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Abstrakt

Abazické misto (Ap z angl. Apurinic/apyrimidinic) je jedno z nejrozsifenéjSich
poskozeni DNA vznikajici spontanni hydrolyzou nebo v pribéhu DNA opravnych
procest. Jedna z forem Ap je otevieny aldehyd s elektrofilni funk¢éni skupinou schopnou
vytvaret kovalentni spojeni s nukleofilni skupinou komplementarniho fetézce DNA.
Kovalentni spojeni protilehlych fetézct (ICL z angl. Interstrand cross-link) vychézejici
z Ap je poskozeni, kde je neptirozend N-glykosidova vazba tvofena spontdnné mezi
otevienym aldehydem a aminovou skupinou adeninu na komplementarnim ftetézci
dvouretézcové DNA. ICL blokuje replikaci a transkripci, coZz vede ke genomové
nestabilité, rakovin€ nebo smrti buniky. Proces vzniku ICL je relativné dlouhy, trvajici
nékolik hodin, kde vznik oteviené¢ho aldehydu Ap je limitujicim krokem. Dosud byly
popsany dva druhy Ap-ICL v zavislosti na bazi, se kterou Ap tvoii kovalentni spojenti,
ale o sekvencni zéavislosti v okoli ICL vime jen mélo. Cilem této prace je prozkoumat
pravdépodobnost vzniku Ap-ICL v zévislosti na lokdlni sekvenci a biochemicka

charakterizace mechanismil vedouci k jeho oprave.

Bylo ukédzano, Ze kovalentni spojeni Ap-ICL je Stépeno endonukleasou 8-like III
(NEIL3) v eukaryotech a jeho blizky ortholog v bakteriich je formamidopyrimidin-DNA
glykosylasa (Fpg), DNA opravny enzym s N-glykosidovou aktivitou schopny vystépit
oxidované baze a Ap lyasovou aktivitou, schopny §té€pit 3’- a 5’-phosphodiesterovou

vazbu Ap mista.

Kli¢ova slova: Abazické misto, NEIL3, Fpg, DNA poskozeni

Abstract

Abasic sites (Ap site, from apurinic/apyrimidinic) are one of the most common lesions
generated in DNA by spontaneous base loss or DNA repair processes. There are two
equilibrating forms of an Ap site — ring-open aldehyde and cyclic hemiacetal. Ring-
opened aldehydes are reactive electrophilic groups capable of formation covalent adduct
with nucleophilic sites in DNA. DNA interstrand cross-link (ICL) resulting from the Ap
sites is formed spontaneously as a covalent bond between ring-open aldehyde and amin

group of adenin residue in the opposite strand of double stranded DNA. ICLs block
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DNA replication and transcription. The formation of Ap site derived ICL is relatively
long process taking several hours. We assume that the ring-opening of an abasic site is
the rate-limiting step in the formation of the thermodynamic ICL. However, formation,
stability and DNA repair of Ap-ICL are still poorly understood processes. Here, I have
set up mechanistic in vifro experiments to reveal and calculate the probability of Ap-I1Cl
formation in vivo. In more detail, I study the rates of formation of Ap-ICLs in the
sequence context of neighbouring nucleotides of freshly formed covalent bond of ICL.
I focus on sequence preference, the influence of AT/ GC rich regions and the length of
oligonucleotides. I have discovered that the rates and the yields of the Ap-ICL formation

are highly dependent on local sequence.
In conjecture to this, I study the Ap-ICL repair mechanisms.

Recently, it has been shown that N-glycosidic bond forming ICL is cleaved by NEIL3
glycosylase. Close orthologue of NEIL3 is Formamidopyrimidine DNA glycosylase
(fpg), a DNA base excision repair enzyme with N-glycosylase activity. Fpg removes a
wide range of oxidatively damaged bases with a subsequent and strand alone Ap lyase
activity where it cleaves both 3’- and 5’-phosphodiester bonds surrounding damage. The
aim of this part of the project was the preparation of Ap-ICL and Fpg or NEIL3 for

crystallographic studies in order to reveal the molecular mechanisms of Ap-ICL repair.
Key words: Abasic site, DNA interstrand cross-link, NEIL3, Fpg, DNA damage

(In Czech)



Obsah

1.

TEOTEHICKY VO ...ttt e e e 8
1.1, PoSKOZENT DINA ...t 8
1.2. Intermolekularni kovalentni prokiizeni DNA .........cccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 9
1.3. Oprava intermolekularniho kovalentniho prokfizeni DNA ............ccccceeneene 11
1.4 Fpg/Nei glykosylasova rodina............cceccveeeiiieiniiieniieciie e 14
1.5 NEIL3 - Endonukleasa VIII-like II1..........ccocooniiiniiiiiieeeeee e 14
1.6  Formamidopyrimidin-DNA glykosylasa.........cccccceeeviiieriiienciieeiie e, 18

CHIE PIACE .ottt e e et e e e tae e e abeeeeaseeeensaeesnnsaeeessseennnns 19

MaAtETIAlY @ PIISIIOJ@ ..uvvveeeiiiieeiiie et e ettt ettt e et e et e e etae e e eveeesaseeesnaeeeas 20
3. 1. POUZItE SEKVENCE ...cueieeniiieiiieeiieee ettt 25

IMLEEOAY ittt e et e et e e e e e et eeeab e e e eabeeeebaeeetaaeeeabeeeenaaeans 26
4.1. Ptiprava vektoru pro bakterialni expresi XNEIL3 ........ccoooiiiiiiiiiiiiiiieee 26

4.1.1.  Polymerdzova fetézova reakce (PCR)......c.cocoveviiiiiiiiiieee 26

4.1.2.  Horizontalni agarosova elektroforesa ............ccoeceeeveeeiireiieeiieiiieeeeens 27

4.1.3.  Izolace PCR produktu ........ccccoeeiiiiiiiiiiiiecieeee e 27

4.1.4.  Stépeni plasmidu a produktu PCR restrikénimi enzymy ...................... 27

41,5, LIZACE ceeiiiieeiiie ettt ettt et e et e b e e nbaeeeaaeeens 28

4.1.6. Transformace bakterii Escherichie coli (E. coli) DHS5a........................ 28

4.1.7. PCR ZKOIONIT .evtieiiieiiiciiecece e 28

4.1.8.  Sekvenovani plasmidoveé DNA .........ccccoooiiiiiiiiiiiiieeeiee e 29
4.2, BaKteridlnd €XPreSE ......ccccueeeiiiiieeiiiieeiiieeiiieeeieeeesireeeseteeesteeestreessnseeesnseeeensnens 29

4.2.1.  Exprese rekombinantnich proteind v bunikach E. coli BL21 Star......... 29
4.3, 1Z01aCE PIOtEINU ...eeeeueiieeiiie et ettt e eitee et et e e e ere e et eesteeeetaeeennbeeesnneeesnnneas 30

43,1, CONtITTUZACE ...eeeuvvieeiiie ettt e e et e et e e stte e e abeeesnseeeesaeeens 30

432, LySEDUNCK ..ooiiiiieeiie et 30

4.3.3.  Chromatografie na iontomeniCich.........ccoccoevoiveniiieniiieiiieeee e 30

4.3.4.  Diskontinudlni elektroforesa v denatura¢nim prostfedi dodecylsiranu

SOANEO (SDS-PAGE) .....oiiiiiieeeeee e e e 31

4.3.5. Koncentrovani ProteinU..........c.ecceeeeueeeiueesieessieeneeeseeeneeeesseeeseesseesseens 31

4.3.6.  Afinitni chromatografie...........cccceeiiieiiiiciieeiece e 32

4.3.7.  Gelova permeacni chromatografie ...........cceeeveerieerieecieeieece e 32
4.4. Tvorba ai1zolace ICL .......cccooiiiiiiii e 32



4.4.1.  Hybridizace oligonukleotidi na krystalizaci/ sekven¢ni studie............ 32

4.4.2.  Diskontinualni elektroforesa v nativnim prostredi............ccccceevvreennnnn. 33
4.43.  Izolace ICL na vazebné Studi€ .........ccccceeriieniiiniieiieeie e 33
4.44. Tvorba ICL — optimalizace inkubac¢ni doby, sekvence oligonukleotidi
34
4.4.5. Interakce ICL na konstrukty XNEIL3 a FPg ....cooovvviiviiiiiiiiiiiiieeeie, 34
4.5. Proteinova Krystalografie ........cccceieiiiieiiiiiiiiieciee e 34
4.5.1.  Priprava Krystalll ......c.cccooeuiiiiiiiiiiiccicceeceee e 34
452, MEFeni difrakee ....ooeeeviiiiiiiiiiiii e 35
4.5.3.  Vytvoreni modelu........cccoviiiiiiiiiiiiii e 35
VY SIEAKY ittt et e et e e st e et e be e e e aaeeen 35
5.1. Ptiprava vektoru pro bakteridlni expresi XNEIL3 K60A 264 stop ................. 35
5.2. Exprese a izolace enzymt xNEIL3 K60A 264 stop, xNEIL3 WT FL, xNEIL3
KOOA FL @ FPZ ettt ettt et et 37
5.2 1. BXPIESE cuniiiiiieeiiieee ettt ettt et e e e st e e e e e abaaeeeeaas 37
5.2.2.  lIzolace Cistého proteinu XNEIL3 K60A 264st, Fpg.....cccevevvevciveneeenen. 37
5.2.3.  Izolace cistého proteinu xNEIL3 WT FL, xNEIL3 K60A FL.............. 39
5.3, PHPIava ICL ..ottt ettt et 42
5.4. Izolace substratu — ICL........ccccoviiiiiiiiiiiiieeeee e 42
5.5. Optimalizace doby inkubace pro maximalni vytézek tvorby Ap-ICL a
charakterizace funk¢ni kinetiky vzniku a rozpadu Ap-ICL...........ccoovvieiiveicnieenne. 43
5.6. Interakce xNEIL3 K60A 264 stop a Fpg s ICL, dsDNA, ssDNA .................. 46
5.7. Enzymoveé reakce opravy Ap-ICL........ccccooviiiiiiiiiiiiieeeie e 46
5.8. Kirystalizace a krystalografie..........cccoeveiiiiiiiiiiniiieeece e 47
R T8 PR o oSSR 47
5.8.2. Krystalizace Ap-ICL DNA ......coiiiiiieeeeeeee e 49
DISKUSE ...ttt et et 50
ZLAVET ..ottt ettt ettt et ettt ettt a et ea e bttt e beenbeenteenteenteenteeneennee e 53
RETEIEICE ..ttt et e 54



Seznam zkratek

Ap
BER
CBBR250
dA
DNA
dsDNA
EDTA
E. coli
FA

FL

Fpg
HEX
HR
ICL

Nei
NEIL1
NEIL2
NEIL3
Nth
NER

uv

WT
SDS
ssDNA
TCEP
TEMED

abazické misto (z angl. Apurinic/apyrimidinic)

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

2’-deoxyadenosin

deoxyribonukleotidova kyselina

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

Escherichia coli

Fanconiho anémie

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

homologni rekombinace

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

endonukleasa VIII

endonukleasa VIII-like I

endonukleasa VIII-like II

endonukleasa VIII-like III

endonukleasa III

opravna draha pro opravu nukleotidl (z angl. nucleotid excision
repair)

ultrafialové (z angl. ultraviolet)

Ptirozeny typ (z angl. wild type)

Dodecylsiran sodny

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

Tetramethylethylendiamin



1. Teoreticky uvod

1.1. Poskozeni DNA

DNA je nestabilni molekula, ve které neustale dochazi ke vzniku riiznych chyb a
poskozeni vlivem piisobeni chemickych faktorti, chybami pii replikaci a béznym
pusobenim celuldrniho metabolismu. Je dilezité je odstranit a zachovat originalni
genetickou informaci, protoze nedokonalosti pfi opravé mohou vést ke genomové

nestabilité, rakoviné nebo smrti butiky’.

