Interakce gent WSS1 a DDI1 byla poprvé odhalena pri SGA (z ang. Synthetic Gene
Array) analyze neletalnich mutaci v kvasinkovych buiikdch (Costanzo et al. 2016), kdy
soucasna delece obou téchto genl zplisobovala u kvasinek syntetickou poruchu ristu
(vyrazné snizeni Zivotaschopnosti). BEhem vyzkumu této negativni genetické interakce v
laboratori skolitelky bylo objeveno, Ze fenotyp soucasné ztraty WSS1 a DDI1 je umocnén
pri plisobeni hydroxymocoviny (Svoboda et al. 2019, v recenznim rizeni v DNA Repair).
Tato slouCenina je znama jako inhibitor ¢innosti ribonukleotidreduktasy, klicového
enzymu Kkatalyzujici preménu ribonukleotidii na deoxyribonukleotidy. Plisobeni
hydroxymocoviny tak zapric¢iiuje nedostatek dNTP, kvili ¢emuz dochazi k zastaveni
syntézy DNA (Kog et al. 2004). Soucasné pritomnost HU zplisobuje poskozeni DNA skrze
tvorbu ROS a NOS (Sakano et al. 2001). Vysledky vyzkumu laboratoie Skolitelky pak dale
prokazuji, Ze pozorovanou precitlivélost na HU lze zachranit nadprodukci Ddilp, avSak
jeho funkce je vtomto pripadé zavisla na katalytickém aspartatu D220 nachazejici se
v RVP doméné a pritomnosti HDD domény (Svoboda et al. 2019). Dosavadni vSeobecné
znalosti o WSS1/Wss1p a DDI1/Ddilp, jejich pozorované genetické interakce a podobnost
v organizaci domén vedou k hypotéze, Ze se Ddilp, stejné jako kvasinkovy Wss1p, piimo
podili na bunécné odpovédi na poSkozeni DNA, jez byla indukovdna genotoxickym
plisobenim HU, a to skrze proteolytické zpracovani DCP ¢i jinych pevné zachycenych

proteintli na zastavenych replikacnich vidlickach.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 MATERIAL

4.1.1 DNA

e Syntetické oligonukleotidy (syntetizovany firmou Sigma-Aldrich)

Tab. 1. | Seznam pouzitych oligonukleotidi.

OZNACENi SEKVENCE (5°-3")

M13F TGT AAA ACG ACG GCC AGT

M13 R CAG GAA ACA GCT ATG AC

GPDproF CGG TAG GTATTG ATT GTA ATT CTG

WSS1F ATG AAG ACA GAA GGA ATA AAAAGCC

WSS1R AGT GAG ATC AAT AACTTC GAT AAG AG

E116Q_F CAC CAT GCT GCA CCAATT AACTCA CAATTT ATTC

E116Q_R GAA TAA ATT GTG AGT TAATTG GTG CAG CAT GGT G
attB1_KOZAK AA AAA GCA GGC TCA AAA AAT GAA GAC AGA AGG AAT AAA AAG
attB2_STOP AGA AAG CTG GGT ATT AAG TGA GAT CAATAA CTT CGATAAG

attB1_UNIladapter GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CT
attB2_UNIadapter = GGG GAC CACTTT GTA CAA GAA AGC TGG GT

delDBD_F GTG GAA GTG GTT CAA GAG AGT TGG CGG CTT TTG

delDBD_R CTT GAA CCACTT CCA CCGAGACGTTGAC

delWLM_F AAG CAG GCT AAAAAATGT TGT ACG ACA CAT TTT TGG GGA AC
delWLM_R CATTTT TTAGCCTGC TTT TTT GTA C

PR_DWN CAA GAA AGG TGG GTA TTA TGT GTC GTA CAAACCTCT TTG

mutSHP_F GCT TTG GCG AAC GCT CAA CGT CTC GGT GGA AG

mutSHP_R AGC GTT CGC CAA AGCTGT GTC GTA CAAACCTCT TTG

mutVIM_F ATC ATC GAA CGG CGG TAT AGA GAT GAT CGC TGG TG

mutVIM_R CCGCCGTTC GAT GAT AAA AGC CGC CAACTCTC

mutSIM1_F GCT GCA GCA GCT GAT GAT GAT GAC GAG GTACTCC

mutSIM1_R ATC AGC TGC TGC AGC TTC TAA GGA GCT GCT AAT ATT ATC AC
mutSIM2_F GCT GCT GCC GCT TAATAC CCAGCT TTCTTG TAC AAAG

mutSIM2_R TTA AGC GGC AGC AGC AACTTC GAT AAG AGT ATC TCC CG

HA-tag F GAT GTT CCA GAT TAC GCT GGA TCC AAG ACA GAA GGA ATA AAA AGC CC
HA-tag R GTA ATC TGG AACATC GTATGG GTA CAT TTT TTA GCCTGC TTT TTT GTA

e DNA vektory
o pCR®-Blunt s klonovanym genem WSS1 poskytnut od Michala Svobody
(laboratofr Skolitelky). Konstrukt byl pfipraven firmou GenScript

(www.genscript.com).

o Gateway™ pDONR™221 (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, kat.
d12536017)
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o pAG416GAL-ccdB poskytnut od Susan Lindquist (Addgene plasmid #
14147)

o pAG416GPD-ccdB poskytnut od Susan Lindquist (Addgene plasmid #
14148)

e Standardy molekulovych hmotnosti

o GelPilot 100 bp Plus ladder (Qiagen, kat. ¢. 239025)

o GelPilot 1 kb ladder (Qiagen, kat. ¢. 239085)

o GelPilot 1 kb Plus ladder (Qiagen, kat. ¢. 239095)

4.1.2 Enzymy
e T5 exonukleasa (New England Biolabs, kat. ¢. MO363S)
e Taq DNA ligasa (New England Biolab, kat. ¢. M02082S)
e Pfu DNA polymerasa (Promega, kat. ¢. M7748)
e Dpnlendonukleasa (New England BioLabs, kat. ¢. R0176S)
e Phusion® High-Fidelity DNA polymerasa (New England BioLabs, kat. ¢. MO530L)
e PPP Master Mix - Taq polymerasa (Top-Bio, kat. ¢. P125)
e Gateway™ LR Clonase™ Il enzymova smés (Invitrogen, kat. ¢. 11791020)

v

e Gateway™ BP Clonase™ Il enzymova smés (Invitrogen, kat. ¢. 11799020)

4.1.3 Protilatky
e HA-Tag (C29F4) krali¢i monoklonalni protilatka (Cell Signaling technology®, kat.
¢.3724)
e [RDye® 800CW kozi polyklonaln{ anti-krali¢i IgG (LI-COR, kat. ¢. 926-32211)
e PGK protilatka (Novex, kat. ¢. 459250)
e IRDye® 680RD kozi polyklonalni anti-mysi IgG (LI-COR, kat. ¢. 926-68070)

4.1.4 Roztoky a pufry
e CutSmart™ pufr (New England Biolabs, kat. ¢. B7204S)
e Pfu 10X reakéni pufr w/20mM MgSO,4 (Promega, kat. ¢. M776A)
e Phusion® HF reakéni pufr (New England Biolabs, kat. ¢. B0518S)
e Phusion® GC reakeni pufr (New England Biolabs, kat. ¢. B0519S)

4.1.5 Komer¢ni soupravy
e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, kat. ¢. 28706)
e ZYPPY™ plasmid miniprep kit (Zymo research, kat. ¢. D4020)
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4.1.6

4.1.7

4.1.8

Chemikalie pro piipravu médii

YPD bujoén pro mikrobiologii (Sigma-Aldrich, kat. ¢. Y1375-1KG)

YPD agar (Sigma-Aldrich, kat. ¢. Y1500-1KG)

Bakteriologicky agar (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A5306-250G)

Kvasni¢na dusikata baze bez aminokyselin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. Y0626-250G)
Hydroxymocovina (Sigma-Aldrich, kat. ¢. H8627)

Ampicilin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A1000000)

Kanamycin sulfat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. K1377)

L-Arginin, L-Asparagova kyselina, L-Glutamova kyselina, L-Lysin, L-Fenylalanin,
L-Serin, L-Threonin, L-Tyrosin, L-Valin, Adenin, L-Leucin, L-Methionin, L-

Tryptofan, Uracil (Sigma-Aldrich)

Ostatni ¢inidla a chemikalie

Mili-Q H;O [pripravena pomoci pfistroje Milli-Q® Integral Water Purification
System for Ultrapure Water by Merck (Millipore) a autoklavovana]

Barva nukleovych kyselin GelRed®, (Biotium, kat. ¢. 41003)

Akrylamid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A3553)

Peroxodisiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A3678)
N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED) (Sigma-Aldrich, kat. ¢&. T9281)
Agarosa pro agarosovou elektroforézu (Serva, kat. ¢. 11404.05)

100% Dimethylsulfoxid (New England Biolabs, kat. ¢. BO515A)

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D0632-100G)

Polyethylen-glykol 3350 (Affymetrix, kat. ¢. P4338-500G)

Sada sodnych soli ANTP (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 11969064001)

Sacharosa (Penta, kat. ¢. 24970-31000)

Bromfenolova modr (Serva, kat. ¢. 15375.01)

DNA z lososich varlat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D1626)

Octan lithny dihydrat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. L4158-250G)
Hydrogenfosforecnan sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30061-CP0)
Dihydrogenfosforecnan draselny (Lach-Ner, kat. ¢. 30016-CP0)

Chlorid sodny (Penta, kat. ¢. 16590-00000)

Chlorid draselny (Lach-Ner, kat. ¢. 30076-CP0)

Bakterialni a kvasinkové kultury
Chemicky kompetentni Escherichia coli One Shot™ TOP10 (Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific, kat. ¢. C404010)
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Kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae pro komplementacni experimenty

z laboratote Charlese Boona (Boone Lab, Donnelly Centre, University of Toronto)

Tab. 2. | Seznam pouzitych kment kvasinek Saccharomyces cerevisiae.

OZNACENI GENOTYP

Rada a - kmeny s alelou parovaciho lokusu MATa

[a] Addi1 MATa, his3-41 leu2-A0 ura3-40 met15-A0 ddil::KAN
[a] Awss1 MATa, his3-41 leu2-A0 ura3-40 met15-A0 wss1::KAN
[a] WT MATa, his3-41 leu2-A0 ura3-A0 met15-A0 ura34::KAN

Rada o - kmeny s alelou parovaciho lokusu MAT«

MATa, can1-A0::STEZ2pr-Sp_HIS5 lys1-A0 his3-A1 leu2-A0 ura3-A0 met15-40

[a] Addi1 LYS2 ddi1::NAT

(o] Awss1 MATa, can1-A0::STE2pr-Sp_HIS5 lys1-A0 his3-A1 leu2-A0 ura3-A0 met15-40
LYS2 wss1::NAT

[o] WT MATa, can1-A0::STEZ2pr-Sp_HIS5 lys1-A0 his3-A1 leu2-A0 ura3-A0 met15-40

LYS2 his3A::NAT

KriZené kmeny

MATa/MATa can1A0::STE2pr-Sp_HIS5 lys1-A0/lys1-A0 his3-A1/his3-A1

AddilAwss1 leu2-40/leu2-A0 ura3-40/ura3-A0 met15-A0/met15-A0 LYS2 ddil::KAN
wss1:NAT
MATo/MATa can1A0::STE2pr-Sp_HIS5 lys1-A0/lys1-A0 his3-A1/his3-A1
Awss1Addil leu2-A0/leu2-A0 ura3-A0/ura3-A0 metl5-A0/met15-A0 LYS2 wss1::KAN
ddil::NAT
4.2 METODY
4.2.1 Priprava pufri a gelu

Tris-EDTA pufr (pH 8): 10 mM Tris; 1 mM EDTA

TAE pufr (pH 8): 5,71 % (v/v) 99% CH3COOH; 10 % (v/v) 0,5M EDTA, 24,2 %
(w/v) Tris-HCl; ddH,0

PBS pufr (pH 7.4): 10 mM Na;HPO4; 1,8 mM KH;P04; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl,
ddH-0

Vzorkovy pufr pro agarosové gely: 10 % (w/v) sacharoéza; 0.1 % (w/v)
bromfenolova modr; ddH,0

Vzorkovy pufr pro polyakrylamidové gely: 0,06 M Tris-HCI (pH 6,8); 4 % (v/v)
-merkaptoetanol; 5 % (v/v) glycerol; 2 % (w/v) SDS; 0,0025 % (w/v)
bromfenolova modr

Elektrodovy pufr (pH 6,8): 25 mM Tris; 250 mM glycin; 0,1 % (v/v) SDS
Prenosovy pufr: 192 mM glycin; 25 mM Tris/HCI; 10 % (v/v) metanol, ddH»0
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4.2.2

PBS/Tween pufr: 10 mM Na;HPO4; 1,8 mM KH;PO4 (pH 7,4); 137 mM NaCl; 2,7 mM
KCl, 0,05 % Tween

0,8% agarosovy gel: 0,8 % (w/v) agarosa; 99,2 % (v/v) TAE pufr; barvivo GelRed®
o fedéni 1:15 000

1% agarosovy gel: 1 % (w/v) agarosa; 99 % (v/v) TAE pufr; barvivo GelRed® o
fedéni 1:15 000

7% zaostiovaci gel: 25 % (v/v) 1,5M Tris (pH 8,8); 40 % (v/v) 44% akrylamid; 0,1
% (v/v) 10% SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,01 % (v/v) TEMED, ddH»0

