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Abstrakt

DNA glykosylasy jsou dileZité proteiny slouZici k rozpoznani a odstranéni poSkozeni
DNA, vznikajici samovolné nebo plisobenim environmentalnich ¢inidel. Do Fpg/Nei
rodiny patii proteiny schopné rozpoznavat a piispét k opravé oxidované baze,
abazického mista nebo kovalentniho pfi¢ného spojeni fetézci DNA pomoci zatim
neobjasnéné opravné drahy. Bez opravy tohoto poskozeni nemiize dochazet

k replikaci a miiZze vést k mutacim a rakoviné.

Tato préace se snazi piispet k objasnéni molekularnich mechanismti interakce NEIL3
(Endonukleasa VIII — like 3) z rodiny proteinti Fpg/Nei se substratrem — kovalentni

spojeni opacnych fetézcii DNA.

Abstract

DNA glycosylases are important enzymes responsible for the recognition and
removal of base DNA damage. These DNA lesions are formed spontaneously or as
an effect of environmental agents. NEIL3 (Endonuklease VIII — like 3) enzyme
belongs to a Fpg/Nei family of glycosylases implicated in the DNA repair of
oxidative bases, abasic sites. Recently, it has been shown that these enzymes are
capable of removal of one type of interstrand crosslink by so unknown repair
pathway. Unrepaired DNA crosslinks block DNA replication and may lead to cell

death or sever chromosomal damage and later even cancer.

This thesis is focused on revealing molecular mechanisms of the interstrand DNA-

DNA cross-link repair by NEIL3 glycosylase. (In Czech)
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Seznam zkratek

Ap
BER
CBBR250
dA
DNA
dsDNA
EDTA
E. coli
FA

FL

Fpg
HEX
HR
ICL

Nei
NEIL1
NEIL2
NEIL3
Nth
NER

[0AY%

SDS
ssDNA
TCEP
TEMED

abazické misto (z angl. Apurinic/apirimidinic)

opravna draha pro opravu bazi (z angl. baze extinction repair)
Coomassie Brilliant Blue R 25

2’-deoxyadenosin

deoxyribonukleotidova kyselina

dvoufetézcova DNA (z angl. double-stranded DNA)
Ethilendiamin tetraoctova kyselina

Escherichia coli

Fanconiho anémie

délka celého fetézce (z angl. Full length)
formamidopirimidin DNA glykosylasa
Hexachloroflurescein

homologni rekombinace

pticné spojeni protilehlych fetézci DNA (z angl. interstrand
cross-link)

endonukleasa VIII

endonukleasa VIII-like I

endonukleasa VIII-like II

endonukleasa VIII-like III

endonukleasa I11

opravna draha pro opravu nukleotidii (z angl. nucleotid
extinction repair)

ultrafialové (z angl. ultraviolet)

Dodecylsiran sodny

jednofetézcovd DNA (z angl. single-stranded DNA)
Tris(2-karboxyethyl)fosfin

Tetramethylethylendiamin



1. Teoreticky uvod

1.1. Poskozeni DNA

Poskozeni DNA vznikd pisobenim environmentalnich ¢inidel, chybami pfi replikaci
nebo béznym pisobenim celularniho metabolismu. Je sloZité ho odstranit a zachovat
originalni genetickou informaci, protoZe nedokonalosti pfi opravé vedou ke

genomové nestabilité, rakoviné nebo smrti bunky!.

DNA polymeréza, jejiz chybovost je 1 chyba na 107 syntetizovanych bazi, je schopna

kontrolovat sama sebe a chyby vzniklé pfi replikaci z 99% opravovat?.

DNA je nestabilni molekula, ve které neustdle dochazi ke vzniku rtiznych chyb a
poSkozeni a to jak spontanné, tak vlivem piisobeni riznych cinidel. Za vyzkum
spontannich jevl se zaslouZil laureat Nobelovy ceny z roku 2015 prof. T. R. Lindahl.
Z jeho prace vyplyva, Ze spontanni odstranéni purinovych bazi nezavisi na sekvenci

DNAS.

V molekule DNA dochazi ke spontannimu deaminaci za vzniku uracilu, ktery je tudiz
mutagenni, jelikoz neni zachovdna origindlni genetickd informace. Reakcemi
s hydroxylovymi radikdly vznikaji vedlejSi produkty normalniho oxida¢niho
metabolismu a vznikaji kovalentni spojeni DNA. Interceluldrnim pisobenim malych

metabolitii a koenzymii vznikaji rozmanita poskozeni DNA®,

K opravé riznych typl poskozeni byly objeveny specializované opravné drahy jako
napt. oprava nukleotidi (NER z angl. Nucleotid extinction repair), oprava bazi (BER
z angl. Base extinction repair), Fanconiho opravna drdha (FA z angl. Fanconi
anemia), oprava $patné parovanych bazi (MMR z angl.. Mismatch repair)'. Po§kozeni
jednotlivé baze je opravovano pomoci BER. Rozmérna poskozeni, kovalentni spojeni
DNA s proteinem mensim nez 11 kDa a poskozeni zptisobena pisobenim UV zéfeni,
které¢ zplsobuje spojeni dvou sousedicich pyrimidinovych bazi, je opravovéano
pomoci NER?. Kovalentni spojeni DNA s proteinem v&t§im nez 11 kDa a poskozeni

typu zlomu na jednom nebo obou fetézcich je moZno opravit specializovanym



systémem degradace proteinu a nasledné homologni rekombinace (HR), viz obr. 1.1°.
FA je zaméfena na opravu pri€ného kovalentniho spojeni mezi protilehlymi fetézci

(ICL z angl. Interstrand cross-link)®.
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Obrazek 1.1 Homologni rekombinace

1) cervene ssDNA konce a modre dsDNA sesterské chromatidy.

2) Zasah sesterské DNA.

3) prodluzovani retézce podle templatu sesterské DNA.

4) Syntéza chybéjicich kusiu. Nasleduje oddéleni sesterskych chromatid, nove syntetizované kusy

DNA jsou ligovéany a poskozend DNA je opravena’.

BER je dulezity pro odstranéni poSkozenych bazi zpisobené bunéénym
metabolismem!. Oprava poskozené DNA probiha ve tiech krocich. V prvnim kroku
rozpoznéd poskozeni a odstrani kovalentni vazbu za vzniku mezery nazyvajici se
abazické misto (Ap z angl. Apurinic/apyrimidinic site). Ve druhém kroku je Ap
opraveno pomoci DNA polymerazy. Ve tietim kroku je fetézec spojen DNA ligazou.
K prvnimu kroku mohou byt vyuZiviny rGzné nukleasy v zavislosti na typu

poskozeni?®,

1.2. ICL

Pti reaket jistych endogennich ¢i exogennich ¢inidel s DNA miZe vznikat ICL mezi

bazemi na protilehlych fetézcich DNA, viz obr. 1.2 str. 10.