Eukaryoticka DNA polymerasa, jejiz chybovost katalytické podjednotky delta je 1
chyba na 107 syntetizovanych bazi, je schopna sama sebe kontrolovat a odstrafiovat

chyby vzniklé pfi replikaci z 99%?°.

Za vyzkum spontannich jevli deaminace a depurinace se zaslouzil lauredt Nobelovy
ceny z roku 2015 prof. T. R. Lindahl. Z jeho prace vyplyva, Ze spontanni odstranéni
purinovych bazi za fyziologickych podminek in vivo nezavisi na sekvenci DNA.
Rychlostni konstanta spontanni depurinace se pohybuje v fadech 4 - 10 s a vysledkem
tohoto procesu je abazické misto (Ap z angl. Apurinic/apyrimidinic site)® . V molekule
DNA dochazi ke spontanni deaminaci cytosinu vedouci k zdméné baze za uracyl, ktery
je potencionalné mutagenni, jelikoz pti replikaci je tento ptivodné G:C par nahrazen U: T
parem a neni zachovana originalni geneticka informace. Reakcemi s hydroxylovymi
radikaly a intercelularnim pasobenim metabolitl ¢i koenzymi mohou vznikat dalsi
rozmanita poskozeni DNA jako napft. intramolekularni kovalentni proktizeni DNA (ICL

z angl. Interstrand cross-link)” °,

Existuje spousta druhii poskozeni DNA, jejich oprava je nezbytnd pro zachovéni
integrity DNA. Oprava poskozené DNA v ptipadé poskozené baze (BER z angl. Base
excision repair) probiha ve tfech krocich. V prvnim kroku je rozpoznano poskozeni a
rozStépena glykosidova vazba pomoci specifické glykosidasy v zavislosti na typu
poskozeni, za vzniku mezery nazyvajici se Ap vyskytujici se ve dvou moznych
konformacich, viz obr. 1.1. Ve druhém kroku je Ap odstranéno bud’ lyasovou aktivitou
nebo Ap endonukleasou jako napi. Apexl. Nasledné je fetézec spojen pomoci DNA

polymerasy a DNA ligasy” %
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Obrazek 1.1. Dveé ekvivalentni formy abazického mista, hemiacetal a aldehyd s otevienym kruhem.

1.2. Intermolekularni kovalentni prokfizeni DNA
ICL je vysoce cytotoxické poSkozeni DNA vznikajici plisobenim riiznych exogennich
¢inidel jako napt. dusikaty hoi¢i¢ny plyn yperit, cisplatina, mitomycin C a psolaren® °.
Nékteré z uvedenych poskozeni jsou schematicky zndzornény, viz obr. 1.2. Chemicka

struktura substratu je pravdépodobné dulezita pro volbu opravné drahy.

ICL také vznika vlivem endogennich ¢inidel zahrnujici napt. formaldehyd, acetaldehyd

a malondialdehyd’’.
A
G=G—~C
—_—
C—C—G
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Obrazek 1.2. Schematicka ukdzka riznych kovalentnich prokvizeni vetézcii DNA. A) ICL zpiisobené
horcicnym plynem. B) ICL zpiisobené puisobenim Cis-platiny. C) Ap-ICL vznikajici spontanne.



Piisobenim uvedenych ¢inidel na bunky se pravdépodobné zvysuje ¢etnost vzniku ICL,
coz by vedlo zvysujicimu se po¢tu bunék podstupujicich apoptdzu’?. ICso pro cis-platinu
(Cis-Pt) je dosaZeno po 4 hodinové inkubaci s nerezistentnimi ovarialnimi buiikami viici
Cis-Pt. Koncentrace potiebnd k usmrceni 50% takovych bunék je 2,5 pg/ 1 pg bunééné
DNA’3. Tohoto faktu je vyuzivano pfi chemoterapii, kdy Cis-Pt plisobi na buiiky a

zpusobuje jejich odumirani’?

Apurinace/apyrimidinace je jedno z nejCastéjSich endogennich poSkozeni bunécéné
DNA. Mohou vznikat spontannim odstranénim purinovych a pyrimidinovych bazi, ale
také jako dusledek opravné drahy BER. Baze jsou z diivodu svého poSkozeni piisobenim
oxidace mutagent, toxinti a protirakovinnych latek odstanény’’. Odhaduje se, ze v kazdé
burikce v ustaleném stavu vznikéa okolo 10 000 Ap denné’®. Nedavno byla objevena nova
forma ICL tvofici se spontanné mezi C4‘-oxidovanym Ap a bdzi na protilehlém fetézci

(obr. 1.3)%.
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Obrazek 1.3. Strukturni zndzornéni vzniku Ap-ICL s intermedidty ukdzané reakce. Mezi Ap ve formé
otevieného kruhu aldehydu a adeninem na komplementarnim Fetézci dsDNA. Dochazi k tvorbé

neprirozené N-glykosidické vazby.
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Existuji dva rozdilné typy tohoto Ap-ICL, a to mezi Ap a adeninem nebo 1 guaninem na
opacném fetézci. Stéricky vyhodnéjsi z téchto dvou Ap-ICL je mezi Ap a adeninem
(obr. 1.4). Nedavné studie ukazaly, Ze B-eliminace z C4-Ap je limitujicim krokem
reakce’® %, K piipravé Ap in vitro se pouzivaji enzymy z BER, konkrétné Uracil-DNA

glykosylasa.

Obrazek 1.4. Porovnani délky potencidlnich neprirozenych N-glykosidovych vazeb (ICL) v zavislosti na
pozici k Apod. Obrazek vievo na protilehlém vetézci Ap v usporadani 5°-dA, 3 -dG. Obrazek vpravo

v usporadani 5 -dG, 3 -dA, tato sekvence je preferovanéjsi, prevzato™,

1.3. Oprava intermolekularniho kovalentniho prokfizeni DNA
Oprava Ap-ICL probiha v S fazi bun&ného cyklu’® /. Za rozstépeni N-glykosidové
vazby Ap-ICL je zodpovédnd DNA endonukleasa VIII like-3 (NEIL3, vice viz kap. 1.5).
Pfesny mechanismus opravy pomoci NEIL3 je neznamy?’. Piedpoklada se, Ze existuji
dvé nezéavislé moznosti této opravy. Prvni je rozstépeni nativni N-glykosidové vazby
adenosinu za vzniku abazického mista. Uvolnény adenin zlstdva vazan neptirozenou N-
glykosidovou vazbou na pivodni Ap misto. Druhd moznost opravy je rozstépeni N-
glykosidové vazby ICL za vzniku nepoSkozeného ptivodniho adenosinu 1 piivodniho Ap
mista. Ap misto je opravovano pomoci specifickych enzymt, které je vystépi a poté
homologni rekombinaci dochazi ke spojeni fetézce’ 2. Schematické znazornéni obou

moznych oprav je uvedeno na obr. 1.5.
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Obrazek 1.5. Schématické znazornéni dvou moznych zpiisobii rozstépeni Ap-ICL. A) Ap-ICL, kde
Cervena Sipka ukazuje na ne-nativni N-glykosidickou vazbu a modra na nativni N-glykosidickou vazbu.
B) Ukazka rozstépené nativni N-glykosidicke vazby, kde adenosin je vazan na komplementadrni retezec,
nez odkud pochazi, ne-nativni vazbou. C) Ukdzka rozstépené ne-nativni vazby tvorici Ap-ICL za vzniku

Jjednoho neporuseného retézce a Ap na svém pitvodnim misté.

Donedavna se ptedpokladalo, ze za opravu Ap-ICL je zodpovédnd opravna driha
Fanconiho anemie (FA), avSak bylo ukdzano, zZe oprava Ap-ICL probih4 pomoci NEIL3
opravné dréhy, kde na opravé navic spolupracuje TRAIP E3 ubikvitin ligasa, zndma
spolupraci s FA?. Kdyz se replisomy piiblizi k ICL, TRAIP polyubikvitiluje DNA
helikasu CMG (komplex skladajici se z CDC45, MCM2-7 a GINS). V zavislosti na
délce fetézce ubikvitinli a nam nezndmého charakteru drahy se aktivuje opravna draha
NEIL3 nebo FA. Kratky fetézec ubikvitinli ptivede NEIL3 skrz svou vazbu na DNA
helikasu (obr. 1.6). Dlouhy fetézec ubikvitini slouzi k odpoutani vazby na DNA
helikasu, coz slouzi jako aktivace FA opravné cesty. Tudiz TRAIP je povazovan za
rozhodujici faktor pfi vybéru opravné drahy ICL spjaté s replikacni vidlickou a regulétor

odvazani CMG?6-%,
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Replisom
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Obrazek 1.6. Model opravy Ap-ICL/psoralen ICL pomoci NEIL3 glykosylasy. Replisomy se priblizi
k poskozeni, diky kterému nemohou pokracovat v replikaci. NEIL3 glykosylasa je rekrutovana a vaze se
na poskozeni, které rozstépi za vzniku adenosinu a abazického mista (Ap). Replisom na opraveném

vidkné miize pokracovat v replikaci, druhy vycka na opravu Ap ¢i potencialné vznikd mutace.
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1.4 Fpg/Nei glykosylasova rodina
Fpg a Nei-like (z angl. Endonuclease VIII (nei)-like enzymes) enzymy z rodiny Fpg/Nei
jsou charakteristické schopnosti $té€pit N-glykosidovou vazbu DNA poskozeni casto
zpusobeného oxida¢nimi procesy?’. Radi se mezi enzymy opravujici poskozené baze —
BER opravna draha. Molekuldrni mechanismus téchto proteini zahrnuje vyklonéni
poskozené baze nebo Ap do aktivniho mista tvofici kapsu. Vysledkem enzymatické

opravy je ssDNA zlom na stran& poskozené ¢i chybéjici baze’” 7.

