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ABSTRAKT 

Protein p53 patří mezi nejstudovanější proteiny a je mutován ve více než 50 % případů 

nádorového bujení u lidských buněk. Tyto mutace mohou vést ke změnám jeho funkce, a to jak 

ztrátou, tak i získáním nových vlastností, které následně ovlivňují buněčné procesy. 

Experimentální část této diplomové práce je zaměřena na studium proteinu p53 a jeho 

mutantních variant R175H a R273H z hlediska jejich interakcí s nekanonickými strukturami 

DNA, zejména G-kvadruplexy a křížovými strukturami. Bylo prokázáno, že jak nemutovaná, 

tak mutantní forma p53 je schopna se na tyto struktury vázat. Pomocí mikroskopie atomárních 

sil bylo dále zjištěno, že C-terminální doména ovlivňuje vazbu proteinu k těmto strukturám 

DNA. Transkripční aktivita vybraných mutantních proteinů byla analyzována pomocí 

luciferázových reportérových testů. V podmínkách in vitro, v kvasince Saccharomyces 

cerevisiae, nebyly pozorovány významné změny v transkripční aktivitě sledovaných proteinů. 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

p53, G-kvadruplexy, vazebné vlastnosti, mutp53, EMSA, AFM, transkripční aktivity mutp53  
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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 ÚVOD 

Protein p53, často populárně označovaný jako „strážce genomu“, je jedním z nejčastěji 

mutovaných proteinů u nádorových onemocnění, je studován více než 40 let. Je kódován genem 

TP53, který patří mezi tzv. nádorově supresorové geny [1, 2]. Protein p53 funguje jako 

transkripční faktor. Hraje klíčovou roli v reakci na poškození genomu. Za normálních okolností 

se protein p53 v buňce vyskytuje v malém množství, pokud ovšem dojde k nějakému poškození 

DNA, jeho hladina začne stoupat. Jeho aktivaci může vyvolat např. UV záření nebo chyby 

během replikace DNA, pokud je správně aktivní, zastavuje buněčný cyklus (typicky  

v G1 a S1 fázi), čímž dává možnost buňce se opravit, zároveň aktivuje geny  

podílející se na mechanismech opravy [3]. Pokud ovšem oprava již není možná, iniciuje 

apoptózu, eventuelně může spustit proces senescence, kdy je buňka metabolicky aktivní,  

ale již se nemůže dále dělit. Hladina proteinu p53 je přísně regulována pomocí jeho negativního 

regulátoru MDM2, který iniciuje jeho odbourávání a p53 naopak stimuluje jeho tvorbu. 

V případě narušení biologických funkcí proteinu p53 dochází k mutacím v genomech, které 

mohou vést až k rozvoji nádorových onemocnění [4].  

Protein p53 je schopen rozpoznávat sekundární struktury DNA, jako jsou např. křížové 

struktury, nebo struktury G-kvadruplexů, které jsou hojně přítomny v genomu v oblastech, jako 

jsou např. promotory genů [5]. Bylo prokázáno, že jak protein standardního typu, tak mutanti 

proteinu p53, jako např. R175H nebo R273H, jsou schopni se na sekundární struktury  

G-kvadruplexů vázat, a v některých případech je dokonce stabilizovat, což může mít vliv  

na regulační mechanismy v genomu [6]. Navíc bylo prokázáno, že protein p53 se může vázat 

na sekvence s potenciálem tvorby křížových struktur, které se v genomu taktéž podílejí  

na regulaci řady významných funkcí [7].  

V této diplomové práci jsou sledovány rozdílné vazebné vlastnosti tří vybraných proteinů 

rodiny p53 – proteinu standardního typu a mutovaných proteinů R175H a R273H, k různým 

sekundárním strukturám DNA (dsDNA, křížová struktura a G-kvadruplex) za účelem studia 

jeho vazebných vlastností. Následně byl sledován vliv vazby vybraných proteinů k různým 

sekundárním strukturám na biologickou aktivitu proteinů v isogenním systému modelového 

organismu Saccharomyces cerevisiae. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 G-kvadruplexy 

V genomu řady organismů je sekundární struktura DNA nejčastěji popisována jako pravotočivá 

dvoušroubovice B-DNA. Nicméně v minulosti byly popsány, kromě dobře známých forem 

DNA (A-DNA, B-DNA a Z-DNA), i sekundární lokální struktury, jako jsou křížové struktury, 

triplexní DNA, nebo kvadruplexy. Původně byly tyto struktury označovány jako neobvyklé,  

ale později bylo prokázáno, že tyto lokální struktury se nacházejí ve všech organismech  

a ovlivňují celou řadu biologických funkcí. Kromě toho vazba některých proteinů  

na nadšroubovicové vinutí DNA může podporovat vznik a zvyšovat stabilitu konformace těchto 

struktur [8–11]. Na konci 80. let biochemické experimenty prokázaly, že oligonukleotidy, které 

obsahují oblasti se zvýšeným výskytem sousedících guaninů, se spontánně skládají do útvarů 

označovaných jako guaninové kvadruplexy (G-kvadruplexy, G4s; z angl. G-quadruplexes). 

První důkaz přítomnosti struktur G-kvadruplexů v rámci genomu byl prokázán na eukaryotních 

telomerách, později byl potvrzen jejich výskyt i v oblasti promotorů genů [12–14].  

G-kvadruplexy se nacházejí ve většině organismů – byly nalezeny jak u jednoděložných,  

tak i dvouděložných rostlin, kvasinek, bakterií, hmyzu, virů a samozřejmě savců [15, 16].  

G-kvadruplexy patří mezi nejvýznamnější nekanonické sekundární struktury nukleových 

kyselin a hrají důležitou roli v regulaci genových procesů jako jsou transkripce, translace, 

polyadenylace, nebo interakce s proteinovými faktory [17]. 

2.1.1 Struktura G-kvadruplexů 

K formování G-kvadruplexů dochází v důsledku interakcí guaninových bází spojených 

vodíkovými můstky dle pravidel tzv. Hoogsteenova párování. Struktury G-kvadruplexů jsou 

tvořeny dvěma a více planárními G-kvartety, pro něž se používá výraz G-tetrády. Když se tyto 

G-kvartety uspořádají nad sebe může vzniknout struktura G-kvadruplexu, která je stabilizována 

v prostředí obsahující jednomocné kationty jako jsou draselné či sodné ionty. Díky dnešním 

zobrazovacím technikám již víme, že G-kvadruplexy mají vysokou strukturální variabilitu,  

tzv. polymorfismus, a lze je tudíž charakterizovat dle počtu či orientace vláken [18, 19]. 

Obecně je možné dělit struktury G4 na základě počtu vláken nukleových kyselin, kterými 

jsou tvořeny a dle směru vedení vláken. Na základě dělení vycházející z počtu vláken DNA 

(eventuelně RNA), které dávají vzniknout struktuře G-kvadruplexu, lze rozdělit  

G4 na jednořetězcové (unimolekulární), dvouřetězcové (bimolekulární), třířetězcové 

(trimolekulární), nebo čtyřřetězcové (tetramolekulární). V každém G-kvadruplexu se nacházejí 

čtyři vlákna, která mohou být vůči sobě v paralelním, nebo anti-pararalelním uspořádání,  

což je dáno konformací glykosidického torzního úhlu guaninů. Na základě vzájemného vedení 

všech vláken poté rozlišujeme konformaci G-kvadruplexů jako paralelní, antiparalelní, nebo 

hybridní (viz. Obrázek 2.1). Paralelní konformace znamená, že všechny řetězce jsou 

orientovány stejným směrem, antiparalelní konformace je dána tak, že dva řetězce ze čtyř jdou 

opačným směrem a hybridní uspořádání znamená, že jeden ze tří řetězců běží opačným směrem 

než zbývající tři. Zbývající části sekvence, která propojuje G-tetrády seskládané  

do G-kvadruplexů, se nazývají smyčky [20, 21]. 
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Smyčky, přítomné ve strukturách G-kvadruplexů, mohou být označovány jako externí, laterální 

nebo diagonální. Zatímco externí smyčka spojuje sousední paralelně orientovaná vlákna, 

laterální smyčka (neboli boční smyčka) spojuje dvě sousední vlákna v anti-paralelním 

uspořádání. Posledním typem je tzv. diagonální smyčka, která spojuje dvě diagonálně umístěná 

vlákna v anti-paralelním uspořádání. [22, 23]. 

 

Obrázek 2.1: Struktura G-kvadruplexů. Vznik G-kvadruplexu na dvoušroubovici (A) a pospojování 

guaninů pomocí vodíkových můstků v rámci jedné G-tetrády s jednomocným kationtem (B). V dolní části 

jsou schematicky zobrazeny různé konformace G-kvadruplexů. Převzato a upraveno [24] .  

2.1.2 Výskyt G-kvadruplexů v lidském genomu 

Sekundární struktury G-kvadruplexů v lidském genomu plní důležitou roli při kontrole genů  

a přirozené regulaci jejich exprese. Jak bylo uvedeno výše, G-kvadruplexy se mohou tvořit 

v nukleotidových oblastech bohatých na guanin, přičemž dosud nejvíce studovaným místem 

výskytu G4 jsou telomery, kde mohou formovat více odlišných intramolekulárních 

kvadruplexů. G-kvadruplexy se ovšem mohou tvořit i na dalších místech lidského genomu,  

jako jsou např. promotory genů, nebo nekódující oblasti genů. Dosavadní výsledky studií 

naznačují možné využití v klinických aplikacích. Příkladem může být možnost využití cílení  
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G-kvadruplexů in vivo pro širokospektrální protinádorovou terapii [25–28]. Výskyt  

G-kvadruplexů v lidském genomu je uváděn na jeden G-kvadruplex na 10 000 pb [29]. 

2.1.3 G-kvadruplexy přítomné v telomerách 

Telomery (z řečtiny telos – konec a meros – část) jsou specializované koncové části jaderných 

chromozomů DNA, které jsou lokalizované na konci eukaryotických chromozomů. U lidí  

a dalších obratlovců se telomerická DNA skládá z tandemově se opakujících sekvencí 

(TTAGGG)n o délce 3–15 kilobází a 150–200 nukleotidů dlouhého jedno-řetězcového přesahu 

na 3´ vlákně, přičemž telomerická repetice vykazuje schopnost tvorby G-kvadruplexových 

struktur [30, 31].  

S každou replikací dochází ke zkrácení telomer o 50–200 bází, přičemž v okamžiku,  

kdy dosáhnou kritického zkrácení, nastane programovaná buněčná smrt (apoptóza). Výjimku 

tvoří pouze vysoce proliferující buňky, jako např. buňky kmenové, či nádorové,  

kde jsou telomery obnovovány pomocí enzymu telomerázy [32, 33]. Bylo dokázáno,  

že G-kvadruplexy tvořící se v lidských telomerních oblastech stabilizující DNA, jsou schopny 

inhibovat aktivitu telomerázy [34]. I když telomery vyšších eukaryot postrádají sekvenční 

diverzitu, v případě telomerních G-kvadruplexů byl prokázán strukturní polymorfismus,  

jak bylo popsáno výše [35, 36]. Kromě toho, díky přesahujícímu jedno-řetězcovému konci, 

může docházet k tvorbě G-kvadruplexů, aniž by byla narušena tvorba komplementárního 

vlákna [37].  

Ačkoli jsou struktury G-kvadruplexů teplotně stabilní, trvalo několik desetiletí,  

než byl prokázán jejich přirozený výskyt in vivo. G-kvadruplexy v lidském genomu jsou taktéž 

spojeny s rozvojem řady onemocnění. Bylo prokázáno, že nezanedbatelné množství lidských 

nemocí je způsobeno změnou v tvorbě telomer, což vede k předpokladu, že oprava chybných 

procesů při tvorbě G-kvadruplexů v telomerách může hrát důležitou roli při léčbě těchto 

onemocnění [38, 39]. Byla identifikována řada proteinů a ligandů, které interagují 

s telomerickými G-kvadruplexy, které by mohly v budoucnu být využity právě ke konkrétnímu 

terapeutickému využití [40]. 

2.1.4 G-kvadruplexy přítomné v promotorech onkogenů 

Jak bylo zmíněno výše, G-kvadruplexy se tvoří taktéž v řadě klíčových promotorů onkogenů  

a působí jako transkripční regulátory. Bylo zjištěno, že oblasti promotorů obsahují četnější 

výskyt G-kvadruplexů ve srovnání se zbytkem genomu. Zda se jedná o regulaci  

negativní, či pozitivní, zatím nebylo plně objasněno. Na rozdíl od G-kvadruplexů  

nacházejících se v telomerách, nejsou sekvence s potenciálem tvorby G4 v oblastech promotorů 

charakterizovány konkrétní tandemovou repeticí a mohou být tvořeny různými sledy 

nukleotidů, pokud obsahují dostatečné množství G-běhů, tedy sousedících sekvencí 

guaninů [29, 41, 42]. G-kvadruplexy přítomny v promotorech onkogenů se jeví jako slibné cíle 

při vývoji nových terapeutik určených pro léčbu onkologických onemocnění, díky potenciální 

schopnosti represe transkripce těchto onkogenů [43]. 

Mezi oblasti genových promotorů typických pro výskyt G-kvadruplexů patří, mimo jiné 

geny c-MYC (kuřecí homologní virový onkogen z ptačí myelocytomatózy z rodiny MC29; 
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z angl. chicken homologous of the avian myelocytomatosis virus MC29) [44], c-KIT 

(tyrosinkinázový receptor KIT), KRAS (virový onkogen Kirsten krysího sarkomu;  

z angl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene) [45], BCl-2 (lymfom B-buněk 2; z angl. B-cell 

lymphoma 2), VEGF (cévní endoteliální růstový faktor, z angl. the human vascular endothelial 

growth factor), HIF1A (hypoxií indukovatelný faktor, z angl. Hypoxia-inducible factors 

HIF1α) [46], c-MYB (transkripční faktor z rodiny proteinů MYB), aj.[47, 48]. Onkogen c-MYC 

je významným transkripčním faktorem, regulující geny zapojené do proliferace, diferenciace  

a apoptózy. Sekvence jeho promotoru je bohatá na výskyt guaninů, která tvoří rodinu stabilních 

G-kvadruplexů, které jsou dosud nejlépe prozkoumány ze všech G-kvadruplexů přítomných  

v onkogenech [49–51]. G-kvadruplexy přítomny v promotorovém onkogenu c-MYC, 

k jehož nadměrné expresi dochází až u 80 % nádorů, působí jako tzv. represory, které inhibují 

expresi proteinu c-MYC [48, 52]. Vliv G-kvadruplexů na rychlost transkripce in vivo nebyl 

prokázán pouze v případě lidského genu c-MYC, nýbrž i v případě exprese dalších genů, včetně 

kuřecího β-globulinu [29]. 

