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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vazbou interferonem gama indukovatelného proteinu 16 (IFI16)
na DNA s potencidlem tvorby G-kvadruplexu. Protein IFI16 obsahuje dvé tandemové umisténé
DNA-vazebné HIN domény vykazujici rozdilnou vazbu ke strukturdm DNA. Bylo prokazéano,
ze protein IFI16 preferencné vaze struktury G-kvadruplexti oproti jinym strukturdam DNA.
G-kvadruplexy jsou nekanonické sekundarni lokalni struktury DNA (nebo RNA), které se snadno
formuji za fyziologickych podminek v fadé¢ vyznamnych regulac¢nich oblastech genomu, nebo jsou
soucasti genomu fady virll a patogenti. Schopnost rozpoznani, specifické vazby a stabilizace struktur
G-kvadruplext odrazi zapojeni proteinu IF116 do bunécnych procest replikace, transkripce a translace
a iniciaci vrozenych imunitnich odpovédi. V prvni ¢&asti diplomové prace byly vybranymi
biofyzikalnimi metodami charakterizovany sekvence syntetickych oligonukleotidii s potencidlem
tvorby G-kvadruplexu a izolovan protein IF116 plné délky, ktery byl nasledné pouzit pro in vitro
vazebné a kompetitivni vazebné experimenty s charakterizovanymi oligonukleotidy. V posledni ¢asti
prace byly kvasinkové isogenni kmeny liSici se sekvencemi responzivniho elementu transformovany
plazmidovymi vektory pro expresi proteini p53 a IFI16 s konstitutivnimi i GAL inducibilnimi
promotory a optimalizovan model jednohybridniho kvasinkového systému pro studium interakci
proteinu IFI16 in vivo. Z vysledkd vyplyva, ze vétsina analyzovanych sekvenci je schopna in vitro
tvofit struktury G-kvadruplexu, a to i za pFitomnosti pouze jednoho opakovani tii a vice G-bazi.
Zatimco piitomnost nékolika opakovani guaninovych bazi oddélenych jednonukleotidovym spacerem
vedla k tvorb¢ intermolekularnich struktur G-kvadruplexti, mutace v ptivodni sekvenci G-kvadruplexu
indukovala tvorbu intramolekularnich struktur s rozdilnymi konformacemi. In vitro vazebné
a kompetitivni vazebné experimenty prokazaly specifickou vazbu proteinu IFI16 ke strukturdm
G-kvadruplext bez rozdila preference vazby proteinu k uré¢ité konformaci G-kvadruplexu. Stabilizace
struktur G-kvadruplexu in vivo za responzivnim elementem transkrip¢niho faktoru (p53) v promotoru
reportérového genu indukovala represi transkripce daného genu. Pii absenci jakéhokoliv vazebného
mista proteinu IFI16 dochazelo k protein-proteinové interakci mezi proteiny IFI16 a p53, ktera vedla
ke zvySeni transaktiva¢niho potencialu proteinu p53, pticemz vazba proteinu p53 a iniciace transkripce
reportérového genu byla ovlivnéna nejen pfitomnosti motivu G-kvadruplexu a jeho stabilizaci, nybrz
i sekvenci DNA sousedici s responzivnim elementem p53.

KLICOVA SLOVA

IFI16, G-kvadruplex, p53, interakce DNA-protein, interakce protein-protein, cirkularni dichroismus,
elektroforeticky test posunu mobility, isogenni kvasinkovy systém, luciferazové reportérové testy



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the binding of interferon gamma-inducible protein 16 (IFI16) to DNA
with the potential of G-quadruplex formation. The IFI16 protein contains two tandemly located
DNA-binding HIN domains showing differential binding to DNA structures. IFI116 protein has been
shown to preferentially bind G-quadruplex structures over other nucleic acid secondary structures.
G-quadruplexes are secondary local structures of DNA (or RNA) that are easily formed under
physiological conditions in a number of important regulatory regions of the genome, or are part
of the genomes of a number of viruses and pathogens. The ability to recognize, specifically bind and
stabilize G-quadruplex structures explains the involvement of the IFI16 protein in the cellular
processes of replication, transcription and translation and the establishment of innate immune
responses. In the first part of the thesis, the sequences of synthetic oligonucleotides with the potential
for G-quadruplex formation were characterized by selected biophysical methods and the full-length
IFI16 protein was isolated, which was subsequently used for in vitro binding and competitive binding
experiments with characterized oligonucleotides. In the last part of the work, isogenic yeast strains
differing in the sequences of the responsive element were transformed with plasmid vectors for the
expression of p53 and IFI16 proteins with constitutive and GAL inducible promoters, and
the one-hybrid yeast system model was optimized for the study of IFI16 protein interactions in vivo.
The results show that most of the analyzed sequences are able to form G-quadruplex structures
in vitro, even in the presence of only one run of three or more G-bases. While the presence of several
G-runs separated by a single nucleotide spacer led to the formation of intermolecular G-quadruplex
structures, mutation in the original G-quadruplex sequence induced the formation of intramolecular
structures with different conformations. In vitro binding and competitive binding experiments
demonstrated specific binding of the IFI16 protein to G-quadruplex structures without differences
in protein binding preference to a particular G-quadruplex conformation. Stabilization
of G-quadruplex structures in vivo behind the transcription factor responsive element (p53) in the gene
promoter induced repression of the transcription of the given gene. In the absence of any binding site
of the IFI16 protein, a protein-protein interaction between the IFI16 and p53 proteins occurred, which
led to an increase in the transactivation potential of the p53 protein, while the binding of the p53
protein and initiation of reporter gene transcription was influenced not only by the presence
of the G-quadruplex motif and its stabilization, but and the DNA sequence adjacent to the p53
responsive element.

KEYWORDS

IFI16, G-quadruplex, p53, DNA-protein interaction, protein-protein interaction, circular dichroism,
electrophoretic mobility shift assay, isogenic yeast system, luciferase reporter assays
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1 UVOD

