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Abstrakt

V prabéhu replikace mize dochazet pisobenim riznych vnéjSich a vnitinich faktort ke
zpomaleni ¢i zastaveni replikacnich vidlic. Tento stav je ozna¢ovany jako replikacni stres,
ktery je velmi vyznamnym zdrojem genomové nestability pozorované v rakovinnych
bunkach. Jednim z endogennich faktort, ktery pfedstavuje pro replika¢ni komplex piekazku,
je transkrip¢ni aparat. Predev§im za podminek zvySeného replikacniho stresu jsou replikacni
vidlice postupujici transkripéné aktivnimi oblastmi genomu zpomaleny nebo zastaveny, coz
vede k naslednému kolapsu téchto vidlic spojeném s tvorbou dvouvldknovych zlomti DNA.
Na zachovani genomov¢ stability praveé pii pisobeni replikac¢niho stresu se vyznamné podili
DNA helikdza RECQS5, avSak mechanismy jejiho plisobeni nejsou jasné. Tato prace ukazala,
ze se helikdza RECQS5 ucastni feSeni kolizi mezi replikaénim a transkripénim komplexem
v soucinnosti s proteinem BRCA1. Protein BRCAL je klicovym faktorem procesu homologni
rekombinace, jenz je nezbytny pro restart zastavenych replika¢nich vidlic. Dale bylo ukazano,
ze se helikdza RECQS5 podili na ubiquitinaci proteinu PCNA u zastavenych replikacnich

vidlic.

Kli¢ova slova
DNA helikaza RECQS5, replikacni stres, kolize replikacniho a transkripéniho komplexu,
protein BRCAT1, ubiquitinace PCNA, restart replikace



Abstract

The progression of replication forks can be slowed down or paused by various external and
internal factors during DNA replication. This phenomenon is referred to as replication stress
and substantially contributes to genomic instability that is a hallmark of cancer. Transcription
complex belongs to the internal replication-interfering factors and represents a barrier for
progression of the replication complex. The replication forks are slowed down or paused while
passing through the transcriptionally active regions of the genome that can lead to subsequent
collapse of stalled forks and formation of DNA double-strand breaks, especially under
conditions of increased replication stress. DNA helicase RECQS5 is significantly involved in
maintenance of genomic stability during replication stress, but the mechanisms of its action
are not clear. In this diploma theses, we have shown that RECQ5 helicase, in collaboration
with BRCALI protein, participates in the resolution of collisions between replication and
transcription complexes. BRCA1 protein is a key factor in the homologous recombination
process, which is essential for the restart of stalled replication forks. Furthermore, we have
shown that RECQS5 helicase is involved in ubiquitination of PCNA protein at stalled

replication forks.

Key words
DNA helicase RECQS5, replication stress, collision between replication and transcription

complexes, BRCA1, ubiquitination of PCNA, replication restart
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1. UVOD

Replikace a transkripce patii k nejprozkoumanégj$im procesim v prokaryotickych
i eukaryotickych bunkach. Jedna se o zakladni dé€je zajist'ujici zdvojeni a prepis genetické
informace. S prohlubujicimi se znalostmi vSak vyvstala celd fada novych otazek, jez je potteba
zodpoveédét. V pripadé eukaryotickych bunék je nezbytné prozkoumat naptiklad kontrolni
mechanismy zamezujici vzniku chyb pii replikaci a transkripci ¢i epigenetické a chromatinové
regulace. Prubéh replikace a transkripce miize byt narusen plisobenim celé fady vnitinich
ivnéjSich Cinitelt, k cemuz vyznamnou meérou piispivaji i kolize mezi replika¢nimi
a transkrip¢nimi komplexy. Nekteré geny eukaryotickych bun¢k jsou natolik dlouhé, Ze jejich
transkripce trva déle, nezZ je délka jednoho bunééného cyklu. U téchto genl tedy nutné musi
dojit ke stfetu transkripce s replikaci béhem S-faze, kdy multiproteinové komplexy zajistujici
proces replikace a transkripce pro sebe vzajemné prestavuji prekazku a blokuji sviij postup.
Aby v takovém tUseku mohla byt dokoncena replikace DNA (a tim zachovana integrita
genomu) a zaroveil aby bylo umoznéno dokoncit transkripci extrémné dlouhych gend, byly
v eukaryotickych bunkéch vyvinuty dosud nezcela jasné mechanismy rozieseni téchto kolizi
(zahrnujici napt. doCasné zmeény ve struktufe replikacniho komplexu) a mechanismy obnoveni
(restartu) procesu replikace a transkripce.

Vychozimi daty pro tuto diplomovou praci byly vysledky experimentii, podle kterych
helikdza RECQS5 asociuje s transkripnim komplexem v mistech, kde probiha replikace. Jiz
diive bylo navic ukdzano, ze pti depleci helikdzy RECQS5 v buitkkach dochazi v pribéhu
replikace k vyraznému nartstu vzniku dvoufetézcovych zloml DNA, jejichZ tvorba je zavisla
na transkripci. Cilem diplomové prace bylo zkoumat tlohu helikdzy RECQS5 v feSeni kolizi
mezi replikacnim a transkripnim komplexem a zjistit, jaké dalSi proteiny kooperuji
s helikazou RECQS5 na feSeni téchto kolizi nebo jsou zapojeny do stabilizace a opravy takto
zastavenych replikacnich vidlic. V rdmci této prace jsme se zaméfili na proteiny BRCAL1
a 53BP1, které jsou zapojeny v rozdilnych mechanismech reparace dvouvldknovych zlomu
DNA, které mohou byt v disledku zastavené replikace produkovéany. Protein BRCAI1 je
klicovym faktorem procesu homologni rekombinace, kterd je diky své potencialni
bezchybnosti preferovanym zptsobem opravy zastavené replikace. V nedavné dobé bylo také
ukézano, ze BRCALI hraje vedle stabilizace replikacnich vidlic diilezitou roli i pii jejich
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restartu. Dvoufetézcové zlomy DNA mohou byt opraveny rovnéz pomoci mechanismu
nehomologniho spojeni koncti DNA, do kterého je zapojen protein 53BP1. Chtéli jsme zjistit,
zda se proteiny 53BP1 a BRCAI spolupodili na feSeni kolizi replika¢niho a transkripéniho
komplexu. Tato prace ukézala, ze na rozdil od proteinu 53BP1 je protein BRCA1 spolecné
s proteinem RECQS5 zahrnut v mechanismu feSeni kolizi replikacniho a transkripcniho
komplexu. A dals$i experimenty odhalily vliv proteini RECQS5 a BRCAI1 na proteiny
zastaveného replikac¢niho aparatu, respektive na posttranslacni modifikaci proteinu PCNA,
svorkového proteinu udrzujiciho DNA polymerazu na DNA, a jeho uvoliéni z replikacnich
vidlic. Data ziskana v této diplomové praci dala impuls k fad¢ detailnéjSich experimentti, které
vedly k navrzeni modelového mechanismu, jakym by transkri¢ni komplex mohl ptekonat proti

nému postupujici komplex replikacni.
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2. PREHLED LITERATURY

2.1 Replikace

Replikace patii mezi déje nezbytné pro preziti, rist a mnozeni organismu, tedy mezi
dé¢je, nanichz je zaloZen veskery zivot. Nalezit¢ zdvojeni genetické informace ulozené v bunce
v podobé DNA ptedstavuje zakladni predpoklad pro spravné fungovani procest v nasledujici
generaci bunék, jako i vyvin nadbunéénych struktur. Vedle mechanismt zajistujicich vlastni
kopirovani DNA proto existuji regulacni kaskddy a opravné procesy, jejichz slozitost nartista
s komplexnosti organismu. Primarni mechanismy semi-konzervativni replikace (nové
vznikajici molekula DNA je tvofena jednim vlaknem ptivodni molekuly DNA a podle n¢j nove
syntetizovanym druhym vladknem) jsou vSak zachovéany napii¢ v§emi skupinami organismu
— u eukaryot, bakterii 1 archea.

Névazné kontrolni mechanismy replikace musi zajistit, aby informace uloZena
ve formé& chromozomi byla duplikovédna pravé jednou. U eukaryot musi dale dojit k syntéze
asociovanych proteinti s danymi chemickymi modifikacemi, musi byt obnovena chromatinova
struktura a nasledné¢ az v pribéhu mitdézy jsou chromozomy rovnomérné rozdéleny do nové
vznikajicich bungk. I pfes pfisné regulacni mechanismy mohou v pribéhu replikace vznikat
chyby, jejichz frekvence stoupa pii naruseni nékterého z klicovych kontrolnich ¢i reparativnich
procesi. Mutace DNA se pak v organismu hromadi a mohou vést ke vzniku genomové

nestability s naslednym rozvojem rakoviny a dalSich zavaznych defektt (Donnell et al. 2013).

2.1.1 Replikace u bakterii a eukaryot

Ptes znacnou podobnost procesu zahdjeni replikace existuje mezi bunikami bakterii
a eukaryot cela fada rozdilli odpovidajicich rozdilim ve velikosti a struktufe jejich genomu.
Hlavni rozdil pfedstavuje Casové a prostorové vymezeni replikace — zatimco u bezjadernych
bakterii probihé replikace v cytoplazmé a neni spojena se specifickou fazi bunééného cyklu
a ani nezbytné s bunéénym délenim, tak u eukaryot probiha replikace v jadfe a je omezena na

S-fazi bunécéného cyklu (Kaguni 2011; Stillman 2005).
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Bakterialni chromozomalni genom je obvykle reprezentovan jednou kruhovou
molekulou DNA (v buiice jsou dale ptitomny také plazdimové DNA), kterd je kopirovana
z jednoho replika¢niho pocatku v obou smérech molekuly DNA. Replikacni pocatky jsou
piislusné proteiny (Kaguni 2011). Naproti tomu u vysSich eukaryot je geneticka informace
ulozené ve form¢ linedrnich chromozomt, které jsou replikovany pomoci vice replikacnich
aparatii a tim je proces replikace urychlen. Na kazdém chromozomu je zalozeno mnoho
potencialnich replikacnich poc¢atkti, z nichz jen nékteré jsou aktivovany v prib¢hu replikace
a ostatni jsou dormantni (neaktivni). AvSak naptiklad za podminek replikac¢niho stresu mohou
byt nékteré dormantni replikacni pocatky aktivovany, aby pomohly replikaci DNA dokonit.
S vyjimkou nekterych nizsich jednobunéénych eukaryot, naptiklad Saccharomyces cerevisiae,
kde jsou replikacni pocatky dobfe zmapované a definuje je sekvence DNA, jsou eukaryotické
replikacni pocCatky spiSe nez na sekveci DNA zavislé na chromatinové organizaci
a ptistupnosti DNA pro vazbu pfislusnych proteini (Donnell ef al. 2013; Masai et al. 2010;
Stillman 2005).

Aktivaci pocatku replikace zajiStuje sada proteini rozpoznavajici pocatky
a podminujici vazbu dalSich proteind, které pak provadéji samotnou replikaci. Jedna se
o pomérné velké mnozstvi proteind, jejichz pocet obvykle nartsta s komplexnosti organismu,
s danou specificitou vazby a také specifickou roli. Cast z téchto proteinti ke své funkci
potfebuje energii ve form¢ adenosintrifosfatu (ATP), disponuji tedy ATPazovou aktivitou
(Donnell et al. 2013). Tato prace se nebude dopodrobna zabyvat vSemi proteiny, nicméné
budou zminény predevsim ty, které jsou pro dalsi experimentalni ¢ast dilezité.

V ptipad¢ bakterii dochazi nejprve k vazbé nékolika proteinti DnaA (u modelového
organismu Escherichia coli) na replikacni pocatek, ty rozvoliuji DNA a vysledkem jsou
jednovlaknové DNA (single-strand DNA, ssDNA). Na kazdé ze dvou ssDNA se pak muze
vazat DNA helikdza DnaB (u E. coli) rozvoliiujici DNA, a to kazd4 v opacném sméru od
replika¢niho poc¢atku. To umozituje vznik dvou replika¢nich vidlic pohybujicich se v opaéném
sméru od pocatku. Na téchto vidlicich probiha syntéza DNA kontinudlné¢ na vedoucim
a pferuSované na opozd'ujicim se vldkng. Helikdza rozvoliiuje DNA ve sméru 5°-3° a je

rrrrr

dal§i pomocné proteiny. Topoizomeraza piispiva k uvolnéni pnuti na DNA u proti sobé
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postupyjicich vidlic a také k uvolnéni vzijemné propojenych vldken DNA pfi terminaci
replikace (Enemark et Joshua-Tor 2008; Kaguni 2011).

U eukaryot jsou replikani pocatky rozpoznavéany proteinovymi komplexy ORC
(origin recognition complex), které se v G1 fazi bunééného cyklu vazi na DNA replikac¢niho
pocatku, ale dvousroubovici nerozvolituji. ORC komplex (jehoZ soucasti je i protein Cdc6)
umoziuje vazbu proteinového komplexu MCM2-7 (minichromosome maintenance protein
complex) s helikazovou aktivitou. Komplex MCM2-7 na DNA naseda ve dvou kopiich
(replikacni vidlice v obou smérech od pocatku), k jejichz vazbé¢ a aktivaci je potfeba dalSich
proteinii. MCM2-7 helikaza pak rozvoliiuje DNA ve sméru 3°-5° a je usazena na vedoucim
vlakné. Topoizomeraza uvoliiuje pnuti na DNA pii praci helikdzy (Enemark et Joshua-Tor
2008; Stillman 2005).

Vazba helikazy a jeji aktivace pfedstavuje u eukaryot i bakterii jeden z hlavnich
kontrolnich bodi replikace. Stejné tak jako nésledujici proces tvorby primeru. Tyto déje jsou
regulovany celou tfadou procesi tak, aby k nim dochdzelo za adekvatnich podminek.
U eukaryot je také kontrolovano (spojenim cyklin dependentnich a dalSich kindz s mnohymi
proteiny), aby k vazbé& a aktivaci helikdz a tvorbé primert dochazelo pouze v dané fézi
bunééného cyklu — pfechod do S faze. U eukaryot jsou navic vyvinuty mechanismy, které
zabraniuji tomu, aby byl néktery tisek DNA replikovan vice neZ jednou v pribéhu jednoho
bunééného cyklu (Donnell et al. 2013).

Potom, co helikdza za¢ne rozvoliiovat DNA a uvolni se ssDNA, pfichazi na fadu
syntéza kratkého primeru pomoci DNA-dependentni RNA polymerazy, primazy. U bakterii
1 eukaryot tato syntéza zacind na vedoucim vldkné a zfeymé az posléze na opozd'ujicim se
vlaknég, kde vSak probiha opakované. Bakterie vyuzivaji primazu DnaG (u E. coli), ktera se
pfechodné vaZe na DnaB proteiny v misté pocatku a syntetizuje cca 12 nukleotidli (déle nt)
dlouhy usek RNA. U eukaryot tvorbu primeru zastava komplex DNA polymeraza a-primaza
(dale Pol o/ priméza), jehoz vazba vyzaduje pravdépodobné dalsi proteiny. Pol o/ primaza
syntetizuje Usek RNA o velikosti cca 12 nt RNA a poté kratky usek DNA, vznika tak
RNA:DNA hybrid (Donnell ef al. 2013; Frick ef Richardson 2001).

Primery slouzi jako zadklad pro syntézu DNA prostfednictvim DNA polymerazy.
Bakterie (E. coli) vyuzivaji stejny typ polymerazy, DNA polymeraza III (dale Pol III), na

vedoucim 1 opoZd’ujicim se vldkné. Bakteridlni replikacni aparat je organizovdn pomoci tzv.
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clamp loader komplexu se tfemi shodnymi podjednotkami, kdy kazd4 z nich vaze jednu
Pol I1I. Clamp loader zajistuje navazani svorkového proteinu B, jenz je podjednotkou Pol III,
na DNA na syntetizované primery. CehoZ je opakované vyuZivano pii syntéze jednotlivych
Okazakiho fragmentli na opozd’ujicim se vlakné, kde je potfeba znovunavazani Pol III. Na
replikaci se navic podili tzv. single-strand binding proteiny (dale SSB), které se vazi na
helikdzou uvolnéné ssDNA vldkno (u opozd’ujiciho se fetézce), chrani jej a umoziuji uvolnéni
primézy. Clamp loader také interaguje s helikazou, drzi tedy replikacni aparat (viz obr. 1)

pohromadé a ten je tak velmi procesivni.

A B
helikaza (DnaB) MCM2-7 helikaza
.
Pol 11l , primaza (DnaG) RPA
AN "‘% Pol & g’ ?POI o- v
& £ O0-1T D rimase
:I‘ v \ ..‘ 1 .,) ‘E p
svorkovy '] ’ g
protein B |
vedouci .
vlakno wet?
clamp / vedouci
loader g ~ vlakno
,’_)) Pol II
) gy | ssB
opozdujici se opozdujici se
vlakno vlakno

Obr. 2.1: Organizace replikaé¢niho aparatu: (A) E. coli, clamp loader interaguje se tfemi
Pol III, svorkovymi proteiny  a helikdzou, dale primaza a SSB proteiny; (B) eukaryota,
polymerazy jsou na DNA udrzovany diky PCNA, jehoz vazbu zajistuje RFC, dale komplex
helikazy MCM2-7, RPA a Pol o/ primaza (pfevzato a upraveno dle Donnell et al. 2013).

V ptipad¢ eukaryot jsou vyuzivany DNA polymeraza € (dale Pol €) pro vedouci vlakno
a DNA polymeraza o (déle Pol 6) pro opozd'ujici se vlakno. Funkci svorkového proteinu zde
plni protein proliferating cell nuclear antigen (ddle PCNA, analog podjednotky B u bakterii),
ktery je na misto syntetizovanych primert navazan pomoci replika¢niho faktoru C (RFC).
Proteiny PCNA jsou vazany na ob¢ vlakna a interaguji jak s Pol €, tak s Pol 6. Obdobné jako

u bakterii je vlakno ssDNA chranéno proteiny, replication protein A (RPA), které navic

15



zajistuji uvolilovani Pol o/ primazy pfi syntéze Okazakiho fragmentl. Replikacni aparat
eukaryot je drzen pohromadé pravdépodobné diky vzajemnym proteinovym interakcim
a dal$im pomocnym proteiniim (viz obr. 1) (Donnell ef al. 2013; Johnson et O’Donnell 2005).

Pro odbourani RNA primerti na opozd’ujicim se fetézci vyuzivaji prokaryota DNA
polymerazu I, ktera nasleduje Pol III, odbourava RNA primery a syntetizuje misto nich DNA
fetézec. Jednotlivé Okazakiho DNA fragmenty jsou pak na zavér spojeny DNA ligazou
(Balakrishnan ef Bambara 2013). Replikace u prokrayot probiha z jednoho mista a replikacni
vidlice postupuji po DNA v obou smérech az do ukonceni replikace. K terminaci replikace
dochazi u prokaryot na specifickych sekvencich oznacovanych jako terminatory replikace
(kde se stfetavaji replikacni aparaty). S t€émito termindtory asociuje tzv. Tus-protein, jenz
zastavuje procesovani helikazy DnaB a replikac¢nich komplext (Neylon et al. 2005).

Do odstranéni kratkych RNA primeru na opozd'ujicim se vlakné jadernych linedrnich
chromozom v eukaryotickych builkach je zapojena jak Pol 9, tak endonukledza FEN1 (Flap
Endonuclease 1). Pol §, replikujici opozd’ujici se vlakno, na vlaknu DNA postupuje v syntéze,
dokud se nestfetne s RNA primerem nésledného Okazakiho fragmentu. Pol & je schopna
vytla¢it tyto RNA primery (tvoii tak jednovlaknovy 5°‘-ptesah, flap) a naradit je
deoxyribonukleotidy. Degradace RNA primerl je pak dokoncena endonukledzou FENI
a piipadné i nukleazou Dna2. Useky nové nasyntetizované DNA jsou pak spojeny pomoci
DNA ligazy I (Balakrishnan et Bambara 2013). Replikace jadernych, linedrnich chromozomu
je u eukaryot ukon¢ena nékolika moznymi mechanismy. Jednak mliZze procesujici replikacni
aparat dospét na DNA k mistu, kde probiha dalsi replikace, jednak miiZze dojit k terminaci
procesovani replika¢niho aparatu v disledku modulace proteiny operujicimi na DNA.
Replikace konci line4rnich chromozom, tzv.telomer, je pak pomoci specializovanych
mechanismi organizovana tak, aby nedochdzelo ke zkracovani chromozomi o nezbytné

genove sekvence (Dalgaard ef al. 2009).
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2.1.2 Replika¢ni stres

Proces replikace je casto narusen plsobenim faktorti endogenniho 1 exogenniho
puvodu, jez mohou ovlivnit stabilitu replikacniho aparatu, jeho procesivitu a progresi. Stav,
kdy dochazi ke zpomaleni nebo zastaveni replikac¢nich vidlic a ptfipadné k disociaci
replikac¢niho aparatu, je oznacovan jako replikacni stres. Buniky disponuji mechanismy, které
umoziuji prevenci vzniku vazného poskozeni DNA spojeného s replikaci nebo dokazi takové
poskozeni opravit, a tak zabraiuji naruSeni genomové integrity. V pfipad¢ poskozeni DNA
a zastaveni replikace jsou v buiikach vedle opravnych mechanismil spustény i signalni drahy
vedouci k pozastaveni bunééného cyklu a zablokovani aktivace dal$ich replikacnich pocatku.
Procesy musi byt koordinovany tak, aby m¢la buika dostatek ¢asu na opravu chyb (Mazouzi
etal. 2014).

Mezi exogenni stresové faktory patii naptiklad ionizujici zafeni ¢i ptisobeni chemikalii.
Replikacni stres endogenniho charakteru je zpusoben naptiklad vznikem sekundarnich
struktur na DNA (na mistech obsahujicich repetice), misinkoroporaci ribonukleotidii nebo
nedostatkem deoxyribonukleotidi (ANTP) pro syntézu novych fetézct. (Mazouzi et al. 2014).
Vyznamnym endogennim zdrojem poskozeni DNA je také proces transkripce. Transkripéni
komplex ptedstavuje pro replikacni aparat bariéru, kterd brani jeho postupu a zplisobuje jeho

zastaveni a piipadné 1 kolaps (Helmrich et al. 2006; Lin et Pasero 2012).

endogenni faktory

exogenni faktory

ionizujici zareni

| oxidativni stres |

sekundarni struktury DNA

kolize replikace

zastaveni a transkripce
e ; replikacnich
poskozeni vidlic nedostatek
DNA deoxyribonukleotidii

Obr. 2.2: Replikaéni stres: zjednoduSené schéma ukazujici faktory endogenniho a exogenniho

ptvodu, které mohou narusit prub¢eh replikace.
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Bylo zjisténo, ze n¢ktera mista lidského genomu jsou svym charakterem pro replikaci
problematicka a jsou nachylna k negativnimu ptisobeni replika¢niho stresu. Jedna se o tzv.
bézna fragilni mista (common fragile sites, Helmrich et al. 2006) nebo ¢asné replikujici fragilni
mista (early-replicating fragile sites, Barlow et al. 2013). Tyto oblasti genomu jsou za
podminek replikacniho stresu vysoce nachylné ke zlomim a delecim DNA. V fad¢ nadort
jsou nalezeny chromozomalni zlomy a piestavby v téchto oblastech. Podrobny popis béznych

a Casn¢ replikujicich fragilnich mist je uveden v kapitole 2.2.2 Dusledky kolize komplexi.