1.5 NEIL3 - Endonukleasa Vlil-like Il
Existuji tfi lidské enzymy z rodiny Nei-like proteint, jejichz Fpg/Nei doména vykazuje
vysokou homologii s bakteridlnim Fpg a Nei proteiny. Bylo ukdzéano, Ze NEIL1 a NEIL3

jsou sprazené s replikaci?.

Relativni molekulova hmotnost NEIL3 (Endonukleasa VIII-like III) je 68 kDa. Gen pro
lidsky NEIL3 se sklada z 605 aminokyselin. NEIL3 se vyskytuje pfedevsim v jadru
bunék?. Je zodpovédna za opravu Ap-ICL a také kovalentniho prokfiZeni zpiisobené
psoralenem’” %3, Mimo Ap-ICL aktivity také byla prokdzana slaba Ap lyasova aktivita
na ssDNA substratech®. Pfestoze NEIL3 je schopen rozpoznat poskozené nukleotidy
v DNA, k jejich opravé za pomoci Ap lyasové aktivity pfistupuje neochotné®.
Porovnani dvou modelt zobrazujici dvé poskozeni, z kterych jedno je opravované

pomoci NEIL3 a druhé nikoli, je zobrazeno na obr. 1.7%,
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Obrazek 1.7. Porovnani modeli ICL. A) Model struktury Ap-ICL s vyznacenymi residui, mezi kterymi
se tvori ne-nativni N-glykosidova vazba ICL, model z programu PyMol, PDB predloha 3BSE" .
Vyznacené je abazickeé misto (Ap) a adenin (dA) primo se podilejici na kovalentnim prokiizeni.

Prevzato”. B) Model struktury Cis-platinového ICL vytvoreny v programu PyMol, PDB 14A2E*.

NEIL3 obsahuje tfi domény zinkovych prstl, celkové Etyfi zinkové prsty, které se asto
vyskytuji u DNA vazebnych proteinii!®. Schematické zndzornéni sekvenci Fpg/Nei
rodiny viz obr. 1.8. Prvni zinkovy prst je typicky pro Fpg/Nei rodinu glykosylas nachézi
se N-terminalnim konci, jako soucast specifické glykosylasové domény. Zde je

zine¢naty kation ukotven Ctyfmi cysteinovymi zbytky.

PEGPEL

NEIL2 s @emes

PEGPLV

NE[[] e

PELPEV
Fpg

Zinkovy prst Fpg/Nei
rodiny
B Zinkovy prst NLP4 M GRF Zinkovy prst

@  ZnF-like motiv

Obrazek 1.8. Schematické zndzornéni sekvenci jednotlivych clemii Fpg-Nei rodiny enzymii

s vyznacenymi zinkovymi prsty, typickou sekvenci na N-terminalnim konci a glykosylasovou doménou.
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Dalsi doména obsahuje NPL4-like zinkovy prst obsahuje NZF motiv. V extraktech
z Zabich vaji¢ek (Xenopus laevis) bylo ukazano, Ze tato doména je nezbytna pro opravu
Ap-ICL. V dalSich proteinech obsahujici NZF motiv byly ukazany rozli¢né vazby
ubikvitinii, ktery je zodpovédny za spojeni mezi NEIL3 a TRAIP E3 ligasou,
piivolavajici NEIL3 k DNA poskozeni**#. Na druhou stranu bylo ukazano, Ze pro
opravu Ap-ICL in vitro neni esencialni. NZF doména je nezbytna pro spravné piivolani
NEIL3 k poskozeni za pomoci TRAIP a to vazbu na ubikvitiny na helikase CMG. Navic
samotna NZF doména v8ak neni nezbytna pro rozstépeni DNA poskozeni?’. Podle dosud
publikovanych dat 1ze ptfedpokladat, ze kratky fetézec ubikvitinli je zodpovédny za
aktivaci NEIL3 opravné drahy.

Posledni doména obsahuje dva GRF zinkové prsty, u kterych byla prokazana asociace
s chromatiny. Tyto motivy jsou obdobné motiviim v enzymu APE2, kde byla prokdzana
vlastnost vazby ssDNA?. S timto pfedpokladem bylo nasledn& ukéazano, Ze tyto motivy
NEIL3 preferenéné vazou ssDNA. Pravdépodobné hraji diilezitou roli pii opravé ICL,
ale mimo prokdzané preferencni vazby na ssDNA hlubsi porozuméni molekulédrniho

mechanismu chybi?’.

Na N-terminalnim konci proteinu NEIL3 se v pozici 2 nachdzi valinovy zbytek na misto
prolinového, ktery je typicky pro ostatni ¢leny Fpg/Nei rodiny. Tento aminokyselinovy
zbytek se podili na tvorbé Shiffovi baze v komplexu s DNA. Model zndmé struktury

myS$iho NEIL3 ve strukturnim srovnani s E. coli Fpg je vyobrazen na obr. 1.9%.
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Obrazek 1.9. Model strukturniho srovnani vytvoreny v PyMol zkracené varianty NEIL3 glykosylasy
z mySi (modre)) k Fpg z E. coli (zelené). PDB kod pro NEIL3 je 3w0f a pro Fpg 1k82. Zvétsené je
ukazano misto prekryvu DNA a mysitho NEIL3.
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1.6 Formamidopyrimidin-DNA glykosylasa

Formamidopyrimidin-DNA glykosylasa EC 3.2.2.23 je soucasti BER drahy opravujici
poSkozené baze DNA zejména oxidaci anebo piisobenim mutagennich ¢inidel. Fpg je
Siroce zastoupena v bakteridlnich kmenech a také v nékterych rostlinach ¢i plisnich. Fpg
ma glykosylasovou aktivitu, k odstranéni poskozené baze, a také sprazenou AP lyasovou
aktivitu, kterd st€épi DNA pomoci B eliminace. Oprava vede ke vzniku zlomu v ssDNA
v fetézci s opravovanou bazi a tvorbé 3'- a 5'-fosfatll. Uginné odstrafiuje 4,6-diamino-
5-formamidopyrimidin ~ (FapyA),  2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin
(FapyG) a dalsi oxida¢ni produkty 8-oxoguaninu (8-0x0G) jako napfiiklad

guanidinohydantoin.

Prolin se nachazi ve stfedu aktivniho mista na pozici dvé, kde v prvnim kroku reakce
vytvaii Shiffovu bazi s ribosou, coz odstrani poskozenou bazi. Glutamat na tieti pozici

slouzici jako donor protonu napomaha stabilizovat intermedidty (obr. 1.10).

o o DNA Glu-2 O/DNA Glu-2
| | 3_ T
0=P—0 _ 0=P—0" -0—P=0
\ =0 R . =0 N e —0
o Fo - 0 o ) 0= 0
Q NH. o) NHY ”
—Q 2 OH 2 ( o]
‘ )L Ag-288 /( R ‘ Arg-258 /{ \ ) 70Hr\
o 275N NH NH R e}y N - N
R NHy, QO NCNHy 9 N
Ofﬁ" o ‘ — > O=P—0 N - > o:ﬁ>~0H
(o] / N N \

Obrazek 1.10. Schématické znazornéni aktivniho mista Fpg (E. coli) pri katalyzaci opravy oxidativniho
poskozeni DNA s vyznacenymi aminokyselinovymi zbytky ucastnicimi se katalyzy. Nukleofilni napadent
C1° a protonace 04 ‘ vede k otevieni cukru. Je vytvorena Shiffova baze za ucasti Pro-2 a stabilizovdana
vodikovou vazbou s Glu-3.Lys-53 protonuje 3° fosfat, coz vede k p-eliminaci. Na deprotonaci C4°

navazuje protonact 5 * fosfatu Arg-258 a druhou p-eliminaci.
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo izolovat ¢&isté Fpg (Nesscheria meningitidis) a
konstrukty xNEIL3 (Xenopus leavis), ziskat strukturu Fpg a DNA poSkozeni Ap-ICL.
Dalsim cilem byla charakterizace poskozeni ICL z hlediska sekvencni zavislosti tvorby
ICL a in vitro experimenty s konstrukty proteinu xNEIL3 a Fpg. Téchto cilii bylo

dosaZeno nasledujicimi kroky.

e Piiprava expresniho vektoru pro NEIL3 glykosylasu

e Bakteridlni exprese konstruktl NEIL3 a Fpg

e Purifikace proteint a biochemicka charakterizace NEIL3 a Fpg

e Piiprava aizolace Ap-ICL, stanoveni rychlosti jeho tvorby v zavislosti na lokalni
sekvenci

e Vazebné in vitro experimenty Ap-ICL s konstrukty xXNEIL3 a Fpg

e Krystalizace Fpg a DNA

e Difrakéni experiment a vytvoteni strukturniho modelu proteinu
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3. Materidly a pfistroje

Tabulka 3.1 Piistroje a pomiicky

Analytické vahy

Adventurer Pro, Ohaus

Aparatura a zdroj pro horizontélni

elektroforesu

EV 231, Consort

Aparatura pro vertikalni elektroforesu

Mini-PROTEIN Tetra System, Bio-
Rad

Blokova lazen

SBH130D, Stuart

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 J30I, rotor JLA-
16.250, Beckmann Coulter

Sonikéator Bandelin sonopro

Fotoaparat E-620, Olympus

FPLC AKTA purifier, GE Healthcare Life
Sciences

Homogenizator podle Dounceho PYREX

Inkubator Memmert [PP 400

Kolona pro gelovou chromatografii HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg,
GE  Healthcare Life  Sciences;

HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 pg,
GE Healthcare Life Sciences

Kolony pro iontovou chromatografii

Ohp Shp; monoS, GE Healthcare
Ohp Shp; monoQ, GE Healthcare
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Koncentrator

Amicon® Ultra 30 kDa, Millipore
Ireland Ltd.

