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Abstrakt

Zelezo-sirné klastry jsou diilezitymi anorganickymi kofaktory mnoha bun&nych reakci,
vcetné téch, které probihaji v jadie. Jaderné zelezo-sirné proteiny hraji dulezitou roli
pii replikaci DNA, opravach genomu a udrzovani jeho stability. Biosyntéza téchto
zelezo-sirnych klastri za¢ind v mitochondriich pomoci ISC drahy (iron-sulfur cluster
assembly) pokracuje v cytosolu v CIA draze (cytosolic iron-sulfur cluster assembly) a
konc¢i zabudovanim klastrt do cilovych apoproteinti, kterymi jsou napiiklad polymerazy,
primazy, helikdzy, endonukledzy nebo glykosylazy. Tato bakalaiska prace shrnuje
soucCasné poznatky o drahach biosyntézy zelezo-sirnych klastrii, o funkcich jadernych
zelezo-sirnych proteinti a o uloze zelezo-sirnych klastrii v téchto proteinech, vcéetné

fenotypt a klinickych projevl zplisobenych jejich absenci.

Kli¢ova slova: Zelezo-sirné klastry, metaloproteiny, jadro, replikace DNA, oprava DNA

Abstract

Iron-sulfur clusters are important inorganic cofactors of many cellular reactions,
including those that occur in the nucleus. Nuclear iron-sulfur proteins play an important
role in DNA replication, genome repair, and maintenance of genome stability. The
biosynthesis of these iron-sulfur clusters is initiated in the mitochondria by the iron-sulfur
cluster assembly pathway (ISC), continues in the cytosol by the cytosolic iron-sulfur
cluster assembly pathway (CIA), and ends with the incorporation of the clusters into
target apoproteins such as polymerases, primases, helicases, endonucleases, or
glycosylases. This bachelor thesis summarizes current knowledge about the pathways of
iron-sulfur cluster biosynthesis, the functions of nuclear iron-sulfur proteins, and the role
of the clusters in these proteins, including the phenotypes and clinical manifestations

caused by the absence of iron-sulfur clusters.
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1. Uvod

Zelezo-sirné klastry jsou anorganické kofaktory. Jejich nejdastdjsi typy jsou
[2Fe-2S] a [4Fe-4S], méné Casty typ je [3Fe-4S]. Vytvareji kosoctvercové, kubické a
asymetrické struktury (Obr. 1). V proteinech jsou koordinovany cysteinovymi zbytky a
stabilizovany hydrofobnimi interakcemi (Beinert et al., 1997, Johnson, 1998). Zelezo-
sirné proteiny jsou soucasti elektron transportniho fetézce, kde plni svou nejznamé;jsi
funkci pifi pfenosu elektroni (Beinert et al., 1997), ale také maji tlohu v dalSich
bunécnych procesech jako naptiklad pii replikaci DNA, opravach genomu a udrzovani
jeho stability (viz kapitola 3). Krom¢ vySe zminénych klastrii existuji i dal$i vzacnéjsi
typy, napiiklad [8Fe-7S] v aktivnim centru nitrogenazy dusik fixujicich bakterii nebo
dvojity kubicky [8Fe-9S] v nitrogenaze podobném proteinu ¢i  benzoyl-CoA
reduktaze/dehydratdze. Tyto typy klastrli zajiSt'uji multielektronové redoxni procesy,
protoze mohou existovat v mnoha oxidativnich stavech a pravé tyto schopnosti jsou nutné
napiiklad pro redukci N2 na NH3 nebo redukci aromatickych sloucenin, kde je tfeba

poskytnout az osm elektront (Ohki et al., 2009, Jeoung a Dobbek, 2018).

[2Fe-2S] [4Fe-4S] [3Fe-4S]

Obrazek 1. Struktury nejcastéjsich typi zelezo-sirnych klastrii. Vlevo je kosoctvercova
struktura, uprostied je kubicka struktura a vpravo je asymetricka struktura (upraveno z

Mendel et al., 2020)).

V eukaryotickych buiikach tvorba Zelezo-sirnych klastri za¢ind v mitochondriich
pomoci ISC drahy (iron-sulfur cluster assembly). V ISC draze dochazi ke vzniku zelezo-
sirnych klastr pro mitochondrialni proteiny a meziproduktu zvaného X-S nebo (Fe-S)in:.
Tento meziprodukt je transportovan do cytosolu a dale vstupuje do CIA drahy (cytosolic
iron-sulfur cluster assembly), kde dochéazi ke tvorbé Fe-S klastri pro cytosolické a

jaderné zelezo-sirné proteiny (Uzarska et al., 2013, Pandey et al., 2019). Pravé jadernym



Fe-S proteinim je tato bakaldiskd prace v€novana, jelikoz nové poznatky ukazuji na
klicovou tulohu Fe-S klastri nejen v mitochondriich a cytosolu, ale i v jadre, a ¢im dal
Castéji jsou zelezo-sirné klastry objevovany i v proteinech, kde byla dfive pfedpokladana
vazba zinku (Pritts a Michel, 2022). Cilem této prace je popsat drahy biosyntézy
jadernych zelezo-sirnych klastrii (viz kapitola 2), a pfinést piehled jadernych Zelezo-
sirnych proteini a funkci, které Zelezo-sirné klastry v téchto proteinech maji
(viz kapitola 3). Vzhledem k tomu, ze se urtiznych organismii homologni proteiny
biosyntetickych ISC a CIA drah nazyvaji jinak, bude pro prehlednost v této praci pouzita

jednotna nomenklatura pro lidské proteiny.



2. Biogeneze

2.1. ISC draha a transport do cytosolu

ISC drdha je u eukaryot lokalizovana v mitochondriich. ISC drdha vznikla
pravdépodobné v alfa-proteobakterii a diky endosymbidze se dostala do eukaryotické
buiiky (Yutin et al., 2008). V této draze v Sasné fazi se Fe*" spoji se sirou z cysteinu a
vznikne [2Fe-2S] klastr, ktery mtze byt transportovan do cytosolické CIA drahy nebo
dale maturovan v pozdni fazi na [4Fe-4S] klastr (Braymer et al., 2021). ISC dréha je

znazornéna na obrazku (Obr. 2).

CIA draha
&

cytosol

mitochondrie

pozdni ISC

ImMERN12

® (Fe¥')
Obrazek 2. Mitochondrialni ISC draha. Na obrazku je zndzornéna Seda mitochondrie
s proteiny ISC drdhy uvniti. Fe®* je transportovan do mitochondrie pomoci transportéru
MFRN1/2 (na obrazku modre) a putuje do ISCU scaffoldu. Pomoci ACP1-ISD11-NFS1
Jje z cysteinu uvolnéna sira, kterd také putuje do scaffoldu, na kterém dochazi k maturacit
[2Fe-2S] klastru za vyuZiti elektronii z FDX2. Klastr pomoci HSPA9-HSC20 a GRPE]I je
prenesen na GLRXS, ze kterého miize vstoupit do pozdni ISC drahy pro maturaci
mitochondrialnich [4Fe-4S] klastru nebo ve formé intermediatu X-S transportérem
ABCBY7 vstoupit do CIA drahy pro maturaci cytosolickych a jadernych [4Fe-4S] klastrii
(upraveno z Braymer et al., 2021).

Biogeneze Zelezo-sirnych proteinil neni mozna bez transportu zeleznatych kationtt

do matrixu mitochondrii. Transport je uskute¢nén pomoci mitoferrinti 1 a 2 (MFRN1/2),
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které patii do rodiny SLC25 transportéri. Pii penosu jsou Fe?' ionty koordinované
histidinovymi, cysteinovymi a metioninovymi zbytky (Christenson et al., 2017,
Wiesenberger et al., 1991).

Cystein desulfurdza NFS1 je dilezitou slozkou pro biogenezi Zelezo-sirnych
proteintl. Jeji funkci je poskytovani siry pro de novo syntézu Fe-S klastri. Absence NFS1
ma za nasledek nashromazdovani volnych ionti Zzeleza v mitochondriich
(Kispal et al., 1999). NFS1 patii do podrodiny PLP-dependentnich transaminaz. V ISC
draze tvoti cystein desulfurazovy komplex s ISD11 a ACP1 zvany NIA (NFS1-ISD11-
ACP1) (Cory et al., 2017). Pomoci enzymatické aktivity NFS1 ze substratového cysteinu
dochazi k uvoliovani siry, ktera se vaze na Cys-smyc¢ku a formuje persulfid. Béhem této
reakce je cystein pfeménén na alanin (Zheng et al., 1993).