2.1.5 G-kvadruplexy přítomné v dalších regulačních oblastech genomu 

G-kvadruplexy jsou hojně zastoupeny i v dalších oblastech genomu, kde se mohou podílet  

na řízení klíčových buněčných procesů. Přítomnost G-kvadruplexů byla již potvrzena 

v oblastech počátku replikace, kde jsou umístěny před iniciačním místem syntézy DNA, 

přičemž, pokud byla provedena delece těchto sekvencí, došlo k výraznému snížení aktivity 

počátku replikace a naopak, pokud byla provedena inzerce v místě, kde nebyly počátky 

replikace lokalizovány, došlo k vytvoření nových aktivních počátků replikace [53].  

Pomocí kompetitivních pokusů bylo taktéž prokázáno, že sekvence schopná tvořit  

G-kvadruplexy in vitro výrazně ovlivňují iniciaci replikace DNA [54]. G-kvadruplexy  

se nacházejí uvnitř i v blízkém okolí UTR (nepřekládaná oblast; z angl. untranslated region) 

mRNA, jak bylo prokázáno v 3´ UTR mRNA inzulinu podobnému růstového faktoru IGF-II, 

kde se G-kvadruplexy nachází za místem endonukleotyckého štěpení. G-kvadruplexy byly dále 

objeveny v oblasti 5´ UTR transkriptu, kde mohou ovlivňovat stabilitu mRNA a efektivitu 

translace [55]. G-kvadruplexy se nacházejí také v intronových oblastech genomu, kde mohou 

regulovat alternativní sestřih tím, že mění lokální konformaci nukleové kyseliny a upravují 

vazbu RNA-vazebných proteinů podílejících se na sestřihu. Např. u genu TP53 (z angl. tumor 

protein) kódujícího protein p53 bylo doloženo, že G-kvadruplexy v intronových oblastech 

ovlivňují sestřih pre-mRNA a vedou tak ke vzniku různých izoforem p53, které vykazují 

odlišné biologické funkce [56].  

Kromě vlivu G-kvadruplexů na buněčné funkce, který je daný samotnou přítomností  

G4 struktur, byl prokázán i vliv daný interakcí G-kvadruplexů s různými proteiny, mezi které 

patří, mimo jiné helikázy, telomerové vazebné proteiny, epigenetické modulátory a transkripční 

faktory [57]. Struktury G-kvadruplexů nacházející se v oblastech označovaných jako  

tzv. enhancery (zesilovače) transkripce mohou vázat více transkripčních faktorů,  

a tak vykazovat vyšší transkripční aktivitu [58].  
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2.1.6 Biologické funkce G-kvadruplexů 

Pomocí výpočetních technik a sekvenčních databází bylo zjištěno, že existuje minimálně 

300 000 sekvencí s potenciálem tvorby G-kvadruplexu v lidském genomu. Je důležité 

zdůraznit, že G-kvadruplexy se v genomu nenacházejí ledabyle, většina se nachází ve funkčních 

oblastech a jejich pozice jsou mezi druhy vysoce konzervované což značí, že existuje vysoký 

selekční tlak na zachování těchto sekvencí, přičemž nejvíce byla lokalizace struktur  

G-kvadruplexů zachována mezi savci [59–61]. 

Struktury G-kvadruplexů se podílejí mimo jiné, na regulaci transkripce a replikace 

genomu, udržování telomer a epigenetické regulaci a rekombinaci [62, 63]. V případě 

transkripce mohou fungovat jako vazebné místo pro iniciační transkripční faktory, nebo mohou 

ovlivňovat aktivitu RNA polymerázy, přičemž vždy záleží na tom, kde se v průběhu transkripce 

zformované struktury G-kvadruplexů nacházejí, což může vést k pozitivnímu,  

resp. negativnímu ovlivnění transkripce. V některých případech se transkripční faktory 

preferenčně váží na struktury G4 oproti běžné B-formě dsDNA. V sekvencích promotorů, které 

jsou bohaté na guaniny (jako jsou geny c-MYC a Bcl-2) bylo prokázáno, že vzniká více  

G4 struktur, jež zde fungují jako represory transkripce [64, 65]. G-kvadruplexy mohou 

blokovat, nebo zpomalovat replikaci DNA vedoucího řetězce během syntézy. G-kvadruplexy 

jsou formovatelné struktury a poslední studie naznačují, že replikační aparát je schopen  

je detekovat a rozplétat ještě před nástupem replikační vidličky. Mechanismy detekce  

a rozplétání G4 jsou zprostředkovány specifickými proteiny, navíc existuje podezření,  

že mechanismy uplatňující se při rozplétaní G4 fungují i při dalších buněčných procesech 

nesouvisejících s replikací [63]. Absence některých helikáz, jako např. replikačně asociované 

helikázy FANCJ (protein komplementační skupiny J Fanconiho anémie; z angl. Fanconi 

anemia complementation group J [66]), vede k tomu, že nedochází k rozplétání G4 struktur, 

čímž dochází k narušení aktivity DNA polymerázy [67]. 

V případě telomer mají G-kvadruplexy dvojí roli, buď chrání integritu telomer tím,  

že přispívají k jejich strukturní stabilitě, anebo regulují jejich délku. Regulace délky telomer 

probíhá přímo inhibicí vazby telomerázy na telomerické sekvence, nebo změnou rychlosti 

disociace telomerických primerů od telomerázy, čímž je zabráněno nadměrné proliferaci 

buněk [68–70]. G-kvadruplexy se v rámci euchromatinu vyskytují v guaninových sekvencích, 

kde se překrývají s epigenetickými markery, především s acetylací histonu H3K9. I když  

se zatím nejeví, že by G4 představovaly epigenetickou modifikaci v klasickém slova smyslu, 

jejich přítomnost v transkripčně aktivních místech a specifická subnukleární lokalizace 

naznačuje, že fungují jako konformační prvky podílející se na epigenetické regulaci [71]. 

2.2 Křížové struktury 

Křížové (z angl. cruciform) struktury DNA vznikají z palindromatických sekvencích dsDNA, 

kdy se na vláknech vytvoří vlásenkové struktury (z angl. hairpin) – viz. Obrázek 2.2. Každá 

vlásenka se skládá z párové oblasti tvořené komplementárními inverzními repeticemi  

a smyčkami [72]. Jejich stabilita je zvýšena pomocí nadšroubovicového vinutí DNA, přesto 

jsou za normálních podmínek termodynamicky méně stabilní než B-DNA [73]. Oblasti 

obsahující inverzní repetice schopné tvořit křížové struktury jsou často spojovány se zvýšeným 
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výskytem mutací nebo delecí, protože mohou být chybně rozpoznávány replikačními,  

či opravnými mechanismy [74]. 

Významné jsou především jako regulační a strukturální prvky, protože mění prostorové 

uspořádání DNA, což může ovlivňovat enzymy zapojené do replikace či vazbu proteinu,  

např. transkripčních faktorů. V určitých případech mohou tyto struktury přispívat k regulaci 

iniciačních míst replikace a sloužit jako substráty pro specifické nukleázy [75, 76]. 

Cílové sekvence proteinu p53, schopné vytvářet křížové struktury, vykazují zvýšenou 

afinitu p53 k DNA, přičemž sekvenčně specifická vazba je zásadní pro jeho funkci. Tyto 

sekvence, tvořené dvěma 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), mají často charakter inverzních repetic a mohou 

vytvářet sekundární struktury DNA. Bylo prokázáno in vivo, že vazba p53 na jeho cílovou 

sekvenci je silně závislá na přítomnosti inverzních repetic. Tyto poznatky naznačují, že kromě 

samotné nukleotidové sekvence, hraje důležitou roli i prostorové uspořádání DNA, které může 

ovlivňovat regulaci genů řízených proteinem p53 [77]. 

 

 

Obrázek 2.2: Struktura křížových struktur DNA s příkladem palindromatické sekvence.  

Část A zobrazuje přechod inverzní repetice z lineární konformace do vlásenky/křížové struktury. V části 

B jsou fialově označeny smyčky, modře palindromatické sekvence. U všech schematických nákresů šipka 

označuje 3‘ konec řetězce DNA. Převzato a upraveno [78]. 
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2.3 Protein p53 

Protein p53 je kódován genem TP53, umístěném na krátkém raménku chromozomu 17. Protein 

p53 plné délky je tvořen 393 aminokyselinami a dosahuje přibližné molekulové hmotnosti 

53 000 Da. První zmínky o proteinu p53 spadají již do roku 1979. Zprvu byl gen TP53 

považován za protoonkogen, později bylo prokázáno, že se jedná o nádorově-supresorový 

gen [1] . 

Jaderný protein p53 je důležitý transkripční faktor a jako nádorový supresor zaujímá 

ústřední postavení v reakci na poškození DNA [3]. Protein p53 standardního (divokého) typu 

zabraňuje replikaci poškozené DNA a udržuje celistvost genomu. V případě vystavení buněk 

buněčnému stresu indukuje protein p53 aktivaci řady biologických reakcí vedoucích k zastavení 

buněčného cyklu a opravě poškozené DNA, buněčné senescenci či programované buněčné 

smrti (apoptóze) [4].  

Mutace genu TP53 může vést k inaktivaci proteinu p53 standardního typu, což následně 

vede ke genomické nestabilitě a může mít za následek vznik rakoviny [79]. Některé mutované 

proteiny p53 dokonce vykazují zisk nových funkcí GOF (z angl. gain of function), které 

podporují tumorigenezi. Velká část nádorů vykazuje narušení přirozených drah proteinu p53. 

Protein p53 vykazující ztrátu aktivity je náchylnější k rozkladu a agregaci, či k tvorbě 

amyloidních agregátů [80, 81]. Díky své významné roli v procesech potlačující vznik nádoru 

se protein p53 jeví jako slibný potenciální cíl při vývoji nových přístupů k léčbě nádorových 

onemocnění [82]. 

Lidský protein p53 spadá do rodiny proteinů p53, do které náleží rovněž jeho strukturní  

a funkční homology p73 a p63. Rodina proteinů p53 sdílí podobné proteinové domény,  

jako jsou např. transaktivační doména (TAD; z angl. transactivation domain),  

DNA vazebná doména (DBD; z angl. DNA-binding domain) nebo oligomerizační doména 

(OD; z angl. oligomerization domain), jejichž délka je u jednotlivých členů rodiny p53 mírně 

odlišná. Důvod, proč se výzkum rakoviny zaměřuje převážně na protein p53, je jeho ojedinělý 

výskyt mutací oproti proteinům p63 a p73 spojených s progresí rakoviny – proteiny p63 a p73 

vykazují spíše sklon k vývojovým vadám [2, 83].  

2.3.1 Struktura proteinu p53 

Protein p53 je tvořen třemi oblastmi N-terminální a C-terminální koncové domény a centrální 

DNA-vazebná doména. N-terminální oblast zahrnuje dvě transaktivační domény  

(TADI a TADII) a doménu bohatou na prolin tvořenou aminokyselinami 1–93. Aminokyseliny  

102–292 tvoří DBD doménu označovanou rovněž v některých případech jako CD (jádrová 

doména, z angl. core domain). C-terminální oblast proteinu p53 (aminokyseliny 323–393) tvoří 

oligomerizační (tetramerizační) doménu a CTD (C-termální regulační doména;  

z angl. C-terminal regulatory domain)  [84–86]. Více než 40 % p53 je vnitřně neuspořádané,  

a to včetně TAD a CTD (viz. Obrázek 2.3). Díky této neuspořádanosti může p53 reagovat 

s řadou partnerů jako modulární protein [87]. N-terminální oblast v sobě zahrnuje TAD 

doménu, která je velmi kyselá a bohatá na prolin [88]. V této části se nacházejí TADI a TADII, 

které mohou vázat aktivátory a ko-aktivátory, čímž podpoří iniciaci transkripce a mohou  

též interagovat s negativními regulátory transkripce, které naopak potlačují její aktivaci [89]. 
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Doména bohatá na prolin spojující domény TAD a DBD zajišťuje indukci zástavy buněčného 

cyklu nebo rovnou apoptózu buňky [90, 91]. 

 

Obrázek 2.3: Struktura monomeru proteinu p53. Žlutě je znázorněna TADI, oranžově TADII, růžově  

je znázorněna doména bohatá na prolin, fialově je znázorněna DNA vazebná doména, šedě 

tetramerizační doména a modře C-terminální regulační doména. Převzato a upraveno [92]. 

2.3.2 Biologické funkce proteinu p53 

Za běžných podmínek se protein p53 nachází v jádře, kde se specificky váže na DNA a reguluje 

širokou škálu genů, přičemž jeho celková koncentrace v buňce je nízká a přísně regulována 

pomocí negativních regulátorů MDM2 a MDMX (z angl. mouse double minute), které jsou 

schopny indukovat degradaci proteinu p53 v důsledku ubikvitinace, kterou 

zprostředkovávají [93, 94].  
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Protein p53 hraje klíčovou roli v regulaci buněčného cyklu, apoptózy, stárnutí buněk  

a metabolismu a často je mutován u karcinogenních onemocnění. Když jsou buňky vystaveny 

vnitřnímu nebo vnějšímu stresu, včetně poškození DNA, hypoxie, nedostatku živin nebo riziku 

vzniku nádorového bujení, ubikvitinace zprostředkovaná negativními regulátory proteinu p53 

je inhibována, čímž se výrazně zvýší hladina p53 v buňce. Nahromaděný protein je aktivován 

a stabilizován posttranslačními modifikacemi, jako jsou fosforylace, acetylace,  

či methylace [95]. Aktivovaný protein poté reguluje transkripci cílových genů. Tyto funkce 

v buňce je schopen vykonávat nejen díky interakcím s dalšími proteiny, ale převážně vazbou 

na DNA [96].  