Interferonem gama indukovany protein 16 (IF116) nalezi do vysoce homologni rodiny lidskych
proteini HIN-200, pro niz je charakteristickd pfitomnost jedné nebo dvou tandemové umisténych
DNA-vazebnych HIN domén. Protein IFI16 plni v bunice fadu funkci — rozeznava poskozenou nebo
cizorodou DNA, podili se na regulaci bunécné proliferace, tkanové diferenciaci a procesech
buné¢ného starnuti a apoptdzy [1]. Vlivem své vazebné aktivity a subcelularni lokalizace indukuje
protein IF116 aktivaci riznych signalnich drah zapojenych do nespecifickych imunitnich reakci. Stejné
jako tada dalsich restrikénich faktort, protein IF116 rozpoznava specifické vzory ve virové DNA [2—4]
a je schopen inhibovat virovou infekci pfimou interakci s DNA vird pied zahdjenim exprese
interferond [5]. Bylo prokazano, Ze k fizeni vrozené imunitni odezvy je nezbytna piitomnost proteinu
IFI16 plné délky, kdy dochazi k tvorbé homo- a heterodimernich komplexi a kooperativnimu
sestaveni inflamazomu [6]. Protein IFI16 pIné délky je schopen reprimovat transkripci DNA
a modulovat aktivitu n€kterych transkrip¢nich faktorti jako jsou proteiny p53 a pRb [7]. V posledni
dobé je zkoumano zapojeni proteinu IFI16 do dal§ich metabolickych drah prostiednictvim jeho
vazebnych interakci béhem nadorové suprese [8-11]. Domény proteinu IFI16 vykazuji odlisné
vazebné vlastnosti k riznym strukturam DNA vlivem rozdilné distribuce povrchového naboje pfi
vysoce konzervované topologii obou HIN domén [12]. Piestoze protein IFI16 interaguje in vitro
S jednotetézcovou i dvouretézcovou DNA prostiednictvim elektrostatickych interakci kladn€ nabitych
proteinovych rezidui se zaporn& nabitou cukr-fosfatovou kostrou DNA [13], upfednostiiuje protein
strukturné specifickou vazbu k nadS$roubovicové dsDNA [14] a riznym kiizovym strukturdm. Protein
IF116 vykazuje specifickou vazbu K tzv. strukturam G-kvadruplext, které je schopen svou vazbou
ucinné stabilizovat [13]. G-kvadruplexy jsou sekundarni nekanonické lokalni struktury DNA a RNA,
které se snadno tvoii in vitro i in vivo ze sekvenci bohatych na guaninové baze. Struktury
G-kvadruplexti se podili na udrzovani stability genomu a zapojuji se do procest replikace DNA,
transkripce 1 translace. Jejich vyskyt byl prokazén v oblastech promotorti onkogent, telomer,
5’a 3'neptekladanych oblastech DNA a mediatorové RNA [15-19]. Vzhledem k lokalizaci struktur
G-kvadruplexi ve vyznamnych oblastech DNA se G-kvadruplexy staly pfedmétem zijmu jako
potencialni terapeutické cile. Byla vyvinuta tada 1é¢iv schopnych interagovat se strukturami
G-kvadruplext a je zkoumano jejich zapojeni pii vyrobé biosenzori [20, 21], biokatalyzatort [22]
a biomaterialt [23, 24]. Tvorba struktur G-kvadruplexii v nevhodné oblasti genomu, nebo ¢ase miize
naopak zvysovat nestabilitu genomu a indukovat tvorbu rakovinného bujeni. Byla vyvinuta fada
metod pro identifikaci a charakterizaci struktur G-kvadruplext a jejich interakci s proteiny nebo
G-kvadruplexovymi ligandy — napt. nukledrni magnetickd rezonance [25], tepelnd a izotermicka
diferencni spektrometrie [26], spektroskopie cirkularniho dichroismu [27], testy posunu
elektroforetické mobility nebo in vivo experimenty zaloZzené na kvasinkovém isogennim systému

vyuzivajici trans-aktivacni potencial proteinu p53.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Protein IFI116

Interferonem gama indukovany protein 16 (IFI16) se fadi do vysoce homologni rodiny savc¢ich
proteinti HIN-200. Proteinova rodina HIN-200 zahrnuje mj. ¢tyfi lidské ¢leny, ktefi sdili jednu nebo
dvé tandemové umisténé konzervované C-terminalni HIN domény o délce 200 aminokyselin,
jez se podileji na vazbé proteinu k DNA a protein-proteinovych interakci b&hem regulace
transkripce [8-11]. Spolu s proteinem IFI16 jsou mezi lidské ¢leny rodiny HIN-200 fazeny proteiny
MNDA (nuklearni diferenciacni antigen myeloidnich bunék; z angl. myeloid cell nuclear
differentiation), AIM2 (interferonem indukovatelny protein chybéjici v melanomu; z angl. absent
in melanoma 2) a IFIX (interferonem gama indukovany protein X; z angl. interferon gamma inducible
protein X) [28-31]. VSechny lidské proteiny rodiny HIN-200 sdileji motiv homotypické N-terminalni
a-helikalni PYRIN domény [32, 33] a fadi se do rodiny cytosolickych DNA receptort podobnym
AIM2 (ALR; z angl. AIM2 like receptors) [34].

Exprese proteinu IFI16 byla detekovatelna v epitelialnich i endotelidlnich burnikach, fibroblastech
a bunikach hematopoetického ptivodu [35-38]. RovnéZ bylo diskutovano mozné zapojeni proteinu
IF116 do aktivace lidskych dendritickych bun€k a aktivaci adaptivniho imunitniho systému [38].
Protein IFI16 byl ptivodné oznac¢ovan jako jaderny protein, protoze ve své struktufe obsahuje jaderny
lokalizaéni signal (NLS, zangl. nuclear localization signal) [39] Pozdéji byla jeho piitomnost
v riznych typech bunék detekovana nejen v jadie (vCetné jadérka a nukleoplasmy), ale rovnéz
Vv cytoplazmé a obou kompartmentech soucasné, ¢imz se odliSuje od ostatnich ¢lenti rodiny HIN-200
s vyluéné jadernym nebo cytoplazmatickym vyskytem [40]. Rovnéz bylo prokazano, ze protein IF116
je schopen za urcitych podminek translokovat z jadra do cytoplazmy, jako tomu je napf. po vystaveni
bunék keratinocytt UV-B (ultrafialové B; zangl. ultraviolet B) zafenim [41]. Piestoze bylo
charakterizovano né€kolik faktord, které mohou regulovat subceluldrni lokalizaci proteinu IFI16,
nebyly dosud molekularni mechanismy regulace jeho redistribuce objasnény [40].

Translokace proteinu IFI16 v bunce pravdépodobné nastdva i v dasledku jeho interakci
s adaptorovym proteinem ASC (adaptorovy protein spojeny s apoptdzou obsahujici CARD; z angl.
apoptosis-associated speck-like protein containing CARD). Protein ASC je primarné detekovan
V jadrech lidskych monocyti a makrofagli. V dusledku infekce bunék dochazi k jeho redistribuci
z jader do cytosolu [42]. Bylo prokazano, ze béhem infekce lidskych endotelidlnich bunék virem
KSHV (herpesvirus spojeny s Kaposiho sarkomem; z angl. Kaposi's sarcome-associated herpesvirus),
dochazi k interakci proteinu IFT16 s proteinem ASC, kterd indukuje tvorbu inflamazomu
translokujiciho z jadra do perinuklearni oblasti. [43]. Kromé vyse zminénych, ovliviiuje subcelularni
lokalizaci proteinu IFI16 i samotny typ (myeloidni vs. epitelidlni buiiky) a fenotyp bunc¢k (normalni
vs. transformované buiky), exprimované hladiny proteinu (endogenni vs. ektopicky exprimovany)

a lécba interferonem responzivnimi bunikami [40].