2.2 Kolize replika¢niho aparatu s transkripénim komplexem

Replikace piredstavuje pro bunky ndrocnou fazi bunééného cyklu, béhem které je
genom nejvice nachylny ke vzniku chyb, a to i za norméalnich ristovych podminek. Bylo
ukdzano, ze jednim z faktorti podilejicich se na vzniku genomové nestability v prabéhu
replikace je probihajici transkripce (Helmrich ez al. 2011; Wilson et al. 2014), ktera je zavisla
na stejné predloze, tedy molekule DNA. Piestoze builky v pribéhu evoluce vyvinuly
mechanismy, které omezuji stiet replikacniho komplexu s transkripénim aparatem na stejném
useku DNA, stfetim téchto komplexi se v nékterych piipadech nelze vyhnout. Piikladem
mohou byt dlouhé geny (vétsi nez 800 kb), jejichz transkripce trva déle nez jeden bunécny
cyklus, a tedy iv priabéhu replikace. Déle geny, jejichZ produkty jsou vyZadovany pro
vystavbu chromatinu nové vzniklé DNA ¢i pro zajiSténi chodu butiky (napf. ribozomalni DNA,
DNA kodujici ribozomélni RNA, rDNA) (Helmrich ef al. 2013; Lin ef Pasero 2012). Cilem
této kapitoly je popsat piiciny a disledky kolize replikacniho a transkripéniho komplexu
a mechanismy, které se kolizim snaZi zabranit ¢i opravit a znovuzahdjit oba procesy bez

generovani dalSich chyb.

2.2.1 Pri¢iny a prevence kolize komplexi

K interferenci mezi replikaci a transkripci dochazi jak u prokaryot, tak i u eukaryot.
Mezi faktory, které vedou ke kolizim replika¢nich a transkripénich komplexti a které ovliviiuji

charakter dopadu téchto kolizi, patfi: vzajemna orientace (smér postupu) a rychlost postupu
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replikac¢nich a transkripénich komplexii, topologicky stres generovany jejich postupem
a tvorba tzv. R-smycek (shrnuto na obr. 2.3).

Piimé kolize replikacniho a transkripéniho komplexu mohou mit v zésad¢ dvoji
charakter, a to dle sméru, ve kterém se dané komplexy po DNA pohybuji vzhledem k sob¢ —
mohou byt orientovany proti sobé (Celni srazky), nebo ve stejném sméru (viz obr. 2.3). Ke
kolizim mezi aparity orientovanymi stejnym smérem muze dochéazet v disledku jejich
rozdilnych rychlosti procesovani nebo také diky schopnosti nékterych RNA polymeraz vracet
se po DNA zpét proti sméru elongace transkripce (naptiklad kvali kontrole transkribované
RNA) (Nudler 2012).

Prokaryoticky genom je tvofen pouze jedinou molekulou DNA (pokud pomineme
plazmidy) a jeho replikace probiha v jednom sledu z jednoho replika¢niho poc¢atku, replikace
neni specificky mistné ani ¢asové ohranic¢ena. Obecné zde dochézi Castéji ke srazkam, kdy se
komplexy pohybuji ve stejném sméru, a to proto, Ze rychlost procesovani replikacniho
komplexu (za normalnich podminek cca 600—730 nt/s — Breier ef al. 2005) je asi 12—30x vétsi
nez rychlost procesovani transkripéniho komplexu (za normalnich podminek cca 50 nt/s —
Epshtein et al. 2003). V kombinaci s tim, Ze je replikace vedena pouze z jednoho pocatku, jsou
tedy srazky nevyhnutelné. Srazky, kdy jsou replikacni a transkripcni komplexy orientovany
ve stejném sméru, predstavuji pro buiiku mensi komplikace nez Celni srazky komplext (Lin et
Pasero 2012). Bylo zjisténo, ze u modelového organismu Bacillus subtilis je 75% gent
ko-orientovano se smérem replikace (Kunst et al. 1997). Wang s kolegy ukazali, Ze tato
ko-orientace je pro buiiku vyhodna, protoZe se tak piredchézi prave Skodlivym celnim srazkam
(Wang et al. 2007). Kolize komplexii orientovanych ve stejném sméru je u prokaryot obvykle
feSena mechanismy, které vyrazné nenarusuji prubéh replikace a ani transkripce nemusi byt
pferusena, coZ ma za disledek minimum komplikaci a chyb (Lin et Pasero 2012). Déle bylo
ukézano, Ze u prokaryotickych bun¢k dochazi také k elnim srazkam, a to naptic bakterialnim
genomem a nikoli pouze v piipad€ vysoce exprimovanych gent, jak bylo o¢ekdvano (Wang
et al. 2007). Tyto srazky vedou k pozastaveni obou komplext, které muze trvat 1 nékolik
minut. Coz bylo potvrzeno ve studii, ve které¢ byla obracena orientace vysoce transkribovanych
ribozomalnich gent tak, aby jejich transkripce probihala proti sméru postupu replikacniho

komplexu, tato zména orientace vedla k naristu genomové nestability (Srivatsan et al. 2010).
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Usporadani velké ¢asti gent tak, ze jsou ko-orientovany se smérem replikace, je zachovano
u vSech znamych bakterii (Guy ef Roten 2004).

Na rozdil od bakterii, eukaryotické replika¢ni a transkripéni komplexy procesuji
piiblizné€ stejnou rychlosti, a to replikacni komplex rychlosti 17-33 nt/s (Hiratani et al. 2008)
a transkripcni aparat rychlosti 17-72 nt/s (Darzacq et al. 2007). Neni jasné, do jaké miry je
ko-orientové uspofadani genli zachovano napti¢ eukaryotnimi organismy tak, jak je tomu
u bakterii. Ve studii sledujici smér procesovani transkripéniho a replikacniho aparatu
u n¢kolika desitek genii véetné genii kodujicich ribozomalni proteiny u S. cerevisiae nebyla
prokdzédna zadna korelace, ko-orientované uspotradani (Raghuraman et al. 2001).
U modelového organismu S. cerevisiae jsou replikacni pocatky v genomu dobie zmapované,
ale v pfipadé genomu cloveka jsou zatim k dispozici zejména experimentalné stanové
replikacni pocatky a transkripni promotory, coz obdobnou studii ko-orientované¢ho

uspotadani komplikuje (Lin ef Pasero 2012).
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Obr. 2.3: Modely kolize replikacniho komplexu s transkripénim aparatem: (A) komplexy se na DNA
pohybuji smérem k sob¢, znaménka znaci: (+) pozitvni a (-) negativni nadSroubovicové vinuti, (+)(+)(+)
vznikajici topologicky stres, (B) komplexy jsou na DNA orientovany ve stejném sméru, (C) vznik stabilniho

RNA:DNA hybridu (R-smycky) a kolize komplexii (pfevzato a upraveno dle Lin ef Pasero 2012).
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Vyznamnym faktorem =zapficinujicim kolize mezi replikacnim a transkripénim
aparatem je vznikajici topologicky stres na DNA. RNA i DNA polymeraza pro svoji funkci
vyzaduji rozvolnénou DNA, v ptipad¢, ze rozvoliiovani DNA probiha ve vzajemné blizkosti,
poptipad¢ je-li dany chromatinovy tsek pevnéji asociovan se strukturou jaderné membrany,
zvysuje se topologické pnuti dvousroubovice, vyviji se topologicky stres a v disledku této
topologické bariery dojde k zastaveni obou komplext. V eukaryotickych bunkach pisobi
topoizomeraza [ a II, které v soucinosti s dalSimi proteiny toto topologické pnuti uvolnuji. Jsou
tedy nezbytné pro zachovani genomové¢ integrity (Keszthelyi et al. 2016).

V poslednich letech je s kolizi replikacnich a transkripcnich komplext spojovéana
tvorba potencidlné vysoce genotoxickych RNA:DNA hybridii ozna¢ovavych jako R-smycky
(Aguilera et Garcia-Muse 2012). Tyto struktury se mohou tvotit béhem transkripce a skladaji
z nov¢ prepisované RNA sparované s kodujicim vldknem DNA a z odchyleného
nesparované¢ho komplementdrniho vldkna DNA. Nespdrované DNA vldkno je néachylné
k jednovlaknovym zlomim (mj. mize byt St€épeno endonukledzami) a modifikacim nukleotidt
(napft. deaminace), které¢ vedou k mutacim. Prestoze kratkodoby vyskyt R-smycek je v lidském
genomu relativné Castym jevem a tyto struktury se podileji na pfirozenych procesech buniky
(napt. regulace genové exprese), stabilizace téchto struktur ohroZuje integritu genomu.
U eukaryotickych bun€k jsou stabilizované R-smycky akumulovany v ptipadech poruch
spojenych s procesovanim pre-mRNA a jejiho nésledného exportu z jadra (Felipe-Abrio ef al.
2015; Gomez-Gonzalez et al. 2011; Li et Manley 2005), kdy pak mohou blokovat postup
replika¢ni vidlice. Zaroven fada praci ukédzala, Ze k tvorb¢ stabilizovanych R-smyc¢ek dochazi
v dusledku kolize mezi replika¢nim a transkripnim aparatem, kdy R-smycky vyznamné
ptispivaji k naslednému poskozeni DNA (Gan et al. 2011; Helmrich et al. 2011; Tuduri ef al.
2009). Nekolik praci naznacilo mechanismy, kterymi by eukaryotické buniky mohly branit
akumulaci R-smycek. R-smycky mohou byt degradovdny enzymem RNaza HI, ktery
specificky §t€épi RNA vlakno v RNA:DNA hybridu (Huertas et Aguilera 2003; Wahba ef al.
2011). K odstraiiovani R-smycek také ptispiva RNA:DNA rozvazujici enzym, helikaza
Sentaxin/Senl, ktery asociuje s replikatnim komplexem a specificky zabratiuje vzniku
R-smycek pfi jeho stietu s transkripéni jednotkou RNA polymerazy II (Alzu et al. 2012). Déle,
enzym DNA topoizomerdaza I uvolfluje negativni vinuti DNA za postupujici RNA

polymerazou, které pfispivd ke vzniku R-smycek (Drolet 2006; El Hage ef al. 2010).
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R-smycky a stejné tak zpomaleni replikacnich ¢i transkripcnich komplexti v dasledku selhani
navaznych procest (nedostate¢na syntéza deoxyribonukleotidli nebo interagujicich proteinil)
mohou vést k zastaveni jednoho z procesi, které pak vede ke srazce (Helmrich ez al. 2013; Lin
et Pasero 2012).

U prokaryotickych 1 eukaryotickych bun¢k se v prabéhu evoluce vyvinuly
mechanismy omezujici potencialni stfety replikacnich a transkripénich komplexi, buiiky timto
predchazi vaznym duasledkim vzeslych ze zastaveni komplexti a predCasného ukonceni
procest.

Zatimco bakterialni bunky pfedchazeji kolizim mezi replikacnim a transkripnim
komplexem pfedev§im uspofadanim genomu tak, aby nedochazelo k Celnim srazkdm
komplexii, tak u eukaryot byly popsany rozlicné regulacni mechanismy omezujici stret
replikace a transkripce spocivajici v nacasovdni a prostorovém uspofddanim procesi.
Pfipomenime, Ze replikace u eukaryot probihd z mnoha replikacnich pocatkid najednou,
eukaryoticky genom je segregovan do jader bunck. Duplikace chromosomalni DNA je
vymezena striktné do S-faze (ke kratké syntéze DNA muze v rdmci oprav DNA poskozeni
dochézet i v jinych fazich bunééného cyklu), pticemz transkripce velké ¢asti gent probiha
predevs§im v G1-fazi, kdy dochazi k riistu bunky, a G2-fazi. AvSak i1 v prib¢hu S-faze dochazi
k transkripci nékterych genti (napt. rDNA, geny kodujici tRNA nebo histony). A ptestoze bylo
ukazano, ze transkripce probihd pfedevSim v doménach prostorové oddélenych od mist
replikace (Wei et al. 1998), akumuluji se diikazy o stfetech replikace a transkripce a jejich
negativnim dopadu na stabilitu eukaryotniho genomu (Helmrich et al. 2013).

V ptipadé¢ vysSSich eukryot dochazi kpfesnému nacasovani replikacnich
a transkripcnich procesii. Ptikladem muze byt nacasovani replikace a transkripce genu
kodujiciho regulaéni protein cyklin B1, ktery je replikovan v ¢asné S-fazi, ale transkribovan
v pozdni S-fazi (Helmrich et al. 2011; Hiratani et al. 2009). Replika¢ni pocatky jsou mnohdy
nabohaceny uvnitf sekvenci promotorii gend. Otevieni chromatinové struktury, zahajeni
transkripce auvolnéni transkripénich faktorti ztéchto mist tak miZze vyvolat vazbu
chromatin a rovnéz komplexy modifikujici histony ¢i DNA (Cadoret et al. 2008; Helmrich et

al. 2013). V pribéhu S-faze tedy dochazi k progresivni aktivaci a inaktivaci riznych
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transkrip¢nich a replikacnich domén podle toho, v jakém aktualnim stadiu se builka nachézi
(Hiratani et al. 2008).

U organismu S. cerevisiae byl objeven dal$i mechanismus zabranujici kolizim
komplext, a to tzv. bariéra replikacni vidlice (replication fork barrier) (Brewer et al. 1988).
Ta byla identifikovana poprvé u lokusu, jenz nese nékolik desitek jednotek (kopii) 35S rRNA
geni, které jsou transkribovany v pribéhu celého bunééného cyklu. Bariéra replikaéni vidlice
zastavuje progres replikacnich vidlic, jez procesuji v opaéném sméru nez komplex
transkribujici jednotky 35S rRNA, ¢imz zabranuje ¢elnim srazkam komplext (Brewer et al.
1988). Obdobné bariéry separujici vysoce transkribované geny od probihajici replikace byly
objeveny také u vyssSich eukaryot, napiiklad u rostlin (Lopez-Estrafio et al. 1999) a savctu
(Lopez-Estrafio ef al. 1998).

I ptes to, Ze se u vyssich eukaryot vyvinula komplikovana funkéni organizace genomu
(prostrové a cCasové oddé€leni replikace a transkripce), kterd ma predchazet kolizim
replikacnich a transkripénich aparat, nelze témto srazkam zcela zabranit. Molekularni
mechanismy, které umoznuji rozfesit tyto kolize, jsou zdsadni pro udrzeni stability genomu,

avSak nebyly dosud podrobné popsany a pochopeny.

2.2.2 Dussledky kolize komplexii

Studie u prokaryotickych i eukaryotickych bunck ukézaly, ze kolize replikacniho
a transkripcniho komplexu zpisobuji zpomaleni, zastaveni ¢i kolaps replikacnich vidlic a s tim
souvisejici poskozeni DNA. Kolize mezi aparaty mohou vést k akumulaci sraZzek s dal$imi
transkripénimi komplexy, ke zlomiim DNA (jednoho i obou fetézcli DNA), rekombinacim
DNA, chromozomovym piestavbam a obecné ke generovani chyb v sekvencich DNA,
poSkozeni chromozomi a ve vaznych piipadech 1k vyvinu rakovinnych bunék ¢i bunécné
smrti. Cetnost chyb a poskozeni narlistd s intenzitou naruieni endogennich procest &
mechanismu zabranujicich srazkdm. Dusledky kolize komplexti pfedstavuji pro bunku velké
potencialni nebezpeci a zaté¢z (Helmrich ef al. 2011, shrnuto v Helmrich et al. 2013).

Jak bylo popsano vySe, v eukaryotickych buiikach existuje n€kolik preventivnich
mechanismi, které zabranuji potencidlnim stfetim replika¢niho a transkripéniho komplexu.

Aktivita zapojenych proteinti, komponent replikacniho a transkripéniho komplexu, stejné tak
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replikacnich helikdz a topoizomeraz, je tedy nezbytna pro zabranéni vaznym disledktim kolizi
(Helmrich et al. 2013). Piiklady dasledkt naruseni funkce kli¢ovych komponent lze ukazat na
transkripéni RNA polymeraze II u modelového organismu S. cerevisiae. Specifické mutace
proteinu RNA polymerazy II zplsobuji zastaveni transkripéniho komplexu ¢i inhibuji
schopnost proteinu uvolnit se z DNA, zastaveny a asociovany komplex pak ptedstavuje
prekazku pro replikacni aparat a zvySuje se frekvence kolizi. Coz vede k naruseni progresu
replikac¢nich vidlic, aktivaci dormantnich replika¢nich pocatkii a naruSeni stability genomu
a generovani chyb. Funkéni RNA polymeraza II se navic aktivné podili na znovuzahajeni
progresu zastavenych replikacnich vidlic, a to pravdépodobné vlastnim uvolnénim z dané¢ho
useku DNA (Felipe-Abrio ef al. 2015).

Helmrich et al. v nékolika studiich ukazali, ze urcitd mista v genomu eukaryotickych
bun¢k (zmiovana common fragile sites, bézna fragilni mista) jsou k negativnimu plsobeni
replika¢niho a transkripéniho stresu nachylnéjsi. Jedna se zejména o lokusy velmi dlouhych
genl (vétsi nez 800 kb), kde za endogennich, a predevsim stresovych podminek vznikaji
dvouftetézcové zlomy DNA. Ve studii publikované v roce 2006 nejprve pozorovali, ze n¢ktera
béZna fragilni mista jsou u mysi a ¢lovéka konzervovana (Helmrich et al. 2006). Jejich studie
z roku 2011 pak na modelu lidskych bun¢k ukazuje, ze pii zvySeni replikacniho stresu
(navozeném pomoci aphidicolinu, ktery inhibuje DNA polymerazu) v oblastech dlouhych
gentl, kde soucasn¢ (v pozdni S-fazi) probiha replikace i transkripce, vznikaji R-smycky,
dvoufetézcové zlomy DNA a dalSi poSkozeni. A to proto, Ze replikace né€kterych dlouhych
genil (vétSich nez 800 kb) probiha v pozdni S-fazi a jejich transkripce je pak obvykle zahdjena
v G2-fazi a trvéa déle nez jeden bunécny cyklus (i pfi zachovani bézné rychlosti transkripce),
tedy 1 pribéhu S-faze nasledujiciho bunééného cyklu. V diferencovanych lidskych buiikach,
ve kterych dochézi k expresi danych genli, musi tedy replikace a transkripce probihat
v urcitych oblastech genomu zarovei (viz obr. 2.4). Také bylo zjiSténo, Ze u téchto dlouhych
genll muze probihajici replikace piisobit jako supresor iniciace dalsi transkripce. Helmrich et
al. déle ukazali, ze probihajici transkripce (trvajici déle nez jeden bunécny cyklus) inhibuje
vystavené replikaénimu stresu nelze aktivovat dormantni replikac¢ni pocatky v sekvencich
dlouhych gent, respektive v oblastech béznych fragilnich mist (Ozeri-Galai et al. 2011).

Rovnéz bylo prokazano, ze v lokusech velkych aktivnich transkripénich jednotek (vétSich nez
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1 Mb), v béznych fragilnich mistech, jsou Casto generovany variabilni pocty kopii usekt
dan¢ho genu (Wilson et al. 2014). Nestabilita béznych fragilnich mist je zapficinéna i dal$imi
faktory, naptiklad sekundarnimi strukturami na DNA, vysokym obsahem A-T bazi a jejich

souhrou (Barlow et al. 2013).
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Obr. 2.4: Model vyvinu genomové nestability v béZnych fragilnich mistech: vlevo ¢asova osa prichodu bunky
fazemi cyklu, (A) u diferencovanych lidskych bunék, u kterych nedochazi k expresi daného dlouhého genu, neni
replikace vystavena piekazkam na DNA a tudiz je zachovana stabilita béznych fragilnich mist,
(B) u diferencovanych lidskych bunék exprimujicich dany dlouhy gen je jeho transkripce zahajena v G2-fazi
cyklu, elongace transkripce pokracuje v G1-fazi ndsledného bunécného cyklu az do S-faze, kde se transkripéni
aparat (RNA polymeraza II) stfetdva s replikatnim komplexem, za normalnich podminek vznikd poSkozeni
ojedingle, avSak pti pasobeni replikacniho stresu a zastaveni replikacnich vidlic frekvence poskozeni nartista

(TOP1 — topoizomeraza 1, pfevzato a upraveno dle Helmrich et al. 2011).
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Barlow et al. vroce 2013 publikovali studii, ve které v genomu B-lymfocytt
identifikovali tzv. ¢asné€ replikujici fragilni mista, jez byla diive studovéana u S. cerevisiae
(Raveendranathan et al. 2006). Casné replikujici fragilni mista byla lokalizovana do klastrii
vysoce transkribovanych gentli, do lokusl s repetitivnimi elementy a mist bohatych na CpG
(cytosin-fosfat-guanin) ostrovy. Tato mista jsou rovnéz nachylna ke zlomim DNA spontanné
generovanym v pribéhu ¢asné replikace, pficemz frekvence zlomi nartsta pii vystaveni bunck
replikaénimu stresu (zde navozen pomoci hydroxyurey, kterd inhibuje enzym ribonukleotid-
redukazu zajist'ujici redukci ribonukleotidii na deoxyribonukleotidy, coz vede k depleci ANTP
a k pozastaveni replikacniho aparatu na DNA). Na rozdil od béznych fragilnich mist je pro
tato mista charakteristickd aktivace dormantnich replika¢nich pocatku pii pisobeni
replikacniho stresu, coz vede ke zvySeni frekvenci srazek replika¢niho a transkripéniho

aparatu a dalsi destabilizaci genomu (Barlow ef al. 2013).

2.2.3 Mechanismy oprav kolizi komplexii a obnoveni replikace

Prokaryotické i eukaryotické bunky vyvinuly vedle mechanism zabratujicich kolizi
komplexti také mechanismy, které zajistuji, aby byly procesy transkripce a replikace po
kolizich obnoveny, a to bez generovani dalSich chyb. Coz dokazuje fakt, Ze vysoce proliferujici
buniky, jez nejsou vystaveny pusobeni exogenniho stresu, nevykazuji zndmky posSkozeni
v dusledku kolizi komplexi (Helmrich et al. 2013).

U prokaryotickych organismt dochazi Castéji ke kolizim komplexti pohybujicich se ve
stejném sméru, tyto kolize mohou byt rozieSeny v zasad€ dvojim zplisobem. A to jednak
kontinualni progresi daného replikac¢niho aparatu ptes misto stietu s RNA polymerazou, ¢imz
dojde k jejimu uvolnéni z templatu DNA a ukonceni transkripce. Nebo miiZze postupujici
replikacni komplex pfekonat RNA polymeradzu bez zastaveni transkripce (Liu et al. 1994;
Pomerantz et O’Donnell 2008). Postup replikacniho komplexu ptes useky s navazanou RNA
polymeradzou zde pravdépodobné umoZiuje spoluprace helikdz Rep a DnaB a dalSich
pomocnych proteinti (Atkinson ef al. 2011). In vitro studie ukazala, ze pokud jsou komplexy
na DNA orientovany proti sobg, je replika¢ni komplex zastaven na n€kolik vtefin a nejsou-li
pfitomny pomocné helikdzy i na n€kolik minut (Liu et Alberts 1995). V in vivo studii bylo

u E. coli pozorovano, Ze zastavené replikacni vidlice zlstavaji stabilni a pfipadné mize dojit
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k znovuzahgjeni jejich progrese za souCasného uvolnéni RNA polymerazy (Pomerantz et
Donnell 2010). U E. coli byly objeveny tfi specifické replikativni helikazy (Rep, DinG
a UvrD), které zde pravdépodobné umoziuji progresi replikaéniho komplexu ptes sekvence
DNA asociované s RNA polymerazou (Boubakri et al. 2009). Pti obou formach kolizi tedy
muze dojit k uvolnéni transkripéniho komplexu z DNA, coz miize doprovazet (Castecnd)
degradace RNA-transkriptu (pomoci ptisobeni RNaz) (Helmrich ez al. 2011).