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

Krystaliza¢ni robot

CrystalGryphon, Art Robbins
Instruments
Oryx8, Douglas Instruments

Magneticka michacka

ARE, VELP

Mikroskop SZX10, Olympus

Mikrospektrofotometr Spectophotometer ND-1000, Nanodrop

pH metr HI 3220 pH / ORP Meter, HANNA
instrument

Predvazky EMB 500-1, Kern

Rotac¢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

Nilonové smycky

MiTeGen

Vodni lazen

JB Aqua 2 Plus, Grant

Vortex

Gene 2, Scientific Industries

Zdroj pro vertikalni elektroforesu

PowerPac Basic, Bio-Rad

Tabulka 3.2 Komer¢né dostupné chemikélie

Agarosa

Agarosa SERVA pro DNA
elektoforesu, SERVA

Akrylamid, Bisakrylamid

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

Ampicilin

Carl Roth
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B-merkaptoethanol

Sigma-Aldrich

Coomassie Brilliant Blue G 250

Sigma-Aldrich

EDTA  (ethylendiamin tetraoctova | Carl Roth
kyselina)

Ethidium bromid Carl Roth
HCl PENTA
Kyselina mravenci Carl Roth
Ni-NTA agarosa Protino
Peroxodisiran amonny Carl Roth
SDS Carl Roth

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 xNEIL3254st, Fpg (B)

1 M NaCl; 20 mM Tris pH 8,0; 10%
Glycerol; 0,5 mM TCEP

Eluéni pufr pro afinitni chromatografii

300 mM Imidazol; 300 mM NaCl; 20
mM Tris pH 8,0; 10% Glycerol; 3mM -

merkaptoethanol

Ligacni pufr 5 x Rapid Ligation pufr, Thermo
Scientific

LB agar podle Lennoxe P-Lab
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LB medium podle Lennoxe

P-Lab

Vzorkovy pufr pro DNA elektroforesu v

pfitomnosti ethidium bromidu

6x DNA Loading Dye, Thermo

Scienttific

Vzorkovy pufr pro DNA elektroforesu

v nativnim prostiedi

20% Glycerol; 20 mM Tris pH 8,0

Vzorkovy pufr pro SDS elektroforesu

4x Roti Load®1, Carl Roth

Promyvaci pufr pro xXNEIL 264st, Fpg
(A)

50 mM NacCl; 20 mM Tris pH 8,0; 10%
Glycerol; 0,5 mM TCEP

Promyvaci pufr pro afinitni

chromatografii

20 mM Imidazol; 300 mM NaCl; 20 mM
Tris pH 8,0; 10% Glycerol; 3mM -

merkaptoethanol

Pufr pro gelovou chromatografii

20 mM Tris pH 8.0; 200 mM NaCl; 10%
Glyceerol; 0,5 mM TCEP

Pufr pro SDS elektroforesu
(Tris-glycinovy pufr)

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

Sady krystaliza¢nich roztokt

HELIX; NATRIX; ProPlex; Morpheus;
JCSG I; JCSG II; JCSG III; JICSG IV

Sady pro purifikaci DNA QIAquick PCR Purification kit ,Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit ,Qiagen

TAE pufr 40 mM Tris, 20 mM CH3COOH, ImM
EDTA, pH 8,0

TE pufr 20 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA

TBE pufr 89 mM Tris, 89 mM kyselina boritd, 2

mM EDTA, pH 8,3

Reakéni pufr pro vazebné experimenty

20 mM Tris pH 7,4; 75 mM NaCl; 5%
Glycerol; 0,5 mM TCEP

Restrikéni pufr 10x Fast Digest Green pufr, Thermo
Scientific
ZY médium I % (w/v) trypton; 0,5% (w/v)

kvasni¢ny extrakt; 2,8 mM glukosa; 6
mM laktosa; 0,5% (v/v) glycerol; 1 mM
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MgCly; 25 mM (NH4)2SOs4; 50 mM
KH>PO4; 50 mM Na;HPO4

Tabulka 3.4 SloZeni gelti na DNA

Denaturujici

1x TBE

7 M Mocovina

15% (v/v) Akrylamid / Bisakrylamid
(37,5:1)

Nativni

I1x TBE bez EDTA
15% (v/v) Akrylamid / Bisakrylamid
(37,5:1)

Tabulka 3.5 SloZeni geli 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

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)2S20s
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3. 1. Pouzité sekvence

Tabulka 3.6 Sekvence primert

Primer dle

replikace

smeéru

Sekvence (5°-3")

NEIL3 Ndel forwardni

GAGATATACATATGGTGGAGGGTCCGGGC

NEIL3 HindlIII reverzni

GCGGCCGCAAGCTTCTACTTTTGGCACTTGGG
AC

T7

TAATACGACTCACTATAGGG

Tabulka 3.7 Sekvence oligonukleotidli pouzitych pro ptfipravu neznacené ICL pro

krystalizaci
Nazev Sekvence (5°-3")
Neznacené CGGATGAAGUTAGACAGA
Neznacené komp. CGTCTGTCTAACTTCATC

Tabulka 3.8 Sekvence oligonukleotidli pouzitych pro strukturni studie tvorby ICL

Nazev Sekvence (5'-3")

T4T [HEX]JAGATCAAAUTAAACAGA
TA4T komplementarni TCTGTTTAATTTGATCT

T4C [HEX]JAGATCAAGUTAAACAGA
T4C komplementarni TCTGTTTAACTTGATCT

GAT [HEX]JAGATCGGAUTCCACAGA
GA4T komplementarni | TCTGTGGAATCCGATCT

G4C [HEXJAGATCGGGUTCCACAGA
G4C komplementarni | TCTGTGGAACCCGATCT
5GATC univerzalni [HEX]GGATGAAAUTAGACAGA
5G komplementdrni CTCTGTCTAGTTTCATC

5A komplementarni CTCTGTCTAATTTCATC

5T/4T komplementarni | CTCTGTCTATTTTCATC

5C komplementarni CTCTGTCTACTTTCATC

4G [HEX]JGGATGAACUTAGACAGA
4G komplementarni CTCTGTCTAACTTCATC

4A [HEX]JGGATGAATUTAGACAGA
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4A komplementarni CTCTGTCTAAATTCATC
4C [HEX]JGGATGAAGUTAGACAGA
4C komplementarni CTCTGTCTAAGTTCATC

4. Metody

4.1. Priprava vektoru pro bakterialni expresi xNEIL3

4.1.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Reakéni smés pro amplifikaci DNA byla pfipravena podle tab. 4.1. Celkovy objem

reakce byl 20 pl a reakce probéhla podle postupu prezentovaném v tab. 4.2

v automatizovaném piistroji Professional TRIO Termocycler (tab. 3.1 str. 20).

Tabulka 4.1 SloZeni reakéni smési PCR

Komponenty MnozZstvi
Templatova DNA I ng
10uM forwardni primer Il
10uM reverstni primer I ul

2x Master Mix Phusion Flash 10 pul
HPLC H20 7 ul

Nukleotidové sekvence primerti jsou uvedeny v tab. 3.6 str. 23.

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
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4.1.2. Horizontalni agarosova elektroforesa

Na gel sloZeny z 1% agarosy a 0,02% ethidium bromidu bylo naneseno 1,5 pl standardu
a 2 ul vzorku smichaného se vzorkovym pufrem (5x DNA Loading Dye). Elektroforesa
probéhla v horizontalnim uspotfadani 15 minut pii napéti 300V v TAE pufru. Vysledny
gel byl vizualizovan pomoci UV fotoaparatu QUANTUM ST4-1100 (tab. 3.1 str. 19).

4.1.3. lzolace PCR produktu

PCR produkt byl natfedén trojndsobnym mnozstvim PB pufru a adsorbovan na
silikagelovou mikrokolonku (QIAquick PCR Purification Kit*’). Promytim PE pufrem
za pomoci centrifugace byly odstranény necistoty a DNA byla nasledné eluovana TE

pufrem.

4.1.4. Stépeni plasmidu a produktu PCR restrikénimi enzymy

Plasmid pET-21a(+), 1 PCR produkt byly Stépeny 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 byl po 30 min pfidan 1 pl teleci alkalické fosfatasy (CIAP
z angl. Calf intestinal alkaline phosphatase).

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

Komponenty Plasmid PCR produkt
DNA 3ug 14 ul
Endonukleasa Ndel I 0,5 pl 1 ul
Endonukleasa Hind 11 0,5 ul 1 ul

10x Fast dig Green 1 ul 2 ul

CIAP 1 ul -

HPLC H2O 6 ul 2 ul
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4.1.5. Ligace

Ligaci DNA neboli vloZeni insertni DNA (PCR produkt) do vektoru (napt. plasmid).
Insertni DNA 1 vektor Stépené stejnymi restrikénimi enzymy byly ligovany v reakcni
sm¢si podle tab. 4.4. Ligace probihala pti teploté 37 °C 1 hod. Pti ptiprave liga¢ni smési
bylo postupovéano podle protokolu k T4 DNA ligase?.

Tabulka 4.4 Slozeni liga¢ni smési

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

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

Na ledu (4°C) byly ptidany 2 pl ligani smési z kapitoly 4.1.5 str. 26 k 20 pl bunééné
suspenze chemicky kompetentnich E. coli DH5 a a ponechan inkubovat na ledu 5 min.
Nasledné byly buiiky podrobeny teplotnimu Soku 42 °C po dobu 45 s a poté inkubovany
na ledu 5 min. Po inkubaci bylo k buitkkdm piidano 0,5 ml LB média a bunky byly
kultivovany pii 37 °C v kabinetovém inkubatoru po dobu 1 hodiny. Za aseptickych
podminek byla suspenze rozetrena na Petriho misku s LB agarem a antibiotikem (findlni
koncentrace Ampicilinu 100 pg/ml). Nasledna inkubace trvala ptiblizn€ 12 hodin pti 37

°C.

4.1.7. PCR z kolonii

Byla ptipravena reakce podle tab. 4. 5. Do smési byla pomoci Spi¢ky automatické pipety
pfidana resuspendovana cast biomasy testovanych kolonii (viz kap. 4.1.6). Reakce

probéehly za pouZiti stejného programu uveden¢ho v tab. 4.2 str. 25 v automatizovaném
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pfistroji Professional TRIO Termocycler (tab. 3.1 str. 16). Produkty reakci byly
separovany pomoci horizontdlni agarosové elektroforesy za ptfitomnosti ethidium
bromidu a vizualizovany pomoci UV-fotoaparatu (kap. 4.1.2. str. 25). Plasmidovd DNA
byla izolovana pomoci soupravy QIAprep SpinMiniprep Kit?’.

Tabulka 4.5 Slozeni PCR reakci pro bakterialni kolonie

Komponenty Viul
Biomasa -
Forwardni primer T7 0,5

2x Dream Tag Green Master Mix, | 5
Thermo Scientific

HPLC H.O 4

4.1.8. Sekvenovani plasmidové DNA

V mikrozkumavce byla pfipravena reakéni smés s komponenty viz tab. 4.6. Sekvenace

byla provedena Sangerovou metodou firmou GATC Biotech.