16% rozdélovaci gel: 25 % (v/v) 1,5M Tris (pH 8,8); 40 % (v/v) 44% akrylamid;
0,1% (v/v) 10% SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,01 % (v/v) TEMED, ddH,0

Priprava médii

LB médium: 1 % (w/v) trypton; 0,5 % (w/v) kvasnicovy extrakt; 1 % (w/v) NaC,
ddH:0

YPD médium: 5 % (w/v) YPD bujon pro mikrobiologii, ddH,0

YPD agar: 6,5 % (w/v) YPD agar, ddH;0

Standardni minimdalni médium bez Uracilu (SC URA-):

Kvasni¢nd dusikatd baze bez aminokyselin 0,67 % (w/v)
H.0 86,5 % (v/v)
Bakteriologicky agar * 1,5% (w/v)
Smés autokldvovana a ochlazena na teplotu <70 °C
20 % glukoza 10 % (v/v)
Smés aminokyselin ** 1,00 % (v/v)
Adenin (NaOH) ** 4x103 % (w/v)
L-Histidin ** 2x103% (w/v)
L-Leucin ** 6x10-3% (w/v)
L-Methionin ** 2x103% (w/v)
L-Tryptofan ** 4x103 % (w/v)
* pti pripravé pevného média, pii pripravé tekutého média nahrazeno
ddH-0
ok sterilizovano filtraci (0,2 um filtr)

(NaOH)  pomoci NaOH upraveno na pH = 10

Smés aminokyselin (w/v):

28



L-Arginin (0,2 %), L-Asparagova kyselina (1 %), L-Glutamova Kyselina
(1 %), L-Lysin (0,3 %), L-Fenylalanin (0,5 %), L-Serin (4 %), L-Threonin (2
%), L-Tyrosin (0,3 %), L-Valin (1,5 %)

4.2.3 Priprava genu wss1£116¢ kodujici katalyticky neaktivni variantu Wss1p

Pro pfipravu katalyticky neaktivni varianty Wsslp byla, na zdkladé clanku
(Stingele et al. 2014) do genu WSSI vnesena bodova mutace zpisobujici zaménu
negativné nabitého glutamatu (E116) v aktivnim misté enzymu za neutralni glutamin (Q).

Mutace byla vytvorena metodou QuikChange® Site-Directed Mutagenesis podle
protokolu pro soupravu QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent
Technologies). Nejprve byla provedena PCR amplifikace vektoru pCR™-Blunt s genem
WSS1 pomoci oligonukleotidovych primerti E116Q_F a E116Q_R obsahujici poZzadovanou
mutaci vtermocykleru Biometra TRIO 46 (Analytik Jena). Slozeni reakc¢nich smési a
podminky reakce jsou uvedeny v tab. 3 a 4. Produkty reakce byly dale inkubovany 1 h pri
37 °C s endonukleasou Dpn I stépici templatovou metylovanou DNA. Vysledné produkty

byly nasledné analyzovany pomoci agarosové elektroforézy.

Tab. 3. | SloZeni smési pro QuikChange Site-Directed Mutagenesis PCR

VZOREK KONTROLA

10x Pfu reakéni pufr 5ul 5ul
Templatova DNA (20 ng/pl) 1ul 1ul
E116Q_F (20 mM) 1,25 pl 1,25 pl
E116Q_R (20 mM) 1,25 ul 1,25 pl
dNTP mix (10 mM) 1ul 1l
Mili-Q H20 31l 32 ul
Pfu polymerasa 1ul -

Tab. 4. | Reak¢éni podminky QuikChange Site-Directed Mutagenesis PCR

TEPLOTA CAS

1. 95°C 30s
2. 95°C 30s
3. 55°C 1min | 18 cykli
4. 68 °C 2 min
5. 68 °C 5 min

4.2.4 Agarosova elektroforéza PCR produktii

Produkty PCR reakci byly analyzovany pomoci horizontalni agarosové
elektroforézy. Pripraveny 0,8% agarosovy gel byl nalit do aparatury Owl™ EasyCast™ B1A
Mini Gel Electrophoresis Systems (Thermo Scientific™). Po zatuhnuti gelu byly reak¢ni
smési po PCR smichdny svzorkovym pufrem pro agarosové gely (vpoméru 5:1) a

naneseny do jamek. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit 1 kbp ladder (Gel
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Pilot). Po zapojeni zdroje napéti EV242 (Consort) probihala elektroforéza po dobu 30 min

pii 130 V. Nasledné byl gel vyfocen pod UV zarenim pomoci fotoaparatu Quantum ST4.

4.2.5 Transformace bakterii

Produkty reakci byly transformovany teplotnim Sokem do bakterii E. coli One
Shot™ TOP10. Suspenze bunék, skladované prti -20 °C, byly nejprve rozmraZeny na ledé.
Nasledné bylo k 50 pl suspenze pridano 5 ul DNA. Smési byly inkubovany 25 min na ledé,
30 s pti 42 °C v zahtivacim boxu Thermocell Mixing Block MB10 (BIOER Technology) a 2
min na ledé. Dale byly smési obohaceny o 250 ul LB média, tiepany 1 h pri 37 °C (New
Brunswick™ Inova® 44, Eppendorf) a vysety na agarové misky s prisluSnym selekénim
antibiotikem. Po vysevu byly misky inkubovany dnem vzhtru pies noc ptri 37°C v

inkubatoru IPP 400 (Memmert).

4.2.6 PCR bakterialnich kolonii

V nékterych ptipadech bylo pro ovéreni pritomnosti a stavu klonovanych vektort
v transformovanych bunikdch provedeno PCR narostlych bakteridlnich kolonii. Z agarové
misky bylo vybrano 7 kolonii, které byly oddélené resuspendovany v 10 pl Mili-Q H:0.
Z kazdé bunécné suspenze byl poté zaoCkovan 1 pl do 7 ml LB média s piisluSnym
antibiotikem. Vychozi suspenze byly povareny 1 min v mikrovinné troubé nastavené na
maximalni vykon, nacez z nich byl odebran 1 pl, jenZ byl smichan s 9 pul predpripravené
smési pro PCR kolonii (sloZeni smési rozepsano v tab. 5). Takto pripravené vzorky byly
nasledné podrobeny PCR vtermocykleru Biometra TRIO 46 (Analytik Jena) podle
podminek uvedenych vtab. 5. Produkty reakci byly analyzovany pomoci agarosové
elektroforézy (viz kap. 4.2.4; 1% agarosovy gel; standard molekulovych hmotnosti 100 bp
plus ladder [Gel Pilot], nastaveni zdroje: 120 V po dobu 45 min). Na zakladé vysledki
elektroforézy byly vybrany suspenze transformovanych bunék pro minipreparaci

plasmidi.

Tab. 5. | PCR bakterialnich kolonii: sloZeni vychozi smési a podminKky reakce.

TEPLOTA  CAS SLOZENI VYCHOZI SMESI
1. 94°C 5m Wss1_F (10 mM) 3ul
2. 94°C 15s M13_R (10 mM) 3ul
3. 55°C 15s 18 cyklli | PPP Master Mix 45 ul
4. 72°C 1m30s Mili-Q H20 27 ul
5. 68°C 5m
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4.2.7 Minipreparace plasmidi

Tri Cerstvé narostlé kolonie z kazdé transformacni reakce byly pomoci sterilnich
pipetovych Spicek preneseny z agarové misky a samostatné resuspendovany v 7 ml LB
média s prisluSnym selekénim antibiotikem. Takto pripravené kultury byly tfepany
rychlosti 220 ot./min pri teploté 37 °C pres noc (New Brunswick™ Inova® 44, Eppendorf).
Nasledujici den byly kultury centrifugovany (5000 g, 10 min, 10 °C; Alegra®X-15R,
Beckman Coulter). Po odstranéni supernatantu byly bunky samostatné resuspendovany
v 550 pl Mili-Q Hz0. Plasmidova DNA byla z bunék ziskdna pomoci sady ZYPPY™ plasmid
miniprep kit (Zymoresearch) podle protokolu vyrobce. Z bunécnych suspenzi bylo
odebrano 600 pl vzorku do ¢istych 1,5 ml centrifugac¢nich mikrozkumavek. Nasledné bylo
do kazdé mikrozkumavky ptridano 100 pl lyzacniho pufru. Po 2 min inkubace pti 25 °C
byly roztoky neutralizovany pridanim 300 pl ledového neutralizacniho pufru a fadnym
promichdnim. Vzorky byly centrifugovany (10 min, 13000 g 5424 R Eppendorf).
Supernatant byl prenesen do kolonek Zymo-Spin INN+, které byly umistény v 1,5 ml
plastovych mikrozkumavkach. Po centrifugaci (15 s, 13 000 g) bylo na membranu kolonek
priddno 200 pl Endo-Wash pufru a centrifugovano (30 s, 13 000 g). Nasledné bylo na
membrany pridano 400 pl Zyppy-Wash pufru a centrifugovano (1 min, 13 000 g). Kolonky
byly pfesunuty do novych centrifuga¢nich mikrozkumavek, na¢ez bylo pro uvolnéni DNA
pridano na stied kazdé membrany 30 ul Mili-Q H»0. Po 2min inkubaci pti pokojové teploté
byly kolonky centrifugovany. Koncentrace izolované DNA byla mérena pomoci pristroje
NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific). Vzorky DNA se sekvena¢nimi
oligonukleotidovymi primery M13_F a M13_R byly nasledné odeslany na sekvenaci firme
GATC Biotech (http://gatc-biotech.com/). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu
ApE - A plasmid Editor (v. 2.0.49.0; http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape)

4.2.8 Klonovani DNA konstrukti pro komplementaé¢ni experimenty technologii
GATEWAY®
Pro pripravu plasmidovych konstruktli pro komplementacni experimenty byla
pouzita klonovaci technologie Gateway® vyuzivajici rekombinacni reakce mezi
specifickymi sekvencemi att pro orientované vkladani zkoumanych geni do transkripcné
neaktivnich darcovskych vektort, ze kterych mohou byt zkoumané geny dale libovolné
rekombinacné prenaseny do raznych cilovych vektorti obsahujicich sekvence zajist'ujici

expresi genl v pozadovaném cilovém organismu.

Klonovani rekombinacnich sekvenci attB
Na 5" a 3 " konce gend WSS1 a wss1£1162 byly pridany rekombinac¢ni sekvence attB1

a attB2 umoznujici mistné specifickou rekombinaci do darcovského vektoru pDONR221™
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nesouci sekvence attP1 a attP2. V prvnim kroku byla provedena PCR amplifikace genti
WSS1 a wss1E116Q pomoci genové specifickych primerd attB1_KOZAK a attB2_STOP
obsahujici 12-ti nukleotidovou ¢ast attB sekvence. Produkty reakci byly poté
amplifikovany pomoci univerzalnich adaptérovych primert atttB1_UNIladapter a
attB2_UNIadapter. Oba pary primert byly navrZeny podle protokolu pro dvou-krokové
GATEWAY®PCR
(https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/cloning/cloning_methods/gateway/2s
tep/).

Jednotlivé kroky byly provedeny v pristroji Biometra TRIO 46 (Analytik Jena)
podle podminek uvedenych v tab. 6. Produkty PCR byly analyzovany pomoci agarosové
elektroforézy (viz kapitola 4.2.4) (1% agarosovy gel; standard molekulovych hmotnosti
100 bp plus ladder [Gel Pilot], nastaveni zdroje: 120 V po dobu 45 min.)

Tab. 6. | Gateway® PCR: SloZeni reakénich smési a podminky reakci.

KROK 1

Teplota Cas SloZeni reakc¢ni smési
1. 95°C 2m Pfu reak¢ni pufr (10 mM) 5ul
2. 95°C 30s Templatova DNA (20 ng) 1pl
3. 58°C 1m 18 cykld | attB1_KOZAK (20 mM) 1w
4. 68°C 2m attB2_STOP (20 mM) 1w
5. 68°C 5m dNTP mix (10 mM) 1,25 pl
Mili-Q H20 40,75 ul
Pfu polymerasa 1pl
RO
Teplota Cas SloZeni reakcni smési
1. 95°C 2m Pfu reakéni pufr (10 mM) 5ul
2. 94 °C 30s PCR produkt kroku ¢. 1 1pl
3. 45°C 30s 7 cykli atttB1_UNIadapter (20 mM) 1ul
4, 68 °C 2m atttB2_UNIadapter (20 mM) 1ul
5. 94°C 45s dNTP mix (10 mM) 1,25 pl
6. 55°C 30s 5 cykli Mili-Q H20 40,75 ul
7. 68 °C 2m Pfu polymerasa 1pl
8. 68°C 5m

Produkty 2. kroku GATEWAY® PCR byly po analyze piecistény pomoci komerc¢ni
soupravy QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen). K produktlim bylo pridano 150 ul QG
pufru a 50 pl isopropanolu. Smési byly poté dlsledné promichany, preneseny do
QIAquick® spin kolonek a centrifugovany (Centrifuga 5415 R, Eppendorf; 1 min, 13 000 g,
25 °C) dale byly vzorky zpracovany stejnym zpisobem, jako je uveden v Kapitole 4.2.9.
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Rekombinacni priprava vstupnich klonii - BP reakce

Geny WSS1 a wss1E116Q ohranicené attB sekvencemi byly preneseny do

darcovského vektori pDONR221™ pomoci smési enzymi Gateway® BP Clonase™ Il

Enzyme Mix (Invitrogen™) (viz obr. 7). Postupovano bylo podle protokolu vyrobce. SloZeni

reak¢nich smési je uvedeno v tab. 7.

attR1 attR2
attP1 attP1
attB1 attB2 8P reakce Vedlejsi produkt
“ -+ Darcovsky vektor — atil1 = attl2
Gen WSS1 ohraniceny PDONR221™ m
sekvencemi attB
Vstupni klon

Obr. 7. | Schématické znazornéni Gateway® BP reakce: BP reakce probéhla
mezi sekvencemi attB ohraniCujici geny WSS1 a wss1E116Q@ a qgttP misty
v darcovském vektoru pDONR221™, jez postradd sekvence pro transkripci
vloZenych gentl, kéduje rezistenci na Kanamycin (pozitivni kontrola) a
obsahuje sekvenci kddujici pro E. coli toxicky ccdB protein, ktera je pti spravné
rekombinacni reakci vyménéna za pozadovany gen (negativni kontrola).
Rekombinacni reakce byla katalyzovdna enzymatickou smési Gateway® BP
Clonase™ II Enzyme Mix, pii niZ vznikly vstupni klony obsahujici pozadovany
gen ohraniceny sekvencemi attL. Upraveno podle (Soriano 2017).