V ptipadé¢ eukaryotickych bun¢k lze pozorovat vice specifické a komplexni
mechanismy stabilizace a obnovy procest, z nichz nékteré jsou jen ¢astecné prostudovany.
Zatim neexistuje jednoduchy model feSeni kolizi aparati napiti¢ eukaryoty. Jsou znamy
mechanismy, které se podili na stabilizaci replika¢nich vidlic a transkripéniho aparatu, na
remodelaci replikacnich vidlic a DNA, poptipad¢ procesy zajist'ujici znovuzahdjeni procest.

U niz8ich eukaryot l1ze pozorovat nékteré obdobné mechanismy jako u prokaryot,
napiiklad v oblasti pericentromerického heterochoramatinu bunék Schizosaccharomyces
pombe je nejprve uvolnéna transkripni RNA polymeraza II, coz umoziluje progresi
replikacnich vidlic (Zaratiegui et al. 2011). Bylo zjisténo, Ze u eukaryot existuji helikazy, které
jsou schopné uvolnovat piekdzky z DNA a umoznit tak prichod replikacni vidlice. Jednou
znich je u S. cerevisiae helikaza Rrm3, kterd je asociovdna s vysoce transkribovanymi
a dlouhymi geny pii narusSeni transkripce nebo procesovani pre-mRNA. Rrm3 helikaza
umoziuje replikacnim vidlicim postupovat pres mista s asociovanymi transkripénimi
komplexy (Azvolinsky et al. 2009; Prado et Aguilera 2005). Obdobné vlastnosti byly popsany
také u eukaryotického MCM2-7 komplexu s helikdzovou aktivitou, ktery muize uvoliovat
ptekazky z DNA pfi prachodu replikacnich vidlic (Fu et al. 2011).

Jeden z moznych procesti zapojenych do stabilizace replikacnich vidlic po jejich
naruSeni byl popsan v roce 2014 Yu et al. na modelovém organismu S. cerevisiae. Tym
vyvinul specifickou metodu, diky které je mozZné identifikovat proteiny a proteinové
komplexy, jenz se specificky vazi na vedouci €1 opozd’uji se vlakno DNA replikac¢nich vidlic.
Bylo zjiSténo, Ze protein PCNA je, po srovnani jeho hladin na vedoucim a opozd’ujicim se
vldkné aktivnich vidlic, nabohacen na opozd'ujicim se vldkné. Pii naruSeni replikace
prostiednictvim hydroxyurey je tento protein uvoliiovan pravé z opozdujicich se vldken.

Pficemz bylo zjisténo, ze k uvolnéni PCNA dochazi skrze jeho ubiquitinaci. NaruSeni
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disociace PCNA ze zastanych replikac¢nich vidlic vede ke genomové nestabilité (Yu et al.
2014).

Na modelovém organismu S. cerevisiae bylo také popsano, ze pii kolizi RNA
polymerazy II s replikacnimi komplexem, kdy komplexy procesuji smérem k sobé, dochazi
k zastaveni replikac¢nich vidlic a ke spusténi rekombinace mezi pfimymi repeticemi DNA.
Tento fenomén je oznaovan jako s transkripci spojena rekombinace (transcription-associated
recombination, TAR) a je zavisly jak na replikaci, tak transkripci procesujici v opaéném sméru
nez replikace (Prado et Aguilera 2005). Fenomén byl popsan 1 u vyssich eukaryot, kde bylo na
savCich bunikach ukazano, ze rekombinace mize byt jednim ze zptisobt pfemosténi probihajici
replikace pies transkripci (Gottipati et al. 2008).

Remodelace zastavenych replikac¢nich vidlic a jejich restart v buiikach eukaryot byly
popsany v fad¢ studii, na zéklad€ kterych bylo vytvofeno nékolik zdkladnich modeld, jez ale
potiebuji dalsi doplnéni a ovéteni. U zastavenych replikacnich vidlic mize dojit k regresi
replikacnich vidlic a sparovani nové syntetizovanych fetézct do tzv. Hollidayova spoje. Na
tomto mechanismu se podili n¢které helikazy, naptiklad BLM (Bloom syndrome) a WRN
(Werner syndrome) helikaza, pfiCemz pravdépodobné nemusi dochdzet k disociaci
replikacniho komplexu (Petermann et Helleday 2010; Ralf ef al. 2006; Sidorova et al. 2008).
Dle dalsiho modelu dochazi k vytvotreni Hollidayova spoje a rekombinaci mezi templatovymi
vlakny DNA a nov¢ nasyntetizovanymi vlakny (bez vzniku dvoutetézcovych zlomti na DNA)
prostfednictvim rekombinacniho faktoru RADS51 (Petermann et al. 2010). Tento proces vSak
pravdépodobné zahrnuje uvolnéni replikaniho aparatu (Petermann er Helleday 2010).
V ptipadé¢ dlouhodobé zastavenych replikacnich vidlic dochazi, dle dalSiho popsaného
procesu, ke vzniku dvoufetézcovych zlomid DNA, formovani Hollidayova spoje
a rekombinaci (Saintigny ef al. 2001).

U vétSiny reparacnich procesti dochdzi k zastaveni a uvolnéni transkripéniho
komplexu. Vznikly RNA transkript, dle modelu u savéich bunék, miize zlstat asociovan
s DNA, pficemZ mulzZe nasledné slouZit jako primer pro DNA polymerazu a znovuzah4jeni
replikace (Helmrich et al. 2013; Yunger et al. 2010). V ptipad€ dlouhych genil je nezbytné,
aby byl znovu zformovan elongac¢ni transkripéni komplex a transkripce byla obnovena, jelikoz
transkripce n¢kterych genti vyzaduje vice nez jeden bunéény cyklus. Tento mechanismus byl

pozorovan in vitro na modelu S. cerevisiae (Saeki et Svejstrup 2009).
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Tyto modely stabilizacnich a opravnych mechanismii vSak potiebuji byt doplnény
o vysledky dalSich studii, stejn¢ tak nejsou identifikovany vSechny proteiny zapojené do
stabilizace, remodelace a restartu procesi. VSe navic muze komplikovat pretrvavajici
replikacni stres (zformované stabilni R-smycky, exogenni i endogenni cCinitele), kolaps
replikacnich vidlic, jednovldknové i dvouvlaknové zlomy DNA (Aguilera et Gomez-Gonzalez

2008).
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2.3 Helikaza RECQS

Helikdza RECQS5 patii do rodiny sekvencné konzervovanych RecQ helikédz, jez jsou
pritomny u prokaryotnich i eukaryotnich bunék. RecQ helikazy nejsou hlavnimi replikativnimi
helikdzami, jsou vSak zapojeny do oprav poskozeni DNA a jejich funkce jsou potiebné pro
zachovani genomové integrity a pieziti bun¢k (Bernstein et al. 2010). Bakteridlni bunky
disponuji jednou RecQ helikazou (homologni RecQ helikdzou, Puranam et Blackshear 1994),
stejné tak bunky kvasinek, u S. cerevisiae je to Sgs1 helikaza (Sun et al. 1999). Vyssi eukaryota
maji obvykle n¢kolik RecQ helikaz, pti¢emz v lidskych burikach je jich znamo pét. Dvé z nich
ziskaly ndzev po onemocnénich u ¢lovéka, jez provazeji mutace jejich gent, a to helikazy
BLM (Bloom syndrome) a WRN (Werner syndrome) (Ellis et al. 1995; Yu et al. 1996). Pii
mutaci dal$i z nich, RECQ4, se u lidi vyviji tzv. Rothmund-Thomson syndrom. Tyto syndromy
se projevuji predCasnym starnutim, néachylnosti k rakoviné a celkovou chromozomovou
nestabilitou. Do rodiny dale patii helikdzy RECQ1 a RECQS5, jejichz mutace nejsou spojeny
s zivot ohrozujicim syndromy. VSechny lidské RecQ helikazy jsou vsak kli¢ové pro udrzeni
integrity a restartu replikacnich vidlic, ptestoZe jejich ulohy v tomto procesu jsou specifické

(Bernstein et al. 2010; Kitao ef al. 1998; Urban, Dobrovolna et Janscak 2016).

2.3.1 Charakteristika helikazy RECQS

Helikdza RECQS5 byla poprvé u ¢lovéka identifikovana v roce 1998 (Kitao ef al. 1998).
Jsou znamy tfi izoformy helikdzy RECQS — RECQ5a, RECQ5B a RECQSy — vznikajici na
zéklad¢ odliSného alternativniho sestiihu kddujici mRNA. Izoformy RECQ5a a RECQS5y jsou
lokalizovany v cytoplazmé, zatimco izoforma RECQS5[ je jadernym proteinem (Shimamoto et
al. 2000). Struktura N-konce proteinu vSech tii izoforem je stejnd, lezi zde helikazova doména
(viz obr. 2.5). AvSak pouze helikdiza RECQ5B ma ATPazovou aktivitu (kterd k funkci
vyzaduje hote¢naté kationty) a je schopna rozvoliiovat dvousroubovici DNA. Za helikdzovou
doménou izoformy RECQS5B je umistétna RQC doména (konzervovand u RecQ helikaz)
obsahujici motivy zajistujici adekvatni vazbu arozvolilovani DNA. Nasleduje C-konec
proteinu, jehoz stavba je odliSna oproti ostatnim izoformdm a RecQ helikdzam, nesouci

domény umoziujici interakce s dal§imi proteiny (Garcia et al. 2004; Ren et al. 2008). A to
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SRI (Set2-Rpb 1-interacting) motiv a IRl doménu (homologie s KIX doménou regulatorit RNA
polymerazy II), které interaguji s RNA polymerazou Il (Islam et al. 2010; Kanagaraj et al.
2010). Na C-konci proteinu je také lokalizovan tzv. PIM motiv (PCNA-interacting motif)

umoznujici asociaci s PCNA (Kanagaraj ef al. 2006).

RECQ5a D D 410 AK
RECQ5p (] B B W) 991ak
RECQ5y U | ) 435 AK
b&zné domény RecQ helikaz domény specifické pro RECQ5
helikdzova doména || IRI/KIX doména I
RQC doména D SRI motiv .
acidicky region I PIM 1

Obr. 2.5: Schéma zakladni stavby jednotlivych izoforem helikazy RECQS5, kde na pravé strané je uvedena

délka polypetidovych fetézcl izoforem v poctu aminokyselin (AK) a v dolni ¢asti jsou zobrazeny jednotlivé
domény (RQC doména — doména konzervovana u RecQ helikdz, SIR motiv — Set2-RpbI-interacting motif,

PIM — PCNA-interacting motif); ptevzato dle Popuri et al. 2013.

[zoforma RECQS5 je oproti zbylym dvou izoformdm exprimovana vyraznéji a navic
k jeji expresi dochazi v tkanich vSech bunék, pficemZz exprese ostatnich RecQ helikaz (BLM,
WRN a RECQ4) probihd v riznych tkanich v odli$né mite (Kitao et al. 1998; Popuri et al.
2013). Helikaza RECQS se vaze na ssDNA a rozvoliiuje DNA ve sméru 3°-5° stejné jako zbylé
RecQ helikazy. Pro G€inné rozvoliiovani DNA vSak vyZzaduje pfitomnost proteinu RPA
(Garcia et al. 2004). Vzhledem k tomu, Ze pro tuto praci je stéZejni studium role izoformy

RECQS5p, bude déle oznaceni RECQS5 pouzito pro tuto izoformu.
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2.3.2 Funkce a vyznam helikazy RECQS

Za témet dvacet let od identifikace helikdzy RECQS bylo objeveno mnoho jejich
funkci, mechanismti, do kterych je zapojena, a interakci s proteiny. Helikdza RECQS5 je
zahrnuta v riznych procesech operujicich na DNA, tedy do replikace DNA, reparace DNA,
homologni rekombinace, ale 1 transkripce (Popuri et al. 2013).

Aygiin et al. v roce 2008 ukazali, ze protein RECQS5 interaguje s transkripéni RNA
polymeréazou II v lidskych buiikach skrze podjednotku RPB1 této polymerazy (Aygiin et al.
2008). Pozdéji bylo zjisténo, ze protein RECQS5 asociuje s podjednotkou RPB1 skrze SRI
motiv a IRI doménu, ktera je homologni s tzv. KIX doménou riznych reguldtorii RNA
polymerézy II. Pficemz k vazb¢ proteinii prostiednictvim IRI domény dochazi, kdyz je RNA
polymeraza v hypo- (iniciace transkripce) i hyperfosforylovaném (elongac¢ni faze) stavu, a to
skrze tzv. jaw doménu RPB1 podjednotky RNA-polymerazy II (Kassube et al. 2013). K vazb¢
skrze SRI motiv dochdzi v hyperfosforylovaném stavu RNA polymerazy Il prostfednictvim
CTD domeény (C-terminal repeat domain) podjednotky RPB1 (Islam et al. 2010; Kanagaraj et
al. 2010). In vitro experimenty ukazaly, ze je helikdza RECQS5 schopna modulovat transkripci,
helikazy RECQS5 v bunkach (in vivo) dochazi k zvySeni primémé rychlosti elonga¢niho
transkripniho komplexu, coz zplsobuje naruseni néavaznych procesi amiiZze to
zpusobit zastaveni komplexu (Saponaro ef al. 2014). Déle bylo zjiSténo, Ze deplece proteinu
RECQS5 vede k formovani R-smycek na nékterych mistech genomu (Li et al. 2015). AvSak
helikaza RECQS5 neni schopna rozvoliiovat tyto RNA:DNA duplexy (dle studie in vitro)
(Kanagaraj et al. 2010). Deplece helikazy RECQS5 v buiikdch vede k poskozeni a zlomim
DNA v béZnych fragilnich mistech genomu. Helikdzu RECQS5 tedy l1ze oznacit za potfebny
transkripéni faktor, jenz v prubéhu replikace zabranuje poskozeni DNA, jehoz vznik je spojen
s aktivni transkripci (Saponaro ef al. 2014).

Kanagaraj et al. vroce 2006 ukdzali, ze helikaiza RECQS5 interaguje s proteinem
PCNA, ktery je soucasti replikacniho komplexu, a to v in vitro 1 in vivo experimentech. V in
vitro experimentech pozorovali, Ze helikdiza RECQS5 asociuje s replikaénim komplexem
v prubéhu S-faze a zlistdva s nim asociovana 1 pii zastaveni replikac¢nich vidlic za plsobeni
replikac¢niho stresu (vyvolanym UV zéfenim ¢i piisobenim hydroxyurey). Je tedy mozné, ze je

helikdza RECQS5 zapojena do remodelace naruSenych replikacnich vidlic (Kanagaraj et al.
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2006). Helikaza RECQS5 interaguje také s endonukleazou FENI, kterd je nezbytna pro
procesovani Okazakiho fragmentl na opozd’ujicim se vlakné replikacnich vidlic. Helikdza
RECQS5 stimuluje endonukledzovou aktivitu FEN1, coz miize hrat dulezitou roli pfi restartu
zastavenych replikacnich vidlic (Speina et al. 2010). Helikaza RECQS5 ma tedy dilezitou roli
v zachovani genomov¢ integrity v prib¢hu replikace.

Vyznam helikazy RECQS5 v opravé poskozené DNA zvySuji 1 jeji dal§i pozorované
vlastnosti a funkce. Na rozdil od ostatnich RecQ helikdz se protein RECQS5 vaze na
jednotetézcové zlomy DNA, které byly v lidskych buiikkach vyvolany plsobenim laseru
(Tadokoro et al. 2012). Protein RECQS5 dale vykazuje vazbu s proteinem RADSI, jenz je
zapojen do oprav dvouietézcovych zloml skrze homologni rekombinaci. Protein RADS51
umoznuje parovani a vyménu vldken DNA diky formovani proteinovych vldken na ssDNA.
Vazba proteinu RECQS5 na protein RADS1 znemoziuje formovani filament RADS1
a uvoliiuje tento protein z ssDNA. Coz predstavuje mozny preventivni krok predchézejici
neadekvatni homologni rekombinaci pfi opravach zlomi DNA (Hu ef al. 2007; Schwendener
et al. 2010). Protein RECQS5 interaguje také s proteinem MREI11, jenz je soucasti tzv. MRN
komplexu (zahrnuje proteiny MRE11, RAD50 a NBS1) zapojeného do oprav dvouietézcovych
zlomil generovanych i v disledku ptisobeni replikac¢niho stresu (Zheng et al. 2009). Helikaza
RECQS5 je rovnéz dilezitym zastupcem homolognich RecQ helikaz, zeyména WRN a BLM,
v piipadech, kdy jsou naruseny jejich funkce v buiikdch (napiiklad pfi mutacich gent
kodujicich tyto helikdzy) (Popuri ef al. 2013).

Deplece proteinu RECQS5 v lidskych buiikdch vede k akumulaci dvoufetézcovych
zlomi DNA v pribéhu S-faize bunécného cyklu, tedy v pribéhu replikace. PriCemz
nahromadéni téchto zlomu je zavislé na probihajici transkripci. Deplece helikazy RECQS5
zpisobuje také zvySeni hladiny hypersoforylované formy RNA polymerazy II navdzané na
DNA (Liet al. 2011). Jednim z vychozich podnétii pro vypracovani této diplomové prace bylo
zjisténi, Ze helikdza RECQS5 asociuje s transkripé¢nim komplexem v mistech, kde probiha
replikace, tedy pravdépodobné v mistech kolizi mezi komplexy (Urban et al. 2016). Jelikoz
bylo dokazéno, ze helikdza RECQS asociuje jak s replika¢nim, tak transkripénim komplexem,
aze zastavd dilezitou roli v opravé poskozeni DNA generovaného v prubéhu replikace
1 transkripce, je mozné, Ze je zapojena do prevence a feSeni kolizi mezi replika¢nim

a transkripénim komplexem. Prostfednictvim inhibovéni elongace transkripce mtzZe helikaza
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RECQS5 ptedchazet srazkam s replikacnim komplexem a omezit tak frekvence jejich kolizi.
Prostfednictvim interakce s proteiny zajist'ujicimi replikaci a opravy poskozené DNA a diky
své helikdzové aktivité pak pravdépodobné zastdva funkci ve stabilizaci a znovuobnoveni
zastavenych replikacnich vidlic (Popuri ef al. 2013). Funkci helikdzy RECQS5 v feseni kolizich

mezi replika¢nim a transkripénim komplexem je vSak potieba objasnit.

RECQ5 deplece
RECQ5

interakce s PCNA
(vEetné zastavenych replikacnich komplexu)

role v restartu zastavenych
replikagnich vidlic
(inhibice rekombinace)

zastaveny replikaéni W
komplex

akumulace zlomu

dsDNA vzniklych

v priibéhu S-faze,
zavislé na transkripci

RNA polymeraza ||
interakce s transkripénim komplexem
v misté probihajici replikace regulac_e elongace v Vv
transkripce role RECQ5 v feseni kolizi
mezi replikaénim
RECQ5 a transkripénim komplexem?

Obr. 2.6: Schematické shrnuti diive pozorovanych funkci a vlastnosti helikazy RECQS5, které mohou mit

roli v FeSeni kolizi mezi replika¢nim a transkripénim komplexem.
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2.4 Protein BRCA1

Lidsky gen kodujici protein BRCAL1 (breast cancer type 1 susceptibility protein) byl
poprvé mapovan a identifikovan v roce 1994, a to na zakladé spojitosti mezi dédicnosti
rakoviny prsu a vajecnikli a mutacemi tohoto genu. Protein ziskal ndzev na zaklad¢ projeva
doprovazejicich mutace jeho kédujiciho genu (Miki ef al. 1994). Postupné bylo ukazéano, ze
BRCAI je vyznamnym tumor-supresorovym proteinem zapojenym do celé fady procestu
v bunce. Protein byl popséan jako nezbytna soucast komplexu dulezit¢ho pro monitorovani
integrity genomu, ktery piipadné poskozeni signalizuji dal§im, opravnym komplextim (Wang
et al. 2000). Protein BRCAL1 je zapojen od oprav dvoutetézcovych zlomti DNA a zastavenych
replikacnich vidlic, do regulace transkripce a interaguje s velkym mnozZstvim proteinil
s rozliénymi funkcemi (Caestecker et Van de Walle 2013). Vzhledem k rolim proteinu BRCA1
v udrzovani stability genomu se protein jevi jako mozny kandidat zapojeny do reparace

replikacnich vidlic po jejich kolizi s transkripénim komplexem.

2.4.1 Charakteristika proteinu BRCA1

Protein BRCA1 interaguje s mnoha proteiny skrze nékolik domén polypeptidového
fetézec (viz obr. 2.7), coz zapfiCinuje Sirokou paletu funkci tohoto proteinu. Je zapojen
do aktivace kontrolnich bodti bunééného cyklu, opravy poskozené DNA a regulace transkripce
a replikace (Caestecker et Van de Walle 2013). Na N-konci fetézce lezi RING (really
interesting new gene) doména interagujici s proteinem BARDI1 (BRCAI-associated RING
domain), ktery s proteinem BRCA1 vytvafi komplex s E3 ubiquitin-ligdzovou aktivitou
(Joukov et al. 2001). Na C-konci proteinu jsou dvé BRTC domény (BRCAI-C-terminal
domain), skrze které BRCAI interaguje s proteiny a komplexy zapojenymi v opravach DNA
a monitorovani integrity genomu (Koonin et al. 1996). Dilezita je rovnéz SQC doména (SQ
cluster domain), jez nese n€kolik serinti a threonint podléhajicich fosforylaci. Funkce proteinu
BRCALI je podminéna fosforylaci této domény, pri¢emz fosforylovany protein je pak schopen
formovat tzv. fokusy, mistni nabohaceni daného proteinu. Tyto fokusy jsou pak
charakteristicky formovéany v jadie na poskozené DNA. Fosforylace SQC domény tedy
reguluje aktivitu proteinu (Cortez et al. 2000; Zhang ef Powell 2005).
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BRCA1 DNA vazebna doména 1863 AK

N-koncové domény C-koncové domény
RING doména SQC doména
BRCT doména

Obr. 2.7: Schéma zikladni stavby proteinu BRCAI1, kde na pravé strané je uvedena délka
polypetidového fetézce v poctu aminokyselin (AK) a v dolni Céasti jsou zobrazeny jednotlivé
domény (RING — really interesting new gene, SQC doména — SQ cluster domain, BRCT — BRCAI-
C-terminal domain); ptevzato dle Caestecker et Van de Walle 2013.

