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ABSTRAKT

Protein p53 patii mezi nejstudovangj$i proteiny a je mutovan ve vice nez 50 % ptipadi
nadorového bujeni u lidskych bunék. Tyto mutace mohou vést ke zménam jeho funkce, a to jak
ztratou, tak i ziskdnim novych vlastnosti, které nasledné¢ ovliviiuji bunééné procesy.
Experimentalni cast této diplomové prace je zaméfena na studium proteinu p5S3 a jeho
mutantnich variant R175H a R273H z hlediska jejich interakci s nekanonickymi strukturami
DNA, zejména G-kvadruplexy a kiizovymi strukturami. Bylo prok4zano, ze jak nemutovana,
tak mutantni forma p53 je schopna se na tyto struktury vézat. Pomoci mikroskopie atomarnich
sil bylo dale zjisténo, ze C-terminalni doména ovliviluje vazbu proteinu k témto strukturam
DNA. Transkripéni aktivita vybranych mutantnich proteini byla analyzovana pomoci
luciferdzovych reportérovych testd. V podminkach in vitro, v kvasince Saccharomyces
cerevisiae, nebyly pozorovany vyznamné zmény v transkripcni aktivité sledovanych proteind.
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ABSTRACT

The p53 protein is one of the most extensively studied proteins and is mutated in more than 50 %
of human cancer diseases. These mutations can alter its function, leading to both loss and gain
of function, which subsequently affects various cellular processes. The experimental part of this
thesis focuses on the study of the p53 protein and its mutant variants R175H and R273H in terms
of their interactions with non-canonical DNA structures, particularly G-quadruplexes and
cruciform structures. It was demonstrated that both the wild-type and mutant forms of p53 are
capable of binding to these structures. Atomic force microscopy further revealed that
the C-terminal domain influences the binding of p53 to the studied DNA structures. The
transcriptional activity of selected mutant proteins was analyzed using luciferase reporter assays.
Under in vitro conditions in the yeast Saccharomyces cerevisiae, no significant changes in
transcriptional activity of the studied proteins were observed.

KEYWORDS

p53, G-quadruplex, binding properties, mutp53, EMSA, AFM, transcriptional activities of
mutp53
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1 UVOD

Protein p53, Casto popularn€é oznacovany jako ,stradzce genomu®, je jednim z nejCastéji
mutovanych proteinti u nadorovych onemocnénti, je studovan vice nez 40 let. Je kodovan genem
TP53, ktery patii mezi tzv. nadorové supresorové geny [1, 2]. Protein p53 funguje jako
transkrip¢ni faktor. Hraje kliCovou roli v reakci na poskozeni genomu. Za normalnich okolnosti
se protein p53 v bunice vyskytuje v malém mnozstvi, pokud ovsem dojde k n¢jakému poskozeni
DNA, jeho hladina zac¢ne stoupat. Jeho aktivaci miize vyvolat napt. UV zéfeni nebo chyby
béhem replikace DNA, pokud je spravné aktivni, zastavuje bunécny cyklus (typicky
vGl a S1 fazi), ¢imz davd moznost buiice se opravit, zaroven aktivuje geny
podilejici se na mechanismech opravy [3]. Pokud ovSem oprava jiz neni moznd, iniciuje
apoptozu, eventuelné¢ muze spustit proces senescence, kdy je buitka metabolicky aktivni,
ale jiz se nemtize dale délit. Hladina proteinu p53 je ptisné regulovana pomoci jeho negativniho
regulatoru MDM2, ktery iniciuje jeho odbourdvani a p53 naopak stimuluje jeho tvorbu.
V ptipad€ naruseni biologickych funkci proteinu p53 dochéazi k mutacim v genomech, které
mohou vést az k rozvoji nddorovych onemocnéni [4].

Protein p53 je schopen rozpoznavat sekundarni struktury DNA, jako jsou napt. kiizové
struktury, nebo struktury G-kvadruplexd, které jsou hojné€ pfitomny v genomu v oblastech, jako
jsou napft. promotory genti [5]. Bylo prokazéano, ze jak protein standardniho typu, tak mutanti
proteinu p53, jako napf. R175H nebo R273H, jsou schopni se na sekundarni struktury
G-kvadruplexii vazat, a v n¢kterych piipadech je dokonce stabilizovat, coz mize mit vliv
na regula¢ni mechanismy v genomu [6]. Navic bylo prokdzano, ze protein p53 se miize vazat
na sekvence s potencidlem tvorby kiizovych struktur, které se v genomu taktéz podileji
na regulaci fady vyznamnych funkei [7].

V této diplomové praci jsou sledovany rozdilné vazebné vlastnosti tfi vybranych proteinii
rodiny p53 — proteinu standardniho typu a mutovanych proteinit R175H a R273H, k riznym
sekunddrnim strukturdm DNA (dsDNA, kiizova struktura a G-kvadruplex) za ucelem studia
jeho vazebnych vlastnosti. Nasledn¢ byl sledovéan vliv vazby vybranych proteinti k riznym
sekundarnim strukturdm na biologickou aktivitu proteind v isogennim systému modelového
organismu Saccharomyces cerevisiae.



2 TEORETICKA CAST

2.1 G-kvadruplexy

V genomu fady organismii je sekundarni struktura DNA nejcastéji popisovana jako pravotociva
dvousroubovice B-DNA. Nicméné v minulosti byly popsany, kromé dobie zndmych forem
DNA (A-DNA, B-DNA a Z-DNA), i sekundarni lokalni struktury, jako jsou kfizové struktury,
triplexni DNA, nebo kvadruplexy. Piivodné byly tyto struktury oznacovéany jako neobvyklé,
ale pozd¢ji bylo prokazano, ze tyto lokalni struktury se nachéazeji ve vSech organismech
a ovliviiuji celou fadu biologickych funkci. Kromé toho vazba nékterych proteinti
na nadsroubovicové vinuti DNA miize podporovat vznik a zvySovat stabilitu konformace téchto
struktur [8—11]. Na konci 80. let biochemické experimenty prokdzaly, Ze oligonukleotidy, které
obsahuji oblasti se zvySenym vyskytem sousedicich guanini, se spontanné skladaji do utvart
oznaCovanych jako guaninové kvadruplexy (G-kvadruplexy, G4s; z angl. G-quadruplexes).
Prvni dikaz pritomnosti struktur G-kvadruplexi v ramci genomu byl prokazan na eukaryotnich
telomerach, pozdé¢ji byl potvrzen jejich vyskyt i v oblasti promotori gend [12-14].
G-kvadruplexy se nachéazeji ve vétSin€ organismil — byly nalezeny jak u jednodéloZnych,
tak 1 dvoudéloznych rostlin, kvasinek, bakterii, hmyzu, viri a samoziejmé savcu [15, 16].
G-kvadruplexy patii mezi nejvyznamnéj$i nekanonické sekundarni struktury nukleovych
kyselin a hraji dilezitou roli v regulaci genovych procesu jako jsou transkripce, translace,
polyadenylace, nebo interakce s proteinovymi faktory [17].

2.1.1 Struktura G-kvadruplexu

K formovani G-kvadruplexti dochdzi v disledku interakci guaninovych bazi spojenych
vodikovymi miustky dle pravidel tzv. Hoogsteenova parovani. Struktury G-kvadruplext jsou
tvofeny dvéma a vice planarnimi G-kvartety, pro néz se pouziva vyraz G-tetrady. Kdyz se tyto
G-kvartety usporadaji nad sebe mtze vzniknout struktura G-kvadruplexu, ktera je stabilizovana
v prosttedi obsahujici jednomocné kationty jako jsou draselné ¢i sodné ionty. Diky dne$nim
zobrazovacim technikdm jiz vime, ze G-kvadruplexy maji vysokou strukturdlni variabilitu,
tzv. polymorfismus, a lze je tudiz charakterizovat dle poctu ¢i orientace vlaken [18, 19].

Obecné je mozné délit struktury G4 na zakladé poctu vlaken nukleovych kyselin, kterymi
jsou tvofeny a dle sméru vedeni vldken. Na zéklad¢ déleni vychdzejici z poctu vldken DNA
(eventuelné RNA), kter¢ dévaji vzniknout struktufe G-kvadruplexu, lze rozdélit
G4 na jednotfetézcové (unimolekuldrni), dvoufetézcové (bimolekularni), tfifetézcové
(trimolekularni), nebo Ctyitetézcové (tetramolekularni). V kazdém G-kvadruplexu se nachéazeji
Ctyfi vlakna, kterd mohou byt vici sob€ v paralelnim, nebo anti-pararalelnim uspotadani,
coz je dano konformaci glykosidického torzniho thlu guanini. Na zakladé vzajemného vedeni
vSech vldken poté rozliSujeme konformaci G-kvadruplexi jako paralelni, antiparalelni, nebo
hybridni (viz. Obrazek 2.1). Paralelni konformace znamend, Ze vSechny fetézce jsou
orientovany stejnym smeérem, antiparalelni konformace je dana tak, Ze dva fetézce ze Ctyft jdou
opa¢nym smerem a hybridni usporadani znamena, Ze jeden ze tii fetézcl bézi opacnym smérem
nez zbyvajici tfi. Zbyvajici casti sekvence, kterd propojuje G-tetrady seskladané
do G-kvadruplext, se nazyvaji smycky [20, 21].



Smycky, ptitomné ve strukturach G-kvadruplexti, mohou byt ozna¢ovany jako externi, lateralni
nebo diagonalni. Zatimco externi smycka spojuje sousedni paralelné orientovand vlakna,
lateralni smycka (neboli bo¢ni smycka) spojuje dvé sousedni vlakna v anti-paralelnim
uspofadani. Poslednim typem je tzv. diagondlni smycka, ktera spojuje dvé diagondln€ umisténa
vlakna v anti-paralelnim uspotadani. [22, 23].
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Obrazek 2.1: Struktura G-kvadruplexu. Vznik G-kvadruplexu na dvousroubovici (A) a pospojovani
guaninii pomoci vodikovych miistkii v ramci jedné G-tetrady s jednomocnym kationtem (B). V dolni casti

Jjsou schematicky zobrazeny rizné konformace G-kvadruplexii. Prevzato a upraveno [24] .

2.1.2 Vyskyt G-kvadruplexii v lidském genomu

Sekundarni struktury G-kvadruplext v lidském genomu plni dilezitou roli pii kontrole geni
a pfirozené regulaci jejich exprese. Jak bylo uvedeno vySe, G-kvadruplexy se mohou tvofit
v nukleotidovych oblastech bohatych na guanin, pfi¢emz dosud nejvice studovanym mistem
vyskytu G4 jsou telomery, kde mohou formovat vice odlisSnych intramolekularnich
kvadruplexti. G-kvadruplexy se ovS§em mohou tvofit i na dalSich mistech lidského genomu,
jako jsou napt. promotory gend, nebo nekodujici oblasti genii. Dosavadni vysledky studii
naznacuji mozné vyuziti v klinickych aplikacich. Piikladem mutze byt moZznost vyuZiti cileni



G-kvadruplextt in vivo pro Sirokospektralni protinddorovou terapii [25-28]. Vyskyt
G-kvadruplext v lidském genomu je uvadén na jeden G-kvadruplex na 10 000 pb [29].

2.1.3 G-kvadruplexy pritomné v telomerach

Telomery (z Fectiny telos — konec a meros — €ast) jsou specializované koncové ¢asti jadernych
chromozomu DNA, které jsou lokalizované na konci eukaryotickych chromozomu. U lidi
a dalSich obratlovci se telomericki DNA skladd ztandemové se opakujicich sekvenci
(TTAGGG), o délce 3—15 kilobazi a 150-200 nukleotidii dlouhého jedno-fetézcového presahu
na 3’ vlakné, piicemz telomerickd repetice vykazuje schopnost tvorby G-kvadruplexovych
struktur [30, 31].

S kazdou replikaci dochéazi ke zkraceni telomer o 50-200 bazi, pficemz v okamziku,
kdy dosahnou kritického zkraceni, nastane programovana bunécna smrt (apoptodza). Vyjimku
tvofi pouze vysoce proliferujici bunky, jako napf. bunky kmenové, ¢i nadorové,
kde jsou telomery obnovovany pomoci enzymu telomerdzy [32, 33]. Bylo dokazéno,
ze G-kvadruplexy tvofici se v lidskych telomernich oblastech stabilizujici DNA, jsou schopny
inhibovat aktivitu telomerazy [34]. I kdyz telomery vysSich eukaryot postradaji sekvencéni
diverzitu, v pifipad¢ telomernich G-kvadruplexi byl prokazan strukturni polymorfismus,
jak bylo popsano vyse [35, 36]. Kromé& toho, diky pfesahujicimu jedno-fetézcovému konci,
muze dochézet k tvorbé G-kvadruplexii, aniz by byla naruSena tvorba komplementarniho
vlakna [37].

Ackoli jsou struktury G-kvadruplexi teplotné stabilni, trvalo nékolik desetileti,
nez byl prokézan jejich prirozeny vyskyt in vivo. G-kvadruplexy v lidském genomu jsou taktéz
spojeny s rozvojem fady onemocnéni. Bylo prokdzano, ze nezanedbatelné mnozstvi lidskych
nemoci je zpusobeno zménou v tvorbé telomer, coz vede k piedpokladu, ze oprava chybnych
procest pii tvorbé G-kvadruplexti v telomerach muze hrat dilezitou roli pii 1éCbé téchto
onemocnéni [38, 39]. Byla identifikovdna fada proteini a ligandl, které interaguji
s telomerickymi G-kvadruplexy, které by mohly v budoucnu byt vyuzity pravé ke konkrétnimu
terapeutickému vyuziti [40].

2.1.4 G-kvadruplexy pritomné v promotorech onkogenii
Jak bylo zminéno vyse, G-kvadruplexy se tvofi taktéz v fad€ kli¢ovych promotort onkogenti
a pusobi jako transkripéni regulatory. Bylo zjiSténo, ze oblasti promotorti obsahuji Cetnéjsi
vyskyt G-kvadruplexti ve srovnani se zbytkem genomu. Zda se jedna o regulaci
negativni, ¢i pozitivni, zatim nebylo pln€ objasnéno. Na rozdil od G-kvadruplexti
nachazejicich se v telomerach, nejsou sekvence s potencidlem tvorby G4 v oblastech promotori
charakterizovany konkrétni tandemovou repetici a mohou byt tvofeny riznymi sledy
nukleotidii, pokud obsahuji dostatecné mnozstvi G-b€hi, tedy sousedicich sekvenci
guanint [29, 41, 42]. G-kvadruplexy ptfitomny v promotorech onkogenti se jevi jako slibné cile
pii vyvoji novych terapeutik uré¢enych pro 1é€bu onkologickych onemocnéni, diky potencialni
schopnosti represe transkripce téchto onkogenti [43].