ISD11 je protein, ktery interaguje s cystein desulfurdzou. Patii do rodiny LYR
proteinti, kterd je charakterizovana pfitomnosti LYR/K segmentii v aminokyselinové
sekvenci. ISD11 je asociovan s vnitini mitochondridlni membranou. Jeho tlohou je
tvorba stabilniho komplexu s NFS1 a ACP1. Bez ptitomnosti ISD11 je desulfurdza
funk¢ni, ale je destabilizovana. To ma za nésledek sniZeni mnozstvi proteint obsahujicich
zelezo-sirny klastr a také snizeni jejich aktivity. Naptiklad, 12hodinova downregulace
ISD11 mé za nasledek snizeni aktivity zelezo-sirného proteinu Krebsova cyklu akonitazy
na 40-60%. Kromé toho dochézi ke vzniku NFS1 agregétii. Bylo zjisténo, ze buiiky se
sniZzenou produkci ISD11 maji tendenci ke zpomaleni ristu az na jeho Uplné zastaveni
(Adam et al., 2006, Biederbick et al., 2006).

ACP1 je protein piendSejici acyly a stejné jako ISDI11 pfispiva ke stabilité
komplexu, ktery tvofi s NFSI. Studie ukazuji, Ze sniZeni aktivity ACP1 vede
k destabilizaci a agregaci celého NIA komplex. Knockdown ACP1 sniZuje rlst bunék,
protoze dochazi ke ztraté Zelezo-sirnych komplext II a III dychaciho fetézce. Ta vznika
v disledku toho, ze pii knockdownu ACPI1 je NIA komplex destabilizovéan, coz vede
k poklesu cystein desulfurazové aktivity. Dulezitou roli zde hraje 4’-fosfopantetin-
konjugovany acylovy fetézec. Jeho delece vede ke snizeni aktivity jak mitochondridlnich,
tak i cytosolickych Zelezo-sirnych proteind (van Vranken et al., 2016, Cory et al., 2017).

Komplex NIA poskytuje siru pro nasledné formovani Zelezo-sirnych klastrii na
ISCU, coz je scaffold protein. Jeho struktura mé 3 antiparalelni beta-listy, které jsou ze
strany obklopené alfa-helixy. Bylo zjisténo, ze ISCU je schopen koordinovat [2Fe-2S]
(Adrover et al., 2015). Pro vznik [2Fe-2S] klastru je nutna dimerizace ISCU, protoze na

monomeru je pfitomen jen jeden atom Zeleza a jeden persulfid (Gervason et al., 2019).
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Mutace ISCU, kde zbytek kyseliny asparagové ve vazebném misté pro [2Fe-2S] klastr
byl vyménén za alanin, m¢la za nasledek vznik klastru se zménénou (kompaktnéjsi)
geometrii (vzdalenost mezi atomy Zeleza v WT buiikach 2,79A, u mutantnich 2,89 A)
(Adrover et al., 2015). ISCU existuje ve dvou stavech: uspotfadaném a neuspoiradaném
(Kim et al., 2009). Aktivni misto ISCU, které je lokalizovano na vnéjsi ¢asti proteinu,
vaze Zn*" pomoci C35, D37, C61 a H103. Pii vyméné Zn>" za Fe?" dochazi ke stabilizaci
uspotradaného stavu. Bylo prokazano, ze ISCU obsahujici zeleznaty kationt je schopny
vytvoreni [2Fe-2S] klastrfi, zatimco ISCU s Zn?* toho nebyl schopny. Jednu z hlavnich
roli hraje C104, ktery pfijima persulfid z NFS1. Déle dochéazi k jeho redukci pomoci
ferredoxinu (viz nize) (Gervason et al., 2019).

Sestaveni [2Fe-2S] na ISCU je zavislé na frataxinu (FXN) a ferredoxinu (FDX2).
Pii absenci FDX2 zelezo-sirné klastry vibec nevznikaji (Gervason et al., 2019,
Lange et al., 2000, Shelftel et al., 2010). FNX je dtlezity pro rychlost sestaveni [2Fe-2S],
vjeho nepfitomnosti se rychlost vytvofeni snizuje (Gervason et al, 2019,
Aloria et al, 2004, Yoon et al., 2014) (Obr. 3). FNX pftiblizné Sestkrat urychluje pfenos
persulfidu zNFSI na ISCU, zatimco FDX2 redukuje persulfid na sulfid na ISCU
obsahujicim Fe2+ (Gervason et al., 2019). Oxidovany FDX2 je néasledné zpét redukovan
pomoci ferredoxin reduktazy (FDXR), zatimco FDXR je redukovana pomoci NADPH
(Braymer et al., 2021).

Obrazek 3. Rychlost sestaveni [2Fe-2S]

0.4
—— +PXNSFDX2 Hastrii na ISCU je zavisld na pritomnosti
0.3 —— —FXN + FDX2
E FXN a FDX2. UV-viditelna
¢ 0.2
< spektroskopicka mereni byly provedeny
0.1
pri 456 nm, coz odpovida spektru
D-D 1 L] T L] L] L} * FXN - FDX2
0 10 20 30 40 50 [2Fe-2S] klastrii. Modre je zndzornen

Cas (min , ., .
(min) proces sestaveni za pritomnosti vSech

komponent FXN a FDX2, cervené je za pritomnosti jen FDX2, zelené je za pritomnosti

jen FXN (upraveno z Gervason et al., 2019).

Z komplexu ISCU se [2Fe-2S] klastry uvolnuji pomoci chaperonu HSPA9 a
kochaperonu HSC20 na monothiol glutaredoxin GLRXS. HSPA9 a HSC20 vyuzivaji
energii z hydrolyzy ATP (Camaschella et al., 2007., Rodriguez-Manzaneque, 2002,
Ye et al., 2010, Uzarska et al., 2013). HSC20 se vdze na C-terminalni doménu ISCU
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(Ciesielski et al, 2012, Andrew et al, 2006). Nasledné HSPA9 s navdzanym ATP
interaguje s ISCU-HSC20 komplexem, dochazi k hydrolyze ATP na ADP a interakce
komplexu se stabilizuje (Dutkiewicz et al, 2004, Dutkiewicz et al, 2003,
Manicki et al., 2014). V tuto chvili se [2Fe-2S] klastr uvoliiuje a interaguje s GLRXS.
ATPazovou aktivitu stimuluje HSC20 interakci s ATPazovou doménou HSP20. Nasledné
se ADP vyménuje za ATP na HSPA9 pomoci faktoru vymény nukleotidi GRPE1 a
komplex se rozpadd. Tento cyklus se muze dale opakovat (Chandramouli a
Johnson, 2006, Shakamuri et al., 2012, Uzarska et al., 2013, Dutkiewicz et al, 2003).

Nésledné GLRXS snavazanym [2Fe-2S] klastrem kooperuje s pozdni ISC
masinerii pro maturaci mitochondrialnich Zelezo-sirnych proteinti nebo je transportovan
do cytosolu ve formé (Fe-S)in: (Uzarska et al., 2013., Pandey et al., 2019).

Export (Fe-S)ine do cytosolu zajistuje ABCB7 transportér. Absence ABCB7
neovliviluje maturaci mitochondridlnich zelezo-sirnych proteind. Naopak biogeneze

cytosolickych a jadernych proteint je na ném zavisla (Kispal et al., 1999).

2.2. CIA draha

Maturace [4Fe-4S] klastrii de novo probiha na heterotetramernim NBP35-CFDI
scaffold komplexu a je z&vislad na exportovaném (Fe-S)inc vzniklém pomoci ISC drahy
v mitochondrii (Obr. 4) (Pandey et al., 2019, Netz et al., 2007). Maturace klastri na
NBP35-CFD1 také vyZaduje pfisun elektrond. Ten zajiStuje flavin-oxidoreduktiza
NDORI1. NDOR1 obsahuje kofaktory flavinadenindinukleotid a flavinmononukleotid,
které jsou redukovany pomoci NADPH. Dale elektrony z kofaktort putuji na CIAPINI,
se kterym NDORI1 interaguje. CIAPIN1 obsahuje ve struktuie [2Fe-2S] a [4Fe—4S]
klastry, které jsou vazané pies cysteinové zbytky na C-terminalni doménég. Pies [2Fe-2S]
klastr jsou pfenaSeny elektrony z NDORI na heterotetramer NBP35-CFD1, uloha
[4Fe-4S] zatim neni zndma (Netz et al., 2010, Netz et al., 2016). Ptestoze pfesna role
[4Fe-4S] neni znama, jeho absence ma také negativni dopad na fungovani drahy, zejména
na maturaci cytosolickych zZelezo-sirnych proteind, avSak jejich role pfi maturaci
jadernych Fe-S proteinii nebyla prozkoumana (Netz et al., 2016).