Tab. 7. | Gateway® BP reakce: SloZeni reakénich smési. Hvézdi¢kou jsou
oznacCeny slozky smeési, které byly Ffedény na pozadovanou koncentraci

pomoci TE pufru.

WT E116Q KONTROLA
WSS1 (37 ng/ul) * 1l - -
wss1E116Q (37 ng/ul) * - 1ul -
pDONR221™ (37 ng/ul) * 1ul 1ul 1ul
Gateway® BP Clonase™ II Mix 0,5 ul 0,5ul 0,5ul
TE pufr - - 1ul
Roztok proteinasy K (4X redény) * 1ul 1ul 1ul

Produkty reakce byly transformovany do bakterii E. coli One Shot™ TOP10 stejnym

zpusobem, jako je uveden v kapitole 4.2.5., nacez byla provedena PCR narostlych kolonii

(viz 4.2.6) a minipreparace plasmidi (viz 4.2.7). Pri

sekvenaci byly pouzity

oligonukleotidové primery M13_F a M13_R. Vysledné produkty byly ovéreny sekvenaci u

firmy GATC (http://gatc-biotech.com/) a nasledné vyhodnoceny pomoci programu ApE -

A plasmid Editor (v. 2.0.49.0; http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape)
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Tab. 8.| PCR bakterialnich kolonii: Podminky PCR reakce.

TEPLOTA
1. 94 °C 5m
2. 94 °C 15s
3. 55°C 15s 18 cykla
4. 72°C 1m30s
5. 68 °C 5m

Rekombinacni priprava expresnich vektorii - LR reakce

Pripravené geny ve vstupnich klonech pDONR221™ byly pfreneseny mistné
specifickou rekombinaci do cilovych vektorti pAG416GAL-ccdB (indukcni Gall promotor) a
pAG416GPD-ccdB (konstitutivni GAP promotor) pomoci smési enzymi Invitrogen™
Gateway™ BP Clonase™ II Enzyme Mix (viz obr. 8). Postupovano bylo podle protokolu

vyrobce. SloZeni reak¢nich smési uvedeno v tab. 9.

attP1 attP1

Toxicky vedlejsi

attll attl2 attR1 attR2

HA-WSSs1

Vstupni klon -+

produkt

LR reakce

—) atte1 " a2

HA-WSS1

Cilovy vektor
pPAGA16GAL-ccdB
pAG416GPD-ccdB

Expresni klon

Obr. 8. | Schématické znazornéni Gateway® LR reakce: LR reakce probéhla
mezi sekvencemi attL ohranicujici pripravené geny ve vstupnich klonech a attR
misty vcilovych vektorech pAG416GAL-ccdB (indukéni Gall promotor) a
pAG416GPD-ccdB. Oba tyto cilové vektory obsahuji sekvence nezbytné pro
transkripci vloZenych gend v kvasinkovych burikach, rezistenci na ampicilin
(pozitivni kontrola) a sekvenci koédujici toxicky ccdB protein (negativni
kontrola). Rekombinacni reakce byla katalyzovana smési enzymi Gateway® LR
Clonase™ II Enzyme Mix, pfi niZ vznikly findlni expresni klony obsahujici
poZadovany gen ohraniceny sekvencemi attB a toxické vedlejsi produkty
s ccdB. Upraveno podle (Soriano 2017).

Tab. 9. | Gateway® LR reakce: Hvézdickou jsou oznaceny slozky smési, které
byly fedény na poZadovanou koncentraci pomoci TE pufru.

SLOZENI REAKCNiCH SMESI

Vstupni klon (38 ng/ul) * 1ul
Destinacni vektor (38 ng/ul) * 1l
Gateway® LR Clonase™ II Mix 0,5 ul
Roztok proteinasy K (4X redény) * 1ul
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Produkty LR reakce byly dale transformovany teplotnim Sokem do bakterii E. coli
One Shot™ TOP10 (viz 4.2.5). Transformované bunky byly vysety na agarové misky
s Ampicilinem (100 pg/ul) a inkubovany ptes noc ve 37 °C (inkubator IPP 400, Memmert).
Buriky transformované expresnimi klony s geny WSS1 a wss1E116Q byly pired minipreparaci

ovéreny PCR kolonii (viz 4.2.6) Podminky PCR reakce jsou uvedeny v tab. 10.

Tab. 10. | PCR kolonii 2: Podminky PCR reakce.

Cas

1. 94 °C 5m

2. 94 °C 15s

3. 55°C 15s 30 cykla
4, 72°C 1m30s

5. 72°C 7m

6. 10°C o)

Expresni klony byly z bunék izolovany minipreparaci (viz 4.2.7), pti které byly
buniky zaoc¢kovany do 7 ml LB média s ampicilinem (100 pg/ml). Pro sekvenacni reakce
byly pouzity primery M13 F a GPDproF (vektory pAG416GPD-ccdB) nebo GAL F (vektory
pAG416GAL-ccdB). Vysledné produkty byly ovéreny sekvenaci u firmy GATC (http://gatc-
biotech.com/) a nasledné vyhodnoceny pomoci programu ApE - A plasmid Editor (v.
2.0.49.0; http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape).

4.2.9 Izolace DNA z agarosového gelu

PoZadované produkty PCR byly v agarosovém gelu nalezeny pod UV lampou podle
polohy odpovidajici dané molekulové hmotnosti. Sterilni Ziletkou byla vyfriznuta ¢ast gelu
s poZzadovanou DNA a prenesena do zvaZené mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Po zvaZeni
gelu byla DNA izolovana pomoci sady QIAquick Gel Extraction Kit podle priloZeného
protokolu vyrobce. Do mikrocentrifugacnich zkumavek byl pridan predehiaty (na 50 °C)
QG pufr o objemu rovnajici se trojnasobku hmotnosti pritomného gelu. Zkumavky byly
inkubovany 3 min pfi 56 °C (Thermocell Mixing Block MB102, BIOER Technology). Po
rozpusténi obsahu bylo do zkumavek piidano 250 pl isopropanolu. Smési byly poté
preneseny do separaCnich kolonek v novych mikrocentrifuga¢nich zkumavkach a
centrifugovany (centrifuga 5415 R, Eppendorf; 13 000 g, 1 min, 25 °C). Po odstranéni
eluatu bylo na kolonky ptidano 750 ul PE pufru. Po 5 min inkubaci, opétovné centrifugaci
(centrifuga 5415 R, Eppendorf; 13 000 g, 1 min, 25 °C) a odstranéni eluatu byly kolonky
preneseny do novych mikrocentrifugacnich zkumavek a do kazdé bylo pridano 30 pl Mili-
Q H;0 predehiaté na 37 °C. Zkumavky byly inkubovany 5 min a nasledné centrifugovany
(centrifuga 5415 R, Eppendorf; 13 000 g, 1 min, 25 °C). Eluat byl nasledné znovu nanesen

na kolonku, inkubovan 5 min o opétovné centrifugovan. Izolovana DNA byla analyzovana
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pomoci agarosové elektroforézy (0,8% agarosovy gel, GelRed®, TAE pufr, 100V/60 min,
Gel Pilot 1 kbp ladder plus). Koncentrace izolované DNA byla mérena pomoci pristroje

NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific).

4.2.10 Upravy vstupnich kloni technologii Gibson Assembly®

Klonovdni N-koncové afinitni HA znacky

Na N- konec genli WSS1 a wss1E116Q ve vektoru pDONR221™ byla klonovana HA
afinitni znacka umoziujici detekovat naslednou expresi proteini pomoci Western-blot
analyzy. Klonovani bylo realizovdno metodu Gibson assembly® (Gibson et al. 2009).
Nejprve byla provedena PCR amplifikace vstupnich klonti pomoci primerti HA-tag F a

HA-tag R, jejichZ struktura je zndzornéna na obr. 9:

Komplementarni usek

o>
< &\
3 CATGTTTTTTCGTCCGATTTTTTAC > Klonovany gen
5 =-..TTTGT AAD AAARD AAGACAGAAGGAATAAAAAGC ATC 3
3" -..AAACATG SATTTTT 'TCTGT 'CCTTATT" 3 AG..- 5

AAGACAGAAGGAATAAAAAGCCC 3°

»

Komplementarni usek

Vstupni klon

Obr. 9. | Struktura primert HA-tag F a HA-tag R. Struktura obou primerd
byla tvotfena ze 2 ¢asti: 1) 3" komplementarnim tsekem nasedajicim v oblasti
zaCatku genu WSS1 (nebo wss1£116Q); 2) 5 piesahem z navzajem se vazajicich
Casti sekvence pro HA- afinitni znacku. U HA-tag_F byl ptfesah doplnén jesté o
sekvenci pro pruznou GS- spojku.

Amplifika¢ni reakce byla provedena v gradientovém termocykleru T-gradient

(Biometra®). Slozeni reak¢nich smési a podminky PCR jsou uvedeny v tab. 11:

Tab. 11. | Gibson Assembly PCR - HA tag, 1: SloZeni reak¢nich smési a
podminky amplifikacnich reakci. Teploty Tm byly nastaveny v rozmezi od 60,1

do 65 °C (*).
TEPLOTA C SLOZENI REAKCNI SMESI
1. 98 °C 30s Phusion® HF reakéni pufr 4 ul
2. 98 °C 10s Templatova DNA (50 ng/ul) 1wl
3. 60,1-65°C 30s |18cykla|HA-tag F (10 mM) 1ul
4. 72°C 1m45s HA-tag R (10 mM) 1
5. 72°C 10 m NTP mix (10 mM) 0,4 ul
6. 4°C o Mili-Q Hz20 11,8 ul
DMSO 0,6 ul
Phusion® High-Fidelity DNA polymerasa 0,2 pl
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Produkty PCR byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy (viz 4.2.4)
(standard molekulovych hmotnosti 1 kbp ladder, Gel Pilot; nastaveni zdroje: 100 V po
dobu 40 min). Vzorky, které byly amplifikovany pti Tm = 64,5 °C a 65 °C byly dale pouzity
jako templatova DNA do 2. PCR, ktera probihala za stejnych podminek s Tr, = 64,5 °C a 65
°C. Produkty reakci, sriznou Tm, byly smichdny, analyzovany pomoci agarosové
elektroforézy (viz 4.2.4) (nastaveni zdroje 100V/60 min; standard molekulovych
hmotnosti 1 kbp ladder, Gel Pilot) a nasledné izolovany z gelu (viz 4.2.9). Izolované
produkty byly, z divodu nizkych naméienych koncentraci, dile zkontrolovany pomoci
agarové elektroforézy (viz 4.2.4) (nastaveni zdroje: 100 V po dobu 45 min; standard
molekulovych hmotnosti 1 kbp ladder, Gel Pilot). Po ovéreni byly izolované produkty
oSetfeny endonukledzou Dpnl, nacez bylo vidy 5 pl produktu smichdno s 15 pl
predpripravené smési Gibson Assembly Master Mix, jejiz sloZeni je uvedeno v tab. 12.
Takto pripravené reakéni smési byly inkubovany 15 min pii 50 °C, preneseny na led a
naredény 15 pl Mili-Q H»0. Nasledné bylo 5 pl produktu kaZzdé reakce transformovano do
bakterii E. coli One Shot™ TOP10 (viz 4.2.5). Upravené vektory byly z bunék izolovany
minipreparaci (viz 4.2.7). Vysledné produkty byly ovéfeny sekvenaci u firmy GATC

(http://gatc-biotech.com/) a nasledné vyhodnoceny pomoci programu ApE - A plasmid

Editor (v. 2.0.49.0; http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape).

Tab. 12. | Gibson Assembly Master Mix. Vychozi smeés pripravena podle
(Gibson et al. 2009). [zotermalni reak¢ni pufr byl pripraven Jakubem Stanickem
(UOChB).