Tabulka 4.6 SloZeni sekvenaéni reak¢éni smési

Komponenty Viul
Plasmidova DNA 2,5
10 uM primer 2,5
HPLC H2O 5

Ptiprava sekvenacni smési byla provedena podle doporuceni GATC Biotech.

4.2. Bakteridlni exprese

4.2.1. Exprese rekombinantnich proteinl v burikach E. coli BL21 Star

Chemicky kompetentni bunky bakteridlniho kmene E. coli BL21(DE3) Star byly
transformovany metodou teplotniho Soku pfipravenymi expresnimi vektory. Pfi

transformaci bylo postupovano analogicky jako v kap. 4.1.6 str. 26. Bunky z jedné
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kolonie narostlé na LB agaru s antibiotikem (kap. 4.1.6 str. 26) byly inkubovany ve 2
ml LB média s ampicilinem o koncentraci 100 ug/ml pii 37°C a otackach 220 RPM
pfiblizné 12 hod. Takto pfipravenou bakteridlni kulturou byl zaockovan 1 1 ZY
autoinduk¢niho média s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml. Kultura byla inkubovana
5 hodin pti 37°C a otackach 220 RPM, poté byla teplota sniZena na 24 °C a bunky byly
kultivovany dalSich 14 hodin.

4.3. lzolace proteinu

4.3.1. Centrifugace

Bakterialni kultura, jejiz ptiprava byla popsana v kap. 4.2.1 str. 28, byla odstfedéna
v litrovych kyvetach v centrifuze Sorval Evolution RC (9 min; 4°C; 4000 RPM - rotor
SLC 6000). Supernatant byl odstranén a peleta zamrazena na -80 °C.

4.3.2. Lyse bunék

Rozmrazena peleta byla resuspendovana ve vychlazeném promyvacim pufru na 4°C
(tab. 3.3 str. 21) a homogenizovana na ledu pomoci homogenizatoru podle Dounceho.
Lyse bunck probihala pomoci sonikatoru Bandelin sonopro (3 x 20 s; na ledu). Nasledné

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

4.3.3. Chromatografie na iontoménicich

Bakteridlni lysat byl za pomoci nandseciho mechanismu Superloop 30 ml nanesen na
systém equalibrovanych kolon Q sepharosa a SP sepharosa zapojenych za sebou na
purifika¢nim systému AKTA purifier 10. Po optimalizaci byl standardné pouZit postup
naneseni vzorku na kolony za konstantniho pritoku mobilni fize 1 ml min™!. Po navazani
vzorku na kolony byla odpojena mQ kolona a nastaven kombinovany linedrni gradient
pufrii (tab. 3.3 str. 21) tak, aby z pocate¢niho 100% pftitoku pufru o nizsi koncentraci
NaCl (promyvaci pufr) dosdhl pufr o vys$si koncentraci NaCl (elu¢ni pufr) 35% ptitoku
béhem 100ml. Poté byl gradient nastaven tak, aby béhem 10 ml dosahl pfitok elu¢niho
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pufru 100%. Kolona byla propojena se sbéracem frakci délici elu¢ni objem do jamek
96-ti jamkové desticky (angl. 96 deep well plate) po 1 ml eluatu. Priibéh chromatografie

byl sledovan pomoci absorbanci 280 a 254 nm.

Tabulka 4.7 Podminky chromatografie na iontoméni¢ich

Protein pl Kolona Mw
mS

xNEIL3 K60A | 9,02 mQ 29,58

264stop

xNEIL3 FL 9,17 Ni-NTA 64,33

Fpg 8,68 mS 30,29
mQ

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

Vybrané frakce vykazujici absorbanci a nasttiknuty bakterialni lysat byly 1:5 smichany
s 3 ul 2x koncentrovaného vzorkového pufru. Takto pfipravené vzorky a 2ul standardu
byly naneseny na akrylamidovy gel ptipraveny z 4% zaostfovaciho a 15% separacniho
gelu (sloZeni vit tab. 3.5 str. 23). Elektroforesa probihala 60 min pii napéti 220V ve
vertikdlnim uspotfadéani. Jako elektroforeticky pufr byl pouzit Tris-glycinovy pufr
obsahujici 0,1% SDS. Separované frakce proteinli byly vizualizovany obarvenim

Coomassie Brilliant Blue a ndslednym odbarvenim v destilované vodé.

4.3.5. Koncentrovani proteinu

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

ptiblizné 3 ml.
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4.3.6. Afinitni chromatografie

Bakterialni lysat byl smichan s Ni-NTA resinem, ktery byl nejprve 3 x promyt
equalibra¢nim pufrem pro afinitni chromatografii (tab. 3.3 str. 21) pro equalibraci a
odstfedén pomoci samovyvazovaci centrifugy Allegra X-15 R na 1000 g po dobu 1 min,
kde byl nasledné supernatant vzdy odstranén. Smés lysatu a resinu byla inkubovana po
dobu 1 hodiny pii 4°C za stalého michani na rotatoru Multi RS — 60 BIOSAN. Nasledné
byla smés odstiedéna na 1000 g po dobu 1 min a supernatant byl zachovan. Resin
s navazanymi proteiny byl v 5 cyklech centrifugace (centrifuga Allegra X-15 R, 1 min,
1000g) promyt equalibracnim pufrem pro afinitni chromatografii, kde vzdy nasledovalo
odstfedéni dle vySe uvedenych parametrii. Promyty resin byl nanesen na kolonku a
proteiny byly eluovany elu¢nim pufrem pro afinitni chromatografii (tab. 3.3 str. 21).

Eluat byl sbiran a nésledné separovan na pomoci SDS-PAGE (viz kap. 4.3.4. str. 29).

4.3.7. Gelova permeacni chromatografie

Proteiny Fpg a xXNEIL3 K60A 264 st byly naneseny na equalibrovanou kolonu Superdex
75 16/600 GL, proteiny xNEIL3 WT FL a xNEIL3 K60A FL byly naneseny na
equalibrovanou kolonu Superdex 200 16/600 GL a pomoci gelové permeacni
chromatografie, kde se rozdéluji molekuly podle velikosti, pfeciStény na purifikaCnim

systému AKTA purifier 10.

4.4. Tvorba aizolace ICL

4.4.1. Hybridizace oligonukleotidl na krystalizaci/ sekvencni studie

Mikrozkumavky se suSinou oligonukleotidii byly odstfedény (30 s; 16 000 RPM;
laboratorni teplota - Eppendorf centrifuge 5418) a resuspendovany v TE pufru na
koncentraci 100 uM podle technického data listu poskytovaného spolecnosti Sigma
Aldrich. Komplementarni oligonukleotidy (sekvence viz tab. 3.8 str. 24) byly smichany
1:1 a bylo pfiddno NaCl na konecnou koncentraci 50 mM — 1 M. Smés byla
hybridizovana zahiatim na teplotu 95 °C pomoci blokového ohiivace a ponechana

pomalu k ochlazeni na laboratorni teplotu. Nésledné byla piiddna Uracyl-DNA
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glykosylasa (UDG) a smés ponechana inkubovat pii 37°C. Po ruznych casovych
intervalech byly odebirany 2l reakce, které byly smichany s 95% formamidem a SmM

EDTA, ¢imz byla reakce zastavena, a zamraZeny na -20°C.

Tabulka 4.8 Slozeni reakéni smési pro tvorbu ICL

Komponenty Konecna koncentrace
Oligonukleotid A 50 uM
Oligonukleotid B 50 uM

NaCl 50 mM - 1M

UDG 1 U/ml

4.4.2. Diskontinualni elektroforesa v nativnim prostredi

Smés pro separaci na diskontinualni elektroforese byla vytvofena smichdnim 4 pl
vzorkového pufru (sloZeni viz tab. 3.3 str. 21) a 1 pl reakéni smési pro tvorbu ICL
znacené hexachlorofluoresceinem [HEX] v ptipadé elektroforézy v nativnim prostiedi.
V piipadé elektroforézy v denaturujicim prostiedi za pfitomnosti 7 M mocoviny byla
smés nanaSend na gel vytvorena smichanim 4 pl formamidu a 1 pl reakéni smési pro
tvorbu ICL znac¢ené [HEX]. Reakéni smés se vzorkovym pufrem ¢i formamidem byla
nanesena na gel a separovana 25 min pii 300 V ve vertikdlnim uspofadani. Jako
elektroforeticky pufr byl pouzit TBE (sloZeni viz tab. 3.3, str. 21). Vysledny gel byl

vizualizovan na fluorimetru Typhoon FLA-9500.

4.4.3. lzolace ICL na vazebné studie

Znacend DNA fluorescencni znackou [HEX] byla po tydenni inkubaci v 37 °C
separovdna na 15% denaturujicim gelu, viz kap. 4.3.4 str. 29. NejvySe umistény
separovany vzorek ptedstavujici ICL byl vyfiznut a ponechan pii 4 °C cca 24 hodin k
extrakci do 1,5 ml TE pufru. Nésledné¢ byl extrakt zakoncentrovdn pomoci

Amicon®Ultra 3K (13000 RPM; 4°C - Eppendorf centrifuge 5418) .
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4.4.4. Tvorba ICL — optimalizace inkubacni doby, sekvence oligonukleotidi

Pro zjiSténi optimalni doby inkubace pro maximalni vytézek tvorby ICL byly po dobu
24 dni kazdy den odebirany 2 pl roztoku, kde probihala reakce s UDG. Byly pouzity
nukleotidy kovalentné znaené [HEX] pro lepsi kvantifikaci, rozliSeni a kontrast pii
vizualizaci (sekvence viz tab. 3.8 str. 23). Odebrané vzorky byly smichany s
formamidem pro zastaveni reakce a zamraZzeny na -20°C. Nasledné byly jednotlive
vzorky elektroforeticky rozdéleny na 15% denaturujicim polyakrylamidovém gelu
obsahujicim 7M mocvinu (30 min; 300 V). Vysledné rozdéleni na gelu bylo

vizualizovano pomoci fluorimetru Typhoon FLA-9500.

4.4.5. Interakce ICL na konstrukty xNEIL3 a Fpg

Komplexy byly vytvofeny smichdnim proteinti v riznych koncentracich s 2 uM ICL
znacené [HEX] v reakénim pufru (viz tab. 3.3 str. 22). Vzorky byly elektroforeticky
analyzovany na 15% akrylamidovém nativnim gelu (25 min; 300 V). Vysledné

rozdeleni navazané DNA bylo vizualizovano pomoci fluorimetru Typhoon FLA-9500.