BOLA2 tvofi komplex s monothiol glutaredoxinem GLRX3, pficemz jeho
formovani je zavisle na [2Fe-2S] klastru. Pfedpoklada se, ze [2Fe-2S] z GLRX3-BOLA2
komplexu muze byt pienesen na CIAPIN1, coz ukazuje na jejich chaperonovou funkci

(Frey et al., 2016).
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CFDI a NBP35 jsou NTPazy, které spolu tvoii stabilni komplex. Jak bylo zminéno
diive, CFD1-NBP35 komplex je schopen za vyuziti (Fe-S)int a elektront syntézy [4Fe-4S]
klastrit de novo (Netz et al., 2007). Oba proteiny mohou labilné vazat vytvoreny [4Fe-4S]
na C-terminalni doméné pomoci ¢tyt cysteini (Hausmann et al., 2005, Netz et al., 2012).

[4Fe-4S] klastr vytvoteny na CFD1-NBP35 se pak uvoliiuje a putuje pifes CIAO3
do targeting faktord (CIAO1-CIAO2B-MMS19). CIAO3 je schopen pienosu dvou [4Fe-
48S] klastrt, které se vazi na cysteinové zbytky na C- a N-terminalnich doménach
(Urzica et al., 2009, Nicolet et al., 1999). Vliv CIAO3 pro maturaci jadernych zelezo-
sirnych proteinid byl experimentalné prokazan pti pokusu provedeném na N-glykosidaze
Ntg2p ze Saccharomyces cerevisiae (homolog Endolll, viz kapitola 3.3.1.). Ntg2p byl
oznaéen HA-taggem a maturovan za piitomnosti *>Fe. U bunék s depleci CIAO3 bylo
pozorovano snizeni obsahu Zeleza az desetkrat ve srovnani s WT, ackoli lokalizace ani
mnozstvi samotného proteinu nebyly zménény (Balk et al., 2004).

Poslednim krokem CIA drahy je cilend integrace [4Fe-4S] klastrti do cytosolickych
ajadernych zelezo-sirnych apoproteint pomoci targeting komplexu (Stehling et al., 2012,
Stehling et al., 2013). CIAO2B obsahuje reaktivni cysteinovy zbytek a je zodpovédny za
transport [4Fe-4S] (Weerapana et al., 2010). Spolu s CIAO1, ktery ma misto s vysokou
afinitou pro vazbu cilovych apoproteind, tvoti jadro komplexu. MMS19 je adaptérovou
podjednotkou komplexu. Je flexibilni, zajist'uje ptizptisobeni tvarim cilovych proteini.
Pomoci MMS19 se naptiklad zvySuje afinita targeting komplexu k jadernym Zzelezo-
sirnym proteiniim primaze a XPD helikdze (viz kapitoly 3.1.1a. a 3.2.1) (Kassube a

Thoma, 2020, Stehling et al., 2012).
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Obrdazek 4. Cytosolicka CIA drdha. Na obrazku je bézové zndazornéna mitochondrie,
modre jadro. [4Fe-4S] klastry jsou oznaceny zluto-cervenymi koulemi. Biosyntéza klastrii
probiha na scaffold komplexu NBP35-CFDI, je zavisla na X-S intermedidatu z
mitochondrie a elektronech (které putuji z NDORI pies CIAPINI). Ddle je maturovany
klastr transportovian CIAO3 do targeting faktoru CIAO1-CIAO2B-MMS19, ktery cilené
inkorporuje klastr do jadernych nebo cytosolickych apoproteinii apoproteinii (upraveno

z Netz et al., 2013).

2.3. Biogeneze jadernych Zelezo-sirnych proteinii od mitochondrie
odvozenymi organelami

Od mitochondrie odvozené organely (MRO) jsou redukované formy mitochondrii.
KMRO patii hydrogenozomy a mitozomy (Lindmark a Miller, 1973,
Makiuchi a Nozaki, 2014). U MRO doslo béhem evoluce ve specifickém anaerobnim
prostiedi ke ztrat€ mnoha funkct, které jsou pritomné v klasickych mitochondriich. I kdyZz
jsou mitochondrie redukované, biogeneze zelezo-sirnych klastrti pomoci ISC drahy byla
zachovana a vzhledem k redukci nize zminénych funkci je minimalni a zékladni funkci
mitochondrii, resp. MRO (Braymer et al., 2021, Tsaousis et al., 2008).

Hydrogenozémy nemaji DNA a elektron transportni fetézec, ale maji Zelezo-sirny
enzym  hydrogenazu a  ATP-syntazu, diky  které  produkuji ATP
(Makiuchi a Nozaki, 2014). Ptikladem organismu s hydrogenozémy je lidsky parazit
Trichomonas vaginalis (Lindmark a Miiller, 1973). V hydrogenozdémech jsou pfitomny
proteiny jak Casné, tak i pozdni faze ISC (Carlton et al., 2007, Beltran et al., 2013). Ve
srovnani s lidskou CIA drahou, je CIA T. vaginalis redukovana. V CIA draze T. vaginalis
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jsou zachované CFD1, NBP35, CIAO3, CIAO1 a CIAO2B, ale nejsou piitomné NDORI,
CIAPIN1 a GLRX3 (Carlton et al., 2007, Tsaousis et al., 2014).

Mitozomy jsou MRO, které nemaji ani elektron transportni fetézec, ani DNA, ani
Krebstv cyklus, ani neprodukuji ATP. Jedinou zachovanou funkci je ziejmé biosyntéza
zelezo-sirnych klastri (Jedelsky et al.,, 2011). Mitozémy jsou pfitomny napiiklad u
sttevniho parazita Giardia intestinalis. Mitozomy maji skoro kompletni ¢asnou ISC
drahu, chybi jen ACP1, ISD11, FDXR, FXN (Vargova et al., 2022, Motyckova et al.,
2022) a ptekvapivé maji 1 nékteré proteiny pozdni ISC drahy, ackoli mitozémy
neobsahuji zadné zelezo-sirné proteiny, kterym by tato drdha klastry dodavala
(Motyckova et al., 2022). G. intestinalis vsak chybi ABCB7 transportér meziproduktu
(Fe-S)int a zatim tedy neni znamo jak jsou u toho organismu ISC a CIA drahy propojeny
(Jedelsky et al., 2011, Motyckova et al., 2022). CIA dréha je u Giardii také znacné
redukovana. Z celé drahy jsou zachované jenom NBP35 scaffold, prenase¢ CIAO3 a
targeting faktory CIAO1 a CIAO2B a mozna ortology proteinu NDORI1 zvané OR1 a
OR2 (Pyrih et al., 2016).
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3. Struktura a funkce jadernych Zelezo-sirnych proteinu

Zelezo-sirné klastry jsou dilleZitou sou¢asti mnoha jadernych enzymi, které se
podileji na replikaci a opravé genomu. Maji strukturalni roli a katalyzuji reakce nezbytné
pro efektivni kopirovani a opravu genetické informace, coz je dulezité pro udrzovani
integrity genomu a prevenci mutaci a genetickych poruch. V nasledujicich kapitolach
budou predstaveny jaderné zelezo-sirné proteiny, jejich funkce v buiice a vliv klastri na

funkei.

3.1. Fe-S proteiny pri replikaci DNA

3.1.1. DNA polymerazy

DNA polymeréza a (Pol o), DNA polymeraza & (Pol 6) a DNA polymeraza ¢ (Pol €)
patii do rodiny B eukaryotickych DNA polymeraz. VSichni pfislusnici této proteinové
rodiny maji charakteristickou strukturu zahrnujici N-termindlni doménu, DNA
polymerazu, 3°-5° DNA exonukledzu a C-terminalni doménu. Na C-terminalni domén¢
se nachazi CysA a CysB motivy. Na rozdil od CysA, ktery vaze Zn** iont, CysB motiv
vaze klastr typu [4Fe-4S]. VSechny tfi polymerdzy se ucastni replikace DNA
(Netz et al., 2011, Chanet et al., 2021).

3.1.1a. DNA polymeriaza a - primaza komplex

Pol a-primaza komplex je nezbytny pro iniciaci replikace DNA. Je to
multiproteinovy komplex skladajici se z DNA-dependentni RNA polymerazy zvané
primaza a DNA-dependentni DNA polymerazy a. Pol a-primaza komplex ma schopnost
vytvaret chiméricky RNA-DNA primer. To je velmi dilezity krok, protoZe procesivni
DNA polymerazy (polymerazy schopné syntetizovat dlouhé fetézce DNA bez odpojeni
z templatové DNA, naptiklad Pol 6 a Pol €, viz nize) vyZaduji volnou 3" - hydroxylovou
skupinu pro nastartovani syntézy. Na zacatku priméaza vytvoii kratky usek RNA o délce
pfiblizn€ 10 nukleotidii. Déle Pol a prodlouzi tento usek o pfiblizn¢ dal§ich 20 DNA
nukleotidi (Smith a Whitehouse, 2012, Kuchta a Stengel, 2010, Zhang et al. 2014).