2.1.1 Struktura proteinu IFI116

Protein IF116 se vyskytuje ve tfech izoformach (A. B a C), které vznikaji alternativnim sestfihem
MRNA (mediatorova RNA; z angl. messenger RNA) genu IFI16 [35, 36]. K sestfihu dochdzi v misté
kodujici oblast tzv. raménka (linkeru) oddélujiciho obé HIN domény. Oblast linkeru je bohata



na aminokyseliny serin-threonin-prolin (S/T/P) a mize obsahovat az tii kopie vysoce konzervované
56-aminokyselinové S/T/P domény kodované odlisnymi exony [44]. Piestoze mize byt protein IFI116
fosforylovan na serinovych a threoninovych residuich, nebyly dosud objeveny up-stream
proteinkinazy nebo vyznam fosforylace proteinu [39].

Protein IFI16 obsahuje dvé vysoce konzervované tandemové umisténé DNA vazebné HIN
domény (HIN-A a HIN-B) a konzervovanou N-terminalni a-helikdlni PYRIN doménu odpovédnou
za prevaznou cCast jeho protein-proteinovych interakci. PYRIN doména byva oznacovana jako
»doména smrti“ a je pfitomna u nadrodiny proteinti zapojenych do apoptézy a imunitnich
reakci [32, 33]. C-terminalni HIN domény se podili jak na vazbé k DNA, tak na interakci s proteiny
regulyjicimi transkripci [8-11]. Ob&é HIN domény se vzajemné lisSi v oblastech smycek
a Vv orientaci blizkych sekundarnich strukturnich prvkd. HIN-A a HIN-B domény jsou tvofeny
aminokyselinovymi residui 192-393 (HIN-A) a 515-710 (HIN-B) a ob& obsahuji dvé v tandemu
umisténé subdomény [12], jak je znazornéno na obrazku 2.1.1.

Obrazek 2.1.1: Bioinformaticky predpovezend struktura proteinu IFI16 piné délky. Protein IF116 obsahuje dvé
tandemové umistené C-termindlni DNA-vazebné HIN domény (HIN-A a HIN-B) a N-termindini PYRIN doménu
(tmavé modra). Obé HIN domény jsou tvoreny dvéma sub-doménami (HIN-A sub-doména 1 je znacena zlute,
sub-doména 2 cervené, HIN-B sub-doména 1 je znacena svétle modie a subdoména 2 zelené). Vizualizace pdb

souboru AF-Q16666-F1-model_v4 byla provedena v programu Jmol.
Sub-domény 1 se rozkladaji na aminokyselinovych zbytcich 199-281 (HIN-A)
a 520-597 (HIN-B) a jsou tvoieny osmi -skladanymi listy a jednim a-helixem, které spole¢né vytvaii

strukturu globularniho soudku o rozmérech 13 x 18 x 36 A3 (HIN-A sub-doména 1) a 14 x 18 x 35 A3
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(HIN-B sub-doména 1). Sub-domény 2 obou domén jsou tvofeny aminokyselinovymi zbytky
314-389 (HIN-A) a 628-705 (HIN-B). Sub-domény 2 tvoii sekundarni struktury jednoho a-helixu
a Sesti P-skladanych listl, které se formuji do struktury kulovitého soudku o rozmérech
11 x 19 x 21 A% (HIN-A sub-doména 2) a 10 x 20 x 22 A3 (HIN-B sub-doména 2). Sub-domény obou
domén jsou vzajemné spojeny mezidoménovym raménkem (linkerem) [12]. Struktura obou domén
S ptisluSnymi sub-doménami je zobrazena na obrazku 2.1.2.

HIN A Sub-doména 1 HIN B Su_b-doména 1
(residua 199-281) (residua 520-597)
Sub-doména2 ‘m. 3 Sub-doména 2 7, B
(residua 314-389) 5" (residua 628-705)

r

Linkerova DNA (residua 282-313) Linkerova DNA (residua 598-627)

Obrazek 2.1.2: Struktura DNA vazebnych HIN domén proteinu IF116. Obe domény jsou dadle rozdéleny na dve
sub-domény, které jsou spojeny mezidoménovym linkerem [45] (upraveno).

Na zdkladé¢ bioinformatické analyzy modelovych sekvenci proteini HIN-200 bylo zjisténo,
ze HIN domény obsahuji dva vysoce konzervované OB zahyby schopné asociovat
s oligonukleotidovymi nebo oligosacharidovymi fetézci (z angl. oligonucleotide/oligosaccharide
binding folds) [46]. OB zahyby jsou tvofeny dvéma tiivlaknovymi vzajemné antiparalelnimi
B-skladanymi listy, které se formuji do struktury uzavieného p-soudku. Dulezitou funkci
pfi rozpoznani a vazbé proteinu IFI16 k fetézcim oligonukleotidi nebo oligosacharidii plni smycky
L12 a L45. Zatimco smycky dalSich proteini nesoucich motivy OB-zahybi, jako napt. AspRS (tRNA
(transferovd RNA) syntetaza kyseliny asparagové; z angl. Aspartic acid transfer RNA synthetase),
RPA70 (podjednotka replikacniho proteinu A o velikosti 70 kDa vazajici jednofetézcovou DNA;
z angl. replication protein A 70 kDa DNA-binding subunit) nebo a-TEBP (protein Arabidopsis
thaliana vazajici responzivni element obsahujici ethylen; z angl. Arabidopsis thaliana ethylene-
responsive element binding protein), mohou byt tvofeny i vice nez 15 aminokyselinovymi zbytky,
OB-zahyby proteinu IFI16 Ccitaji nejvice pét aminokyselinovych residui [47]. Rovnéz byly
u OB-zahybt proteinu IFI16 objeveny zmény ve spojovacich vlaknech B3 a B4 a-helixu [47, 48].
K zajisténi spravné strukturni stability obou domén je nezbytna pritomnost obou vzajemné
interagujicich sub-domén. Mezi sub-doménami dochazi k tvorb¢é nekovalentnich a aromatickych
interakci konzervovanych napii¢ proteiny rodiny HIN-200 [12].
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Intenzita represe indukované DNA vazebnymi HIN doménami je pravdépodobné podpotena
pfitomnou N-termindlni PYRIN doménou proteinu IFI16, kterd se rovnéz muze vazat k molekuldm
DNA [49]. PYRIN doména oznacovana rovnéz jako PAAD nebo DAPIN doména se fadi
do nadrodiny tzv. domén smrti. Domény smrti jsou obsaZeny v proteinech, které¢ se podili na apoptoze,
resp. pyroptoze a zanétlivych odpovédich [50]. Pyroptdza je druh prozanétlivé programované bunééné
smrti. Jeji aktivace je zprostfedkovana enzymem kaspazou-1 a nastava v disledku patologickych vlivii
jako jsou napt. mrtvice, srde¢ni infarkt nebo rakovina [51]. Pyroptéza je nezbytna pro kontrolu
mikrobialnich infekci. Jeji dysregulace muze vést k rozvoji autoimunitnich onemocnéni [52].
Do nadrodiny domén smrti patii rovnéz domény CARD/DED a DD [50]. Proteiny nesouci doménu
PYRIN sdileji pouze nizkou sekvenéni podobnost (15 %), s vyjimkou proteinu IF116 a MNDA, které
sdileji sekvencni podobnost 50 %. Struktura domény PYRIN byla charakterizovdna nukledrni
magnetickou rezonanci. Doména je tvofena svazky Sesti a-helixi s neuspofadanym helixem 3
tvoticimi topologii feckého klice [33, 53]. Bioinformaticky model PYRIN domény vytvofeny
homolognim modelovanim na zakladé NMR dat struktury proteinu NAP1L1 (nucleosome assembly
protein 1 like 1) je znazornén na obrazku 2.1.3

Obrazek 2.1.3: Trojdimenziondlni struktura PYRIN domény. Homologické modelovini domény NAPILI-PYRIN
je zndzornéno fialove. Model PYRIN domény proteinu IFI16 modelovany programem Modeller je zobrazen

svétle zelenou. Cervené jsou zobrazeny molekuly tyrosinu [54] (upraveno).