Mezi oblasti genovych promotort typickych pro vyskyt G-kvadruplexti patfi, mimo jiné
geny c-MYC (kufeci homologni virovy onkogen z pta¢i myelocytomatoézy z rodiny MC29;
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z angl. chicken homologous of the avian myelocytomatosis virus MC29) [44], c-KIT
(tyrosinkinazovy receptor KIT), KRAS (virovy onkogen Kirsten krysiho sarkomu;
z angl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene) [45], BCI/-2 (lymfom B-bunék 2; z angl. B-cell
lymphoma 2), VEGF (cévni endotelidlni rastovy faktor, z angl. the human vascular endothelial
growth factor), HIFIA (hypoxii indukovatelny faktor, z angl. Hypoxia-inducible factors
HIF1la) [46], c-MYB (transkrip¢ni faktor z rodiny proteint MYB), aj.[47, 48]. Onkogen c-MYC
je vyznamnym transkripénim faktorem, regulujici geny zapojené do proliferace, diferenciace
a apoptdzy. Sekvence jeho promotoru je bohata na vyskyt guanint, ktera tvoti rodinu stabilnich
G-kvadruplexi, které jsou dosud nejlépe prozkoumény ze vsech G-kvadruplexti ptitomnych
v onkogenech [49-51]. G-kvadruplexy pfitomny v promotorovém onkogenu c-MYC,
k jehoZ nadmérné expresi dochazi az u 80 % nadori, plisobi jako tzv. represory, které inhibuji
expresi proteinu c-MYC [48, 52]. Vliv G-kvadruplexii na rychlost transkripce in vivo nebyl
prokédzan pouze v piipadé lidského genu c-MYC, nybrz i v ptipad¢ exprese dalSich gent, véetné
kuteciho B-globulinu [29].

2.1.5 G-kvadruplexy pritomné v dalSich regulac¢nich oblastech genomu

G-kvadruplexy jsou hojné zastoupeny i v dalSich oblastech genomu, kde se mohou podilet
na fizeni klicovych bunéénych procesti. Pfitomnost G-kvadruplexi byla jiz potvrzena
pticemz, pokud byla provedena delece téchto sekvenci, doslo k vyraznému snizeni aktivity
pocatku replikace a naopak, pokud byla provedena inzerce v misté, kde nebyly pocatky
replikace lokalizovéany, doslo k vytvoifeni novych aktivnich pocatkt replikace [53].

Pomoci kompetitivnich pokusti bylo taktéZ prokazéno, Ze sekvence schopnd tvofit
G-kvadruplexy in vitro vyrazné ovliviiuyji iniciaci replikace DNA [54]. G-kvadruplexy
se nachéazeji uvnitt 1 v blizkém okoli UTR (nepifekladana oblast; z angl. untranslated region)
mRNA, jak bylo prokdzano v 3" UTR mRNA inzulinu podobnému ristového faktoru IGF-II,
kde se G-kvadruplexy nachazi za mistem endonukleotyckého $tépeni. G-kvadruplexy byly dale
objeveny v oblasti 5" UTR transkriptu, kde mohou ovliviiovat stabilitu mRNA a efektivitu
translace [55]. G-kvadruplexy se nachazeji také v intronovych oblastech genomu, kde mohou
regulovat alternativni sestfih tim, Ze méni lokalni konformaci nukleové kyseliny a upravuji
vazbu RNA-vazebnych proteint podilejicich se na sestfihu. Napt. u genu 7P53 (z angl. tumor
protein) kodujiciho protein p53 bylo dolozeno, ze G-kvadruplexy v intronovych oblastech
ovliviluji sestfih pre-mRNA a vedou tak ke vzniku rGznych izoforem p53, které vykazuji
odli$né biologické funkce [56].

Kromé vlivu G-kvadruplext na bunééné funkce, ktery je dany samotnou piitomnosti
G4 struktur, byl prokédzan i vliv dany interakci G-kvadruplext s rliznymi proteiny, mezi které
patfi, mimo jin€ helikazy, telomerové vazebné proteiny, epigenetické modulatory a transkripcni
faktory [57]. Struktury G-kvadruplexi nachazejici se v oblastech oznacovanych jako
tzv. enhancery (zesilovace) transkripce mohou véazat vice transkripénich faktorq,
a tak vykazovat vyssi transkripéni aktivitu [58].
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2.1.6 Biologické funkce G-kvadruplexi

Pomoci vypocetnich technik a sekvencnich databdzi bylo zjiSténo, Ze existuje minimalné
300 000 sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplexu v lidském genomu. Je dulezité
zdiiraznit, ze G-kvadruplexy se v genomu nenachézeji ledabyle, vétSina se nachazi ve funk¢nich
oblastech a jejich pozice jsou mezi druhy vysoce konzervované coz znaci, ze existuje vysoky
selekéni tlak na zachovani téchto sekvenci, pfiCemz nejvice byla lokalizace struktur
G-kvadruplexii zachovana mezi savci [59-61].

Struktury G-kvadruplexii se podileji mimo jiné, na regulaci transkripce a replikace
genomu, udrzovani telomer a epigenetické regulaci a rekombinaci [62, 63]. V piipade
ovlivitovat aktivitu RNA polymerazy, pficemz vzdy zélezi na tom, kde se v prub¢hu transkripce
zformované struktury G-kvadruplexii nachazeji, coz mulze vést k pozitivnimu,
resp. negativnimu ovlivnéni transkripce. V nékterych piipadech se transkripéni faktory
preferencné vazi na struktury G4 oproti bézné B-formeé dsDNA. V sekvencich promotord, které
jsou bohaté na guaniny (jako jsou geny c-MYC a Bcl-2) bylo prokdzano, ze vznika vice
G4 struktur, jez zde funguji jako represory transkripce [64, 65]. G-kvadruplexy mohou
blokovat, nebo zpomalovat replikaci DNA vedouciho fetézce béhem syntézy. G-kvadruplexy
jsou formovatelné struktury a posledni studie naznacuji, ze replikacni aparat je schopen
je detekovat a rozplétat jest¢ pred nastupem replikacni vidlicky. Mechanismy detekce
a rozplétani G4 jsou zprostiedkovany specifickymi proteiny, navic existuje podezieni,
ze mechanismy uplatiiujici se pii rozplétani G4 funguji 1 pifi dalSich bunécnych procesech
nesouvisejicich s replikaci [63]. Absence nékterych helikaz, jako napf. replikacné asociované
helikazy FANCJ (protein komplementacni skupiny J Fanconiho anémie; z angl. Fanconi
anemia complementation group J [66]), vede k tomu, Ze nedochézi k rozplétani G4 struktur,
¢imz dochazi k naruseni aktivity DNA polymerazy [67].

V piipad¢ telomer maji G-kvadruplexy dvoji roli, bud’ chrani integritu telomer tim,
ze prispivaji k jejich strukturni stabilit€, anebo reguluji jejich délku. Regulace délky telomer
probihd pfimo inhibici vazby telomerdzy na telomerické sekvence, nebo zménou rychlosti
disociace telomerickych primerit od telomerazy, ¢imz je zabranéno nadmérné proliferaci
bunek [68—70]. G-kvadruplexy se v rdmci euchromatinu vyskytuji v guaninovych sekvencich,
kde se prekryvaji s epigenetickymi markery, pfedev§im s acetylaci histonu H3K9. 1 kdyz
se zatim nejevi, ze by G4 predstavovaly epigenetickou modifikaci v klasickém slova smyslu,
jejich pfitomnost v transkripné aktivnich mistech a specifickd subnuklearni lokalizace
naznacuje, Ze funguji jako konformacni prvky podilejici se na epigenetické regulaci [71].

2.2 KFrizové struktury

KfiZové (z angl. cruciform) struktury DNA vznikaji z palindromatickych sekvencich dsDNA,
kdy se na vlaknech vytvoii vlasenkové struktury (z angl. hairpin) — viz. Obrazek 2.2. Kazda
vlasenka se skladd z parové oblasti tvofené komplementarnimi inverznimi repeticemi
a smyckami [72]. Jejich stabilita je zvySena pomoci nadSroubovicového vinuti DNA, piesto
jsou za normdlnich podminek termodynamicky méné stabilni nez B-DNA [73]. Oblasti
obsahujici inverzni repetice schopné tvofit kiiZové struktury jsou €asto spojovany se zvySenym
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vyskytem mutaci nebo deleci, protoze mohou byt chybné rozpoznavany replika¢nimi,
¢i opravnymi mechanismy [74].

Vyznamné jsou predevsim jako regulacni a strukturalni prvky, protoze méni prostorové
usporadani DNA, coz muze ovliviiovat enzymy zapojené do replikace ¢i vazbu proteinu,
napf. transkripCnich faktor. V urcitych ptipadech mohou tyto struktury piispivat k regulaci
inicia¢nich mist replikace a slouzit jako substraty pro specifické nukleazy [75, 76].

Cilové sekvence proteinu p53, schopné vytvaret kiizové struktury, vykazuji zvysSenou
afinitu p53 k DNA, pfi¢emz sekvencné specificka vazba je zasadni pro jeho funkci. Tyto
sekvence, tvorené dvéma kopiemi motivu 5°-RRRC(A/T)(T/A)GYYY-3¢ (kde R je purin, Y je
pyrimidin, G je guanin, T thymin a A adenin), maji ¢asto charakter inverznich repetic a mohou
vytvaret sekundarni struktury DNA. Bylo prokazano in vivo, ze vazba p53 na jeho cilovou
sekvenci je silné€ zavisld na pfitomnosti inverznich repetic. Tyto poznatky naznacuji, ze kromé
samotné nukleotidové sekvence, hraje diilezitou roli i prostorové usporadani DNA, které mtize
ovliviiovat regulaci gent fizenych proteinem p53 [77].

C ¢ —-—5Smycka
; C A
A /s )
§ <«———">alindrom
1
G v
Bod vétveni
5’ GAACATGTCCCAACATGTTG I '
;' Lt i it iitl s'
2 CITTGTACAGGGTTOGTACAAC
Linearni DNA
B

Obrazek 2.2: Struktura kiiZovych struktur DNA s pFikladem palindromatické sekvence.
Cast A zobrazuje prrechod inverzni repetice z linedrni konformace do vidsenky/kiizové struktury. V ¢dsti
B jsou fialové oznaceny smycky, modre palindromatické sekvence. U vSech schematickych ndkresii Sipka

oznacuje 3 ‘ konec retézce DNA. Prevzato a upraveno [78].
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2.3 Protein p53

Protein p53 je kdédovan genem 7P53, umisténém na kratkém raménku chromozomu 17. Protein
p53 plné délky je tvofen 393 aminokyselinami a dosahuje pfiblizné molekulové hmotnosti

oy e

povazovan za protoonkogen, pozdé¢ji bylo prokazéano, ze se jedna o nadorové-supresorovy
gen[1].

Jaderny protein p53 je dilezity transkripéni faktor a jako nddorovy supresor zaujima
ustfedni postaveni v reakci na poskozeni DNA [3]. Protein p53 standardniho (divokého) typu
zabranuje replikaci poskozené DNA a udrzuje celistvost genomu. V piipadé vystaveni bun¢k
bunécnému stresu indukuje protein p53 aktivaci fady biologickych reakei vedoucich k zastaveni
bunécného cyklu a opravé poSkozené DNA, bunééné senescenci ¢i programované bunécné
smrti (apoptdze) [4].

Mutace genu 7P53 miize vést k inaktivaci proteinu p53 standardniho typu, coz nasledné
vede ke genomické nestabilit¢ a mize mit za nasledek vznik rakoviny [79]. Nékteré mutované
proteiny p53 dokonce vykazuji zisk novych funkci GOF (z angl. gain of function), které
podporuji tumorigenezi. Velké ¢ast nadord vykazuje naruSeni ptirozenych drah proteinu p53.
Protein p53 vykazujici ztratu aktivity je néachylné€jsi k rozkladu a agregaci, ¢i k tvorbé
amyloidnich agregatii [80, 81]. Diky své vyznamné roli v procesech potlacujici vznik nadoru
se protein pS53 jevi jako slibny potencidlni cil pii vyvoji novych piistupi k 1é¢bé nadorovych
onemocnéni [82].

Lidsky protein p53 spadd do rodiny proteinti p53, do které nalezi rovnéz jeho strukturni
a funkéni homology p73 a p63. Rodina proteini p53 sdili podobné proteinové domény,
jako jsou napf. transaktivatni doména (TAD; =zangl. transactivation domain),
DNA vazebnd doména (DBD; z angl. DNA-binding domain) nebo oligomerizacni doména
(OD; z angl. oligomerization domain), jejichz délka je u jednotlivych ¢lent rodiny p53 mirné
odli$na. Dlvod, pro¢ se vyzkum rakoviny zamétuje prevazné na protein p53, je jeho ojedinély
vyskyt mutaci oproti proteiniim p63 a p73 spojenych s progresi rakoviny — proteiny p63 a p73
vykazuji spiSe sklon k vyvojovym vadam [2, 83].

2.3.1 Struktura proteinu p53

Protein p53 je tvofen tfemi oblastmi N-termindlni a C-terminalni koncové domény a centralni
DNA-vazebnd doména. N-termindlni oblast zahrnuje dvé transaktivaéni domény
(TADI a TADII) a doménu bohatou na prolin tvofenou aminokyselinami 1-93. Aminokyseliny
102-292 tvoti DBD doménu oznacovanou rovnéz v nekterych ptipadech jako CD (jadrova
domeéna, z angl. core domain). C-terminalni oblast proteinu p53 (aminokyseliny 323-393) tvoii
oligomerizacni (tetramerizacni) doménu a CTD (C-termélni regulacni doména;
z angl. C-terminal regulatory domain) [84-86]. Vice nez 40 % p53 je vnitin€ neuspotradané,
a to véetn¢ TAD a CTD (viz. Obrazek 2.3). Diky této neusporadanosti muze p53 reagovat
s fadou partnert jako moduldrni protein [87]. N-terminalni oblast v sobé zahrnuje TAD
doménu, kterd je velmi kysela a bohaté na prolin [88]. V této ¢asti se nachazeji TADI a TADII,
které mohou vazat aktivatory a ko-aktivatory, ¢imz podpoii iniciaci transkripce a mohou
téz interagovat s negativnimi regulatory transkripce, které naopak potlacuji jeji aktivaci [89].
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Doména bohata na prolin spojujici domény TAD a DBD zajistuje indukci zastavy bunécného
cyklu nebo rovnou apoptdzu buiky [90, 91].

transaktivacni 1 prolin - bohata tetramerizacni
(1-42) (63-97) (323-356)
transaktivacni 2 DNA vazebna C-terminalni
(43-62) (98-292) (363-393)

Obrizek 2.3: Struktura monomeru proteinu p53. Zluté je znizornéna TADI, oranzové TADII, rizové
je zndzornéna doména bohatd na prolin, fialové je zndzornéna DNA vazebnd doména, Sede

tetramerizacni doména a modie C-terminalni regulacni doména. Prevzato a upraveno [92].