Obrazek 1.2 Model Ap-ICL mezi opacnymi Fetézci vytvoreny v programu PyMol. Spojeni se

vytvorilo mezi abazickym mistem (Ap) a adeninem (dA)°.

ICL je vysoce cytotoxické poékozeni6. Vznika pﬁsobenim rﬁznych exogennich
Vznika také plsobenim endogennich éinidel, mezi ktera patﬁ napi. formaldehyd,

acetaldehyd a malondialdehyd'!.

Plsobenim exogennich €inidel se vyrazn€ zvySuje Cetnost vzniku ICL, coz vede ke
zvySujicimu se poétu bun&k podstupujicich apoptozu'?. Po 4 hodinich inkubace
nerezistentnich ovaridlnich bunék s cis-platinou (Cis-Pt) bylo dosazeno IC50.
Koncentrace potiebna k usmrceni 50% téchto bunék je 2,5 pg Cis-Pt/ 1 ug DNA'.
Tohoto faktu je vyuZzivano pii chemoterapii, kdy uvedena ¢inidla ptisobi na nadorové

buriky a zpiisobuji jejich odumirani'?.

Ap je pravdépodobné nejCastéjsi endogenni poskozeni bunééné DNA. Vznika
spontannim odstranénim purinovych a pyrimidinovych bézi, a rovnéz jako produkt
opravné¢ drahy BER, kdy jsou odstranovany poskozené baze piisobenim oxidace
mutageni, toxin{i a protirakovinnych drog’. Odhaduje se, ze kazdd sav&i buiika
v ustaleném stavu obsahuje cca 100 000 Ap'>. Neddvno bylo objeveno, Ze jedna

z forem ICL je tvofena mezi Ap a bazi na protilehlém fetézci, viz obr. 1.3, str. 11.

10



© 0
"
-
5 G
e =N
o N #~n @

Obrazek 1.3 Tvorba ICL mezi Ap a dA

Schéma navazani dA na Ap pres 3 intermediaty za vzniku konecného produktu — Ap-ICL. Zobrazeno

Jje pouze Ap a nukleotid, které jsou soucasti retézcit DNA®.

1.3. Fanconiho anémie

Genetickd porucha Fanconiho anémie je charakteristicka aplastickou anémii,

rakovinou predispozici a hypersenzivitou na ICL!S.

Bylo objeveno 19 ,,FANC* proteintl, jejichZ mutace indikuje FA. FA zpisobuje
selhani kostni dfené a predispozice pro rakovinu. Kli¢ovym faktorem této opravné
cesty je heterodimer FANCI-D2, jehoZ mono-ubikvytilace ochrafuje bunky pred ICL

zpusobujicimi ¢inidly!”.

1.4. OpravalCL

Oprava ICL probihd v S fazi bunééného cyklu a u nékterych typi jako Ap-ICL
neznadmym mechanismem. Z genetickych studii jsou ziskéna dilezita voditka, ktera

ukazuji nékolik tiid proteini, které udéluji rezistenci proti ICL tvoficim ¢inidlam.

11



Oprava je iniciovana narazem DNA replikacni vidlicky na ICL. Endonukleasy
zpusobi rozstépeni dvousroubovice a tim uvolni jednu ze sesterskych chromatid. U
neporuSen¢ chromatidy se rychle obnovi replikace a vznikne dcetfina dvousroubovice.
Druh4, porusena chromatida je opravena pomoci HR. K opraveni odstépeného zbytku
ICL je vyuzito NER. Detailni mechanismus této opravné drahy neni dostatecné

prozkouman®.

Pro jistotu, Ze je poSkozeni opraveno miize na urcité poskozeni byt aplikovano vice
opravnych cest. Pokud néjaka z nich nefunguje fadné, jina cesta ji v nékterych
pfipadech miize nahradit. RGzné opravné cesty mohou na opravé konkrétniho

poskozeni spolupracovat.

1.5. DNA glykosylasa

DNA glykosylasa zachovéava integritu DNA rozpoznanim poSkozené baze zptisobené
1onizujicim zafenim, alkylaci nebo oxida¢nimi ¢inidly. Navzdory nazvu nékterych
glykosylas se jednéa o nukleasu. Iniciuje proces opravy baze (BER enzym), kterd je
dokonc¢ena pomoci enzymil jako fosfodiesterasy, Ap endnukleasy, DNA polymerasy
a DNA ligasy. DNA glykosylasa $tépi N-glykosylovanou vazbu mezi cukrem a

poskozenou bazi vytvoifenim Ap's.

1.6. Fpg/Neirodina

Fpg/Nei rodina je jedna ze dvou rodin, které jsou schopny rozpoznat oxidované baze
DNA. Druhou rodinou je HhH/GPD'°. HhH rodina je reprezentovana endonukleasou
IIT (Nth) a 8-oxoguanin DNA glykosylasou (Oggl). Fpg/Nei rodina je reprezentovana
formamidopirimidin DNA glykosylasou (Fpg) a endonukleasou VIII (Nei) v
bakteriich nebo endonukleasou VIII-like 1 (NEIL1), NEIL2, NEIL3 u savct?. Tyto
glykosylasy nevytvafeji Ap misto, ale maji spfazenou lyasovou aktivitu, jez
hydrolyzuje diesterovou vazbu poSkozeného fetézce. Na obrazku 1.4 (str. 13) je
schématické zndzornéni sekvence nékterych proteini nélezicich ke zminénym

rodinam.

12
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Obrazek 1.4 Schematické znazorneéni NEILI, NEIL2, NEIL3, E. coli NEI a Fpg. Prvni

aminokyselina na N-konci je nezbytnd pro katalytickou aktivitu®.

1.6.1. Fpg

Fpg rozpoznava predevsim poskozeni purinti??. V pofadi 2. aminokyselina prolin je
vyuzita k tvorbé Shiffovy baze, 3. Aminokyselina kyselina glutamova slouZi jako

donor protonu. Patii mezi BER enzymy schopné ochranit Ap pied vznikem Ap-ICL%.

1.6.2. NEIL1

NEIL1 (Endonukleasa VIII-like I) ma 44 kDa a ma totoZnou aktivitu pii odstranovani
poSkozeni jako Fpg, ob& preferuji otevieny kruh purini jako je 4,6-diamino-5-
formamidopyrimidin (Fapy A). NEIL 1 je charakteristicky nepfitomnosti smycky

nesouci zinek. NEIL 1 se u¢astni humoralni imunity a je vysoce tvoien v B buiikach?!.

1.6.3. NEIL2

NEIL2 (Endonukleasa VIII-like IT) ma 37 kDa. Funkce NEIL2 je komplementarni k
funkci NEIL1, pfesto mezi nimi existuji podobnosti. Oba maji na N-termindlnim

konci prolin v pozici 2, ktery zajist'uje jejich glykosylasovou aktivitu.