Primdza je heterodimér sestaveny z malé katalytické podjednotky PriS, ktera
syntetizuje RNA primer, a velké regulacni podjednotky Pril, kterd zajiStuje preneseni
primeru na Pol a a regulaci malé podjednotky (Iyer et al., 2005; Zerbe a Kuchta, 2002).
PriL obsahuje Zelezo-sirny klastr na C-terminalni doméné, kterd je nezbytna pro

nastartovani syntézy RNA primeru. Podjednotka PriS vaZe Zn?" iont v aktivnim misté
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(Klinge et al., 2007; Agarkar et al., 2011). PriL. ma velkou globuléarni a-helixovou doménu
a malou doménu obsahujici a-helixy a B-listy. Pomoci mensi domény PrilL zajistuje
spojeni s PriS a funguje jako mechanické rameno. B-listy katalytické domény PriS uvnitt
struktury jsou obklopené a-helixy z vnéj$i strany. Pro nastartovani syntézy prvniho
dinukleotidu PriS vyzaduje regula¢ni PriLL podjednotku s Zelezo-sirnym klastrem a DNA
templat. Nukleotidy musi byt navdzané na PriS soucasné, coz vyzaduje regulaci vyse
zminénymi soucastmi replikonu (Kilkenny et al., 2013; Copeland a Tan., 1995).
[4Fe-4S] klastr regulacni podjednotky Pril je zodpovédny za modulaci interakci
velké podjednotky a substratu diky pfepinani redoxniho potencialu (O’Brien et al., 2017).
Pti navazani DNA dochazi ke zméné redoxniho potencilu a ve vysledku [4Fe4S]*" vaze
substrat mnohém pevnéji nez [4Fe4S]*". Timto mechanismem dochazi k preddvani
chimérického RNA/DNA useku na Pol a. Pfi kontaktu Pol a se substratem, ktery je
navazan na primazu v [4Fe4S]*

[4Fe4S]?** stav pomoci putovani naboji RNA/DNA duplexem. RNA/DNA usek s délkou

stavu, dochazi k jeji oxidaci a redukci primdzy na

primeru kolem 10 nukleotidu disociuje z primdzy a pevné se navazuje na Pol a. Nasledné
priméza se vraci do [4Fe4S]*" stavu, aby mohla piedavat dalsi usek (Sontz et al., 2012;
O’Brien et al., 2018).

U kvasinek k ptepinani redoxniho potencialu dochazi ptes tyrozinové zbytky Y395
a Y397, které jsou homologni s lidskymi Y345 a Y347 (O’Brien et al., 2017).
Mutanty s leuciny misto tyrozinli maji sniZzenou redoxni aktivitu ve srovnani s WT, ale
struktura Pril se neméni. Mutace vyvolavaji naruSeni pifepinani Fe-S redoxniho

potencialu, coZ ma za nasledek snizeni Zivotaschopnosti bun¢k (O’Brien et al., 2018).

3.1.1b. DNA polymeraza o

Pol & je polymerdzou s vysokou piesnosti. Jeji hlavni ulohou je prodluZovani
opozd’ujiciho se fetézce DNA. Kromé toho, méa 3'-5" exonukleazovou aktivitu spojenou
s proofreadingem (Kunkel a Burgers, 2014, Morrison et al., 1991, Georgescu et al., 2014).
Procesivita syntézy opozdujiciho se fetézce Pol o je zavisla na specifické proteinové
svorce zvané jaderny antigen proliferujicich bunék (PCNA). PCNA udrzuje Pol 6 na
molekule DNA (Stodola a Burgers, 2016).

Struktura lidské Pol & zahrnuje katalytickou podjednotku POLDI, ktera zajistuje
jak polymerazovou, tak i 3’-5’ exonukledzovou aktivitu a strukturni podjednotky
POLD2, POLD3 a POLDA4. Na rozdil od lidské ¢tyfpodjednotkové Pol 6, kvasinkova Pol

0 je tfipodjednotkova. Koordinaci Zelezo-sirného klastru POLDI1 zajiStuje CysB motiv

16



(Obr. 5). Vymeéna jednoho cysteinu v CysB vede ke ztraté zelezo-sirnych klastrii. (Netz
et al., 2011; Jozwiakowski et al., 2019).

POLD 2 interakce

| PCNA interakece

Obrazek 5. Struktura katalytické podjednotky POLD1 polymerazy o. Svetle sedou barvou
je oznacend N-termindlni doména. Tmavé Sedou barvou — C-terminadlni doména. Zelenou
barvou je oznacend exonukledazova doména. Modre je oznacend polymerdazova doména.
Zlutou barvu ma oblast interdoménového linkeru. Fialové je oznacend dsDNA. Svétle
modrym teckovanym kruhem je oznacena CysA doména, cervenym — CysB. Misto
interakce s POLD? je znazornéno svétle modrou carou, s PSNA — fialovou (upraveno z

Jozwiakowski et al., 2019).

U kvasinek je [4Fe-4S] klastr ve struktufe Pol & nezbytny pro interakci katalytické
a strukturnich podjednotek, v nepfitomnosti klastru dochazi ke ztraté integrity celého
komplexu. Na rozdil od kvasinkové Pol 9§, lidsk4 Pol & v mensi mife vyzaduje Zelezo-
sirné klastry pro interagovani katalytické podjednotky s POLD2, POLD3 a POLD4
(Netz et al., 2011; Jozwiakowski et al., 2019). Ztrata klastru vede k malému poklesu
stability proteinového komplexu a vyraznému snizeni polymerazové aktivity Pol 6.
Ptitomnost PCNA to vSechno kompenzuje (Stodola a Burgers, 2016). Absence [4Fe-4S]
klastrii v lidské Pol & vyvolava snizeni afinity k dsDNA. Pokus byl proveden metodou
gelové zpomalovaci analyzy (electrophoresis mobility shift assay — EMSA). Ve srovnani
s WT, Pol 6 bez navazaného zelezo-sirného klastru méla vyrazné nizsi afinitu k dsDNA
bez PCNA (92% WT vs. 7% mutant). Za ptitomnosti PCNA afinita mutantnich Pol o
k dsDNA byla ve srovnani s WT sniZena miii nez bez PCNA (93% WT vs. 76% mutant)

(Obr. 6). To znamend, ze PCNA hraje dulezitou role pfi navazani dsDNA substratu na
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Pol 8. Co se tyce exonukleazové aktivity lidské Pol o, byly purifikované rtizné varianty
gentt POLDI1 se zménami v CysB, vazajici zelezo-sirny klastr, a zkoumané jejich aktivity
s PCNA a bez néj. Zménéné varianty vykazovaly sniZeni exonukledzové aktivity ve
srovnani s WT, a to jako u tfipodjednotkovych (charakteristické pro kvasinkovou
variantu), tak i u ¢tyfpodjednotkovych (charakteristické pro lidskou variantu) enzymu za
pfitomnosti a absenci PCNA. To znamend, Ze exonukleazova funkce neni zavislad na
PCNA ani na kompletni struktufe enzymu, hlavni roli zde hraje CysB motiv. Zména
v tomto motivu vyvoldva narust replikacnich chyb a tim snizuje piesnost celého procesu
(Jozwiakowski et al., 2019).

A B

WT Cs WT cs

010204080 010z04n80 N 010204080 0inzo4naa  nM

POLD1 - ds DNA POLDA - ds DNA

ds DMNA ds DNA

pdesosiezod 357 voPOLDY -ds DNA 039808503 0 11517476 % POLD1 -ds DNA
Obrazek 6. Vysledek EMSA analyzy u WT a mutované POLDI podjednotky, kde byla
zkoumdana jejich afinita k dsDNA substratu (A) za pritomnosti PCNA (B) bez pritomnosti
PCNA. Prvni sloupec je WT podjednotka, druhy je mutovana varianta POLDI bez
[4Fe-4S] klastru (oznacena jako CS). Komplexy POLDI-dsDNA se pohybuji v gelu
pomaleji (horni radek) nez samotna dsDNA (dolni Fadek) (upraveno z Jozwiakowski et

al,, 2019).