Protein p53 může indukovat apoptózu buňky s poškozenou DNA pomocí transkripční 

aktivace exprese proapototických genů mezi něž patří PUMA (modulátor apoptózy indukovaný 

proteinem p53, z angl. P53 up-regulated modulator of apoptosis [97]) , BAX (proapoptotický 

protein z rodiny Bcl-2, z angl. Bcl-2-associated X protein [98] ) a NOXA (proaptotický protein 

z rodiny Bcl-2 z angl. phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (PMAIP1) [99]) 

[100–102]. Kromě toho může p53 interagovat s antiapoptotickými proteiny Bcl-2  

(z angl. B-cell leukemia/lymphoma-2, byly poprvé identifikovány s B-lymfocyty) Bcl-xl (extra 

velký B-lymfocyt, z angl. cell lymphoma-extra large) a Mcl-1(protein 1 myelodní leukémie,  

z angl. myeloid cell leukemia-1) [103], čímž nepřímo indukuje apoptózu [104]. Kromě toho 

bylo zjištěno, že acetylace lysinu 120 zvyšuje specifitu vazby p53 k DNA a pravděpodobně  

se tak spolupodílí na regulaci jeho transkripční aktivity zejména ve vztahu k apoptóze [105]. 

Jedna ze základních funkcí proteinu p53 je taktéž kontrola buněčného cyklu. Aktivovaný 

p53 indukuje expresi genu CDKN1A, kódujícího protein p21, což je inhibitor cyklin-

dependetních kináz (CDK). Gen p21 inhibuje CDK, čímž dojde k zastavení buněčného  

cyklu v G1 fázi. Kromě inhibice proteinů buněčného cyklu dále brání fosforylaci  

Rb (retinoblastomový protein, z angl. retinoblastoma tumor suppresor protein) pomocí 

komplexů cyklin D1-CDK4, cyklin D2-CDK4, cyklin E-CDK2. Nefosforylovaný Rb vytváří 

komplex s transkripčním faktorem E2F, což inhibuje aktivitu E2F a dojde ke zmíněné zástavě 

v G1 fázi. Při tomto zastavení může dojít k opravě poškozené DNA před vstupem do replikace, 

ovšem v případě absence p53 nebo při jeho mutaci buňka může dál pokračovat v dělení, a tudíž 

může dojít ke vzniku nádorového bujení [106, 107]. 

Poškození DNA spouští buněčnou senescenci, která pak aktivuje dráhy p53 jako odpověď 

na poškození. Mutace vedoucí k inaktivaci dráhy p53, která je klíčová pro průběh buněčné 

senescence, výrazně zvyšují šanci na vznik nádorů u myší. Bylo prokázáno, že aktivovaný p53 

je schopen udržovat některé onkogenní sklony v klidovém stavu, a tím potlačovat další maligní 

vývoj, dokud je biologicky funkční. Tento případ nastává, pokud protein p53 není schopen 

vyvolat senescenci, nebo apoptózu [108, 109]. 

2.3.3 Mutace proteinu p53 

Mutace proteinu p53 jsou dány mutacemi v kódujícím genu TP53. Mutace v TP53 má většinou 

za následek změnu, nebo ztrátu vazebné aktivity p53 zhruba v 50 % lidských nádorů [110].  

Gen TP53 je neobvyklý, co se týče mutací, protože zřídka u něj dochází k delecím. Většina 

mutací u lidských nádorů (některé studie uvádí až 95 %) jsou tzv. missense mutace. Až 80 % 

všech mutací spojených s nádorovým bujením jsou mutace proteinu p53 lokalizovány 
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v centrální DNA-vazebné oblasti, která umožňuje rozpoznání specifických cílových 

sekvencí DNA označovaných jako responzivní elementy [111]. Většina zbývajících mutací 

spojená s nádorovým bujením vykazuje narušenou funkční dráhu p53, většinou se jedná  

o snížení koncentrace jaderného proteinu p53, což má za následek změny v odpovědích na stres 

buňky [112].  

Místa v primární struktuře proteinu zvláště náchylná k mutacím jsou označována jako „hot 

spots“. U proteinu p53 existuje šest takových míst, které se nachází na tripletech 175, 245, 248, 

249, 273 a 282. Mutace v těchto kodonech způsobují vznik proteinů se špatnou konformací, 

vedoucí následně ke ztrátě transkripční aktivity proteinu standardního („divokého typu“), nebo 

tvorbě proteinů s pozměněnou mitochondriální aktivitou [2]. Nejvyšší výskyt mutací připadá 

na mutace v kodonech 175 a 273, a to např. u mutací R175H a R273H, kde dochází k substituci 

arginu za histidin [113]. U myší, které exprimovaly mutanty p53 R172H nebo R270H 

(odpovídá lidským mutacím R175H a R273H) byl zaznamenán vyšší počet metastazovaných 

nádorů než u myší, kde protein p53 chyběl [114, 115]. Tyto „hot spots“ mutace se dělí  

do dvou základních kategorií, mutace způsobující konformační změny, např. u R175H  

a na tzv. kontaktní mutace, jako např. u R273H [116, 117]. V obou případech je narušena 

interakce DBD proteinu p53 se sekvencí responzivního elementu DNA, což má za následek 

poruchu regulace exprese cílových genů p53, které se zapojují do potlačení nádorového bujení. 

V nádorových buňkách se posléze hromadí velké množství mutovaných proteinů p53, 

poněvadž často nedochází k indukci exprese proteinu MDM2, který působí jako negativní 

regulátor p53 [118–120]. Mutanti p53 posléze ztrácejí antionkogenní funkci a navíc se u nich 

objevuje dominantě negativní efekt vůči standardní formě proteinu, což je stav, kdy mutované 

proteiny p53 vytváří heterodimery, které interagují s proteinem divokého typu a vytváří  

tak proteinové komplexy s pozměněnou transkripční aktivitou [121, 122]. Kromě samotné 

mutace TP53 běžně dochází i k deleci zbylé nemutované alely TP53 a k tzv. ztrátě 

heterozygotnosti LOH (z angl. loss of heterozygosity), poskytující nádorovým buňkám selekční 

výhodu [123]. Dle in vivo provedené studie je LOH u proteinu p53 nezbytná ke stabilizaci 

mutantních forem a k zisku dalších onkogenních funkcí. Mutantní formy mohou díky LOH 

získat nové proonkogenní vlastnosti. Tento jev se označuje jako GOF. Jev byl pozorován  

u myších nádorů, kde docházelo ke ztrátě heterozygotnosti a rychlejšímu propuknutí nádoru. 

Oproti tomu u myších nádorů, kde nedocházelo ke ztrátě nezmutované alely, nedocházelo  

ke stabilizaci mutantních forem p53 a aktivita GOF nebyla prokázaná [124]. 

2.3.4 Vazebné vlastnosti proteinu p53 

Protein p53 je transkripční faktor, regulující velké množství genů, z nichž většina, kterou 

reguluje, obsahuje v promotorových oblastech responzivní elementy p53, kam se tetramery p53 

vážou sekvenčně specifickým způsobem. Responzivní elementy jsou tvořeny kanonickými 

konsenzuálními sekvencemi, které mívají délku zhruba 20 pb. Konsenzuální sekvence pro p53 

není striktně vymezená, ale je tvořená dvěma opakujícími se dekamerickými motivy 

5´RRRCWWGYYY3´ (kde R je purin, Y je pyrimidin a W je adeninová nebo thyminová báze), 

a tudíž se mezi jednotlivými regulovanými geny liší [125]. Většina vazebných míst pro p53 

v lidském genomu jsou odděleny 0–13 pb spacerem, ovšem rozestup větší než 2 pb  

je vzácný [126]. Délka spaceru v DNA mezi dvěma dekamerickými motivy je důležitým 
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faktorem ovlivňujícím vazbu p53 a jeho transaktivační aktivitu. Vložení nukleotidů mezi tyto 

motivy vede ke snížení transaktivace [127].  

Protein p53 váže konsenzuální sekvence DNA jako tetramer, který vzniká spojením dvou 

dimerů [128]. Primární dimery jsou stabilizovány prostřednictvím intramolekulárního 

antiparalelního uspořádání α-helixů a antiparalelního β-listu. Tyto dimery se poté seskládají  

do tetramerů prostřednictvím hydrofobních interakcí mezi helixy [129]. Oligomerizace p53 

přispívá k jeho udržení v jádře, zatímco v neaktivní formě může volně přecházet  

do cytoplazmy [130]. V jádře mohou být přítomny všechny tři oligomerní stavy proteinu 

(monomery, dimery a tetramery). V případě, že dojde k poškození DNA dochází ke zrychlené 

tvorbě tetramerů (aktivní forma p53), a to dokonce dříve, než se zvýší samotná hladina proteinu. 

Což naznačuje, že tetramerický stav je ovlivňován dalšími faktory, jako jsou posttranslační 

modifikace a přítomnost kofaktorů [131].  

DNA-vazebná doména vykazuje strukturu β-sendviče, na jehož povrchu se nacházejí  

dvě velké smyčky a motiv smyčka-list-helix, které spolu zajištují vazbu na DNA. Motiv 

interaguje s velkým žlábkem DNA, přičemž arginin z jedné ze smyček zasahuje do malého 

žlábku DNA. Smyčky jsou částečně drženy pospolu tetraedricky koordinovaným atomem 

zinku. Tyto oblasti (L2/L3 smyčky, vazebné místo pro Zn, motiv smyčka-list-helix) jsou 

konzervované a jsou častými místy mutací p53 [132]. I když je vazba p53 na DNA 

zprostředkována především jeho DNA-vazebnou doménou, pro jeho efektivní navázání  

na DNA jsou nutné modifikace na jeho C-konci, přičemž pouze protein plné délky je schopný 

správně rozpoznávat cílová místa na DNA. Navíc se p53 velmi pevně váže na nekanonické 

struktury DNA a lokální struktury, které ovlivňují jak přirozeně se vyskytují typ p53, tak jeho 

mutantní formy [6]. 

V roce 1964 Robin Holliday navrhl model, který vysvětloval tři procesy probíhající  

při meióze hub (crossing-over, genovou konverzi a postmeiotickou segregaci). Principem 

modelu je, že po replikaci DNA dochází ke vzniku zlomů, které umožňují následné párování 

komplementárních sekvencí, díky čemu vzniknou dva homologní chromozomy,  

z nichž následně vzniká křížová struktura, která spojí obě dvoušroubovice. V místě výměny 

vláken tak vzniká „meziprodukt“ rekombinace dnes nazývaný Hollidayův spoj [133]. Bylo 

prokázáno, že p53 se s vysokou afinitou váže s Hollidayovými spoji. I když jsou Hollidayovy 

spoje přirozenými meziprodukty rekombinace, poslední studie naznačují, že tyto struktury 

vznikají i v důsledku poškození DNA. Vazba p53 na poškozenou DNA se prozatím jeví, jako 

mechanismus indukující nábor opravných proteinů a zároveň iniciující posttranslační 

modifikace buňky [134, 135]. Negativní nadšroubovicové vinutí a interakce proteinu p53 

s DNA vedou ke stabilizaci nekanonických forem DNA, navíc bylo zjištěno, že p53 se váže 

s vyšší afinitou k nadšroubovicově vinuté DNA oproti stejné sekvenci DNA s lineární 

topologií [135, 136]. 
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3 CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 

● Literární rešerše k zadanému tématu 

● Izolace a purifikace proteinu p53 standardního typu a jeho mutovaných forem  

● Studium interakcí proteinu p53 standardního typu a jeho mutovaných forem in vitro 

prostřednictvím mikroskopie atomárních sil (AFM) a elektroforetických testů posunu 

mobility (EMSA) 

● Studium transkripční aktivity mutantních proteinů p53 in vivo v jednohybridním 

kvasinkovém isogenním systému 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Materiály 

Všechny experimenty probíhaly v rámci Biofyzikálního ústavu Akademie věd České republiky, 

v.v.i. Genetický materiál, kmeny kvasinek, antibiotika, materiál, chemikálie, přístrojové 

vybavení, protilátky a další reagencie použité v této diplomové práci, byly tudíž poskytnuty ze 

zdrojů BFÚ AV ČR. 

4.1.1 Mikrobiologické kmeny 

• BL21 DE3 kompetentní buňky, E.coli, Thermo Fischer Scientific 

• yLFM-RE (MATα; leu2-3,112; trp1-1; his3-11,15; can1-100; ura3-1; 

RE::pCyc1::LUC1), S. cerevisiae, sekvence kmenů uvádí Tabulka 4.1.1. 

• Stbl3 kompetentní buňky, E. coli; Thermo Fischer Scientific. 

• BL21-CodonPlus kompetentní buňky, E. coli; Thermo Fischer Scientific. 

Tabulka 4.1.1: Sekvence responzivních elementů (RE) klonované metodou Delitto Perfetto  

do kvasinkového kmene S. cerevisiae yLFM-RE. 