5x izotermalni reakcni pufr 320 ul
T5 exonukleasa 20 ul
Taq ligasa 160 pl
Mili-Q H20 700 ul

Mutace a delece interakc¢nich domén

Pro objasnéni, zda jsou jednotlivé interakéni domény dileZzité pro funkci Wss1p in
vivo, byly pripraveny konstrukty nesouci riizné varianty HA- oznacenych genli WSSI a
wss1E116Q se specificky inaktivovanymi ¢i deletovanymi interakénimi motivy SHP, VIM,
SIM1, SIM2, WLM, DBD, popiipadé jejich kombinacemi. Nahrazeni klicovych aminokyselin
v prislusnych motivech i delece celych motivi byly provedeny metodou Gibson Assembly®

pomoci primert uvedenych v tabulce ¢. 13.:
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Tab. 13. | Primery pro mutaci a deleci interakénich domén. (WSS1) -
sekvence prislusného interakéniho motivu WSS1 v orientaci 5°-3” s oranzoveé
zvyraznénymi kliCovymi aminokyselinami; sekvence primert s ozna¢enim ,_F“
uvedena vorientaci 5°-3"; sekvence primer s oznacenim ,_R“ uvedena
vorientaci 3°-5; modré zvyraznéni - vzajemné se parujici dseky dvojice
primert; ¢ervené zvyraznéni - mutagenni pary bazi a vysledné zmény v cilové
sekvenci. Sekvence primerd pro inaktivaci domén SHP, VIM, SIM1, SIM2 byly
vytvoreny na zakladé ¢lanku (Stingele et al. 2014).

PRIMERY SEKVENCE

& WSSt L N 0 R L G
a TTT TTG GGG AAC GGT CAA CGT CTC GGT
g a a a
.ng mutSHP F gcT TTG GeG AAC GeT CAA CGT CTC GGT GGAAG
£ mutSHP_R GTTTCTCCAAACATGCTGTGT cgA AAC CgC TTG CgA
s WSS1 R E L A A F E
= AGA GAG TTG GCG GCT TTT GCT GCC GAA AGG AGA
8 L L R
g mutVIM F atc atc GAA cGg cGg TATAGAGATGATCGCTGGTG
£ mutVIM_R CT CTC AAC CGC CGA AAA tag tag CTT gCc gCc
- D D D D
1
E Wss GTT GTA ATC CTT GAT GAT GAT GAC
72
8 A A A A
8 mutSIM1 F GcT GcA gca gcT GAT GAT GAT GAC GAGGTACTCC
E mutSIM1_R CCACTATTATAATCGTCGAGGAATCTT CgA CgT cgt cgA CTA

WSS1 ATT GAT CTC ACT

A A A A
mutSIM2 F gcT GecT gcC gcT TAATACCCAGCTTTCTTGTACAAAG

mutSIM2_R GCCCTCTATGAGAATAGCTTCAA cgA CgA cgG cgh ATT

delDBD_F GTGGAAGTGGTTCAAGAGAGTTGGCGGCTTTTG
delDBD R CAGTTGCAGAGCCACCTTCACCAAGTTC

delWLM_F AAGCAGGCTARAAAATGTTGTACGACACATTTTTGGGGAAC
delWLM R CATGTTTTTTCGTCCGATTTTTTAC

delece WLM | delece DBD | mutace SIM2

Obecné slozeni reakénich smési a podminky PCR jsou uvedeny vtab. 14.
Amplifikacni reakce byly provedeny v gradientovém termocykleru T-gradient
(Biometra®). Produkty reakci byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy (viz 4.2.4)
(nastaveni zdroje: 100 V po dobu 60 min, standard molekulovych hmotnosti 1 kbp ladder
[Gel Pilot]).
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Tab. 14. | Gibson Assembly PCR - mutace a delece interakénich domén:
Obecné slozeni reakc¢nich smési (vpravo) a podminky amplifikacnich reakci

(vlevo).
TEPLOTA C SLOZENI REAKCNI SMESI

1. 98 °C 1 min Phusion® HF reakéni pufr 4 ul
2. 98 °C 10s Templatova DNA (1 ng/ul) 1ul
3. 64 °C 30s 30 cykld | Forward primer (10 mM) 1ul
4, 72°C 1mb55s Reverse primer (10 mM) 1ul
5. 72°C 10 m dNTP mix (10 mM) 0,4 ul
6. 4°C © Mili-Q H20 12,4 ul

Phusion® High-Fidelity DNA polymerasa 0,2 ul

Po ovéreni byly izolované produkty oSetfeny endonukleasou Dpnl a dale
zpracovany stejnym zptsobem jako v podkapitole 4.2.10 - Klonovdni N-koncové afinitni HA
znacky. Poradi pripravy konstruktti je schematicky zndzornéno na obr. 11. Takto upravené
varianty HA-znacenych gent WSSI a wss1E116¢ byly dale rekombinovany Gateway LR
reakci do cilovych vektorli pAG416GAL-ccdB a pAG416GPD-ccdB (viz kapitola 4.2.8).
Vysledné produkty byly ovéieny sekvenaci u firmy GATC (http://gatc-biotech.com/) a

nasledné vyhodnoceny pomoci programu ApE - A plasmid Editor (v. 2.0.49.0;
http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape)

4.2.11 Transformace kvasinkovych bunék

Kvasinkové kmeny byly transformovany pripravenymi expresnimi klony, kédujici
HA-WSS1, HA-wss1E116@ nebo jejich upravené varianty, podle protokolG High Efficiency
Transformation Protocol (Gietz & Woods 2002).

Ze zasobnich kultur kvasinkovych kment (viz tab. 2), které byly uchovavany
v 15% glycerolovém roztoku pfti - 80 °C, bylo asepticky odebrano malé mnoZstvi bunék,
jenZ byly vysety na YPD agarové misky a inkubovany 72 h ve 30 °C (chlazeny inkubator
IPP 400, Memmert). Cerstvé narostlé kvasinkové kolonie na LB agarovych miskach byly
poté sterilné zaockovany do 10 ml YPD média a trepany pfri rychlosti 200 ot./min a teploté
30 °C pres noc (New Brunswick™ Inova® 44, Eppendorf). Nasledujici den byla zméfena
opticka hustota trepanych kultur pii 600 nm (BioSpectrometer® kinetic, Eppendorf). Na
zakladé ziskanych hodnot byla podle vztahu (ODego = 0,1 ~ 1x10¢ kvasinkovych bunék)
spocitana pribliZzna koncentrace bunék v tfepanych kulturach, nacez z nich bylo sterilné
inokulovano 50 ml YPD média, predehiatého na 37 °C, na vyslednou koncentraci 5x106
bunék/ml a tiepano pri rychlosti 200 o/min a teploté 30 °C (New Brunswick™ Inova® 44,
Eppendorf). Po dosazeni optické hustoty ODgoo = 1, byly trepané kultury centrifugovany (3
000 g, 5 min, 10 °C; Alegra®X-15R, Beckman Coulter), oplachnuty v 25 ml Mili-Q H;0 a
znovu centrifugovany (5 000 g, 5 min, 10 °C; Alegra®X-15R, Beckman Coulter). Po
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odstranéni supernatantu byly buiiky resuspendovany v 1 ml Mili-Q H,O a preneseny do
1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Vzorky byly dale centrifugovany (3 000 g, 30 s;
Centrifuge 5424 R, Eppendorf) a po odstranéni supernatantu byla k buiitkdm doplnéna
Mili-Q tak, aby vysledna koncentrace odpovidala 2x107 bunék/ml. Bunécné suspenze byly
poté fadné promichany a pieneseny po 100 ul do oznacenych 1,5ml mikrocentrifugacnich
zkumavek (jedna pro kazdou transformacni reakci). Rozdélené suspenze byly nasledné
centrifugovany (13000 g, 30 s; Centrifuge 5424 R, Eppendorf). Po odstranéni
supernatantu bylo k buiitkdm pridano 326 pl transformacni smési (240 pl 50% PEG 3500,
36 pl 10 mM LiAc, 50 pl DNA zlososich varlat) a 1 pg ptislusné plasmidové DNA o
celkovém objemu 34 pl. Reakce slouzici jako negativni kontrola obsahovala namisto
plasmidové DNA 34 ul TE pufru. Reakéni smési byla fadné promichany a inkubovany 40
min ve 42 °C (Thermocell Mixing Block MB102, BIOER Technology). Po centrifugaci
(13 000 g, 30 s; Centrifuge 5424 R, Eppendorf) byla Setrné odstranéna transformac¢ni smés
a do kazdé reakce byl pridan 1 ml sterilni Mili-Q H>0. Pomoci pipetovaci Spicky byly
bunécné pelety Setrné rozmichdny. Transformované buiiky byly vysety na SC URA-

agarové misky a inkubovany 4 dny pti 30 °C (inkubator IPP 400, Memmert).

4.2.12 Analyza komplementacnich experimentti pomoci bodového testu

Kvasinkové burniky komplementované pripravenymi expresnimi klony byly
testovany na citlivost vii¢i plisobeni genotoxického stresu v podobé hydroxymocoviny
pomoci bodového testu.

Cerstvé narostlé kolonie bunék na agarosovych miskach (transformované = SC
URA- agarové misky; netransformované = YPD agar) byly zaockovany do 5 ml
odpovidajictho média (transformované = SC URA-, netransformované = SC URA+) a
tfepany pfi rychlosti 200 ot./min a teploté 30 °C ptes noc (New Brunswick™ Inova® 44,
Eppendorf). Nasledujici den byla zjisténa priblizna hustota bunék v trepanych kulturach a
zaoCkovany nové 5 ml kultury odpovidajicitho média obdobné jako je popsano v kapitole
4.2.11. Po dosaZeni optické hustoty ODgoo=1 byly kultury bunék Sestinasobné sériové
ziedény v PBS (1x, 6%, 36x, 216%, 1296x) a bodové naneseny na SC URA- a SC URA+
agarové misky s 0,05 M hydroxymocoviny. Po 72 h inkubaci pti 30 °C (chlazeny inkubator
IPP 400, Memmert) byly misky vyfoceny.

4.2.13 Extrakce proteinii z kvasinkovych bunék

Extrakty bunécny proteinli z transformovanych kvasinek byly pripraveny podle
upraveného protokolu: Rychld a spolehlivd extrakce bilkovin z kvasinek (Kushnirov & Vitaly
2000). Transformované kmeny kvasinek byly sterilné inokulovany do SC URA- média a

trepany (New Brunswick™ Inova® 44, Eppendorf) pti rychlosti 200 o./min a teploté 37 °C
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pres noc. Nasledujici den byly buniky sterilné preoc¢kovany do c¢erstvého SC URA- média na
vyslednou koncentraci ODgoo 0,25/ml a dale tfepany za stejnych podminek. Po dosaZeni
koncentrace ODgoo ~1/ml byly ekvivalenty 6 jednotek ODggo 1 sklizeny centrifugaci (5 000
g, 5 min, 10 °C; Alegra®X-15R, Beckman Coulter). Po odstranéni supernatantu byly
bunécné pelety resuspendovany v 1 ml ledové chladné Mili-Q H;0 a znovu centrifugovany
(5000 g, 5 min, 10 °C; Alegra®X-15R, Beckman Coulter). Po odstranéni supernatantu byly
buiiky resuspendovany ve 200 ul Mili-Q H2O a preneseny do sterilnich 1,5ml
mikrocentrifuga¢nich zkumavek. K suspenzim bylo ptiddno 200 ul 0,2M NaOH. Smési byly
inkubovany 10 min pfi RT a poté centrifugovany (13 000 g, 30 s; Centrifuge 5424 R,
Eppendorf). Po odstranéni supernatantu bylo kbuilkdm priddno 100 upl SDS-PAGE
vzorkového pufru (0,06 M Tris-Hcl pH 6,8; 4 % [-merkaptoetanol; 5 % glycerol; 2 % SDS;
0,0025 % bromfenolova modr). Pripravené smési byly tiepany 3 min v 95 °C pii 450 rpm
(Thermocell Mixing Block MB102, BIOER Technology) a centrifugovany (13 000 g, 30 s;
Centrifuge 5424 R, Eppendorf). Supernatant byl opatrné prenesen do cistych 1,5ml

mikrocentrifuga¢nich zkumavek a skladovan piti -20 °C

4.2.14 Analyza exprese proteinti pomoci imunodetekce proteini po pirenosu na
membranu (Western blot)

Exprese zkoumanych gent v transformovanych kvasinkovych burnkach byla
ovérena pomoci Western-blot analyzy extraktli bunécnych proteini. Extrakty byly nejprve
zahtaty po dobu 1 min na 30 °C (Thermocell Mixing Block MB102, BIOER Technology) a
nasledné podrobeny vertikalni elektroforéze v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
(Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad; 7% zaostrovaci gel; 16% rozdélovaci gel) pri
konstantnim napéti 160 V pod dobu 90 min. Gely s proteiny, nitrocelulézové membrany,
filtratni papiry i umélé pénové ctverce byly promyty v pfenosovém pufru a sloZeny do
systémt Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad). Prenos proteini na membrany probihal pfti
konstantnim napéti 100 V po dobu 60 min (PowerPac™ Basic Power Supply, Bio-Rad).
Nitrocelul6zové membrany byly poté blokovany v 10 ml 0,5% roztoku kaseinu v PBS
pufru. Do roztoku bylo dale pridano 0,1 % (v/v) 20% Tween, kralici monoklonalni
protilatka proti HA-znacce (vysledné fedéni 1:1000) a mysi monoklonalni protilatka proti
fosfoglycerat kinaze (Pgk) (vysledné redéni 1:1000), kterda slouzila jako kontrola
nanasenych objemid. Membrana byla inkubovana v roztoku 5 h pii 25 °C, poté promyta
3x5 min v PBS pufru s 0,1 % (v/v) 20% Tween a inkubovana v novém roztoku kaseinu
obsahujici IRDye® 800CW kozi polyklonalni anti-krali¢i IgG protilatku (HA- znacka,
vysledné redéni 1:15 000), nebo IRDye® 680RD kozi polyklonalni anti-mysi IgG protilatku
(Pgk, vysledké fedéni 1:5000) po dobu 2 h pii 25 °C ve tmé. Membrana byla poté opét
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promyta 3x5 min v PBS pufru s 0,1 % (v/v) 20% Tween a 1x5 min v ¢istém PBS pufru. Po
vysuSeni byly navazané protilatky na membrané zobrazeny pomoci pristroje Odyssey ®

CLx Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).
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5 VYSLEDKY

Wss1 z kvasinek Saccharomyces cerevisiae je multidoménovy protein, o némz je
znamo, Ze se UcCastni odstranovani kovalentné zachycenych proteini na DNA. Pro
objasnéni vyznamu Wss1p a jeho jednotlivych domén v bunécné odpovédi na genotoxické
plisobeni HU byla na zakladé informaci ziskanych v publikacich (Stingele et al. 2014, Yang
etal 2017) a webové platformé UniProt (https://www.uniprot.org/) navrzena a posléze
pripravena sada plazmidovych Kkonstruktd, nesouci varianty genu WSS1 sriznou
kombinaci inaktivovanych ¢i deletovanych interak¢nich domén WLM, SHP, DBD, VIM,
SIM1 a SIM2Z a aktivniho mista E116Q. Nasledné byly tyto konstrukty pouZity pri
komplementacnich experimentech. Jednotlivé Gpravy a postup ptipravy jsou zndzornény
na prehledovych obr. 10 a 11. Konkrétni vysledky jednotlivych krokii pripravy a

provedenych komplementacnich experimenti jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach.