4.5. Proteinova krystalografie

4.5.1. Prfiprava krystalu

Protein o koncentraci 300 puM byl pomoci krystalizaénich roboti Oryx a
CrystalGryphon nanesen na 96 jamkovou desti¢ku Intelli-plate s komerénimi roztoky
na krystalizaci do uspofddani sedici kapky metody difuze par a ponechan k ristu
krystald pifi 18°C. Sedici kapky byly ziskany smichanim 0,4 pl roztoku
koncentrovaného proteinu a 0,4 ul roztoku komeréniho krystaliza¢niho roztoku. Difuze
probihala proti 70 pl krystalizaéniho roztoku v rezervoaru, Uniku par bylo zabranéno
prithlednou lepici folii. Naruast krystalt byl pozorovan pomoci svételného mikroskopu
Olympus SZX10. S pomoci tohoto mikroskopu doslo k vyloveni narostlych krystala a

jejich zamrazeni a uchovani na cestu na synchrotron v tekutém dusiku.
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4.5.2. Méreni difrakce

Difrakce krystalli byla méfena na synchrotronu BESSY. Vlnova délka zafeni pro méteni
krystald byla 0,9184A. Pro sniZeni radia¢niho poskozeni bylo pfi méfeni vyuZito

chlazeni tekutym dusikem na teplotu 100K.

4.5.3. Vytvoreni modelu

Ziskana data byla integrovéana v programu XDS*. Fazovy problém byl feSen metodou
molekularniho nahrazeni za pouZiti programu Phaser. Jako model byla vyuZzita struktura
s pdb kodem 2F5Q. Stavba modelu a proces tzv. ,refinementu probihal za vyuziti
programu Phenix?’. Manualni ,,refinement byl provadén v programu Coot’’. Nasledné

grafické zpracovani probéhlo v programu PyMOL’.

5. Vysledky

5.1. Priprava vektoru pro bakterialni expresi xNEIL3 K60A 264 stop

Geny xNEIL3 s mutaci K60A FL 1 WT FL byly zaslany od Dr. J. C. Waltera z laboratote
Harvard Medical School v Bostonu. Zkraceny konstrukt s mutaci K60A a stop kodonem
na pozici 264 (264stop) byl navrZen podle bakteridlnich homologt. PCR reakci byly do
sekvenci vlozeny restrikéni mista pro endonukleasy Hind III a Ndel I. Podminky a
slozeni reakéni smési jsou uvedeny v kapitole 4.1.1 str. 24. Pfi PCR reakci byla
templatova DNA amplifikovdna popi. zkradcena. Pohyblivost na horizontalni
elektroforese odpovidala velikosti pozadovanych konstruktii (viz obrazek 5.1). Produkty

reakce byly precistény na silikagelové mikrokolonce.
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K60A
264st WT FL K60A FL

5000 bp

1500 bp

500 bp

Obrazek 5.1 1% agarosova elektroforesa v pritomnosti ethidium bromidu produktu PCR s vyznacenym

zebrickem velikosti a oznacenymi jednotlivymi separovanymi produkty.

Konstrukty a vektor pET-21a(+) byly nasledné Stépeny restrikénimi endonukleasami
Hind IIT a Ndel I (kap. 4.1.4 str. 25), produkty opétovné ptecistény a byla provedena
ligace plasmidové a templatové DNA (kap. 4.1.5 str. 26).

Tento vektor obsahuje kodujici sekvenci [-laktamasu zajiStujici ampicilinovou
rezistenci, s inserty (xXNEIL3 K60A 264st, xNEIL3 WT FL, xNEIL3 K60A FL, Fpg)
byly transformovany do kompetentnich bunék E.coli DHS5a (kap. 4.1.6 str. 26), které
byly kultivovany na LB agaru s pfidavkem ampicilinu (100 pg/ml). Z narostlych kolonii
byla provedena PCR reakce (kap. 4.1.7 str. 27) pro ovéieni ptitomnosti insertni DNA.
Pii PCR reakcich byly jednou pouzity T7 primery. Produkty PCR reakce byly
analyzovany pomoci agarosové elektroforesy (kap. 4.1.2 str. 25). Bunky z kolonii
identifikovanych jako pozitivni byly kultivovany v LB mediu pfiblizn¢ 12 hod.
Nésledné byla plasmidovda DNA izolovana (kap. 4.1.7 str. 27) a jeji spravnost byla

ovéfena sekvenaci (kap. 4.1.8 str. 27).
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5.2. Exprese aizolace enzymu xNEIL3 K60A 264 stop, XNEIL3 WT FL, xNEIL3
K60A FL a Fpg

5.2.1. Exprese

Vektory s inserty byly transformovany do kompetentnich bun¢k E.coli BL21(DE3) Star
(kap. 4.2.1 str. 28) Nasledné¢ byly bakterialni kultury pouzZity k zaockovani
autoinduk¢nich médii ZY a bunky dale kultivovany (kap. 4.2.1 str. 28).

5.2.2. lzolace Cistého proteinu xNEIL3 K60A 264st, Fpg

Vzniklé kultury byly odstfedény pro oddéleni expresniho média (kap. 4.3.1 str. 28) a
buitkky nasledné homogenizovdny homogenizatorem podle Dunceho a lysovany
ultrazvukovymi pulzy pomoci Bandelin sonopro (kap. 4.3.2 str. 28). Vznikly bakteridlni
lysat byl nanesen na iontové kolony v zapojeni aniontovy a poté kationtovy iontoménic
Q sepharosa — SP sepharosa. Po navdzani se bakterialniho lysatu na kolony byl anex
odpojen a izolace proteinil pokracovala z katexu viz kap. 4.3.3 str. 29. Chromatogram

z uvedené izolace je zndzornén na obr. 5.2.

4000 7‘ — uv1_2800m

| ‘ — UVZ_254nm
3000

cond
2000

180

460

440

Absorbance (mAu)

1000

oH H=C
50 100 150 200
Elution volume (ml)

20

Obrazek 5.2 Zavislost absorbance na elucnim objemu pri iontové vyménné chromatografii na Q
sepharosa a SP sepharosa tandemové zapojenych kolondch za gradientové eluce 50 mM NaCl az 1 M
NaCl na kolonach equalibrovanych pufrem pro chromatografii na iontoménicich (tab. 3.3 str. 21)
typicka pro izolaci Fpg a xNEIL3 K60A 264st.

Modre je zndzornéna absorbance pri 280 nm cervené absorbance pri 254 nm a, oranzove konduktivita.
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Frakce vykazujici absorbanci pti 280 nm byly analyzovany pomoci 15% SDS-PAGE,
viz obr. 5.3 str. 36.

Marker
Load

180 kDa
120 kDa
100 kDa |

70 kDa
55kDa

40 kDa
A5kDa

25kDa

15kDa &

10 kDa

Obrazek 5.3 Elektroforeticka pohyblivost frakci vykazujicich absorbanci pri 280 nm pri gradientove
eluci na SP sepharosove kolone (obr. 5.2, str. 35). Frakce v ramecku vyznacuji vzorky obsahujici
proteinove frakce ddle precistované pomoci gelové permeacni chromatografie. Za pouziti SDS-PAGE

15% akrylamidového gelu a barveni CBBR250.

Frakce obsahujici protein byly spojeny, ,,zakoncentrovany* (kap. 4.3.5 str. 30) na objem
pfiblizné 3 ml a preciStény pomoci gelové permeacni chromatografie za pouziti kolony
Superdex 75 16/600. Chromatogram z gelové permeaéni chromatografie je zndzornén
na obr. 5.4 str. 37. Frakce vykazujici absorbanci pfi 280 nm byly analyzovany pomoci

15% SDS-PAGE, viz obr. 5.5 str. 37.
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Obrazek 5.4 Zavislost absorbance na elucnim objemu pri iontové permeacni chromatografii za pouziti

kolony Superdex 75 16/600 typicka pro Fpg a xNEIL3 K60A 264st. Modre je znazornéna absorbance
pri 280 nm.

Marker

Load

170 kDa
130 kDa
95 kDa
72 kDa
55 kDa
43 kDa
34 kDa

26 kDa

17 kDa

10 kDa

Obrazek 5.5 Elektroforetickda pohyblivost frakci vykazujicich vyssi absorbanci pri 280 nm pri iontové
permeacni chromatografii za pouziti kolony Superdex 75 16/600 GL (obr. 5.4, str. 37). 15% SDS-PAGE

je barven CBBR250. Frakce v ramecku vyznacuji vzorky obsahujici cisty protein.
5.2.3. lzolace Cistého proteinu xNEIL3 WT FL, xNEIL3 K60A FL

Vznikl¢ kultury byly odstfedény pro oddéleni expresniho média (kap. 4.3.1 str. 28) a
buiiky nasledné¢ homogenizovany homogenizatorem podle Dunceho a lysovany

ultrazvukovymi pulzy pomoci Bandelin sonopro (kap. 4.3.2 str. 28). Vznikly bakterialni
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lysat byl smichan s promytym a equalibrovanym Ni-NTA resinem a inkubovan pti 4°C
za stdlého michani na rotatoru 1 hodinu. Po navazéani proteini byl resin promyt a
nasledné eluovan ekvivalentnim mnozstvim promyvaciho pufru (slozeni viz tab. 3.3 str.
21). Eluat byl analyzovan na 15% SDS-PAGE viz obr. 5.6. Pro docisténi frakci
obsahujici protein bylo vyuzito gelové permeacni chromatografie na kolon¢ Superdex
200 16/600 viz obr. 5.7 a pomoci 15% SDS-PAGE ovéiena elektroforeticka pohyblivost

frakci izolovaného proteinu viz obr. 5.8.

1580 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa

55 kDa
35kDa
25 kDa
15 kDa

Obrazek 5.6 Elektroforeticka pohyblivost frakci z afinitni chromatografie pro jednotlivé proteiny —
mutantni a WT variantu xNEIL3. Frakce v ramecku oznacuji precisteny protein ndsledné precisteny

gelovou chromatografii (obr. 5.7, str. 38).
1ooor | ' ’ ' |
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Obrazek 5.7 Zavislost absorbance na elucnim objemu pri iontové permeacni chromatografii za pouZiti

kolony Superdex 200 16/600 typicka pro xNEIL3 FL. Modre je znazornéna absorbance pri 280 nm.
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Obrazek 5.8 Elektroforetickda pohyblivost frakci vykazujicich vyssi absorbanci pri 280 nm pri iontové
permeacni chromatografii za pouziti kolony Superdex 200 16/600 GL (obr. 5.7, str. 38). 15% SDS-
PAGE je barven CBBR250. Frakce v ramecku vyznacuji vzorky obsahujici cisty protein.

