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Abstrakt

Protein p53 je vyznamny transkripéni faktor, jenZ svou vazbou na fadu promotort cilovych
genll indukuije jejich expresi. Vysledné produkty této exprese jsou poté zodpovédné za regulaci
bunécného cyklu, opravu poskozené DNA, senescenci buriky a pfipadné apoptézu. Pokud dojde
v proteinu p53 k mutaci, nejenze leckdy ztraci svou funkci, ale C¢asto nabyva i onkogennich
vlastnosti. Zejména proto je proteinu p53 vénovana pozornost jiz nékolik desitek let.

Nadorovy supresor p53 je aktivovan v zavislosti na typu poskozeni DNA. Aktivovany p53
interaguje s DNA dvéma zplsoby. Prvni zplsob interakce spoCiva ve vyhledani prislusné
sekvence v DNA, kniz se p53 vaze sekvencné specificky. V druhém pripadé se p53 vaze na
rGzné strukturni motivy DNA a pro svou vazbu pfitomnost vazebné sekvence nevyzaduje [1].
Druhy zplsob vazebné aktivity je oznacovan za sekvencné nespecifickou vazbu a struktury, které
p53 rozeznava a interaguje s nimi, se obecné oznacuji za lokalni oteviené struktury. Lokalni
oteviene struktury vznikaji vlivem negativniho superhelikdlniho vinuti DNA a patfi mezi né
triplexy, kvadruplexy a kfizové formy [2]. VSechny ze zminénych struktur jsou charakteristické
pritomnosti jednofetézcovych Usekll. Pro analyzu sekvenci DNA, jeZ mohou byt zodpovédné za
vznik otevienych struktur, se Casto pouZivaji enzymy rozeznavajici a Stépici jednoretézcové
Useky DNA. Jednim z téchto enzymd je nukledza S1, ktera pro svou aktivitu vyZaduje pFitomnost
zineCnatych iont(l. Pro uréeni mista $tépeni nukleazy S1, a tedy vyskytu lokalnich otevienych
struktur, se pouzivaji restrikcni endonukleazy, jejichz mista Stépeni jsou zndma.

Cilem préce bylo analyzovat plazmidovou DNA s vloZenou sekvenci, k niz se p53 vaze
sekvencné nespecificky. Predpoklada se, Ze ve vlozené sekvenci mdzou pfi ur€itych podminkach
vznikat lokalni oteviene struktury. K analyze této sekvence byla pouZita nukleaza S1 a restrikeni
endonukleazy.
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