& Q ) >
HA- & & & & S
E116
HA- spojka
——— ¢
MYPYDVPDYAGSKTEGIKS PSAKYHDMAGSQRI PHKNPHIQKVAVLQSKPNKEDALNLIKE IAHKVS LMKENHFKVTN
4 .................................................................................................

SHP DBD VIM
GLYDTFLGNGQRLGGRANLRSNRYPMTGI STNTGIVRKRGKGVKLGSLHPEGI SSIDRGNS PRELAAFAAERRYRDDR
....... »A A A ‘...................................:&;I._J.é._.:......................‘...........................’ II R

mutSHP I mutvVIM
SiM 1 SIM 2
o———0 o0—0
WCGETKNNKDQIISDNISSSLEVVILDDDDEVLPGDTLIEVIDLT*
ARRAR AARAR
mutSIML mutsSIM2

Obr. 10. | Schématické znazornéni struktury proteinu Wssl

svyznatenymi interakénimi doménami a provedenymi upravami.
Sekvence HA- afinitni znacky a GS spojky pro detekci proteinu pomoci
protilatek byly vloZeny za pocatecni metionin - na obrazku vyznaceny Sedé.
Proteolytickd (WLM) a interak¢éni domény (SHP, DBD, VIM, SIM1, SIM2)
vyznaceny barevné. Katalyticky glutamat E116 zodpovédny za proteolytickou
aktivitu vyznacen Zlutou barvou, vsekvenci Zlutou hvézdickou. Klicové
aminokyseliny prislusnych domén vyznaceny v sekvenci zlutym podbarvenim.
Inaktivace domén zaménou klicovych AMK (mut) a odstranéni domén (del)
vyznaceny Cervene.
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Expresni vektory pAG416GDP-ccdB pro
komplementacni experimenty v kvasinkovych
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Dvoukrokové klonovéni rekombinacnich sekvenci

HA-WSS§ 1 mutsiMI/SiMZ/ViN, delDED —p  attB nezbytnych pro prenos genti do vstupnicha
expresnich vektord
Upravy genu WSS1 pomoci metody Gibson
Assembly: klonovani HA- afinitni znacky a
HA-WSS muesim sz e inaktivace/odstranéni interakénich domén

HA- WSSJ’““‘-"W/S’MJ/"'M/S“”' aeloen Prenos gent do vstupnich vektort pomoci

rekombinacni Gateway BP reakce

v

—»  Prenosgent do expresnich vektord pomoci
rekombinacni Gateway LR reakce

HA-WSS 1 muesiM1/SIM2/VIM/SHP, delDBD

Obr. 11. | Schématické znazornéni postupu pripravy plasmidovych
konstrukti nesoucich pozadované varianty genu WSS1. (E116Q) - bodova
mutace zpUsobujici inaktivaci aktivniho centra enzymu nahrazenim
katalytického glutamatu E116 za glutamin; (delWLM) - odstranéni oblast
kédujici proteasovou doménu WLM; (mutVIM, mutSHP) - inaktivace domén
VIM a SHP, které interaguji s Cdc48; (mutSIM1, mutSIM2) - inaktivace domén
SIM1 a SIM2, které interaguji se Smt3p.
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5.1 KLONOVANi KATALYTICKY INAKTIVNI VARIANTY Wss1p

Aby bylo moZné ovérit roli Wss1 v bunécné odpovédi na genotoxicky stres, a
zvlasté pak vliv aktivity katalytického mista proteinu na tuto funkci, bylo zapotiebi
pripravit pro komplementac¢ni experimenty katalyticky neaktivni variantu Wss1.

Pomoci PCR s vyuzitim oligonukleotidovych primeri E116Q_F a E116Q_R byla do
sekvence genu WSS1 vevektoru pCR™-Blunt vnesena bodovd mutace zpusobujici
nahrazeni katalytického glutamatu (E116) za glutamin (E116Q). Po odstranéni templatové
DNA endonukleasou Dpnl byly reakéni smési analyzovany pomoci agarosové
elektroforézy (viz obr. 12). Produkty odpovidajici velikosti 4 300 bp byly transformovany
teplotnim Sokem do bakterii E. coli One Shot™ TOP10. Z kolonii transformovanych bunék
byly nasledné ptipraveny suspenzni kultury, znichz byla plasmidovd DNA ziskina
minipreparaci. Vneseni mutace bylo nasledné potvrzeno sekvenaci izolované DNA (viz

obr. 13).

5000 bp

4000bp ~
3000 bp
2000 bp

/ wss1E116Q

l

1000 bp —

Obr. 12. | Analyza produkti PCR pomoci agarosové elektroforézy: (M) -
standard molekulovych hmotnosti GelPilot 1 kbp; (K1) - kontrolni reakce pied
pfidanim endonukleasy Dpnl; (K2) - kontrolni reakce po Stépeni
endonukleasou Dpnl; (V1) - mutagenni reakce ptred ptridanim Dpnl; (V2) -
mutagenni reakce po Stépeni endonukleasou Dpnl; (wss1£116Q) produkty
odpovidajici o¢ekavané velikosti 4 300 bp.

Glu Wwss1

331>GGCACCATGCTGCACGAATTAACTCACAATTTATTCGGTCCACACGACAAAAAGTTCTACAATAAGCTAGATGAGT TGATTGGAAGGCAATGGGTTATTG>430
331>GGCACCATGCTGCACCAATTARCTCACAATTTATTCGGTCCACACGACAAARRAGTTCTACAATAAGCTAGATGAGTTGATTGGAAGGCAATGGGTTATTG>430

GIn wss1E116Q

Obr. 13. | Vysledek sekvenace wss1£116Q, Horni radek - Cast sekvence genu
WSS1 s vyznacenou trojici bazi kédujici glutamat v pozici 116. Dolni radek -
stejnd Cast sekvence genu wss1E116Q s cytosinovou bazi zplsobujici zaménu
katalytického glutamatu (E116) za glutamin (E116Q).

5.2 KLONOVANIi REKOMBINACNICH SEKVENCI attB1, attB2

Pro pripravu plasmidovych vektord pro Kkomplementacni experimenty

v kvasinkovych buiikach byl pouzit klonovaci systém Gateway®. Aby bylo mozné pienaset
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geny WSS1 a wss1E116Q pomoci této metody, byly na jejich 5" a 3" konce klonovany ve dvou
krocich attB sekvence umoznujici mistné specifickou rekombinaci.

Geny WSS1 a wss1E116Q byly nejprve amplifikovany z vektorid pCR™-Blunt pomoci
navrzenych primert attB1_KOZAK a attB2_STOP, jejichz sekvence je znazornéna na
obr.14-1. Po ovéfeni agarosovou elektroforézou (viz obr. 15-1) byly produkty s
koncovymi 12 bp dlouhymi useky attB dale amplifikovdny pomoci universalnich
adaptérovych primert attB1_UNIadapter a attB2_UNIadapter obsahujicich zbylou c¢ast
rekombinacnich sekvenci (viz obr. 14-2). Po ovéreni agarosovou elektroforézou (viz obr.
15-2) byly vysledné produkty odpovidajici poZadované velikosti 839 bp precistény

pomoci komer¢ni soupravy.

Kozakova
12attB1 sekvence. péruijici dsek
attBl_KOZAK: 5- AAA AAG CAG GCT CAA AAA AAG ACA GAA GGA ATA ARA AG - 3’
(1) N
12qttB2 parujici usek
attB2_STOP: 5~ A GAA AGC TGG GTA TTA AGT GAG ATC AAT AAC TTC GAT AG - 3’
[stop)
konec attB1 12attB1
attB1_UNIladapter: 5- GG GGA CAA GTT TGT ACA AAA AAG CAG GCT - 3’
(2)
konec attB2 12attB2
attB2_UNIladapter: 5- GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT - 3
Obr. 14. | Sekvence primeri pro klonovani attB1 a attB2 sekvenci na
konce genti WSS1 a wss1E1160Q,
(1) Primery attB1_KOZAK a attB2_STOP tvotené 12 parh bazi dlouhymi ¢astmi
sekvenci attB1 a attB2, trojici bazi kédujici methionin nebo stop kodon a
Usekem parujicim se s koncovymi sekvencemi templatové DNA.
rimery a _ adapter a a adapter tvorené adaptérovymi
2) P y attB1_UNIadapt ttB2 UNIadapter t daptérovy
oblastmi 12attB1 a 12attB1 a zbylymi ¢astmi sekvenci attB1 a attB2.
M1 w M2 E
1500bp ~
WSS 12018 1500 bp
1000 bp N / 1000 bp \ wss131e
900 bp ~ b /
800 bp SN pn— 900 o] \
I — 800 bp - —
700 EP — 700 bp l r ’
0% oote > BN
200bp 500bp 77 < -
300bp — 400 bp / .
00 by - S— 300 bp / - -
100 lop - 200 bp /
P 100 bp
(1) (2)
Obr. 15. | Agarosova elektroforéza PCR produkti Kklonovani

rekombinac¢nich sekvenci.
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(1) Amplifikace genu WSS1 pomoci primert attB1_KOZAK a attB2_STOP

(2) Amplifikace genu wss1£116¢ skoncovymi 12 bp dlouhymi useky attB
sekvenci  pomoci adaptérovych  primeri attB1_UNIladapter a
attB2_UNIadapter

(M1, M2) - standardy molekulovych hmotnosti GelPilot 100 bp plus
Ladder; (E) - produkty reakce; (W) - produkty reakce.

5.3 PRIPRAVA VSTUPNICH KLONU

Dal$im krokem pti tvorbé konstruktd pro komplementatni experimenty byla
priprava transkripcné tichych vstupnich kloni, ve kterych budou geny dale upraveny a
nasledné rekombinaci pieneseny do cilovych vektorti umoziujici expresi v kvasinkovych
burnikach.

Geny WSS1 a wss1El16Q opatfené koncovymi sekvencemi attB1 a attBZ2 byly
rekombinaci se sekvencemi attP1 a attPZ pteneseny do darcovského vektoru
pDONR221™. Produkty reakci byly transformovany teplotnim Sokem do bakterii E. coli
One Shot™ TOP10. Pritomnost vstupnich klonli s genem wss1£116Q v narostlych koloniich
byla ovérena pomoci PCR bakteridlnich kolonii (viz obr. 16). Ze 7 testovanych kolonii byly
vybrany 3 vzorky s nejmensi kontaminaci a nejvétSim signdlem v poZadované oblasti
odpovidajici velikosti 968 bp (vzorky ¢. 2, 4 a 6), ze kterych byly vstupni klony izolovany
minipreparaci a ovéfeny sekvenaci. V ptipadé genu WSS1 bylo ovéireni pomoci PCR
bakteridlnich kolonii vynechdno a pro zpracovani byly ndhodné vybrany 3 bakteridlni

kolonie. Ziskané vstupni klony s geny WSS1 a wss1£116Qjsou vyobrazeny na obr. 17.

M 1 2 3 4 5 6 7

- - —

1500 bp
1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Vil I ezt
I
I

\

\

Obr. 16. | Ovéreni pritomnosti wss1£116Q v koloniich transformovanych
bunék. Agarosova elektroforéza produkti PCR analyzy narostlych
bakteridlnich kolonii po transformaci vstupnim klonem pDONR221™
s vloZenym genem wss1£116€, (M) - standard molekulovych hmotnosti GelPilot
100 bp plus Ladder; (1-8) - testované bakteridlni kolonie.
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M13 F M13 F
AttL1 AttL1
M13R AttL2) M13R AttL2)
pDONR221™ wss1_E116Q pDONR221™ wss1_E116Q
3360 bp 3360 bp

Obr. 17. | Vstupni klony pDONR221 s vlozenymi geny WSS1 a wss1E116Q;
Schématické mapy pripravenych vstupnich klond. Prekladdané sekvence jsou
vyznaceny Sipkou. (WSS1, wss1_E116Q) - geny WSSI a wss1El6Q vlozené
rekombinac¢ni BP reakci; (attL1, attL2) - sekvence vzniklé rekombinaci attB
sekvenci na koncich zkoumanych genii s attL sekvencemi na plasmidu; (Kan) -
rezistence na kanamycin; (M13 F, M13 R) - parovaci oblasti sekvenacnich
primert M13 F a M13 R; (ori) - replikacni pocatek; (rrnB T1, T2) - transkrip¢ni
terminatory.