2.1.2 Biologické funkce proteinu IFI16

Protein IFI16 je senzor virové a bakterialni DNA [40, 55], ktery se zapojuje mj. do procest regulace
bunééné proliferace, tkanové diferenciace, bunééného starnuti a apoptdzy [1]. Protein IFT16 je soudasti
BASC DNA opravného multiproteinového komplexu (komplex proteinti asociovany s genem BRCAL
pro protein nachylnosti k rakoviné prsu typu 1; z angl. a super complex of BRCAL (breast cancer type
1)-associated proteins), jehoZ tvorba je indukovana v disledku poskozeni DNA UV zafenim [49].
Vznikly proteinovy komplex indukuje vazbou na DNA v oblasti promotord represi transkripce [56].
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Rovnéz byla prokazéna souvislost mezi proteinem IFI16 a patogenezi nekterych imunitnich
onemocnéni, jako je systémovy lupus erythematodes (SLE; z angl. lupus erythematosus disseminatus),
kdy je protein IFI16 vylu¢ovan buiikami v podob¢ alarminu, kde tvofi autoantigen [41, 57—60].

2.1.2.1 Protein IF116 jako senzor cizorodé DNA

Imunitni odpovéd’ je zprostfedkovana prostrednictvim slozek ptirozené a specifické imunity. Pfirozena
imunita je vyvojové starS$i, vrozend, neadaptivni a antigenné nespecificka. Je pifitomna u vSech
mnohobunéénych organismi. Bunécnou slozku vrozené imunity predstavuji fagocyty, makrofagy
a NK-buitky a slozku humorélni tvoii komplement a interferony. Oproti tomu specifickd imunita
je vyvojové mladsi (pfitomna pouze u obratlovct), adaptivni a disponuje imunologickou paméti.
Bunéénou slozku specifické imunity pfedstavuji T-buriky, které jsou schopny aktivovat B-lymfocyty
(slozka humoralni), které produkuji protilatky [61, 62]. V poslednich nékolika letech doslo k vy¢lenéni
tzv. ,,vnitini imunity*, ktera zahrnuje skupinu interferonti (zvlasté interferon typu I) a cytokiny, tedy
puvodné slozky nespecifické imunity [63]. Buné¢né proteiny, které se zapojuji do antivirovych
obrannych mechanismti (jako protein IF116) jsou oznacovany jako restrikéni nebo omezujici faktory
(RF, z angl. restriction factors) [64]. Rada téchto restrikénich faktorti rozpoznava specifické vzory
ve virové DNA [2-4]. Oproti Toll-like nebo RIG (gen indukovatelny kyselinou retinovou; z angl.
retinoic acid-inducible gene) receptorim, mohou RF inhibovat virovou infekci piimou interakci
s virovou DNA jesté pied samotnou indukci exprese interferonu [5].

Bylo prokazano, ze protein IF116 plni nepostradatelnou funkci restrikéniho faktoru proti virové
replikaci [30, 31]. Vazebna aktivita proteinu IFI16 vede k aktivaci riznych signalnich drah a spolu
S jeho subcelularni lokalizaci urcuji aktivaci konkrétni signalni drahy. Béhem fizeni vrozené imunitni
odezvy je nezbytna pritomnost proteinu IFI16 plné délky, tedy proteinu S ob€éma DNA-vazebnymi
doménami a PYRIN doménou, kterd zprostfedkovava interakci s dal§imi molekulami proteinii
za tvorby homo- i heterodimerd, coz indukuje kooperativni sestaveni vlaken a aktivaci signalnich drah
[6]. V ptipadé, ze PYRIN doména proteinu IFI16 chybi, dochdzi pouze ke slabé afinitni asociaci
s dvouretézcovou DNA (dsDNA; z angl. double-stranded DNA) [65]. Detekce dsDNA proteinem
IFI16 v cytoplazmé vede k aktivaci drahy STING-TBK-IRF3 (stimulator interferonovych gent;
z angl. stimulator of interferon genes-TANK vazebna kinaza; z angl. TANK-binding kinase-
interferonovy regulacni faktor; z angl. interferon regulatory factor), ktera indukuje jadernou expresi
interferonu typu | [66]. Podrobny molekularni mechanismus aktivace STING a indukce sestaveni
inflamazomu proteinem IFI16 ovSem nebyl dosud zcela objasnén [13]. Pfestoze se protein IFI16 fadi
do rodiny receptori podobnych AIM2, existuje hypotéza, ze u nich dochazi k odlisSnému sestaveni
komplexu inflamazomu vlivem rozdilnych povah jejich PYRIN domén [12].

Dosud byla imunitni reakce zprostfedkovana proteinem IFI16 nejlépe popsana u vird z Celedi
herpesviridae a viru lidské imunodeficience (HIV; zangl. human immunodeficiency virus).
Po rozpoznani a-herpesviru HSV-1 (virus herpes simplex typ 1; z angl. herpes simplex virus 1) v jadie
hostitelské buiiky proteinem IFI16, dochazi k translokaci proteinu do cytoplazmy, kde dochazi
ke stimulaci signalni drahy STING-TBK-IRF3, ktera indukuje expresi interferonu typu I
vjadie hostitelské buiky —stejné jako tomu je v pfipadé detekce patogenni DNA piimo
Vv cytoplazmé [34, 67]. RovnéZz dochazi k interakci proteinu IFI16 s adaptorovym proteinem ASC
a prokaspazou-1 (proCasp-1; z angl. procaspase-1) za vzniku proteinového komplexu inflamazomu,
jehoz tvorba aktivuje $tépeni kaspazy-1 (Casp-1; z angl. caspase 1) [68]. Stejné jako HSV-1 je i DNA
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B-herpesviru HCMV (lidsky cytomegalovirus; z angl. human cytomegalovirus) detekovana v jadie.
Protein IFI16 blokuje replikaci HCMV virového promotoru UL-54 prostfednictvim aktivace Spl
(protein specifi¢nosti 1; z angl. specifity protein 1) transkripénich faktort [69, 70], nebo aktivuje
expresi antivirovych cytokinii zprostiedkovanou signalni drahou STING [71]. Oproti tomu,
po rozpoznani dSDNA y-herpesviru KSHV, dochazi k sestaveni komplexu inflamazomu a zrani
interleukint IL-1p a IL-18 nezavisle na ALR [12]. V pfipadé detekce DNA viru EBV (virus Epstein-
Barrové; z angl. Epstein-Barr virus) proteinem IFI16 v prubéhu latentni infekce viru, dochazi k tvorbé
komplexu ASC-IFI116-proCasp-1 piimo v jadie. Nasledné dochazi k translokaci vzniklého komplexu
inflamazomu do cytoplazmy a aktivaci Casp-1, ktera §tépi prointerleukin pro-IL-1p
za vzniku IL-1 B [72].