Označení Sekvence RE ve směru 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 

Trim32 RE 
CGACAAGCCCCAGCATGCTGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

CT 

Trim32 RE + G4 
CGACAAGCCCCAGCATGCTGGGGAGGCGGGGCTCAGTGACGGAC

AGGGA 

PU21         GAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA 

4.1.2 DNA 

• Syntetické oligonukleotidy: Sigma Aldrich 

o dsDNA: 5‘-[6-FAM]ACTCAGTTTAACTCACACA-3‘ 

5‘-TGTGTGAGTTAAACTGAGT-3' 

o PGM2: 5‘-[6-FAM]AGACATGCCTAGGCATGTCT-3‘ 

o KSHV: 5‘-[6-FAM]GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG-3‘ 

• Plazmidy použité pro izolaci proteinů 

o Plazmid pET15b p53-WT (selekční marker Ampicilin) 
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o Plazmid pET15b p53-R175H (selekční marker Ampicilin) 

o Plazmid pET15b p53-R273H (selekční marker Ampicilin) 

• Plazmidy použité pro AFM 

o Plazmid pBluescript SK II (-) – komerčně dostupný plazmid s negativním 

nadšroubovicovým vinutím, v experimentech použit jako model pro dsDNA 

(selekční marker Ampicilin) 

o Plazmid pPGM2 – plazmid s negativním nadšroubovicovým vinutím odvozený 

od pBluescript s inzercí palindromu, v experimentech použit jako model  

pro křížovou strukturu (selekční marker Ampicilin) 

o Plazmid 3GC – plazmid s negativním nadšroubovicovým vinutím odvozený  

od pBluescript s inzercí G-kvadruplexu, v experimentech použit jako model  

pro G-kvadruplexovou strukturu (selekční marker Ampicilin) 

• Plazmidy použité pro experimenty v kvasinkovém isogenním systému 

o Plazmid pRS314 (selektovatelný marker kvasinek – TRP1; selektovatelný 

marker bakterií – ampicilin (Amp); použit jako prázdný vektor) 

o Plazmid pRS315 (selektovatelný marker kvasinek – LEU2; selektovatelný 

marker bakterií – Amp; použit jako prázdný vektor) 

o Plazmid pLS-WT – produkuje protein p53 standardního typu, konstitutivní 

exprese podmíněná ADH promotorem (selektovatelný marker 

kvasinek – LEU2; selektovatelný marker bakterií – Amp) 

o Plazmid pTSG-R175H – produkuje mutovaný protein p53-R175H, inducibilní 

exprese podmíněná GAL1 promotorem (selektovatelný marker 

kvasinek – TRP1; selektovatelný marker bakterií – Amp) 

o Plazmid pTSG-R273H – produkuje mutovaný protein p53-R273HH, inducibilní 

exprese podmíněná GAL1 promotorem (selektovatelný marker 

kvasinek – TRP1; selektovatelný marker bakterií – Amp) 

• Další genetický materiál 

o Nosičová jednořetězcová DNA – Salmon Sperm ssDNA; Thermo Fisher 

Scientific 

4.1.3 Antibiotika a protilátky 

• Ampicilin (100 µl·l-1) 

• Chloramfenikol (25 µl·l-1) 

4.1.4 Chemikálie 

V rámci práce byly použity následující chemikálie a komerčně dostupné sady. Další chemikálie, 

které se běžně vyskytují v biochemických a molekulárně-biologických laboratořích byly 

obstarány v nejvyšší možné čistotě a ze seznamu byly vynechány. 

• Primární myší monoklonální protilátka DO-1 (1:1 000) 

• Sekundární protilátka Anti-Mouse IgG s peroxidázou (1:10 000) 

• Adenin (Sigma-Aldrich) 

• Agar bakteriální (Oxoid) 
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• Akrylamid:Bisakrylamid, 19:1 (Serva) 

• Akrylamid:Bisakrylamid, 37,5:1 (Serva) 

• Ampicilin (Biotika) 

• Bradfordovo činidlo (Serva) 

• Bromfenolová modř (Lachema) 

• Butanol (Penta) 

• Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva) 

• Detekční sada pro bioluminescenci; Bright Glo Luciferase assay (Promega) 

• Dodecylsíran sodný (Serva) 

• Ethylendiamintetraoctová kyselina (Lach-ner) 

• Formamid (Penta) 

• Glukóza (Lach-ner) 

• Glycerol (Lach-ner) 

• Glycin (Lach-ner) 

• Chemiluminiscenční substrát, ECL Western Blot detection kit (Thermo Fischer) 

• Chloramfenikol (Duchefa Biochemie) 

• Imidazol (Serva) 

• Inhibitory proteáz (Roche) 

• Isopropanol (Penta) 

• Isopropyl β-D-1-thiogalaktopyranosid (MP Biomedicals) 

• Kvasinkový extrakt (Duchefa Biochemie) 

• Kyselina octová (Lach-ner) 

• Metanol (Penta) 

• Merkaptoethanol (Serva) 

• Passive Lysis Buffer (Promega) 

• Peroxodisíran amonný (VWR Life Science) 

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

TEK) 

• Stains-all (Sigma-Aldrich) 

• Sušené odtučněné mléko (Nutistar) 

• Talon metal affinity Resign (Takara) 

• Tetramethylethylendiamin (Sigma Aldrich) 

• Tris (Serva) 

• Triton X-100 (Roth) 

• Trypton (Duchefa Biochemie) 

• Xylencyanová fialová (Sigma Aldrich) 

• Základ pro kompletní kvasinkové médium (Sigma Aldrich) 

• Základní médium s dusíkem pro kvasinky (Sigma Aldrich) 

4.1.5 Přístrojové vybavení 

• Autokláv Microjet Personal microwave autoclave (Enbio) 

• CD spektropolarimetr Jasco-815 (Jasco International Co.) 

• Centrifuga 5 804 R (Eppendorf) 
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• Centrifuga Mini Spin plus  (Eppendorf) 

• Elektroforetická aparatura Mini Protean Tetra Cell Systém (Bio-Rad) 

• Elektroforetická aparatura Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) 

• ELISA Reader Synergy H1 Hybrid Multi-mode Reader (Bio Tek) 

• Homogenizátor Pellet mixer (VWR) 

• Inkubátor Innova 44 (New Brunswick Scientific) 

• LAS 3 000 (FUJIFILM) 

• Magnetická míchačka MSH-30A (WiseStir) 

• Naklánědlo Multi Rotator RS-60 (Biosan) 

• Předvážky TE 412 (Sartorius) 

• Spektrofotometr NanoDrop DS-11 FX (DeNovix) 

• Spektrofotometr Specord 200 Plus (Analytik Jena) 

• Sonikátor Dynatech (Dynatech) 

• Termoblok Thermomixer comfort 1,5 ml (Eppendorf) 

• Třepačka Yellow line os 5 basic (Marconi) 

• Vortex IKA 4 digital (IKA) 

• Zdroj napětí PowerPac 300 (Bio-Rad) 

4.2 Složení médií a dalších použitých roztoků 

LB médium tekuté 1,0 % trypton, 0,5 % kvasinkový extrakt, 

1,0 % NaCl 

Kompletní tekuté neselektivní médium 

(YPDA) 

50 g·l-1 YPD broth, 200 mg·l-1 adenin 

Kompletní pevné neselektivní médium 

(YPDA misky) 

50 g·l-1 YPD broth, 200 mg·l-1 adenin,  

2 % agar 

Syntetické leucin-tryptofan selektivní misky 

ltA 

6,7 g·l-1 Yeast Nitrogene base, 2 % agar, 

2 % dextróza, 200 mg·l-1 adenin, 20 mg·l-1 

histidin, 90 mg·l-1 lysin, 20 mg·l-1 uracil 

Syntetické leucin-tryptofan selektivní tekuté 

médium (SRltA – luciferázové testy)  

6,7 g·l-1 Yeast Nitrogene base, 2 % rafinosa, 

200 mg·l-1 adenin, 20 mg·l-1 histidin, 90 

mg·l-1 lysin, 20 mg·l-1 uracil 

Eluční pufr 500 mM imidazol, 20 mM Tris (pH 8), 500 

mM NaCl, 1 mM β-Merkaptoetanol, 5 % 

glycerol 

Lyzační pufr 5 mM imidazol, 20 mM Tris, 500 mM NaCl 

1 mM β-Merkaptoetanol, 0,1 % Triton      

X-100, 5 % glycerol 

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

500 mM NaCl, 1 mM β-ME, 5 % glycerol 

Vazebný pufr 5 mM imidazol, 20 mM Tris, 500 mM 

NaCl, 1 mM β-Merkaptoetanol, 5 % 

glycerol 

Akrylamid; 5% 5 % 37,5:1 akrylamid:bisakrylamid, 

0,375 M Tris (pH 8,8), 0,1 % SDS, Persíran 

amonný (0,005x AA), 

Tetramethylethylendiamin (0,003x AA) 

Akrylamid; 15% 15 % 37,5:1 akrylamid:bisakrylamid 
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0,375 M Tris (pH 8,8), 0,1 % SDS, Persíran 

amonný (0,005x AA), 

Tetramethylethylendiamin (0,003x AA) 

Blokovací roztok 1x PBS, 5 % odtučněné sušené mléko 

Blotovací pufr; 10x 25 mM Tris, 0,192 M glycin, pH 8,3 

Coomassie Blue; barvicí roztok 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 

50 % metanol, 10 % kyselina octová 

CSB nanášecí pufr; 5x 100 mM Tris (pH 6,8), 10 % glycerol,  

4 % SDS, 200 mM β-merkaptoethanol,  

0,1 % bromfenolová modrá 

Destain; odbarvovací roztok 40 % methanol, 10 % ledová kyselina 

octová 

PBS; 10x 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 100 mM 

Na2HPO3 

SDS-PAGE Running buffer; 10x 25 mM Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS, 

pH 8,3 

Akrylamid; 4% 4 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid,  

0,33x TBE, 50 mM KCl, Persíran amonný 

(0,005x AA), Tetramethylethylendiamin 

(0,003x AA) 

Akrylamid; 8% 8 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid,  

0,33x TBE, 50 mM KCl, Persíran amonný 

(0,005x AA), Tetramethylethylendiamin 

(0,003x AA) 

LB nanášecí pufr; 6x 40 % sacharóza, 0,2 % bromfenolová 

modrá, 0,2 % xylencyanová fialová 

TBE; 10x 900 mM Tris, 900 mM H3BO3, 10 mM 

EDTA (pH 8,3) 

Vazebný pufr; 20x 50 mM KCl, 5 mM Tris (pH 7),  

0,01 % Triton X-100 

LiAc/TE/PEG 100 mM dihydrátu octanu lithného,  

1x TE pufr, 58 % PEG 

LiAc/TE 100 mM dihydrátu octanu lithného,  

1x TE pufr 

TE pufr; 10x 100 mM Tris-HCl (pH 7,6), 10 mM EDTA, 

pH 8 

AFM pufr 4 mM HEPES, 5 mM KCl, 5 mM MgCl2 

Vazebný pufr (AFM) 5 mM Tris-HCl (pH 7,0), 1 mM EDTA, 

50 mM KCl, 0,01 % Triton X-100 

Fosfátový pufr KH2PO4 12,6 mM, K2HPO4 54 mM, 

glukóza 55,5 mM 

Lyzační pufr (PCR) 1 M LiAC, 20 % SDS 

TBE; 0,33x 10x TBE, 3 M KCl, 50 mM KCl 
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4.3 Metody 

4.3.1 Transformace bakterii 

Kompetentní buňky Escherichia coli BL21 Codon+ byly po rozmražení na ledě rozpipetovány 

do sterilních mikrocentrifugačních zkumavek po 50 µl. K buňkám byla následně přidaná 

plazmidová DNA (50 ng) pro expresi proteinů p53-WT, p53-R273H, p53-R175H. Rovněž byla 

připravena negativní kontrola bez plazmidové DNA. Buňky byly inkubovány 30 minut na ledě, 

poté byl proveden teplotní šok při 42 °C po dobu 45 s a buňky byly přesunuty na 2 minuty na 

led. Bylo přidáno 250 µl SOC media předehřátého na 37 °C. Buňky byly inkubovány při 37 °C 

a 250 rpm po dobu 1 hodiny. Na selektivní Petriho misky s obsahem antibiotika (ampicilin  

a chloramfenikol) bylo rozetřeno 100 µl směsi. Transformanty byly inkubovány do druhého 

dne při 37 °C. 

4.3.2 Izolace proteinů proteinovou afinitní chromatografií 

Proteiny rodiny p53 byly izolovány z předem připravených bakteriálních kultur E. coli BL21 

Codon+. Buňky byly transformovány plazmidovými vektory pET15b, které produkovaly 

proteiny spojený s polyhistidinovou kotvou (tzv. His-tag). Následné izolace a purifikace byly 

provedeny dle postupu níže. Výsledná koncentrace proteinu byla stanovena 

spektrofotometricky metodou dle Bradforda. 

4.3.2.1 Příprava bakteriální kultury 

První den byla do 10 ml LB média obsahujícího antibiotika ampicilin a chloramfenikol 

s koncentracemi 100 a 25 µl·l-1 zočkována kultura Escherichia coli BL21-CodonPlus, která 

byla uchovávána v mrazícím boxu při -80 °C. Inokulant byl kultivován do dalšího dne  

za stálého třepání při 37 °C. Další den bylo 10 ml média s narostlou kulturou přeneseno do 

předehřátého LB média s přídavkem obou antibiotik a 50 µM ZnCl2 o objemu 1 l. Takto 

připravené médium bylo kultivováno v 5 l kultivační Erlenmeyerově baňce za stálého třepání 

při 37 °C. Během inkubace byla průběžně sledována hodnota optické hustoty kultury UV/VIS 

spektrometrem Specord PLUS 210 při vlnové délce 600 nm proti slepému vzorku, slepým 

vzorkem bylo médium bez kultury. Po dosažení absorbance 0,6 byl z bakteriální kultury 

odebrán 1 ml jako kontrola exprese proteinu před indukcí (K1). Následně byl přidán 1,0 ml 

1,0M roztoku IPTG, který indukoval expresi proteinů p53 s polyhistidinovou kotvou. Kultura 

byla inkubována do druhého dne v kultivační Erlenmeyerově baňce při 16 °C a 100 rpm. 

4.3.2.2 Lýze buněk 

Z bakteriální kultury po indukci byla odebráno 1 ml kultury jako kontrola K2. Obsah kultivační 

Erlenmeyerovy baňky byl převeden do centrifugačních kyvet a centrifugován při 6 500 g  

po dobu 20 minut. Lýze buněk byla prováděna na ledě. Supernatant  

byl po centrifugaci odebrán a do jedné z kyvet bylo přidáno 40 ml lyzačního pufru 

s rozpuštěnou tabletou inhibitorů proteáz. Obsah kyvety byl resuspendován homogenizátorem, 

převeden do další kyvety a znovu resuspendován. Krok byl opakován u všech kyvet. Výsledná 
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směs bakteriální kultury s roztokem inhibitorů byla sonikována na ledě při amplitudě 60 %, 

v deseti cyklech, po dobu 30 sekund s 30sekundovými přestávkami. Lyzované buňky byly 

centrifugovány při 4 °C a 14 000 g po dobu 30 minut. Supernatant byl převeden  

do centrifugačních zkumavek a pelet, který obsahoval nerozpustný protein, byl odstraněn.  

Ze supernatantu byl odebrán 1 ml vzorku jako kontrola K3. 