13



1.6.4. NEIL3

NEIL3 (Endonukleasa VIII-like III) ma 68 kDa. Lidsky NEIL3 se nachazi na
chromosomu 4q34.3 a sestava se z 10 exonil obsahujicich 1818 parti bazi v kddujici
sekvenci, coZ umozinuje plnou délku proteinu 605 aminokyselin. NEIL3 se vyskytuje
predevsim v jadru bunék?!. Obsahuje zinkovy prst, obr. 1.5, coz je doména vazajici
DNA, ktera se ¢asto vyskytuje u DNA vazajicich proteind®*. V piipadé NEIL3 je

zinek ukotven Ctyfmi cysteiny.

Obrdzek 1.5 Zinkovy prst uchyceny ¢tyrmi C = cystein **.

NEIL3 obsahuje C-terminalni doménu skladajici se z Ranbp zinkového prstu a GRF
zinkového prstu. Na N-terminalnim konci v pozici 2 se nachdzi valin na misto

obvyklého prolinu. Tuto aminokyselinu vyuziva k tvorbé Shiffovy baze.

xNEIL3 je jedna z 11 anotovanych glykosylas v genomu drapatky vodni (Xenopus
leavis) a ¢lenem Fpg/Nei glykosylasové rodiny, které byla dokazana schopnost
odstranit oxidovanou bazi z ssDNA!7. Aminokyselina lysin v pozici 60 piedstavuje

aktivni centrum.

14



2. Cile bakalarské prace

Cilem této prace je pfipravit mutantni varianty proteinu xNEIL3 a exprimovat je
v bakteriich E.coli. Ptipravit jeho substrat ICL a zjistit, zda se mutant na substrat vaze

a poskozeni opravuje.
Dosazeni tohoto cile zahrnovalo dil¢i kroky:

e piiprava expresniho vektoru po bakterialni expresi mutantni varianty xNEIL3
e Dbakteridlni exprese a izolace mutantni varianty xXNEIL3
e pfiprava a izolace substratu ICL z abazick¢ DNA

e charakterizace interakce mutantni varianty xXNEIL3 riznych DNA substratt

15



3. Materialy a pristroje

Tabulka 3.1 Ptistroje a pomicky

Analytické vahy

Adventurer Pro, Ohaus

Aparatura a zdroj pro horizontalni

elektroforesu

EV 231, Consort

Aparatura pro vertikalni elektroforesu

Mini-PROTEIN Tetra System, Bio-
Rad

Centrifugy

Centrifuge 5418, rotor FA-45-18-1,
Eppendorf centrifuge 5418

Allegra X-15 R Centrifuge, rotor
SX47910A, Beckmann Coulter

Sorval Evolution RC, rotor SLC-6000,
Thermo Scientific

Avanti Centrifuge J301, rotor JLA-
16.250, Beckmann Coulter

Sonikator

Bandelin sonopro

Fotoaparat

E-620, Olympus

FPLC

AKTA purifier, GE Healthcare Life

Sciences

Kolona pro gelovou chromatografii

HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg,
GE Healthcare Life Sciences

Kolony pro iontovou chromatografii

Ohp Shp; monoS, GE Healthcare

Koncentrator

Amicon® Ultra 30 kDa, Millipore
Ireland Ltd.

Amicon®Ultra 3K, centrifuge filters,
Millipore Irealand Ltd.

Magnetickd michacka

ARE, VELP

16



Mikroskop SZX10, Olympus

pH metr HI 3220 pH / ORP Meter, HANNA
instrument

Vortex Gene 2, Scientific Industries

Inkubator Memmert I[PP 400

Mikrospektrofotometr Spectophotometer ND-1000,
Nanodrop

Predvazky EMB 500-1, Kern

Rota¢ni inkubator

Innova 44, New Brunswick

Rotator

Multi RS-60, Biosan

Fluorescenéni skener

TYPHOON FLA 9500

Termocykler

Professional TRIO Thermocycler,
Biometra Product Line

Block heater, SBH130D, P-Lab

Tabulka 3.2 Komer¢né dostupné chemikalie

Agarosa

Agarosa SERVA pro DNA
clektoforesu, SERVA

Akrylamid, Bisakrylamid

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

Ampicilin Carl Roth
B-merkaptoethanol Sigma-Aldrich
Coomassie Brilliant Blue G 250 Sigma-Aldrich
EDTA (ethylendiamin tetraoctova Carl Roth
kyselina)

Ethidium bromid Carl Roth

HCI PENTA
Peroxodisiran amonny Carl Roth
SDS Carl Roth

17



Standard pro DNA elektroforesu

Gene RulerTM 1 kb Plus DNA Ladder,

Thermo Scientific

Standard pro proteinovou elektroforesu

PageRuler™ Plus Prestained Protein

Ladder, 10-250 kDa, Thermo Scientific

TCEP Thermo Scientific
TEMED Carl Roth
Tris-Cl Carl Roth

Tabulka 3.3 Pufry, roztoky, média

CBB barvici roztok 3 mM Coomassie Brilliant Blue R250,
1,5 M CH3COOH, 50% (v/v) methanol

Elu¢ni pufr pro xNEIL3 20 mM Tris pH 8,0; 1 M NaCl; 10%
Glycerol; 2 mM B-Merkaptoetanol

Elu¢ni pufr pro ICL 20 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA

Ligacni pufr 5 x Rapid Ligation pufr, Thermo
Scientific

LB agar podle Lennoxe P-Lab

LB medium podle Lennoxe P-Lab

Nanéseci pufr pro DNA elektroforesu

6x DNA Loading Dye, Thermo

Scienttific

Nandseci pufr pro SDS elektroforesu

4x Roti Load®1, Carl Roth

Promyvaci pufr pro xNEIL

20 mM Tris pH 8,0; 150 mM NacCl;
10% Glycerol; 2 mM B-Merkaptoetanol

Promyvaci pufr pro ICL 20 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA; 1 M
NaCl
TE 20 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA

Pufr pro gelovou chromatografii

20 mM Tris pH 7,4; 50 mM NaCl, 2

mM B-merkaptoetanol
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Pufr pro SDS elektroforesu
(Tris-glycinovy pufr)

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

TBE pufr 89 mM Tris, 89 mM kyselina borita, 2
mM EDTA, pH 8,3
Restrikéni pufr 10x Fast Digest Green pufr, Thermo

Scientific

ZY médium

1 % (w/v) trypton; 0,5% (w/v)
kvasni¢ny extrakt; 2,8 mM glukosa; 6
mM laktosa; 0,5% (v/v) glycerol; 1 mM
MgClz; 25 mM (NH4)2SO4; 50 mM
KH2PO4; 50 mM NaxHPO4