Béhem infekce viru HIV-1 byly dosud pozorovany tfi mozné scénaie zapojeni proteinu IFI16
do imunitnich odpovédi. Béhem infekce makrofagh interaguje protein IFI16 s dSDNA vzniklou
reverzni transkripci virové RNA. Dochazi k aktivaci signalni drahy STING-TBK1-IRF3 nebo IRF7,
ktera indukuje expresi interferonu typu I. Rozpoznani virové dsDNA v aktivovanych CD4+
T-lymfocytech (skupina T-lymfocyti s diferenciacni skupinou povrchovych glykoproteint
lokalizovanych pievazné na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany) vede K aktivaci signalni drahy
STING-TBK1. V buiikdch nedochédzi k produkci interferonti vlivem poskozeni signdlniho
mechanismu, coz vede k nastoleni produktivni infekce. Oproti tomu v klidovych bunkach CD4+
T-lymfocytd dochazi k aktivaci inflamazomu a tvorbé aktivni molekuly IL-1p, ktera indukuje
buné&¢nou smrt pyroptézou [73-75].

2.1.2.2 Protein IF116 jako represor transkripce

Stejné jako tada aktivatort transkripce jsou i transkripéni represory ¢asto modularni proteiny schopné
interagovat s jinymi bunéénymi a virovymi proteiny a strukturnimi oblastmi schopnymi vazat DNA.
Béhem represe pritom nedochazi ke kompetici aktivatoru a represoru o vazebné misto, nybrz
k interakci daného represoru se slozkami bazalniho transkripéniho aparatu, nebo k interakci
se samotnymi aktivatory transkripce [76]. Transkripéni represory mohou vazat DNA sekvencéné
specifickym zplisobem, nebo interagovat s proteiny vazajici DNA, které fidi pfenos daného represoru
na konkrétni vazebné misto [7].

Biologické vlastnosti proteinu IFI16 jako indukce exprese interferonti a a vy, jaderna lokalizace
a schopnost interakce proteinu s DNA prostfednictvim HIN domén ukazuji na schopnost proteinu
regulovat transkripci DNA a moznost modulace aktivity nékterych transkripénich faktort [77-80].
Experimenty provedené na systému vyuzivajici model GAL4 (galaktézou indukovatelny promotor)
transkripéniho faktoru IFI16 prokazaly silné potlaceni transkripce reportérového genu po vazbé
proteinu IFI16 do promotorové oblasti modelového systému. K represi transkripce dochazelo po vazbé
proteinu do up-stream oblasti vzdalené do 760 bp (part bazi; z angl. base pairs) a down-stream oblasti
do vzdalenosti 1000 bp od mista pocatku transkripce, a to beze zmény hladiny represe proteinem
v zavislosti na délce [49]. V daném systému dochazelo k vyznamnému potladeni transkripce pouze
v ptipadé ekvimolekularniho mnozstvi obou proteind. GAL4 transkripcni faktor vaze molekulu DNA
jako dimer, vtakovém piipadé dochazi k signifikantnimu potlaceni pouze v ptipadé vazby dvou
molekul proteinu IFI16. Protein IFI16 mize rovnéz interagovat s transkripnimi regulacnimi proteiny
jako jsou p53 (bunéény nadorovy antigen, ,,strazce genomu; z angl. cellular tumor antigen p53) a pRb
(protein souvisejici s retinoblastomem; z angl. retinoblastoma-related protein) a podili se na modulaci
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jejich transkripéni aktivity [7]. Jak protein p53, tak protein pRb vykazuji aktivni represi [81-83]
s ptipadnou korepresi v komplexu s proteinem IFI116 [49].

Represe proteinu IFI16 a celé proteinové rodiny HIN-200 je podminéna pfitomnosti
amino-koncové DNA-vazebné oblasti. K i¢innému potlaceni transkripce je nezbytné zapojeni proteinu
IF116 plné délky. Exprese samotné HIN-A nebo HIN-B DNA-vazebna domény nebo exprese
C-terminalni oblasti obsahujici soucasné¢ obé HIN domény s pantovou oblasti neindukuji represi
transkripce [49].

2.1.2.3 Rozpoznani viastni a cizorodé DNA proteinem IFI16

Mechanismy rozpoznani patogenni DNA i RNA prostfednictvim vrozeného imunitniho systému byly
predmétem tady vyzkumt. Zvlastni pozornost byla vénovana mechanismu rozpoznani vlastni DNA
od cizorodych nukleovych kyselin nebo poskozené DNA hostitele [84].

vyhodnoti veskerou ptitomnou DNA jako cizorodou, protoZe za normalni podminek se endogenni
DNA hostitele v cytoplazmé nenachazi. VétSina DNA virG témto mechanismim detekce unika
z divodu obnazeni patogenni DNA az v okamziku vstupu do jadra hostitelské bunky [2, 3]. V reakci
na pritomnost patogenni DNA v jadfe dochazi k sestaveni signalnich drah, které indukuji zanétlivé
reakce vii¢i DNA patogenu, ale nikoliv viéi vlastni dsDNA v jadie [43, 68, 85]. Jednim z klicovych
faktori umoziujici proteinu rozlisit vlastni a cizorodou DNA v jadrech hostitelskych bunék
je chromatinizace DNA [43, 85-89]. Bylo prokazano, ze transfekovana chromatinizovana DNA viru
SV40 (opici vakuolizujici virus 40; z angl. simian vacuolating virus 40) je schopna se u¢inné¢ vyhnout
rozpoznavacimu mechanismu proteinu IFI16 [88]. K u¢inné oligomerizaci proteinu na molekule
dsDNA dochazi za ptedpokladu, ze DNA dosahuje délky alespon 50—70 bp, pfi¢emz velikost linkeru
vyskytujiciho se mezi dvéma komplexy nukleozomid se pohybuje vrozmezi 20-30 bp [90].
Nukleozomy v genomu hostitelské buitky omezuji 1D (jednorozmérnou; z angl. one-dimensional)
difuzi proteinu a zamezuji oligomerizaci proteinu IFI16 a signalnich ohnisek na molekule
dsDNA [84].

