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Abstrakt

Protein p53 je vyznamny nadorovy supresor, ktery je jiz od svého objevu intenzivné
studovan diky jeho schopnosti regulovat bunéény cyklus a opravy DNA. Diky témto
schopnostem p53 zabranuje vaznému poskozeni bun¢k a vyskytu rakovinnych onemocnéni, coz
dokazuje skuteCnost, Zze mutované formy proteinu p53 jsou nalézany v rGznych typech
nadorovych bunék. Aby byl p53 schopen plnit svoji roli transkripéniho faktoru, a tim regulovat
cilové geny, je nutna jeho interakce s DNA. Toho je schopny v pfitomnosti vazebného mista
pS3CON, jednofetézcovych tusekli nebo lokalnich otevienych struktur. V této praci byly
zkoumany sekvence DNA, u kterych by mohlo dojit k vazbé proteinu p53 na oteviené struktury
v DNA. K urceni takovych struktur byla v praci pouzita enzymatickd sonda nukledza Sl
a restrikéni endonukleazy (Scal a BamHI).
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Uvod

Poprvé byl protein pS3 identifikovan v roce 1979 jako bunécny protein, ktery se hromadi
v jadrech bun¢k nadorového onemocnéni. Na pocatku roku 1990 byl gen pro protein p53 oznacen
jako gen pro nadorovy supresor, jehoZ mutované formy se nachéazeji ve vice nez 50% pftipadi
rakoviny u ¢lovéka [1]. Nadorovy supresor p53 je schopen vyvolat celou fadu bunécénych
odpovédi v zavislosti na typu poSkozeni DNA. Ptfechodné pozastaveni bunééného cyklu,
permanentniho zastaveni bunééného déleni nebo vyvolani bunééné smrti jsou hlavni odpovédi
buriky na poskozeni DNA [2].

Protein p53 se v bunkach vyskytuje ve form¢ tetrameru, respektive jako dimeru dimerd.
Samotny polypeptidovy fetézec je funkéné délen do tii oblasti [3]. N-koncova doména interaguje
S riznymi proteiny které jsou soucasti transkripcnich pochodu a tim reguluje expresi gent. C-
koncova doména je zodpovédna za sekvencné nespecifickou vazbu k DNA, kdy rozpoznava
naptiklad ssDNA. Centralni DNA-vazebnd doména je schopna se sekvencné-specificky vazat na
pS3CON, tedy sekvenci obsahujici dvé kopie motivu 5'PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3', které
mohou byt od sebe oddéleny 0 - 13 nukleotidy [4].

Nadsroubovicové vinuti umoznuje vznik a stabilizaci alternativnich strukturalnich
piechodt v DNA [5]. Triplexy jsou dulezité struktury, které maji svou potencionalni biologickou
roli pii genové expresi, replikaci a rekombinaci [6]. Typické pro formy triplexu jsou homopurin-
homopyrimidinové sekvence, které jsou zrcadlové symetrické a obsahuji stted symetrie[7].
Kftizové strukury jsou tvofeny sekvencemi z obracenych repetic - palindromy, jejichz baze jsou
stejné vzdalené od stiedu symetrie. Ctyitetézcova struktura se ukazala jako DNA, ktera obsahuje
za sebou uspofadané guaniny. Stavebnimi prvky jsou tedy tetrady guaninl, které jsou
stabilizovany kationty, jako jsou tieba sodik nebo draslik [8].



Material a metody

Plasmidova DNA byla vyizolovana pomoci izola¢niho Kitu firmy Macherey-Nagel, diky
kterému je mozné ziskat velmi ¢istou DNA v kratkém ¢asovém useku.

250 ng plasmidové DNA bylo s§tépeno 7 U nukleazy S1 a prostfedi bylo upraveno pufrem
pro piislusny enzym. Vzorky byly inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 20 minut. Po inkubaci
byla ke vzorkiim piidana 50 mM EDTA, aby doslo k inaktivaci enzymu. Cast vzorkil byla
nanesena na gel jako kontrola St€peni nukleazy S1. Zbytek ze vzorkl byl piesrdzen pomoci
octanu sodného a ethanolu.