2.3.2 Biologické funkce proteinu p53

Za béznych podminek se protein p53 nachazi v jadre, kde se specificky vaze na DNA a reguluje
Sirokou skalu gentl, pfic¢emz jeho celkova koncentrace v buiice je nizka a pfisné regulovana
pomoci negativnich regulatorit MDM2 a MDMX (z angl. mouse double minute), které jsou

schopny indukovat degradaci proteinu p53  vdusledku ubikvitinace, kterou
zprostiedkovavaji [93, 94].
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Protein p53 hraje klicovou roli v regulaci bunécného cyklu, apoptdzy, starnuti bunck
a metabolismu a Casto je mutovan u karcinogennich onemocnéni. Kdyz jsou bunky vystaveny
vnitinimu nebo vnéj$imu stresu, véetné poskozeni DNA, hypoxie, nedostatku zivin nebo riziku
vzniku nadorového bujeni, ubikvitinace zprosttedkovana negativnimi regulatory proteinu p53
je inhibovéna, ¢imz se vyrazné zvysi hladina p53 v buinice. Nahromadény protein je aktivovan
a stabilizovan posttranslacnimi  modifikacemi, jako jsou fosforylace, acetylace,
¢i methylace [95]. Aktivovany protein poté reguluje transkripci cilovych geni. Tyto funkce
v bunce je schopen vykonavat nejen diky interakcim s dal§imi proteiny, ale pfevazné vazbou
na DNA [96].

Protein p53 muze indukovat apoptézu buniky s poSkozenou DNA pomoci transkripéni
aktivace exprese proapototickych genit mezi néz patii PUMA (modulétor apoptdzy indukovany
proteinem p53, z angl. P53 up-regulated modulator of apoptosis [97]) , BAX (proapoptoticky
protein z rodiny Bcl-2, z angl. Bcl-2-associated X protein [98] ) a NOXA (proaptoticky protein
z rodiny Bcl-2 z angl. phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (PMAIP1) [99])
[100-102]. Krom¢ toho muze p53 interagovat s antiapoptotickymi proteiny Bcl-2
(z angl. B-cell leukemia/lymphoma-2, byly poprvé identifikovany s B-lymfocyty) Bcl-x1 (extra
velky B-lymfocyt, z angl. cell lymphoma-extra large) a Mcl-1(protein 1 myelodni leukémie,
z angl. myeloid cell leukemia-1) [103], ¢imZ neptimo indukuje apoptozu [104]. Kromé toho
bylo zjisténo, ze acetylace lysinu 120 zvySuje specifitu vazby p53 k DNA a pravdépodobné
se tak spolupodili na regulaci jeho transkripéni aktivity zejména ve vztahu k apoptdze [105].

Jedna ze zakladnich funkci proteinu p53 je taktéz kontrola bunééného cyklu. Aktivovany
p53 indukuje expresi genu CDKNIA, kodujiciho protein p21, coz je inhibitor cyklin-
dependetnich kindz (CDK). Gen p21 inhibuje CDK, ¢imz dojde k zastaveni bunécného
cyklu v Gl fazi. Krom¢ inhibice proteini bunééného cyklu déle brani fosforylaci
Rb (retinoblastomovy protein, zangl. retinoblastoma tumor suppresor protein) pomoci
komplexti cyklin D1-CDK4, cyklin D2-CDK4, cyklin E-CDK2. Nefosforylovany Rb vytvafi
komplex s transkripénim faktorem E2F, coZ inhibuje aktivitu E2F a dojde ke zminéné zastave
v G1 fazi. Pfi tomto zastaveni mizZe dojit k opravé posSkozené DNA pted vstupem do replikace,
ovSem v piipadé absence p53 nebo pii jeho mutaci buika mize dal pokracovat v déleni, a tudiz
muze dojit ke vzniku nadorového bujeni [106, 107].

Poskozeni DNA spousti bunéénou senescenci, kterd pak aktivuje drahy p53 jako odpoveéd’
na poskozeni. Mutace vedouci k inaktivaci drdhy p53, ktera je klicova pro pribéh bunécné
senescence, vyrazn€ zvysuji Sanci na vznik nador u mysi. Bylo prokazano, Ze aktivovany p53
je schopen udrzovat nékteré onkogenni sklony v klidovém stavu, a tim potlacovat dal§i maligni
vyvoj, dokud je biologicky funkéni. Tento pfipad nastava, pokud protein pS3 neni schopen
vyvolat senescenci, nebo apoptozu [108, 109].

2.3.3 Mutace proteinu p53

Mutace proteinu p53 jsou ddny mutacemi v kddujicim genu 7P53. Mutace v TP53 mé vétSinou
za nasledek zménu, nebo ztratu vazebné aktivity p53 zhruba v 50 % lidskych nadort [110].
Gen TP53 je neobvykly, co se ty¢e mutaci, protoze zfidka u néj dochazi k delecim. VétSina
mutaci u lidskych nadort (nekteré studie uvadi az 95 %) jsou tzv. missense mutace. Az 80 %
vSech mutaci spojenych s nadorovym bujenim jsou mutace proteinu p53 lokalizovany
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v centralni DNA-vazebné oblasti, kterd umoznuje rozpoznani specifickych cilovych
sekvenci DNA oznacovanych jako responzivni elementy [111]. VétSina zbyvajicich mutaci
spojena s nadorovym bujenim vykazuje naruSenou funkéni dradhu p53, vétSinou se jedna
o snizeni koncentrace jaderného proteinu p53, coz ma za nasledek zmény v odpovédich na stres
bunky [112].

Mista v priméarni struktufe proteinu zv1asté nachylna k mutacim jsou oznacovana jako ,,hot
spots*“. U proteinu p53 existuje Sest takovych mist, které se nachazi na tripletech 175, 245, 248,
249, 273 a 282. Mutace v téchto kodonech zplisobuji vznik proteinii se Spatnou konformaci,
vedouci nasledné ke ztraté transkripéni aktivity proteinu standardniho (,,divokého typu*), nebo
tvorbé proteint s pozménénou mitochondridlni aktivitou [2]. Nejvyssi vyskyt mutaci pfipada
na mutace v kodonech 175 a 273, a to napi. u mutaci R175H a R273H, kde dochazi k substituci
arginu za histidin [113]. U mysi, které exprimovaly mutanty p53 R172H nebo R270H
(odpovida lidskym mutacim R175H a R273H) byl zaznamenan vyssi pocet metastazovanych
nadorit neZ u mysi, kde protein p53 chybél [114, 115]. Tyto ,,hot spots* mutace se dé¢li
do dvou zakladnich kategorii, mutace zpusobujici konformacni zmény, napf. u R175H
a na tzv. kontaktni mutace, jako napf. u R273H [116, 117]. V obou pfipadech je narusena
interakce DBD proteinu p53 se sekvenci responzivniho elementu DNA, coz ma za nasledek
poruchu regulace exprese cilovych gent p53, které se zapojuji do potlaceni nadorového bujeni.
V nadorovych buitkkdch se posléze hromadi velké mnozstvi mutovanych proteini p353,
pon¢vadz casto nedochazi k indukci exprese proteinu MDM?2, ktery ptsobi jako negativni
regulator pS3 [118—-120]. Mutanti p53 posléze ztraceji antionkogenni funkci a navic se u nich
objevuje dominanté negativni efekt viici standardni formé proteinu, coz je stav, kdy mutované
proteiny p53 vytvaii heterodimery, které interaguji s proteinem divokého typu a vytvafi
tak proteinové komplexy s pozménénou transkripéni aktivitou [121, 122]. Kromé samotné
mutace 7P53 bézné¢ dochdzi 1 kdeleci zbylé nemutované alely 7P53 a ktzv. ztraté
heterozygotnosti LOH (z angl. loss of heterozygosity), poskytujici nddorovym buitkdm selekéni
vyhodu [123]. Dle in vivo proveden¢ studie je LOH u proteinu p53 nezbytna ke stabilizaci
mutantnich forem a k zisku dalSich onkogennich funkci. Mutantni formy mohou diky LOH
ziskat nové proonkogenni vlastnosti. Tento jev se oznacuje jako GOF. Jev byl pozorovan
u mys$ich nadord, kde dochazelo ke ztraté heterozygotnosti a rychlejSimu propuknuti nadoru.
Oproti tomu u mysich nadorti, kde nedochazelo ke ztrat¢ nezmutované alely, nedochézelo
ke stabilizaci mutantnich forem p53 a aktivita GOF nebyla prokazana [124].

2.3.4 Vazebné vlastnosti proteinu p53

Protein p53 je transkripéni faktor, regulujici velké mnoZstvi gentli, z nichZ vétSina, kterou
reguluje, obsahuje v promotorovych oblastech responzivni elementy p53, kam se tetramery p53
vazou sekvencné specifickym zplisobem. Responzivni elementy jsou tvoreny kanonickymi
konsenzudlnimi sekvencemi, které mivaji délku zhruba 20 pb. Konsenzualni sekvence pro p53
neni striktné vymezend, ale je tvofena dvéma opakujicimi se dekamerickymi motivy
5’'RRRCWWGYYY3’ (kde R je purin, Y je pyrimidin a W je adeninova nebo thyminova baze),
a tudiZ se mezi jednotlivymi regulovanymi geny 1isi [125]. VétSina vazebnych mist pro p53
v lidském genomu jsou odd€leny 0-13 pb spacerem, ovSem rozestup veétsi nez 2 pb
je vzacny [126]. Délka spaceru v . DNA mezi dvéma dekamerickymi motivy je dilezitym
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faktorem ovliviiujicim vazbu p53 a jeho transaktivacni aktivitu. Vlozeni nukleotidi mezi tyto
motivy vede ke sniZeni transaktivace [127].

Protein p53 vaze konsenzudlni sekvence DNA jako tetramer, ktery vznika spojenim dvou
dimerti [128]. Primarni dimery jsou stabilizovany prostfednictvim intramolekularniho
antiparalelniho usporadani a-helixti a antiparalelniho B-listu. Tyto dimery se poté seskladaji
do tetramerii prostfednictvim hydrofobnich interakci mezi helixy [129]. Oligomerizace p53
piispiva k jeho udrzeni v jadfe, zatimco v neaktivni form¢ miize volné prechazet
do cytoplazmy [130]. V jadie mohou byt pfitomny vSechny tfi oligomerni stavy proteinu
(monomery, dimery a tetramery). V ptipade, ze dojde k poskozeni DNA dochézi ke zrychlené
tvorbé tetramert (aktivni forma p53), a to dokonce dfive, nez se zvysi samotna hladina proteinu.
Coz naznacuje, zZe tetramericky stav je ovliviiovan dal§imi faktory, jako jsou posttranslacni
modifikace a pritomnost kofaktorti [131].

DNA-vazebna doména vykazuje strukturu B-sendvice, na jehoz povrchu se nachézeji
dvé velké smycky a motiv smycka-list-helix, které spolu zajisStuji vazbu na DNA. Motiv
interaguje s velkym zlabkem DNA, pficemz arginin z jedné ze smycek zasahuje do malého
zlabku DNA. Smycky jsou c¢aste¢né drzeny pospolu tetraedricky koordinovanym atomem
zinku. Tyto oblasti (L2/L3 smycky, vazebné misto pro Zn, motiv smycka-list-helix) jsou
konzervované a jsou cCastymi misty mutaci p53 [132]. I kdyz je vazba p53 na DNA
zprostitedkovdna ptfedev§im jeho DNA-vazebnou doménou, pro jeho efektivni navazani
na DNA jsou nutné modifikace na jeho C-konci, pficemz pouze protein plné délky je schopny
spravné rozpoznavat cilova mista na DNA. Navic se p53 velmi pevné vaze na nekanonické
struktury DNA a lokalni struktury, které ovliviiuji jak pfirozené se vyskytuji typ p53, tak jeho
mutantni formy [6].

V roce 1964 Robin Holliday navrhl model, ktery vysvétloval tfi procesy probihajici
pfi meidze hub (crossing-over, genovou konverzi a postmeiotickou segregaci). Principem
modelu je, ze po replikaci DNA dochazi ke vzniku zlomt, které umoziuji nasledné parovani
komplementarnich sekvenci, diky c¢emu vzniknou dva homologni chromozomy,
z nichZ nasledné vzniké kiiZova struktura, kterd spoji ob& dvouSroubovice. V misté¢ vymeny
vlaken tak vznikd ,,meziprodukt* rekombinace dnes nazyvany Hollidaytv spoj [133]. Bylo
prokdzano, Ze p53 se s vysokou afinitou vaze s Hollidayovymi spoji. I kdyz jsou Hollidayovy
spoje pfirozenymi meziprodukty rekombinace, posledni studie naznacuji, Ze tyto struktury
vznikaji 1 v disledku poSkozeni DNA. Vazba p53 na poskozenou DNA se prozatim jevi, jako
mechanismus indukujici ndbor opravnych proteinti a zaroven iniciujici posttranslaéni
modifikace bunky [134, 135]. Negativni nadSroubovicové vinuti a interakce proteinu p53
s DNA vedou ke stabilizaci nekanonickych forem DNA, navic bylo zji§téno, Ze p53 se vaze
s vys8i afinitou k nadSroubovicové vinut¢é DNA oproti stejné sekvenci DNA s linedrni
topologii [135, 136].
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3 CIiLE DIPLOMOVE PRACE

Literarni reSerSe k zadanému tématu
Izolace a purifikace proteinu p53 standardniho typu a jeho mutovanych forem
Studium interakci proteinu p53 standardniho typu a jeho mutovanych forem in vitro
prostiednictvim mikroskopie atomarnich sil (AFM) a elektroforetickych testi posunu
mobility (EMSA)

e Studium transkripcni aktivity mutantnich proteini p53 in vivo v jednohybridnim
kvasinkovém isogennim systému
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

Vsechny experimenty probihaly v ramci Biofyzikalniho Gstavu Akademie véd Ceské republiky,

v.v.i. Geneticky materidl, kmeny kvasinek, antibiotika, material, chemikalie, pfistrojové

vybaveni, protilatky a dalsi reagencie pouzité v této diplomové praci, byly tudiz poskytnuty ze

zdroji BFU AV CR.

4.1.1 Mikrobiologické kmeny
e BL21 DE3 kompetentni buiiky, £.coli, Thermo Fischer Scientific

e yYLFM-RE (MAToa, leu2-3,112; trpl-1;  his3-11,15; canl-100; wura3-I;

RE::pCycl::LUCI), S. cerevisiae, sekvence kment uvadi Tabulka 4.1.1.

e Stbl3 kompetentni buriky, £. coli; Thermo Fischer Scientific.
e BL21-CodonPlus kompetentni buiiky, £. coli; Thermo Fischer Scientific.

Tabulka 4.1.1: Sekvence responzivnich elementi (RE) klonované metodou Delitto Perfetto

do kvasinkového kmene S. cerevisiae yLFM-RE.