Tabulka 3.4 SloZeni gelti na DNA

Denaturujici Ix TBE
7 M Mocovina
20% (v/v) Akrylamid /
Bisakrylamid (37,5 : 1)
Nativni I1x TBE bez EDTA
20% (v/v) Akrylamid /
Bisakrylamid (37,5 : 1)

Tabulka 3.5 SloZeni gelti na SDS-PAGE

Zaostrovaci

125 mM Tris-CI pH 6,8

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

0,1 % (w/v) SDS

0,005 % (v/v) TEMED

0,05 % (w/v) (NH4)2S203
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Délici

375 mM Tris-Cl pH 8,8
15 % (w/v) Akrylamid /
Bisakrylamid (37,5 : 1)
0,1 % (w/v) SDS

0,001 % (v/v) TEMED
0,05 % (w/v) (NH4)2S208

3. 1. Pouzité sekvence a konstrukt

Tabulka 3.6 Sekvence primeril

Primer dle sméru

replikace

Sekvence (5°-3")

NEIL3 Ndel forwardni

GAGATATACATATGGTGGAGGGTCCGGGC

NEIL3 HindIIl reverzni | GCGGCCGCAAGCTTCTACTTTTGGCACTTGGG

AC

T7 reverzni

TAATACGACTCACTATAGGG

Tabulka 3.7 Sekvence oligonukleotidli pouzitych pro piipravu ICL

Znaceni Sekvence (5°-3")

Neznacené GGATGAACUTAGACAGA
Neznacené komp. CTCTGTCTAAGTTCATC

Znacené [HEX]-AGATGAACUTAGACAGA
Znacené komp. TCTGTCTAAGTTCATCT
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Konstrukt DNA xNEIL3 K60A 264 stop

ATGGTGGAGGGTCCGGGCTGCACGCTGAATGGGGAGAAGATCCGAGCG
CGGGTGCAGAAGGGTCAGTGTGTCGTGGAGCTTCGGGGAAGCGCTGTG
AGCGCTAAGGCCCCTGCTTCCTCCCATAATGACCTATCATCACTTACTGG
ATGCAGCTACGCTGGAGTGGAAACGCTGGGAAAGGAGCTTTTTATATAT
TTTGGACTGAAAGCAATGCGTGTACATTTTGGAATGAATGGATCAATGC
GCATTAATCAACCAATGAAAAAGGGCCAAGAAAACGGTAGACCCATAC
CTATAGCGGTTTTAGAAGTGCAACTTACAAAAGACTTAATTTGCTTTTAT
GAGTCCACTGTAGATGTGAGAAATGCATCAGAATGTCAAGAAAAGATA
AGATTCTTTGAGGAACTTGATGTCTGCTCTTCTAAGTTTAGTTTTCCTAG
AGCAGAATGTGAGATCAAGAAGCAACGTACTCGCATGCTATGCGACATT
CTGCTTGATCAGATGATTCTACCTGGGGTTGGGAACATTATTAAAAATG
AAGCCTTATTTGACAGTGGTCTACACCCTGGAGTCCAGGCTGGTCTACTT
ACAGATGAGCAAGTGAGTCACCTTGTGAAAATGACCCGTGATTTCACTC
TGCTTTTTTATAAGTGTCGAAAGTCTGGTTCTGCTCTCTATAAACACTAC
AAGGTTTACAAAAGACCTAATTGTGGCCAGTGTGGTACAAAGATCACTG
TGTGTCGTCTTGGTGAGCACAACAGGATGACCTATTTTTGTCCCAAGTGC
CAAAAG

Aminokyselinova sekvence xNEIL3 K60A

A

DKPQHVDVSKLPTRNSLIGWVQRTASNANEHVATSKEEHWAC
AVCTLINKPSDKQCDACLTLRPEVSSLAVSDEAAELNTDLVKYPCNNFAKYV
LPELKLNRRTAFGNTTLVLTDFGAKEGLADKNSQQNILNRSTFDVPLNNKY
YHTKTPSNKRSNENEHWTNTLNAVNGHSAASNNVFNHPQKKLKTGHTTSN
TIHLSSTISSPQSKMTGDAAAKTGNPQCSAHNVPCALQVVRKEGENKGRSF
YTCSLPRERRCQYFEWADLHFPFCNHGKRCIVRTVLKIGPNNGKNFYVCPM
GKDKQCNFFEWAKTEDYKDDDDK
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4. Metody

4.1. Priprava vektoru pro bakterialni expresi xNEIL3

4.1.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Reakeéni smés pro amplifikaci DNA byla ptipravena podle tab. 4.1. Celkovy objem
reakce byl 20 ul a reakce prob¢hla podle zndzornéni v tab. 4.2 v automatizovaném

pfistroji Professional TRIO Termocycler (tab. 3.1 str. 16).

Tabulka 4.1 SloZeni reakéni smési PCR

Komponenty Mnozstvi
Templatova DNA 1 ng
10uM forwardni primer 1 ul
10uM reverstni primer 1 pul
2x Master Mix Phusion Flash 10 pl
HPLC H20 7 ul

Nukleotidové sekvence primerti jsou uvedeny v tab. 3.6 str. 20.

Tabulka 4.2 Prubéh PCR reakce

Pocet cykla Teplota / °C Cas
1 98 1 min

98 10s

30 62 20s

72 I5s
1 72 5 min

4.1.2. Horizontalni agarosova elektroforesa

Na gel slozeny z 1% agarosy a 0,02% ethidium bromidu bylo naneseno 2 pul standardu

Gene ruler a 2 pl vzorku smichaného se vzorkovym pufrem (5x DNA Loading Dye).
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Elektroforesa probehla v horizontalnim uspotfddani 15 minut pii napéti 300 V v TAE
pufru. Vysledny gel byl vizualizovan pomoci UV fotoaparatu QUANTUM ST4-
1100.

4.1.3. l1zolace PCR produktu

Zbylé mnozstvi PCR produktu bylo nafedéno trojndsobnym mnozstvi PB pufru a
adsorbovéano na silikagelovou mikrokolonku (QIAquick PCR Purification Kit?).
Nasledné byly centrifugaci odstranény necistoty promytim PE pufrem a DNA

eluovana TE pufrem.

4.1.4. Stépeni plasmidu a produktu PCR restrikénimi enzymy

Plasmid pET-21a(+), obr. P1., 1 PCR produkt byly §t€peny stejnymi restrikénimi
endnukleasami v celkovém objemu 20 pl 60 min pii 37 °C. SloZeni reakénich smési
je zaznamenano v tab. 4.3. V ptipad¢ plasmidu bylo po 30 min piidano 1 pl teleci

alkalické fosfatasy (CIAP).