4.3.2.3 Izolace proteinů p53 

Ke 4 ml promytých kuliček TALON Metal Affinity resin 635504 Clontech ve směsi s ethanolem 

bylo přidáno 40 ml vazebného pufru a směs byla důkladně promíchána. Následovala 

centrifugace při 4 °C a 2 000 g po dobu 5 minut. Supernatant z centrifugace buněk byl přidán 

ke kuličkám TALON Metal Affinity resin a ponechán při 4 °C na naklánědle Multi Rotstor RS-

60 podobu 1,5 hodiny. Směs byla stočena při 2 000 g po dobu 5 minut. Ze supernatantu po 

centrifugaci byla odebrána kontrola vzorku K4, 1 ml. Zbylý supernatant byl odstraněn. K peletu 

bylo přidáno 40 ml vazebného pufru a roztok byl důkladně promíchán a centrifugován při 4 °C 

a 2 000 g po dobu 5 minut. Ze supernatantu byl odebrán 1 ml vzorku jako kontrola K5. Zbytek 

supernatant byl odstraněn. K peletu bylo přidáno 40 ml promývacího pufru. Směs byla 

promíchána a spolu s kuličkami kvantitativně převedena do kolony. Kontrola K6 byla odebrána 

z přefiltrovaného promývacího pufru. Po přefiltrování veškerého promývacího pufru byla eluce 

indukována přídavkem 1 ml elučního pufru. Každý přídavek pufru byl odebrán jako 

jedna eluce. Celkem bylo odebráno šest elucí po 1 ml do 1,5ml mikrozkumavek. Pro 

spektrofotometrické stanovení koncentrace proteinů v eluci a Western blot bylo odebráno 

z každé eluce 50 µl. Vzorky elucí byly následně zmraženy pomocí tekutého dusíku a 

uchovávány při -80 °C.  

4.3.3 Western blot  

K charakterizaci izolovaných proteinů (ověření stavu fragmentace, oligomerizace a eventuální 

kontaminace jinými proteiny), byl proveden Western blot. Byly připraveny  

dva polyakrylamidové gely o tloušťce 1,5 mm s přídavkem SDS (dodecylsíran sodný). 

Připravené gely byly tvořeny dvěma vrstvami. Spodní vrstva byla tvořena 10% akrylamidem 

s SDS. Vrchní vrstva byla tvořena 5% akrylamidem s SDS. Polymerace byla indukována 

přídavkem APS (peroxodisíran amonný) a Temedu (N,N,N′,N′-tetramethylethan-1,2-diamin). 

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

Proteinové eluce byly přenášeny po 10 µl do čistých mikrozkumavek a následně bylo  

do mikrozkumavek přidáno 2,5 µl 5x koncentrovaného CSB (cytokin stabilizační pufr; z angl. 

cytokine stabilization buffer) pufru. Takto připravené vzorky byly poté po 5 µl pipetovány  

do jamek gelu. Stejným způsobem jako eluční vzorky byla připravená pozitivní kontrola  

(HIN-A doména proteinu IFI16), která také obsahovala polyhistidinovou kotvu. Vzorky kontrol 

K1 a K2 byly před pipetováním do mikrozkumavek krátce centrifugovány. Supernatant  

o objemu 20 µl byl přidán k 80 µl ultračisté vody a 20 µl 5x koncentrovaného CSB pufru.  

Do jamek gelů bylo naneseno 20 µl směsí. Vzorky kontrol K3–K6 o objemu 30 µl byly 

přeneseny do čistých mikrozkumavek obsahujících 7,5 µl 5x koncentrovaného CSB nanášecího 
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pufru. Do jamek gelu bylo pipetováno 18 µl připravených vzorků. Všechny vzorky před 

pipetováním do jamek elektroforetického gelu byly po dobu 5 minut denaturovány 

v termobloku při 95 °C. Rovněž byl nanesen komerční proteinový žebříček  

(10 000–250 000 Da). Vertikální elektroforéza probíhala v přítomnosti 1x koncentrovaného 

SDS-PAGE pufru po dobu 15 minut při 50 V, poté 15 minut při 100 V a poté při 150 V po dobu 

60 minut. Posléze byl jeden gel obarven pomocí barviva Coomassie Brilliant Blue a druhý byl 

použit na westernový přenos. 

4.3.3.2 Barvení gelu pomocí barviva Coomassie Brilliant Blue 

Jeden z gelů byl po SDS-PAGE vložen do skleněné vany a inkubován s barvivem Coomassie 

Brilliant Blue po dobu 20 minut, za stálého třepání (80 rpm) při laboratorní teplotě. Poté  

byl gel 3krát promyt odbarvovacím roztokem Destain za stálého třepání (80 rpm) vždy  

po 20 minutách. Po třetím promytí byl gel inkubován v roztoku Destain při laboratorní teplotě 

a za stálého třepání do druhého dne. Gel byl snímán kolorimetricky. 

4.3.3.3 Westernový přenos 

Druhý gel byl přenesen do prostředí obsahující 1x koncentrovaný blotovací pufr s přídavkem 

methanolu a překryt nitrocelulózovou membránou a dvěma vrstvami filtračního papíru. Takto 

připravený „sandwich“ byl vložen do blotovacího nástavce. Western Blot byl prováděn po dobu 

90 minut při 150 mA za přítomnosti 1x koncentrovaného blotovacího pufru. Následně byla 

provedena imunodetekce na nitrocelulózové membráně, která byla promytá 1x 

koncentrovaným roztokem PBS. 

4.3.3.4 Imunodetekce nitrocelulózové membrány 

Nitrocelulózová membrána byla inkubována 30 minut v blokovacím roztoku a následně zalita 

myší primární protilátkou (poměr 1:1 000) proti polyhistidinové kotvě. Membrána s protilátkou 

byla inkubována za stálého třepání do druhého dne při 4 °C. Následující den byla primární 

protilátka slita a membrána byla 5x promyta 1x koncentrovaným roztokem PBS – vždy  

po 5 minutách za stálého třepání (80 rpm). Membrána byla převrstvena myší sekundární 

protilátkou Anti-Mouse IgG obsahující peroxidázu v 10 ml blotovacího roztoku v poměru 

1:10 000. Membrána s protilátkou byla inkubována za stálého třepání (160 rpm) 1 hodinu  

za laboratorní teploty. Blokovací roztok obsahující sekundární protilátku byl slit a membrána 

byla 5x promývána 1x koncentrovaným PBS – vždy po 5 minutách a za stálého třepání. 

Následně byla membrána převrstvena 1 ml detekční směsi ECL Western Blot detection kit. 

Chemiluminescence byla snímána na přístroji Amersham Imager 680.  

4.3.4 Hybridizace oligonukleotidů 

Syntetické nukleotidy obsahující FAM značení byly hybridizovány dle postupu uvedeném 

v článku IFI16 Preferentially Binds to DNA with Quadruplex Structure and Enhances DNA 

Quadruplex Formation [137]. Oligonukleotidy, byly zředěny na koncentraci 10 μM  

1x koncentrovaným TE pufrem, který obsahoval 50 mM KCl. Takto připravené vzorky byly 
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denaturovány při 95 °C po dobu 10 min. Zdenaturované vzorky byly postupně ochlazovány  

na laboratorní teplotu.  

4.3.5 Elektroforetické testy posunu mobility (EMSA) 

Vazba vybraných proteinů p53 k hybridizovaným oligonukleotidům s předpokladem tvorby 

různých sekundárních struktur in vitro byla provedena pomocí EMSA v akrylamidovém gelu. 

Označené oligonukleotidy o koncentraci 5 pmol a proteiny p53 byly smíchány v různých 

poměrech (1:0 / 1:1 / 1:2 / 1:4 / 1:8 / 1:16) v 15 µl vazebného DNA pufru a DTT o výsledné 

koncentraci 1x (vazebný pufr) a 1mM (DTT) a dále inkubovány 10 min při 4 °C a dány  

na nedenaturující polyakrylamidové gely tvořené 4% horní a 8% spodní vrstvou obsahující 

akrylamidu:bisakrylamidu v poměru 19:1 a přídavkem 0,33x TRIS-borát-EDTA pufru  

a 50 mM KCl. Elektroforéza byly provedena po dobu 1,5 hodin při 50 V při 4 °C. Vazebné 

experimenty byly provedeny se vzorky elucí, které na základě spektrofotometrického stanovení 

vykazovaly nejvyšší koncentrace proteinu a na základě předešlé charakterizace SDS-PAGE  

a westernového přenosu vykazovaly nejvyšší čistotu. 

4.3.6 Mikroskopie atomárních sil (AFM) 

Vzorky elucí proteinů byly smíchány s 200 ng plazmidů v molárním poměru 1:16, ke směsi byl 

přidán vazebný pufr a ultračistá voda do výsledného objemu 20 µl. Vzorky byly inkubovány 

15 min a poté k nim bylo přidáno 80 µl AFM pufru. Vzorky byly po 10 µl přeneseny na slídové 

terčíky a ponechány 5 min schnout, následně byly promyty 2 ml vody a ponechány do druhého 

dne v sušárně při teplotě 37 °C. Snímky byly získány pomocí elektrochemického sytému 

AFM/STM Multimode 8 (Veecco, USA), pracujícího v režimu ScanAsyst při pokojové teplotě 

na vzduchu. Získané snímky byly následně analyzovány pomocí programu Gwyddion. 

4.3.7 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Pro extrakci genomové DNA z kvasinkových kmenů byl využit protokol Extraction of genomic 

DNA from yeasts for PCR-based applications [138]. Z křížových roztěrů příslušných kmenů na 

Petriho miskách byla odebrána vždy 1 kolonie, která byla resuspendována ve 100 µl PCR 

lyzačního pufru s 1% SDS. Připravená směs byla inkubována po dobu 5 min při teplotě 70 °C. 

Dalším krokem bylo přidání 300 µl 99,98% ethanolu pro UV spektroskopii a promíchání 

směsi pomocí vortexu. Poté byla směs pufru, alkoholu a vzorku inkubována při 70 °C po dobu 

5 minut. Směs byla po inkubaci centrifugována po dobu 3 min při 14 000 rpm. Supernatant  

byl odsát a pelet byl promyt 300 µl 70% ethanolu. Směs byla promíchána na vortexu a opět 

centrifugována za stejným podmínek, jako v předešlém kroku. Dále byl supernatant znovu 

odsát a k peletu bylo přidáno 100 µl ultračisté vody, ve které byl následně resuspendován  

a stočen po dobu 15 s při 14 000 rpm. Supernatant izolované genomové DNA o objemu 1 μl  

byl pipetován k PCR směsi obsahující následující komponenty:  

• 5 µl 10x PCR pufru 

• 4 µl 2,5 mM dNTPs 

• 1 µl primeru Luc-zpětný o koncentraci 10 μM 

• 1 µl primeru Ade-přímý o koncentraci 10 μM  
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• 0,25 µl Taq polymerásy  

• 37,75 µl ultračisté vody 

Počáteční denaturace při PCR reakci trvala 8 min při teplotě 94 °C, poté proběhlo 

35 opakujících se cyklů denaturace, nasednutí primerů a polymerace, kdy krok denaturace 

(94 °C) probíhal po dobu 1 min, krok nasedání primerů (55 °C) trval 1 min a následná 

polymerace probíhala při 72 °C po dobu 2 min. Závěrečná elongace probíhala 5 min za teploty 

72 °C. 

Po ukončení PCR bylo naneseno 10 µl směsi na 1% agarózový gel, který obsahoval 

barvivo Gel Red. Agarózová elektroforéza probíhala v prostředí 1x koncentrovaného TAE 

pufru za laboratorní teploty po dobu 45 min na 90 V. 

4.3.8 Přečistění DNA po PCR 

Přečistění vzorků DNA po PCR bylo provedeno na základě protokolu, přiloženého u použitého 

kitu (Qiagen). Směs obsahující amplifikovanou DNA byla přenesena do čisté mikrozkumavky 

a doplněna ultračistou vodou na objem 100 µl. Ke směsi bylo přidáno 500 µl vazebného pufru. 

Poté byl takto připravený roztok přenesen na kolonu a vše bylo centrifugováno při 14 000 rpm 

po dobu 1 min. Navázaná DNA byla 2x promyta pomocí promývacího pufru o objemu 500 µl 

a 200 µl. Po druhém promytí byla kolona přenesena do čisté mikrocentrifugační zkumavky.  

Na fritu s navázanou DNA byl nanesen eluční pufr o objemu 20 µl. Kolonka byla s DNA 

centrifugována při 14 000 rpm po dobu 1 min. Po izolaci byla proměřena koncentrace a čistota 

genomové DNA při 260 nm na přístrojI NanoDrop 2 000. Pomocí takto zjištěných koncentrací 

byl vypočten objem, který byl potřebný pro sekvenaci, aby bylo dosaženo koncentrace 5 ng/µl 

v 15 µl roztoku. Ke vzorkům byly přidány 2 µl primeru Luc-zpětný. Tyto vzorky byly následně 

odeslán do firmy Eurofins Genomics na Sangerovo sekvenování. 

4.3.9 Transformace kvasinkových kultur lithium-acetátovou metodou 

Pro transformaci kvasinkovývh kultur bylo nutné nejprve připravit bakteriální kultury k izolaci 

plazmidové DNA. K tomuto účelu byl použit E.Z.N.A Plasmid Mini Kit. Bakteriální kultury 

byly inkubovány v LB médiu s přídavkem ampicilinu v poměru 1:1 000, při 37 °C do druhého 

dne za stálého třepání. Druhý den bylo do čisté mikrotitrační zkumavky pipetováno 1 000 µl 

inokula, které bylo centrifugováno po dobu 1 minuty při 10 000 rpm. Supernant byl slit a poté 

bylo přidáno dalších 1 000 µl inokula. Tento krok byl opakován do doby, než došlo k získání 

obsahu z celého inokula. Následně bylo třeba provést lýzi buněk. Byl odstraněn supernatant  

a k peletu byl přidán roztok obsahují RNázy. Obsah byl centrifugován a přenesen do nové 

mikrotitrační zkumavky, do které bylo přidáno 250 µl roztoku obsahujícího lyzační enzymy. 

Směs byla jemně promíchána. Dále bylo k lyzovaným buňkám přidáno 350 µl neutralizačního 

roztoku. Směs byla opětovně promíchána otáčivými pohyby, dokud nevznikla bílá sraženina. 