Oznaceni Sekvence RE ve sméru 5°-3"

CFNO CATGATGTGATCACATGATG

GCG GCGCATGCCCGGGCATGCCC

XA AAACATGCCCGGGCATGCCC

XG-TT GGGCATGTCTGGGCATGCC

PUMA RE CTGCAAGTCCTGACTTGTCCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
PUMA RE + G4 CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGCGGCGGGCGGGCGGGG
MDM2 RE GGTCAAGTTCAGACACGTTC

MDM2 RE + G4 GGGCGGGATTGGGCCGGTTCAGTGGGCAGGTTGACTCAGCTTTTC

CTCTTGAGCTGGTCAAGTTCAGACACGTTC

CGACAAGCCCCAGCATGCTGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

Trim32 RE CT
Trim32 RE + G4 CGACAAGCCCCAGCATGCTGGGGAGGCGGGGCTCAGTGACGGAC
AGGGA
PU21 GAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA
4.1.2 DNA

e Syntetické oligonukleotidy: Sigma Aldrich
o dsDNA: 5°-[6-FAM]JACTCAGTTTAACTCACACA-3¢
5“-TGTGTGAGTTAAACTGAGT-3'
o PGM2: 5°-[6-FAM]AGACATGCCTAGGCATGTCT-3¢
o KSHV: 5-[6-FAM]GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG-3¢
e Plazmidy pouzité pro izolaci proteint
o Plazmid pET15b p53-WT (selekéni marker Ampicilin)
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4.1.3

4.1.4

o Plazmid pET15b p53-R175H (selekéni marker Ampicilin)
o Plazmid pET15b p53-R273H (selek¢ni marker Ampicilin)
Plazmidy pouzité pro AFM

o Plazmid pBluescript SK II (-) — komeréné¢ dostupny plazmid s negativnim
nadsSroubovicovym vinutim, v experimentech pouzit jako model pro dsDNA
(selek¢éni marker Ampicilin)

o Plazmid pPGM2 — plazmid s negativnim nadSroubovicovym vinutim odvozeny
od pBluescript sinzerci palindromu, v experimentech pouzit jako model
pro kiizovou strukturu (selekéni marker Ampicilin)

o Plazmid 3GC - plazmid s negativnim nadSroubovicovym vinutim odvozeny
od pBluescript s inzerci G-kvadruplexu, v experimentech pouzit jako model
pro G-kvadruplexovou strukturu (selek¢ni marker Ampicilin)

Plazmidy pouzité pro experimenty v kvasinkovém isogennim systému

o Plazmid pRS314 (selektovatelny marker kvasinek — TRPI; selektovatelny
marker bakterii — ampicilin (Amp); pouzit jako prazdny vektor)

o Plazmid pRS315 (selektovatelny marker kvasinek — LEU2; selektovatelny
marker bakterii — Amp; pouzit jako prazdny vektor)

o Plazmid pLS-WT — produkuje protein p53 standardniho typu, konstitutivni
exprese  podminénda  ADH  promotorem  (selektovatelny  marker
kvasinek — LEU2; selektovatelny marker bakterii — Amp)

o Plazmid pTSG-R175H — produkuje mutovany protein p53-R175H, inducibilni
exprese  podminénd  GALI  promotorem  (selektovatelny = marker
kvasinek — TRP1; selektovatelny marker bakterii — Amp)

o Plazmid pTSG-R273H — produkuje mutovany protein p53-R273HH, inducibilni
exprese  podminénd  GALI  promotorem  (selektovatelny  marker
kvasinek — TRP1; selektovatelny marker bakterii — Amp)

Dalsi geneticky material
o Nosicova jednotfetézcovd DNA — Salmon Sperm ssDNA; Thermo Fisher
Scientific

Antibiotika a protilatky
Ampicilin (100 pl-I'")
Chloramfenikol (25 pl-17)

Chemikalie

V ramci prace byly pouZzity nasledujici chemikalie a komeréné dostupné sady. Dalsi chemikalie,

které se bézné vyskytuji v biochemickych a molekularné-biologickych laboratofich byly

obstarany v nejvyss$i mozné Cistote a ze seznamu byly vynechény.

Primérni myS$i monoklondlni protilatka DO-1 (1:1 000)
Sekundérni protilatka Anti-Mouse IgG s peroxidazou (1:10 000)
Adenin (Sigma-Aldrich)

Agar bakteridlni (Oxoid)
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Akrylamid:Bisakrylamid, 19:1 (Serva)
Akrylamid:Bisakrylamid, 37,5:1 (Serva)

Ampicilin (Biotika)

Bradfordovo ¢inidlo (Serva)

Bromfenolova modi (Lachema)

Butanol (Penta)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva)

Detekéni sada pro bioluminescenci; Bright Glo Luciferase assay (Promega)
Dodecylsiran sodny (Serva)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (Lach-ner)

Formamid (Penta)

Glukoza (Lach-ner)

Glycerol (Lach-ner)

Glycin (Lach-ner)

Chemiluminiscen¢ni substrat, ECL Western Blot detection kit (Thermo Fischer)
Chloramfenikol (Duchefa Biochemie)

Imidazol (Serva)

Inhibitory proteaz (Roche)

Isopropanol (Penta)

Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (MP Biomedicals)
Kvasinkovy extrakt (Duchefa Biochemie)

Kyselina octova (Lach-ner)

Metanol (Penta)

Merkaptoethanol (Serva)

Passive Lysis Buffer (Promega)

Peroxodisiran amonny (VWR Life Science)

Sada pro izolaci plazmidové DNA, E.Z.N.A Plasmid DNA Mini Kit I Omega (BIO-
TEK)

Stains-all (Sigma-Aldrich)

Susené odtu¢néné mléko (Nutistar)

Talon metal affinity Resign (Takara)
Tetramethylethylendiamin (Sigma Aldrich)

Tris (Serva)

Triton X-100 (Roth)

Trypton (Duchefa Biochemie)

Xylencyanova fialova (Sigma Aldrich)

Zaklad pro kompletni kvasinkové médium (Sigma Aldrich)
Zakladni médium s dusikem pro kvasinky (Sigma Aldrich)

Pristrojové vybaveni

Autoklav Microjet Personal microwave autoclave (Enbio)
CD spektropolarimetr Jasco-815 (Jasco International Co.)
Centrifuga 5 804 R (Eppendorf)
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e Centrifuga Mini Spin plus

(Eppendorf)

e FElektroforetickd aparatura Mini Protean Tetra Cell Systém (Bio-Rad)
e Elektroforetickd aparatura Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad)
e ELISA Reader Synergy H1 Hybrid Multi-mode Reader (Bio Tek)

e Homogenizator Pellet mixer (VWR)

e Inkubator Innova 44 (New Brunswick Scientific)

LAS 3 000 (FUJIFILM)

Ptedvazky TE 412 (Sartorius)

Spektrofotometr Specord 200 Plus
Sonikator Dynatech (Dynatech)

Vortex IKA 4 digital (IKA)
Zdroj napéti PowerPac 300 (Bio-Rad)

Magneticka michacka MSH-30A (WiseStir)
Naklanédlo Multi Rotator RS-60 (Biosan)

Spektrofotometr NanoDrop DS-11 FX (DeNovix)
(Analytik Jena)

Termoblok Thermomixer comfort 1,5 ml (Eppendorf)
Ttepacka Yellow line os 5 basic (Marconi)

4.2 Slozeni médii a dalSich pouzitych roztoki

LB médium tekuté
Kompletni tekuté neselektivni médium
(YPDA)

Kompletni pevné neselektivni médium
(YPDA misky)

Syntetické leucin-tryptofan selektivni misky
ItA

Syntetické leucin-tryptofan selektivni tekuté
médium (SRItA — luciferazové testy)
Eluéni pufr

Lyzaéni pufr

Promyvaci pufr

Vazebny pufr

Akrylamid; 5%

Akrylamid; 15%

1,0 % trypton, 0,5 % kvasinkovy extrakt,
1,0 % NaCl
50 g-1I"" YPD broth, 200 mg-1"! adenin

50 g-I'" YPD broth, 200 mg-1"! adenin,
2 % agar

6,7 g'1I"! Yeast Nitrogene base, 2 % agar,

2 % dextréza, 200 mg-1"! adenin, 20 mg-1'!
histidin, 90 mg-1"! lysin, 20 mg-1"! uracil

6.7 g-l'l Yeast Nitrogene base, 2 % rafinosa,
200 mg-1"! adenin, 20 mg-1"! histidin, 90
mg-1"! lysin, 20 mg-1"! uracil

500 mM imidazol, 20 mM Tris (pH 8), 500
mM NacCl, 1 mM B-Merkaptoetanol, 5 %
glycerol

5 mM imidazol, 20 mM Tris, 500 mM NaCl
1 mM B-Merkaptoetanol, 0,1 % Triton
X-100, 5 % glycerol

10 mM imidazol, 20 mM Tris (pH 8),

500 mM NaCl, 1 mM B-ME, 5 % glycerol
5 mM imidazol, 20 mM Tris, 500 mM
NaCl, 1 mM B-Merkaptoetanol, 5 %
glycerol

5 % 37,5:1 akrylamid:bisakrylamid,

0,375 M Tris (pH 8,8), 0,1 % SDS, Persiran
amonny (0,005x AA),
Tetramethylethylendiamin (0,003x AA)

15 % 37,5:1 akrylamid:bisakrylamid



Blokovaci roztok
Blotovaci pufr; 10x

Coomassie Blue; barvici roztok

CSB nanaseci pufr; 5x

Destain; odbarvovaci roztok

PBS; 10x

SDS-PAGE Running buffer; 10x

Akrylamid; 4%

Akrylamid; 8%

LB nanaSeci pufr; 6x
TBE; 10x

Vazebny pufr; 20x
LiAc/TE/PEG
LiAc/TE

TE pufr; 10x

AFM pufr
Vazebny pufr (AFM)

Fosfatovy pufr

Lyzac¢ni pufr (PCR)
TBE; 0,33x

0,375 M Tris (pH 8,8), 0,1 % SDS, Persiran
amonny (0,005x AA),
Tetramethylethylendiamin (0,003x AA)
1x PBS, 5 % odtu¢néné suSené mléko

25 mM Tris, 0,192 M glycin, pH 8,3

0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250,
50 % metanol, 10 % kyselina octova

100 mM Tris (pH 6,8), 10 % glycerol,

4 % SDS, 200 mM B-merkaptoethanol,
0,1 % bromfenolova modra

40 % methanol, 10 % ledova kyselina
octova

137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 100 mM
Na;HPO;3

25 mM Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS,
pH 8,3

4 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid,

0,33x TBE, 50 mM KCl, Persiran amonny
(0,005x AA), Tetramethylethylendiamin
(0,003x AA)

8 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid,

0,33x TBE, 50 mM KCl, Persiran amonny
(0,005x AA), Tetramethylethylendiamin
(0,003x AA)

40 % sacharoza, 0,2 % bromfenolova
modra, 0,2 % xylencyanova fialova

900 mM Tris, 900 mM H3;BO3, 10 mM
EDTA (pH 8.,3)

50 mM KCl, 5 mM Tris (pH 7),

0,01 % Triton X-100

100 mM dihydratu octanu lithného,

1x TE puft, 58 % PEG

100 mM dihydratu octanu lithného,

1x TE pufr

100 mM Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM EDTA,
pH 8

4 mM HEPES, 5 mM KCIl, 5 mM MgCl,
5 mM Tris-HCI (pH 7,0), 1 mM EDTA,
50 mM KCl, 0,01 % Triton X-100
KH>PO4 12,6 mM, KoHPO4 54 mM,
gluko6za 55,5 mM

1 M LiAC, 20 % SDS

10x TBE, 3 M KCl, 50 mM KCl
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4.3 Metody

4.3.1 Transformace bakterii

Kompetentni butiky Escherichia coli BL21 Codon" byly po rozmraZeni na led€ rozpipetovany
do sterilnich mikrocentrifugacnich zkumavek po 50 pl. K builkam byla nasledné ptidana
plazmidova DNA (50 ng) pro expresi proteini p5S3-WT, p53-R273H, p53-R175H. Rovnéz byla
pfipravena negativni kontrola bez plazmidové DNA. Buiiky byly inkubovany 30 minut na ledg,
poté byl proveden teplotni Sok pii 42 °C po dobu 45 s a buiniky byly pfesunuty na 2 minuty na
led. Bylo pfidano 250 ul SOC media ptedehtatého na 37 °C. Bunky byly inkubovany pii 37 °C
a 250 rpm po dobu 1 hodiny. Na selektivni Petriho misky s obsahem antibiotika (ampicilin
a chloramfenikol) bylo rozetfeno 100 pl smési. Transformanty byly inkubovany do druhého
dne pti 37 °C.

4.3.2 Izolace proteinii proteinovou afinitni chromatografii

Proteiny rodiny p53 byly izolovany z pfedem piipravenych bakteridlnich kultur E. coli BL21
Codon". Buiiky byly transformovany plazmidovymi vektory pET15b, které produkovaly
proteiny spojeny s polyhistidinovou kotvou (tzv. His-tag). Nasledné izolace a purifikace byly
provedeny dle postupu niZze. Vysledna koncentrace proteinu byla stanovena
spektrofotometricky metodou dle Bradforda.

4.3.2.1 Priprava bakteridalni kultury

Prvni den byla do 10 ml LB média obsahujiciho antibiotika ampicilin a chloramfenikol
s koncentracemi 100 a 25 pl-1"! zockovéana kultura Escherichia coli BL21-CodonPlus, ktera
byla uchovavana v mrazicim boxu pifi -80 °C. Inokulant byl kultivovan do dalSiho dne
za stalého tfepani pii 37 °C. Dalsi den bylo 10 ml média s narostlou kulturou pfeneseno do
pfedehiatého LB média s piidavkem obou antibiotik a 50 uM ZnCl> o objemu 1 1. Takto
piipravené¢ médium bylo kultivovano v 5 1 kultiva¢ni Erlenmeyerove batice za stalého tiepani
pii 37 °C. Béhem inkubace byla priibézné sledovana hodnota optické hustoty kultury UV/VIS
spektrometrem Specord PLUS 210 pfi vinové délce 600 nm proti slepému vzorku, slepym
vzorkem bylo médium bez kultury. Po dosaZeni absorbance 0,6 byl z bakteridlni kultury
odebran 1 ml jako kontrola exprese proteinu pied indukci (K1). Nasledné byl pfidan 1,0 ml
1,0M roztoku IPTG, ktery indukoval expresi proteinti p53 s polyhistidinovou kotvou. Kultura
byla inkubovana do druhého dne v kultivacni Erlenmeyerové baiice pii 16 °C a 100 rpm.

4.3.2.2 Lyze bunék

Z bakterialni kultury po indukci byla odebrano 1 ml kultury jako kontrola K2. Obsah kultivacni
Erlenmeyerovy banky byl pfeveden do centrifugacnich kyvet a centrifugovan pii 6 500 g
po dobu 20 minut. Lyze bunc¢k byla provddéna na ledé. Supernatant
byl po centrifugaci odebran a do jedné zkyvet bylo pfidano 40 ml lyza¢niho pufru
s rozpuSténou tabletou inhibitorti proteaz. Obsah kyvety byl resuspendovan homogenizatorem,
pfeveden do dalsi kyvety a znovu resuspendovan. Krok byl opakovén u vSech kyvet. Vysledna
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smés bakterialni kultury s roztokem inhibitor byla sonikovana na led¢ pii amplitudé 60 %,
v deseti cyklech, po dobu 30 sekund s 30sekundovymi piestavkami. Lyzované bunky byly
centrifugovany pifi 4°C a 14000g po dobu 30 minut. Supernatant byl pfeveden
do centrifugacnich zkumavek a pelet, ktery obsahoval nerozpustny protein, byl odstranén.
Ze supernatantu byl odebran 1 ml vzorku jako kontrola K3.