Spravnost vSech proteint byla ovéfena pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektroskopie
provedené servisni skupinou UOCHB AV CR. Komparativni gel na obr. 5.9 porovnava
Mw konstruktiit xXNEIL3 FL a xNEIL3 264 stop. Navic je zde separovan zkraceny
konstrukt se dvéma zinkovymi prsty, se kterym je pracovano v ptibuzném projektu nad

ramec této diplomové prace.

xNEIL3 264 st

xNEIL3 2ZnF
Standard

Standard
xNEIL3 FL

250 kDa

130 kDa —_:_-'
100kDa
70kDa
55kDa —

|

35kDa - -
25kDa

15kDa

10 kDa

Obrazek 5.9 Komparativni elektroforeticka pohyblivost xNEIL3 WT FL, xNEIL3 zkrdaceného konstruktu
obsahujiciho 2 ZnF a xNEIL3 K60A 264st na 15% SDS-PAGE obarvena CBBR250.
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5.3. PripravalCL

Oligonukleotidy (sekvence viz tab. 3.8 str. 23) obdrzené od firmy Sigma Aldrich
v podob¢ susiny byly resuspendovany v doporuc¢eném objemu TE pufru na konecnou
koncentraci 100 pM. Oligonukleotidy byly hybridizovany smisenim komplementarnich
sekvenci 1:1 v pfitomnosti 500 M NaCl a zahtatim na 95°C pomoci blokového ohtivace
SBH130D a pomalym ochlazenim na laboratorni teplotu. Poté byla koncentrace NaCl
upravena na 100 mM pro spravné fungovani UDG, které bylo piidano a smés
inkubovéna pii 37°C 7 a vice dni (kap. 4.4.1 str. 30), schéma tvorby ICL in vitro viz
obr. 5.10.

GGATGAAAUTAGACAGA + CCTACTTGAATCTGTCT

Hybridizace l

GGATGAAAUTAGACAGA
CCTACTTGAATCTGTCT

we |

Ap
GGATGAAA TAGACAGA

CCTACTTGAATCTGTCT

. |

Ap
GGATGAAA;TAGACAGA

CCTACTT TCTGTCT

Obrazek 5.10 Schéma tvorby ICL in vitro. Nejprve je ssDNA hybridizovana, nasledné je pridana Uracyl-
DNA glykosylasa, ktera vystepi uracyl za vzniku abazického mista (Ap) a po casovém intervalu se

spontanné tvori kovalentni propojeni komplementdrnich retézcii — ICL.

5.4. lzolace substratu — ICL

Po 7 denni inkubaci byl znaCeny vzorek separovan na 15% polyakrylamidovém
denaturujicim gelu a nejvyssi pruh byl vyfiznut a eluovan pii 4°C v TE pufru (tab. 3.3
str. 21). Roztok obsahujici eluat byl dialyzovan a koncentrovdn za pouziti
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Amicon®Ultra s celulosovou membranou propoustéjici molekuly o velikosti do 3 kDa
obdobné¢ jako v kap. 4.3.5 str. 30 na 500 pul. Nasledné byl vzorek koncentrovan pomoci

Amicon®Ultra 3K-0,5 s maximalnim objemem 500 pl na kone¢ny objem ptiblizné 50

ul.

5.5. Optimalizace doby inkubace pro maximalni vytézek tvorby Ap-ICL a
charakterizace funkéni kinetiky vzniku a rozpadu Ap-ICL

Po dobu dvou tydnii bylo v jednodennich intervalech odebirano 2 pl smési
hybridizovanych oligonukleotidi s 100 mM NaCl a UDG, kde probihal spontdnni vznik
ICL. Pro zastaveni reakce byl kazdy odebrany vzorek doplnén o formamid v poméru
1:9 a zamrazen na -20°C. Jednotlivé vzorky byly elektroforeticky separovany na 15%
denaturujicim polyakrylamidovém gelu. Vytézek ICL byl kvantifikovan pomoci
programu GelAnalyzer a byl vytvoten graf zavislosti tvorby ICL na ¢ase v zavislosti na

pouzitych sekvencich, viz obr. 5.11, str. 43 a obr. 5.12, str. 44 a obr. 5.13, str. 45.

5A
A 123 B cas
GGATGAAAUTAGACAGA ICL - -
CCTACTTI;Z::;TCTGTCT wna MOBB st snnann
Produkt ARAARAR S
degradace

Obrazek 5.11 Charakterizace zavislosti tvorby ICL na bazich nachdzejicich se v blizkosti kovalentniho
prokrizeni Fetézcii. A) Schéma zobrazujici pouzité sekvence s cervené vyznacenymi fixnimi bdzemi
s jejich prirazenymi Cisly, které se neméni, ponévadz se primo ucastni vzniku kovalentni vazby. Zelené
Jjsou vyznaceny variabilni baze, jejichz kombinace byly studovany. B) Priklad 15% denaturujiciho
polyakrylamidového gelu obsahujiciho 7M mocovinu jedné sekvence — 54, 4T (adenin v pozici 5 a

thymin v pozici 4) se separovanymi vzorky zastavené reakce po riiznych casovych intervalech 0 — 14 dni.
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Obrazek 5.12 A) Graf zavislosti vytézku tvorby ICL na case pro jednotlivé baze v pozici 4 v obdobi 17
dni + graf's fitem krivky na pocatku probihajici reakce. B) Graf zavislosti vytézku tvorby ICL na case
pro jednotlivé baze v pozici 5 v obdobi 17 dni + graf's fitem krivky na pocatku probihajici reakce. C)

Graf srovnani maximalnich vytezkit a rychlost tvorby Ap-ICL v zavislosti na pouzité variabilni bazi.
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A TAC B GAC

cas

AGATCAAGUTAAACAGA
TCTAGTTCAATTTGTCT ICL
G4C dsDNA'--_‘..---‘---

AGATCCGGUTCCACAGA  produkt
TCTAGCCCAAGCTGTCT domdace

C D

T4C

ICL - -

Vytézek/%

dsDNA
e P T I’ T™™™

degadme Pozice

T4AT T4C GAT G4C

o - -

I -
Obrazek 5.13 Charakterizace zavislosti tvorby ICL na sekvenci nachdzejicich se v blizkosti
kovalentniho prokrizeni retézcii. A) Schéma zobrazujici pouZité sekvence s modre vyznacenymi bazemi
predstavujici AT/GC bohaté regiony. Cervené jsou vyznaceny variabilni baze — T/C doplijici AT/GC
bohaté regiony. B) Priklad 15% denaturujiciho polyakrylamidového gelu obsahujiciho 7M mocovinu
sekvence G4C se separovanymi vzorky zastavené reakce po ruznych casovych intervalech 0 — 14 dni pro
porovnani s C) kde se nachazi sekvence T4C s vyrazné vyssimi vytézky reakce viditelné pouhym okem.
D) Graf srovnani maximalnich vytézkii v zavislosti na pouzité sekvenci, AT/GC bohatém regionu. E)15%
denaturujici polyakrylamidovy gel, kde jsou jednotlivé vzorky zastavené reakce po 5 dnech separované

pro porovnani vedle sebe.

45



5.6. Interakce xNEIL3 K60A 264 stop a Fpg s ICL, dsDNA, ssDNA

V nasledujicim experimentu byla sledovéna interakce enzymt Fpg a xNEIL3 K60A
264st s DNA obsahujici Ap-ICL. V reakénim pufru (tab. 3.3 str. 22) byla izolovana
DNA obsahujici Ap-ICL sekvence 5G titrovana zvySujicim se mnozstvim proteinti
v individudlnich mikrozkumavkach v rozsahu koncentraci 0 az 2000 nM. Vzorky byly
ponechany inkubovat 30 min pii 37°C a néasledné separovany na 15% nativnim
polyakrylamidovém gelu ve vertikdlnim elektroforetickém uspotfadani. Vysledna

separace byla vizualizovana pomoci fluorimetru Typhoon FLA-9500, obr. 5.14.

NEIL3 K60A 264st Fpg
El' 200 -LI;I'I} SI}I} 12!]'!} 1E:I}I} l_l}l}l} EI' E.EI'D -LEII-D S[I'_El' 1zpu1ﬁpu zquu Koncentrace
ICL-protein oy =t s we s | proteinu (nM)
ICL | - -—

Obrazek 5.14 Separace reakce ICL s proteiny xNEIL3 K60A st a Fpg za konstatntni koncentrace ICL -

2uM a titrace proteiny. Separovano na 15% nativnim gelu a vizualizovano pomoci fluorimetru Typhoon

FLA-9500.

5.7. Enzymové reakce opravy Ap-ICL

V reakci s Ap-ICL byly porovnavany enzymy xNEIL3 WT FL a katalyzicky neaktivni
xNEIL3 K60A FL. Izolovany 2 uM znaceny ICL o sekvenci T4C byl titrovan
koncentracemi proteinl in vitro az do nejvyssi proteinové koncentrace 2000 nM v
reakénim pufru (tab. 3.3 str. 22). Vzorky byly ponechany inkubovat 30 min pti 37°C a
nasledné separovany na 15% nativnim polyakrylamidovém gelu ve vertikdlnim
elektroforetickém uspofaddani. Vysledna separace byla vizualizovand pomoci

fluorimetru Typhoon FLA-9500, obr 5.15.
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Obrazek 5.15 Separace reakce ICL s xNEIL3 K60A FL a WT FL za konstatntni koncentrace ICL - 2uM
a titrace proteiny. Separovano na 15% nativaim gelu a vizualizovano pomoci fluorimetru Typhoon FLA-

9500.

5.8. Krystalizace a krystalografie

5.8.1. Fpg

Krystalizace proteinu Fpg probihala metodou difuzi par v uspotadéni sedici kapky za
pouziti komer¢nich krystaliza¢nich roztokt (viz tab. 3.3, str. 23). Krystaly Fpg vyrostly
za dva dny do velikosti pfijatelné pro difrakéni experiment, dalsi rlst s Casem jiz
pozorovan nebyl. Krystaliza¢ni podminka obsahovala 100 mM Bicin pH 8,5; 20% (w/v)
PEG 6000 a findlni pH podminky bylo 9,0. Pro zamrazeni byl vytvoten kryoprotektivni
roztok o stejnych podminkéch jako roztok krystalizacni obsahujici navic 20% glycerol.
Difrakéni experiment byl proveden na synchrotronu v Helmholtz centru v Berling.
Difrakéni data byla zpracovdvana pomoci programu XDS, Phenix a Coot. Fazovy
problém byl vyfeSen pomoci metody molekularniho nahrazeni, model 2F5Q°2, pomoci
Phaser v programu Phenix a nésledné zobrazeni map elektronovych hustot a zlepSeni
modelu bylo provedeno v programu Coot. Vytvoreny strukturni model s vyzna¢enymi
aminokyselinovymi zbytky aktivniho mista je prezentovan na obr. 5.16. Obr. 5.17

ukazuje strukturni srovnani vytvoreného modelu se zndmou strukturou Fpg z E. coli.
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Obrazek 5.16 Strukturni model Fpg modelovany v programu Coot a upraveny v programu PyMol

s vyznacenymi aminokyselinovymi zbytky aktivniho mista a DNA vazebnymi motivy.