K vytvoreni funkéniho mechanismu sestaveni prozanétlivého proteinového komplexu musi byt
molekuly proteinu IFI16 schopné vzajemné lokalizace na molekulach patogenni DNA a nesmi
inhibovat vlastni dsDNA. V pripad¢ pretrvavajici signalizace proteinem IFI16 mutze dojit k rozvoji
autoimunitnich onemocnéni jako je napf. Sjogrentv syndrom [44, 44, 58, 59, 91]. Rychlost sestaveni
proteinovych komplexl se zvySuje nelinearné (az 50krat) s rostouci délkou dsDNA az do 600 bp,
kdy dosahuje rychlost sestaveni proteinového komplexu konstantni hodnoty. K iniciaci tvorby
komplexu je nezbytna ptitomnost alespon Ctyi kopii proteinu IFI16 a k optimalni oligomerizaci
je nutna pfitomnost ptiblizné deseti proteinovych molekul [84]. Ke zvySeni pravdépodobnosti
vzajemné lokalizace molekul proteinu IFI16 na molekule DNA protein jednorozmérné skenuje podél
dsDNA. Jednotlivé molekuly proteinu IFI16 difunduji na dsDNA. Difuzni koeficient proteinu IFI16
se zvySuje s rostouci iontovou silou prostiedi [92]. Naopak ke sniZeni difuzniho koeficientu dochazi
S rostoucim mnozstvim molekul proteinu IFI16 navazanym do vznikajiciho komplexu [84]. Delsi
molekuly DNA umoznuji rychlejsi tvorbu oligomer proteinu IFI16 nez krat$i molekuly dsDNA,
kde dochazi k 1D difuzi proteinu. Delsi molekuly DNA rovnéz neumoznuji rychlou lokalizaci
jiz navazanych molekul proteinu IF116 na DNA [93-95].
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2.1.3 Vazebné vlastnosti proteinu IFI16

HIN domény vsech ¢lent ALR vykazuji vysoce konzervovanou topologii s rozdilnou distribuci
povrchového naboje, ktery ovliviiuje povrch a vazbu domén k DNA [12]. Rozdily vazebnych
vlastnosti obou DNA-vazebnych domén proteinu I[FI16 se projevuji nejen pii snimani DNA,
ale i béhem aktivace vrozenych imunitnich reakci [13]. Pfestoze protein IFI16 interaguje in vitro
s sSSDNA (jednoietézcova DNA; z angl. single-stranded DNA) i dsDNA ruzné délky, k optimalni
indukci tvorby interferonu in vivo je nezbytna transfekce bunék dsDNA alespon o délce 70 bp [34].
Kromé vrozenych imunitnich odpovédi se vazebné vlastnosti proteinu IFI16 projevuji rovnéz
pti opravé DNA a regulaci aktivity transkripéniho faktoru p53 [10, 12]. Bylo prokazano, Zze protein
IF116 prosttednictvim HIN-A domény interagujici s C-koncem proteinu p53 a pfispiva ke zvyseni jeho
sekvenéné specifické vazby na DNA b&éhem transkripce [12].

Ob¢ HIN domény proteinu IF116 interaguji in vitro s SSDNA i dsDNA [10, 34] prostiednictvim
elektrostatickych interakci [13], které jsou ovlivnény koncentraci soli [96]. K elektrostatické interakci
dochazi mezi kladné nabitymi postrannimi feté€zci aminokyselin a zadporné nabitou cukr-fosfatovou
kostrou DNA [13] Ob&é DNA-vazebné HIN domény proteinu IFI16 spoleéné vykazuji vyssi schopnost
vazby nez samotna doména HIN-A nebo HIN-B [34].

Vysledky NMR strukturni analyzy ukazaly, ze HIN-A doména k vazbé na DNA vyuziva
primarn¢ residua z vlakna B4 a smycky druhého zahybu L45 spojujiciho vlakno B4 s B5. Vznikly shluk
kladné nabitych proteinovych zbytkli z druhého zahybu spojuje patef jednoho fetézce DNA a tvoii
pseudosroubovicovou spiralu, ktera se paruje S dalSim fet€ézcem DNA. Pseudosroubovicova spirala
je zachycena mezi dvéma postrannimi fetézci aminokyselin K371-K372 a N373-Q374, pficemz
k interakci s DNA dochazi primarné u pozitivné nabitych aminokyselin R368—K377. Druhou oblasti
vazajici DNA na HIN-A doméné je asymetrickd jednotka tvofena primarn¢ aminokyselinami
z kanonické smycky L34 zahybu 1 a C-konce HIN-A domény. Zatimco mezi aminokyselinovym
zbytkem K256 a kyslikem fosfatové skupiny kostry DNA dochdzi k tvorbé vodikové vazby, K214
umisténa na smycce mezi vlakny B1 s B2 interaguje s fetézcem DNA [13].

DNA-vazebny povrch HIN-B domény je pfedem formovan a neni ovlivnén ptitomnosti dsDNA,
jak ukazala analyza jeji struktury v piipadé absence i pfitomnosti molekuly DNA. HIN-B doména
interaguje s DNA pievazné prostfednictvim aminokyselinovych rezidui umisténych na samotném
zahybu OB (K732, K734 a R764) a na linkeru mezi obéma OB zdhyby (K663 a R667) [96],

jak je znazornéno na obrazku 2.1.4.
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Obrazek 2.1.4: Interakce HIN-B domény proteinu IFI16 s DNA. Interakce DNA:HIN-B prostrednictvim
vodikovych miuistkit jsou prezentovany Sedymi teckovanymi carami, retézce DNA jsou zndzorneny zlutou a Sedou

barvou a hranice obou OB zdhybii jsou znaceny fialovou prerusovanou linii [96] (upraveno).

Aminokyseliny s DNA interaguji prostiednictvim vodikovych vazeb a Van der Waalesovych
elektrostatickych sil s fosfaty hlavniho fetézce DNA. Ukazuje se, Ze zvlast’ dileZitou oblasti pro vazbu
HIN-B domény na molekulu DNA predstavuje oblast zahybu OB,. Piestoze mutace v zahybu OB,
a oblasti linkeru mezi obéma zahyby nemaji vyrazny vliv na interakci domény HIN-B s DNA, mutace
v zdhybu OB; vyrazné narusuji vazebnou afinitu celé HIN-B domény. Aminokyselinové zbytky K663
a R667 v HIN-B doméné jsou posunuty ve vyssich polohach oproti zbytkiim lokalizovanym v HIN-A
doméné. Rovnéz residua K734 a R764 v HIN-B doméné nejsou shodna srezidui v HIN-A
doméné [96]. Tyto rozdily pravdépodobné zpusobuji niz§i DNA vazebnou afinitu HIN-A
domény [34].

HIN-A doména vaze SSDNA i dsDNA s podobnou afinitou, zatimco doména HIN-B a ob&é HIN
domény soucasné vykazuji niz$i afinitu k ssDNA bohatou na adenin a thymin. Piestoze doména
HIN-A oproti HIN-B vykazuje rychlej$i tvorbu komplexu, vaze samotna doména HIN-B DNA
bohatou na pary GC bazi (guanin a cytosin) pevnéji nez HIN-A, coz prokazuje nizsi rychlost disociace
komplexu s HIN-B. Na rozdil od HIN-B, dochazi u HIN-A domény k tvorbé stabilniho komplexu
S SSDNA v roztoku, coz bylo potvrzeno kombinaci NMR titra¢nich studii a studiemi krystalovych
struktur komplexu HIN domén s DNA [13].