4.3.2.3 Izolace proteinii p53

Ke 4 ml promytych kulicek TALON Metal Affinity resin 635504 Clontech ve smési s ethanolem
bylo pfiddno 40 ml vazebného pufru a smés byla dikladn¢ promichana. Nasledovala
centrifugace pifi 4 °C a 2 000 g po dobu 5 minut. Supernatant z centrifugace bunék byl pridan
ke kulickdm TALON Metal Affinity resin a ponechan pii 4 °C na naklanédle Multi Rotstor RS-
60 podobu 1,5 hodiny. Smés byla sto¢ena pii 2 000 g po dobu 5 minut. Ze supernatantu po
centrifugaci byla odebrana kontrola vzorku K4, 1 ml. Zbyly supernatant byl odstranén. K peletu
bylo ptidano 40 ml vazebného pufru a roztok byl ditkladné promichén a centrifugovan pii 4 °C
a2 000 g po dobu 5 minut. Ze supernatantu byl odebran 1 ml vzorku jako kontrola K5. Zbytek
supernatant byl odstranén. K peletu bylo pfidano 40 ml promyvaciho pufru. Smés byla
promichéna a spolu s kuli¢kami kvantitativné pfevedena do kolony. Kontrola K6 byla odebrana
z prefiltrovaného promyvaciho pufru. Po ptefiltrovani veskerého promyvaciho pufru byla eluce
indukovéna ptfidavkem 1 ml elu¢niho pufru. Kazdy ptidavek pufru byl odebran jako
jedna eluce. Celkem bylo odebrano Sesteluci po 1 ml do 1,5ml mikrozkumavek. Pro
spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteini v eluci a Western blot bylo odebrano
z kazdé eluce 50 pl. Vzorky eluci byly nasledné zmrazeny pomoci tekutého dusiku a
uchovavany pfi -80 °C.

4.3.3 Western blot

K charakterizaci izolovanych proteint (ovéfeni stavu fragmentace, oligomerizace a eventualni
kontaminace jinymi proteiny), byl proveden Western blot. Byly pfipraveny
dva polyakrylamidové gely o tloustce 1,5 mm s pfidavkem SDS (dodecylsiran sodny).
Ptipravené gely byly tvofeny dvéma vrstvami. Spodni vrstva byla tvofena 10% akrylamidem
s SDS. Vrchni vrstva byla tvofena 5% akrylamidem s SDS. Polymerace byla indukovana
ptidavkem APS (peroxodisiran amonny) a Temedu (N,N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diamin).

4.3.3.1 SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS)

Proteinové eluce byly ptfenaSeny po 10 pl do cistych mikrozkumavek a nasledné bylo
do mikrozkumavek ptidano 2,5 pl 5x koncentrovaného CSB (cytokin stabiliza¢ni pufr; z angl.
cytokine stabilization buffer) pufru. Takto pfipravené vzorky byly poté po 5 ul pipetovany
do jamek gelu. Stejnym zpiisobem jako elu¢ni vzorky byla pfipravena pozitivni kontrola
(HIN-A doména proteinu IF116), ktera také obsahovala polyhistidinovou kotvu. Vzorky kontrol
K1 a K2 byly pted pipetovanim do mikrozkumavek kratce centrifugovany. Supernatant
o objemu 20 pl byl pfidan k 80 pl ultracisté vody a 20 ul 5x koncentrovaného CSB pufru.
Do jamek gelli bylo naneseno 20 pl smési. Vzorky kontrol K3—K6 o objemu 30 pl byly
preneseny do Cistych mikrozkumavek obsahujicich 7,5 pl 5x koncentrovaného CSB nandseciho
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pufru. Do jamek gelu bylo pipetovano 18 pl pfipravenych vzorkd. VSechny vzorky pted
pipetovanim do jamek -elektroforetického gelu byly po dobu 5 minut denaturovany
v termobloku pii  95°C. Rovnéz byl nanesen komeréni proteinovy zZebficek
(10 000-250 000 Da). Vertikalni elektroforéza probihala v pfitomnosti 1x koncentrovaného
SDS-PAGE pufru po dobu 15 minut pii 50 V, poté 15 minut pii 100 V a poté pii 150 V po dobu
60 minut. Posléze byl jeden gel obarven pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue a druhy byl
pouzit na westernovy prenos.

4.3.3.2 Barveni gelu pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue

Jeden z gelt byl po SDS-PAGE vlozen do sklenéné vany a inkubovan s barvivem Coomassie
Brilliant Blue po dobu 20 minut, za stalého tfepani (80 rpm) pii laboratorni teploté. Poté
byl gel 3krat promyt odbarvovacim roztokem Destain za stalého tiepani (80 rpm) vzdy
po 20 minutach. Po tfetim promyti byl gel inkubovén v roztoku Destain pii laboratorni teploté
a za stalého tfepani do druhého dne. Gel byl sniman kolorimetricky.

4.3.3.3 Westernovy pienos

Druhy gel byl ptenesen do prostifedi obsahujici 1x koncentrovany blotovaci pufr s ptidavkem
methanolu a ptekryt nitrocelul6zovou membranou a dvéma vrstvami filtraéniho papiru. Takto
ptipraveny ,,sandwich* byl vloZen do blotovaciho nastavce. Western Blot byl provadén po dobu
90 minut pii 150 mA za pfitomnosti 1x koncentrovaného blotovaciho pufru. Nasledné byla
provedena imunodetekce na nitrocelulézové membrané, kterd byla promyta 1x
koncentrovanym roztokem PBS.

4.3.3.4 Imunodetekce nitrocelulozové membrany

Nitrocelul6zova membrana byla inkubovéna 30 minut v blokovacim roztoku a nésledné zalita
myS$i primarni protilatkou (pomér 1:1 000) proti polyhistidinové kotvé. Membrana s protilatkou
byla inkubovana za stalého tfepani do druhého dne pii 4 °C. Nasledujici den byla primarni
protilatka slita a membrana byla 5x promyta 1x koncentrovanym roztokem PBS —vzdy
po 5 minutach za stalého tfepani (80 rpm). Membrana byla prevrstvena mys$i sekundarni
protilatkou Anti-Mouse IgG obsahujici peroxiddzu v 10 ml blotovaciho roztoku v poméru
1:10 000. Membrana s protilatkou byla inkubovéana za stalého tfepani (160 rpm) 1 hodinu
za laboratorni teploty. Blokovaci roztok obsahujici sekundarni protilatku byl slit a membrana
byla 5x promyvéna 1x koncentrovanym PBS —vZdy po 5 minutich a za stalého tfepani.
Nasledné byla membrana pievrstvena 1 ml detekéni smési ECL Western Blot detection kit.
Chemiluminescence byla snimana na pfistroji Amersham Imager 680.

4.3.4 Hybridizace oligonukleotidii

Syntetické nukleotidy obsahujici FAM znaceni byly hybridizovany dle postupu uvedeném
v ¢lanku IF116 Preferentially Binds to DNA with Quadruplex Structure and Enhances DNA
Quadruplex Formation [137]. Oligonukleotidy, byly zfedény na koncentraci 10 uM
1x koncentrovanym TE pufrem, ktery obsahoval 50 mM KCI. Takto pfipravené vzorky byly
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denaturovany pii 95 °C po dobu 10 min. Zdenaturované vzorky byly postupné ochlazovany
na laboratorni teplotu.

4.3.5 Elektroforetické testy posunu mobility (EMSA)

Vazba vybranych proteinti p53 k hybridizovanym oligonukleotidiim s piedpokladem tvorby
ruznych sekundarnich struktur in vitro byla provedena pomoci EMSA v akrylamidovém gelu.
Oznacené oligonukleotidy o koncentraci 5 pmol a proteiny p53 byly smichany v rGznych
pomeérech (1:0/1:1/1:2/1:4/1:8/1:16) v 15 ul vazebného DNA pufru a DTT o vysledné
koncentraci 1x (vazebny pufr) a ImM (DTT) a dale inkubovany 10 min pii 4 °C a dany
na nedenaturujici polyakrylamidové gely tvofené 4% horni a 8% spodni vrstvou obsahujici
akrylamidu:bisakrylamidu v poméru 19:1 a ptidavkem 0,33x TRIS-borat-EDTA pufru
a 50 mM KCI. Elektroforéza byly provedena po dobu 1,5 hodin pii 50 V pii 4 °C. Vazebné
experimenty byly provedeny se vzorky eluci, které na zakladé spektrofotometrického stanoveni
vykazovaly nejvys§i koncentrace proteinu a na zakladé piedesSlé charakterizace SDS-PAGE

vvvvv

4.3.6 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Vzorky eluci proteinti byly smichany s 200 ng plazmidii v molarnim pomeéru 1:16, ke smési byl
ptidan vazebny pufr a ultracistd voda do vysledného objemu 20 pl. Vzorky byly inkubovéany
15 min a poté k nim bylo ptidano 80 ul AFM pufru. Vzorky byly po 10 pl pfeneseny na slidové
terciky a ponechdny 5 min schnout, nasledné byly promyty 2 ml vody a ponechdny do druhého
dne v suSarné pii teploté 37 °C. Snimky byly ziskany pomoci elektrochemického sytému
AFM/STM Multimode 8 (Veecco, USA), pracujiciho v rezimu ScanAsyst pii pokojové teploté
na vzduchu. Ziskané snimky byly nésledné analyzovany pomoci programu Gwyddion.

4.3.7 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro extrakci genomové DNA z kvasinkovych kment byl vyuzit protokol Extraction of genomic
DNA from yeasts for PCR-based applications [138]. Z kiiZzovych roztért ptisluSnych kment na
Petriho miskach byla odebrana vzdy 1 kolonie, kterd byla resuspendovana ve 100 ul PCR
lyzac¢niho pufru s 1% SDS. Pfipravena smeés byla inkubovéana po dobu 5 min pii teploté 70 °C.
Dal8im krokem bylo ptidani 300 ul 99,98% ethanolu pro UV spektroskopii a promichani

smési pomoci vortexu. Poté byla smés pufru, alkoholu a vzorku inkubovana pti 70 °C po dobu
5 minut. Smés byla po inkubaci centrifugovana po dobu 3 min pii 14 000 rpm. Supernatant
byl odsat a pelet byl promyt 300 ul 70% ethanolu. Smés byla promichana na vortexu a opét
centrifugovana za stejnym podminek, jako v pfedeslém kroku. Dale byl supernatant znovu
odsat a k peletu bylo pfidano 100 pl ultradisté vody, ve které byl nasledné resuspendovan
a stocen po dobu 15 s pfi 14 000 rpm. Supernatant izolované genomové DNA o objemu 1 pl
byl pipetovan k PCR smé&si obsahujici nasledujici komponenty:

e 5 pul10x PCR pufru

e 4pul2,5mM dNTPs

e [ pl primeru Luc-zpétny o koncentraci 10 uM

e 1 pl primeru Ade-pfimy o koncentraci 10 uM
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e 0,25 ul Taq polymerasy
e 37,75 ul ultracisté vody
Pocatecni denaturace pii PCR reakci trvala 8 min pfi teplot¢ 94 °C, poté probéhlo
35 opakujicich se cykli denaturace, nasednuti primert a polymerace, kdy krok denaturace
(94 °C) probihal po dobu 1 min, krok nasedani primert (55 °C) trval 1 min a nasledna
polymerace probihala pti 72 °C po dobu 2 min. Zavére¢na elongace probihala 5 min za teploty
72 °C.
Po ukonceni PCR bylo naneseno 10 pul smési na 1% agardzovy gel, ktery obsahoval
barvivo Gel Red. Agar6zova elektroforéza probihala v prosttedi 1x koncentrovaného TAE
pufru za laboratorni teploty po dobu 45 min na 90 V.

4.3.8 Precisténi DNA po PCR

Precisténi vzorkii DNA po PCR bylo provedeno na zakladé€ protokolu, pfilozeného u pouzitého
kitu (Qiagen). Smés obsahujici amplifikovanou DNA byla ptenesena do €isté mikrozkumavky
a doplnéna ultracistou vodou na objem 100 pl. Ke smési bylo ptidano 500 pl vazebného pufru.
Poté byl takto pfipraveny roztok pienesen na kolonu a vse bylo centrifugovano pti 14 000 rpm
po dobu 1 min. Navazanad DNA byla 2x promyta pomoci promyvaciho pufru o objemu 500 pl
a 200 pl. Po druhém promyti byla kolona pfenesena do ¢isté mikrocentrifugaéni zkumavky.
Na fritu s navazanou DNA byl nanesen elu¢ni pufr o objemu 20 pl. Kolonka byla s DNA
centrifugovana pti 14 000 rpm po dobu 1 min. Po izolaci byla promé&fena koncentrace a Cistota
genomové DNA pii 260 nm na pfistrojl NanoDrop 2 000. Pomoci takto zjiSténych koncentraci
byl vypocten objem, ktery byl potiebny pro sekvenaci, aby bylo dosazeno koncentrace 5 ng/ul
v 15 pl roztoku. Ke vzorklim byly ptidany 2 pl primeru Luc-zpétny. Tyto vzorky byly nasledné
odeslan do firmy Eurofins Genomics na Sangerovo sekvenovani.

4.3.9 Transformace kvasinkovych kultur lithium-acetatovou metodou

Pro transformaci kvasinkovyvh kultur bylo nutné nejprve ptipravit bakterialni kultury k izolaci
plazmidové DNA. K tomuto ucelu byl pouZzit E.Z.N.A Plasmid Mini Kit. Bakterialni kultury
byly inkubovany v LB médiu s pfidavkem ampicilinu v poméru 1:1 000, pti 37 °C do druhého
dne za stalého tfepani. Druhy den bylo do Cisté¢ mikrotitraéni zkumavky pipetovano 1 000 pl
inokula, které bylo centrifugovano po dobu 1 minuty pii 10 000 rpm. Supernant byl slit a poté
bylo pfidano dalSich 1 000 pl inokula. Tento krok byl opakovan do doby, neZ doslo k ziskani
obsahu z celého inokula. Nésledné bylo tfeba provést 1yzi bunék. Byl odstranén supernatant
a k peletu byl pfidan roztok obsahuji RNazy. Obsah byl centrifugovdn a ptenesen do nové
mikrotitracni zkumavky, do které bylo pfidano 250 pl roztoku obsahujiciho lyza¢ni enzymy.
Sm¢és byla jemné promichana. Dale bylo k lyzovanym bunkam ptidano 350 pl neutraliza¢niho
roztoku. Smés byla opétovné promichdna otacivymi pohyby, dokud nevznikla bil4 srazenina.
Obsah zkumavky byl centrifugovan pifi 14 000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant
po centrifugaci byl pfenesen na fritu kolonky pro izolaci pDNA, kterd byla centrifugovana
pti 14 000 rpm po dobu 1 minuty. Filtrat byl slit a na kolonu bylo pfidano 500 ul HBC pufru
s obsahem 100 % isopropanolu. Centrifugace byla provedena dle podminek vyse. Filtrat byl slit
a bylo ptidano 700 pl DNA promyvaciho pufru obsahujiciho 100 % ethanol. Centrifugace

29



probihala pfi 14 000 rpm 30 vtefin. Filtrat byl odlit a znovu byla provedena centrifugace
s prazdnou fritou k uplnému odstranéni zbytkG pufru. Kolonka byla pienesena do nové
mikrocentrifugacni zkumavky a frita byla promyta 75 pl elu¢niho pufru. Frita s elu¢nim pufrem
byla inkubovana po dobu 5 minut a nasledné byla centrifugovana pii 14 000 rpm po dobu
1 minuty. U vzorkt izolované pDNA byla stanovena koncentrace na NanoDropu proti elu¢nimu
pufru.