Zlinearizovany plasmid byl $t€pen 2 U restrikénich endonukleaz Scal a BamHI. VVzorky
byly upraveny pufrem pro danou restrikéni endonukledzu a inkubovaly se 37°C po dobu 60
minut.

V poslednim kroku se ke vzorkiim ptidal nanaSeci pufr. Vzorky byly naneseny na 1%
agarosovy gel. Elektroforéza probéhla pii 80 V/45 min. Gel byl nésledné barven 20 minut
ethidiumbromidem a vysledky byly detekovany pod UV svétlem.

Vysledky a diskuse
Izolaci plasmidové DNA z bakterii byl ziskan plasmid 90-32. Z obrazku 1 je ziejmé, Ze
plasmidova DNA byla izolovana pfevazné¢ Vv nadsroubovicové formé.
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Obr.1: Izolace plasmidové DNA: 1. 1 kb Zebtik, 2. 0,5 ul DNA, 3. 2 ul DNA,
4.5 ul DNA

Pro Sté€peni nukleazou S1 byla vytvoiena nejprve koncentra¢ni fada, aby byly co nejlépe
zvolené jednotky pro $tépeni plasmidu. Z obrazku 2 je ziejmé, ze na dalsi postupy bude stacit
aktivita nukleazy S1 pifi 7 U a inkubaci pouze 20 min. Na obrazku 3 pozorujeme ve teti draze
plasmid $tépeny nukleazou S1. Diky $tépeni nukleazou S1 doslo k pievedeni plasmidu do stavu
linedrni DNA. Ve druhé a c¢tvrté draze nukledza S1 piidana nebyla, a proto se DNA porad
vyskytuje v superhelikalni forme.
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Obr.2: Koncentra¢ni fada §tépeni endonukleazy S1

Poslednim krokem bylo Stépeni restrikénimi endonukleazami, jejichz vyhoda spociva
Vv piesné znamé pozici Stépeni. Na obrazku 4 vidime, ze restrikéni endonukledzy Scal a BamHI
vytvati linearni DNA o délce 4586 pb — drdhy 5 a 7. Stépenim nukledzou S1 by mélo dochazet
k vytvoreni dalSich fragmentt. Z obrazku je ziejmé, ze nukleaza S1 plasmid stépila. Vysledky u
BamHI v draze Sest a sedm naznacuji, Ze $tépeni neni pfesné v daném inzertu, jelikoz tomu
neodpovida ani jedna z délek fragmentu, které jsou 1000 pb a 3500 pb. U Scal odpovida Stépeni
v inzertu fragment délky 2400 pb, ktery by odpovidal §tépeni inzertu S1 v obou smérech od
restrikéniho mista.
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Obr.4. Plasmid stépeny nukleazou S1 a poté restrikénimi endonukleazami Scal a
BamHI: 1: 1 kb zebtik, 2. 100 pb zebiik, 3. Sc 90-32, 4. 90-32 + S1 + Scal,
5.90-32 + Scal, 6. 90-32 + S1 + BamHlI, 7. 90-32 + BamHI

Zavér

Na zéklad¢ experimentl bylo zjisténo, Ze vlozeny inzert opravdu vytvaii jednotetézcové
struktury, na které by se teoreticky mohl protein p53 vazat. Pro pfesné ovéfeni Sté€peni inzertu,
urceni struktury a uskutecnéni vazebnych pokust bude potieba dalSich postupli. Ze Stépeni
plasmidu mimo inzert vyplyva, Ze plasmid v danych podminkach ziejmé vytvaii jesté jiné
struktury, které S$tépi nukledza S1.
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Abstract

Protein p53 is a significant tumor suppressor which is, since its discovery, intensively
studied for its abilities of cell cycle regulation and DNA correction. Due to these abilities protein
p53 prevents from serious cell damage and occurrence of cancers what is proved by the fact that
mutated forms of protein p53 are found in different types of cancer cells. To be able to fulfill its
role as a transcription factor and thus regulate target genes, its interaction with DNA is necessary.
The protein is capable of such role in the presence of the binding sequence p53CON, single-
stranded sequences or local opened structures. In the present study were examined DNA
sequences, which could lead to binding of p53 to the open structures of the DNA. Enzymatic
probe, nuclease S1, and restriction endonucleases (Scal and BamHI) were used to determine such
structures.