Obsah zkumavky byl centrifugován při 14 000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant  

po centrifugaci byl přenesen na fritu kolonky pro izolaci pDNA, která byla centrifugována  

při 14 000 rpm po dobu 1 minuty. Filtrát byl slit a na kolonu bylo přidáno 500 µl HBC pufru 

s obsahem 100 % isopropanolu. Centrifugace byla provedena dle podmínek výše. Filtrát byl slit 

a bylo přidáno 700 µl DNA promývacího pufru obsahujícího 100 % ethanol. Centrifugace 
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probíhala při 14 000 rpm 30 vteřin. Filtrát byl odlit a znovu byla provedena centrifugace 

s prázdnou fritou k úplnému odstranění zbytků pufru. Kolonka byla přenesena do nové 

mikrocentrifugační zkumavky a frita byla promyta 75 µl elučního pufru. Frita s elučním pufrem 

byla inkubována po dobu 5 minut a následně byla centrifugována při 14 000 rpm po dobu 

1 minuty. U vzorků izolované pDNA byla stanovena koncentrace na NanoDropu proti elučnímu 

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 založeny do 5 ml YPDA tekutého 

média a inkubovány za stálého třepání při 30 °C do druhého dne. Druhý den bylo k 5 ml inokula 

přidáno 45 ml roztoku YPDA (kvasničný pepton dextróza adenin; z angl. yeast peptone 

dextrose adenine). Směs byla přelita do Erlenmeyerovy baňky a třepána 4 hodiny při 30 °C. 

Kvasinková kultura byla po 4 hodinách stočena po dobu 3 minut a 8 000 rpm. Supernatant byl 

odlit a k buňkám bylo přidáno 50 ml ultračisté vody. Pelet byl protřepán a 3 minuty 

centrifugován při 8 000 rpm. Supernatant byl slit a k peletu bylo přidáno dalších 10 ml vody  

a krátce centrifugováno. Po promytí bylo k peletu přidáno 10 ml ultračisté vody a opět 

centrifugováno za stejných podmínek. Pelet byl znovu promyt 3 ml LiAc/TE pufrem. Buňky 

byly zakoncentrovány v 600 µl LiAc/Te pufru.  

K 50 µl kompetentních buněk bylo přidáno 300 µl PEG (polyethylenglykol)/LiAc/TE, 2 µl 

plazmidu nebo 3 µl oligonukleotidu, 5 µl salmon sperm v koncentraci 10 mg/ml. Salmon sperm 

byl samotný inkubován před přidáním do směsi po dobu 10 min na 95 °C, poté byl přemístěn 

na led. Následně byly mikrocentrifugační zkumavky obsahující pelet a transformační směs 

centrifugovány po dobu 30 min a poté dány do vodní lázně při 42 °C a 15 min. Následně byly 

opět centrifugovány při 3 000 g po dobu 3 min. PEG byl odsát a pelet byl resuspendován  

ve 100 µl vody. Transformanty byly rozetřeny na selektivní Petriho misky a inkubovány 2 dny 

při 30 °C. 

4.3.10 Luciferázové reportérové testy 

Bylo odebráno šest kolonií z kvasinkových transformantů a ty byly rozetřeny na selektivní ltA 

misky po šesti čtvercích. Takto připravené roztěry byly inkubovány po dobu 2 dnů při 30 °C.  

Po 2 dnech bylo odebráno z každého transformatu (z pěti roztěrů) malé množství buněčné 

kultury, které bylo resuspendováno ve 200 µl syntetického leucin-tryptofan selektivního 

tekutého média s glukosou (SRltA médium) v 96 jamkové titrační destičce. Následně bylo 50 µl 

z těchto zásobních kultur přeneseno do SRltA média s galaktosou o koncentraci 0,032 %, 

dalších 50 µl bylo přeneseno do SRltA média s galaktosou o koncentraci 2 %. Takto připravené 

kultury byly inkubovány 6 hodin při 30 °C za stálého třepání. Po 6 hodinách bylo k 10 µl vzorků 

přidáno 10 µl 2x koncentrovaného lyzačního pufru Passive Lysis Buffer v poměru 1:1. Směs 

byla poté 15 min inkubována za stálého třepání při 500 rpm za laboratorní teploty. Poté bylo 

přidáno 10 µl luciferázového substrátu Bright Glo Luciferase assay a ihned po inkubaci byla 

změřena bioluminiscence a optická hustota kultur při vlnové délce 600 nm (OD600) pomocí 

přístroje Synergy Hybrid Multi-Mode Microplate Reader.  
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 Izolace a charakterizace proteinů 

Cílem této diplomové práce bylo mimo jiné izolovat a purifikovat protein p53 a jeho mutanty 

R175H a R273H z bakteriálního expresního systému. K následujícím experimentům (vazebné 

experimenty, AFM) bylo třeba získat proteiny splňující několik kritérií – proteiny musely být 

získány v co nejvyšší koncentraci a zároveň musely být co možná nejčistší a nefragmentované. 

Proteiny byly izolovány dle postupů popsaných v podkapitole 4.3.2 Izolace proteinů afinitní 

chromatografií. Jako pozitivní kontrola byla použita HIN A doména proteinu IFI16 obsahující 

His-tag kotvu. Během izolace byly odebírány kontroly K1–K6 a 6 elucí od každého proteinu 

p53. Zjištění stavu fragmentace proteinu bylo provedeno pomocí Western blot metody a barvení 

gelu pomocí barviva Coomassie Blue. Vzorky byly separovány pomocí vertikální elektroforézy 

ve dvouvrstvých polyakrylamidových gelech s SDS. Pro každý protein byly připraveny 2 gely, 

z nichž jeden byl následně barven a druhý byl použit pro westernový přenos. Do jamky 1  

byl nanesen proteinový žebříček, který má rozsah 10–250 kDa, jamky 2 až 7 obsahovaly vzorky 

kontrol K1–K6, do jamek 8 až 13 byly pipetovány vzorky elucí E1–E6 proteinů p53.  

Do jamky 14 byla pipetována pozitivní kontrola s polyhistidinovou kotvou, jamka 15 

obsahovala žebříček. Na obrázcích 5.1.1 až 5.1.3 jsou výsledky barvení a odbarvení gelů 

pomocí barvícího roztoku Coomassie Blue a odbarvovacího roztoku Destain. Proteiny  

na druhém gelu byly přeneseny pomocí westernového přenosu na nitrocelulózovou membránu 

a jejich přítomnost byla prokázána pomocí imunodetekce. Na nitrocelulózovou membránu byla 

nanesena myší primární monoklonální protilátka mající afinitu His-tag kotvě. Sekundární 

protilátka Anti-Mouse IgG byla konjugována s peroxidázou. Chemiluminescence byla snímána 

přístrojem Amersham Imager 680. Výsledky imunodetekce zachycují obrázky 5.1.4 až 5.1.6. 

 

Obrázek 5.1.1: Gel po barvení barvivem Coomassie Blue, potvrzující výskyt proteinu p53-WT.  

Bylo naneseno 6 kontrolních vzorků, pozitivní kontrola a 6 elucí z nichž nejvyšší koncentraci měly eluce 

E3 až E5, kde je patrný protein o velikosti 55 kDa. 
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Obrázek 5.1.2: Gel po barvení barvivem Coomassie Blue, potvrzující výskyt proteinu p53-R175H. 

Bylo naneseno 6 kontrolních vzorků, pozitivní kontrola a 6 elucí z nichž nejvyšší koncentraci měly eluce 

E4 až E6, kde je patrný protein o velikosti 55 kDa. 

 

Obrázek 5.1.3: Gel po barvení barvivem Coomassie Blue, potvrzující výskyt proteinu p53-R273H. 

Bylo naneseno 6 kontrolních vzorků, pozitivní kontrola a 6 elucí z nichž nejvyšší koncentraci měly eluce 

E3 až E6, kde je patrný protein o velikosti 55 kDa. 
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Obrázek 5.1.4: Nitrocelulozová membrána s proteinem p53-WT po imunodetekci. V jamkách  

se nacházel žebříček s rozsahem 10–250 kDa, dále jamky obsahovaly kontroly, označené K1–K6, 

odebírané v průběhu izolace. Jamky označeny E1–E6 obsahují vzorky elucí proteinu p53-WT plné délky. 

Předposlední dráha obsahovala pozitivní kontrolu. 

 

 

Obrázek 5.1.5: Nitrocelulozová membrána s proteinem p53-R175H po imunodetekci. V jamkách  

se nacházel žebříček s rozsahem 10–250 kDa, dále jamky obsahovaly kontroly, označené K1–K6, 

odebírané v průběhu izolace. Jamky označeny E1–E6 obsahují vzorky elucí proteinu p53-R175H plné 

délky. Předposlední dráha obsahovala pozitivní kontrolu. 
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Obrázek 5.1.6: Nitrocelulozová membrána s proteinem p53-273H po imunodetekci. V jamkách  

se nacházel žebříček s rozsahem 10–250 kDa, dále jamky obsahovaly kontroly, označené K1–K6, 

odebírané v průběhu izolace. Jamky označeny E1–E6 obsahují vzorky elucí proteinu p53-R273H plné 

délky. Předposlední dráha obsahovala pozitivní kontrolu. 

Obrázky potvrzují přítomnost proteinu p53 i jeho mutantních forem p53 R175H a p53 

R273H v elucích E2–E6. Proteiny byly izolované v plné délce a dle výsledků se významně 

nefragmentovaly. Nejvyšší a nejlepší výtěžky byly naměřeny pro eluce E3–E5. Na snímku 

odbarveného gelu pro mutant R175H (Obrázek 5.1.2) je jasně patrný nižší signál oproti WT,  

či mutantu R273H. Přestože byly výtěžky mutantu R175H nižší, byly dostatečné pro vazebné 

experimenty a mikroskopii atomárních sil. 

Jak vidíme na obrázku 5.1.4 protein p53 standardního typu se nachází zejména v elucích  

E2–E6, dle snímku se p53-WT nacházel i v první eluci, ale jeho koncentrace zde byla nižší  

než v dalších elucích. Mutantní forma R175H (Obrázek 5.1.5) vykazovala zřetelný band  

ve vzorcích elucí E3–E5, zatímco v elucích E1, E2 a E6 byla přítomnost mutantu již opravdu 

velmi málo patrná, což odpovídá buď špatnému rozlišení při pořizování snímku, nebo příliš 

nízké koncentraci proteinu v elucích. Mutantní forma R273H (Obrázek 5.1.6) má nejvýraznější 

bandy v elucích E1–E4, poté jeho eluované množství evidentně klesalo.  

Takto bylo prokázáno, že ve vzorcích elucí izolovaných proteinů se nachází námi 

studovaný protein a jeho mutanti. Pro sledování vazby proteinu p53 a jeho mutantů na DNA  

ve vazebných experimentech, bylo nutné stanovit přesnou koncentraci proteinu ve vzorcích 

elucí. Což bylo provedeno pomocí spektrofotometrické metody dle Bradfordové. Vzorky byly 

smíchány s roztokem 1x koncentrovaného Bradfordova činidla a přeneseny na 96jamkovou 

destičku a po 10 minutách inkubace při laboratorní teplotě byla stanovena jejich koncentrace 

pomocí přístroje Hybrid Reader. Výsledky jsou uvedeny v Tabulka 5.1.1.  
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Tabulka 5.1.1: Stanovení koncentrace izolovaných proteinů. 

Protein 
Koncentrace proteinu [g/l] 

E1 E2 E3 E4 E5 E6 

p53-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 když se zdálo, že dle snímku gelu po odbarvení (Obrázek 5.1.2) a nitrocelulózové 

membrány (Obrázek 5.1.5) bude nejnižší koncentrace vždy u p53-R175H, je patrné,  

že koncentrace v případě E4 a E5 je mírně vyšší než u p53-WT. Ovšem při E3 je koncentrace 

srovnatelná s mutantem R273H, který dosahoval nejlepších výsledků. Na odbarveném snímku 

R175H bylo předpovídáno, že se nebude nacházet žádný detekovatelný protein, ovšem  

na snímku nitrocelulózové membrány byl již band výrazný, což odpovídalo i stanovené 

koncentraci 0,571 g·l-1. Naopak u snímku nitrocelulózové membrány p53-WT (Obrázek 5.1.4) 

byl nejvýraznější band v E6, ovšem ani odbarvení, ani stanovení koncentrace, tento trend 

neprokázalo. Koncentrace byla pouze 0,187 g·l-1. Nejvyšší výtěžky dle předpokladu měl mutant 

R273H, který je obecně velmi stabilní. Koncentrace elucí E1 a E6 nebyly pro další experimenty 

využity z důvodu jejich nízkých hodnot u p53-WT a R175H. Pro další experimenty byly 

použity 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 mutantů in vitro k DNA s potenciálem tvorby různých 

sekundárních struktur DNA bylo využito elektroforetického testu posunu mobility (EMSA) 

pomocí dvouvrstvého polyakrylamidového gelu s TE pufrem a 50 mM KCl. Vazebné 

experimenty vycházely z interakce hybridizovaných FAM značených oligonukleotidů 

s proteiny izolovanými a charakterizovány dle předešlé kapitoly. 

Vazebné experimenty byly provedeny se vzorky elucí E3 (WT a R273H),  

nebo E4 (R175H), které měly dle charakterizace stanovení nejvyšší koncentrace daných 

proteinů bez nežádoucí fragmentace. V případě interakce proteinu s fluorescenčně značeným 

oligonukleotidem se vazba projevuje jako úbytek volné DNA a tvorbou komplexu DNA:protein 

[139]. Na obrázcích 5.2.1 až 5.2.3 jsou vidět výsledky výskytu volné DNA a DNA v komplexu 

s proteiny. Protein p53 standardního typu (nebo jeho mutanti R175H a R273H)  

byl smíchán s dvouřetězcovou DNA v molárním poměru DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16, 

dále ve stejném poměru byly smíchány s PGM2, tvořící křížové struktury v DNA, a nakonec 

byly smíchány s oligonukleotidem KSHV tvořící G-kvadruplexové struktury.  

Obrázek 5.2.1 dokládá interakci jednotlivých DNA s proteinem p53-WT. Ze snímku  

je patrné, že komplex proteinu p53WT s dsDNA se tvoří již při molárním poměru 1:2, ale 

charakter pásů v gelu naznačuje nespecifickou vazbu. Pravděpodobně způsobenou velikostí 

duplexu, u křížových struktur tvořených v DNA se tento komplex vytváří již při poměru 1:4  

a vazba ukazuje na specifickou interakci. V případě G-kvadruplexu se komplex vytvoří  

už molárního poměru 1:2 a opět poukazuje na specifickou vazbu. V molárním poměru 

DNA:protein 1:16 se již neobjevuje volná DNA u žádné z DNA a tvoří se převážně komplexy.  
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Obrázek 5.2.1: Vazebné experimenty proteinu p53-WT v nativním polyakrylamidovém gelu. Snímky byly 

pořízeny z různých gelů. Šipka vespod označuje výskyt volné DNA. Šipka nahoře značí místo výskytu komplexu 

DNA-protein. Jamky 1, 7 a 13 obsahují volnou DNA (fluorescenčně značený oligonukleotid) bez proteinu.  