Pro shrnuti vySe uvedeného, Pol 6 vyzaduje [4Fe-4S] klastry ve struktufe pro
spravné fungovani. Absence klastri mé za nésledek snizeni afinity Pol 6 k dsDNA
(Jozwiakowski et al., 2019). Pti defektni koordinaci zelezo-sirnych klastrti Pol 6 dochazi
ke vzniku poSkozenych molekul DNA béhem S faze bunécného déleni. Jsou velmi
toxické pro bunky a snizuji jejich Zivotaschopnost. Vyrazna nestabilita genomu miize vést
az k smrti (Netz et al., 2011). K podobnému fenotypu, vykazujicimu defektni replikaci

DNA vyvolané defektem syntézy Okazakiho fragmentii, celkovou nestabilitu genomu,
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zvySeni zavislosti bunééné viability na rekombinantnich opravach a kontrolnich bodech,

vede 1 Gplna absence Pol & (Koussa a Smith., 2021).

3.1.1c. DNA polymeraza ¢

Pol ¢ se jako Pol 6 povazuje za polymerazu s vysokou presnosti, protoze v jeji
struktufe je pfitomna 3'-5" exonukleazovd doména, jejiz proofreadingovéa aktivita
poskytuje opravy DNA ihned po vzniku syntetickych chyb. Pol € zajistuje syntézu
vedouciho DNA fetézce (Kunkel a Burgers, 2014; Morrison et al., 1991; Pursell et al,
2007). Na rozdil od ostatnich polymeraz zminénych v této praci, Pol € ma katalytické
misto na N-termindlni domén¢. Na ni byl nalezen cysteinovy motiv CysX vazajici [4Fe-
48] klastr (Jain et al., 2014; Yuan et al., 2020).

Pomoci kryo-elektronové mikroskopie bylo stanoveno, ze ve struktuie kvasinkové
Pol ¢ jsou dvé flexibiln¢ propojené domény. Skladaji se z Ctyr casti: katalytické
podjednotky Pol2 spojené s podjednotkami Dpb2, Dpb3 a Dpb4. Prvni lalok je sloZen
z exonukledzy, dlan€, prstu, palce a aktivni Pol2 na N-terminalni doméné (NTD) (Obr. 7).
Druhy lalok obsahuje neaktivni Pol2 na C-terminalni domén& (CTD), OB doménu,
inaktivovanou kalcineurinu podobnou fosfoesterazovou doménu a Dpb2. Dpb2 zajistuje
flexibilitu celého komplexu, ktera je dilezitd pro navazani molekuly DNA. Diky tomu se
Pol € miiZze navézat na dlouhy fetézec DNA a prodluzovat 3" konec bez putovani celou
délkou molekuly od jeji zacatku do mista plsobeni. Je to vyhodné pii polymeraci na
dlouhych line4drnich molekulach a cirkularnich DNA. Heterodimer Dpb3-Dpb4 ma
histonovy zéhyb. Pozice Dpb3-Dpb4 zatim neni jasnd. Predpoklada se, Ze kromé
flexibilni funkéni formy Pol € existuje 1 rigidni, kterou moznd zajiStuje zminény

heterodimer (Asturias et al., 2006; Yuan et al., 2020).
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Lalok 1

Lalok 2

Obrazek 7. Struktura DNA polymerdzy €. Lalok 1 ma ve strukture dlan, prst, palec a Pol2
NTD. Lalok 2 ma ve strukture Pol2 CTD, OB doménu, inaktivovanou kalcineurinu
podobnou fosfoesterazovou doménu a Dpb2. Na obrdzku je také zndzorneén heterodimer

Dpb3-Dpb4 (upraveno z Yuan et al., 2020).

Pro studium vlivu Fe-S klastrGi na funkci Pol € byly provedeny tii experimenty.
Prvni pokus byl proveden na S. cerevisiae. CysX koordinuje klastry [4Fe-4S] typu
pomoci cysteinit C665, C668, C677 a C763. S. cerevisiae s mutovanym motivem CysX,
ve kterém C665 a C668 byly vyménény za serin, nebyly schopné produkovat kolonie.
Vysledek tohoto pokusu ukazuje na dulezitou roli CysX a tudiz Fe-S klastrt, jelikoz
buiky s jeho mutantni variantou nebyly Zivotaschopné (ter Beek et al., 2019). Dalsi
pokusy byly provedeny na lidské Pol €. Katalytickd doména Pol ¢ byla exprimovéana
v Escherichia coli a v buitkdch hmyzu. Vzorek izolovéany z E. coli byl hnédy, coz ukazuje
na pfitomnost Zeleza, zatimco vzorek z bunék hmyzu byl bezbarvy. Koncentrace Zeleza
v hmyzich buiikach byla 8,6krat niZsi, neZ v E. coli. Nasledné bylo zméfeno mnoZzstvi
aktivnich molekul zajiSt'ujicich interakce polymerazy s DNA: v E. coli 51 % a v hmyzich
buiikach 8,5%. Tato korelace podporuje nazor, Ze zelezo-sirné klastry hraji diilezitou roli
pii interakci mezi Pol € a DNA. JeSté jeden experiment byl proveden pro potvrzeni
dulezitosti [4Fe-4S] klastru pro interakci DNA s Pol €. Byla pfipravena mutantni varianta
Pol ¢ s deficienci klastrli podobnym zpiisobem jako v prvnim pokusu na kvasinkach.

Pomoci EMSA bylo ukézdno, Zze mutantni Pol & neinteragovala ani se ssDNA, ani
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s dsDNA. Ddle byla kontrolovana exonukledzova a DNA polymerazova aktivita WT a
mutantd v CysX pomoci Cy3-oznacené¢ho 15nukleotidového primeru vézajiciho se na
25nukleotidovy templat. Také byly piidané dNTP ke vzorkiim pro kontrolu DNA-
polymerazové aktivity. Vysledky ukazuji na plnou absenci DNA polymerdzové aktivity

a na pokles exonukledzové aktivity u mutantti (Obr. 8) (Lisova et al., 2022).

A kontroly exonukleaza DNA polymeraza B
dNTP e e e e A # kontroly -dNTP +dNTP
Cas, min 2 2 05 1 2 05 1 2 Cas,min 80 5 10 20 40 80 5 10 20 40 80

- 25- nukl
-3

- - - - - 15- nukl

- ‘ 10-nukl.

Obrazek 8. Test DNA-polymerazové (+dNTP) a exonukledzové aktivity (-NTP) Pol e.
(A) WT, prvni dva sloupce obsahuji kontroly (primery bez pridané Pol ¢), tieti az paty
sloupec: test exonukledzové aktivity v zavislosti na case, Sesty az osmy sloupec: test
DNA-polymerazové aktivity v zavislosti na case. (B) Pol ¢ s mutovanym CysX motivem

(poradi sloupcii na gelu je shodné jako u A, vyjma casu) (upraveno z Lisova et al.,

2022).

3.1.2. DNA2

DNA2 je dilezita pro udrZovani stability genomu, protoZe odstraiiuje dlouhé
5" ptesahy béhem syntézy opozd'ujiciho se fetézce, pozastavuje replikacni vidliCku
béhém S-fazového checkpointu a je zodpoveédna za tvorbu dvouietézcového zlomu pii
homologni rekombinaci. Pfi odstrafovani pifesahl hraji nezbytnou roli replika¢ni
proteiny A (Rpa), které obaluji dlouhy tisek ssDNA a DNA2 je na interakci s Rpa zavisla
(Bae et al., 2001; Cejka et al., 2010; Hu et al., 2012). DNA2 je protein, ktery ma jak
nukledzovou, tak 1 ATP-dependentni 3'-5° DNA helikdzovou aktivitu. Nukledzova
doména patii do PD-(D/E)XK superskupiny a helikdzovd doména patii do SF1B
superskupiny, protoZze ma charakteristickou motorovou ¢ast na C-terminalni doméné¢.
Kromeé toho, N-terminalni doména interaguje s nukledzovou a helikdzovou domény a tim

inhibuje jejich aktivitu (Budd a Campbell, 1995., Budd et al., 2000., Bae et al., 2001).
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Struktura Dna2 ma cylindricky tvar. V centralni ¢asti je tunel, kterym prochézi
ssDNA. Bazi Dna2 tvofi kruhova nukleazova doména (zluté na Obrazku 9), jeji aktivni
¢ast je lokalizovana uvnitf tunelu. Nad nukledzou jsou umistény beta-soudek a 1A
helikazova doména. Spolu tvofi prostfedni cylindrickou ¢ast, kterou také prochdzi tunel
pro ssDNA. 2A helikdzova doména se nachazi v horni koncové ¢asti Dna2 a je naklanéna
nad dolnim zbytkem struktury. Oligonukleotidy/oligosacharidy vazajici (OB) doména se
nachazi na vné¢jsi stran¢€ nukledzy. 1B helikazovd doména je jako OB doména a beta-
soudek spojend s nukledzou. ssDNA je orientovana 5” koncem protazenym pies helikazu
a 3’ koncem protazenym ptes nukleazu (Zhou ez al., 2015).