5.4 KLONOVANI HA- AFINITNI ZNACKY

Aby bylo mozné ovérit expresi zkoumanych geni v kvasinkovych burikach, byla na
5" konce gent WSS1 a wss1£116Q vy pripravenych vstupnich klonech pDONR221™ klonovana
HA- afinitni znacka umoznujici detekovat vzniklé proteiny pomoci znacenych protilatek.

PCR reakci s navrzenymi primery HA-tag F a HA-tag R (jejichz struktura je
zndzornéna na obr. 9) byly zminéné vstupni vektory amplifikovany za sou¢asného piidani
koncovych sekvenci tvorenych ¢dstmi HA- afinitni znacky. Produkty reakci byly ovéreny
agarosovou elektroforézou (viz obr. 18). Na vysledném gelu bylo vedle nevhodné zvolené
velikosti standardii molekulovych hmotnosti viditelné i znacné mnozstvi nespecifickych
produktt. Kvili podezieni na Spatné zvolenou Tm pro nasedani primerG byly reakce
opakovany v gradientovém termocykleru v nékolika provedenich s vy$simi hodnotami Tn.
Ackoliv bylo ve vSech reakcich dosaZeno vétstho zastoupeni produkti poZzadované
velikosti ~3450 bp (viz obr. 19), byly kvili piitomnosti nespecifickych produkti vybrany
z kazdé sady dvé reakcéni smési s nejvysSimi pouzitymi hodnotami Tm, (reakce ¢. 5 a 6),
které byly nasledné pouZity jako templatovd DNA pri opétovné PCR reakci za stejnych
reakcnich podminek. Pii ovéfeni produktl reakci pomoci agarosové elektroforézy (viz
obr. 19) byly pozorovany produkty o poZadované velikosti (~3450 bp), pticemZ
zastoupeni nespecifickych produkti bylo pouze minimalni. Pro oddéleni zbylych

nezadoucich produkti bylo pristoupeno kizolaci zgelu - pro ziskani dostatecného
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mnoZzstvi DNA byly reak¢ni smési prislusnych sad nejprve smichdny a spolecné podrobeny
agarosové elektroforéze. Pozadované produkty byly poté vytiznuty a izolovany z gelu. Po
odstranéni templatové DNA endonukleoasou Dpnl byly izolované produkty ovéreny
agarosovou elektroforézou, kdy byla pozorovana pouze DNA o poZadované velikosti (viz
obr. 20). Po zméreni koncentrace byly produkty podrobeny Gibson Assembly® reakci,
béhem které byly konce linearizovanych konstrukti spojeny za vzniku vstupnich vektort
s kompletni sekvenci HA afinitni znacky na 5" konci zkoumanych genti. Takto pripravené
vektory byly pomnoZeny v bakteriich E. coli One Shot™ TOP10, izolovdny minipreparaci a

ovéreny sekvenaci.

1500 bp s
1000 bp

900 bp \
800 bp \
700 bp \
600 bp §
500 bp

—
400 bp = me

y MR
E IR g
200 bp 7“"" _—

100 bp

Obr. 18. | Ovéreni PCR produkti. Agarosova elektroforéza produkti po
amplifikaci vstupnich vektort s WSS1 nebo wss1£16@ pomoci primert HA-tag_F
a HA-tag R. (M) - standard molekulovych hmotnosti GelPilot 100 bp plus
Ladder; (WT) - produkty amplifikace vstupniho klonu pDONR221™ WSS1; (EQ)
- produkty amplifikace vstupniho klonu pDONR221™ wss1E116¢,

(wT) M 1 2 3 4 5 6

1000bp =

(EQ) M 1 2 3 4 5 6

3000bp—H \‘. '\ "\‘ "’.'wu — HA-wss1E116Q

2000bp — *
1000 bp

il ik - 4
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Obr. 19. | Ovéieni produktii pomoci gradientové PCR. Agarosova
elektroforéza produktd po gradientové PCR vstupnich vektort s WSS1 nebo
wss1£116¢ pomoci primert HA-tag_F a HA-tag_R. (WT) - produkty amplifikace
vstupniho klonu pDONR221™ WSS1; (EQ) - produkty amplifikace vstupniho
klonu pDONR221™ wss1£116Q; (HA-WSS1; HA-wss1E116Q) - predpokladané oblasti
vyskytu pozadovanych produkti; (1-6) - sady reakci s postupné se zvysujici
teplotou pro nasedani primerd; (M) - standard molekulovych hmotnosti
GelPilot 1 kbp Ladder,

WT EQ

10 000 bp
8000bp\
7000b \‘
6000bz§£*.*¥
5000 bp — :3
4000bp — =
3000bp — * '

2000 bp —5 Se————

1000 bp — « v

Obr. 20. | Ovéieni produktii opakované PCR. Agarosova elektroforéza
produktti po amplifikaci reakénich smési 5 a 6 z 1. gradientové PCR. (WT) -
produkty amplifikace vstupniho klonu pDONR221™ WSS1; (EQ) - produkty
amplifikace vstupniho klonu pDONR221™ wss1£116Q; (5.2, 6.2) - produkty
opakovanych PCR reakci (M) - standard molekulovych hmotnosti GelPilot 1 kbp
Ladder

M WT EQ

10 000 bp :
8000 bp
7000 bp \ HA-WSS1
6 000 bp § - /
—

5000 bp — HA-wss1E116Q
4000 bp ; s

3000 bp 3

2000 bp

1000 bp —— Se—

Obr. 21. | Ovéreni izolovanych produkti. (M) - standard molekulovych
hmotnosti GelPilot 1 kbp Ladder; (WT) - izolované produkty amplifikace
vstupniho klonu pDONR221™ WSS1; (EQ) - izolované produkty amplifikace
vstupniho klonu pDONR221™ wss1£1160Q,

5.5 PRIPRAVA VSTUPNICH KLONU S UPRAVENYMI INTERAKCNIMI DOMENAMI

Pro objasnéni vlivu jednotlivych interak¢nich motivii proteinu Wss1 na jeho funkci
v bunécné odpovédi na plisobeni hydroxymocoviny, byly pripraveny vstupni klony

nesouci varianty genti HA-WSS1 a HA-wss1£116Q sinaktivovanymi nebo deletovanymi
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doménami SHP, VIM, SIM1, SIM2, WLM, DBD. Pribéh pripravy téchto konstrukti je
znazornén na obr. 11.

Pomoci navrzenych primert pro mistné specifickou mutagenezi (viz tab. 13) byly
amplifikovany vstupni klony pDONR221™ s HA-WSS1 a HA-wss1E116Q. Produkty téchto
reakci byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy (viz obr. 22). Velikost produktti
ramcoveé odpovidala predpokladané velikosti: wss1mutSIM1 yygs]mutSIM2, yyss]mutVIM, yyss]mutSHP,
wss1E116Q, mutSlMl’ wss1E116Q, mutSIMZ’ wss1E116Q, mutVIM' wss1E116Q mutSHP = 3 408 pb | wss1delWLM =
3024 pb | wss1delDBD, yss]E116Q delDBD = 3 277 pb. Mnozstvi produkti odlisné velikosti bylo
zcela zanedbatelné. Z vyslednych reakénich smési byla odstranéna templatovd DNA
endonukleasou Dpnl, nacez byly produkty podrobeny Gibson Assembly® reakci. Vzniklé
vstupni klony byly pomnoZeny minipreparaci a findlné ovéreny sekvenaci. Vybrané
vstupni klony s pozadovanymi variantami genu WSS1 a wss1£116Q byly dale pouzity jako
vychozi DNA pii pripravé dalSich variant s vétSim poctem mutovanych domén (viz

obr. 22). Veskeré pripravené varianty byly finalné ovéreny sekvenaci.
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Obr. 22. | Priprava vstupnich Kloni nesouci varianty WSS1 s upravenymi
interakénimi doménami. Agarosova elektroforéza produkti mutagennich
PCR. (M) - standard molekulovych hmotnosti GelPilot 1 kbp Ladder.

5.6 REKOMBINACNI PRIPRAVA EXPRESNICH KLONU

Pripravené geny HA-WSS1, HA-wssIE116Q a jejich vybrané varianty byly
ze vstupnich kloni pDONR221™ pteneseny pomoci rekombina¢ni Gateway® LR reakce do
cilového vektoru pAG416GPD-ccdB obsahujici konstitutivni promotor GDP a dalsi
sekvence nezbytné pro naslednou expresi vloZenych genii v kvasinkovych burkach (viz
obr. 11). Reaké¢ni produkty byly transformovany teplotnim Sokem do bakterii E. coli One
Shot™ TOP10, znichz byly po pomnoZeni izolovany minipreparaci a findlné ovéreny
sekvenaci.

Ovérené expresni klony byly dale transformovany do kvasinkovych kment
postradajici WSS1 ([a] Awss1, [a] Awss1) a kment postradajici WSS1 i DDI1 (AddilAwss1,
Awss1Addi1). V ptipadé expresniho klonu pAG416GPD s HA-wss1E116Q bylo po jeho
transformaci do kvasinkovych bunék postradajici WSSI i DDI1 pozorovano vyrazné
zhorsSeni zivotaschopnosti blizici se letdlnimu stavu, kvili kterému nebylo mozné tyto
butiky kultivovat v dostateCném mnoZstvi pro vyuZiti v nasledujicich experimentech (neni
zdokumentovano). Geny HA-WSS1, HA-wss1E116Q byly proto preneseny i do cilového
vektoru pAG416GAL-ccdB pod indukéni GAL1 promotor. U expresnich klonli nesouci
varianty HA-wss1£116Q se soucasné inaktivovanou doménou VIM (HA-wss1E116Q mutViM) nebo
SIM2 (HA-wss1E116Q mutsiMZ), hylo po jejich transformaci do bunék bez WSS1 i DDI1 téz
pozorovano snizeni Zivotaschopnosti. Tyto buriky bylo ale stile mozné s rtiznou mirou

uspésnosti dale kultivovat.
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5.7 ANALYZA VLIVU INAKTIVOVANEHO KATALYTICKEHO MISTA NA AKTIVITU

PROTEINU Wss1

Pro porovnani vlivu exprese genu WSS1 a jeho katalyticky inaktivni varianty
wss1E116Q na Zivotaschopnost kvasinkovych bunék byl proveden bodovy test, pii némz byly
kultury kvasinkovych kment [a] Awss1, [a] AddilAwss]l a [a] Awss1Addil, které byly
komplementovany inducibilnimi expresnimi klony pAG416GAL s HA-WSS1 nebo HA-
wss1E116Q, 5x sériové zfedény a bodové naneseny na dvé SC URA(-) agarosova média: 1. s
glukosou a 2. s galaktosou indukujici expresi vlozenych gent. Vysledky experimentu
naznacuji, Ze nadprodukce katalyticky neaktivni varianty Wss1E116Qp v kvasinkovych
buiitkdch postradajicich nativni WSS1 ([a] Awssl) neméla zdsadni vliv na jejich
zivotaschopnost. Jina situace ale nastala v ptipadé kvasinkovych bunék postradajicich
kromé WSS1 i DDI1 ([a] AddilAwss1 a [a] Awss1Addil), ve kterych méla nadprodukce
katalyticky inaktivni varianty silné negativni (tzv. ,dominant negative“) vliv na

Zivotaschopnost zptsobujici extrémné pomaly rist bunék.

(A) HA-WSS1 & £ & & &S
B
e1te
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Obr. 23. | Vliv inaktivace katalytického mista Wss1p na jeji aktivitu

(A) Schématické znazornéni struktury transformovanych gend WSS1 a
wss1E116¢; (E116Q) - bodova mutace zpisobujici inaktivaci aktivniho
centra nahrazenim katalytického glutamatu za glutamin. (WLM) - oblast
kédujici WLM doménu Wss1p; (VIM, SHP) - oblasti kddujici domény VIM a
SHP, které interaguji s Cdc48; (DBD) - oblast kddujici doménu
vazajici DNA; (SIM1, SIM2) - oblasti kédujici domény SIM1 a SIM2, které
interagujf se Stm3p.

(B) Analyza komplementacnich experimentli bodovym testem pro porovnani
vlivu transformovanych gent WSS1 a wss1£116¢ na Zivotaschopnost
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kvasinkovych bunék na selekénim SC URA(-) agarosovém médiu.
Kvasinkové kmeny [a] Awss1, [a] AddilAwssl a [a] Awss1Addil byly
komplementovany prazdnym vektorem pAG416GAL a expresnimi Klony
PAG416GAL s HA-WSS1 nebo HA-wss1E116Q pod kontrolou indukéniho Gall
promotoru. VSechny transformované konstrukty kdédovali geny pro
syntézu uracilu. Exponencidlné narostlé kultury kvasinkovych bunék byly
naneseny v 5x sériové redici radé na SC URA(-) agarosové médium
s glukdzou (Glu) a galaktézou (Gal) a inkubovany 72 hodin pti 30 °C.