(A) Starty 2–6 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu p53-WT v molárních poměrech DNA:protein 1:1, 

1:2, 1:4 a 1:8 a 1:16. (B) Starty 8–12 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu p53-WT v molárních 

poměrech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16. (C) Starty 14–18 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu 

p53-WT v molárních poměrech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16. 

Obrázek 5.2.2 s vazbu mezi mutantní formou p53 R175H a různými typy DNA ukazuje 

výrazně nižší afinitu R175H oproti WT proteinu. Komplex v případě dsDNA nebyl na gelu 

patrný ani v poměru 1:16, i když již zcela vymizela volná DNA (k úbytku docházelo již při 

molárním poměru DNA:protein 1:2). V případě křížových struktur se komplex DNA:protein 

začíná tvořit v poměru již 1:1 a volná DNA kompletně vymizela při poměru 1:16. Nicméně 

nelze prokázat o jaký typ vazeb se jedná, protože opět nebyly na gelu patrné signály v oblasti, 

kde byly proteinové komplexy očekávány. U sekvence s tvorbou G-kvadruplexu  

se ovšem objevuje komplex již v poměru 1:1 (viditelné i v jamce gelu), jak tomu bylo  

i v případě p53WT a volná DNA v poměru 1:16 zcela vymizí. 
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Obrázek 5.2.2: Vazebné experimenty proteinu p53-R175H v nativním polyakrylamidovém gelu. 

Snímky byly pořízeny z různých gelů. Šipka vespod označuje výskyt volné DNA. Šipka nahoře značí místo 

výskytu komplexu DNA-protein. Jamky 1, 7 a 13 obsahují volnou DNA (fluorescenčně značený 

oligonukleotid) bez proteinu. (A) Starty 2–6 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu p53-R175H 

v molárních poměrech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8 a 1:16. (B) Starty 8–12 obsahují DNA s rostoucí 

koncentrací proteinu p53-R175H v molárních poměrech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16.  

(C) Starty 14–18 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu p53-R175H v molárních poměrech 

DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16. 

 

Interakci mutantní formy p53-R273H vyobrazuje obrázek 5.2.3. R273H s dsDNA  

a křížovou strukturou DNA vykazuje tvorbu komplexu v poměru 1:8, zatímco s DNA 

s potenciálem tvorby G-kvadruplexu se komplex R273H s DNA tvořící stejně jako  

u p53-R175H již v poměru 1:1. Největší afinitu k vazbě na dsDNA vykazoval překvapivě 

mutant R175H a poté p53-WT s nespecifickou vazbou následovaný mutantem R273H s blíže 

necharakterizovanou vazbu. Nicméně charakter komplexů nebyl jasně rozlišen, což poukazuje 

spíše na nespecifickou vazbu. V případě křížové struktury vykazoval nejvyšší vazbu mutant 

R175H, následovaný proteiny WT a R273H. Nejvyšší afinitu k vazbě G4 DNA tedy vykazuje 

p53-WT, dále mutant R175H, a nakonec mutant R273H. Nižší afinita k vazbě na DNA  

je u mutantů dána pravděpodobně tím, že u nich dochází k mutaci v oblasti DBD, která 

ovlivňuje vazbu na DNA.  
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Obrázek 5.2.3: Vazebné experimenty proteinu p53-R273H v nativním polyakrylamidovém gelu. 

Snímky byly pořízeny z různých gelů. Šipka vespod označuje výskyt volné DNA. Šipka nahoře značí místo 

výskytu komplexu DNA-protein. Jamky 1, 7 a 13 obsahují volnou DNA (fluorescenčně značený 

oligonukleotid) bez proteinu. (A) Starty 2–6 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu p53-R273H 

v molárních poměrech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 1:8 a 1:16. (B) Starty 8–12 obsahují DNA s rostoucí 

koncentrací proteinu p53-R273H v molárních poměrech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16.  

(C) Starty 14–18 obsahují DNA s rostoucí koncentrací proteinu p53-R273H v molárních poměrech 

DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16. 

5.3 Mikroskopie atomárních sil 

Pomocí mikroskopie atomárních sil byla analyzována vazba p53 standardního a jeho 

mutantních forem na různé struktury DNA. Protože dosud využívané oligonukleotidy byly 

příliš malé pro zobrazení, byly využity plazmidy, které obsahovaly inkorporované sekundární 

struktury. Jako model klasické dsDNA byl použit plazmid pBluescript SKII (-) s negativním 

nadšroubovicovým vinutím, které mělo podporovat formování lokálních nekanonických 

struktur. Pro křížovou strukturu byl využit plazmid pBluescript PGM2 a jako modelová 

struktura G-kvadruplexu byl použit pBluescript 3GC. Byly vyhotoveny snímky všech 

zkoumaných struktur DNA pro p53-WT i pro mutanty p53-R175H a p53-R273H.  

Obrázek 5.3.1 zobrazuje přirozeně se vyskytují protein p53-WT vázaný na vybrané 

sekundární struktury DNA. Jak je z obrázku patrné, protein p53-WT vázal DNA bez ohledu  

na sekundární strukturu, přestože ani jeden z použitých plazmidů neobsahoval konsenzuální 

sekvenci pro vazbu proteinu p53. Vazba p53-WT na křížové struktury a struktury  

G-kvadruplexů byla v minulosti potvrzena [5] a v případě sekundárních struktur G-kvadruplexů 

byla prokázána dokonce schopnost proteinu struktury G4 stabilizovat [140], jak potvrdily 

experimenty spektroskopie cirkulárního dichroismu s paralelním G4, odvozeným od promotoru 

genu MYC [5]. Dle této studie bylo dokázáno, že p53 se selektivně váže na struktury v oblasti 

promotoru MYC, zatímco na stejnou sekvenci ve dvoušroubovicové formě se neváže,  
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což ukazuje na jeho schopnost rozpoznávat sekundární struktury DNA. Tyto interakce jsou 

zprostředkovány především C-terminální doménou p53 a zůstávají zachovány u „hot spot“ 

mutantů, což značí, že vazba na G4 je nezávislá na DBD doméně a může přispívat k deregulaci 

genové exprese u mutantních forem. Naše výsledky podporují silný význam C-terminálního 

konce pro vazbu p53 na DNA. Zdá se, že p53 dokáže kromě rozpoznání sekvenčně specifických 

míst vazby rozpoznávat i nekanonické struktury DNA a tato vlastnost zůstává zachována  

i u jeho mutantních forem. Lze tedy usuzovat, že vazba proteinu p53 na DNA je silně závislá 

na topologii DNA. 

Oproti vazbě proteinu ke křížové struktuře nebo struktuře G-kvadruplexu, ovšem vazba 

p53-WT na dsDNA neukazuje na specifickou vazbu, která by byla dána v jednom bodě.  

Nicméně působí spíše jako vícenásobná vazba proteinu podél kostry pDNA, což by mohlo 

poukazovat na nespecifickou vazbu proteinu, danou vlivem interakce C-terminální domény p53 

a nikoliv DBD, která rozeznává právě konsenzuální sekvence v DNA [141]. 

 

   

Obrázek 5.3.1: Vazba proteinu p53-WT na vybrané struktury DNA. Protein p53-WT byl smíchán 

s 200 ng DNA plazmidu pBluescript (A), pBluescript PGM2 (B) a pBluescript 3GC (C), které 

představovaly vazbu proteinu na dsDNA, křížovou strukturu a strukturu G-kvadruplexu. Bíle jsou 

označena místa vazby proteinu na DNA. 

 

Na Obrázku 5.3.2 je zachycena interakce mutovaného proteinu p53-R175H při vazbě  

na různé sekundární struktury. Stejně jako v případě proteinu standardního typu i zde byla 

patrná vazba proteinu na vybrané sekundární struktury i bez přítomnosti konsenzuální sekvence 

důležité pro vazbu DBD proteinu p53. Přesto jsou na snímcích zachyceny rozdílné vazebné 

mechanismy. Protein p53-R175H vázal dsDNA opět skrze nespecifické interakce, které mohly 

být dány vlivem působení C-terminální domény. Vazba p53-R175H ke křížovým strukturám 

oproti tomu naznačuje specifickou vazbu proteinu a projevila se bodovými místy. 

Nejzajímavější vazebný mechanismus byl pozorován při interakci p53-R175H k sekundárním 

strukturám G-kvadruplexu, kdy bylo pozorováno ohnisko proteinu navázané na pDNA, které 

ukazuje na nespecifickou vazbu a možnou oligomerizaci proteinu, která byla viděna např. i u 

proteinu IFI16 při vazbě na dsDNA bez tvorby G-kvadruplexu [142]. 
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Obrázek 5.3.2: Vazba mutantního proteinu p53-R175H na vybrané struktury DNA. Protein  

p53-R175H byl smíchán s 200 ng DNA plazmidu pBluescript (A), pBluescript PGM2 (B)  

a pBluescript 3GC (C), které představovaly vazbu proteinu na dsDNA, křížovou strukturu a strukturu 

G-kvadruplexu. Bíle jsou označena místa vazby proteinu na DNA. 

 

Na Obrázku 5.3.3 je zachycena vazba proteinu p53-R273H na vybrané struktury DNA. 

Stejně jako v případě proteinů p53-WT a p53-R175H i mutovaná varianta p53-R273H 

interagovala se všemi vzorky pDNA s rozdílným mechanismem vazby. Zatímco v případě 

dsDNA i struktury G4 docházelo pravděpodobně k vazbě proteinu nespecifickým způsobem, 

vazba proteinu p53-R273H naznačuje specifickou vazbu na křížové struktury. 

 

 

Obrázek 5.3.3: Vazba mutantního proteinu p53-R273H na vybrané struktury DNA. Protein p53 byl smíchán 

s 200 ng DNA plazmidu pBluescript (A), pBluescript PGM2 (B) a pBluescript 3GC (C), které představovaly vazbu 

proteinu na dsDNA, křížovou strukturu a strukturu G-kvadruplexu. Bíle jsou označena místa vazby proteinu na 

DNA. 

 

Výsledky získané pomocí mikroskopie atomárních sil potvrdil výsledky vazebných 

experimentů, které prokázaly vazbu proteinu ke všem vybraným strukturám DNA. 

Nespecifická vazba proteinů p53 byla přitom dána nejen konkrétním typem proteinu,  

ale i danou sekundární strukturou a ukázala na složitý vazebný model, ve kterém není vazba 

proteinů p53 zprostředkovaná pouze DNA vazebnou doménou, ale může být dána i působením 

C-terminální domény p53. Vliv C-terminální domény na vazbu proteinu k DNA byl v minulosti 

nejen potvrzen, ale ukázalo se, že protein plné délky je schopen účinně vázat DNA pouze 

v přítomnosti C-terminální domény [143]. 
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5.4 Luciferázové reportérové testy 

S využitím luciferázových reportérových testů byla v isogenním kvasinkovém systému 

sledována bazální aktivita jednotlivých kmenů a in vivo vazebná a transkripčně-aktivační 

aktivita vybraných proteinů p53. Ke studiu byl využit kvasinkový systém nesoucí specificky 

mutovanou oblast na kvasinkovém chromozomu XV, která je lokalizována před (upstream) 

vůči minimálnímu kvasinkovému promotoru pCYC1 a sekvenci pro expresi enzymu luciferázy 

kódovanou genem LUC1 [144]. Pro experimenty byly vybrány yLFM kvasinkové kmeny, 

obsahující sekvence s potenciálem tvorby různých sekundárních struktur. Křížové struktury 

CFNO, GCG, XA, XG-TT [145]. Sekvence s potenciálem tvorby G-kvadruplexu PU21  

a sekvence odvozené z vybraných genů BBC3 (PUMA), MDM2 a TRIM32, odvozené  

dle nativního uspořádání (obsahující RE a sekvenci s potenciálem tvorby G4), nebo jejich 

kontrolní sekvence, nesoucí pouze RE a kontrolní CTn sekvenci substituující případnou 

sekvenci pro tvorbu G-kvadruplexu. U kvasinkových kmenů byla cílová sekvence potvrzena 

pomocí PCR a následného Sangerova sekvenování. Charakterizace jednotlivých sekvencí  

je uvedena v tabulce 5.4.1 v kapitole EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST. 

Nejprve byl sledován vliv sekvence s potenciálem pro tvorbu různých sekundárních 

struktur na bazální transkripci reportérového genu. Experimenty sledovaly účinek různých 

sekundárních struktur DNA na bazální transkripční aparát, jehož transkripční aktivita by mohla 

být podpořena přítomností sekvencí s potenciálem tvorby G4 [146]. Vybrané kvasinkové 

kmeny byly transformovány prázdnými vektory pRS314 a pRS315 pro vhodnou selekci  

(bez tvorby proteinu rodiny p53) lithium-acetátovou metodou a následně byla sledována 

aktivita bazálního transkripčního aparátu jako signál bioluminiscence normalizován na 

optickou hustotu kultury (RLU; z angl. Relative Light Unit). Výsledky získané z alespoň  

tří měření jsou vyneseny na obrázku 5.4.1. K určení statistické významnosti byl využit 

Studentův t-test vůči kontrolnímu kmeni PUMA RE, u kterého byla pozorována v minulosti 

minimální hladina bazální aktivity [146].  

Zatímco transformanty GCG, XA a XG-TT, tvořící křížové struktury, vykazovaly nárůst 

bazální aktivity oproti kmeni PUMA RE, u kmene CFNO, tvořící taktéž křížovou strukturu, 

byla zaznamenána hodnota bazální aktivity srovnatelná s aktivitou PUMA RE, která  

se i na základě statistického vyhodnocení projevila jako nesignifikantní změna.  

U transformantů kmenů PUMA, MDM2 a TRIM32, obsahujících pouze responzivní elementy 

(RE bez G4), byla sledovaná bazální aktivita výrazně nižší oproti stejným sekvencím s RE, 

v přítomnosti sekvence náchylné k tvorbě G-kvadruplexu, nicméně v kmeni MDM2 RE 

docházelo ke zvýšení bazální aktivity oproti PUMA RE. Zvýšení bazální aktivity bylo rovněž 

pozorováno u kmene PU21 se sekvencí, tvořící potenciálně pouze strukturu G4 bez RE proteinu 

p53. 