Kvasinkové kmeny [CFNO, GCG, XA, XG-TT, PUMA RE, PUMA RE + G4, MDM2 RE,
MDM2 RE + G4, Trim32 RE, Trim32 RE + G4, PU21] byly zaloZeny do 5 ml YPDA tekuté¢ho
média a inkubovany za stalé¢ho tiepani pti 30 °C do druhého dne. Druhy den bylo k 5 ml inokula
piidano 45 ml roztoku YPDA (kvasni¢ny pepton dextroza adenin; z angl. yeast peptone
dextrose adenine). Smeés byla prelita do Erlenmeyerovy banky a tfepana 4 hodiny pti 30 °C.
Kvasinkové kultura byla po 4 hodinéch stocena po dobu 3 minut a 8 000 rpm. Supernatant byl
odlit a k bunkdm bylo pfidano 50 ml ultracist¢ vody. Pelet byl protiepan a 3 minuty
centrifugovan pii 8 000 rpm. Supernatant byl slit a k peletu bylo ptfidano dalSich 10 ml vody
a kratce centrifugovano. Po promyti bylo k peletu pfidano 10 ml ultracisté vody a opét
centrifugovano za stejnych podminek. Pelet byl znovu promyt 3 ml LiAc/TE pufrem. Buiky
byly zakoncentrovany v 600 pl LiAc/Te pufru.

K 50 pl kompetentnich bunék bylo pfidano 300 ul PEG (polyethylenglykol)/LiAc/TE, 2 ul
plazmidu nebo 3 pl oligonukleotidu, 5 pl salmon sperm v koncentraci 10 mg/ml. Salmon sperm
byl samotny inkubovan pied pfiddnim do smési po dobu 10 min na 95 °C, poté byl pfemistén
na led. Nasledn¢ byly mikrocentrifugac¢ni zkumavky obsahujici pelet a transformacni smés
centrifugovany po dobu 30 min a poté dany do vodni lazné pti 42 °C a 15 min. Nasledné& byly
opét centrifugovany pii 3 000 g po dobu 3 min. PEG byl odsat a pelet byl resuspendovan
ve 100 ul vody. Transformanty byly rozetieny na selektivni Petriho misky a inkubovany 2 dny
pii 30 °C.

4.3.10 Luciferazové reportérové testy

Bylo odebrano Sest kolonii z kvasinkovych transformanti a ty byly rozetfeny na selektivni ItA
misky po Sesti ¢tvercich. Takto pfipravené roztéry byly inkubovéany po dobu 2 dnt pii 30 °C.
Po 2 dnech bylo odebrano z kazdého transformatu (z péti rozté€ri) malé mnoZstvi bunécné
kultury, které¢ bylo resuspendovdno ve 200 pl syntetického leucin-tryptofan selektivniho
tekutého média s glukosou (SRItA médium) v 96 jamkové titrani desticce. Nasledné bylo 50 pul
z téchto zdsobnich kultur pfeneseno do SRItA média s galaktosou o koncentraci 0,032 %,
dalSich 50 pl bylo pfeneseno do SRItA média s galaktosou o koncentraci 2 %. Takto pfipravené
kultury byly inkubovany 6 hodin pti 30 °C za stalého tfepani. Po 6 hodinach bylo k 10 ul vzorkt
pfidano 10 ul 2x koncentrovaného lyzacniho pufru Passive Lysis Buffer v poméru 1:1. Smés
byla poté 15 min inkubovana za stalého tfepani pii 500 rpm za laboratorni teploty. Poté bylo
ptidano 10 pl luciferazového substratu Bright Glo Luciferase assay a ihned po inkubaci byla
zmeétena bioluminiscence a opticka hustota kultur pii vinové délce 600 nm (ODgoo) pomoci
piistroje Synergy Hybrid Multi-Mode Microplate Reader.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Izolace a charakterizace proteini

Cilem této diplomové prace bylo mimo jiné izolovat a purifikovat protein p53 a jeho mutanty
R175H a R273H z bakteridlniho expresniho systému. K nasledujicim experimentim (vazebné
experimenty, AFM) bylo tfeba ziskat proteiny splitujici nékolik kritérii — proteiny musely byt
ziskany v co nejvyssi koncentraci a zaroven musely byt co mozna nejCistsi a nefragmentované.
Proteiny byly izolovany dle postupl popsanych v podkapitole 4.3.2 Izolace proteinit afinitni
chromatografii. Jako pozitivni kontrola byla pouzita HIN A doména proteinu IFI16 obsahujici
His-tag kotvu. Béhem izolace byly odebirany kontroly K1-K6 a 6 eluci od kazdého proteinu
p53. Zjisténi stavu fragmentace proteinu bylo provedeno pomoci Western blot metody a barveni
gelu pomoci barviva Coomassie Blue. Vzorky byly separovany pomoci vertikalni elektroforézy
ve dvouvrstvych polyakrylamidovych gelech s SDS. Pro kazdy protein byly pfipraveny 2 gely,
znichz jeden byl nasledné barven a druhy byl pouzit pro westernovy pienos. Do jamky 1
byl nanesen proteinovy zebiicek, ktery ma rozsah 10-250 kDa, jamky 2 az 7 obsahovaly vzorky
kontrol K1-K6, do jamek 8 az 13 byly pipetovany vzorky eluci E1-E6 proteinti p53.
Do jamky 14 byla pipetovana pozitivni kontrola s polyhistidinovou kotvou, jamka 15
obsahovala zebricek. Na obrazcich 5.1.1 az 5.1.3 jsou vysledky barveni a odbarveni gelil
pomoci barviciho roztoku Coomassie Blue a odbarvovaciho roztoku Destain. Proteiny
na druhém gelu byly pieneseny pomoci westernového pienosu na nitrocelul6zovou membranu
a jejich pritomnost byla prokazana pomoci imunodetekce. Na nitrocelulézovou membranu byla
nanesena myS$i primarni monoklonalni protilatka majici afinitu His-tag kotv€. Sekundarni
protilatka Anti-Mouse IgG byla konjugovana s peroxidazou. Chemiluminescence byla snimana
ptistrojem Amersham Imager 680. Vysledky imunodetekce zachycuji obrazky 5.1.4 az 5.1.6.

100 kDa
100 kDa
70 kKDa 70 kKDa
55 kDa

55 kDa
35kDa
25 kDa

35kDa
10 kDa — 25kDa

T —— —
10 kDa

Zebiitek K1 K2 K3 K4 K5 K6 E1 E2 E3 E4 ES E6 PK Zebritek

Obrazek 5.1.1: Gel po barveni barvivem Coomassie Blue, potvrzujici vyskyt proteinu p53-WT.
Bylo naneseno 6 kontrolnich vzorkii, pozitivni kontrola a 6 eluct z nichz nejvyssi koncentraci mély eluce

E3 az E5, kde je patrny protein o velikosti 55 kDa.
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Obrazek 5.1.2: Gel po barveni barvivem Coomassie Blue, potvrzujici vyskyt proteinu p53-R175H.
Bylo naneseno 6 kontrolnich vzorkii, pozitivni kontrola a 6 eluci z nichz nejvyssi koncentraci mely eluce

E4 az E6, kde je patrny protein o velikosti 55 kDa.
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Obrazek 5.1.3: Gel po barveni barvivem Coomassie Blue, potvrzujici vyskyt proteinu p53-R273H.
Bylo naneseno 6 kontrolnich vzorkii, pozitivni kontrola a 6 eluci z nichz nejvyssi koncentraci mely eluce
E3 az E6, kde je patrny protein o velikosti 55 kDa.
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Obrazek 5.1.4: Nitrocelulozova membrdna s proteinem p53-WT po imunodetekci. V jamkach
se nachazel Zebricek s rozsahem 10-250kDa, dale jamky obsahovaly kontroly, oznacené KI-K6,
odebirané v pribéhu izolace. Jamky oznaceny E1—E6 obsahuji vzorky eluci proteinu p53-WT piné délky.

Predposledni draha obsahovala pozitivni kontrolu.
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Obrazek 5.1.5: Nitrocelulozovda membrdna s proteinem p53-R175H po imunodetekci. V jamkach
se nachazel Zebiicek s rozsahem 10-250kDa, dale jamky obsahovaly kontroly, oznacené KI-K6,
odebirané v pribéhu izolace. Jamky oznaceny E1-E6 obsahuji vzorky eluci proteinu p53-R175H plné
délky. Predposledni drdaha obsahovala pozitivni kontrolu.
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Obrazek 5.1.6: Nitrocelulozova membrdna s proteinem p53-273H po imunodetekci. V jamkach
se nachazel Zebricek s rozsahem 10-250kDa, dale jamky obsahovaly kontroly, oznacené KI-K6,
odebirané v priitbéhu izolace. Jamky oznaceny EI1-E6 obsahuji vzorky eluci proteinu p53-R273H plné
délky. Predposledni drdaha obsahovala pozitivni kontrolu.

Obrazky potvrzuji pfitomnost proteinu p53 i jeho mutantnich forem p53 R175H a p53
R273H v elucich E2—-E6. Proteiny byly izolované v plné délce a dle vysledkii se vyznamné
nefragmentovaly. Nejvyssi a nejlepsi vytézky byly naméteny pro eluce E3—ES. Na snimku
odbarveného gelu pro mutant R175H (Obrazek 5.1.2) je jasné patrny nizsi signal oproti WT,
¢i mutantu R273H. Piestoze byly vytéZky mutantu R175H nizsi, byly dostatecné pro vazebné
experimenty a mikroskopii atomarnich sil.

Jak vidime na obrazku 5.1.4 protein p53 standardniho typu se nachazi zejména v elucich
E2-E6, dle snimku se p53-WT nachézel i v prvni eluci, ale jeho koncentrace zde byla nizsi
nez v dalSich elucich. Mutantni forma R175H (Obrazek 5.1.5) vykazovala zietelny band
ve vzorcich eluci E3—ES5, zatimco v elucich E1, E2 a E6 byla pfitomnost mutantu jiZ opravdu
velmi malo patrna, coZ odpovida bud’ Spatnému rozliSeni pii pofizovani snimku, nebo pfilis
nizké koncentraci proteinu v elucich. Mutantni forma R273H (Obrézek 5.1.6) ma nejvyraznéjsi
bandy v elucich E1-E4, poté jeho eluované mnozstvi evidentné klesalo.

Takto bylo prokazano, ze ve vzorcich eluci izolovanych proteinii se nachazi nami
studovany protein a jeho mutanti. Pro sledovani vazby proteinu p53 a jeho mutanti na DNA
ve vazebnych experimentech, bylo nutné stanovit piesnou koncentraci proteinu ve vzorcich
eluci. Coz bylo provedeno pomoci spektrofotometrické metody dle Bradfordové. Vzorky byly
smichany s roztokem 1x koncentrovaného Bradfordova ¢inidla a pfeneseny na 96jamkovou
desticku a po 10 minutach inkubace pfi laboratorni teploté byla stanovena jejich koncentrace
pomoci piistroje Hybrid Reader. Vysledky jsou uvedeny v Tabulka 5.1.1.
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Tabulka 5.1.1: Stanoveni koncentrace izolovanych proteinii.

Koncentrace proteinu [g/l]

Protein

E1l E2 E3 E4 ES E6
pS3-WT 0,192 0,248 1,669 0,541 0,265 0,187
p53-R175H 0,049 0,380 0,571 0,873 0,443 0,100
p53-R273H 0,153 1,032 1,627 1,558 1,180 1,435

I kdyz se zdélo, ze dle snimku gelu po odbarveni (Obrazek 5.1.2) a nitrocelulozové
membrany (Obrazek 5.1.5) bude nejniz§i koncentrace vzdy u p53-R175H, je patrné,
ze koncentrace v ptipad¢ E4 a ES je mirn€ vyssi nez u pS3-WT. Ovsem pii E3 je koncentrace
srovnatelna s mutantem R273H, ktery dosahoval nejlepsich vysledkl. Na odbarveném snimku
R175H bylo ptfedpovidano, Ze se nebude nachdzet zadny detekovatelny protein, ovSem
na snimku nitrocelul6zové membrany byl jiz band vyrazny, coz odpovidalo i stanovené
koncentraci 0,571 g-1"!. Naopak u snimku nitrocelulé6zové membrany p53-WT (Obrazek 5.1.4)
byl nejvyraznéjsi band v E6, ovSem ani odbarveni, ani stanoveni koncentrace, tento trend
neprokazalo. Koncentrace byla pouze 0,187 g-1''. Nejvyssi vytézky dle predpokladu mé&l mutant
R273H, ktery je obecné velmi stabilni. Koncentrace eluci E1 a E6 nebyly pro dalsi experimenty
vyuzity z divodu jejich nizkych hodnot u p53-WT a R175H. Pro dalsi experimenty byly
pouzity eluce E3 pro proteiny p53-WT a R273H a eluce E4 pro protein R175H.

5.2 Elektroforetické testy posunu mobility

Ke studiu vazby proteinu p53 a jeho mutantl in vitro k DNA s potencidlem tvorby rtiznych
sekundarnich struktur DNA bylo vyuzito elektroforetického testu posunu mobility (EMSA)
pomoci dvouvrstvého polyakrylamidového gelu s TE pufrem a 50 mM KCIl. Vazebné
experimenty vychéazely zinterakce hybridizovanych FAM znafenych oligonukleotidu
s proteiny izolovanymi a charakterizovany dle pfedeslé kapitoly.

Vazebné experimenty byly provedeny se vzorky eluci E3 (WT a R273H),
nebo E4 (R175H), které mély dle charakterizace stanoveni nejvyssi koncentrace danych
proteinli bez nezaddouci fragmentace. V piipad¢€ interakce proteinu s fluorescencné znacenym
oligonukleotidem se vazba projevuje jako ubytek volné DNA a tvorbou komplexu DNA:protein
[139]. Na obrazcich 5.2.1 az 5.2.3 jsou vidét vysledky vyskytu volné DNA a DNA v komplexu
s proteiny. Protein p53 standardniho typu (nebo jeho mutanti R175H a R273H)
byl smichan s dvoufetézcovou DNA v molarnim poméru DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16,
dale ve stejném poméru byly smichany s PGM2, tvofici kiizové struktury v DNA, a nakonec
byly smichany s oligonukleotidem KSHYV tvofici G-kvadruplexové struktury.