5.8 ANALYZA ROLE Wss1p V BUNECNE ODPOVEDI NA GENOTOXICKE PUSOBENI
HYDROXYMOCOVINY

Pro charakterizaci role Wsslp v bunécné odpovédi na plsobeni HU a vlivu
jednotlivych domén na tuto funkci byla provedena analyza pomoci bodového testu, pri
které byla porovnavana citlivost nékolika kmenli na plsobeni HU. Konkrétné
kvasinkovych kmenl snativnimi geny WSS1 a DDI1 ([a)] WT, [a] WT), kmeni
postradajicich DDI1 ([a] Addi1, [a] Addi1) a kmen( bez WSS1 i DDI1 ([a] AddilAwss1, [a]
Awss1Addil), které byly navic komplementovany expresnimi klony pAG416GAL s HA-
WSS1, nebo jeho mutantnimi variantami, v€etné variant wss1£116Q mutSIM2 3 yyss]E116Q, mutViM,

Vysledky experimentti ukazuji (viz obr. 24), Ze souc¢asna delece gentt WSS1 a DDI1
byla za pritomnosti genotoxické HU synteticky letalni. Tento fenotyp byl komplementovan
WT variantou WSS1, nikoliv v§ak variantou bez WLM domény (wss14e/WLM), Oproti tomu,
inaktivace domén zodpovédnych =za interakci s Cdc48p (wss1mutViM, yyss] mutSHP,
wss1mutViM/SHP) - se Smt3p (wss1mutSiM1 \yss] mutSIMZ, ygs]mutSIMI/SIMZ) ani samotnd delece
domény vazajici DNA (wss14¢PBD) nemély na funkci proteinu Zadny pozorovatelny vliv.
Obdobné na funkci nemély vliv ani Upravy, pri kterych zlistaly kromé WLM aktivni pouze
domény zodpovédné za interakci s Cdc48p (wss1mutSiM1/SIMz, delDBD) se Smt3p (wss1mutVIM/SHP,
delDBD) nebo s DNA (wss1mutsiM1/siMz/VIM/SHP), A7 kombinované vylouceni vSech téchto domén
(wss1mutSiM1/siMz/VIM/SHP, delDBD) yedlo k podobnému fenotypu jako pii komplementaci
prazdnym vektorem.

Dale 1ze dle vysledkli bodového testu konstatovat, Ze ackoliv inaktivace domény
VIM nebo SIM2 ¢astecné zvratily silné negativni dlisledek mutace E116Q (viz kapitola 5.7),

Zadn4 z téchto variant presto nekomplementovala fenotyp soucasné ztraty WSS1 a DDI1.
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Obr. 24. | Role proteasy Wsslp vbunécné odpovédi na genotoxické
pusobeni HU a vliv interakénich domén na jeji funkci.

Kvasinkové kmeny [a] AddilAwss1 a [a] Awss1Addil byly komplementovany
prazdnym vektorem pAG416GPD-ccdB a sadou expresnich klonli nesouci HA-
oznaceny WSS1 nebo jeho varianty, a testovany na citlivost viici pisobeni HU.
VSechny geny klonované vexpresnich vektorech byly pod kontrolou
konstitutivntho GPD promotoru. Kvasinkové buriky byly naneseny v 5x sériové
tedici radé na YPD agarosova média bez a s 0,5M koncentraci HU a inkubovany
72 hodin pri 30 °C. Vpravé c¢asti obrazku jsou schematicky znazornény
struktury komplementovanych genl v transformovanych expresnich klonech.
(E116Q) - bodova mutace zplsobujici inaktivaci aktivniho centra enzymu
nahrazenim katalytického glutamatu za glutamin. (WLM) - oblast kodujici
WLM proteazovou ¢ast Wsslp; (VIM, SHP) - oblasti kédujici domény VIM a
SHP, které interaguji s Cdc48; (SIM1, SIM2) - oblasti koédujici domény SIM1 a
SIM2, které interaguji se Stm3p.

5.9 OVERENI EXPRESE ZKOUMANYCH GENU V KVASINKOVYCH BUNKACH

Pro ovéreni exprese zkoumanych genti byly z komplementovanych kvasinkovych
bunék pripraveny exponencialné rostouci kultury v SC URA(-) selek¢nim médiu, z nichz
byly posléze izolovany denaturované bunécné proteiny. Tyto proteiny byly podrobeny

elektroforéze v polyakrylamidovém gelu obsahujicim SDS, a poté pireneseny na
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membranu. Pfitomnost rekombinantnich HA- znaCenych proteini byla detekovana pomoci
krali¢i monoklondlni protilatky specifické proti HA- znacce a IRDye® 800CW kozi
polyklondlni anti-krali¢i IgG protilatky. Jako kontrola nanasky byl vybran nativni protein
3-phosphoglycerat kinasa (Pgklp), ktery byly detekovdn kombinaci mysi monoklonalni
primdrn{ protilatky specifické proti Pgklp a sekundarni IRDye® 680RD kozi polyklonalni
anti-mys{ IgG protilatky.

Zvysledki dokumentovanych na obr. 25 je patrné, Ze velikost pozorovanych
proteini Wss1 odpovidala predpokladané velikosti 31,8 kDa, u variant s odstranénou
doménou DBD pak velikosti 27 kDa. U vzorku s wss14eWLM gySem nebyly pfitomny Zadné
proteiny Wss1. U vSech vzorkd kromé wssIdWLM, je dale patrna pritomnost mensich
proteini o rizné velikosti, které pravdépodobné predstavuji degradacni produkty
zkoumanych proteind. Souhrnné tyto vysledky prokazuji, Ze kromé wss1deWLM byly
vSechny transformované geny v kvasinkovych buiikdch tspésné produkovany. Kontrolni
protein Pgklp byl pritomen ve vSech testovanych vzorcich. Z jeho mnozstvi je ale patrné,
ze u vzorkl wss1mutSiMl, yss]mutSIMZ, yss]mutViM, yyssImutSHP hylo oproti ostatnim vzorkim

naneseno mensi mnozstvi izolovanych proteini.
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Obr. 25. |Ovéreni produkce rekombinantniho HA-Wsslp a jeho
upravenych variant v kvasinkovych bunkach.

Vzorky denaturovanych proteini zexponencidlné rostoucich kultur
kvasinkovych bunék ([a] AddilAwss1), které byly komplementovany
pripravenymi expresnimi klony pAG416GPD nesouci HA- znaceny WSSI nebo
jeho upravené varianty, byly podrobeny SDS-PAGE a nasledné imunodetekci
pomoci kombinace primarnich protilditek proti HA- znaCce a Pgkl, a
sekunddarnich fluorescentné znacenych protilatek. MnoZstvi Pgk1 slouZilo jako
kontrola nanasky. (M) - All blue standard molekulovych hmotnosti.
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6 DISKUZE

Metaloproteasa Wss1 z kvasinek Saccharamyces cerevisiae je zastupce nedavno
objevené opravné drahy oznacované jako proteolyticka oprava DNA. Spolecné s dalSimi
mechanismy zajiStuje tato draha bunécnou odpovéd na pritomnost proteini kovalentné
zachycenych na DNA, které brani postupu replika¢nich vidlicek.

Role proteasy Wss1 spociva v degradaci proteinové ¢asti DPC, naceZ zlstava na
DNA navazan pouze maly peptidovy zbytek, jehoz odstranéni je dale zajiSténo ostatnimi
opravnymi mechanismy, popripadé je jeho pritomnost tolerovana translesnimi
polymerasami. Aktivita Wss1p je ovlivnéna vazbou na DNA i interakcemi s proteiny Cdc48
a SUMO proteinem Smt3. Dosavadni vysledky studii ovSem naznacuji, Ze nezbytnost
interakci s témito proteiny se lisi v zavislosti na danych podminkach (Stingele et al. 2014,
Balakirev et al. 2015).

Dalsi kvasinkovou proteasou, kterda se ucastni bunécné odpovédi na poskozeni
DNA a kontroly bunéc¢ného cyklu je aspartatova proteasa Ddil (Diaz-Martinez et al. 2006),
jejiz homology najdeme ve vSech eukaryotickych organismech. Exprese Ddilp je
indukovana drahami signalizujicimi poSkozeni DNA (Zhu & Xiao 1998), pricemz Ddilp se
Ucastni  ubiquitin-proteasomalni degradace jako receptor zajistujici vazbu
ubikvitinovaného substratu a 19S podjednotky proteasomu (Saeki et al. 2002). Spole¢né
s Rad23p stabilizuji mitoticky kontrolni protein Pds1p, ¢imz zabrarnuji jeho degradaci, jenz
je jinak zapotrebi pro postup v bunécném cyklu (Clarke et al. 2001, Gabriely et al. 2008).
Ddilp dale zajistuje proteasomalni degradaci HO endonukleasy (Kaplun et al. 2005) a
proteinu Ufol (Ivantsiv et al. 2006, Gomez et al. 2011). Ddilp téZ funguje jako negativni
regulator exocytozy skrze vyvazovani SNARE proteinti (Marash & Gerst 2003, Gabriely et
al. 2008). Proteolyticka aktivita Ddilp byla doposud prokazana pouze neptrimo (Gabriely
et al. 2008, White et al. 2011). Bylo ovSem objeveno, Ze homology Ddilp v lidskych
burikdch a v bunikkach C. elegans, zajistuji Stépeni a aktivaci transkripcniho faktoru NRF1,
ktery je dale prenesen do jadra, kde aktivuje syntézu proteasomalnich podjednotek
(Koizumi et al. 2016, Lehrbach & Ruvkun 2016). Soucasna ztrata obou gent WSS1 a DDI1
vykazuje v kvasinkovych buiikdch syntetickou interakci sniZujici Zivotaschopnost
(Costanzo et al. 2016). Vysledky ziskané v laboratori Skolitelky dale prokazuji, Ze se tento
efekt jesté vyrazné zesiluje plsobenim genotoxické hydroxymocoviny (Svoboda et al
2019, vysledky vrecenznim Fizeni). Je znamo, Ze HU inhibuje ¢innost ribonukleotid-
reduktasy, coz zplisobuje nedostatek dNTP, kviili cemuz dochazi k zastaveni replika¢niho

aparatu. V kone¢ném dusledku tak HU zastavuje bunky v S-fazi bunécného cyklu.
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Vysledky experimenti z laboratore Skolitelky dale prokazuji, Ze pozorovany
fenotyp soucasné ztraty genti WSS1 a DDI1 lze zachranit nadprodukci proteinu Ddi1, avSak
jeho funkce je zavisla na proteolytické aktivité RVP domény a pritomnosti HDD domény
(Svoboda et al. 2019, vysledky v recenznim Fizeni). Vyvstava tak otazka, jakou tlohu ma za
téchto podminek protein Wss1, zda lze jeho nadprodukci zachranit pozorovany fenotyp, a
které domény Wss1p jsou pro jeho funkci v dané situaci nezbytné.

V prvni fazi tohoto projektu byly proto pripraveny plasmidové konstrukty
s vlozenym genem WSS1 nebo jeho vhodné upravenymi variantami s inaktivovanymi ¢i
deletovanymi interakénimi doménami. Pro ovéreni vlivu proteolytické aktivity na funkci
Wss1p byla nejprve pripravena proteolyticky neaktivni varianta wss1£116Q, Na konce gent
WSS1 a wss1E116Q byly poté ve dvou krocich klonovany specifické rekombina¢ni sekvence
attB, diky kterym bylo moZzné vyuzit technologii Gateway® pro pripravu plasmidovych
konstrukt. Geny WSS1 a wss1E116Q byly pomoci mistné specifické rekombinacni reakce
nejprve preneseny do pomocnych vektori pDONR221. Pro pozdéjsi ovéreni exprese
v kvasinkovych butikach byla na konce prenesenych WSS1 a wss1£1162 klonovana sekvence
pro HA-afinitni znacku. Komplikace pti klonovani této sekvence v podobé rady
nespecifickych produkti byla pravdépodobné =zapricinéna délkou a strukturou
pripravenych mutacnich primert, kvili ¢emuz nespecificky nasedaly na vice mist
templatové DNA.

Z konstruktl nesoucich HA-WSS1 a HA-wss1£116Q byly postupné v nékolika krocich
pripraveny dalsi varianty, jez mély jednotlivé, ¢i v riiznych kombinacich, inaktivovany a
deletovany interakéni domény WLM, DBD, VIM, SHP, SIM1 a SIM2. Nasledné byly
poZadované varianty rekombinacné preneseny z vektori pDONR221 do finalnich vektort
pAG416GPD-ccdB umoZiiujici jejich produkci v kvasinkovych burikach.