Tabulka 4.3 SloZeni reak¢nich smési pro restrikéni St€épeni DNA

Komponenty Plasmid PCR produkt
DNA 3ug 14 ul
Endonukleasa Ndel I 0,5 ul 1 ul
Endonukleasa Hind 11 0,5 ul 1 ul
10x Fast dig Green 1 pul 2 ul
CIAP 1 ul -
HPLC H2O 6 ul 2 ul
4.1.5. Ligace

Ligaci DNA je mysleno vlozeni insertni DNA (v naSem ptipadé PCR produkt) do

vektoru (pf. plasmid). Insertni DNA 1 vektor nastépené stejnymi restrikénimi enzymy
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byly ligovany v reakéni smési podle tab.

hod.

Tabulka 4.4 Slozeni ligacni smési

4.4. Ligace probihala pfi teploté 37 °C 1

Komponenty Viul
Vektor 10
Insert 10
5x liga¢ni pufr 6
T4 DNA ligasa 1
HPLC H20 3

Pfi ptipravé ligaéni smési bylo postupovano podle protokolu k T4 DNA ligase?®.

4.1.6. Transformace bakterii Escherichie coli (E. coli) DH5a

Na ledu byl pfidan 1 pl ligaéni smési z kapitoly 4.1.5 str. 23 ke 20 pl bunécné
suspenze chemicky kompetentnich E. coli DHS a a ponechan inkubovat na ledu 5
min. Nésledn¢ byly buniky podrobeny teplotnimu Soku 42 °C po dobu 45 s a poté
ponechany inkubovat na ledu 5 min. Po inkubaci bylo k buiikkam ptidano 0,5 ml LB
média a bunky byly kultivovany pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Smés byla rozetiena za
aseptickych podminek na Petriho misku s LB agarem (finalni koncentrace
Ampicilinu, Kanamicinu, Gentamicinu). Nasledovala inkubace ptiblizn€ 12 hodin pii

37 °C.

4.1.7. PCR z kolonii

Byly pfipraveny ti1 reakce podle tab. 4. 5. Do smési byla pomoci $picky automatické
pipety pfidana a resuspendovana ¢ast biomasy testovanych kolonii (viz kap. 4.1.6).
Reakce probé&hly za pouziti stejného programu uvedené¢ho v tab. 4.2 str. 22
v automatizovaném piistroji Professional TRIO Termocycler (tab. 3.1 str. 16).

Produkty reakci byly separovany a vizualizovany pomoci horizontalni agarosové
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elektroforesy za ptitomnosti ethidium bromidu (kap. 4.1.2. str. 21). Plasmidova DNA
byla izolovana pomoci soupravy QIAprep SpinMiniprep Kit?’.

Tabulka 4.5 Slozeni PCR reakci pro bakterialni kolonie

Komponenty V/ul
Biomasa -
Forwardni primer T7 0,5
Reversni primer T7 0,5
2x Dream Tag Green Master Mix, 5
Thermo Scientific
HPLC H20 4

4.1.8. Sekvenovani plasmidové DNA

V 1,5 ml mikrozkumavce byla pfipravena reakéni smés podle tab. 4.6. Sekvenace

byla provedena Sangerovou metodou firmou GATC Biotech.

Tabulka 4.6 SloZzeni sekvenacni reak¢éni smési

Komponenty Viul

Plasmidova DNA 2.5

10 uM primer 2,5
HPLC H20 5

Ptiprava sekvenacni smési byla provedena podle doporuceni GATC Biotech.

4.2. Bakteridlni exprese

4.2.1. Exprese rekombinantniho proteinu v buiikach E. coli BL21 (DE3) NiCo

Chemicky kompetentni buniky bakteridlniho kmene E. coli BL21 (DE3) NiCo byly
transformovany metodou teplotniho Soku expresnim vektorem o koncentraci. Pfi
transformaci bylo postupovano analogicky jako v kap. 4.1.6 str. 21. Buiky z jedné

kolonie narostlé na LB agaru byly inkubovany ve 2 ml LB média s ampicilinem o
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konec¢né koncentraci 100 pg/ml pii 37°C a otaCkach 220 RPM piiblizné 12 hod. Takto
pfipravenou bakteridlni kulturou byl zaockovan 1 1 ZY autoindukéniho média
s ampicilinem o kone¢né koncentraci 100 pg/ml. Kultura byla tfepana pii 37°C a
otackach 220 RPM 6 hodin, poté byla teplota snizena na 24 °C a buiky byly
kultivovany dalSich 14 hodin.

4.3. lzolace proteinu

4.3.1. Centrifugace

Bakterialni kultura, jejiz ptfiprava je popsana v kap. 4.2.1 str. 25, byla odstiedéna
v litrovych kyvetach v centrifuze Sorval Evolution RC (7 min; 4°C; 4000 RPM —
rotor SLC 6000). Supernatant byl slit a peleta zamrazena na -18 °C.

4.3.2. Lyse bunék

Po rozmrazeni byla peleta resuspendovana ve vychlazeném promyvacim pufru (tab.
3.3 str. 18) a homogenizovana na ledu pomoci homogenizatoru podle Dounceho.
Lyse bun€k probihala pomoci sonikdtoru Bandelin sonopro (3 x 20 s; na ledu).

Nasledné byl bakteridlni lyzat centrifugovan (17 000 RPM; 2 x 15 min).

4.3.3. Chromatografie na iontoménicich

Bakterialni lyzat byl pomoci Superloop 150 ml nanesen na systém equalibrovanych
kolon mQ a mS zapojenych za sebou na purifikaénim systému AKTA purifier 10 a
po optimalizaci byl standardné pouzit nasledujici postup: vzorek byl nanesen na
kolony za konstantniho priitoku mobilni faze 1 ml min™'. Nasledné byla odpojena mQ
kolona a byl nastaven kombinovany linearni gradient pufru o vyssi koncentraci NaCl
(pufr B) tak, aby z pocatecniho 100% pftitoku pufru o nizsi koncentraci NaCl (pufr
A) na kolonu dosahl 35% béhem pratoku 100 ml. Nasledné byl gradient nastaven tak,
aby béhem 10 ml dosahl ptitoku pufru B 100%. Kolona byla propojena se sbéra¢em
frakci délici elu¢ni objem do jamek 96-ti jamkové desticky (angl. 96 deep well plate)
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po 1 ml eluatu. Priabéh chromatografie byl sledovan pomoci absorbanci 280 a 254

nm.

Tabulka 4.7 Podminky chromatografie na iontoménicich

Protein pl Kolona
mS
xNEIL3 K60A 264stop 9,02 mQ

4.3.4. Diskontinualni elektroforesa v denaturacnim prostredi dodecylsiranu
sodného (SDS-PAGE)

Vybrané frakce vykazujici absorbanci a nastfiknuty bakteriadlni lysat byly 1:1
smichany s 10 pul 2x koncentrovaného vzorkového pufru. Takto ptipravené vzorky a
2ul standardu byly naneseny na akrylamidovy gel pfipraveny z 4% zaostfovaciho a
15% separacniho gelu (sloZeni vit tab. 3.5 str. 19). Elektroforesa probihala 60 min pfi
napéti 200 V ve vertikalnim uspotadéni. Jako elektroforeticky pufr byl pouzit Tris-
glycinovy pufr obsahujici 0,1% SDS. Separované proteiny byly vizualizovany

obarvenim Comassie Brilliant Blue a naslednym odbarvenim v destilované vodé.