Obrazek 5.2.1 doklada interakci jednotlivych DNA s proteinem p53-WT. Ze snimku
je patrné, ze komplex proteinu pS3WT s dsDNA se tvofi jiz pii molarnim poméru 1:2, ale
charakter pasti v gelu naznacuje nespecifickou vazbu. Pravdépodobné zpusobenou velikosti
a vazba ukazuje na specifickou interakci. V pifipadé G-kvadruplexu se komplex vytvoii
uz molarniho poméru 1:2 a opét poukazuje na specifickou vazbu. V molarnim poméru
DNA:protein 1:16 se jiz neobjevuje volna DNA u Zadné z DNA a tvofi se pfevazné komplexy.
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Obrazek 5.2.1: Vazebné experimenty proteinu p53-WT v nativnim polyakrylamidovém gelu. Snimky byly
poFizeny z riznych gelii. Sipka vespod oznacuje vyskyt volné DNA. Sipka nahove znaci misto vyskytu komplexu
DNA-protein. Jamky 1, 7 a 13 obsahuji volnou DNA (fluorescencné znaceny oligonukleotid) bez proteinu.
(A) Starty 2—6 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu p53-WT v molarnich pomérech DNA:protein 1:1,
1:2, 1:4 a 1:8 a 1:16. (B) Starty 8—12 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu p53-WT v molarnich
pomérech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16. (C) Starty 14—18 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu
p33-WT v molarnich pomérech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16.

Obrazek 5.2.2 s vazbu mezi mutantni formou p53 R175H a rliznymi typy DNA ukazuje
vyrazné niZz8i afinitu R175H oproti WT proteinu. Komplex v pfipadé dsDNA nebyl na gelu
patrny ani v poméru 1:16, 1 kdyz jiz zcela vymizela volnd DNA (k ubytku dochazelo jiz pii
molarnim poméru DNA:protein 1:2). V ptipad¢ kiiZovych struktur se komplex DNA:protein
zacina tvofit v poméru jiz 1:1 a volnd DNA kompletné vymizela pfi poméru 1:16. Nicméné
nelze prokazat o jaky typ vazeb se jednd, protoZe opét nebyly na gelu patrné signaly v oblasti,
kde byly proteinové komplexy ocekdvany. U sekvence s tvorbou G-kvadruplexu
se ovSem objevuje komplex jiz v poméru 1:1 (viditelné 1 v jamce gelu), jak tomu bylo
1 v ptipad€ pS3WT a volna DNA v poméru 1:16 zcela vymizi.
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Obrazek 5.2.2: Vazebné experimenty proteinu p53-R175H v nativnim polyakrylamidovém gelu.
Snimky byly porizeny z riiznych gelii. Sipka vespod oznacuje vyskyt volné DNA. Sipka nahore znaci misto
vyskytu komplexu DNA-protein. Jamky 1, 7 a 13 obsahuji volnou DNA (fluorescencné znaceny
oligonukleotid) bez proteinu. (4) Starty 2—6 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu p53-R175H
v molarnich pomérech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4a 1:8 a 1:16. (B) Starty 8—12 obsahuji DNA s rostouct
koncentraci proteinu p53-R175H v molarnich pomérech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16.
(C) Starty 14-18 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu p53-R175H v moldarnich pomérech
DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16.

Interakci mutantni formy p53-R273H vyobrazuje obrazek 5.2.3. R273H s dsDNA
a ktizovou strukturou DNA vykazuje tvorbu komplexu v poméru 1:8, zatimco s DNA
s potencidlem tvorby G-kvadruplexu se komplex R273H s DNA tvofici stejné jako
u p53-R175H jiz v poméru 1:1. Nejvétsi afinitu k vazbé na dsDNA vykazoval prekvapivé
mutant R175H a poté p53-WT s nespecifickou vazbou nasledovany mutantem R273H s blize
necharakterizovanou vazbu. Nicméné charakter komplext nebyl jasné rozliSen, coZ poukazuje
spiSe na nespecifickou vazbu. V pfipadé kiiZzové struktury vykazoval nejvyssi vazbu mutant
R175H, nésledovany proteiny WT a R273H. Nejvyssi afinitu k vazbé G4 DNA tedy vykazuje
p53-WT, dale mutant R175H, a nakonec mutant R273H. NiZz8i afinita k vazbé na DNA
je u mutantli dana pravdépodobné tim, ze u nich dochdzi k mutaci v oblasti DBD, ktera
ovliviiuje vazbu na DNA.
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Obrazek 5.2.3: Vazebné experimenty proteinu p53-R273H v nativnim polyakrylamidovém gelu.
Snimky byly porizeny z riiznych gelii. Sipka vespod oznacuje vyskyt volné DNA. Sipka nahore znaci misto
vyskytu komplexu DNA-protein. Jamky 1, 7 a 13 obsahuji volnou DNA (fluorescencné znaceny
oligonukleotid) bez proteinu. (4) Starty 2—6 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu p53-R273H
v molarnich pomerech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 1:8 a 1:16. (B) Starty 8—12 obsahuji DNA s rostouci
koncentraci proteinu p53-R273H v molarnich pomérech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16.
(C) Starty 14-18 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu p53-R273H v moldarnich pomérech
DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16.

5.3 Mikroskopie atomarnich sil

Pomoci mikroskopie atomarnich sil byla analyzovana vazba p53 standardniho a jeho
mutantnich forem na rizné struktury DNA. ProtoZe dosud vyuZivané oligonukleotidy byly
ptili§ malé pro zobrazeni, byly vyuzity plazmidy, které obsahovaly inkorporované sekundarni
struktury. Jako model klasické dsDNA byl pouzit plazmid pBluescript SKII (-) s negativnim
nadSroubovicovym vinutim, které mélo podporovat formovani lokalnich nekanonickych
struktur. Pro kfizovou strukturu byl vyuzit plazmid pBluescript PGM2 a jako modelova
struktura G-kvadruplexu byl pouzit pBluescript 3GC. Byly vyhotoveny snimky vSech
zkoumanych struktur DNA pro p53-WT i pro mutanty p53-R175H a p53-R273H.

Obrazek 5.3.1 zobrazuje piirozené se vyskytuji protein p53-WT véazany na vybrané
sekundarni struktury DNA. Jak je z obrazku patrné, protein p53-WT vazal DNA bez ohledu
na sekundarni strukturu, ptfestoze ani jeden z pouzitych plazmidl neobsahoval konsenzualni
sekvenci pro vazbu proteinu p53. Vazba p53-WT na kiizové struktury a struktury
G-kvadruplext byla v minulosti potvrzena [5] a v piipadé sekundarnich struktur G-kvadruplext
byla prokazana dokonce schopnost proteinu struktury G4 stabilizovat [140], jak potvrdily
experimenty spektroskopie cirkularniho dichroismu s paralelnim G4, odvozenym od promotoru
genu MYC [5]. Dle této studie bylo dokézéano, Ze p53 se selektivné vaze na struktury v oblasti
promotoru MYC, zatimco na stejnou sekvenci ve dvousroubovicové formé se nevaze,
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coz ukazuje na jeho schopnost rozpoznavat sekundarni struktury DNA. Tyto interakce jsou
zprostiedkovany predevSim C-terminalni doménou p53 a zlstavaji zachovany u ,hot spot™
mutantll, coz znaci, ze vazba na G4 je nezavisla na DBD doméné a muze pfispivat k deregulaci
genové exprese u mutantnich forem. Nase vysledky podporuji silny vyznam C-terminalniho
konce pro vazbu p53 na DNA. Zda se, ze p53 dokaze kromé rozpoznani sekvencné specifickych
mist vazby rozpoznavat i nekanonické struktury DNA a tato vlastnost zlstava zachovana
1 u jeho mutantnich forem. Lze tedy usuzovat, ze vazba proteinu p53 na DNA je siln€ zavisla
na topologii DNA.

Oproti vazbé proteinu ke kiizové struktuie nebo struktuie G-kvadruplexu, ovSem vazba
p53-WT na dsDNA neukazuje na specifickou vazbu, kterd by byla dana v jednom bod¢.
Nicméné plisobi spiSe jako vicenasobna vazba proteinu podél kostry pDNA, coz by mohlo
poukazovat na nespecifickou vazbu proteinu, danou vlivem interakce C-terminalni domény p53
a nikoliv DBD, ktera rozeznava praveé konsenzualni sekvence v DNA [141].

ATES g, ; ) K b . ; ,
Obrazek 5.3.1: Vazba proteinu p53-WT na vybrané struktury DNA. Protein p53-WT byl smichan
s 200 ng DNA plazmidu pBluescript (A), pBluescript PGM2 (B) a pBluescript 3GC (C), které
predstavovaly vazbu proteinu na dsDNA, kiizovou strukturu a strukturu G-kvadruplexu. Bile jsou

oznacena mista vazby proteinu na DNA.

Na Obrazku 5.3.2 je zachycena interakce mutovaného proteinu p53-R175H pii vazbé
na rizné sekundarni struktury. Stejné jako v ptipadé proteinu standardniho typu i zde byla
patrna vazba proteinu na vybrané sekundarni struktury i bez pfitomnosti konsenzudlni sekvence
diilezité pro vazbu DBD proteinu p53. Pfesto jsou na snimcich zachyceny rozdilné vazebné
mechanismy. Protein p53-R175H véazal dsDNA op¢t skrze nespecifické interakce, které mohly
byt dany vlivem pulisobeni C-terminalni domény. Vazba p53-R175H ke ktizovym strukturdm
oproti tomu naznacuje specifickou vazbu proteinu a projevila se bodovymi misty.
Nejzajimavejsi vazebny mechanismus byl pozorovan piti interakei p53-R175H k sekundarnim
strukturam G-kvadruplexu, kdy bylo pozorovano ohnisko proteinu navazané na pDNA, které
ukazuje na nespecifickou vazbu a moZznou oligomerizaci proteinu, ktera byla vidéna napf. i u
proteinu IFI16 pii vazbé na dsDNA bez tvorby G-kvadruplexu [142].
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Obrazek 5.3.2: Vazba mutantniho proteinu p53-R175H na vybrané struktury DNA. Protein
p53-RI175H byl smichan s200ng DNA plazmidu pBluescript (A), pBluescript PGM2 (B)
a pBluescript 3GC (C), které predstavovaly vazbu proteinu na dsDNA, kiizovou strukturu a strukturu

G-kvadruplexu. Bile jsou oznacena mista vazby proteinu na DNA.

Na Obrazku 5.3.3 je zachycena vazba proteinu p53-R273H na vybrané struktury DNA.
Stejné¢ jako v ptipad€ proteini p53-WT a p53-R175H i mutovana varianta p53-R273H
interagovala se vSemi vzorky pDNA s rozdilnym mechanismem vazby. Zatimco v piipadé
dsDNA i struktury G4 dochézelo pravdépodobné k vazbé proteinu nespecifickym zpisobem,
vazba proteinu p53-R273H naznacuje specifickou vazbu na kiiZzové struktury.

Obrazek 5.3.3: Vazba mutantniho proteinu p53-R273H na vybrané struktury DNA. Protein p53 byl smichan
s 200 ng DNA plazmidu pBluescript (A), pBluescript PGM2 (B) a pBluescript 3GC (C), které predstavovaly vazbu
proteinu na dsDNA, krizovou strukturu a strukturu G-kvadruplexu. Bile jsou oznacena mista vazby proteinu na
DNA.

Vysledky ziskané pomoci mikroskopie atomarnich sil potvrdil vysledky vazebnych
experimentl, které prokazaly vazbu proteinu ke vSem vybranym strukturam DNA.
Nespecificka vazba proteini p53 byla pfitom déna nejen konkrétnim typem proteinu,
ale 1 danou sekundarni strukturou a ukézala na slozity vazebny model, ve kterém neni vazba
proteint p53 zprosttedkovana pouze DNA vazebnou doménou, ale miize byt dana i plisobenim
C-terminalni domény p53. Vliv C-terminalni domény na vazbu proteinu k DNA byl v minulosti
nejen potvrzen, ale ukazalo se, Ze protein plné délky je schopen ucinné vazat DNA pouze
v pfitomnosti C-terminalni domény [143].
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5.4 Luciferazové reportérové testy

S vyuzitim luciferazovych reportérovych testli byla v isogennim kvasinkovém systému
sledovéna bazalni aktivita jednotlivych kmenti a in vivo vazebna a transkripéné-aktivacni
aktivita vybranych proteint p53. Ke studiu byl vyuzit kvasinkovy systém nesouci specificky
mutovanou oblast na kvasinkovém chromozomu XV, ktera je lokalizovana pied (upstream)
vic¢i minimalnimu kvasinkovému promotoru pCYC1 a sekvenci pro expresi enzymu luciferazy
kédovanou genem LUCI [144]. Pro experimenty byly vybrany yLFM kvasinkové kmeny,
obsahujici sekvence s potencidlem tvorby riznych sekundarnich struktur. Ktizové struktury
CFNO, GCG, XA, XG-TT [145]. Sekvence s potencidlem tvorby G-kvadruplexu PU21
a sekvence odvozené z vybranych geni BBC3 (PUMA), MDM?2 a TRIM32, odvozené
dle nativniho uspotadani (obsahujici RE a sekvenci s potencidlem tvorby G4), nebo jejich
kontrolni sekvence, nesouci pouze RE a kontrolni CT, sekvenci substituujici piipadnou
sekvenci pro tvorbu G-kvadruplexu. U kvasinkovych kment byla cilova sekvence potvrzena
pomoci PCR a nésledného Sangerova sekvenovani. Charakterizace jednotlivych sekvenci
je uvedena v tabulce 5.4.1 v kapitole EXPERIMENTALNI CAST.

Nejprve byl sledovan vliv sekvence s potencidlem pro tvorbu rtiznych sekundarnich
struktur na bazélni transkripci reportérového genu. Experimenty sledovaly ucinek rtznych
sekundarnich struktur DNA na bazélni transkripcni aparat, jehoz transkrip¢ni aktivita by mohla
byt podpotfena ptitomnosti sekvenci s potencidlem tvorby G4 [146]. Vybrané kvasinkové
kmeny byly transformovany prazdnymi vektory pRS314 a pRS315 pro vhodnou selekci
(bez tvorby proteinu rodiny p53) lithium-acetatovou metodou a nasledné byla sledovéana
aktivita bazalniho transkripniho aparatu jako signal bioluminiscence normalizovan na
optickou hustotu kultury (RLU; zangl. Relative Light Unit). Vysledky ziskané z alesponi
tii méfeni jsou vyneseny na obrazku 5.4.1. Kurceni statistické vyznamnosti byl vyuzit
Studentlv t-test vii¢i kontrolnimu kmeni PUMA RE, u kterého byla pozorovana v minulosti
minimalni hladina bazélni aktivity [146].