Na základě těchto výsledků byly pro sledování indukované transkripční aktivity proteinů 

p53 (WT a mutanty R175H a R273H) vybrány kmeny GCG, XA, XG-TT, PUMA RE, PUMA 

RE + G4, MDM2 RE, MDM2 RE + G4 a PU21. Kmeny odvozené z genu TRIM32 nebyly dále 

sledovány, protože jsou strukturně podobné jako kmeny PUMA (G4 umístěn za RE proteinu 

p53) a kmen CFNO nebyl zařazen, protože se u něj nevyskytla zvýšená bazální aktivita. 

Vybrané kmeny byly transformovány plazmidy pro expresi proteinu p53 WT s konstitutivním 
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promotorem, nebo mutovaných proteinů p53 R175H a R273H s galaktózou inducibilním 

GAL1,10 promotorem. Oba mutanty p53 jsou známy úplnou ztrátou biologické funkce [147].  

 

Obrázek 5.4.1: Bazální transkripční aktivita vybraných kvasinkových kmenů. Bazální aktivita byla 

měřena v yLFM kvasinkových buňkách transformovaných plazmidy pRS314 a pRS315 nesoucími 

prázdný vektor bez exprese proteinů rodiny p53 v čase T6 (6 hodin od začátku kultivace) v médiu 

obsahujícím 0,000 % galaktózy. Statistický význam byl určen na základě Studentova t-testu. Hladina 

významnosti p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001; p < 0,000 1 je značena jako *; **; *** a ****.  

ns = nespecifická změna bazální aktivity. 

Na obrázku 5.4.2 je vyjádřena transkripční aktivita proteinů p53 WT, R175H, R273H  

a koexprese proteinů WT s oběma mutanty v médiu obsahujícím 0,000; 0,016 a 1,000 % 

galaktózy. Data byla přepočtena vůči velikosti prázdného vektoru a uvádějí násobek 

transkripční aktivity vůči prázdným vektorům jednotlivých kmenů. Jak je z výsledků patrné, 

většina transformantů nevykazuje významné zvýšení či snížení transkripční aktivity v závislosti 

na rozdílné koncentraci galaktózy. Výjimku tvoří XG-TT, kde je patrný nárůst transkripční 

aktivity v médiu obsahujícím 1,000 % galaktózy u mutantu R273H. Což může být dáno tím, že 

p53 R273H je protein, který rozpoznává DNA na základě její konformace  

a přednostně se váže na nekanonické struktury DNA a podporuje rozpoznávání této oblasti  

pro obecný transkripční aparát kvasinek, oproti mutantu R175H, který se váže velmi 

slabě [148]. Obecně byla prokázána ztráta transkripční aktivity u mutantů R175H a R273H, 

která se projevila nízkou naměřenou hodnotou velikosti účinku (nízkou hodnotou změny 

transkripční aktivity vůči prázdnému vektoru). 
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Obrázek 5.4.2: Transkripční aktivita samotných proteinů p53 WT, p53-R175H, p53-R273H  

a proteinu standardního typu (WT) v koexpresi s mutanty R175H a R273H uvedená jako velikost 

účinku. Trans-aktivační účinek proteinů byl měřen v selektivním médiu obsahujícím 0,000 % (A), 

0,016 % (B) a 1,000 % (C) galaktózy. 
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Obrázek 5.4.3 představuje transkripční aktivitu jednotlivých transformantů v závislosti  

na rozdílné koncentraci galaktózy. Pro kmen obsahující palindrom GCG není zřetelný 

dominantně negativní účinek, protože koexprimované mutanty (WT+R175H a WT+R273H) 

nevykazují výrazný pokles vůči WT (přirozeně se vyskytující protein). Dle předpokladu, 

samotní mutanti mají minimální aktivitu. Aktivita WT+R273H je relativně vysoká, což může 

být dáno přednostní vazbou kanonických struktur DNA proteinem p53, bez vlivu mutovaného 

proteinu. V kvasinkovém kmeni, obsahujícím palindrom XA, také není patrný dominantně 

negativní účinek koexprimovaných mutantů pro žádnou s koncentrací galaktózy. Naopak  

je zde výrazný nárůst transkripční aktivity u všech koncentrací pro konstrukt WT+R273H, který 

je nejvýraznější při 1 % obsahu galaktózy v médiu. V kmeni obsahujícím XG-TT by se mohlo 

hovořit o negativním efektu mutantu na aktivitu proteinu standardního typu v případě 

konstruktu WT+R273H, protože s rostoucí koncentrací galaktózy (tedy i rostoucí expresí 

mutované varianty p53) docházelo ke snížení transkripční aktivity, která ovšem nedosahovala 

statisticky významného rozdílu. Pro PU21 je patrná nízká transkripční aktivita i v porovnání 

s ostatními transformanty, což je zajímavé, protože tento kmen byl vybrán z důvodu potenciální 

tvorby G4, který by podle předešlých studií měl být minimální [149]. Konstrukt WT+R175H 

má podobnou transkripční aktivitu jako samotný mutant R175H, tedy velmi nízkou  

až minimální. I zde má WT+R273H vyšší transkripční aktivitu než WT. Obrázek 5.4.3 E, 

zobrazuje transkripční aktivitu naměřenou v kmeni PUMA s responsivním elementem. 

Proteiny p53 WT i WT v koexpresi s mutantem R175H vykazují snížení transkripční aktivity 

při 1,000% koncentraci galaktózy. Ani zde není viditelný dominantně negativní efekt, naopak 

WT+R273H vykazuje mírně vyšší nebo stejnou míru transkripční aktivity. Obrázek 5.4.3 F  

pro PUMA RE se sekvencí náchylnou k tvorbě G-kvadruplexu prokázal možný dominantě 

negativní efekt při koexpresi WT+R175H vůči WT. Nicméně transkripční aktivita WT+R273H 

neprokázala stejný trend a s 0,016% koncentrací galaktózy dosahovala vyšší aktivity,  

než samotný p53 WT při koncentraci galaktózy 0,000 % (tedy bez exprese mutantu). 

Obrázek 5.4.3 G ukazuje výsledky naměřené v kmeni MDM2 RE. Zde WT obecně vykazuje 

velmi nízkou aktivitu a konstrukt WT+R175H má transkripční aktivitu dokonce menší,  

než samotný mutant R175H, který kvůli ztrátě funkce vykazoval nízkou až zanedbatelnou 

transkripční aktivitu. Transkripční aktivita WT+R273H je mírně vyšší oproti WT. 

Obrázek 5.4.3 H znázorňuje výsledky pro poslední kmen (MDM2 RE se sekvencí náchylnou 

k tvorbě G-kvadruplexu), kde je transkripční aktivita obecně vyšší než v grafu G, z čehož  

by se dalo vyvozovat, že potenciální tvorba G-kvadruplexů zvyšuje v tomto případě 

transkripční aktivitu. Ovšem trend koncentrací, který byl viděn v obrázku G, nekoreluje 

s trendem, který je vidět v obrázku H. I zde je obecně nižší transkripční aktivita WT a konstrukt 

WT+R175H vykazuje podobnou transkripční aktivit jako mutant R175H. Výrazně vyšší 

transkripční aktivitu oproti WT má konstrukt WT+R273H. Nižší transkripční aktivita proteinů 

u kmenů obsahujících navíc sekvenci s vyšší pravděpodobností tvorby G-kvadruplexu (oproti 

kmenům nesoucí pouze RE) je dána pravděpodobně právě přítomností G-kvadruplexů, které 

fungují jako represory transkripce, jak bylo popsáno v některých předešlých  

studiích [146, 150]. I přes vyšší bazální aktivitu, naměřenou u prázdných vektorů (viz 

Obrázek 5.4.1), proteiny s úplnou ztrátou funkce nemohou výrazně zvyšovat nebo inhibovat 

aktivitu proteinu standardního typu. 
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Obrázek 5.4.3: Transkripční aktivita vybraných proteinů rodiny p53 vypočtená jako velikost účinku. 

Trans-aktivační účinek vybraných proteinů (exprimovaných samostatně nebo v koexpresi) naměřených 

v yLFM kvasinkových kmenech GCG (A), XA (B), XG-TT (C), PU21 (D), PUMA RE (E), PUMA RE+G4 

(F), MDM2 RE (G) a MDM2 RE+G4 (H) byl sledován v čase T6 (6 hodin od začátku inkubace) v médiu 

obsahujícím 0,000 %, 0,016 % a 1,000 % galaktózy. Statistický význam byl určen na základě Studentova 

t-testu. Hladina významnosti p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001; p < 0,000 1 je značena jako *; **; *** a 

****. ns = nespecifická změna bazální aktivity. 
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6 ZÁVĚR 

Cílem této práce byla, izolace a purifikace proteinu p53 a jeho mutantních variant R175H a 

R273H z bakteriálního expresního systému. V rámci dalších experimentů bylo třeba proteiny 

izolovat v co nejčistší formě a v co nejvyšším množství. Všechny proteiny byly izolovány 

v plné délce a s pouze velmi nízkým zastoupením fragmentů, což bylo prokázáno pomocí SDS-

PAGE a imunodetekce.  

Vazebné vlastnosti proteinů byly sledovány pomocí vazebných experimentů metodou 

elektroforetického testu posunu mobility (EMSA). Proteiny byly inkubovány s oligonukleotidy 

dsDNA, PGM2, KSHV se sekvencemi responzivních elementů (CFNO, GCG, XA, XG-TT, 

PUMA RE, PUMA RE + G4, MDM2 RE, MDM2 RE + G4, Trim32 RE, Trim32 RE + G4, 

PU21) v molárních poměrech (1:1; 1:2; 1:4; 1:8 a 1:16). Všechny varianty proteinu p53  

se navázaly na studované struktury. Nejvyšší afinitu u křížových struktur vykazoval mutant 

R175H, u dsDNA a G-kvadruplexů se nejvíce navázal přirozeně se vyskytující typ proteinu 

(WT). Nižší afinita k vazbě u mutantních forem by mohla být dána mutací ve vazebné doméně, 

která ovlivňuje vazbu na DNA. 

Dále byla vazba proteinů analyzována pomocí AFM, u kterého muselo být přistoupeno 

k použití plazmidů místo dosud využívaných oligonukleotidů, které jsou pro tuto metodu příliš 

malé. Všechny proteiny se úspěšně navázaly na všechny studované struktury, i když žádný 

z plazmidů neobsahoval sekvenci pro vazbu proteinu p53, což je nejspíše způsobeno tím,  

že tyto interakce zajišťuje C-terminální doména, která je zachována i u mutantních forem  

a dokáže rozpoznávat různé sekundární struktury. Z toho vyplývá, že vazba proteinu p53 i jeho 

mutantů je silně závislá na konformaci DNA. Toto tvrzení podporuje i vazba na dsDNA, která 

nevykazuje, že by se mělo jednat o specifickou vazbu, ale spíše o několikanásobnou vazbu 

kolem pDNA, která by mohla být dána vlivem interakcí C-terminální doménou. Dosavadní 

výsledky poukazují na velmi složitý vazebný model p53 na DNA, který není dán pouze DBD 

doménou, ale též C-termální doménou a k jeho lepšímu celkovému pochopení by bylo třeba 

dalších studií.  

Dále byl sledován vliv interakcí vybraných proteinů s různými strukturami DNA  

na biologickou aktivitu těchto proteinů prostřednictvím luciferázových reportérových testů. 

Experimenty byly provedeny v isogenním kvasinkovém systému a byla při nich sledována 

bazální aktivita jednotlivých kmenů a následná celková transkripční aktivita vybraných 

proteinů v jednotlivých kmenech. Výsledky testů bazální aktivity prokázaly, že nejen sekvence 

s potenciálem tvorby G-kvadruplexů, ale rovněž některé palindromatické sekvence 

s potenciálem tvorby křížových struktur, mohou zvyšovat transkripční aktivitu bazálního 

expresního systému (exprese reportérového genu nebyla indukována proteiny rodiny p53). 

Přestože byla u vybraných mutantů potvrzena vazba na vybrané sekundární struktury, většina 

transformantů s koexpresí mutantů a proteinu standardního typu nevykazovala výrazné snížení, 

či zvýšení transkripční aktivity, a to ani při zvýšené koncentraci galaktózy, indukující vyšší 

exprese mutantu. V experimentech nebyl pozorován ani jiný trend, z čehož lze vyvozovat, 

že proteiny s úplnou ztrátou funkce nemohou tedy výrazně inhibovat nebo zvyšovat aktivitu 

přirozeně se vyskytujícího proteinu. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

A – adenin 

ADH – alkohol dehydrogenáza 

AFM – mikroskopie atomárních sil 

Amp – Ampicilin 

APS – peroxodisíran amonný 

CD – jádrová doména 

CDK – cyklin dependentní kinásy 

CTD – C-terminální regulační doména 

DBD – vazebná doména  

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

dsDNA – dvouřetězcová deoxyribonukleová kyselina 

DTT – dithiothreitol 

E – eluce 

G – guanin 

G4 – G-kvadruplexy 

GAL – galaktóza 

GOF – zisk nových funkcí 

HEPES – N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonová kyselina 

His-tag – polyhistidinová kotva 

IPTG – isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid 

K – kontrola 

LEU – leucin 

LOH – ztráta heterozygotnosti 

OD – oligomerizační doména 

p53-WT – protein p53 přirozeně se vyskytující, standardní protein 

pb – párů bází  

PCR – polymerázová řetězová reakce 

pDNA – plazmidová deoxyribonukleová kyselina 

pre-mRNA – prekurzorová mediátorová ribonukleová kyselina 
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R – purin 

Rb – retinoblastový protein 

RE – responzivní element 

RLU – relativní jednotka světla 

RNA – ribonukleová kyselina 

SDS – PAGE – elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu sodného 

SDS –dodecyl síran sodný 

ssDNA – jednořetězcová deoxyribonukleová kyselina 

T – thymin 

TAD – transaktivační doména 

TBE – tris borát ethylendiamintetraoctová kyselina 

Temedu – N,N,N′,N′-tetramethylethan-1,2-diamin 

TRP – tryptofan 

UTR – nepřekládaná oblast 

UV/VIS – ultrafialové/viditelné záření 

W – adenin či thymin 

Y – pyrimidin 

 