4.3.5. Koncentrovani proteinu

Roztok proteinu byl koncentrovan v koncentratoru Amicon Ultra s celulosovou
membranou propoustéjici molekuly o velikosti do 30 kDa na centrifuze Allegra X —
15 R Centrifuge; Beckmann Coulter (2000 g) pti 3300 RPM do kone¢ného objemu

ptiblizn¢ 1 ml.
4.3.6. Gelova permeacni chromatografie

Protein byl nanesen na equalibrovanou kolonu Superdex 75 16/600 GL a pomoci
gelové permeacni chromatografie, kde se rozdéluji molekuly podle velikosti,

precistén na purifikaénim systému AKTA purifier 10.
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4.4. Tvorba aizolace ICL

4.4.1. Hybridizace oligonukleotid

Mikrozkumavky se suSinou oligonukleotidii byly odstiedény (30 s; 13000 RPM;
laboratorni teplota - Eppendorf centrifuge 5418) a resuspendovany v TE pufru na
kone¢nou koncentraci 100 pM podle technického data listu poskytovaného
spolecnosti Sigma Aldrich. Komplementarni oligonukleotidy (sekvence viz tab. 3.7
str. 20) byly smichany 1:1 a bylo ptfiddno NaCl na kone¢nou koncentraci 50 mM.
Roztok byl zahtaty na teplotu 95 °C pomoci blokového ohiivace a ponechan pomalu
k ochlazeni na laboratorni teplotu. Néasledn¢ byla pfidana Uracyl-DNA glykosylasa
(UDG) a smés ponechana 7 dni inkubovat pti 37°C.

Tabulka 4.8 SloZeni reakéni smési pro tvorbu ICL

Komponenty Konec¢na koncentrace
Oligonukleotid A 50 uM
Oligonukleotid B 50 uM
NaCl 50 mM
UDG 5 U/ml

4.4.2. Diskontinualni elektroforesa v denaturacnim prostredi 7 M Urea

Smés pro separaci na diskontinualni elektroforese byla vytvotena smichanim 3 pl
vzorkového pufru (sloZeni viz tab. 3.3 str. 18) a 3 pl reakéni smési pro tvorbu ICL.
Smés byla nanesena na gel a separovana 40 min pti 300 V ve vertikalnim uspotadani.
Jako elektroforeticky pufr byl pouzit TBE. Vysledny gel byl vizualizovan obarvenim
SYBR Gold na UV iluminatoru vybavenym fotoaparatem QUANTUM ST4-1100.

4.4.3. lzolace ICL

Reakéni smés pro tvorbu ICL byla purifikovdna na equalibrované koloné¢ mono
S 5/50 GL (silny katex) na purifikaénim systému AKTA purifier 10. Po navazani se

smeési na kolonu byl nastaven gradient pufru s NaCl (pufr B) na 45% pritoku na 5
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ml. Nésledné byl nastaven gradient pufru B na 60% b&hem pritoku 60 ml. Kolona
byla propojena se sbéracem frakci dé€lici elu¢ni objem do jamek 96-ti jamkové
desticky po 1 ml eluatu. Pribéh chromatografie byl sledovan pomoci absorbanci 280
a 254 nm. Vybrané frakce vykazujici absorbanci byly analyzovany separaci na 20%
denaturujicim gelu analogicky jako v kap. 4.3.4.

Znacend DNA [HEX]-ICL byla po sedmidenni inkubaci v 37 °C separovana na 20%
denaturujicim gelu, viz kap. 4.3.4 str. 27. NejvySe umistény separovany vzorek
piedstavujici ICL byl vytiznut a ponechan pii 4 °C cca 24 hodin k extrakci do 1,5 ml
TE pufru. Nasledné byl extract zkoncentrovan pomoci Amicon®Ultra 3K (cca 40

min; 13000 RPM; 4°C - Eppendorf centrifuge 5418) .

4.4.4. Tvorba ICL — optimalizace inkubace

Pro zji$téni optimalni doby inkubace pro maximalni vytézek tvorby ICL byly po dobu
24 dni kazdy den odebirany 2 ul roztoku, kde probihala reakce s UDG. Byly pouzity
nukleotidy kovalentné znacené [HEX] pro lepsi kvantifikaci, rozliSeni a kontrast pii
vizualizaci (sekvence viz tab. 3.7 str. 20). Odebrané vzorky byly smichany se
vzorkovym pufrem obsahujicim formamid pro zastaveni reakce a zamraZeny.
Nasledné byly jednotlivé vzorky elektroforeticky rozdéleny na 20% denaturujicim
akrylamidovém gelu (40 min; 300 V). Vysledné rozdé€leni na gelu bylo vizualizovano

pomoci fluorimetru TYPHOON.

4.4.5. Interakce ICL na xNEIL3 K60A 264 stop

Komplex byl vytvofen smichanim proteinu v riznych koncentracich s [HEX]
znac¢enymi substraty (ICL, jedno fetézcova a dvou fetézcovd DNA) 20 mM Tris-HCI
pH=7,4, 75 mM NaCl a 5% glycerol. Vzorky byly elektroforeticky analyzovany na
15% akrylamidovém nativnim gelu (30 min; 300 V) neobsahujicim EDTA. Vysledné

rozdéleni navazané DNA bylo vizualizovano pomoci fluorimetru TYPHOON.
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5. Vysledky

5.1. Priprava vektoru pro bakteridlni expresi xNEIL3 K60A 264 stop

Expresni konstrukt pro xNEIL3 s mutaci v pozici 60 zménou lysinu na alanin a stop
kodonem na pozici 264 (K60A 264stop), kodujici sekvenci byl navrZzen podle
bakterialnich homologl a obsahoval restrikéni mista pro endonukleasy Hind III a
Ndel I. Konstrukt byl ziskan PCR reakci z dostupného templatu za pouziti primerti
uvedenych v tab. 3.6 str. 20. Templatovda DNA pro xNEIL3 K60A FL byla do nasi
laboratofe zaslana na pozadani od Dr. J. C. Waltera z laboratofe Harvard Medical
School, v Bostonu. Podminky a slozeni reakéni smési viz kapitola 4.1.1 str. 22. Pti
PCR reakci byla templatova DNA zkricena a amplifikovana. Pohyblivost na
horizontdlni elektroforese odpovidala velikosti pozadovaného konstruktu pro
xNEIL3 K60A 264 stop (viz obrazek 5.1). Produkt reakce byl ptrecistén na

silikagelové mikrokolonce.