Nukleaza ma dvojitou specificitu a mize fungovat jak v 5°-3" tak i v 3'-5" sméru.
Dna2 nukleaza vyZaduje ssDNA a neni schopna St€peni dsDNA, protoze jeji aktivni misto
je pftilis uzké. Optimalni pocet nukleotidu pro zapoceti §tépeni je kolem 15. Tato délka je
dana tim, ze ke Stépeni nukledzou dochdzi az po navazani ssDNA na helikdzovou
doménu, protoze interakce substratu s nukledzou neni dost silnd pro jeho udrzovani

v aktivnim misté (Gloor et al., 2012., Zhou ez al., 2015, Balakrishnan a Bambara, 2011).

Obrazek 9. Struktura Dnal s navdzdanou
molekulou DNA. Zlutou barvou je oznacena
nukledzovd doména (nuc). Zelenou barvou je
oznacen beta-soudek. Blede modrou barvou je
oznacena OB doména. Riizovou barvou je
oznacena 1A helikiazova doména (hellA).
Fidlovou barvou je oznacena 24 helikdazova
doména (hel24). Cervenym retézcem je
molekula ssDNA, na ni jsou oznaceny 3" a 5’
konce. Na obrazku jsou také zndzorneny
Zelezo-sirny klastr a Ca** iont

(Zhou et al., 2015).

N-termindlni doména nukledzy obsahuje P—o—a strukturu na kterou se vaze
[4Fe-4S] klastr. Pomoci ného dochazi ke spojeni s o—a strukturou C-terminalni domény.
Zelezo-sirny klastr ma za tilohu udrzovani smycky piekrocujici tunel pro DNA. Klastr

typu [4Fe-4S] je navazan na cysteinovy motiv (C519, C768, C771 a C777), jeden
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z koordinujicich cysteinu se nachédzi na smycce vzdalené vic nez na 250 aminokyselin
(Zhou et al., 2015, Yeeles et al., 2009). Byl proveden pokus na kvasinkové Dna2, pfti
kterém kazdy z cysteint byl jednotlivé vyménén za alanin. Purifikovany WT protein mél
charakteristickou zluté-hnédou barvu. Mutované proteiny na rozdil od WT byly bezbarvé,
protoze chybély cysteiny vazajici zelezo-sirny klastr, ktery pravé zbarvuje vzorky. Je to
charakteristickym rysem pro vSechny zelezo-sirné proteiny. U mutanti v kazdém
cysteinovym zbytku byla zmeétfena nukledzova aktivita. Jak pii syntéze Okazakiho
fragmentt, tak i pii opravach dvoufetéZcovych zlomi bylo pozorovéno vyrazné snizeni
aktivity. WT $tépil >98% substratu (ssDNA a dvojité piesahy). Mutanty ve zbytcich C519
a C768 stepili jen 40-50% dvojitych presahti a 70-80 % substratu ssDNA. Mutanty ve
zbytcich C771 a C777 §tépili <10% dvojitych pfesahli a 30-40% ssDNA (Pokharel a
Campbell, 2012). Na rozdil od nukleazové aktivity, afinita mutantnich proteini k jejich
DNA substratt se nelisila od WT, ale rychlost navazani poklesla. Déle bylo stanoveno,
Ze mutace maji negativni vliv na ATPazovou aktivitu helikazové domény, i kdyz jsou
tyto domény vzdaleny. Z toho je mozné shrnout, ze Zelezo-sirny klastr v nukledzové
doméné Dna2 je dilezity pro jeji aktivitu, rychlosti navazani DNA substrati a také
existuje funkcni propojeni mezi nukledzou a ATPazou (Bruschi et al., 1976., Pokharel a
Campbell, 2012).

Jak bylo zminéno vyse, helikdzova doména Dna?2 patii do rodiny SF1B. Pfislusniky
této rodiny rozvoliuji dsDNA ve smému od 5 konce do 3° konce
(Fairman-Williams et al., 2010). Dna2 helikaza je koordinovéana Van der Waalsovymi
silami pres leucin a valin smycky 1A helikazové domény (Saikrishnan et al., 2009). Tato
koordinace je dileZzita, protoZe zabranuje sklouznuti templatu béhem rozvolnéni
dvouvlékna. Interakce s molekulou DNA zaji$t'uji proteinové kapsy, které maji hodné
hydroxylovych ~a  amidovych  skupin  skratkymi  postranymi  fetézci
(Saikrishnan et al., 2009). Vazba je zajiSténa pies fosfodiesterové skupiny. Doména 2A
vaze 3 skupiny, doména 1A vaze 5-6 skupin. 4 fosfodiesterové skupiny se nachazi mezi
2A a 1A, nekontaktuji protein (Zhou et al., 2015). Helikdza neobsahuje zelezo-sirny
klastr, a proto nebude podrobné¢ probrana v této praci. Jeji fungovani je zhruba podobné

jinym helikdzam, jedna z nich je popsana v kapitole 4.2.1.
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3.2. Fe-S proteiny pri nukleotidové excizni opravé (NER)

NER je jeden z opravnych systému organismii, ktery je dilezity pro udrZzovani
integrity genomu. NER je charakterizovana schopnosti opravovat dlouhé DNA 1éze a také
strukturné a chemicky riznorod¢ substraty, jako jsou UV-indukované fotoprodukty,
produkty vzniklé pisobenim enviromentalnich mutageni a produkty vzniklé
chemoterapeutickymi Iéky. Na zacatku reparacni drahy je detekce poskozeni, ktera je
zajisttna XPC-HR23B faktory. Nasleduje rozvolnéni kratkého tuseku dsDNA
transkripcnim faktorem TFIIH, jehoz podjednotkou je XPD helik4dza obsahujici Zelezo-
sirny klastr. V dal§im kroku dochédzi ke vzniku dvoufetézcového zlomu pomoci
endonukledzového faktoru ERCCI1-XPF. Zavére€nym procesem je reparace DNA. Jeho
hlavnimi hraci jsou polymerazy d nebo € (viz kapitoly 3.1.1b. a 3.1.1c.), které syntetizuji
chybéjici ¢ast molekuly, faktory PCNA, RPA, RFC zajistujici procesivitu a DNA ligazy [
(Gillet a Scharer, 2006; Kokic et al., 2019).

3.2.1. XPD helikaza

Helik4dzy SF2 rodiny maji charakteristické¢ sekvencni motivy lokalizované blizko
N-termindlni domény. Hlavni charakteristikou téch motivli je pfitomnost Ctyt
cysteinovych zbytki, které koordinuji Zelezo-sirné klastry. Pravé do SF2 rodiny spada
niZe popsany protein XPD (Rudolf et al., 2006; Soultanas et al., 2000).

Ve struktufe XPD helikazy jsou tfi hlavni domény. Prvni dvé jsou motorické, které
za vyuZiti energie z hydrolyzy ATP zajist'uji premistovani DNA. Jejich katalytickd mista
maji strukturné konzervované motivy, které jsou charakteristické i pro jiné helikazy
vazajici ATP. Kromé toho, ve struktufe XPD jsou pfitomny dalsi kanonické motivy, které
interaguji s jednovldknovou DNA (ssDNA). V prvni doméné jsou lokalizovany
sekvence, na které¢ se vaze zelezo-sirny klastr. Pfedpoklada se, ze prave tato motoricka
doména rozviji dvouvlaknovou DNA (dsDNA), coz ukazuje na dulezitou role klastru
v tomto procesu. Tieti doména se nazyva Arch doména (Liu et al., 2008).

Helikdza XPD patii do SF2 rodiny a ma 5°-3" polaritu. Arch doména se ohyba pies
vrchol prvni domény, ¢imz vytvaii uzky a velmi bazicky kanal, kterym muiZe projit jenom
ssDNA. Déle se 5'-ssDNA protahuje pies tento kanal pomoci aktivity motorickych
domén. Pravé prichodem kanalem dochazi k rozdéleni vldken dsDNA. Béhem toho

procesu ssDNA je udefovéana v kandlu Van der Walsovymi silami. Na zadni strané
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domény 1 je také bazicky povrch. Pfedpoklada se, ze s nim interaguje druhé 3'-DNA
vlakno (Liu et al., 2008; White, 2009; Wolski et al., 2008).

Role Fe-S klastrii v lidské XPD zatim neni pfesné¢ znama. Pfedpoklada se, ze klastry
maji strukturni funkce, stabilizuji domény béhem rozvolnéni dsDNA. Jinou moznosti je
role Fe-S klastrti v inaktivaci proteinti pfi oxidativnim stresu, to je tzv. redoxsenzitivni
funkce (White, 2009).