Jak jiz bylo popsdno vySe, pfi naruSeni replikace mize dochédzet k zastaveni
replikacnich vidlic a vzniku zlom na DNA, coz muize vést k opravdm a obnoveni procest
pomoci homologni rekombinace. Protein BRCA1 je zapojen do oprav dvouietézcovych zlomi
DNA skrze homologni rekombinaci a zaroven potlacuje alternativni proces této opravy,
tzv. nehomologni spojeni konci DNA (non-homologous end-joining, NHEJ) (Scully et al.
1997; Zhang et al. 2004). Zatimco k homologni rekombinaci dochazi v S-fazi a G2-fazi
bunécného cyklu, tedy potom, co je DNA zreplikovano, NHEJ je proces charakteristicky pro
G1-fazi cyklu. V prubehu oprav poskozeni pomoci homologni rekombinace dochazi k asociaci
mezi semikonzervativné nasyntetizovanymi vlakny DNA. Pfi tomto typu opravy obvykle
nevznikaji chyby a mutace v DNA. V ptipad¢ reparace poskozeni skrze NHEJ dochazi pouze
ke spojeni koncti zlomti dvouvldknové DNA, coz obvykle vede ke generovani chyb a mutaci
v DNA. Do procesu NHEJ je zapojen také protein S3BP1 (p53-binding protein 1) (Caestecker
et Van de Walle 2013; Chapman et al. 2012; Zhang et Powell 2005).

2.4.2 Role proteinu BRCA1 v opravé replikac¢nich vidlic

Bylo pozorovano, ze k formovani jadernych reparac¢nich fokusti zahrnujicich protein
BRCA1 dochdzi jak u S-faznich lidskych bunék rostoucich za normélnich podminek, tak
u S-faznich bunék vystavenych plisobeni latek poSkozujicich DNA ¢i inhibujicich replikaci
(Scully et al. 1997). Z Eehoz lze usuzovat, ze je protein BRCA1 zapojen do oprav poskozeni

endogenniho 1 exogenniho pivodu. Schlacher er al. pak v roce 2012 ukazali, Ze se protein
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BRCAT1 spolupodili na obnové zastavenych replikacnich vidlic diky své klicové roli
v homologni rekombinaci DNA (Schlacher et al. 2012). Protein BRCA1 interaguje se
zastavenymi vidlicemi oznaCenymi proteiny RPA a umoziiuje navéazani proteini BRCA2
a RADS1, které zajist'uji vlastni homologni rekombinaci zastavenych DNA vidlic (Scully et
al. 1997; Schlacher et al. 2012). Dale bylo zjisténo, ze protein BRCAT1 asociuje rovnéz s MRN
komplexem (tvofen proteiny MRE11, RAD50 a NBS1) (Wang et al. 2000). Komplex je
zapojen jak do homologni rekombinace, tak do NHEJ, pficemz jeho hlavni ulohou je
pravdépodobné stabilizace struktury DNA pro tyto procesy. Protein BRCA1 ziejm¢ zamezuje
prubéhu NHEJ (Zhang et al. 2004; Zhang et Powell 2005). Dle studie Tian ef al. publikované
v roce 2013 protein BRCA1 umoznuje t¢innou ubiquitinaci PCNA replika¢nich komplexi,
které jsou zastaveny v disledku vzniku vnitrofetézcovych a mezifetézcovych mustkti v DNA.
Protein BRCA1 v téchto piipadech reguluje asociaci E3 ubiquitin-ligaizy RADI8 do
zastavenych replikacnich vidlic (Tian et al. 2013). Protein BRCA1 tak pravdépodobné
zprosttedkovava obnovu zastavenych replikac¢nich vidlic a potlacuje neadekvatni opravné
mechanismy.

Protein BRCAL1 je souc¢asti mnoha komplexi a mechanismil zajiSt'ujicich integritu
genomu a opravy poSkozené DNA v lidskych buiikdch. Rada jeho funkci je zatim
prostudovana jen castecné. Jeho tloha v obnové zastavenych replikac¢nich vidlic je vSak
ziejm¢e nezbytna. Protein BRCA1 je zapojen také do regulace transkripce. Bylo zjisténo se
komplex BRCA1-BARDI1 podili na ubiquitinaci fosforylované RNA polymerazy II pfi
poskozeni DNA (Starita et al. 2005). Protein BRCA1 by tedy mohl byt zapojen do feSeni kolizi

mezi replika¢nim a transkripnim aparatem.

BRCA1

umoznuje zahajeni homologni rekombinace J{ role v restartu zastavenych replikaénich vidlic

skrze proteiny BRCA2 a RADS1 .
potlacuje proces NHEJ

zastaveny replika&ni komplex

Obr. 2.8: Schematické shrnuti diive pozorovanych funkci proteinu BRCA1l v opravé zastavenych
replikaénich vidlic.
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3. CILE PRACE

Hlavnim cilem prace bylo studovat mechanismy, kterymi RECQS5 piispiva ke
stabilizaci replikac¢nich vidlic pfi replikacnim stresu a specificky pfi jejich zpomaleni
v dusledku probihajici transkripce. Tedy dale doplnit vychozi data, podle kterych RECQ5
helikaza asociuje s transkripénim komplexem v misté kolize s replikacnim aparatem a podili
se na modulaci a obnoveni téchto procesii. Cilem prace bylo studovat vliv funkce RECQS5 na
proteiny zapojené do oprav poskozené DNA a také na proteiny replika¢niho komplexu.

Jednotlivé cile diplomové prace Ize definovat takto:

e studovat, zda deplece helikaizy RECQS5 v bunkdch ovliviluje funkci proteint
podilejicich se na opravé dvouietézcovych zlomi DNA (53BP1 a BRCALl),

e zkoumat, zda je pfipadné ovlivnéni specifické pro replikujici buiiky v S-fazi bunééného
cyklu a je zavislé na probihajici transkripci, tedy zda se dany protein podili na stejném
procesu oprav replikacnich vidlic po kolizi s transkripénim komplexem jako RECQS5,

e dale studovat vliv sniZzeni exprese RECQS5 v bunkéch na proteiny replika¢niho aparatu

(PCNA), respektive na procesy zajist'ujici reparaci zastavenych replikacnich vidlic.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Bunééné linie a kultivaéni média

V ramci této diplomové prace byly vyuzity bunécné linie HEK293 a U20S. Detaily
jejich kultivace a potifebny material jsou uvedeny v kapitole 4.2.1 a v tabulce 4.1.1.

Bunécna linie HEK293 (human embryonic kidney 293 cells) je odvozena z lidskych
embryonalnich bunék ledvin. Vyhodou bunék linie HEK293 je jejich relativné rychly rast,
vysoka vytéznost izolovanych proteinti a v porovnani s jinymi typy bun€k vyrazné vyssi
uspésnost transfekce. Buiiky HEK293 byly v této praci vyuzivany pii piipraveé proteinovych
vzorkli pro imunoblot.

Linie U20S (human osteosarcoma cell line) pochazi z bun¢k lidského osteosarkomu.
Tyto buniky byly v rdmci prace preferenéné vyuzity pro imunofluorescenéni mikroskopii.
Oproti buntkam HEK?293 vykazuje linie U20S daleko lepsi adhezi k povrchu, coZ usnadiiuje
manipulaci s buitkami na sklicku. Dalsi vyhodou bun¢k U20S je vétsi velikost jejich
bunécného jadra, ktera umozinuje lepé rozliSit a identifikovat jaderné proteinové fokusy

a studovat lokalizaci jadernych protein.

Tab. 4.1.1: Seznam médii, pufrii a chemikalii pouZitych pfti kultivaci bunék.

Nazev a specifikace Vyrobce*
Thermo Fisher

fetalni hovézi sérum (10%) Scientific (Gibco
10270)
pfipravna médii

fostatovy pufr (Phosphate-buffered saline, PBS) s 0,15M NaCl UMG AV CR

médium D-MEM obsahujici 4,5 g/l glukdzy (Dulbecco’s modified Eagle’s  Sigma-Aldrich
medium, High glusoce) D6492

smés antibiotik penicilin a streptomycin Sigma-Aldrich
pripravna médii

UMG AV CR

* Firmy Invitrogene, Fermentas, GIBCO, LifeTechnologies, Pierce, Thermo, Fisher a dalsi jsou

smes trypsin (0,25%) a EDTA (0,01%) v PBS

v soucasné chvili slou¢eny pod jednu firmu Thermo Fisher Scientific, z divodu piehlednosti jsou vzdy
uvadény nazvy zazitych ptivodnich firem.
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4.1.2 Chemikalie a komer¢ni roztoky

Tabulka 4.1.2 poskytuje piehled pouzitych chemikalii, komercnich smési ¢i roztokt

s uvedenim jejich vyrobct (poptipadé zkratek).

Tab. 4.1.2: Seznam chemikalii a komer¢nich roztokl pouzitych v ramci vypracovavani
této diplomové prace véetné pripadné zkratky a vyrobce. Tabulka uvadi chemikalie specifické
pro feSeny projekt, ostatni chemikalie bézné pro provoz molekularné biologické laboratote
byly pofizeny u firmy Sigma-Aldrich a AppliChem, rozpoustédla byla zakoupena u firmy
VWR.

Nazev Zkratka Vyrobce

4',6-diamidin-2-fenylindol DAPI Sigma-Aldrich
o L . " . .

40% smés akrylamidu a N,N'-metylen bisakrylamidu AA/Bis Serva

(37,5:1)

5-ctyl-2'-deoxyuridin EdU Thermo Fisher

Scientific

azid konjugovany s fluorescen¢nim barvivem azid-Alexa647 LifeTechnologies

Alexa647

chemiluminiscen¢ni substrat

(ECL Western Blotting Substrate) — standardni a se - Pierce
zvySenou citlivosti (Femto)

cordycepin Cord. Sigma-Aldrich
¢inidlo Bradfordové (Protein Assay Dye Reagent Bio-Rad
Concentrate)

digitonin - Sigma-Aldrich
hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin) BSA Sigma-Aldrich
hydroxyurea HU Sigma-Aldrich
imerzni olej — typ F (n.= 1,518, V. =46 pii 23 °C,

pro mikroskop Olympus) B Olympus

imerzni olej — typ F (n.= 1,518, V. =46 pii 23 °C,

pro mikroskop Leica DM6000) - Leica Microsystems

metanol — VMW
Opti-MEM - Gibco
paraformaldehyd - Alta Aeser
persiran amonny (ammonium persulfate) APS Serva
Ponceau S - Sigma-Aldrich
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Nazev Zkratka Vyrobce
tetrametylendiamin TEMED AppliChem
transfekéni ¢inidlo RNA-IMAX — Invitrogen
transfekéni ¢inidlo TransIT-2020 Reagent - Mirus

Vectashield

znaceny proteinovy zebticek (PageRuler Plus

Prestained Protein Ladder)

— Vector Laboratories

— Thermo Scientific

4.1.3 Pouzité pufry a roztoky a sloZeni gelii pro PAGE

Tabulka 4.1.3a podavéa ptehled pufri a roztokil pouzitych v ramci diplomové prace,

jejich konkrétni vyuziti je popsano v kapitole 4.2 Metody. Nasleduje tabulka ukazujici slozeni

zaostfovaciho gelu a d¢€licich polyakrylamidovych gelii pro elektroforézu.

Tab. 4.1.3a: Seznam pouzitych pufrii a roztokl vcetné sloZeni, poptipad€ vyrobce.

Nazev SloZeni
2mM siran méd’naty (CuSO4)
) 100mM askorbat
click reakéni smés 100mM Tris o pH = 8,5
5nM azid-Alexa647

frakcionacni pufr A

frakcionacni pufr B

lyzacni pufr

destilovana HO

10mM HEPES-NaOH (pH = 7,9)
10mM KCI

1,5mM MgCl,

0,34M sachardza

10% glycerol

ImM dithiotreitol (DTT)
proteinové inhibitory
destilovand H,O

3mM EDTA

0,2mM EGTA

ImM DTT

proteinové inhibitory
destilovand H.O

50mM Tris-HCI (pH = 8,0)
120mM NaCl,

20mM NaF

15mM pyrofosfore¢nan sodny
0,5mM ortovanadi¢nan sodny
0,1% (v/v) Triton X-100
destilovana HO
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Nazev SlozZeni

25mM Tris
pufr pro SDS-PAGE (pH = 8,3) 192mM glycin
0,1% (w/v) SDS
136,9 mM NaCl
2,7 mM KClI
1,5 mM KH,PO,
8,1 mM NaHPO;,
120mM NacCl
30mM Tris (pH = 7,5)
0,05% (v/v) Tween 20
destilovana H,O
192mM glycin
25mM Tris
20% metanol
destilovana H,O
20 ml 1,5M Tris-Cl (pH = 6,8)

fostatovy pufr (PBS)

pufr TBST

transferovy pufr pro imunoblot (pH = §)

vzorkovy roztok pro SDS-PAGE 202 SDS
, 20 ml B-merkaptoetanol
(4x koncentrovany, 100 ml)
60 ml glycerol

2,6 g bromfenolova modf

Tab. 4.1.3b: SloZeni zaostfovaciho gelu a jednotlivych délicich geli pro SDS-PAGE

délici gel gradientovy gel

oz zaostirovaci

chemikalie 1

ge 10% 4% 12%
destilovana H,O [ml] 1,5 3,675 2,26 1,55
1,5M Tris-HCI [ml]
pH = 6.,8; 0,4% SDS 0,625 - - -
1,5M Tris-HCI [ml]
pH = 8.8: 0.4% SDS — 1,875 0,875 0,875
APS 10% [ul] 1,0 30 8 17,5
TEMED [ul] 10 10 2,6 2,6
40% AA/Bis [ml] 0,25 1,875 0,35 1,05
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4.1.4 Protilatky

Tabulka 4.1.4a poskytuje piehled primarnich protilatek pouzitych v ramci diplomové

prace, v tabulce je vzdy uveden ptvod, typ, fedéni, pouziti a vyrobce dané protilatky. Tabulka

4.1.4b shrnuje obdobné informace o sekunddrnich protilatkach.

Tab. 4.1.4a: Seznam primarnich protilatek s uvedenim jejich pouziti, fedéni a vyrobce.

Nazev Pivod Redéni a pouZiti Vyrobce
anti-53BP1 kralik, 1:200, v 1% BSA v PBS, sc22760, Santa Cruz
polyklonalni imunofluorescence Biotechnology, Inc.
. mys, 1:100, v 1% BSA v PBS, GTX70111,
anti-BRCA1 monoklonalni imunofluorescence GeneTex
) mys, 1:250, v 5% mléce v TBST, sc-6954, Santa Cruz
anti-BRCA1 monoklonalni imunoblot Biotechnology, Inc.
anti-Lamin B2 mys, 1:1000, v 3% BSA v TBST, gtx628803,
monoklonalni imunoblot GeneTex
. mys, 1:2000, v 3% BSA v TBST, sc-56, Santa Cruz
anti-PCNA monoklonalni imunoblot Biotechnology, Inc.
. kralik, 1:5000, v 3% BSA v TBST, pfipraveno
anti-RECQS polyklonalni imunoblot v laboratofi

Tab. 4.1.4b: Seznam sekundérnich protilatek, uvedeno téZ pouZziti, fedéni a vyrobce.

Nazev Host/Izotyp Redéni a pouZiti Vyrobce
s koza, IgG 12409, ¥ 1% BSA VEBS. A-11001, Invitrogen
Zﬁﬂxﬁég‘“ koza, IgG ilrffr? . gug)r/szcii eV PBS, A-11008, Invitrogen
o koza, IgG 12409, ¥ 1% BSA VEBS. A-11031, Invitrogen
anti-kralici-HRP  koza, IgG 1:3000, v 3% BSA VIBST. - A ;ﬁkldrich
anti-myS-HRP  krdlik, 1gG 1:10000, v 3% BSA v TBST,  A9044,

imunoblot

Sigma-Aldrich
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4.1.5 siRNA a plazmidy
Za ucelem snizeni exprese vybranych proteini byly pouzity kratké interferujici

oligoribonukleotidy, siRNA. Tabulka 4.1.5a poskytuje seznam pouzitych siRNA.

Tab. 4.1.5a: Seznam pouzitych siRNA oznacenych dle cilené mRNA koédujici dany
protein, uvedeny téz kodujici sekvence danych duplexti siRNA, dalsi informace a vyrobce.

Nazev Sekvence a dalsi informace Vyrobce
MISSION esiRNA, esiRNA human RECQLS (esiRNA1),
esiRECQ5 smes kratkych RNA cilenych na rizné useky mRNA Sigma-Aldrich

kodujici dany protein
5’-CAGGAAAUGGCUGAACUAGAATT-3’

siBRCALI #1 (Gorski et al. 2011) Microsynth AG

. 5'-AAGGAACCUGUCUCCACAAAGTT-3° :
siBRCAI #2 (Bruun et al. 2003) Microsynth AG

siBRCA1 #3 5‘-ACCATACAGCTTCATAAATAA-3¢ Microsynth AG

5’-CGUACGCGGAAUACUUCGA-3’, siRNA cilena

siKont. na mRNA kodujici luficerdzu, Luciferase GL2

Microsynth AG

siRECQ5 5’-CAGGUUUGUCGCCCAUUGGAA-3’ Microsynth AG

Za ucelem nabohaceni exprese proteinu RECQS5 byl pouZit plazmid nesouci cDNA

kodujici dany protein. Informace o plazmidu a kontrolnim plazmidu uvadi tabulka 4.1.5b.

Tab. 4.1.5b: Seznam pouZitych plazmidl v¢etné podrobnéjsich informaci a vyrobce.

Nazev Informace Vyrobce
GFP plazmid pEGFP-C1 exprimujici GFP Clontech
pEGFP-C1- hRecQBS - plazmid pEGFP-C1 D orets
RECQS5-GFP s vlozenou ¢cDNA kodujici lidsky protein RECQS, .
Ay (Kanagaraj et al.
klonovaci mista EcoRI/Xhol 2010)
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4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bunéénych kultur

V ramci této diplomové prace byly vyuzivany bunééné linie U20S nebo HEK293
v zavislosti na typu experimentu. Oba typy bunécnych linii byly vzdy kultivovany v médiu
D-MEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) obohaceném o 10% fetalni hovézi sérum
a 1% smés antibiotik penicilin a streptomycin. Bunécné kultury byly udrzovany v inkubatoru
za teploty 37 °C, v 5% atmosféte CO> a pti 95% vlhkosti. Bunécné kultury byly rekultivovany
v pravidelnych intervalech tak, aby nedoslo k navyseni populace bunék nad moznou kapacitu.
Buniky byly vzdy nejprve zbaveny starého média, dale oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS)
o teploté¢ 37 °C a k jejich odd¢€leni od podkladu byl pouzito ptsobeni roztoku trypsin/EDTA.
Po jeho kratkém ptisobeni bylo pfidano médium ptedehtaté na 37 °C, buiiky byly roziedény
(poptipad¢ spocitany za pomoci Biirkerovy komirky) avysety na novou misku. Pro
imunofluorescen¢ni analyzu bylo vzdy vyseto piiblizné¢ 150 000 bun¢k U20S na jamku
6-jamkovych desek (1 jamka — 9,6 cm?), na 10 mm sterilni kryci skli¢ka. Pro izolaci proteinti
a jejich analyzu pomoci SDS-PAGE a imunoblotu byly buitky HEK293 (bylo vyseto pfiblizné
400 000 bungk) kultivovany také v 6-jamkovych deskach (1 jamka — 9,6 cm?). Pfi¢emz na
ptipravu jednotlivych vzork pro SDS-PAGE byly v piipadé¢ ziskani celkového bunééného
lyzatu pouzity buiiky jednotlivych jamek, v ptipad€ izolace chromatinové frakce byly pouzity

buriky ze dvou jamek (celkova plocha 19,2 cm?).

4.2.2 Ozarovani bunék a ovlivnéni bunéénych kultur chemikaliemi

Bunééné kultury U20S byly hodinu pied fixaci bun¢k ozafovany gama-zarenim
o celkové sile 2 Gy. Thned po ozarfeni bylo vyménéno médium v bunécné kulture za Cerstve
(ptedehtaté na 37 °C). Vzorky bunék pak byly po dobu jedné hodiny kultivovany v inkubétoru
(37 °C).

Transkripce byla v bunéénych kulturdch inhibovana ptisobenim cordycepinu, ktery byl
k bunkém ptidan ve vysledné koncentraci 50 uM, a to bud’ 2 hodiny pted sklizenim v ptipadé
HEK?293 piipravovanych pro SDS-PAGE a imunoblot, nebo 3 hodiny pted fixaci v piipade

U20S ptipravovanych pro imunofluorescenéni mikroskopii.
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Replikace DNA byla v bunécnych kulturdch inhibovana ptisobenim hydroxyurey
o vysledné koncentraci 2 mM, ktera byla k HEK293 buiikdm ptidana 16 hodin pfed sklizenim.

4.2.3 RNA interference — transfekce bunék siRNA

Kultury bunék HEK293 nebo U20S byly pii 30—40% konfluenci (bunky pokryvaly
ptiblizn¢ 30—40 % povrchu kultivacni nddoby) transfekovany vybranymi siRNA pomoci
transfek¢niho ¢inidla Lipofectamine RNAiMax dle instrukci vyrobce.

Pro transfekci bunék v 6-jamkovych deskach (1 jamka — 9,6 cm?) byly piipraveny dvé
smési. Jedna smés obsahovala 200 pl média Opti-MEM a dany objem koncentrované siRNA
tak, aby konec¢né koncentrace siRNA plsobici na buiiky byla 10 nM ¢i 20 nM (konkrétné viz
jednotlivé experimenty). Druha smés obsahovala 200 pl média Opti-MEM a 4 pl transfekéniho
¢inidla RNA-iIMAX. Oba roztoky byly jednotlivé promichany a nasledné smichany tak, ze ke
smési obsahujici siRNA byla pfidana smes s RNA-IMAX, vysledny transfekéni roztok byl
dikladn€ promichén a byl ponechéan k inkubaci po dobu 15 minut.

U danych bunéénych kultur bylo ponechdno pouze piiblizné 1,6 ml kultiva¢niho
média. Po inkubaci byl vysledny transfekéni roztok (400 pl) pfidan k dané bunécéné kultute,
roztoky byly opatrné promiseny (tak, aby nedoslo k uvolnéni bun€k z povrchu), vysledny
objem média obohaceného o smés byl tedy pfiblizn€ 2 ml.

Pouzité siRNA a jejich koncentrace jsou pfesn¢ uvedeny dale v textu u konkrétnich
vysledkd. Bunécné vzorky byly sklizeny (v ptipad¢ vzorki pro SDS-PAGE), nebo fixovany
(v ptipad€ vzorkl pro imunofluorescenci) po 48, nebo 60 hodinach od ptidani transfekéniho

¢inidla.

4.2.4 Transfekce bunék plazmidem

Kultury bunék HEK293 nebo U20S byly v 6-jamkovych deskach transfekovany
vybranym plazmidem pfi ptiblizn¢ 40—50% konfluenci bunék.