5000 bp

i

1500 bp _
1000 bp
700 bp -

500bp

Obrazek 5.1 1% agarosova elektroforesa v pritomnosti ethidium bromidu produktu PCR. S —
standard, P — PCR produkt

Po restrikénim $tépeni PCR produktu i vektoru endonukleasami Hind III a Ndel 1
(kap. 4.1.4 str. 23) byly produkty opétovné precistény a byla provedena ligace
plasmidové a templatové DNA (kap. 4.1.5 str. 23).

Vektor pET-21a(+), viz obr. P1, ktery obsahuje kodujici sekvenci B-laktamasu
zajiSt'ujici ampicilinovou rezistenci, s insertem byl transformovan do kompetentnich

buné¢k E.coli DH5a (kap. 4.1.6 str. 24), které¢ byly kultivovany na LB agaru
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s pfidavkem ampicilinu. Ze ¢tyt narostlych kolonii byla provedena 2x PCR reakce
(kap. 4.1.7 str. 24) pro ovéteni pritomnosti insertni DNA. Pfi PCR reakcich byly
jednou pouzity primery specifické pro insert (konstrukt xXNEIL3 K60A 264 stop) a
podruhé T7 primery. Produkty PCR reakce byly analyzovany pomoci agarosové
elektroforesy (kap. 4.1.2 str. 22), viz obr. 5.2. Buiky z kolonie ¢. 2, 3 byly
identifikovany jako pozitivni a kultivovany v LB mediu pfiblizné¢ 12 hod. Nasledné
byla isolovéana plasmidova DNA (kap. 4.1.7 str. 24) a provedena jeji sekvenace (kap.
4.1.8 str. 25).

Primery: T7 xNEIL

3000 pb

1500 pb
1000 pb

500 pb -

Obrazek 5.2 Agarosova elektroforesa produktit PCR kolonii. S — standard, cisla 1 — 4 cisla klonai,
T7 a xNEIL3 riizné pouzité primery.

5.2. Exprese aizolace xNEIL3 K60A 264 stop

5.2.1. Exprese

Vektor s insertem byl transformovan do kompetentnich bunék E.coli BL21 (DE3)
NiCo (kap. 4.2.1 str. 25) Nasledujici den byla namnozena bakteridlni kultura pouzita

k zaoc¢kovani autoindukéniho média ZY a buiiky dale kultivovany.
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5.2.2. lzolace Cistého proteinu

Vzniklé kultura byla odstfedéna pro odd¢€leni od expresniho média (kap. 4.3.1 str. 26)
a bunky nasledné lyzovany a ultrazvukovymi pulzy homogenizovany pomoci
Bandelin sonopro (kap. 4.3.2 str. 26). Vznikly bakteridlni lyzat byl nanesen na
iontové kolony v uspofadani mQ a mS (aniontovy a kationtovy iontoménic). Po
navazani se bakteridlniho lyzatu na kolony byla mQ odpojena, jelikoZ se na ni

navazaly necistoty, nikoli protein. Vysledny chromatogram je zndzornén na obr. 5.3.
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3600
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2600 { 40
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~
600 | |
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ml
Obrazek 5.3 Zavislost absorbance na elucnim objemu (protein xNEIL3 K60A 264 stop) za
gradientové eluce 50 mM NaCl az 1 M NaCl na koloné mS equalibrované pufrem pro chromatografii
na iontomeénicich (tab. 3.3 str. 18).

Modre je znazornéna absorbance pri 280 nm oranzvé absorbance pri 254 nm a, hnédé konduktivita

Frakce, které vykazovaly vys$i absorbanci, byly analyzovany pomoci 15% SDS-

PAGE, viz obr. 5.4 str. 33.
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2150 kDa
130 kDa
100 kDa
T0 EDa
&0 kDa

[
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i ¥ l’
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35 kDa

25 kDa

15 kDa

10 kDa

Obrazek 5.4 Elektroforetickd kontrola frakci vykazujicich vyssi absorbanci pri 280 nm pii
gradientové eluci na mS equalibrované koloné. S — standard, L — vzorek naneseny na kolonu, (X1 —

F1) — jednotlivé frakce podle obr. 5.3 str. 32. Za pouziti SDS-PAGE 15% akrylamidového gelu a
barveni CBBR250.

Frakce obsahujici protein byly spojeny, zkoncentrovany (kap. 4.3.5 str. 27) na objem
piiblizn€ 3 ml a purifikovany pomoci gelové permeacni chromatografie za pouziti
kolony Superdex 75 16/600. Chromatogram z gelové permeacni chromatografie je

znazornén na obr. 5.5 str. 34. Frakce vykazujici absorbanci byly analyzovany pomoci
15% SDS-PAGE, viz obr. 5.6 str. 34.
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Obrazek 5.5 Zavislost absorbance na elucnim objemu (protein xNEIL3 K60A 264 stop) pri iontové
permeacni chromatografii za pouziti kolony Superdex 75 16/600. Modre je zndzornéna absorbance

pri 280 nm.
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Obrazek 5.6 Elektroforeticka kontrola frakci vykazujicich vyssi absorbanci pri 280 nm p¥i iontové
permeacni chromatografii za pouziti kolony Superdex 200 10/300 GL. S — standard, L — vzorek
naneseny na kolonu, (A1 — C6) — jednotlivé frakce podle obr. 5.5. Za pouziti SDS-PAGE 15%
akrylamidového gelu a barveni CBBR250.
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5.3. PripravalCL

Oligonukleotidy (sekvence viz tab. 3.7 str. 20) v podob¢ suSiny ziskané od firmy
Sigma Aldrich byly resuspendovany v TE pufru podle doporuc¢eni na konecnou
koncentraci 100 uM. Hybridizace komplementarnich oligonukleotidti bylo dosazeno
smiSenim komplementarnich sekvenci 1:1 v pfitomnosti 50 mM NaCl a zahtatim na
95°C pomoci blokového ohiivace, SBH130D s pomalym ochlazenim. Poté bylo
pfidano UDG a smés ponechana pii 37°C inkubovat 7 dni (kap. 4.4.1 str. 28).
Nésledné byla smés analyzovana pomoci 20% denaturujiciho akrylamidového gelu,
kde jako kontrolni vzorek byla pfiddna jednotetézcovd DNA a hybridizovand DNA
(kap. 4.4.2 str. 28) a pohyblivost jednotlivych vzorkil byla vizualizovdna barvenim
SYBR Gold a analyzovéana pomoci UV fotoaparatu QUANTUM ST4-1100, viz obr.
5.7.

5.4. lzolace substratu —ICL

Po 7 denni inkubaci byl vzorek purifikovan pomoci AKTA Purifier 10 za pouziti
kolony monoQ (kap. 4.4.3 str. 28). Vysledny chromatogram je zaznamendn na obr.