Byl proveden pokus na archealni XPD. Pomoci elektronové paramagnetické
rezonance oxidované XPD Sulfolobus acidocaldarius bylo stanoveno, Ze protein
obsahuje zelezo-sirny klastr. Mutanti bez pfitomnosti klastrti vykazuji absolutni ztratu
helikdzové aktivity ve srovnani s divoky typem (WT), které si tuto aktivitu zachovali.
Vysledek tohoto experimentu ukazuje na to, ze Zelezo-sirné klastry maji pfimy vliv na
funkcnost helikazy (Rudolf et al., 2006).

XPD obecné vykazuje nizkou procesivitu pii rozvoliiovani dsDNA a pii translokaci
ssDNA, kolem 0,3 bp/s. AvSak v prub¢ehu reakce bylo pozorovano zvétSeni procesivity
do 4 bp/s v nékterych tsecich. To poukazuje na existenci dvou rezimi XPD: rychly a
pomaly. Pii pomalém rezimu se XPD véze na molekulu DNA nepfili§ pevné, coz vede
k velkému poctu pauz a zpétnych krokt. Pii rychlém rezimu se XPD naopak vaze na
DNA pevné a tim se zmensuje pocet pauz a zpétnych krokti. Bylo pozorovano, ze helikaza
je vétsinu Casu v pomalém reZimu, coZz vysvétluje jeji nizkou procesivitu (Mao a
Mills, 2023). Mutace XPD vyvolava u clovéka fadu klinickych projevl, jako jsou
trichothiodystrofie, xeroderma pigmentosum a Cockayniv syndrom (Gillet a

Scharer, 2006).

3.3. Fe-S proteiny pri bazové excizni opravé (BER)

Na rozdil od NER, ktera je schopna opravovat vétsi iseky DNA, BER odstraiiuje
jen poskozené baze. Je dulezitym mechanismem oprav poSkozeni, které vznikaji kvili
nestabilit€¢ DNA a vlivu vngj$ich a vnitinich mutagent. Piikladem poskozeni mohou byt
ztraty bazi DNA, oxidace, metylace bazi a jiné chemické poskozeni (Lindahl, 1993).
Oprava zaina tim, Ze DNA glykosiddza detekuje a odstrafiuje poSkozenou bazi
prerusenim N-glykosidové vazby. Nasleduje Stépeni fosfodiesterové vazby pomoci
endonukledzy, coz vede ke vzniku jednotfetézcového zlomu. Na 3'-konci je volna
hydroxylova skupina, na 5" -konci je fosfatova skupina. Hydroxylova skupina je nezbytna

pro nasednuti DNA polymerazy, kterd podle druhého neposkozené¢ho vlakna DNA
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dosyntetizuje chybé&jici usek. Poslednim krokem BER je spojeni volnych konci DNA
ligazou (Dianov a Hubscher, 2013). Opravy pomoci BER se tc¢astni dva zelezo-sirné

enzymy glukosidaza MUTYH a endonukleaza III.

3.3.1. Glykosydiaza MUTYH/Endonukleaza III (EndolII)

MUTYH a EndollIl budou popsany v jedné kapitole, protoze maji podobny zptisob
fungovani. Endonukledza III odstranuje rtznorodé oxidované pyrimidiny z DNA
(Cunningham et al., 1989). Hlavni funkci glykosidizy MUTYH pi#i BER opravach je
odstraniovani adenini a 2-hydroxy-adenind, které byly chybné zatazené naproti 7,8-
dyhydro-8-oxo-guaninim (8-0x0G). 8-0xoG vznikd kvuli poskozeni DNA vlivem
reaktivnich forem kyslika (Au et al., 1988). Oba enzymy maji ve struktufe rozpoznavaci
DNA poskozeni motiv Sroubovice-vladsenka-Sroubovice obsahujici Zelezo-sirny klastr
(Thayer et al., 1995; Guan et al., 1998).

Katalyticka Fe-S ¢ast je lokalizovana na N-terminalni doméné (Manuel a Lloyd,
1997; Guan et al., 1998). Klastr je vdzan na cysteinovy motiv C—X¢—C—Xo—C—Xs5—C
(Boal et al., 2007). Na této domén¢ je lokalizovana specifickd smycka tvofend dvéma ze
Ctyt cysteinti. Kromé cysteintl tato smycka obsahuje hodné kladné nabitych zbytki. Diky
tomu dochazi ke snadné interakci s bazickou DNA (Guan et al., 1998). Pfi mutaci tii
kladn€ nabitych zbytkli (dvou lysinu a argininu) na alanin se snizuje afinita MUTYH
k poskozené DNA (Chepanoske et al., 2000). Mutaci lysinu na kyselinu glutamovou
v Endolll doslo ke zvySeni kladného ndboje ve smycce a tim se zvysila afinita substratu
a enzymu vic nez 100nasobné. Tento vysledek ukazuje na to, Ze smycka vazajici Fe-S
klastr se i€astni vazby DNA (Thayer et al., 1995). Pfi navazani DNA nedochazi ke zméné
struktury enzymii. V obou piipadech je Zelezo-sirny klastr je lokalizovan 13A od
nejblizstho atomu fosfitové kostry DNA a 20 A od aktivniho centra enzymi
(Boal et al., 2007).

[4Fe-4S] klastr zajistuje DNA-dependentni ptenos elektront a diky tomu MUTYH
a Endolll vyhledéavaji poskozeni zptisobem DNA-zprostfedkovaného transportu naboje
(DNA-CT) (Boal et al., 2007). Diky m-stakiim ve dvousroubovicové DNA béhem
parovani je mozny prenos naboje na vzdalenosti minimalné 200 A (Kelley et al., 1999).
(Obr. 10). Po navazani DNA dochazi k oxidaci na [4Fe-4S]** formu a uvolnény elektron
putuje molekulou DNA. Pokud na ni nejsou poskozeni, elektron doputuje do jiné
glykosidazy obsahujici oxidovany Zelezo-sirny klastr a ten redukuje. Redukovany protein

disociuje z DNA a neredukovany zlistane navazany, coz ma za néasledek shromazd’ovani
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enzymu na poSkozené molekule DNA. Pokud DNA bude poskozena, nedojde
k transportu elektronu na jinou glykosidazu a tim se odhali misto poskozeni (Lukianova a

David, 2005, Boal et al., 2005).

/"5('\ TN, AT, AT, AT AT ATHT™
4 \A/ NAY NAY ALY NAS \A/ AL N NG

Obrazek 10. Schéma fungovani DNA-zprostiedkovaného transportu naboje. Vievo
nahore je znazornén proces oxidace enzymu, putovani elektronu neposkozenou DNA na
Jjiny oxidovany enzym a jeho ndsledna redukce (vpravo nahore). Dole je znazornéno, ze

pri poskozeni DNA nedochdzi k prenosu elektronu na jiny oxidovdany enzym (upraveno z

Boal et al., 2007).

Byla zkoumana redoxni aktivita MUTYH a Endo III vazanych na povrch elektrody
modifikované DNA. Byly pouzity cyklické voltametrické metody a provedeny méteni
pfed a po hromadné elektrolyze. Vysledky ukézaly, Ze pifi redukénim potencidlu
(-350 mV) doslo k oslabeni signalu proteinti vazanych na DNA, zatimco pfi oxida¢nim
potencialu (+50 mV) doslo ke zvySeni signalu, coz naznacuje, Ze vazani DNA podporuje
oxidaci proteinl. Tyto pozorovani naznacuji, Ze enzym s oxidovanym klastrem
[4Fe-4S]*" vykazuje vys§i afinitu k DNA neZ enzym s redukovanym klastrem [4Fe-4S]*
(Boal et al., 2005).

3.4. Fe-S proteiny udrzujici délku telomer

3.4.1. Helikaza RTEL1

RTEL1 ma nékolik dulezitych uloh. Prvni je regulace délky telomer a druhou je
regulace homologni rekombinace v délicich se bunkach (Landry a Ding, 2014,
Barber et al., 2008). RTEL1 je jednim z paralogi rodiny XPD helikdz a proto ma
podobnou strukturu jako diive popsana helikaza XPD. RTELI1 je 5'—3' DNA helikazou
obsahujici esencidlni doménu pro vazani Zelezo-sirného klastru (White, 2009).