Byl pfipraven transfekéni roztok o slozeni (jednotlivé latky byly pfidavany

v uvedeném potadi): 250 pl média Opti-MEM, 2 ng vybraného DNA plazmidu a 4 pl
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transfekéniho c¢inidla TransIT-2020 Reagent. Vysledny transfekéni roztok byl dukladné
promichéan a ponechan k inkubaci po dobu 15 minut. Po inkubaci byl transfekéni roztok ptidan
ke stdvajicimu médiu (pfiblizn€ 2 ml) dané bunécéné kultury, médium a roztok byly opatrné
promiseny tak, aby nedoslo k uvolnéni bun€k z povrchu.

Pouzité plazmidy jsou uvedeny dale v textu u konkrétnich vysledkt. Bunécné vzorky
byly sklizeny (v ptipad¢ vzorkii pro SDS-PAGE) po 48 hodinach od pfidani transfekéniho

roztoku.

4.2.5 Neprimé imunofluorescencni znaceni proteini a urceni fize bunécného

cyklu

Konkrétni proteiny v buiikdch byly vizualizovany prostfednictvim nepfimého
imunofluorescencniho znaceni a nasledného sniméani pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Pro
tyto ucely byly buiiky pfi rekultivaci vysety vzdy na sadu krycich skli¢ek o priméru 10 mm.
Transfekce bunék siRNA nebo DNA plazmidem, ozafovani, ¢i ovlivnéni bunék chemickymi
slouceninami pak byly provedeny tak, jak je uvedeno v ptedchazejicich kapitolach.

Po uplynuti casovych interval (zvolenych podle ovlivnéni bunék danymi
chemikaliemi, siRNA ¢i plazmidy) byly buiiky fixovany. Jednotlivd sklicka byla nejprve
separovana do jednotlivych jamek plastové 24-jamkové misky (jamky obsahovaly 0,5 ml
kultivacniho média s FBS). Bylo odsato médium a sklicka s buitkami byly opatrné€ oplachnuty
1 ml PBS pufru. Po odsati PBS pufru bylo do jamek ptfidano 0,5 ml 4% paraformaldehydu
v PBS, ktery byl ponechan k piisobeni (stabilizace a fixace) 15 minut. Paraformaldehyd byl
nasledné v jamkéach nahrazen vymraZenym metanolem o objemu 0,5 ml, miska se skli¢ky byla
na 20 minut umisténa do -20 °C, kdy dochazelo k postupnému odvodnéni bunék. Poté byla
sklicka ttikrat oplachnuta 1 ml PBS pufru. Pfed inkubaci s primarni protilatkou byla sklicka
inkubovéna s 1% BSA v PBS (0,5 ml/jamka) na dobu 5 minut, kvili zablokovani mist
s potencialnimi nespecifickymi vazbami.

Nepiimé fluorescencni znaceni proteinii ve fixovanych builkkdch bylo provedeno
prostfednictvim oznaceni téchto proteinli specifickymi protildtkami. Nejprve byly fixované
buniky na sklickach vystaveny plisobeni roztoku BSA s tzv. primarnimi protilatkami, které jsou

specifické viici konkrétnimu proteinu (pouzité protilatky a jejich koncentrace viz kapitola 4.1.4
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Protilatky). 20 pl roztoku 1% BSA v PBS s danymi primarnimi protilatkami bylo napipetovano
na vrstvu parafilmu a nasledné byla na kapénky roztoku opatrné polozena sklicka. Inkubace
bunék s roztokem protilatek probihala po dobu 90 minut ve tmé. Po uplynuti doby inkubace
byla sklicka pfenesena zpét do jamek plastové misky a byla tfikrat oplachnuta 1 ml pufru PBS
(inkubace v PBS béhem oplachu trvala vzdy 3 minuty), ¢imz doslo k vymyti piebytecnych
molekul protilatek.

Primérni protilatky specificky navazané na dané proteiny v buitkédch byly nasledné
oznaceny tzv. sekundarnimi protilatkami nesoucimi fluorescencéni znacku. Tyto protilatky
vykazuji specifickou vazbu vici protilatkdm konkrétniho organismu (pokud byla napiiklad
pouzita jako primarni mysi protilatka vii¢i proteinu BRCA 1, byla nésledn¢ pouzita sekundarni
protilatka interagujici pouze s mySimi protilatkami). Znaceni sekundarni protilatkou probihalo
obdobné jako v pfipad€é primarnich protilatek (20 pl roztoku 1% BSA v PBS s danymi
protilatkami), inkubace probihala po dobu 30 minut, nasledovalo vymyti pifebyte¢nych
molekul protilatek prostfednictvim PBS pufru.

Pro vizualizace bunécnych jader bylo vyuzito barveni DNA pomoci 0,5 ml roztoku
DAPI o koncentraci 1 pg/ml po dobu 2 minut, nasledovalo vymyti ptebyte¢ného roztoku DAPI
destilovanou vodou a ponechani sklicek k vyschnuti. Suchd sklicka s buikami byla na
podlozni sklicka upevnéna pomoci montovaciho ¢inidla Vectashield (vzdy 1,6 pl).

Pro urceni faze bunécéného cyklu bylo vyuzito zna¢eni DNA pomoci EdU, analogu
tymidinu (5-etyl-2'-deoxyuridin) a tzv. click reakce. 25uM EdU bylo pfidano k ptisluSnym
vzorklim vZdy 1 hodinu pfed fixaci bunék. EAU se do nové syntetizované DNA inkorporovalo
misto tymidinu u prave se replikujicich, tedy S-faznich bunék. Po uplynuti dané doby ptisobeni
byly bunétné vzorky fixovany. Po fixaci buné€k, pfed inkubaci bunék s primarnimi
protilatkami, navazovalo (v pfipad¢ urceni faze cyklu pomoci EdU) oznaceni inkorporovanych
tymidind v DNA bunék pomoci click reakce. Po odsati BSA bylo ke vzorkiim pfidano 250 pl
reakéni smési a vzorky byly inkubovany po dobu 30 minut ve tmé. V pribéhu inkubace
dochazelo k redukci médnatych iontl ze siranu médnatého (CuSO4) na ionty médné
prostiednictvim redukéniho €inidla askorbatu (ADD), méd’né ionty katalyzovaly vznik vazby
mezi alkylovou skupinou EdU (inkorporovaného v DNA) a azidem oznac¢enym fluorescencni
znaCkou Alexa647. Timto zplisobem byla fluorescencéné oznacena DNA s inkorporovanymi

EdU molekulami, tedy buiniky prochazejici replikaci. Po inkubaci nasledovalo opakované
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promyti sklicek s fixovanymi buiikami pomoci 0,5 ml roztoku BSA a znaceni proteini pomoci

primarnich protilatek).

4.2.6 Fluorescen¢ni mikroskopie a kvantifikace proteinovych fokusi v jadrech

Imunofluorescencné znacené proteiny v bunkach byly vzdy nejprve snimany pomoci
bézného fluorescenéniho mikroskopu Leica DM 6000B vybaveného barevnou kamerou DFC
490. Tento krok byl dllezity pfedevSim pro kontrolu navazani (oznaceni) specifickych
protilatek na proteiny. Jako ptiklad lze uvést, Ze znacené proteiny BRCA1 ¢i RECQ5 jsou
proteiny jaderné, pokud by tedy pfi sniméni pod mikroskopem bylo pozorovano, Ze doslo
k nespecifické vazbé protilaitek na cytoplazmatické proteiny, byla v prubéhu postupu
pravdépodobné provedena chyba a experiment bylo potieba opakovat. Fixovana skli¢ka byla
sniména pomoci objektivu 40x. Pomoci tohoto mikroskopu byly pofizeny i reprezentativni
obrazky.

V ptipadé, ze nebylo pozorovano nespecifické znaceni a proteinové fokusy vykazovaly
adekvatni charakter, byly fixované bunky podrobeny analyze pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu Olympus IX70 vybaveného zobrazovaci platformou ScanR. Jedna se o mikroskop
propojeny se softwarem, ktery vzdy ve vybranych kandlech fluorescencéniho spektra snima
nékolik stovek pozic na daném skli¢ku s fixovanymi bunikami, sniméno bylo prostiednictvim
objektivu 40x (celkové zvétSeni snimki je tedy 40/1,3 N. A., numerickd apertura). Ziskané
snimky byly néasledné analyzovany pomoci pfidruZeného softwaru (Analysis ScanR software).
Nejprve bylo potieba na snimcich definovat jadra bunék, toto bylo umoznéno na zékladé
signalu DAPI navdzaného na DNA. Z determinovanych jader byla posléze vybrana pouze ta,
ktera odpovidala buitkam aktudln¢€ neprochéazejicich mitézou, coz bylo provedeno na zaklad¢
definice adekvatni plochy jaddra a faktoru cirkularity jader. U takto vybranych jader byl
nasledné sledovan pocet proteinovych fokusti (mist, kde byl dany protein vyrazné nabohacen
a obvykle vytvarel cirkularni struktury), a to analyzou snimka stejnych pozic na sklicku
snimanych v riiznych kanélech fluorescen¢niho spektra. Pomoci softwaru byly identifikovany
a spocitany fokusy oznacenych proteinit ve vybranych jadrech (spot detection modul). Pro
fokusy jednotlivych proteinti byla vzdy definovana specifickd kriteria, tedy maximalni

a minimalni velikost fokusu a kanal fluorescenc¢niho spektra (naptiklad protein BRCA1 byl
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nepiimo oznacen specifickou sekundarni protildtkou fluoreskujici pii zafeni o vlnové délce

568 nm). Timto zptisobem byly spocitany fokusy v nékolika tisicich bunék (obr. 4.2).
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Obr. 4.2: Imunofluorescen¢ni analyza a kvantifikace proteinovych fokusi v jadrech bunék v riznych
fazich bunécného cyklu: (A) priklad analyzy snimku bunék U20S, DAPI — jadro, které je vybrano na zakladé
signalu DAPI a faktoru cirkularity, je oznaceno zelenym ohrani¢enim, EAU — jadro buiiky o vysoké intenzité
EdU, tedy jadro bunky prochazejici S-fazi, je zelené ohrani¢eno, BRCA1 — vybrané proteinové fokusy BRCAL1
jsou modfe ohraniCeny; (B) graf zavislosti intenzity signadlu EdU na intenzité signalu DAPI, kde jsou bunky

(jadra) rozdé€leny podle intenzity signalu DAPI a EdU na G1-fazni, S-fazni a G2-fazni.

V nékterych piipadech bylo potieba rozliSit fazi bunééného cyklu bunék, coz bylo
umoznéno na zakladé méfeni intenzity signalu DAPI (odrazZejici celkové mnoZstvi DNA)
a intenzity signdlu EdU v jadrech. Detekované bunky (respektive jadra) byly rozdé€leny do tii
kategorii: buiikky v G1-fazi, jez vykazovaly niz§i intenzitu DAPI a minimélni intenzitu EdU;
bunky v S-fazi, které vykazovaly vyssi intenzitu DAPI a vyssi intenzitu EdU; buniky v G2-fazi
s vysokou intenzitou DAPI a minimélni intenzitou EdU (viz obr. 4.2 B). Kvantifikace
proteinovych fokusii probihala obdobné¢ jako u bunék bez rozdéleni dle bunééného cyklu, s tim
rozdilem, Ze pomoci softwaru bylo mozné identifikovat bunéénou fazi bunky i pocet

proteinovych fokust v jejim jadie.
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Na zéklad¢ dat ziskanych pomoci softwaru Analysis ScanR byl posléze stanoven pocet
bunék s vice nez 10 fokusy daného proteinu v jadie a ndsledné bylo vypocitdno procentudlni
zastoupeni bunék s vice nez deseti fokusy ze vSech determinovanych bunék (spliujicich dana
kriteria). Pfipadné bylo vypocitano procentudlni zastoupeni bunék s vice nez deseti fokusy
daného proteinu u bunék v konkrétni bunécné fazi. Experimenty byly opakovéany vzdy tiikrat.

Z téchto vysledkl byl vypocitan aritmeticky pramér a stanovena smérodatna odchylka.

4.2.7 Priprava celkového bunééného lyzatu, izolace chromatinové frakce a méreni

koncentrace proteini

Pro studium relativniho mnozstvi proteind v buiikach a vlivu riznych podminek na
expresi proteint byl v rdmci diplomové praci vyuzivan imublot. Pro tyto ucely byly bunky pii
rekultivaci vysety vzdy do jednotlivych jamek 6-jamkové desticky. Transfekce bunék siRNA
nebo DNA plazmidem, ozatfovéni ¢i ovlivnéni bunék chemickymi slouceninami pak byly
provedeny tak, jak je uvedeno v predchazejicich kapitolach.

Po uplynuti casovych intervali (zvolenych podle ovlivnéni bunék danymi
chemikaliemi, siRNA ¢i plazmidy) byl ze sklizenych bunék ptipraven bud’ celkovy bunéény
lyzat, nebo byla izolovana pouze chromatinovéa frakce bun€k. Postup sklizeni bun&tnych
kultur byl obdobny jako pii jejich rekultivaci: médium bylo odsato, buiiky byly oplachnuty
predehiatym PBS (1 ml/jamka), vystaveny ptusobeni roztoku trypsin/EDTA po dobu 3 minut
(0,3 ml/jamka), nasledn¢ byly buiikky uvolnény z povrchu misky lehkym poklepem a bylo
pfidano predehiaté médium (1 ml/jamka). Buiikky byly z jednotlivych jamek odebrany do
jednotlivych mikrozkumavek (pro ptipravu celkového lyzatu), nebo byly smichany bunky
dvou jamek (se stejnymi podminkami ristu) a odebrany do mikrozkumavky (pro piipravu
chromatinové frakce). Nasledné byly smésy v mikrozkumavkach centrifugovany (centrifuga
s vykyvnym rotorem), a to po dobu 1 minuty, pfi tthovém zrychleni 300 g a za teploty 4 °C.
Timto byla ziskana peleta bunék, zbylé médium bylo odsato a dalsi postup byl proveden za
neustalého chlazeni bun€k na ledu.

V ptipadé€ ptipravy celkového bunécného lyzatu bylo na peletu naneseno 150-200 pl
(dle velikosti pelety) vychlazeného lyzaéniho pufru, v némz byla peleta resuspendovana

a lyza¢ni pufr byl ponechéan k piisobeni po dobu 10 minut za chlazeni na ledu.
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V ptipad¢ izolace chromatinové frakce byla ziskana peleta resuspendovana ve
frakcionacnim pufru A (100-150 pl dle velikosti pelety) doplnéného digitoninem (1 mg/ml)
tésné pred zapocetim experimentu, smés byla ponechana k plisobeni po dobu 5 minut za
chlazeni na ledu, posléze byla smés centrifugovana po dobu 4 minut, pii 4 °C a pii 1500 g.
Ziskany supernatant byl odebran a peleta byla resuspendovana ve 100150 pl frakciona¢niho
pufru A bez digitoninu, smés byla opét centrifugovanapo dobu 4 minut, pii 4 °C a pii 1500 g.
Ziskany supernatant byl odebran a peleta byla resuspendovana ve 50—-150 ul frakcionaéniho
(hypotonického) pufru B, nasledné byl pufr ponechéan k ptisobeni po dobu 15 minut za chlazeni
na ledu. Déle byla smés centrifugovana po dobu 5 minut, pii 4 °C a pii 2000 g, opatrné byl
odstranén supernatant a na peletu bylo opatrné¢ naneseno 50—100 pl frakcionaéniho pufru B.

V piipad€ obou postupii nasledovalo rozbiti DNA pomoci ultrazvuku, tzv. sonikace.
Sonikace byla provadéna opakované (3—5x sonikaéni sondou, délka pulzu 10 vtefin, amplituda
2-5 mikronil) do dostatecného rozruseni DNA, pfi¢emZ mezi opakovanimi byly vzorky
chlazeny na ledu. Koncentrace proteini ve vzorcich byla stanovena nepfimou metodou dle
Bradfordové. Do spektofotometrickych kyvet bylo pridano 200 pl ¢inidla Bradfordové, 800 ul
destilované vody a vzdy 10 pl standardu, nebo 1 pl ziskaného vzorku. Nésledné byla métena
absorbance pii 595 nm ve spektrofotometru. Nejprve byla sestavena koncentracni fada
prostfednictvim standardii (roztokti o dané koncentraci proteinli) a stanovena kalibra¢ni
kiivka. Na zadkladé¢ vypoctu dle standardizované kalibra¢ni kiivky pak byla odectena
koncentrace proteinli u danych ziskanych vzorkl. Stanovend koncentrace byla vzdy
zaznamenana pro vypocet objemu nanasky vzorku na SDS-PAGE tak, aby na gel bylo
nandSeno vzdy stejné mnozstvi celkového proteinu. Vzorky byly nasledné pfipraveny na
elektroforetickou separaci — ke vzorku bylo pfidano adekvatni mnozstvi vzorkového roztoku
pro SDS-PAGE, smés byla promichana a povatena pii 93 °C po dobu 5 minut. Vzorky byly

pro dalsi vyuziti uchovavany pii -20 °C.
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4.2.8 SDS-PAGE

Proteiny ziskanych vzorkli byly rozdéleny na zdkladé molekulové hmotnosti
prostfednictvim  elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (PAGE) za pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS). Pti SDS-PAGE byly vyuzivany vzdy dva gely — zaostfovaci
a délici gel (slozeni gelli viz tabulka 4.1.3b). Ve vSech pfipadech, kdy byl piedmétem
zkoumani protein BRCA1, byl jako délici gel pouzit gel gradientovy (4—12%).

Elektroforetickd separace v polyakrylamidovém gelu byla provedena dle obvyklych
postupil ve specialni elektroforetické komurce naplnéné pufrem pro SDS-PAGE. Do jamek
byly nanaSeny jednotlivé vzorky celkovych lyzath nebo chromatinovych frakei bunck
obohacené o vzorkovy roztok, bylo naneseno vzdy stejné mnozstvi proteinovych vzorkl (od
40 pg po 100 pg proteint, dle koncentrace). Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzivan
znaceny proteinovy zebiicek, PageRuler Plus Prestained Protein Ladder. Elektroforeticka
separace probihala pii konstantnim elektrickém napéti 90 V (pfi prichodu proteina
zaostfovacim gelem) ¢i 120 V (pfi separaci proteini v délicim gelu) a pfi maximalni vysi

elektrickém proudu 400 mA, ptiblizn¢ po dobu 2 hodin.

4.2.9 Imunoblot a jeho obrazova analyza

V ramci diplomové praci byly vyuzity dvé varianty western blotu (pfenos proteinlt
z gelu na membranu v elektrickém poli), a to ,,mokra“ a,polosuchd* varianta. V obou
variantach western blotu byly pouzity polyvinylidenfluoridové membrany (PVDF, GE
Healthcare) aktivované vychlazenym metanolem po dobu 3 minut, dvé sady tfi filtratnich
papirt namocenych do transferového pufru pro imunoblot a délici polyakrylamidovy gel se
separovanymi proteiny.

V ptipad¢ ,,mokré* varianty byla vyuzita standardni aparatura naplnéné transferovym
pufrem pro western blot, transfer proteinii z gelu na membranu probihal po dobu 1,5 hodiny
pfi konstantnim elektrickém proudu 400 mA. ,,Polosuchéd* varianta western blotu byla obvykle
vyuzivana v piipadech, kdy byl pfedmétem zdjmu protein BRCAIL. Opét byla vyuzita
standardni aparatura a transfer proteinii z gelu na membranu probihal po dobu 1 hodiny

a 45 minut pfi konstantnim elektrickém proudu 140 mA na jeden gel.
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Po ukonceni transferu byly membrany pifeneseny do roztoku Ponceau S kvuli
vizualizaci pfeneseni proteind, kde byly po dobu 5-10 minut inkubovany. Veskera inkubace
membran probihala za neustalého promichévani. Po zdokumentovani a opakovaném vymyti
barviva Ponceau S pufrem TBST byly membréany po 30 minut inkubovany v 3% roztoku BSA
s TBST, nebo v 5% roztoku mléka s TBST (€4st membrany s proteinem BRCA1), a to
z diivodu blokovéani mist na membrané s potencidlnimi nespefickymi vazbami. Néasledné byly
membrany nafezdny dle molekulové hmotnosti studovanych proteind. Jednotlivé c¢asti
membrany pak byly inkubovany s natedénymi (v pufru TBST; v 3% BSA s TBST ¢i
v 5% mléce sTBST) primdrnimi protilatkami specifickymi vii¢i danému proteinu
(imunoblot). Inkubace probihala pies noc pii 4 °C. Nasledovaly vymyti piebyte¢né primarni
protilatky z membrany pomoci pufru TBST, inkubace (30 minut) ¢asti membrany se
specifickou sekundarni protildtkou spojenou s kienovou peroxiddzou a vymyti piebytecné
sekundarni protilatky (pouzité protilatky viz tabulka 4.1.4a). Detekce proteinii na membrang
pak byla umoznéna diky aplikaci chemiluminiscencniho substratu (standardniho nebo se
zvySenou citlivosti — Femto), ktery byl kienovou peroxidazou navazané sekundarni protilatky
pfeménén na produkt uvoliujici zafeni. Zatfeni bylo zachyceno filmem a vizualizovéno
prostfednictvim vyvolani filmu v pfistroji.

Vysledné snimky membran po imunoblotu byly podrobeny obrazové analyze
v programu ImageJ. Byla zméfena intenzita signalu nepiimo vizualizované¢ho proteinu na

filmu, ktera odraZi jeho mnoZstvi na membrané.
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5. VYSLEDKY

5.1 SniZeni exprese geniit RECQS5 a BRCA1 pomoci RNA interference

Lokalizace proteinu RECQS5 v replikacnich fokusech byla popsana jiz diive (Kanagaraj
et al. 2006), avsak jeho piesna uloha v procesu replikace DNA neni znama. Abychom mohli
studovat, zda je protein RECQS5 dilezity pro reparacni procesy probihajici na zastavenych
replikacnich vidlicich, bylo potfeba vytvofit nastroj, kterym bychom u¢inn¢ snizili expresi
tohoto proteinu. Rozhodli jsme se pro pouziti RNA interference, konkrétné¢ malych
interferujicich RNA (siRNA). V programu siRNA Wizard v3.1 jsme vybrali siRNA proti
RECQS5 a v programu NCBI BLAST jsme ovéfili, ze tato siRNA neni cilena proti oblasti
RECQ5 mRNA, ktera by vykazovala homologii s jinym genem ¢i sekvenci v lidském genomu.
Jako druhy alternativni pfistup jsme se rozhodli vyzkouset tzv. esiRNA, (MISSION® esiRNA,
Sigma-Aldrich). esiRNA je smés vice siRNA, které jsou komplementarni k riznym mistim
cilové mRNA, coz zajiStuje vétsi specificitu RNA interference. Zaroven je koncentrace
jednotlivych siRNA ve smési nizka, a tak je minimalizovano riziko vedlej$ich ucinki.

Buiiky linie HEK293 byly transfekovany siRNA nebo esiRNA proti RECQS5 (oznacené
jako siRECQ5 a esiRECQ5, specifikace jsou uvedeny v kapitole 4. Material a metody, tabulka
4.1.5a). Jako kontrolni siRNA (siKont.) byla pouzita siRNA interferujici s mRNA kodujici
luciferazu, ktera se v sav€ich buiikach nevyskytuje. Tato siRNA byla jako kontrola dale
pouzita ve vSech naslednych experimentech vyuzivajicich RNA interferenci. Z bunék
sklizenych 48 hodin po transfekci byly pfipraveny celkové bunécné lyzaty, které byly
separovany pomoci SDS-PAGE. Proteiny byly déle pfeneseny na membranu PVDF metodou
western blot a hladiny proteini RECQS5 a Lamin B, jenz slouzil jako kontrola nanasky, byly
detekovany pomoci specifickych protilatek.