5.8
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Obrazek 5.8 Zavislost absorbance na elucnim objemu (ICL) za gradientové eluce 0 — 1 M NaCl na
equalibrované koloné monoQ.

Oranzové je zndzornéna absorbance pri 254 nm, modre absorbance pri 280 nm a hnédé konduktivita.
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Frakce vykazujici absorbanci byly analyzovany pomoci 20% denaturujiciho
akrylamidového gelu (kap. 4.4.2 str. 28), kde jako kontrola byla pouzita smés pied

purifikaci, viz obr. 5.9.

L Blo C5 D7 D35 D4 D2 D1 El E3
ICL S L . ]
pp | ey P p—

Obrazek 5.9 Elektroforeticka kontrola frakci vykazujicich vyssi absorbanci pri 280 nm a 254 nm. L
— naneseny vzorek na kolonu, (B10 — E3) — jednotlivé frakce podle obr. 5.8. 20% denaturujici
akrylamidovy gel, DNA vizualizovana fluorescencnim barvivem SYBR Gold.

Jednotlivé frakce obsahujici ICL byly spojeny a koncentrovdny za pouziti
Amicon®Ultra s celulosovou membranou propoustéjici molekuly o velikosti do 3
kDa obdobn¢ jako v kap. 4.3.5 str. 29. na 500 pl. Dale byl vzorek jesté vice
koncentrovan pomoci Amicon®Ultra 3K-0,5 s maximalnim objemem 500 pl na

kone¢ny objem pftiblizné¢ 100 pl.
5.5. Optimalizace doby inkubace pro maximalni vytézek tvorby ICL

Po dobu 24 dni byly v definovanych intervalech odebirdny 2 pl roztoku, kde
probihala reakce s UDG. Pro zastaveni reakce byl kazdy odebrany vzorek doplnén o
denaturujici vzorkovy pufr v poméru 1:1. Po ukonceni reakce byly jednotlivé vzorky
elektroforeticky rozdéleny na 20% denaturujicim akrylamidovém gelu, viz obr. 5.10
str. 37, a podle mnozstvi separovanych fragmentl vytvoten graf zavislosti tvorby ICL
na Case, viz obr. 5.11 str. 37. Elektrochromatogram byl analyzovan v programu

GelAnalyzer.
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Obrazek 5.10 Odebirané vzorky v casovych intervalech pro zjisténi kinetiky reakce. 20% denaturujici

akrylamidovy gel.
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Obrazek 5.11 Zavislost vytezku ICL na case.

5.6 Interakce xNEIL3 K60A 264 stop s ICL

Byl smichan purifikovany xNEIL3 K60A 264stop o koncentracich 200, 400, 800,
1600, 2000 nM s purifikovanym znacenym substratem: ICL, jedno fetézcovou DNA
a hybridizovanou DNA o koncentracich 200 nM. Komplex byl vizualizovan na 15%

nativnim akrylamidovém gelu a skenovan pomoci TYPHOON, viz obr. 5.12 str. 38.
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Obrazek 5.12 Vazba proteinu na substraty: Hybridizovanou DNA, Jedno retézcovou DNA a ICL.
15% nativni akrylamidovy gel. Spodni separovany vzorek piedstavuje substrat, vichni separovany

vzorek predstavuje tvorici se komplex xNEIL3 se substrdtem.
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6. Diskuse

Cilem této prace bylo pfipravit a izolovat protein mutantni XNEIL3 a jeho substrat
ICL.

Jelikoz xNEIL3 K60A plné délky v bakteriich E.coli vykazoval nizké vytézky, bylo
pfistoupeno na variantu vytvoieni a purifikace zkraceného mutantu 264 stop. Jak
vyplyva z teoretického tvodu zZadny jiny protein z Fpg/Nei rodiny neobsahuje
prodlouzenou doménu a na jejim konci 2 zinecnaté prsty jako NEIL3, bylo tedy
piedpokladano, Ze by zkraceny fetézec mohl rozpoznévat substrat, byt’ by poskozeni
neopravoval. Mutace K60A byla zvolena, jelikoZ DNA vazajici aminokyselina je
pravé lysin v pozici 60.

Prodlouzeny fetézec bude mit pravdépodobné vliv na aktivitu a bude regulovat
schopnost opravit poSkozeni. Pfedpoklad rozpoznani substratu se potvrdil a dokonce
bylo zjisténo, ze se ptfednostné vaze na ICL.

Sekvence oligonukleotidd pro tvorbu substratu byla pfevzata a mirné upravena!’.
Ideélni inkubaéni doba pro ziskdni maximalniho mnozstvi (7 dni) substratu byla
zjiSténa experimentalné, viz obr. 5.10 str. 37. Po delSim Casovém intervalu je na

denaturujicim gelu patrny tfeti band umistény nejnize, viz obr. 6.1.

ICL|

Produkt rozp.1

Ap
Produkt rozp.2
Produkt rozp.3

Obrazek 6.1 20% denaturujici akrylamidovy gel.

Jedna se o produkt samovolného rozpadu, ktery by mohl reprezentovat prvni a druhy
pik na obr. 5. 8 str. 38. Jak vypadaji produkty rozpadu, je n¢kolik mozZnosti (obr. 6.2

str. 40), které zaviseji na prub¢hu opravy Ap-ICL, kterd je zatim neznama.
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Obrazek 6.2 Mozné produkty rozpadu, schématické znazornéni. a) je schématické zobrazeni ICL. b-
e) predstavuje mozné produkty rozpadu 1, nachazejici se na gelu mezi Ap a ICL. Chybéjici casti

Fetezcu predstavuji produkty rozpadu 2 a 3 nachazejici se na gelu nejnize.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo pfipravit a izolovat protein mutantni XNEIL3 a jeho substrat
ICL.

Byl pfipraven expresni vektor pro bakterialni expresi s insertem mutantni varianty
xNEIL3 s mutaci v pozici 60 zaménénim lysinu za alanin a stop kodonem v pozici
264. Protein byl exprimovan v kompetentnich bunkach E. coli a izolovan. Byl
pfipraven substrat pro xNEIL3 — ICL. Ptiprava substratu byla optimalizovéana pro
maximalni vytézek a substrat izolovan. Byla prokdzéna preferencni vaznost
mutantniho proteinu na substrat - ICL pfed hybridizovanou DNA 1 pied jedno
fetézcovou DNA ve fyziologické soli. Jedno fetézcovd DNA byla dosud povazovéana

za preferencni substrat.

Komplex proteinu se substrdtem byl pfipraven pro krystalizaci k objasnéni
mechanismu opravy. Za timto ucelem probiha prace na piipraveé a izolaci mutantniho

xNEIL3 plné délky a ptirozeného xNEIL3.
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