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Abstrakt

Od roku 1979, kdy byl protein p53 objeven, je nélespodrobji zkouméan. Jeho hlavni funkci
je kontrola bunéného cyklu a ochrana bky pired stresovymi situacemi. K tomu aby mohl protein
regulovat buiény cyklus, musi se vazat na DNA. Protein vyZaduje gvou vazbu k DNA kdl
piitomnost specifické sekvence, nebo struktur, ktené/Suji jeho afinitu diky vySSimu
nadsSroubovicovym vinutim.

V této praci byl zkouman vznik struktur, které hsahuji vazebnou sekvenci pro protein, ale
vyznauji se pra¥ vysSim negativnim vinutim. Prace se Z&uje na podminky vznikugthto struktur
a jejich stabilitu. Pro jejich identifikaci byly wity chemické a enzymatické strukturni sondy, &ter
umoziuji lokalizaci struktur.
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Uvod

Transkrigni faktor P53 je biologicky aktivni jako homotetram jehoz jedna
podjednotka se sklada ze 393 aminokyselin [1], étee dli na rekolik domén - N-
transaktivani, DNA sekvetin¢ specifickou vazebnou, oligomerizd a zakladni regutai C-
koncovou doménu [2]. N&stji se p53 vaze jako tetramer sekvefispecificky na DNA. C-
konec obsahuje také vazebnou doménu, ktera se stafigurré specifickym zgfsobem.
Topologie DNA je tedy dlleZita pro vazbu proteinu na DNA [3].

Jednu z takovych struktur je leveéied Z-DNA, ktera je oproti B-DNA protahla a ma
svou roli v metabolickych procesech genomu [4]. BB@NA se liSi dalSi struktury jako je
treba KiZzova struktura, ktera se vyitgpouze v palindromatickych sekvencich. &thto
struktur byla prokdzana vyznamna roig ipiciaci replikace i regulaci transkripce [5]. 3a
lokalni struktura - triplex vznika vazbou jedetizcového Useku DNA do velkého zlabku
dvouettzcové DNA [6]. Triplexy byvaji rozpoznavany speckymi proteiny, které tyto
struktury stabilizuji, a hraji tak rolifpregulaci gen [7]. Ctyitetszcové struktury, které jsou
bohaté na guanin, se vyzugi strukturalni topologii a jsou ozémvany jako kvadruplexy [8].
Tvorba kvadruplek v telomerickych sekvencich inhibuje telomeraziizjevySena aktivita
byla nalezena v hitkach rekterych nadat [8].

Material a metody

Pouzivana plasmidova DNA byla vyizolovdna pomocolamiho kitu firmy
Macherey-Nagel.

200 ng plasmidové DNA bylo namodifikovano pomocémtickych strukturnich sond
DEPC a komplexu Os(® 2,2’ bipyridinem, v progedi pH5 a pH8. Vzorky byly na 15 minut
inkubovany pi teplot 37°C. Poté se vzorkygsrazely pomoci octanu sodného a ethanolu.

V dalSim kroku byla namodifikovana DNAEpeNA restrikni endonukleazo&carvV
aHindlll a opet probehla inkubace 60 min/37°C, po které nasledovaésgazeni.

V poslednim kroku se vzorky naptly nukleazou S1 ip aktivit¢ 7U po dobu 20
min/37°C. Po této inkubaci byldigdna 50 mM EDTA, aby se zastavila reakce enzymu.



Vzorky byly naneseny na 1% agarézovy gel, ktery bkglit pufrem 1xTAE.
Elektroforéza prokhla i 120V/90 minut. Gel byl barven ethidiumbromidem &tinut
a stejnou dobu byl odbarvovan v destilovanévadetekovan pod UV stlem

Ke 200 ng nagpené DNA restriktazotecoRIl a Pst, byla pridana fizna koncentrace
zasobniho proteinu p53 a vSe se doplnilo 1 x TETKem (50 mM KCI, 2,5 mM Tris-HCI,
0,5 mM EDTA a 0,005% Triton X-100)a 10 ul. Vzorky byly inkubovany 20 min na v ledové
lazni. Po inkubaci byly naneseny na 1,5% agarozgely ktery byl zalit pufrem 0,33xTBE.
Elektroforéza probihala 4 hodinyfip1l20V a 4°C. Nasledn byl gel ot barven
ethidiumbromidem.

Vysledky a diskuse

Izolaci plasmidové DNA z bakterii byl ziskan pladnfi0-32, obsahujici sekvence
schopné tvit lokalni struktury. Plasmid byl izolovan z kulyur péstované za standardnich
podminek a za podminek se zvySenou koncentraci.NRiGané NaCl v kultivéanim médiu
zvySuje negativni superhelikalni hustotu plasmidiasmid byl vyizolovan v koncentracich
1578 ng/ ul bez NaCl a 2120 ng/ul s NaCl