Transfekce bunék HEK293 jak siRECQS, tak esiRECQS5 vedla k vyraznému snizeni
hladiny proteinu RECQS5 oproti buiikdm transfekovanym kontrolni siRNA (viz obr. 5.1 A).
V dalsich experimentech jsme tedy vyuzivali oba ptistupy — siIRECQS5 1 esiRECQS5, které nam

umoznily studovat buné¢né fenotypy navozené depleci proteinu RECQS5.
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V ramci této prace jsme se zaméfili také na protein BRCA1, ktery je nejen zapojen do
oprav poskozené DNA, ale také pfispiva ke stabilizaci zastavenych replikacnich vidlic
a k jejich restartu (Schlacher et al. 2012). Chtéli jsme zjistit, zda dochazi ke vzajemnému
ovlivitovani proteinit RECQS5 a BRCAT a zda jsou tyto proteiny zapojeny do stejnych procest.
Abychom mohli sledovat zmény v bunkéach zpiisobené depleci proteinu BRCAT1, vyuzili jsme
opet RNA interferenci. Testovali jsme celkem tfi rizné siRNA cilené na mRNA kodujici
protein BRCA1 — siBRCA1 #1, siBRCA1 #2 (obé dle publikovanych zdroji) a siBRCA1 #3
(dostupna v laboratofi; specifikace pouzitych siRNA viz tabulka 4.1.5a).

A B

130 KD 2

RECQ5 . _ ! BRCA1

250 kD2 m—

— 70 KD s _
o | Lamin B a ‘ Lamin B

Obr. 5.1: SniZeni exprese RECQS5 a BRCA1 pomoci RNA inteference, (A) RECQS5, imunoblot,
vzorky celkového bunééného lyzatu bunék HEK293 transfekovanych siRECQS5 nebo esiRECQS5
o finadlni koncentraci 10 nM, nebo kontrolni siRNA (siKont.) o finalni koncentraci 10 nM, vzdy
po dobu 48 hod., Lamin B — kontrola nanasky; (B) BRCA1, imunoblot, vzorky celkového
bunééného lyzatu HEK293 bunék transfekovanych siBRCAT1 #1 ¢i #2 o finalni koncentraci 20 nM,
siBRCA1 #3 o finalni koncentraci 10nM, nebo kontrolni siRNA (siKont.) o finalni koncentraci
10 nM, vzdy po dobu 48 hod., Lamin B — kontrola nanasky.

70 kD2 s

Testovani snizeni exprese proteinu BRCA1 bylo provedeno obdobné jako v ptipadé
vyse uvedeného snizeni exprese proteinu RECQS. Protein BRCA1 je relativné velky protein,
jehoz predikovana velikost je 220 kDa, avSak gelem pii SDS-PAGE putuje pti 250 kDa. Pii
pilotnich experimentech ptenosu proteinu BRCA1 na membranu a jeho nasledné detekci se
vyskytla cela fada problémi. Kromé optimalizace transferu na membranu jsme testovali fadu
komeréné¢ dostupnych protilatek, nez byla detekce BRCA 1 uspésnd. Vysledny imunoblot (obr.
5.1 B) ukazuje dramatické snizeni hladiny proteinu BRCA1 ve vzorcich bunék HEK293
transfekovanych siBRCA1 #1, siBRCA1 #2, nebo siBRCAl #3 oproti buikdm
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transfekovanym kontrolni siRNA. V naslednych experimentech jsme pro depleci proteinu

BRCAT1 v bunikach pouzivali zejména siBRCA1 #1 (dale siBRCA1).

5.2 Vliv helikazy RECQS na funkci proteini podilejicich se na opravé
poskozené DNA

Cilem prvotnich experimentd bylo zkoumat spojitost mezi helikaizou RECQS5
a proteiny podilejicimi se na reparaci DNA. Li et al. v roce 2011 ukézali, ze deplece RECQS5
vede k akumulaci dvoutetézcovych zlomi DNA vznikajicich béhem replikace a ze se tyto
zlomy objevuji v zavislosti na probihajici transkripci (Li et al. 2011). V nasi laboratoii bylo
zjisténo, ze helikdza RECQS5 asociuje s transkripénim komplexem v mistech, kde probiha
replikace. Vysledky nasi laboratoie spolu s daty prezentovanymi ve ¢lanku Li et al. 2011
naznacovaly, Ze je helikdza RECQS5 zapojena do oprav replikacnich vidlic po jejich kolizi
s transkripénim aparatem (Urban ef al. 2016).

V ramci této diplomové prace bylo nejprve studovano, zda je helikdza RECQS5
zapojena do oprav replikacnich vidlic po jejich srazce s transkripénim komplexem v procesu
zahrnujicim 1 néktery z proteintll, u né¢hoZ je zndmo, Ze se podili na rozpoznavani ¢i opravé
poskozené DNA. Vybrali jsme proteiny 53BP1 a BRCAI, které jsou zapojeny v rozdilnych
mechanismech reparace dvouvlaknovych zlomt. Protein 53BP1 (p53-binding protein 1)
vykazuje asociaci s poSkozenou DNA a zahajuje opravu dvouretézcovych zlomtit DNA pomoci
nehomologniho spojeni zlomenych koncii DNA (Nakamura et al. 2006). Protein BRCA1
zajiStuje opravu dvoufetézcovych zlomi DNA pomoci homologni rekombinace a je znamo,
Ze je zapojen do oprav zastavenych replikacnich vidlic (Scully ef al. 1997; Schlacher et al.
2012). Jiz za standardnich fyziologickych podminek lze v bunikach pozorovat akumulaci jak
proteinu BRCA1, tak i proteinu 53BP1 ve formé ohnisek, tzv. fokusti. Mnozstvi a intenzita
téchto fokusti vSak rapidné vzristd pfi podminkach vyvolavajicich poSkozeni DNA (napf.
ionizujici zateni) (Chapman et al. 2012).

Schopnost proteinti S3BP1 a BRCAL1 tvofit fokusy v misté poskozeni DNA v jadrech
bun¢k jsme nejprve overili a kvantitativné analyzovali v nasem systému za vyuZiti

fluorescenéniho mikroskopu a softwaru Analysis ScanR. Byly zkoumany neovlivnéné bunky
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linie U20S a bunky ozafené gama zatfenim o intenzité 2 Gy, které indukovalo poskozeni DNA.
Dané proteiny byly ve fixovanych buiikach detekovany pomoci specifickych protilatek
a nepiimé imunofluorescence. Vzorky byly snimany v plné¢ automatizovaném moddu na
fluorescen¢nim mikroskopu Olympus IX70 vybaveném zobrazovaci platformou ScanR.
Ziskané snimky byly analyzovany pfidruzenym softwarem (Analysis ScanR software). Jadra
bunck byla definovana na zéklad¢ signalu DAPI a s pomoci softwaru (spot detection modul)
v nich byly determinovany a kvantifikovany fokusy dané¢ho proteinu. Poté bylo stanoveno
procentualni zastoupeni bun€k, u nichz byl pocet fokusti dané¢ho proteinu v jadie vétsi nez 10.
Experiment byl opakovan celkem ttikrat.

V bunkach U20S rostoucich za normalnich podminek jsme detekovali v priméru
2 fokusy proteinu 53BP1 na jadro, pticemz bunck, které mély vice nez 10 fokusti na jadro,
bylo méné nez jedno procento (0,6 % bunck, obr. 5.2 A; reprezentativni obrazky k naslednym
experimentlim jsou shrnuty v obr. 5.5). U bun¢k ozafenych 2 Gy jsme pozorovali dramaticky
nartst mnozstvi fokust 53BP1, kdy 90 % bunék mélo vice nez 10 fokust na jadro (obr. 5.2
A). Oproti nizkym poctim fokusi 53BP1 je piitomnost jadernych fokusi BRCAI1
v asynchronni populaci U20S bungk rostoucich za normalnich podminek vyrazné cast&;jsi,
primérny pocet fokust na jadro byl stanoven na 6. Detekovali jsme 24 % kontrolnich bunék
s vice nez 10 fokusy proteinu BRCA1. Pocet bunék s takto vysokym poctem fokustt BRCA1
vzrostl po ozateni na 45 % (obr. 5.2 B). Piestoze oba typy proteinovych fokust, S3BP1
1 BRCAI, jsou indukovany ozafenim, jejich rozdilné pocty v kontrolnich bunikach a mira
indukce po ozafeni naznacuji, Ze operuji v rozdilnych mechanismech.

Hypoteticky mizeme usuzovat, Ze protein S3BP1 je vyraznéji zapojen do rozpoznévani
a opravy dvoutetézcovych zlomti DNA navozenych iradiaci, zatimco BRCA1 se ve vyssi mife
podili na opravé poskozeni endogenniho ptivodu (napt. poskozeni spojené s replikaci DNA).
Avsak abychom mohli ur¢it, do jaké miry je tvorba fokusi BRCA1 nebo 53PBI proteint
ovlivnéna replikaci a zda by se mohlo jednat o ohniska oprav replika¢nich vidlic, zaméfili jsme

se na urceni faze bunécného cyklu, kdy k tvorbé téchto fokust dochézi.
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Obr. 5.2: Vliv iradiace na formovani fokusi proteini 53BP1 a BRCA1 v jadrech bunék
U20S; kvantitativni analyza fokust proteint S3BP1 (A) a BRCA1 (B) v jadrech buné¢k U20S
znaCenych nepfimou imunofluorescenci, provedend prostiednictvim softwaru pfidruzeném
k fluorescenc¢nimu mikroskopu; vyska sloupce ukazuje primérné procentudlni zastoupeni bunék
s vice nez 10 fokusy pfislu$ného proteinu v jadie ze vSech analyzovanych bunék; N — neovlivnéné
buiiky, IR — ozafené bunky (zafeni o sile 2 Gy), chybové usecky znaci smérodatnou odchylku.

K identifikaci faze bunééného cyklu bylo vyuzito znaceni nové syntetizované DNA
pomoci analogu tymidinu EdU a tzv. click reakce (viz kapitoly 4.2.5 a 4.2.6). Do média
bunécné kultury byl EAU o finalni koncentraci 25 pM ptidan vzdy 1 hodinu pted fixaci bunék.
K inkorporaci EAU dochazelo u pravée replikujicich, tedy S-faznich, bun€k. Bunky byly na
zékladé€ intenzity signalu DAPI (odréazejici celkové mnoZstvi DNA) a intenzity signadlu EAU
(pouze nové syntetizovana DNA) v jadrech rozdéleny na bunky v G1-fazi (nizsi intenzita
DAPI a minimélni intenzita EdU), S-fazi (vzristajici intenzita DAPI a EdU) a G2-fazi
(maximalni intenzita DAPI a minimalni intenzita EdU). Zbylé podminky byly zachovéany
a analyza byla provedena obdobné jako v pfedchozim experimentu. Procento bunék s vice nez
10 fokusy daného proteinu v jadie bylo u bunék jednotlivych fazi cyklu stanoveno zvlast.
Experiment byl opakovan trikrat.

Jen nepatrné mnozstvi bun€k rostoucich za normalnich podminek mélo vice nez
10 fokustt 53BP1, a to ve vSech studovanych fazich bunééného cyklu, coz je v souladu
s ptedchozimi experimenty (Gl-faze: 0,4 %, S-faze: 0,4 %, G2-faze: 1,08 % bunck). Po
ozéfeni se pocet bunék s vice nez 10 fokusy 53BP1 vyrazné zvysil, a to srovnatelné v bunikach
ve vSech studovanych fazich bunééného cyklu (G1-faze: 91 %, S-faze: 92 %, G2-faze: 80 %
bun¢k, obr. 5.3 A). Mira tvorby fokusti 53BP1 po ozafeni je tedy nezavisla na fazi bunécného
cyklu, ve které se bunka nachazi, a neni ovlivnéna probihajici replikaci DNA. V ptipadé
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fokust proteinu BRCA1 vsak detailni rozdéleni bunék dle jejich bunécné faze ukazalo, ze za
normdlnich podminek maji vice nez 10 fokusit BRCAI1 ptedevSim buiky v S-fazi (50 %
S-faznich bun¢k) a ¢ast bunék v G2-fazi (12 %) zatimco témer zadné v G1-fazi (0,1 %).
Fokusy tvofené v S-fazi pravdépodobné souvisi s ulohou proteinu BRCA1 v opravé
replikacnich vidlic (Scully et al. 1997; Schlacher et al. 2012). Po ozateni dochézi k navyseni
poctu bunék s vice nez 10 fokusy BRCAT1 ve vSech kategoriich (G1-faze: 6 %, S-faze: 84 %,
G2-faze 55 % bungk, obr. 5.3 B), pfi¢emz nejvyssiho procenta dosahuji buiiky v S-fazi. Tyto
vysledky naznacuji, ze protein BRCA1 je zapojen do oprav poskozeni DNA endogenniho

puvodu generovaného v prabehu replikace i oprav replikacnich vidlic zastavenych na zlomech

DNA vyvolanych iradiaci.
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Obr. 5.3: Formovani fokusi proteini 533BP1 a BRCA1 v jednotlivych fazich bunééného cyklu
u neovlivnénych a ozarenych bunék; kvantitativni analyza fokust proteini S3BP1 (A) a BRCA1
(B) v jadrech bunék U20S znacenych nepfimou imunofluorescenci provedena prostfednictvim
softwaru pfidruzeném k fluorescencnimu mikroskopu; vyska sloupce ukazuje prumérné
procentualni zastoupeni bunék s vice nez 10 fokusy pfislusného proteinu u bunék v jednotlivych
fazich cyklu, N —neovlivnéné bunky, IR — ozafené bunky (2 Gy), chybové usecky znaci
smérodatnou odchylku.
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V bunééné linii U20S, kde jsme experimentalné definovali pocty fokusti proteint
53BP1 a BRCAI1 za normalnich 1 stresovych (ozafeni) podminek, jsme v dalSich
experimentech sledovali vliv snizené exprese RECQS5 na tvorbu téchto fokusi. Cilem bylo
zjistit, zda existuje korelace mezi hladinou RECQ5 a tvofenim fokusti proteini 53BP1
a BRCA1 v bunécnych jadrech.

Bunky U20S byly transfekovany kontrolni siRNA, nebo esiRECQS5 po dobu 48 hodin
a ponechdny rist za normalnich podminek nebo byly ozéafeny 2 Gy jednu hodinu pied fixaci
a imunoznacenim. Kvantitativni analyza mikroskopickych dat probihala stejn¢ jako
v predchozim experimentu. Experiment byl opakovan tiikrat.

Z vyslednych grafti procentualniho zastoupeni bunék s vice nez 10 fokusy daného
proteinu v jadie (obr. 5.4) lze odecist, ze deplece RECQS5 ma minimalni vliv na formovani
fokusi 53BP1. U kultur rostoucich za normélnich podminek bylo v ptipadé¢ bunék
transfekovanych kontrolni siRNA identifikovano 0,6 % bunck s vice nez 10 fokusy 53BP1I,
v piipadé bunck transfekovanych esiRECQ5 pak 0,2 %. Po ozafeni bylo u bunék
transfekovanych kontrolni siRNA pozorovano 90 % bunék s vice nez 10 fokusy 53BP1, stejné
procento bylo identifikovano i u ozéfenych bunék transfekovanych esiRECQ5 (obr. 5.4 A).
V jadrech neovlivnénych bun¢k transfekovanych kontrolni siRNA, stejné tak v jaddrech bunék
rostoucich za normalnich podminek a transfekovanych esiRECQS5, byly pozorovany primérné
2 fokusy 53BP1 na bunééné jadro.

Deplece RECQS5 naopak vedla k poklesu tvorby fokust proteinu BRCA1 (obr. 5.4 B)
u bunék rostoucich za normdlnich podminek 1 téch ozafenych. Zatimco v piipadé
neovlivnénych bunék transfekovanych kontrolni siRNA jsme detekovali 24 % bunék s vice
nez 10 fokusy proteinu BRCAI, u bunék rostoucich za normalnich podminek
a transfekovanych esiRECQ5 jich bylo pouze 9 %. Pozorovali jsme také sniZzeni primérného
po¢tu BRCAT1 fokusi na jadro pfi sniZzeni hladiny proteinu RECQS5, a to na 3 fokusy na jadro
(neozaiené bunky). K poklesu formovani fokusi proteinu BRCA1 doslo po snizeni hladiny
RECQS5 helikdzy 1 v ozatenych builkach, konkrétné ze 45 % bunék s vice nez 10 fokusy
u kultur transfekovanych kontrolni siRNA na 27 % bunék u kultur trasfekovanych esiRECQS5.
Dle ¢lanku Li et. al. deplece RECQS5 zptisobuje nartst hladiny dvoutetézcovych zlomtt DNA
vzniklych beéhem replikace. Na zdkladé téchto dat se dalo predpokladat, Ze po depleci RECQ5

se zvysi poSkozeni DNA a bude dochéazet k navySeni zapojeni proteini podilejicich se na
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opravach zlomi DNA v mistech poskozeni, tedy i1 proteinu BRCA1 (bude pozorovano vice
fokust BRCA1). Nase vysledky ale ukazuji, ze snizena exprese RECQS5 vede ke snizeni tvorby
fokustt BRCA1. Coz naznacuje, ze tvorba fokustt BRCA1 je ¢aste¢né€ zavisla na pfitomnosti
RECQS5 helikazy. Jednim z moznych vysvétleni tohoto pozorovani je, Ze se protein RECQ5
pii problémech s postupem replikacni vidlice podili na procesech piedchazejicich formaci

fokust proteinu BRCAL.
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Obr. 5.4: Vliv deplece helikizy RECQS5 na tvorbu fokusi proteint podilejicich se na opravé
poskozené DNA, 53BP1 a BRCAL1; kvantitativni analyza fokust proteini S3BP1 (A) a BRCA1
(B) v jadrech bun¢k U20S znacnych nepfimou imunofluorescenci provedena prostfednictvim
softwaru pfidruzeném k fluorescencnimu mikroskopu; vysSka sloupce ukazuje primérné
procentudlni zastoupeni bun€k s vice nez 10 fokusy pfislusného proteinu u bunéck
transfekovanych kontrolni siRNA (siKont., o findlni koncentraci 10 nM, po dobu 48 hodin),
nebo esiRECQS5 (o finalni koncentraci 10nM, po dobu 48 hod.), N — neovlivnéné bunky,
IR — ozafené bunky (zafeni 2 Gy), chybové tsecky znac¢i smérodatnou odchylku.
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Reprezentativni snimky k vySe popsanym vysledkiim jsou souborné¢ ukazany na
obr. 5.5. Tento obrazek poskytuje srovnani poctu fokust proteinii S3BP1 a BRCA1 v buiitkach
U20S s normalni a snizenou expresi helikdzy RECQS5, které rostly za normalnich podminek
nebo byly vystaveny ozareni.

Tato data v souhrnu ukazuji, ze v buitkach vystavenych ionizujicimu zafeni dochézi
k dramatickému naristu poctu jadernych fokust proteinu 53BP1 i BRCA1 (zvySeni procenta
buné¢k s vice nez 10 fokusy). Mira tvorby fokusi proteinu 53BP1 v odpovédi na ozéieni nebyla
zéavisla na fazi bunécného cyklu ani na piitomnosti proteinu RECQS. Ziskana data ukazuji, ze
protein 53BP1, zprostiedkovavajici NHEJ, neni pravdépodobné zapojen v procesu oprav
endogenniho poskozeni replikacnich vidlic a operuje v mechanismech nezavislych na
pritomnosti RECQS5. Vysledky dale ukazuji, ze pocet fokusi BRCAI1 je nejvyssi v jadrech
replikujicich bun¢k (pii porovnani procenta bunék s vice nez 10 fokusy v S-fdznich buiikach
oproti bunkdm v G1 a G2-fazi), a to v normalni i ozéafené kultute. Deplece proteinu RECQ5
vede ke snizeni poctu téchto fokust. To je v souladu s nasi hypotézou, podle které se helikaza
RECQS5 podili spolu s proteinem BRCA1 na opravé endogenniho poskozeni vzniklého
v pribchu replikace. Zda se jednd o endogenni poskozeni DNA vznikajici v zdvislosti na

probihajici transkripci, jsme zjistovali v nésledujicich experimentech.
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Obr. 5.5: Vliv RECQS helikazy na tvorbu fokusi proteini S3BP1 a BRCAI1 podilejicich se
na opraveé poSkozené DNA, snimky bunéénych jader ur¢enych prostiednictvim inkorporace DAPI
do DNA, buinky prochazejici S-fazi jsou identifikovany pomoci EdU inkorporace do nove
syntetizované DNA (25 uM, 1 hod.), fokusy proteind 53BP1 a BRCAI1 jsou znaceny nepfimou
imunofluorescenci, buitky U20S byly transfekovany esiRECQS5 nebo kontrolni siRNA (siKont.)
o finalni koncentraci 10 nM (transfekce 48 hodin), ¢ast bunék (spodni ¢ast — iradiace) byla
vystavena gama zateni o sile 2 Gy.
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5.3 Vliv sniZené exprese RECQS5 a inhibice transkripce na formovani

BRCAI1 fokusu

Cilem dalSich experimentl bylo ziskat dikkazy podporujici nasi hypotézu, podle které
se proteiny BRCA1 a RECQS5 spolupodili na opravach endogenniho poskozeni. Respektive
jsme chtéli dale zkoumat, zda jsou proteiny BRCA1 a RECQS5 zapojeny do stabilizace a oprav
replikacnich vidlic specificky po jejich kolizi s transkripénimi komplexy.

Za timto ucelem, jsme sledovali pocty fokusti proteinu BRCA1 v buiikdch U20S
s normalni nebo se snizenou expresi proteinu RECQS5 rostoucich za normalnich podminek a za
podminek, kdy byla kratkodob& inhibovéana transkripce. Kvantitativni analyza formovani
fokustt BRCAL1 v jadie byla provedena obdobné jako v pfedchozich experimentech. Bunky
linie U20S byly vystaveny piisobeni kontrolni siRNA (kont. siRNA), siRECQS5, nebo
esiRECQS5 po dobu 48 hodin. Na posledni 3 hodiny pted fixaci byl k ¢asti kontrolnich bunék
a bun¢k s depletovanym RECQS5 piidan inhibitor transkripce cordycepin o vysledné
koncentraci 50 pM. Cordycepin je derivatem adenosinu (3'-deoxyadenosin), ktery je
inkorporovéan do nove vznikajici RNA béhem transkripce misto adenosinu a zamezuje dal$imu
prodluzovani fetézce RNA. Transkripce je pred¢asné ukoncena a transkripcni aparat disociuje
z DNA. Pro identifikaci S-faznich bunck byl k buitkdm 1 hodinu pted fixaci pfidan EdU ve
vysledné koncentraci 25 pM. Nepiimé imunofluorescencni znaceni, snimani a analyza
obrazovych dat byly provedeny stejné¢ jako v pfedchozich experimentech. V tomto
experimentu jsme se zamefili pouze na bunky prochazejici S-fazi (EdU pozitivni bunky),
protoze jak vyplynulo z ptfedchdzejicich experimentl, k nejvyssi tvorbé fokusi BRCA1
dochazi v pribéhu replikace, a chtéli jsme ovéfit, zda zastaveni a uvolnéni transkripéniho
aparatu, které teoreticky sniZi ¢etnost kolizi mezi replikacnimi a transkripénimi komplexy,
bude mit vliv na tvorbu fokusit BRCA1 v prub¢hu replikace. Pro jednotlivé podminky bylo
stanoveno procentudlni zastoupeni S-faznich buné€k, u nichZ byl pocet fokusi proteinu BRCA1
v jadre vétsi nez 10. Experiment byl opakovan tfikrat.