Obrazek 5.17 Model strukturniho srovnani Fpg z Neisserie meningitidis (zelené) s Fpg z E. coli (pdb
kod=1k82, modre) krystalizované v seviené konformaci s DNA, vytvoreny v programu PyMol.
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Tabulka 5.1 Statistika sbéru dat a vyhodnoceni modelu struktury Fpg z Neisseria

meningitidis
Vlnové délka zareni 0,9184 Pocet nevodikovych | 3971
atomi
Rozpéti rozliseni (A) 42,431 — 2,850 | Makromolekuly 3969
(2,952 - 2,850)*
Prostorovy grupa P121 Ligandy 2
Rozméry  elementarni | a=66,3784A Vody 0
buriky b=37,9596A
c=110,303A
o=y=90
=89,9699
Celkovy pocet reflexi 375339 (36903)* | Pocet zbytkli proteinu | 548
Pocet jedine¢nych reflexi | 12736 (1162)* RMS (vazby) 0,010
Multiplicita 29,5 (29,5)* RMS (uhly) 1,293
Kompletnost 89,76 (90,08)* Ramachandran 0/95,53
(,,outliers/favored*)
I/sigma 9,23 (1,05)* Kolizni skore 18,15
,»,R-merge* 1,03 (4,252)* Primérny B-faktor 59,52
,,R-work* 0,2230 (0,3532)* | Makromolekuly 59,51
,»R-free® 0,2968 (0,4100)* | Ligandy 82,49

*V zéavorce jsou uvedeny hodnoty pro slupku s nejvyssim rozliSenim

5.8.2. Krystalizace Ap-ICL DNA

Piiprava a izolace substratu pro krystalizaci byla popsdna v mé bakalafské praci.
Krystalizace izolovaného ICL probihala metodou difuzi par v uspotadani sedici kapky
za pouZziti komer¢nich krystalizacnich roztokt sady HELIX a nasledné byly podminky
optimalizovany. Ovéfeni pfitomnosti DNA v krystalech bylo provedeno ponechanim
v roztoku se SYBR Gold, fluorescen¢ni barvou kterd se vmezetuje do fetézce DNA.

Pomoci fluorescen¢niho mikroskopu byl vytvotren snimek dokazujici ptitomnost DNA
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v krystalech, viz obr. 5.18. Difrakéni experiment byl proveden na domacim zdroji a
nejlepsi rozliseni bylo 15 A. Pfesto optimalizaci podminek i délky sekvence studované

molekuly nebylo dosazeno dostate¢né kvality krystald pro sbér dat.

Obrazek 5.18 A) Krystaly DNA obarvené SYBR Gold a vizualizované pomoci UV mikroskopu, zvétseni
10x. B) Krystaly DNA zobrazené mikroskopem s pouzitim polarizacniho svetla.

6. Diskuse

Ap-ICL, béZzné poskozeni vznikajici spontdnné¢ v molekule DNA v pfitomnosti
neopravného Ap mista. Cetnost tohoto poskozeni jako i zavislost jeho vniku na okolni
sekvenci je neznama, ale je velmi biologicky relevantni z diivodu variability genomové
DNA. Z toho diivodu jsme navrhli nékolik sekvenci oligonukleotidii délky 17 nt
s variabilnimi bazemi pobliz vznikajiciho poskozeni a s AT/GC bohatou sekvenci, pro
zjisténi sekvencni specifity umoznujici vytvoreni tohoto malo prozkoumaného
poskozeni DNA. Experimenty byly navrZzeny tak, aby v minimdlnim poctu sekvenci
ramcov¢ pokryly vétSinu moznych biofyzikalné€ odlisnych variant. DalSim krokem pro
zajisténi biologické relevance je prodlouzeni oligonukleotidli a ta bude zkouména nad

ramec této diplomové prace.

Pti testovani zavislosti na AT nebo GC bohaté sekvenci byla zjiSténa zavislost vzniku
kovalentniho prokiizeni komplementarnich fetézcli, kde mnozstvi vznikajiciho ICL
vyrazné pievySovalo ve volné&jSim uspotadani AT bohaté sekvence. Zavislost mnoZstvi
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vznikajiciho poSkozeni na malych zménach sekvence v té€sné blizkosti a to v oblasti
jednoho nukleotidu od nepfirozené N-glykosidové vazby je niz§i. Nicméné stejné
pozorujeme ur€ity trend, ze kterého lze usoudit nejvyssi specifitu vzniku poskozeni
v AT bohaté sekvenci a v pfitomnosti adeninu v pozici 5 a cytosinu v pozici 4, z toho
v blizkosti poSkozeni vysoce pievySuji purinové baze na fetézci s Ap mistem, viz

obrazek 6.1 s idealni sekvenci.

123
AGATCAAGUTAAACAGA
TCTAGTTCAATTTGTCT

456

Obrazek 6.1 Sekvence oligonukleotidu s nejvétsim vytézkem Ap-ICL s Ciselné vyznacenymi pozicemi

testovanymi na vliv na rychlost tvorby a vytézek Ap-ICL.

Ptipravili jsme protein Fpg z organismu Neisseria meningitidis v bakteridlnim
expresnim systému E. coli v dostateném mnozstvi a Cistoté pro krystalizaci. Méteni
difrakce poskytlo rozliseni 2,9 A. Rozliseni je pomérné nizké, stavba modelu tak byla
strukturni model je pomérné piesny, avSak zaujima sevienéjsi formaci nez-li napt. Fpg

z E. coli, jejichZ strukturni srovnani je uvedeno vyse (kap. 5.8.1).

V dalsi ¢asti prace jsme se zabyvali interakci precisténého poskozeni dsDNA ICL s Fpg
a ruznymi konstrukty xNEIL3. Pfirozeny substrat pro Fpg je poskozeni vznikajici
pusobenim oxidac¢nich ¢inidel nebo Ap misto. Avsak bylo zjisténo, ze s velkou afinitou
vaze 1 dsDNA ICL, jehoZ struktura dosud neni vyfeSena. S ohledem na toto zjiSténi se
chceme v budoucnu soustedit také na krystalizaci Ap-ICL v komplexu s Fpg, jehoz
strukturni model prezentujeme vySe (kap 5.8.1). Ke krystalizaci samotné¢ DNA
obsahujici Ap-ICL byly vyuZity substraty, jejichZ pfiprava a izolace byla popsana v mé
bakalafské praci a bylo dosaZeno nejvyssiho rozliseni 15 A. Pfirozeny substrat pro
NEIL3 je neznamy. DsDNA neni pravdépodobné piirozenym substratem pro NEIL3,

pfi strukturnim srovnani mNEIL3 s Fpg v modelu s DNA bylo ukézéno, Ze jedna ze
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smycek do dsDNA zasahuje a pravdépodobné by branila ve vazb¢ takového substratu.
Predpoklada se jeho potencidl vazat a opravovat predevSim ssDNA nebo rozpletené
dvousroubovice spojené Ap-ICL. Tomu nasvédcuje 1 ptitomnost motivil Ctyf zinkovych
prstii. Dva z nich jsou podle publikaci zodpovédné za vazbu ssDNA a jeden (NZF motiv)
za aktivaci NEIL3 opravné drahy. Na§ zkraceny konstrukt obsahuje pouze jeden
zinkovy motiv typicky pro Fpg/Nei rodinu. Podle naSich experimentii takto zkraceny
konstrukt NEIL3 vaze dsDNA ICL, i kdyZ s niZs8i afinitou nez-1i Fpg. Pfirozeny substrat
pro NEIL3 glykosylasu se ptedpokldda DNA v uspofadani podobnému replika¢ni
vidlicce, kde NZF motiv piivola NEIL3 k poskozeni, ssDNA vazebné motivy stabilizuji

intermediat a Fpg/Nei zinkovy motiv se bude Gc¢astnit opravy v aktivnim misté proteinu.

Eseji porovnavajici aktivitu xNEIL3 FL WT a xNEIL3 FL K60A byla ovéfena
nezbytnost lysinu v pozici 60 pro katalyzu substratu. Ukézalo se, ze C-termindlni
histidinova kotva na vazbu na substrat nemé vliv a NEIL3 WT FL je na rozdil od

mutantni varianty schopen $tépit Ap-ICL na produkt.
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7. Zavér

e Na zakladé¢ sekven¢ni homologie s NEIL3 a enzymu Fpg/Nei rodiny byl navrzen
konstrukt xNEIL3 glykosylasy a spolu s konstrukty plné¢ délky a homolognim
proteinem Fpg byly za pomoci bakteridlni exprese vyprodukované jednotlivé
enzymy, které byly nasledné izolovany za vyuziti afinitni chromatografie nebo
iontové vyménné chromatografie a nasledné¢ gelové chromatografie. Jejich
spravnost byla ovéiena pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektroskopie.

e Byla zjiSténa zavislost vzniku poskozeni DNA zvané Ap-ICL na lokalni sekvenci
DNA. Nejvyssi vytézky daného poskozeni vykazuje sekvence bohatd na AT.
Vznik Ap-ICL je relativné pomaly proces a jeho vznik byl sledovan v ramci
hodin a dni od vzniku Ap.

e Pii porovnani vaznosti xXNEIL3 a Fpg na Ap-ICL bylo zjisténo, ze dsDNA
pravdépodobné neni vhodny substrat pro NEIL3. Toto tvrzeni je podpoieno
vytvofenim modelu mNEIL3 s Fpg v komplexu s DNA.

e Fpgbylo nasledné krystalizovano a feSena jeho struktura metodou molekularniho
nahrazeni.

e Ap-ICL je opravovaného pomoci NEIL3 opravné drahy, avSak byla dok4zéna
vaznost tohoto poskozeni 1 homolognim Fpg. V aktivnim misté NEIL3 v pozici
60 se nachazi lysin. Ukdzali jsme, ze mutantni varianta NEIL3 K60A neni

schopna opravovat nami navrZzeny DNA substrat.
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