Béhem transformace kvasinkovych kmenl pripravenymi Kkonstrukty bylo
pozorovano, Ze burky postradajicich soucasné geny WSSI i DDI1 (kmen ¢ 7 a 8)
vykazovaly po komplementaci Kkatalyticky inaktivni variantou wss1£116C Jetalni fenotyp.
Vyvstala tak otazka, zda je tento pozorovany fenotyp diisledkem nezamyslené mutace,
inaktivujici selekéni gen URA3, ¢i Spatné provedené transformace. Obé tyto moZnosti byly
ale vylouceny vicendsobnym opakovanim pripravy daného konstruktu a opétovnou
transformaci, kdy byl pozorovan stile stejny vysledek. Pro ovéreni, zda je pozorovany
vektoru pAG416GAL-ccdB pod indukéni promotor GAL1. Vysledky komplementaénich
testd pak ukazuji, Ze v pripadé, kdy exprese wss1E116¢ nebyla indukovana, vykazovaly
mutantni bunky bez WSS1 i DDI1 normalni rast. Indukce exprese wss1E116Q gvSem opét

zplsobovala jiZ pozorovany letalni fenotyp. Je tedy patrné, Ze na rozdil od situace, kdy

58



Wss1p neni viibec produkovan, zplsobuje nadprodukce katalyticky inaktivni varianty
Wss1E116Qp v kvasinkovych bunkach postradajicich WSS1 a DDI1 vyrazné sniZeni
zivotaschopnosti, aniz by byly tyto bunky vystaveny genotoxickému pulsobeni HU.
Podobné vysledky byly pozorovany i ve studii (Balakirev et al. 2015). Nadprodukce
katalyticky inaktivni varianty Wss1p, ktera byla v tomto pripadé ale tvorena mutacemi
H115N a E116K, umociiovala u bunék S. cerevisiae fenotyp soucasné ztraty WSS1 a TDP1,
ktery se projevoval poruchami v ristu, hromadénim sumoylovanych Toplp a dalSich
sumoylovanych proteinli navazanych na DNA. Pozorovany dopad nadprodukce proteinu
Wss1H115N, E116K ng Zivotaschopnost mutantnich bunék bez WSS1 a TDP1 ovSem nebyl tak
vyrazny, jako v piipadé nadprodukce Wss1E116Qp v mutantnich bunikach bez WSS1 a DDI1.
Navic, buniky postradajici pouze WSS1 nevykazovaly po komplementaci wss1£116Q zadné
problémy s vitalitou, coz naznacuje, Ze pozorovany letalni fenotyp neni diisledkem prosté
nadprodukce Wss1E116Qp, ale Ze je zde klicova i souc¢asna absence DDI1. Tyto vysledky tak
poukazuji na pfimy nebo neptimy vliv mezi DDI1 a WSS1, kdy je Ddilp schopen potlacit
efekt nadprodukce Wss1E116Qp,

K objasnéni vzajemného vztahu proteinu DDI1 a WSS1 by bylo vhodné provést
experiment, pii kterém by byly kvasinkové buiilky postradajici DDI1 a WSS1 soubézné
transformovany dvéma inducibilnimi vektory: prvni by nesl gen HA-wss1£116, druhy pak
katalyticky aktivni nebo neaktivni variantu DDI1, opatienou jinou znackou. Po Gvodnim
nartstu kvasinkovych bunék by byla nejprve indukovana exprese HA-wss1E116Q
vyvolavajici sniZeni Zivotaschopnosti. Po vhodné dlouhém ¢asovém odstupu nezbytném
pro produkci vyznamného mnozstvi Wss1E116Qp by byla indukovana exprese vybrané
varianty DDI1 z druhého plasmidu. PakliZe by k zachrané letalniho fenotypu zptisobeného
nadprodukci Wss1E116Qp stacila inaktivni varianta DDII, znamenalo by to, Ze Ddilp
nevyzaduje pro svou funkci v dané situaci katalytickou aktivitu. Soucasné by bylo vhodné
sledovat, zda vtéchto buiikdch dochazi k postupnému odstrafiovani produkovanych
Wss1E116Qp,

Je zndmo, Ze v piitomnosti DNA Wsslp proteolyticky $tépi sdm sebe in-trans a
inaktivace katalytické aktivity zplisobuje hromadéni Wsslp v kvasinkovych buikach
(Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015). Balakirev et al. ve své studii dale prokazuji, ze
neaktivovany Wss1p vykazuje SUMO-ligasovou aktivitu, kdy sumoyluje sdm sebe a okolni
proteiny, nacez se po aktivaci vazbou DNA S$tépi a degraduje i ostatni proteiny. MoZnym
vysvétlenim pozorovaného fenotypu po indukci exprese Wss1E116Qp tak miize byt, Ze se
katalyticky neaktivni Wss1E116Qp vaze do mist zastavenych replikacnich vidlicek, kde
sumoyluje sebe i ostatni proteiny, ¢imz indukuje vazbu dalSich Wss1E116Qp a interak¢nich

partnerd (kupt. Cdc48p/Doalp). Jelikoz ale neni Wss1E116Qp schopen S$tépit ani substrat,
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ani sdm sebe, dochazi k jeho hromadéni v misté poskozeni DNA. Hromadici se Wss1E116Qp
dale sumoyluje sebe o okolni proteiny, zvySuje signalizaci bunécné odpovédi a indukuje
asociaci dalsich buné¢nych proteind ucastnicich se opravy DNA. Postupné hromadéni
sumoylovanych a ubikvitinovanych proteinii asociovanych s DNA vyustuje v selhani
signalizaCnich drah, poskozeni vldken DNA a spuSténi bunécné apoptdzy. Tuto teorii
podporuji vysledky nasledujiciho experimentu, které ukazuji, Ze pokud byla vedle mutace
E116Q inaktivovana jeSté doména VIM (mensi mira vazby interakc¢nich partnerti) nebo
SIM2 (mensi mira vazby interak¢nich partnerii/ukonceni sumoylace), doslo ke zlepSeni
Zivotaschopnosti komplementovanych bunék v normalnich podminkach.

Z vysledkG bodovych testd pro analyzu role Wsslp v bunécéné odpovédi na
genotoxické pisobeni HU a vlivu jednotlivych domén na tuto funkci je patrné, ze ztrata
genu WSS1 nebo DDI1 nemd na Zzivotaschopnost kvasinkovych bunék v testovanych
podminkach Zadny vliv. Soucasna delece obou téchto genti ovSem zapricinuje patologickou
precitlivélost na plsobeni HU, coZ potvrzuje dosavadni vysledky laboratoie Skolitelky
(vysledky v recenznim rizeni). Obdobné jako tomu bylo v piipadé Ddilp lze pozorovany
fenotyp ztraty DDI1 s WSS1 komplementovat nadprodukci WT varianty Wsslp. Je tak
patrné, Ze pro prekonani disledku piisobeni HU je nezbytna pritomnost alespoi jednoho
z vySe zminénych proteint. Na zakladé téchto vysledki se da tedy predpokladat, Ze Wss1p
a Dddilp piisobi paralelné a piedstavuji zastupné cesty bunécné odpovédi na piisobeni
HU.

Zvysledkl je dale patrné, Ze zanormalnich podminek (bez pritomnosti HU)
zpuisobuje nadprodukce Wss1deWLMp v kvasinkach postradajicich soucasné DDI1 Castecné
sniZzeni Zivotaschopnosti. Pozorovany rozdil mezi letdlnim fenotypem pi#i nadprodukci
Wss1E116Qp, a pouze ¢asteénym sniZenim Zivotaschopnosti pti nadprodukci Wss1delWLMp 73
normalnich podminek bez HU, miize byt vysvétlen na zakladé predpokladaného
mechanismu SUMO-ligasové aktivity Wss1p a role cysteinu C226 (Balakirev et al. 2015).
Predpoklada se, zZe tvorba intramolekularni disulfidové vazby mezi C-koncovymi cysteiny
C226 a cysteiny C96 a C108, nachazejicimi v oblasti WLM domény, podporuje
oligomerizaci Wsslp, ktera se nasledné projevuje narGistem SUMO-ligasove aktivity.
Oproti mutantni varianté Wss1E116Qp postrada Wss1deWLMp cysteiny C96 a C108, diky
cemuz miZe byt omezena oligomerizace Wss1deWLMp 3 stim souvisejici SUMO-ligasova
aktivita, ktera by jinak mohla byt zodpovédna za letalni fenotyp. Alternativné, odebrani
velké Casti WLM domény miiZe oproti mutaci E116Q vyrazné meénit finalni konformaci
Wss1p, ¢imZ se z néj stava zcela nefunkéni odpadni protein, jehoZ nadprodukce a nasledna
degradace builku silné zatézuje. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo vhodné provést

experiment, pti kterém by byl v kvasinkovych bunikkach bez DDI1 a W5S1 nadprodukovan
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Wss1E116Qp, jeZ by mél souc¢asné nahrazen cystein C226 za jinou vhodnou aminokyselinu.
Videalnim pripadé by pak tyto bunky mély vykazovat vyrazné lepsi zivotaschopnostnez
burtiky nadprodukujici Wss1E116Qp,

Vysledky bodovych testi dale naznacuji, Ze pro odvraceni patologické
precitlivélosti na HU pomoci nadprodukce Wsslp je vyzadovana proteolyticka aktivita
WLM domény. V kontrastu s nepostradatelnosti aktivniho mista WLM domény nebyla
funkce Wsslp v bunécné odpovédi na pisobeni HU ovlivnéna inaktivaci domén
zodpovédnych za vazbu s Cdc48 (VIM, SHP, SHP/VIM), domén interagujicich se SUMO
proteinem Smt3 (SIM1, SIM2, SIM1/SIM2), ani deleci domény vazajici DNA (DBD). Ztrata
schopnosti komplementovat fenotyp soucasné ztraty WSS1 s DDI1 byla pozorovana az pri
soucasném vylouceni vSech téchto interakénich domén. Z vysledki je tak patrné, Ze pro
spravnou funkci Wsslp v bunécné odpovédi na HU je zapotiebi vedle proteolytické
aktivity jesté schopnost interagovat s alespoii jednim partnerem z trojice Cdc48p, Smt3p a
DNA.

Spravna funkce konstruktd postradajici DBD doménu je ale v rozporu s vysledky
studie (Stingele et al. 2014) dokazujici zavislost proteolytické aktivity Wss1 na vazbé DNA.
Vysvétlenim pozorovaného fenotypu miize byt situace, kdy delece DBD domény zpiisobuje
zménu vysledné konformace proteinu, jejimZ diisledkem je naruseni inhibice aktivniho
mista koncovym cysteinem C226 (mechanismus cysteinového ptepinace), diky ¢emuZz
dojde k uvolnéni proteolytické aktivity (Balakirev et al. 2015).

Nezbytnost interakce Wsslp s Cdc48p in vivo byla prokazdna v souvislosti
s opravou kovalentné zachycené Toplp a DPC indukovanych formaldehydem (Stingele et
al. 2014, Balakirev et al. 2015). Vysledky komplementace konstrukty postradajicimi
domény VIM a SHP ale ukazuji, Ze interakce s Cdc48p vtomto pripadé neni kliCové.
Genotoxické plisobeni HU tak ziejmé predstavuje jiné podminky pro vyvolani bunécné
odpovédi na poskozeni DNA, sodliSnym mechanismem plisobeni Wsslp. U varianty
Wss1p, majici pouze proteolytickou aktivitu a aktivni vazbu Cdc48p, mohla ztrata
cysteinové inhibice skrze deleci DBD domény zplisobit, Ze je Wss1p naveden interakci
s Cdc48 na misto poSkozeni DNA, kde i bez vazby DNA $tépf cilovy substrat. Alternativné
miZe dochazet k tvorbé komplexu Wsslp/Cdc48p/Doalp, ktery specificky navadi
substrat do vakuoly, kde je degradovan (Balakirev et al. 2015).

Aktivita Wsslp pii soucasné ztraté schopnosti vazat protein Smt3p byla
zdokumentovana jiz diive (Stingele et al. 2014, Balakirev et al. 2015). Oproti pifedchozim
studiim je ale aktivita Wss1lp pozorovana i v ptipadé, Ze je proteinu ponechdna pouze
doména WLM spolecné se SIM1 a SIM2. Obdobné jako v ptipadé interakce s Cdc48p tak

odlisné podminky pri ptisobeni HU zfejmé prikladaji vazbé SUMO proteinti vétsi roli, nez
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bylo doposud pozorovano pii opravé zachyceného Toplp a DPCs indukovanych
formaldehydem. Tento efekt mize byt vysledkem uvolnéni mechanismu cysteinového
prepinace (ztrata DBD) a postradatelného vlivu vazby s Cdc48p (viz predchozi odstavec).
Alternativné mutze v bunécné odpovédi na plsobeni HU hrat Wss1lp vyznamnou roli pri
metabolismu SUMO proteinid v oblasti poskozené DNA (Balakirev et al. 2015). Ziskané
Ucastni vice mechanismt bunécné odpovédi na poskozeni DNA.

Na zavér byla ovérena exprese transformovanych genti v kvasinkovych burkach
pomoci imunodetekce. Vysledky potvrzuji ispéSnou produkci vSech proteinovych variant
kromé proteinu Wss1deWLM Ahsence Wss1deWLMp mize byt vysvétlena jiZ zminovanou
chybnou strukturou, ktera zapricinuje jeho okamzitou degradaci. V pribéhu priprav a z
vysledkii bodovych testii je ale patrny fenotyp produkce Wss1deWiM vy kvasinkovych
burikach.
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7 SOUHRN

e Pomoci kombinace nékolika molekularnich technik byla Gspésné pripravena sada
20 pomocnych a 18 expresnich plasmidovych konstruktti nesouci gen WS5S1, nebo
jeho upravené varianty s rtiznymi kombinacemi inaktivovanych ¢i deletovanych
interakénich domén VIM, SHP, SIM1, SIM2, DBD, WLM a aktivniho mista E116.

e VSechny varianty genu WSS1 byly po transformaci do testovanych kment kvasinek
Saccharomyces cerevisiae exprimovany.

e Soucasna ztrata genti DDI a WSS1 vyvolava precitlivélost kvasinkovych bunék na
genotoxické pisobeni HU. Pozorovany fenotyp lze zvratit nadprodukci WT Wss1p.
Proteiny Ddil a Wss1 tedy zirejmé plisobi paralelné a predstavuji zastupné cesty
bunécné odpovédi na plisobeni HU.

e Pro spravnou funkci Wss1p v bunécné odpovédi na plisobeni HU je nezbytna jeji
proteolyticka aktivita a schopnost interagovat salesponl jednim partnerem
z trojice Cdc48, Smt3 a DNA.

e Mutace E116Q vaktivnim misté Wsslp zplisobuje prokazatelny pokles
zivotaschopnosti bunék postradajicich DDI1 a WSS1. Ddilp je schopen potlacit
efekt nadprodukce Wss1E116Qp, coZ naznacuje jejich vzdjemny primy ¢i nepfrimy

vliv.
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