Pti ovlivnéni bunék U20S cordycepinem jsme v jadrech bunék pozorovali pokles
tvorby fokusl proteinu BRCA1 v porovnani s neovlivnénymi bunkami (viz obr. 5.6 A).
Kvantitativni analyza S-faznich bunc¢k naSe pozorovani potvrdila a ukazala, Ze procento

S-faznich bunék s vice nez 10 fokusy BRCAT1 klesa po inhibici transkripce cordycepinem na
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14 % z ptivodnich 50 % v neovlivnénych buiikach (viz obr. 5.6 B). Tyto vysledky potvrzuji
hypotézu, ze transkripce ptredstavuje blok pro postupujici replikacni vidlici a ze disociace
transkripéniho komplexu z DNA vede ke snizeni poctu zastavenych replikacnich vidlic, a tak
1 ke snizeni poctu fokusit BRCA1 v prubéhu replikace.

Déle jsme sledovali, jaky vliv bude mit na tvorbu BRCA1 fokust v S-faznich bunkach
s probihajici nebo inhibovanou transkripci deplece proteinu RECQS5, ktery interaguje jak
s transkripénim komplexem (RNA polymerazy I a IT) (Islam et al. 2010; Kanagaraj et al. 2010;
Urban et al. 2016), tak s replikacnim aparatem (PCNA) (Kanagaraj et al. 2006). Deplece
RECQS5 (navozena transfekci bunék siRECQS5 nebo esiRECQS) vedla k vyraznému poklesu
tvorby BRCA1 fokust v jadrech S-faznich bunék U20S pii srovnani s buiikami
transfekovanymi kontrolni siRNA (obr. 5.6 A a B). Tato data jsou v souladu s vysledky
ptechazejicich experimentl, podle kterych formovani fokusit BRCA1 probiha zejména béhem
S-faze (obr. 5.3 B a 5.5) a je Castecné zavislé na pritomnosti RECQS5 (obr. 5.4 B). AvSak
u bunék, které¢ byly transfekovany esiRECQS5 nebo siRECQS5 a zaroven byly ovlivnény
cordycepinem, je pokles tvorby fokust proteinu BRCA1 nejmarkantnéjsi. U téchto bunck byla
pozorovano pouze 4 % jader s vice nez 10 fokusy BRCAI1 (esiRECQS5), respektive 6 %
(siRECQ5). Pficemz buiikky ovlivnéné cordycepinem a transfekované kontrolni siRNA
vykazovaly ptiblizné€ 14 % bunék s vice nez 10 fokusy BRCAL1. Ke sniZeni procenta S-faznich
bunék s vice nez 10 fokusy BRCA1 tedy dochdzi vlivem deplece proteinu RECQS 1 u bunék
ovlivnénych cordycepinem, tedy se zastavenymi a uvolnénymi transkripénimi aparaty.

Predpokladame, Ze zastaveni a uvolnéni transkripéniho komplexu z DNA plisobenim
cordycepinu vede ke sniZzeni poctu kolizi mezi replikacnimi a transkripénimi komplexy, tudiz
ke snizeni poctu zastavenych replikacnich vidlic a k pozorovanému poklesu fokusii proteinu
BRCA1 v pribéhu replikace. Z toho vyvozujeme, Ze protein BRCA1 je pravdépodobné
zapojen do oprav replikacnich vidlic po jejich sraZzkach s transkripénim aparatem. Deplece
proteinu RECQS5 vedla k dalsimu poklesu formovani fokusit BRCAI, a to i v pfipad¢ bunék
se zastavenou transkripci. Z toho vyvozujeme, Ze se protein BRCAT1 spolecné s proteinem
RECQS5 podili na stabilizaci a oprave replikacnich vidlic po jejich srazce s transkripénim

komplexem.
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Obr. 5.6: Vliv sniZené exprese RECQS5 a inhibice transkripce na formovani BRCA1 fokusi,
(A) Fluorescenéni snimky bunék U20S, u kterych jsou jadra zvyraznéna pomoci vazby DAPI do
DNA, pfi¢emz bunky prochéazejici S-fazi jsou identifikovany prostfednictvim EdU inkorporace do
nové syntetizované DNA (25uM, 1 hod.) a BRCAT1 fokusy jsou nepfimo oznaceny specifickymi
protilatkami; bunky byly transfekovany esiRECQS5 nebo siRECQS5 o finalni koncentraci 10 nM,
nebo kontrolni siRNA (siKont.) o findlni koncentraci 10 nM, ¢ast bunék byla ovlivnéna
cordycepinem (50 puM, 3 hod.), N — neovlivnéné bunky; (B) kvantitativni analyza nepfimo
znaCenych fokust proteinu BRCA1 provedena prostiednictvim softwaru pfidruzeném
k fluorescencnimu mikroskopu na zakladé snimkt (A), vySka sloupce ukazuje pramérné
procentualni zastoupeni S-faznich bunék s vice nez 10 BRCA1 fokusy, N —neovlivnéné buiky,
Cord. — cordycepin, chybové usecky znaci smérodatnou odchylku.
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5.4 Vliv sniZené exprese RECQS5 a inhibice transkripce na ubiquitinaci

PCNA

V prubéhu feseni diplomové prace bylo na kvasinkovém modelu Saccharomyces
cerevisiae ukazano, ze po zastaveni replikac¢nich vidlic dochdzi v rdmci znovuobnoveni
replikace k uvolnéni PCNA z opozd'ujiciho se fetézce DNA a Ze tato disociace je Castecné
zéavisla na ubiquitinaci PCNA (Yu et al. 2014). Zda podobny mechanismus funguje i v ptfipadé
replikacnich komplexu zastavenych pii kolizi s transkripénim komplexem nebylo znamo.
Jelikoz nase data ukazuji na zasadni roli helikdzy RECQS5 v feSeni kolizi mezi transkripénimi
a replika¢nimi komplexy, tedy v krocich nezbytnych pro obnoveni replikace, a navic protein
RECQ5 obsahuje funkéni interakéni doménu pro PCNA, domnivame se, ze RECQS pfispiva
k odstranéni PCNA ze zastavené replikac¢ni vidlice. Rozhodli jsme se proto prozkoumat, zda
je uloha proteini RECQ5 a BRCAL1 spojena s procesem uvoliilovani PCNA ze zastavenych
replikacnich vidlic. Studovali jsme vliv deplece proteinit RECQ5 a BRCA1 na ubiquitinaci
PCNA a zavislost tohoto procesu na transkripci.

Buiiky linie HEK293 byly transfekovany bud’ jednotlivymi siRNA — kontrolni siRNA
(findlni koncentrace 10 nM), siRECQS5, siBRCA1 (v obou ptipadech o findlni koncentraci
20 nM), nebo smési siRNA — siRECQS5 a siBRCA1 (jednotlivé siRNA o findlni koncentraci
10nM) po dobu 48 hodin. U vybranych vzork byla inhibovana replikace pfidanim
hydroxyurey 16 hodin pted sklizenim bunék (a to o finalni koncentraci 2 mM, po 32 hodinach
od pocatku transfekce). Hydroxyurea inhibuje enzym ribonukleotid-redukazu zajist'ujici
redukci ribonukleotidi na deoxyribonukleotidy. Deplece deoxyribonukleotidii pak vede
k pozastaveni replika¢niho apardtu na DNA. U nékterych vzorkli bun€k byla inhibovédna
transkripce pomoci cordycepinu (50 uM, 2 hodiny pted sklizenim bungk). A u dalSich vzorki
pak byla inhibovéna jak replikace (hydroxyurea, 2mM, 16 hodin pfed sklizenim bun¢k), tak
transkripce (50 uM, 2 hodiny pied sklizenim). VSechny vzorky byly sklizeny najednou po
48 hodinach od pocatku transfekce a byla z nich izolovana chromatinova frakce (viz kapitola
4.2.7). Vzorky chromatinové frakce byly separovany pomoci SDS-PAGE. Protein PCNA

migruje gelem ve dvou frakcich, pomaleji migrujici frakce je tvofena ubiquitinovanym PCNA

wrwe
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je tvofena nemodifikovanym PCNA. Proteiny byly nésledné pfeneseny na membranu
a detekovany specifickymi protiladtkami.

Ve vysledném imunoblotu jsme pozorovali zmény v hlading ubiquitinovaného PCNA
u riznych vzorkii chromatinové frakce sjednotlivymi siRNA ¢i inhibitory replikace
a transkripce (obr. 5.7). Na imunoblotu byla pomoci specifickych protilatek potvrzena deplece
proteint RECQ5 a BRCAI. Lamin B slouzil jako kontrola nanasky. Jelikoz rozdily
v hladinach ubiquitinovaného PCNA byly v nékterych pitipadech malé, rozhodli jsme se
podrobit vysledky kvantifikaci, abychom se vyhnuli subjektivnim interpretacim. Kvantifikace
byla provedena na zakladé obrazové analyzy (denzitometrie) intenzity signali
ubiquitinovaného PCNA a kontroly nanaSky laminu B na snimku imunoblotu pomoci softwaru
ImageJ. Vysledny imunoblot byl vSak zatizen technickymi chybami, jak Ize vidét na
reprezentativnim obrazku 5.7. Za prvé, pretrvavaly komplikace s transferem proteinu BRCA1
a jeho detekci. Za druhé, intenzita signdlu proteinu lamin B byla v pfipadé¢ vzork
neovlivnénych bun€k nizsi nez u bunék ovlivnénych inhibitory transkripce a replikace, kde
byla navic vyrazné vyssi intenzita pozadi. Tento problém se objevil, pfestoze koncentrace
proteinil v pouzitych vzorcich chromatinové frakce byla méfena metodou dle Bradfordové
a vzorky byly upraveny tak, aby na gel bylo naneseno vzdy stejné mnoZzstvi proteint.
Technické nedostatky imunoblotu, které mohly ovlivnit obrazovou a kvantitativni analyzu,
byly ziejmé& zpusobeny chybami v pfenosu proteinli na membranu. Bohuzel se v ramci
vypracovani této diplomové prace nepodafilo ziskat kvalitnéj$i imunoblot, vSechna opakovani
experimentu byla zatizena riiznymi technickymi nedostatky. V této diplomové praci jsou
interpretovany pouze vysledky na zakladé reproducibilné pozorovanych zmén v ubiquitinaci
PCNA, kter¢ byly ovéteny kolegy z laboratote. Podkladem pro tyto vysledky je imunoblot na
obr. 5.7 a jeho kvatifikace za prvé bez relativizace k nanasce (obr. 5.8 A) a za druhé tak, ze
intenzita ubiquitinovaného PCNA byla relativizovana dle kontroly nandsky (laminu B, obr.

5.8 B). Pii obou zptisobech vyneseni jsou zasadni zmény patrné.
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Obr. 5.7: Vliv snizené exprese RECQS5 a inhibice transkripce na ubiquitinaci PCNA na
chromatinu, reprezentativni snimek imunoblotu; jedna se o vzorky chromatinové frakce bunék
HEK293, které byly transfekovany siRECQS5 nebo siBRCAl o findlni koncentraci 20 nM
(v pfipad¢ kombinace siRECQ5 a siBRCAI byla finalni koncentrace jednotlivych siRNA 10 nM),
poptipadé kontrolni siRNA o finalni koncentraci 10 nM (siKont.), vZzdy po dobu 48 hod., né¢které
kultury bunék byly ovlivnény bud hydroxyureou (HU, o finalni koncentraci 2 mM, po dobu
16 hod.), nebo cordycepinem (Cord., 50 uM, 2 hod.), poptipadé hydroxyureou (2 mM, 16 hod.)
a cordycepynem zaroven (50 uM, 2 hod.) - HU+Cord.; N — neovlivnéné bunky, Lamin B — kontrola

nanasky; ubiPCNA — ubiqitinované PCNA.

Dle vysledkt relativni kvantifikace ubiquitinovaného PCNA na chromatinu (na
zakladé¢ snimku imunoblotu, graf na obrazku 5.8 B) dochazi u neovlivnénych bunck
s depletovanym proteinem BRCAI1 k nariistu hladiny ubiquitinace PCNA pfi srovnani
s kontrolnimi  neovlivnénymi bunkami transfekovanymi kontrolni siRNA. Hladina
ubiquitinovaného PCNA pfii depleci proteinu BRCA1 vzrostla o 58 % (tedy na 158 %).
U neovlivnénych bunék se sniZzenou expresi proteini BRCA1 a RECQS5 lze pak pozorovat
pokles ubiquitinace PCNA oproti vzorku neovlivnénych bun¢k s depletovanym proteinem
BRCAI, a to na hladinu ubiquitinace PCNA u vzorkl neovlivnénych bunck s depletovanym
proteinem RECQS5 (viz obr. 5.8 A a B). Vysledky naznacuyji, Ze deplece proteinu BRCA1 vede
k hromadéni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu, tedy Ze uvolnéni modifikovaného
PCNA z chromatinu je pravdépodobné castecné zavislé na proteinu BRCA1. U bunek,

u kterych jsou soucasné depletovany proteiny RECQS a BRCAI, nedochazi k vyraznému
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hromadéni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu (pfi srovnani s kontrolnimi neovlivnénymi
bunikami), je tedy mozné, ze protein RECQS5 ¢éaste¢né podminuje proces ubiquitinace PCNA
na chromatinu a v jeho nepfitomnosti je ubiquitinace nedostate¢na. Vzhledem k tomu, ze
PCNA na chromatinu neni pti nedostatku RECQS5 dostate¢né ubiquitinovano, nema soucasna
deplece BRCA1 dalsi vyrazny efekt (nedochazi k nahromadéni ubiquitinovaného PCNA tak,
jako pfti pouhé depleci proteinu BRCAL).

Tyto zé&véry podporuji data =ziskana analyzou chromatinové frakce bunck
s inhibovanou replikaci, tedy ovlivnénych hydroxyureou. Buiikky ovlivnéné hydroxyureou
a transfekované kontrolni siRNA vykazuji dle grafu na obr. 5.8 B vyrazné nabohaceni
ubiquitinace PCNA (o 81 %) pii srovnani s kontrolnimi neovlivnénymi bunikami. U téchto
bun¢k pravdépodobné nartista pocet zastavenych replikacnich vidlic a také dochazi ke zvyseni
frekvence kolizi mezi replikaénim a transkripénim komplexem, coz zapficifiuje vyss$i miru
ubiquitinace a disociace PCNA z narusenych replikacnich vidlic. Deplece proteinu RECQ5
u bunék se zastavenou replikaci (s hydroxyureou) vede k poklesu ubiquitinace PCNA témét
na uroven ubiquitinace u kontrolnich neovlivnénych bunék (na 103 %, viz obr. 5.8 B). Stejny
efekt u bunck se zastavenou replikaci (ovlivnénych hydroxyureou) zptisobuje deplece proteinti
RECQS5 a BRCAL. Coz je v souladu s nasi hypotézou, podle které RECQS5 z ¢asti podmifiuje
ubiquitinaci PCNA u narusenych replikac¢nich vidlic, pti depleci RECQ5 je tedy i v ptipadé
naruSeni replikace ubiquitinace PCNA na chromatinu nedostatecna. Takze se soucasné
depletovani proteinu BRCA1 piinedostatku proteinu RECQ5 jiZ vyrazné neprojevi (nedochazi
k nahromadéni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu jako pfi samotné depleci proteinu
BRCA1).

Vzorek chromatinové frakce bunék se =zastavenymi replikaénimi vidlicemi
a uvolnénymi transkripénimi komplexy (ovlivnénych hydroxyureou a zaroven cordycepinem)
transfekovany kontrolni siRNA vykazuje niZsi hladinu ubiquitinace PCNA neZ vzorek bun¢k
ovlivnény pouze hydroxyureou, a dokonce nizsi hladinu ubiquitinace nez vzorek kontrolnich
neovlivnénych bunck. Hladina ubiquitinace PCNA na chromatinu je zde vyrazné niZsi zfejmé
kvili zastaveni transkripce, a tedy nizsi frekvenci sraZzek mezi replikaénim a transkripénim
aparatem. Pokud vSak u bun€k ovlivnénych hydroxyureou a zéroven cordycepinem dojde
k depleci BRCAI, hladina ubiquitinace stoupd, coz podporuje nasi hypotézu, dle které je do

procesu uvoliiovani PCNA ze zastavenych replikacnich vidlic zahrnut protein BRCAI.
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Obr. 5.8: Vliv sniZzené exprese RECQS5 a inhibice transkripce na ubiquitinaci PCNA na
chromatinu,

(A) kvantifikace ubiquitinovaného PCNA dle imunoblotu na obr. 5.7, graf ukazuje vysledky
kvantifikace intenzity signalu ubiquitinovaného PCNA, kde kontrola siKont. = 100 %;

(B) relativni kvantifikace ubiquitininovaného PCNA dle imunoblotu na obr. 5.7; intenzita
signalu ubiquitinovaného PCNA byla kvantifikovana a déale relativizovana dle hladiny intenzity
kontroly nandSky laminu B; kde kontrola siKont. = 100 %;

siKont. — vzorky transfekované kontrolni siRNA, siRECQ5 a siBRCA1 — vzorky transfekované
siRECQS5, respektive siBRCA1, popfipadé kombinaci (siRECQS5+siBRCA1), N — neovlivnéné
buiky, HU — vzorky ovlivnéné hydroxyureou, HU + Cord. — vzorky ovlivnéné hydroxyureou
a cordycepinem, Cord. — vzorky ovlivnéné cordycepinem.
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Do jaké miry jsou dané procesy zavislé na transkripci, nelze na zakladé vysledkl
prezentovanych v této diplomové praci s jistotou urcit. Srovname-li grafy na obrézcich 5.8 A
a B, vidime, Zze mezi vysledky kvantifikace a relativni kvantifikace jsou v ptipadé vzorkl
ovlivnénych pouze cordycepinem znacné rozdily, zapti¢inéné technickymi nedostatky blotu.

V laboratofii byl tento experiment nékolikrat zopakovan a kolegové ziskali imunobloty,
u kterych byly nedostatky piekonany a vysledky relativni kvantifikace jsou statisticky
signifikantni. Tyto vysledky byly také publikovany (Urban et al. 2016). Dle téchto vysledkt
je protein RECQS5 zapojen v procesu ubiquitinace a uvolnovani PCNA u aktivné

transkribovanych genti. A protein BRCAT se Gc¢astni nasledného restartu replikace.

5.5 Vliv zvySené exprese RECQS5 na ubiquitinaci PCNA

Jsou-li zavéry vzeslé z predchozich experimentl spravné, tedy ze deplece RECQS vede
k naruseni ubiquitinace PCNA na chromatinu, pak by navyseni exprese toho proteinu mélo
mit opacny efekt. Vysledky pfedchéazejicich experimentli ukazovaly, Ze deplece proteinu
BRCA1 vede k nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu, tedy Ze se BRCAIl
pravdépodobné podili na procesu zahrnujicim uvoliovani modifikovaného PCNA. Cilem
nasledujiciho experimentu bylo tyto hypotézy dale podpofit.

Bunky linie HEK293 byly transfekovany siRNA, a to bud’ kontrolni siRNA (siKont.,
findlni koncentrace 10 nM), nebo siBRCAT (o finalni koncentraci 20 nM). Po 12 hodinéach od
pocatku transfekce byly buiky transfekovany plazmidem GFP (kontrolni transfekce), nebo
plazmidem RECQS5-GFP (podrobnéjsi informace o plazminech viz tabulka 4.1.5b).
Jednotlivymi plazmidy (2 pg) byly transfekovany jak buiky transfekované kontrolni siRNA,
tak 1 siBRCAL1. VSechny buiky byly sklizeny zaroven, 60 hodin po pocétku transfekce bunck
siRNA, tedy 48 hodin po transfekci plazmidem. Z jednotlivych bunéénych vzorka byla
izolovana chromatinova frakce, kterd byla nasledn¢ separovana pomoci SDS-PAGE. Proteiny
byly pfeneseny na membranu a znaceny specifickymi protilatkami. Experiment byl zopakovan
tiikrat. Vysledné imunobloty byly opét podrobeny obrazové analyze intenzity signala
ubiquitinovaného PCNA a laminu B a dale relativni kvantifikaci (dle intenzity kontroly

nandsky lamin B, program ImageJ). Tentokrat nebyly imunobloty zatiZeny technickymi
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chybami. Reprezentativni vysledny imunoblot 1ze vidét na obrazku 5.9 A a graf prezentujici
vysledky relativni kvantifikace na obr. 5.9 B. Nabohaceni ubiquitinace PCNA neni uvedeno
v procentech, ale v pomérech ke kontrolnimu vzorku, kterym je vzorek bunék transfekovany

kontrolni siRNA a plazmidem GFP (siKont. + GFP).
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Obr. 5.9: Vliv zvySené exprese RECQS5 na ubiquitinaci PCNA, (A) reprezentativni snimek
imunoblotu, jedna se o vzorky chromatinové frakce bunék HEK293, které byly transfekovany
bud siBRCAI1 o finalni koncentraci 20 nM, nebo kontrolni siRNA (siKont.) o finalni koncentraci
10 nM, vzdy po dobu 60 hod, dale byly bunky transfekovany bud plazmidem GFP, nebo
RECQ5-GFP, a to vzdy 2 ug plazmidu po dobu 48 hod., Lamin B — kontrola nanasky, ubiPCNA —
ubiquitinované PCNA; (B) relativni kvantifikace nabohaceni ubiPCNA, intenzita signalu
ubiquitinovaného PCNA byla kvantifikovana a déale relativizovana dle intenzity signalu kontroly
nanaSky laminu B (celkem dle dvou imunoblotd, viz 5.9 A), kde kontrolni vzorek
GFP+siKont. = 1, chybové znacky ukazuji smérodatnou odchylku.

Zvysena exprese RECQS5 u bunck transfekovanych kontrolni siRNA vede
k mnohonasobnému navySeni ubiquitinace chromatinového PCNA pfi srovnani s kontrolnim
vzorkem bungk transfekovanych kontrolni siRNA a plazmidem GFP, intenzita signalu
ubiquitinovaného PCNA je pfiblizné 8krat vyssi (viz vysledny imunoblot a graf relativni
kvantifikace na zaklad¢ jeho snimku, obr. 5.9). Toto navySeni je didle umocnéno sniZenim
exprese proteinu BRCA1, pfiblizné 10krat vyssi intenzita signdlu ubiquitinovaného PCNA
oproti kontrolnimu vzorku. Samotnd deplece proteinu BRCA1 u bunék transfekovanych

kontrolnim plazmidem GFP vede k nabohaceni ubiquitinace PCNA pfi srovnani s kontrolnim

74



vzorkem (4krat). Toto nabohaceni je vSak niz$i ve srovnani s nabohacenim u vzorka bunék
transfekovanych RECQ-GFP a kontrolni siRNA, nebo siBRCAL.