+NaCl
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Obr.2: Schématické znazoni zna&eni
Obr.1: Izolace plasmidové DNA:  chemickou sondou Os,bipy &géni nukleazou
1.1 kb zebik, 2. 0,501 DNA, 3.1 51, Sonda se navaZe na jetizcovou strukturu
ul DNA, 4. 2ul DNA, 5. 0,5l a a v mist jejim navazani je poté&tena
DNA, 6. 1ul DNA, 7. 2l DNA nukledzou S1. Diky tomuiieme zlokalizovat
piitomnost struktur (upraveno podle [9]).
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Obr.3: Modifikovany plasmid 90-
32, StpenyEcaRV aHindlll a
- > poté nukleazou S1: 1.100 pb

a0 Zelrik, 2.1 kb Zekik 3. sScDNA
il ; ""- 90-32, 4. 90-32EcdRV,

000 5 - 5. 90-32/EcaRV + Hindlll,

000 > ol T 6. 90-32/EcaRV + Hindlll/ S1,
2000 . 3k 7. 90-32/EcaRV + Hindlll/ S1,

8. 90-32/EcaRV + Hindlll/ S1,
9. 90-32/EcaRV + Hindlll/ S1,
10. 90-32/EcdRV + Hindlll/ S1,
11. 90-32[EcdrV + Hindlll/ S1
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Pro detekci lokalnich struktur molekule plasmiddybgouzity dw chemické strukturni
sondy — diethylpyrokarbonat (DEPC) a komplex oxamielého s 2,2 -bipyridinem (Os,
bipy). Vysledky modifikace a jeji detekce pomockiedzy S1 jsou zobrazeny na obr3.
Vzorky byly modifikovany pi dvou hodnotach pH: 8 a 5. Zvolené hodnoty bylpnany na
zéklad vyskytu sekveeénich motiva, které by mdly vytvaret lokéini struktury préyv
v blizkosti £chto hodnot pH. Restréki endonukleazyecoRV a Hindlll u plasmidu 90-32
vytvéi fragment dlouhy 692 péibazi. Teoreticky odhad struktur ukazal moznoukstnu +
100 pb od mista, kde&ti Hindlll. Z obrazku je patrné, ZefippH 5 a modifikaci kombinaci
sond a g pH 8 a modifikaci komplexem Os, bipy doslo k&p&ni nukleazou S1, coz
v daném mistindikuje tvorbu struktury s jediietézcovymi Useky.

Poslednim krokem byly vazebné pokusy proteinu pd2lany 90-32. Jako negativni
kontrola byl pouzit vektor pCR Il, od¢hoZ byl plasmid 90-32 odvozen. Vazba proteinu p53
je ukadzana na obrazku 4. Ve startech 3-8 jeépgity inzert plasmidu 90-32 restfik
endonukleazoi&caRl. Tento fragment je dlouhy 615 pb a byl annprokézéan v fedchozich
pokusech vyskyt jedritettzcovych struktur. Na obrazkutbeme vidt, Ze protein se na tento
fragment ochot# vazal. Starty 9-14 obsahujast plasmidu pCR I, kde je vyskyt struktur
nepravédpodobnd, cozZ je potvrzeno i tim, Ze protein seut@dast plasmidu nevazal. Tento
fragment byl vy&tpen restrikni endonukledzoBbst a je dlouhy 1190 pb.

1 2 3 4 5 6 7 g2 9 10 11 1z 13 14

3000 —=
2000 .

1500 — 5

1000 —»
sg0 —»
800 — >

T00 —=
600 —
500/517

400 —*

300 s

200 —»

P33/l 0.3 07 1 1.5 2 X 0.3 07 1 1.5 2 X
M A S

Castplasmidu Inze%_ﬂ East playmduPCRII

Obr. 4: Vazba proteinu p53 na plasmid p90-32 na fragmémtestem 90-32 a
fragment plasmidu pCRII. 1. 100 pb 2& 2. 1 kb Zetik, 3. 90-32EcaR| + p53, 4. 90-
32EcaRl + p53, 5. 90-3HcaRI + p53, 6. 90-3HcaR| + p53, 7. 90-3EHcoRI + p53, 8. 90-
32/EcaRl, 9. 90-32Pstl + p53, 10. 90-3Fst + p53, 11. 90-3Fst + p53, 12. 90-3HFst +
p53, 13. 90-3Fst + p53, 14. 90-3Fst

Zavér

Cilem prace bylo charakterizovat struktury, kteeévgskytuji vinzertu na plasmidu
90-32. Vlozeny inzert seébreé vyskytuje na lidském chromozomu 8. Sekvence inzert
nazn&uje, Ze je vhodna pro vytyeni struktur a toigvazi pro intramolekularni triplex nebo
bublinu. Diky experimerim byla tedy tvorba struktur na vioZzeném inzertuvpEsna.
Pritomnost struktur naziiaje i vazba proteinu p53 na v§peny usek.
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Abstract

Protein p53 has been deeply studied since its dsgan 1979. Its main function is cell cycle
control and also to protect cell from stress situst Protein has to be bound to DNA to be ableedif
cycle regulation. P53 requires for its binding tdA either specific sequences or structures that
increase its affinity due to higher supercoiling.

In present study, formations of structures which’doontain binding sequence for protein, but
are characterized by higher negative winding, vetuelied . This study is focused on conditions for
formation of such structures and its stability. @@l and enzymatic structural probes, which allow
structure localization were used for their idengfion.