Vazebné vlastnosti obou DNA-vazebnych HIN domén jsou rovnéz ovlivnény mutacemi v jejich
strukturach. Zatimco mutace aminokyselinovych rezidui HIN-B domény interagujicich s DNA vedou
ke snizeni indukce promotoru IFN-f a delece celé HIN-B domény zplsobi Uplné narusSeni
aktivace promotoru [96], mutace proteinu IFI16 pIné délky v oblastech HIN-A domény
K252A/N254A/K256A/K257A, nebo R368A, K370A, K372A, N373A, Q374A indukuji zvySenou
aktivaci promotoru IFN-f [13].

Molekula DNA neformuje pouze pravotoCivou nebo levotocivou dvouretézcovou sekundarni
strukturu, nybrz miiZze vytvaret i struktury oznaované jako vlasenky (palindromy), i-motivy, triplexy

17



nebo kvadruplexy. Bylo prokazano, ze protein IFI16 upfednostiiuje vazbu na tzv. supercoiled DNA
pted vazbou na linearni DNA stejné sekvence [14]. Rovnéz bylo prokazano, Ze protein IF116 vykazuje
preferencni vazbu k sekundarni struktuie G-kvadruplexu (G4, z angl. G-quadruplex). Protein IFI16
je schopen rozpoznat strukturu G-kvadruplexu, specificky se na ni vazat a touto vazbou ji stabilizovat,
tiebaze je lokalizovana v omezeném mnozstvi v molekule supercoiled DNA. Béhem specifické vazby
dochazi k tvorbé globularnich struktur, zatimco vazba na ss- nebo dsSDNA indukuje oligomerizaci
proteinu podpofenou prostiednictvim PYRIN domény. Stabilizace sekundarnich struktur
G-kvadruplextt cMYC (sekvence odvozena z promotoru genu cMYC) a HTEL (sekvence odvozena
z lidské telomerické DNA; z angl. human-like telomeric DNA) vedla v molarnim poméru
DNA:protein 1:1 kvyssi stabilizaci, nez ptidavek 50 mmol-I* KCI. Interakce proteinu IFI16
se strukturou G4 zpasobuje konformacni zmény u vSech tii proteinovych domén a vede
ke znepiistupnéni aminokyselin R611 az S614 HIN-B domény [97], které tvofi polarni kontakty
s DNA [96]. Komplexni pohled na problematiku vazebnych preferenci proteinu IFI16 ukazuje,
ze protein vykazuje rostouci preference od ssDNA, dsDNA, kiizové struktury az po motiv
G-kvadruplexu, kdy dochazi kvazbé az 90 % piitomného proteinu jiz pfi molarnim poméru
DNA:protein 1:4. Dosud nebyla pozorovana preference proteinu IFI16 ke konkrétni konformaci
G-kvadruplexu [97].

2.2 G-kvadruplexy

PrestoZze je molekula DNA znama ptfedev§im v podob& dvousroubovice, projekt ENCODE prokazal,
ze DNA a RNA muze vytvafet nekanonické sekundarni struktury se zésadnim biologickym
vyznamem. Mezi tyto struktury nalezi mj. i tzv. G-kvadruplexy (G4) [98].

G-kvadruplexy jsou nekanonické sekundarni lokalni struktury DNA a RNA, které se snadno tvofi
in vitro i in vivo ze sekvenci bohatych na guaninové baze. Bylo prokazano, ze G-kvadruplexy
se zapojuji do fady vyznamnych bunéénych procest, jako je genova replikace DNA, transkripce,
translace a udrzovani stability genomu. Vyskytuji se ve specifickych sekvencich s funkénim
vyznamem jako jsou telomery a oblasti promotori onkogenil nebo 5’a 3 nepiekladanych oblastech
(UTR; z angl. untranslated region) mRNA.

Existuje fada proteinti, které jsou schopny interagovat s motivem G-kvadruplexu [15-19].
Vzhledem kjejich vyznamnym biologickym funkcim se G-kvadruplexy staly vynikajicimi
potencialnimi  terapeutickymi  cili. Byla vyvinuta fada 1éC¢iv  schopnych interagovat
s G4 strukturami, diskutuje se i o jejich vyuziti pfi vyrob& biomaterialt [23, 24], biosenzoru [20, 21]
a biokatalyzatora [22].

2.2.1 Struktura G-kvadruplexi
G-kvadruplexy se skladaji ztzv. guaninovych tetrad (G-tetrad). G-tetrady jsou rovinné platformy

slozené ze ctvefice guaninovych bazi, které se vzajemné paruji nekovalentnimi vazbami (vodikovymi
mustky) dle tzv. Hoogsteenova parovani. Jestlize se dvé a vice (nejCastéji tii) G-tetrady poskladaji
vzajemné nad sebe, mize vzniknout struktura G-kvadruplexu, ktera je stabilizovana sodnymi nebo
draselnymi kationty [99-101]. Oba typy iontli jsou koordinované v kvartetu s kyslikovymi atomy
guanini O6 a stabilizuji negativni elektrostaticky potencial ve stfedech G-tetrad, pficemz stabilizace
struktur G-kvadruplext draselnymi ionty je u¢innéj$i, nez stabilizace ionty sodnymi [102].
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G-tetrady mohou zaujimat anti nebo syn glykosidickou konformaci. Jestlize sméfuji fetézce
tvotici G-tetrady stejnym smérem a zaujimaji glykosidickou konformaci, hovotime o tzv. paralelnich
tfetézcich. Oproti tomu fetézce sméfujici opacnym smérem jsou tzv. antiparalelni a mohou zaujimat
rizné glykosidické konformace [103]. V zavislosti na poctu fetézcl, ze kterych jsou G-kvadruplexy
sloZzeny, rozliSujeme intramolekularni a intermolekularni G-kvadruplexy. Intramolekulérni
G-kvadruplexy jsou tvofeny jednim vlaknem (monomery) DNA ptip. RNA, zatimco intermolekularni
G-kvadruplexy jsou multimery, coz znamena, ze jsou tvofeny dvéma az Ctyfmi rGznymi vlakny
nukleovych kyselin. VétSina Dbiologicky vyznamnych G-kvadruplexd je in vivo tvofena
intramolekularnimi strukturami G4. Intramolekularni G4 se oproti tetramolekularnim strukturam tvofi
rychleji a vykazuji vysokou miru konformacni diverzity, ktera je dana odlisnou strukturou cepicky,
topologiemi konformaci smycek a riznymi zptisoby jejich skladani.