Vysledky podporuji hypotézu nastinénou v predchazejici ¢asti. Pii zvySeni exprese
proteinu REQCS5 dochazi k navySeni ubiquitinace PCNA. Helikdza RECQS5 je tedy
pravdépodobné zapojena do procesu podminujici ubiquitinaci PCNA, tedy do procesu
stabilizace narusenych replikacnich vidlic. Pokud dojde ke zvyseni exprese helikaizy RECQ5
a zaroven depleci BRCAI, je ubiquitinace PCNA dile nabohacena. BRCAI1 je tedy
pravdépodobné zapojena do procesu nasledného uvolnéni PCNA z chromatinu a restartu
replikace. Toto bylo dale studovano a doplnéno vysledky dalSich experimentti (Urban et al.

2016).
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6. DISKUZE

Vyznamnym faktorem naruSujicim integritu genomu je tzv. replikacni stres, tedy
omezeni progrese replikace DNA a piipadné naslednd destabilizace a kolaps replikac¢nich
vidlic, ktery mtze vést ke genezi poskozeni DNA. Jednim z Cinitelli narusujicich pribéh
replikace je soucasné probihajici transkripce, ktera pro replikacni aparat predstavuje piekazku
na DNA (Helmrich et al. 2006; Lin et Pasero 2012). Dojde-li ke stietu replikac¢niho
a transkripéniho komplexu na DNA, je potieba tyto kolize rozieSit a znovuobnovit oba
zékladni procesy. I kdyz bylo popsano nékolik mechanisml zabranujicich potencialnim
stietiim mezi replikaci a transkripci (shrnuto v Helmrich ez al. 2013 a Lin et Pasero 2012),
mechanismy zajistujici feSeni vlastnich kolizi nejsou dostate¢né objasnény. Bylo vsak
pozorovano, ze do procesu stabilizace a restartu replikacnich vidlic, zastavenych z riznych
pfi¢in, jsou zapojeny helikdzy a mezi nimi i lidskd DNA helikdza RECQS5 (Li et al. 2011,
Saponaro et al. 2014). Deplece proteinu RECQS5 v lidskych buitkdch vede k nahromadéni
dvoufetézcovych zlomt DNA v prub¢hu replikace, pfi¢emz akumulace t€chto zlomt je zavisla
na probihajici transkripci (Li et al. 2011). Helikdza RECQS5 se podili i na modulaci prabéhu
transkripce (Saponaro et al. 2014). NaSe laboratot a dal$i ukazaly, ze RECQS5 interaguje
s RNA polymerazou I11 I (Islam et al. 2010; Kanagaraj et al. 2010; Urban et al. 2016). V nasi
laboratofi bylo dale ukazdno, ze protein RECQS5 asociuje s transkripénim komplexem
v mistech probihajici replikace (pozdéji publikovano Urban et al. 2016). Dtlezité bylo také
pozorovani, Ze deplece RECQS5 vede k chromozomalnim translokacim v béZznych fragilnich
mistech (Saponaro et al. 2014), kde nevyhnutelné také dochazi ke sttetu replikace a transkripce
(Helmrich et al. 2011). Kanagaraj et al. pozorovali, Ze helikdza RECQS5 interaguje také
s proteinem PCNA replika¢niho komplexem v pribéhu S-faze i po zastaveni replikacnich
vidlic (Kanagaraj et al. 2006). Tato data nés vedla k hypotéze, podle které je protein RECQ5
zapojen do feSeni kolizi mezi transkripénim a replikacnim komplexem.

Rozhodli jsme se zkoumat, zda se helikdza RECQS5 podili na oprave replikacnich vidlic
po jejich kolizi s transkripénim komplexem v soucinnosti s proteiny zapojenymi do reparace
poskozené DNA. Vybrali jsme proteiny BRCA1 a 53BP1, jeZ jsou zapojeny do rozdilnych
mechanismi oprav dvoufetézcovych zlomiit DNA, a to i z dGvodu, Ze pii depleci RECQ5 je

pozorovana akumulace téchto zloml zdvisla na probihajici replikaci 1 transkripci (Li et al.
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2011). Protein BRCAI1 je zapojen do oprav zlomi DNA a zastavenych replika¢nich vidlic
skrze homologni rekombinaci (Scully et al. 1997; Schlacher et al. 2012), protein 53PBI je
zapojen do procesu nehomologniho spojeni koncti zlomti DNA (Nakamura et al. 2006). Oba
proteiny pii opravach tvoii v bunéénych jadrech fokusy (Chapman et al. 2012). Prestoze byla
role helikdizy RECQS5 studovdna a popsana v mnoha publikacich (viz kapitola 2.3), jeji
spojitost s proteiny BRCA1 a 53BP1 v mistech interference replikace a transkripce nebyla
doposud testovana. Zjistili jsme, Ze protein BRCAI je zapojen do oprav endogenniho
poskozeni generovaného v priub¢hu replikace a také do oprav poskozeni DNA vyvolaného
ozafenim bunck. K nejmarkantnéjSimu nartstu tvorby fokusit BRCA1 dochézelo v S-fazi
bunécného cyklu u neovlivnénych bunék i bunék ozarenych. Dale jsme pozorovali, ze se
protein 53BP1 podili ve velké miie na opravé poskozeni DNA vyvolaného ozarenim (po jeho
pusobeni dochazi k vyraznému nértstu formovani fokustt 53BP1 v jadrech bunék), a to bez
ohledu na fazi buné¢ného cyklu. Na opravé endogenniho poskozeni generovaného v S-fazi se
protein 53BP1 podili minimalng. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky Chapmana et al.,
které ukdzaly, ze protein BRCA1 pii prichodu S-fazi nahrazuje protein 53BP1 ve fokusech
oprav dvouietézcovych zlomli DNA navozenych ozafenim (Chapman et al. 2012). Vzhledem
k tomu, Ze deplece proteinu RECQS5 vede k akumulaci dvoufetézcovych zlomi DNA
v prubéhu replikace (Li et al. 2011), ocekéavali jsme, Ze deplece RECQS5 povede
k vyraznéjSimu nabohaceni fokust proteinti zapojenych do oprav téchto zlomu. V piipadé
fokust proteinu 53BP1 nebyla po depleci proteinu RECQS5 v lidskych buiikach pozorovana
zadna viditelnd zména v jejich tvorbe. To lze interpretovat tak, Ze protein 53BP1 neni zapojen
do opravnych mechanisml v soucinnosti s proteinem RECQS. Ani pfi depleci proteinu
RECQ5 nedochézelo ke zvysené tvorbé fokust proteinu BRCAT1, pravé naopak, dochéazelo
k poklesu jejich formovani. Na zakladé vySe uvedenych dat vyvozujeme, Ze se protein BRCA1
podili na opravé poSkozeni generovaného v priib&hu replikace, pti depleci RECQ5 je tvorba
fokusti proteinu BRCA1 omezena a tim je narusena i funkce proteinu BRCAT1 v téchto
opravach.

Funkce proteinu BRCA1 v obnoveni zastavenych replika¢nich vidlic byla pozorovéana
jiz dfive (Schlacher ef al. 2012). Nase dalsi experimenty ale ukdzaly (viz kapitola 5.3), ze
formovani fokusii proteinu BRCA1 v priibéhu S-faze je ovlivnéno probihajici transkripci. Pti

inhibici transkripce prostfednictvim cordycepinu, jenZ uvoliiuje transkripéni aparat z DNA,
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doslo k poklesu formovani fokust proteinu BRCA1 v pritb¢hu S-faze. Pfi¢inou tohoto poklesu
je zfejmé snizeni frekvence kolizi mezi replikaci a transkripci, tedy niz$i hladina zastavenych
replikacnich vidlic vyzadujicich opravu. Kolegové v laboratofi sledovali vliv zastaveni
transkripniho aparatu pomoci aktinomycinu D na formovani fokusit BRCA1. Aktinomycin D
tak postupu komplexu a elongaci transkripce, pfi¢emz transkripéni komplex zlistava zastaven
na DNA (Sobell 1985). Lze tedy predpokladat, Zze ptestoze ob¢ latky (cordycepin
1 aktinomycin D) inhibuji transkripci, disledky jejich ptisobeni budou odlisné. Na rozdil od
pusobeni cordycepinu nebude po plisobeni actinomycinu D pocet kolizi replikacni vidlice
s transkripénim komplexem klesat (naopak poroste). V experimentu kolegli dochazelo
k vyraznému nartstu formovani fokusit BRCA1 v pribéhu S-faze u bunék se zastavenymi
transkripénimi apardty (ovlivnénych aktinomycinem D), coz je zfejm¢ duasledek zvySené
frekvence kolizi mezi replika¢nim a transkripénim aparatem (Urban ef al. 2016). Na zaklade
dat prezentovanych v této praci a vysledkl kolegii usuzujeme, Ze je protein BRCA1 zapojen
do feseni zastavenych replikacnich vidlic po jejich kolizi s transkripénimi komplexy, do jaké
miry tak ¢inni ve spolupraci s proteinem RECQS5 jsme zkoumali dale.

Depletujeme-li v buiikdch protein RECQS5 za soucasné inhibice transkripce pomoci
cordycepinu, dojde k vyrazné&jsi redukci formovani fokusi BRCA1 v prubéhu replikace, nez
pii pouhém inhibovani transkripce cordycepinem (viz kapitola 5.3). Kolegové v laboratofi
studovali vliv deplece proteinu RECQ5 na formovani fokustt BRCA1 pti sou¢asném zastaveni
transkripéniho aparatu na DNA (vlivem aktinomycinu D, potencidln€ vyssi frekvence kolizi).
Pozorovali, ze za téchto podminek nedochazi po depleci RECQS k poklesu tvorby fokust
BRCA1 (Urban et al. 2016). Z vysledki této diplomové prace nelze usoudit, zda dochazi
k pfimé interakci mezi proteiny BRCA1 a RECQS. V laboratofi ale byly provedeny dalsi
experimenty, které ptfimou interakci nepotvrdily (Urban et al. 2016). Vysledky této prace
v kombinaci s vysledky ziskanymi kolegy v laboratofi ukazuji, ze jsou proteiny BRCA1
a RECQS5 zapojeny do feSeni zastavenych replikacnich vidlic po jejich kolizi s transkripénim
komplexem. Daéle usuzujeme, ze funkce proteinu BRCA1 v opravach zastavenych
replikacnich vidlic po jejich kolizi s transkripénim aparatem je ¢aste¢né podminéna ¢innosti
helikazy RECQS5, avSak protein RECQS5 se nepodili na asociaci proteinu BRCA1 do mista

srazky. Pfi zvySeni frekvence kolizi replika¢niho a transkripéniho komplexu (pusobenim
Yy Y
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aktinomycinu D) totiz protein BRCA1 v téchto kolizich operuje i1 pti depleci helikdzy RECQ5
v builkdch. Je mozné, Ze se jedna o akumulaci opravnych fokusit BRCA1, které stabilizuji
zastavenou replikacni vidlici, av§ak z diivodu absence proteinu RECQS5 nedochézi k rozieseni
kolize mezi replika¢nim a transkripénim komplexem. Tato moznost nebyla v rdmci diplomové
prace testovana, ale vysledky kolegii z nasi laboratofe tuto eventualitu podporuji (Urban et al.
2016).

Roli proteinu RECQS5 v uvoliiovani PCNA ze zastavenych replikac¢nich vidlic po jejich
ukazaly, Ze helikaza RECQ5 asociuje s proteinem PCNA (Kanagaraj et al. 2006), a také proto,
ze protein PCNA navazany na opozd’ujicim se vlakné zastavenych replikacnich vidlic podléha
ubiquitinaci a uvolnéni z DNA pifi obnové replikacnich vidlic po jejich zastaveni
(u S. cerevisiae, Yu et al. 2014). Ukazali jsme (kapitola 5.4), ze pti piisobeni replika¢niho
stresu (zastaveni replika¢niho apardtu na DNA pomoci hydroxyurey) dochdzi k akumulaci
ubiquitinovaného PCNA na chromatinu. Pfi¢inou nabohaceni je pravdépodobné zahdjeni
mechanismi obnovujicich zastavené replikacni vidlice, pfi némz dochazi k modulaci
replikacniho komplexu zahrnujictho PCNA. Nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na
chromatinu by mohlo také odrazet zvySeny pocet kolizi, kdy se procesujici transkripcni
komplex stietne se zastavenym replikaCnim aparatem. Vystavime-li buiikky replika¢nimu
stresu a soucasné inhibujeme transkripci, za uvolnéni transkripéniho aparatu z DNA pomoci
cordycepinu, tedy sniZime Cetnost srazek mezi replikacnim a transkripénim komplexem, jsou
hladiny ubiquitinovaného PCNA srovnatelné (¢i dokonce mirné€ nizsi) jako u neovlivnénych
bunék. Jinymi slovy, pfi inhibici transkripce cordycepinem nedojde k hydroxyureou-
indukovanému nartstu hladiny ubiquitinovaného PCNA. Tato data naznacuji, Ze pozorované
nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu odpovida zvySené frekvenci kolizi mezi
replikaénim a transkripénim komplexem. Daéle jsme pozorovali, ze plisobeni replikacniho
stresu (pf1 zachovani transkripce) v buiikdch se snizenou expresi proteinu RECQS5 nevede
k nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu. Data naznacuji, ze helikaza RECQ5 je
zapojena do ubiquitinace PCNA zastavenych replikacnich vidlic. Tuto interpretaci potvrdily
vysledky dalSich zde prezentovanych experimenti, dle kterych nabohaceni helikdzy RECQS5

v buiikach vede k nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu (viz kapitola 5.5).
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Jelikoz prvni vysledky naznacovaly, Ze se protein RECQS5 podili na feSeni zastavenych
replikacnich vidlic po jejich kolizi s transkripénim komplexem v souc¢innosti s proteinem
BRCA1 a ze funkce helikdizy RECQS5 podminuje ubiquitinaci PCNA v zastavenych
replikacnich vidlicich, rozhodli jsme se studovat vliv hladiny proteinu BRCA1 v bunkéch na
ubiquitinaci PCNA. Nami ziskané vysledky (viz kapitola 5.4) ukazuji, ze deplece proteinu
BRCA1 vede k nabohaceni hladiny ubiquitinovaného PCNA na chromatinu, a to jak za
normdlnich rastovych podminek, tak za plisobeni replikacniho stresu. Pii depleci proteinu
BRCAT v buiikach a soucasné inhibici replikace (hydroxyureou indukovany replikacni stres)
a transkripce (cordycepin) dochazi k nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu.
Z téchto dat vyvozujeme, Ze se protein BRCA1 piimo neucastni ubiquitinace PCNA, ale
zastava funkci v nasledném restartu replikacnich vidlic zastavenych v dusledku riznych pficin.
Depletujeme-li v buitkkdch vedle proteinu BRCA1 také protein RECQS, nedochazi
k vyraznému nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu tak, jak je tomu pfi samotné
depleci proteinu BRCA1. Tento efekt jsme pozorovali jak u bun€k rostoucich za normalnich
podminek, tak u bun¢k vystavenych replikacnimu stresu. Usuzujeme tedy, ze funkce proteinu
RECQ5 v ubiquitinaci PCNA ¢astecné podminiuje restart zastavenych replikacnich vidlic po
jejich kolizi s transkripénim komplexem, pficemz tento restart je uskute¢nén pomoci proteinu
BRCALI. Tento piedpoklad potvrzuji 1 data ziskana v experimentu (kapitola 5.5), kdy zvySena
hladina ubiquitinovaného proteinu PCNA na chromatinu zplsobend ektopickou expresi
RECQS5 byla jesté¢ umocnéna depleci proteinu BRCAL.

Dtlezité je zde upozornit, ze vysledky experimentt studujicich vliv riiznych podminek
na ubiquitinaci PCNA byly ziskdny prostfednictvim metody SDS-PAGE v kombinaci
s imunoblotem, kdy jsme hladinu ubiquitinovaného PCNA na chromatinu stanovovali pomoci
protilatky proti PCNA a spoléhali na rozdilnou mobilitu ubiquitinovaného
a nemodifikovaného proteinu v gelu. Nad ramec této diplomové prace bylo kolegy pomoci
protilatky specificky rozpoznavajici PCNA protein ubiquitinovany na lysinu 164 ovéteno, ze
protein PCNA s omezenou mobilitou v gelu SDS-PAGE je modifikovan ubiquitinaci (Urban
etal. 2016).

V souladu s naSimi vysledky, Tian el al. vroce 2013 ukézali, Ze deplece proteinu
BRCA1 neblokuje ubiquitinaci PCNA navozenou zastavenim replikacnich vidlic pomoci

hydroxyurey. Déle pozorovali, Ze u bun¢k s depletovanym proteinem BRCA1 dochézi pfi
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vystaveni bun¢k plisobeni UV zéfeni a dalsSim latkam blokujicich replikaci skrze crosslink
DNA (vytvofeni neadekvatnich wvnitrofetézcovych a mezifetézcovych mustki v DNA)
k naruSeni ubiquitinace PCNA. Zjistili, ze protein BRCA1 reguluje asociaci proteinu RAD18
do replikacnich vidlic zastavenych diky crosslinku DNA. Protein RAD18 ma E3 ubiquitinin-
ligazovou aktivitu a v zastavenych vidlic ubiquitinuje PCNA (Tian et al. 2013). Vysledky Tian
et al. v kombinaci s nasimi vysledky lze interpretovat tak, ze po zastaveni replikacnich vidlic
na crosslinkované DNA je snizena frekvence kolizi replikacnich a transkripénich komplexi.
Ptricemz protein BRCAI1 je zifejmé¢ zapojen do ubiquitinace PCNA pii obnoveni vidlic
zastavenych v dusledku crosslinku DNA skrze asociaci s proteiny zapojenymi v téchto
specifickych opravach. Predpokladame tedy, ze protein BRCAI1 sice neni zapojen do
ubiquitinace PCNA replikac¢nich vidlic, které jsou zastaveny v dusledku piimé inhibice
replikace nebo v dasledku kolize replikac¢niho a transkripéniho komplexu, ale v téchto
ptipadech se Gi¢astni az nasledného restartu vidlic skrze homologni rekombinaci.

Prestoze se nam podafilo identifikovat nékteré role helikdizy RECQS5 v obnové
replika¢nich vidlic po jejich kolizi s transkripénim aparatem, nebyl v této praci objasnén
presnéjsi mechanismus, jakym protein RECQS5 k feSeni této kolize ptispiva. Bylo by potieba
dale studovat, jakym mechanismem zajiStuje helikdza RECQS5 ubiquitinaci proteinu PCNA
ajeho odstraiovani z chromatinu, zda takovato remodelace zastaveného replika¢niho
komplexu umozni prichod RNA polymerazy, a tak umozni dokonceni transkripce dané¢ho
genu, a zaroven jaké dal$i pochody vedou k obnové replikace DNA po stfetu s trankripénim
komplexem.

V pribehu vypracovani této diplomové prace byly nekteré z téchto otazek zodpovézny
mymi kolegy a naSe laboratof publikovala ¢lanek shrnujici tyto a dalsi vysledky, dle kterych
je protein RECQS5 zapojen do ubiquitinace a uvoliiovani PCNA replikacnich komplexii
zastavenych replikacnich vidlic po jejich kolizi s transkripénim aparatem. Protein BRCA1 pak
v koordinaci s ¢innosti proteinu RECQS5 zprostfedkovava restart replikacnich vidlic pomoci
proteinu RADS51 a homologni rekombinace (Urban et al. 2016).

Mutace nékterych lidskych helikdz rodiny RecQ jsou spojeny s vyvinem zavaznych,
zivot ohrozujich syndromt a onemocnéni. I kdyZ u €loveéka protazim nebyl ukdzan rozvoj
onkologického onemocnéni fizeny primarné mutaci RECQS5, absence tohoto proteinu u mysi

vede k vyvinu rtznych typt rakovin (Hu ef al. 2007). Vzhledem k tomu, Ze kolize mezi
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replikacnim a transkripénim apardtem mohou zplsobovat zavazné naruseni genomové
integrity a rozvoj rakoviny, je dilezité 1épe pochopit procesy, které¢ vedou k témto kolizim,
a mechanismy jejich prevence a feSeni. Tato prace pfispéla k porozuméni vyznamu helikazy
RECQS5 v feseni kolizi mezi replikaci a transkripci, tedy v zachovani genomové stability

v lidskych bunkéach.
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7. SOUHRN

Deplece helikdazy RECQS5 v lidskych buiikach nema vliv na formovani fokust proteinu
53BP1, avsak vede k poklesu formovani jadernych fokust proteinu BRCAL, a to jak
za normalnich, tak i stresovych podminek (ionizujici zatent).

K nejmarkantnéjsi tvorbé fokust proteinu BRCA1 dochézi v pribéhu S-faze cyklu.
Inhibice transkripce cordycepinem, ktery uvolituje transkripcni aparat z DNA, vede ke
snizeni formovani fokust proteinu BRCA1 v prubéhu S-faze (replikace).

Pfi soucasné depleci proteinu RECQS5 a inhibici transkripce (za uvolnéni
transkripéniho aparatu z DNA) dochdzi jest¢ k vyraznéjSimu poklesu formovani
fokusti proteinu BRCA1 v jadrech ve srovnani s hladinou tvorby jadernych fokust
BRCA1 po depleci proteinu RECQS5, nebo pfi inhibici transkripce.

Protein BRCAI se ziejm¢ podili na opravé endogenniho poskozeni generovaného
v prib¢hu replikace pfi soucasné probihajici transkripci, pficemz zde pravdépodobné
pusobi v soucinnosti s proteinem RECQS5.

Zastaveni replikacnich vidlic na DNA pomoci hydroxyurey vede k nahromadéni
ubiquitinovaného PCNA na chromatinu, toto nabohaceni je vSak vyrazné€ redukovano
pfi souasném uvolnéni transkripéniho aparatu z DNA.

Deplece proteinu BRCAT1 v bunikach vede k nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na
chromatinu, a to jak u bunék neovlivnénych, tak jesté vyraznéji u bun¢k vystavenych
pusobeni replikacniho stresu (hydroxyurea). Toto nabohaceni ubiquitinovaného PCNA
neni pozorovano za soucasné deplece proteini BRCA1 a RECQS5.

Deplece proteinu RECQS v bunkich nezplisobuje nabohaceni ubiquitinovaného
PCNA na chromatinu v porovnani s buiitkami s pfirozenymi hladinami RECQS5, a to
ani pii pusobeni replika¢niho stresu. AvSak pii nabohaceni proteinu RECQS5 dochazi
k nabohaceni ubiquitinovaného PCNA na chromatinu.

Usuzujeme, ze helikdza RECQ5 a protein BRCA1 pisobi v mistech kolizi mezi
replikaénim a transkripnim apardtem. Helikaiza RECQS5 se zfejmé ucastni
ubiquitinace PCNA zastavenych replikacnich vidlic, protein BRCA1 je pak zapojen do

restartu zastavenych replikacnich vidlic.
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