Zatimco transformanty GCG, XA a XG-TT, tvofici kiizové struktury, vykazovaly nartst
bazalni aktivity oproti kmeni PUMA RE, u kmene CFNO, tvofici taktéZ kiiZovou strukturu,
byla zaznamendna hodnota bazalni aktivity srovnatelnd s aktivitou PUMA RE, kterad
se 1 na zaklad¢ statistického vyhodnoceni projevila jako nesignifikantni zména.
U transformant kmentit PUMA, MDM?2 a TRIM32, obsahujicich pouze responzivni elementy
(RE bez G4), byla sledovana bazalni aktivita vyrazné niz$i oproti stejnym sekvencim s RE,
v pfitomnosti sekvence nachylné k tvorbé G-kvadruplexu, nicméné v kmeni MDM2 RE
dochazelo ke zvyseni bazalni aktivity oproti PUMA RE. Zvyseni bazalni aktivity bylo rovnéz
pozorovano u kmene PU21 se sekvenci, tvofici potencialné pouze strukturu G4 bez RE proteinu
pS3.

Na zaklad¢ téchto vysledkl byly pro sledovani indukované transkripéni aktivity proteinii
p53 (WT a mutanty R175H a R273H) vybrany kmeny GCG, XA, XG-TT, PUMA RE, PUMA
RE + G4, MDM2 RE, MDM2 RE + G4 a PU21. Kmeny odvozené z genu TRIM32 nebyly déle
sledovéany, protoze jsou strukturné podobné jako kmeny PUMA (G4 umistén za RE proteinu
p53) a kmen CFNO nebyl zafazen, protoze se u né¢j nevyskytla zvySena bazélni aktivita.
Vybrané kmeny byly transformovany plazmidy pro expresi proteinu p5S3 WT s konstitutivnim
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promotorem, nebo mutovanych proteinti p53 R175H a R273H s galakt6zou inducibilnim
GALI, 10 promotorem. Oba mutanty p53 jsou zndmy uplnou ztratou biologické funkce [147].
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Obrazek 5.4.1: Bazalni transkripcni aktivita vybranych kvasinkovych kmenii. Bazalni aktivita byla
meérena v yLFM kvasinkovych burikach transformovanych plazmidy pRS314 a pRS315 nesoucimi
prazdny vektor bez exprese proteinii rodiny p53 v case T6 (6 hodin od zacatku kultivace) v médiu
obsahujicim 0,000 % galaktozy. Statisticky vyznam byl urcéen na zdklade Studentova t-testu. Hladina
vyznamnosti p < 0,05, p<0,01; p<0,001; p<0,0001 je znacena jako *;y **; **¥ g *¥¥*

ns = nespecificka zména bazalni aktivity.

Na obrazku 5.4.2 je vyjadiena transkripéni aktivita proteintt pS3 WT, R175H, R273H
a koexprese proteini WT s obéma mutanty v médiu obsahujicim 0,000; 0,016 a 1,000 %
galaktozy. Data byla pfepoctena vici velikosti prazdného vektoru a uvadéji nasobek
transkripéni aktivity vici prazdnym vektorim jednotlivych kmend. Jak je z vysledki patrné,
vétSina transformantii nevykazuje vyznamné zvyseni ¢i snizeni transkripni aktivity v zavislosti
na rozdilné koncentraci galaktozy. Vyjimku tvoii XG-TT, kde je patrny narist transkripéni
aktivity v médiu obsahujicim 1,000 % galaktézy u mutantu R273H. Coz mtze byt dano tim, ze
p53 R273H je protein, ktery rozpoznavda DNA na zakladé¢ jeji konformace
a prednostné se vaze na nekanonické struktury DNA a podporuje rozpoznavani této oblasti
pro obecny transkripni aparat kvasinek, oproti mutantu R175H, ktery se vaze velmi
slabé [148]. Obecné byla prokazana ztrata transkripéni aktivity u mutanti R175H a R273H,
kterd se projevila nizkou namétenou hodnotou velikosti u€inku (nizkou hodnotou zmény
transkripéni aktivity vii¢i prazdnému vektoru).
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Obrazek 5.4.2: Transkripéni aktivita samotnych proteinu p53 WT, p53-R175H, p53-R273H
a proteinu standardniho typu (WT) v koexpresi s mutanty R175H a R273H uvedend jako velikost
ucinku. Trans-aktivacni ucinek proteinii byl méren v selektivnim médiu obsahujicim 0,000 % (A),

0,016 % (B) a 1,000 % (C) galaktozy.
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Obrazek 5.4.3 predstavuje transkripcni aktivitu jednotlivych transformant v zavislosti
na rozdilné koncentraci galaktéozy. Pro kmen obsahujici palindrom GCG neni zfetelny
dominantné negativni ucinek, protoze koexprimované mutanty (WT+R175H a WT+R273H)
nevykazuji vyrazny pokles vic¢i WT (pfirozené¢ se vyskytujici protein). Dle piedpokladu,
samotni mutanti maji minimalni aktivitu. Aktivita WT+R273H je relativné vysoka, coz muze
byt dano ptrednostni vazbou kanonickych struktur DNA proteinem p53, bez vlivu mutovaného
proteinu. V kvasinkovém kmeni, obsahujicim palindrom XA, také neni patrny dominantné
negativni ucinek koexprimovanych mutantli pro zadnou s koncentraci galaktozy. Naopak
je zde vyrazny nartst transkripcni aktivity u vSech koncentraci pro konstrukt WT+R273H, ktery
je nejvyraznéjsi pti 1 % obsahu galaktozy v médiu. V kmeni obsahujicim XG-TT by se mohlo
hovofit o negativnim efektu mutantu na aktivitu proteinu standardniho typu v piipadé
konstruktu WT+R273H, protoze s rostouci koncentraci galaktézy (tedy i rostouci expresi
mutované varianty p53) dochdzelo ke snizeni transkrip¢ni aktivity, ktera ovSem nedosahovala
statisticky vyznamného rozdilu. Pro PU21 je patrné nizké transkrip¢ni aktivita i v porovnani
s ostatnimi transformanty, coz je zajimavé, protoze tento kmen byl vybran z diivodu potencidlni
tvorby G4, ktery by podle pfedeslych studii mél byt minimalni [149]. Konstrukt WT+R175H
ma podobnou transkripéni aktivitu jako samotny mutant R175H, tedy velmi nizkou
az minimalni. I zde ma WT+R273H vyssi transkripéni aktivitu nez WT. Obrazek 5.4.3 E,
zobrazuje transkripéni aktivitu namétfenou v kmeni PUMA s responsivnim elementem.
Proteiny p53 WT 1 WT v koexpresi s mutantem R175H vykazuji sniZeni transkripcni aktivity
pti 1,000% koncentraci galaktdzy. Ani zde neni viditelny dominantné negativni efekt, naopak
WT+R273H vykazuje mirn¢ vyS$si nebo stejnou miru transkripéni aktivity. Obrazek 5.4.3 F
pro PUMA RE se sekvenci nachylnou k tvorbé G-kvadruplexu prokézal mozny dominanté
negativni efekt pii koexpresi WT+R175H viici WT. Nicméné transkripéni aktivita WT+R273H
neprokazala stejny trend a s0,016% koncentraci galaktéozy dosahovala vysSi aktivity,
nez samotny p53 WT pii koncentraci galaktozy 0,000 % (tedy bez exprese mutantu).
Obrazek 5.4.3 G ukazuje vysledky naméfené v kmeni MDM?2 RE. Zde WT obecné vykazuje
velmi nizkou aktivitu a konstrukt WT+R175H ma transkripéni aktivitu dokonce mensi,
nez samotny mutant R175H, ktery kvuli ztraté funkce vykazoval nizkou az zanedbatelnou
transkripni aktivitu. Transkripcni aktivita WT+R273H je mirné¢ vysS$i oproti WT.
Obrazek 5.4.3 H znazoriiuje vysledky pro posledni kmen (MDM2 RE se sekvenci nachylnou
k tvorb&é G-kvadruplexu), kde je transkripéni aktivita obecné vyS$i neZ v grafu G, z ¢ehoz
by se dalo vyvozovat, ze potencidlni tvorba G-kvadruplexti zvySuje vtomto piipadé
transkripéni aktivitu. OvSem trend koncentraci, ktery byl vidén v obrazku G, nekoreluje
s trendem, ktery je vidét v obrazku H. I zde je obecné niz$i transkripcni aktivita WT a konstrukt
WT+R175H vykazuje podobnou transkripéni aktivit jako mutant R175H. Vyrazné vyssi
transkripéni aktivitu oproti WT ma konstrukt WT+R273H. NiZsi transkripéni aktivita proteinti
u kment obsahujicich navic sekvenci s vyssi pravdépodobnosti tvorby G-kvadruplexu (oproti
kmentim nesouci pouze RE) je dédna pravdépodobné praveé ptitomnosti G-kvadruplext, které
funguji  jako represory transkripce, jak bylo popsdno v nékterych ptredeslych
studiich [146, 150]. 1 pfes vyssi bazalni aktivitu, namétenou u prazdnych vektort (viz
Obrazek 5.4.1), proteiny s Uplnou ztratou funkce nemohou vyrazné zvySovat nebo inhibovat
aktivitu proteinu standardniho typu.
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Obrazek 5.4.3: Transkripéni aktivita vybranych proteinit rodiny p53 vypoctena jako velikost ucinku.
Trans-aktivacni ucinek vybranych proteinii (exprimovanych samostatné nebo v koexpresi) namérenych
v yLEM kvasinkovych kmenech GCG (A4), XA (B), XG-TT (C), PU21 (D), PUMA RE (E), PUMA RE+G4
(F), MDM?2 RE (G) a MDM?2 RE+G4 (H) byl sledovan v case T6 (6 hodin od zacatku inkubace) v médiu
obsahujicim 0,000 %, 0,016 % a 1,000 % galaktozy. Statisticky vyznam byl urcen na zdklade Studentova
t-testu. Hladina vyznamnosti p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001; p < 0,000 1 je znacena jako *; **; *** g

*EEX ns = nespecificka zména bazalni aktivity.
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6 ZAVER

Cilem této prace byla, izolace a purifikace proteinu p53 a jeho mutantnich variant R175H a
R273H z bakteridlniho expresniho systému. V rdmeci dalSich experimentl bylo tieba proteiny
v plné délce a s pouze velmi nizkym zastoupenim fragmentti, coz bylo prokazano pomoci SDS-
PAGE a imunodetekce.

Vazebné vlastnosti proteinii byly sledovany pomoci vazebnych experimentti metodou
elektroforetického testu posunu mobility (EMSA). Proteiny byly inkubovany s oligonukleotidy
dsDNA, PGM2, KSHV se sekvencemi responzivnich elementi (CFNO, GCG, XA, XG-TT,
PUMA RE, PUMA RE + G4, MDM2 RE, MDM2 RE + G4, Trim32 RE, Trim32 RE + G4,
PU21) v molérnich pomérech (1:1; 1:2; 1:4; 1:8 a 1:16). VSechny varianty proteinu p53
se navazaly na studované struktury. Nejvyssi afinitu u kfizovych struktur vykazoval mutant
R175H, u dsDNA a G-kvadruplext se nejvice navazal pfirozené¢ se vyskytujici typ proteinu
(WT). Nizsi afinita k vazbé u mutantnich forem by mohla byt ddna mutaci ve vazebné doméné,
ktera ovliviiuje vazbu na DNA.

Daéle byla vazba proteini analyzovdna pomoci AFM, u kterého muselo byt ptfistoupeno
k pouziti plazmid misto dosud vyuzivanych oligonukleotidi, které jsou pro tuto metodu piili§
malé. VSechny proteiny se uspéSné navazaly na vSechny studované struktury, i kdyz zadny
z plazmida neobsahoval sekvenci pro vazbu proteinu p53, coz je nejspiSe zpusobeno tim,
Ze tyto interakce zajiStuje C-terminalni doména, kterd je zachovédna i u mutantnich forem
a dokaze rozpoznavat rizné sekundarni struktury. Z toho vyplyva, ze vazba proteinu p53 i jeho
mutantll je siln€ zavisld na konformaci DNA. Toto tvrzeni podporuje i vazba na dsDNA, ktera
nevykazuje, Ze by se mélo jednat o specifickou vazbu, ale spiSe o né€kolikandsobnou vazbu
kolem pDNA, ktera by mohla byt dana vlivem interakci C-terminalni doménou. Dosavadni
vysledky poukazuji na velmi slozZity vazebny model p53 na DNA, ktery neni dan pouze DBD
doménou, ale téz C-termalni doménou a k jeho lepSimu celkovému pochopeni by bylo tfeba
dalSich studii.

Dale byl sledovan vliv interakci vybranych proteinli s riznymi strukturami DNA
na biologickou aktivitu téchto proteinli prostfednictvim luciferazovych reportérovych testi.
Experimenty byly provedeny v isogennim kvasinkovém systému a byla pii nich sledovana
bazélni aktivita jednotlivych kmenli a naslednd celkova transkripéni aktivita vybranych
proteintl v jednotlivych kmenech. Vysledky testii bazalni aktivity prokdzaly, Ze nejen sekvence
s potencidlem tvorby G-kvadruplexti, ale rovnéz nékteré palindromatické sekvence
s potencidlem tvorby kiizovych struktur, mohou zvySovat transkripéni aktivitu bazalniho
expresniho systému (exprese reportérového genu nebyla indukovéna proteiny rodiny p53).
PrestoZe byla u vybranych mutantli potvrzena vazba na vybrané sekundarni struktury, vétSina
transformantl s koexpresi mutantii a proteinu standardniho typu nevykazovala vyrazné sniZeni,
¢1 zvySeni transkripéni aktivity, a to ani pfi zvySené koncentraci galaktozy, indukujici vyssi
exprese mutantu. V experimentech nebyl pozorovan ani jiny trend, z ¢ehoz lze vyvozovat,
ze proteiny s uplnou ztratou funkce nemohou tedy vyrazné€ inhibovat nebo zvySovat aktivitu
pfirozené se vyskytujiciho proteinu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A —adenin

ADH - alkohol dehydrogenaza

AFM — mikroskopie atomarnich sil

Amp — Ampicilin

APS — peroxodisiran amonny

CD - jadrova doména

CDK - cyklin dependentni kinasy

CTD — C-terminalni regula¢ni doména

DBD - vazebna doména

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dsDNA — dvoufetézcova deoxyribonukleova kyselina
DTT — dithiothreitol

E —eluce

G — guanin

G4 — G-kvadruplexy

GAL - galaktdza

GOF — zisk novych funkci

HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonové kyselina
His-tag — polyhistidinova kotva

IPTG — isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

K — kontrola

LEU — leucin

LOH — ztrata heterozygotnosti

OD - oligomeriza¢ni doména

p53-WT — protein p53 ptirozené se vyskytujici, standardni protein
pb — parii bazi

PCR — polymeréazova fetézova reakce

pDNA — plazmidové deoxyribonukleova kyselina

pre-mRNA — prekurzorova mediatorova ribonukleova kyselina
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R — purin

Rb — retinoblastovy protein

RE — responzivni element

RLU - relativni jednotka svétla

RNA - ribonukleové kyselina

SDS — PAGE — elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
SDS —dodecyl siran sodny

ssDNA — jednofetézcova deoxyribonukleova kyselina
T — thymin

TAD - transaktivacni doména

TBE — tris borat ethylendiamintetraoctova kyselina
Temedu — N,N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diamin
TRP — tryptofan

UTR — neptekladana oblast

UV/VIS — ultrafialové/viditelné zateni

W — adenin ¢i thymin

Y — pyrimidin

61