Pokusy na Mus musculus a Mus spretus identifikovaly RTELI jako hlavni faktor
kontroly délky telomer (Ding et al., 2004). Telomery M. musculus jsou pomérné¢ dlouhé
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25-150 kb, zatimco lidské a M. spretus telomery jsou kratsi 5-15 kb (Kipling a
Cooke, 1990, Starling et al., 1990, Cross et al., 1989). Porovnanim genetického kodu
obou druhii a potomku jejich kiiZzeni byl nalezen faktor prodluZzovani telomer RTELI.
Delece genu Rfell mé za nasledek zkraceni délky telomer kmenovych bunék o 68% od
délky WT. Tato delece také vede k defektu organti a smrti mysi (Ding et al., 2004).

Kromé regulace délky telomer, RTEL1 reguluje homologni rekombinaci. Pomoci
RNA interferenci byla sniZzena exprese mRNA lidského RTEL1 o 90% v porovnani
s kontrolou. Deplece RTEL1 v lidskych bunkéach vedla ke zvySeni frekvence opravy
homologni rekombinaci a zvySeni citlivosti na 1é¢iva poSkozujici DNA. Plsobeni
mitomycinu snizovalo zivotaschopnost bun¢k az na polovinu. RTEL1 je také schopen
ovliviiovat reakce homologni rekombinace. RTEL1 piisobi jako inhibi¢ni faktor, ktery
naruSuje strukturu D-smycky intermediatd. RTEL1 je schopen rozpoustét tvorené
D-smyc¢ky, ¢imz reverzné ovliviiuje proces rekombinace in vitro. Tato aktivita RTEL1 je
zavisla na ATP hydrolyze. To mad za nasledek potlateni homologni rekombinace
(Barber et al., 2008).

Struktura lidské RTEL1 obsahuje na N-terminalni doméné [4Fe-4S] klastr vazany
ptes Ctyfi cysteinové zbytky (White a Dillingham, 2012). N-terminalni doména lidského
RTELI byla exprimovana v buiikkach E. coli a vycisténa. Purifikovany protein mél
cervené-hnédou barvu, coZ poukazuje na pfitomnost Zeleza. Absorpéni méfeni ukazaly
na pfitomnost Zelezo-sirného klastru s absorpénim vrcholem pti 415 nm (absorp¢ni vrchol
kolem 415 nm je charakteristicky pro klastry typu [4Fe-4S]). [4Fe-4S] klastr ma redoxni
aktivitu. Pfidanim dithioni¢itanu sodného do roztoku s N-terminalni doménou RTEL1 byl
eliminovan absorp¢ni vrchol Zelezo-sirného klastru. Reoxidace klastru kyslikem obnovila
absorpéni vrchol. Elektronovd paramagnetickd resonance potvrdila schopnost
reverzibilni redukci klastru (Landry a Ding, 2014).

Funkce [4Fe-4S] klastru v RTEL1 zatim neni zndma. Ptfedpoklada se, Zze za
fyziologickych podminek Zelezo-sirny klastr je redukovan, ale v pfipadé oxidativniho
stresu nebo apoptozy se plné oxiduje. Tato oxidace mlize ovlivnit DNA helikazovou
aktivitu RTELI prostfednictvim redoxnich signali. Fluktuace intracelularniho redoxniho
potencialu tak muze ovlivnit aktivitu RTEL1 zménou redoxniho stavu Zelezo-sirového

klastru (Landry a Ding, 2014).
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4. Zavér

Cilem této bakalai'ské prace bylo shrnout soucasné poznatky o drahach biosyntézy
jadernych zelezo-sirnych proteinti a jejich funkcich v bunkach. Ackoli se ISC a CIA
drahy doposud aktivné zkoumaji, byl jiz definovan zékladni mechanismus tvorby zelezo-
sirnych klastri u modelovych organismii. Mnoho proteinua téchto drah je konzervovano
napftic eukaryoty. K takovym proteiniim patii desulfurdza NFS1, donory elektront FDX2,
scaffold ISCU a chaperonovy syst¢tm HSPA9-HSC20 u ISC drahy a NBP35-CFDI
scaffold, CIAO3 dopravni protein a CIAO1-CIAO2B targeting faktory u CIA drahy.
Vzhledem k tomu lze ocekavat, ze prubéh biogeneze Zelezo-sirnych klastri je také u
viech eukaryot podobny. V mitochondrii v ¢asné ISC draze je z Fe*" a siry uvolnéné
z cysteinu na scaffold proteinu ISCU sestaven [2Fe-2S] klastr. Nasledné tento klastr miize
byt maturovan pomoci pozdni ISC do [4Fe-4S] klastru pro mitochondridlni proteiny nebo
dochazi k transportu dodnes neznamého intermediatu (Fe-S)inc do cytosolu. V cytosolu se
z (Fe-S)int v CIA draze formuje na heterotetramernim CFD1-NBP35 scaffoldu [4Fe-4S]
klastr. Ten je nasledné cilen¢ inkorporovan do cytosolickych nebo jadernych apoproteini.
Hlavnim tajemstvim dodnes ziistdva neznamy intermediat (Fe-S)int, na kterém je zavisla
CIA dréha. Jeho struktura jesté nebyla objevena, ale jiz vime, ze by mé&l obsahovat jak
siru, tak 1 Zelezo (Pandey et al., 2019). U MRO je v tom ohledu jesté vic nejasnosti,
protoZe napt. u G. intestinalis neni transportér ABCB?7, kterym jsou propojeny dvé drahy
biosyntézy klastrli, vliibec ptfitomen. Objeveni alternativniho transportéru ¢i jiného
zptisobu propojeni ISC a CIA drah by bylo velkym pfinosem v pochopeni biosyntézy
zelezo-sirnych klastri u tohoto organismu.

Zelezo-sirné klastry jsou kofaktory jadernych proteint, ve kterych maji riznorodé
ulohy. V regulacni podjednotce primazy [4Fe-4S] klastr moduluje interakci katalytické
podjednotky se substraitem pomoci ptepinani redoxniho potencidlu. Ve struktuie Pol o
hraje [4Fe-4S] klastr strukturni roli a pfispivd ke stabilit¢ interakce katalytické a
strukturnich podjednotek. [4Fe-4S] klastr Pol € je zodpovédny za regulaci interakce
katalytické domény s DNA substratem. U DNA2, ktera se podili na opravé genomu,
zvySuje klastr jeji aktivitu nukledzové domény a také neptimo ovliviiuje ATPazovou
aktivitu helikdzové domény. Zajimavou funkci mé [4Fe-4S] klastr v katalytické ¢asti
MUTYH a Endolll, kde mechanismem DNA-CT umoznuje vyhledavani poSkozené
DNA. U nékterych proteint, jako naptiklad u helikdzy RTEL1 funkce klastru zatim neni

znadma, zatimco u jinych, jako napt. Pol 6, Pol € a DNA2, zname efekty absence klastru,
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ale pfesny mechanismus jejich fungovani také dodnes neni objeven. Proto je zde stale
prostor pro dal§i experimenty, které by se meély zabyvat pfesnym mechanismem
fungovani [4Fe-4S] klastrti v jadernych proteinech a funkci téchto klastrii v bunikach
dalSich, mén¢ zkoumanych, organismii. Zajimavym a dilezitym smérem tohoto oboru
bude studium biosyntézy zelezo-sirnych klastrti u organismti s MRO, protoze ty maji
pouze zékladni soustavu proteinti ISC a CIA drah. Prozkoumani jejich vlivu na jaderné
zelezo-sirné proteiny muze prinést dulezité poznatky i z evolu¢niho hlediska. Praveé
vyzkumem ISC a CIA drah u G. intestinalis se zabyva nase laboratoft, a vliv jednotlivych
proteinli CIA drdhy na klastrovani jadernych proteinti by mél byt pfedmétem mého

dalsiho vyzkumu.
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5. Seznam zkratek

8-0x0G — 7,8-dyhydro-8-oxo-guanin

BER - base excision repair, bdzova excizni oprava

CIA — coytosolic iron-sulfur protein assembly, cytosolicka dradha maturace Zelezo-
sirnych proteinti

CTD — C-terminalni doména

DNA-CT — DNA charge transport, DNA-zprostfedkovny transport naboje

dsDNA — double-stranded DNA, dvouvlaknova DNA

EMSA — electrophoresis mobility shift assay, gelova zpomalovaci analyza

ISC assembly — iron-sulfur cluster assembly, draha vzniku zelezo-sirnych klastrii

MRO — mitochondrion-related organelles, od mitochondrie odvozené organely

NER — nucleotid excision repair, nukleotidova excizni oprava

NIA — NFS1-ISD11-ACP1

PCNA - proliferating cell nuclear antigen, jaderny antigen proliferujicich bun¢k

pol — polymeraza

Rpa — Replication protein A, replika¢ni protein A

ssSDNA — single-stranded DNA, jednovlaknova DNA

WT — wild-type, divoky typ
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