Na zaklad¢ skladby fetézc nukleovych kyselin tvoficich G-kvadruplex rozliSujeme tii zakladni
typy G-kvadruplex, a to paralelni, antiparalelni a hybridni G-kvadruplexy. Ve struktuie paralelniho
G-kvadruplexu jsou vSechny Ctyii fetézce orientovany stejnym smeérem 5°-3°. Antiparalelni
G-kvadruplex je tvofen vzajemné¢ antiparalelnimi sousednimi fetézci nukleovych kyselin. Hybridni
G-kvadruplex (3 + 1) obsahuje jak paralelni, tak antiparalelni vlakna, kdy tii vlakna sméfuji zpravidla
stejnym smérem a Ctvrté vldkno je vaci témto tfem antiparalelni. Jak jiz bylo zminéno vyse,
G-kvadruplexy vykazuji vysokou diverzitu ve skladbé smycek. Pfi spojeni paralelnich fetézcl dochazi
k tvorbé smycky oznacované jako vrtule, spojenim sousednich antiparalelnich vlaken vznika lateralni
smyCka a pii spojeni antiparalelnich fetézci, kdy je fetézec nukleové kyseliny veden pies jadro
G-tetrady hovofime o tzv. diagonalni smyc¢ce. Charakterizaci konkrétni struktury G-kvadruplexu
rovnéz stézuje fakt, ze stejna sekvence DNA mize zaujimat rizné konformace jako je tomu
napft. u lidské telomerické DNA nebo miize vytvaiet vice struktur jako v ptipadé nékterych promotori
genu [104].

Znalost ptesné 3D (trojrozmérné; z angl. three-dimensional) struktury G-kvadruplext je nezbytna
pro navrh ligandii urCenych kjejich stabilizaci, zvlasté pii jejich nasledném pouziti jako
protirakovinné 1é¢ivo cilici na G-kvadruplexy v promotorech onkogeni a telomerach a pii studiu vlivu
G-kvadruplext na bunétné procesy jako je replikace a transkripce DNA [105]. Struktura

G-kvadruplext je schematicky zndzornéna na obrazku 2.2.1.
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Obrazek 2.2.1: Struktura G-kvadruplexii. G-kvadruplexy jsou sloZeny ze dvou a vice nad sebou poloZenych
rovinnych G-tetrad stabilizovanymi sodnymi nebo draselnymi monovalentnimi kationty. G-tetrady jsou tvoreny
Ctyrmi guaninovymi bazemi, které jsou vzdjemné spojeny nekovalentnimi vodikovymi vazbami dle Hoogsteenova

parovani (4). Struktury G-kvadruplexii jsou polymorfuni a mohou zaujimat rizné konformace Vv rdmci jedné

(intramolekuldrni) nebo vice (intermolekularni) molekul [106].

2.2.2 Vyskyt G-kvadruplexi v genomech organismii

Bioinformatické analyzy lidského genomu odhalily vice nez 300 000 sekvenci s potencidlem tvorby
G-kvadruplexu s konsensualni sekvenci Gz+N17G3:N17G3+N17Gs+ [14]. In vivo nevznikaji
G-kvadruplexy pouze z uvedené sekvence DNA [107], a tak jejich poCet miZze stanovenou hodnotu
vyznamn¢ prevySovat. Bylo prokazano, ze lokalizace struktur G-kvadruplexti neni nahodnd a maji
vyznamny vliv ve funkénich oblastech genomu. Vysoka konzervovanost struktur mezi riznymi druhy
[108] naznaCuje selekéni tlak na sekvence s potencidlem tvorby G-kvadruplexu v pfesné danych
mistech genomu. Nejvice struktur s potencidlem tvorby G-kvadruplexti bylo nalezeno v genomech
savcl a jejich pocet tmérné klesa s evoluénim staiim organismu [109].

K formovani struktury G-kvadruplexit z dSDNA muze dochazet béhem replikace, transkripce
a Vv priabéhu oprav DNA. Béhem téchto déji dochazi k rozruseni vodikovych vazeb Watson-Crickova
parovani, které umozZni alternativni parovani guaninovych bazi dle Hoogsteena [110, 111].
Dale je predpokladana tvorba struktur G4 jako dusledek pisobeni tzv. superhelikdlniho stresu,
molekulovym shlukem [112] a proteiny schopnymi specificky vazat struktury G4 [113]. Ukazuje se,
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ze G4 by mohly slouzit jako mista rekombinace DNA. Pozitivni role struktur G4 in vivo neni doposud
dobfe prostudovana [114, 115]. Lokalizace struktur G-kvadruplexii v genomu je znazornéna
na obrazku 2.2.2.

Jadro Cytoplasma

» ‘\‘ :
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Obrdzek 2.2.2: Umisténi struktur G-kvadruplexii v ramci genomu. Struktury s potencidlem tvorby G-kvadruplexu
byly identifikovany v oblastech promotorii a telomer. K tvorbé struktur G4 v bunécném jadre miize dojit behem
transkripce, replikace a na jednovidknovych previsech DNA bohatych na guaninové baze. Mimo jadro mohou
byt struktury G4 tvoreny v mRNA a ucastnit se translacni kontroly. Jejich pritomnost béhem replikace,

transkripce i translace miize inhibovat dany proces (cervené T-éary) [106](upraveno).

2.2.2.1 G-kvadruplexy piitomné na telomerdch

Prvni vyskyt G-kvadruplexd in vivo byl pozorovan na telomerach DNA. Telomery se nachazi
na koncich linedrnich chromozomti a tvoifi specifické komplexy s proteiny. Vzniklé struktury
brani poSkozeni DNA pifi bunéném d€leni, atacich nukleaz a pii chromozomalnim
nehomolognim spokojovani konct [116-118]. Telomerické G-kvadruplexy byly popsany
na jednovlaknovych telomernich sekvencich n€kolika organismil jako intramolekuldrni struktury part
guaninovych bazi [119] a jako guaninové tetrady mezi vlasenkovymi smyckami [120]. Pozdé&ji bylo
prokazano na modelech telomerické DNA, Ze na stabilizaci struktur G-kvadruplex ma vyznamny vliv
i pfitomnost nékterych monovalentnich kationtd [99].

Lidské telomery dosahuji délky 5 000-10 000 bazi a jsou tvofeny tandemovymi repeticemi
hexanukleotidu d(TTAGGG), [121]. Zatimco na koncich telomer se tvoii pfevazné intramolekularni
struktury G4, na invaznich komplexech T-smycek mize dochazet i ktvorbé struktur
intermolekularnich [122, 123]. Intramolekularni struktury telomernich G-kvadruplext mohou piijmout
rtizné konformace. V prostiedi draselnych iontti to mohou byt ekvilibra¢ni struktury hybridniho typu
[124-130], dvoutetradové [131-133] a paralelni struktury [134]. V prostifedi sodnych ionti byly
pozorovany G4 struktury koSikového typu [135]. G-kvadruplexy rovnéz tvoii na koncich telomer

21



hybridni  struktury nebo  sbalené multimery [124, 136]. U vysSich  eukaryot
se ukazuje, ze strukturni polymorfismus je wvnitini vlastnosti vysoce konzervované telomerické
sekvence, zvlasté pro sekvenci smycky TTA [137]. Prestoze jsou energetické rozdily mezi
jednotlivymi telomernimi G-kvadruplexy velmi nizké, vzajemny prechod mezi nimi je velmi pomaly
a naznacuje tvorbu vysokoenergetického meziproduktu [124, 132, 138-140].

Oproti telomeram ve zdravych somatickych bunkach, se telomery rakovinnych bunck
pii replikaci nezkracuji vlivem aktivace reverzni transkriptazy — telomerazy, ktera udrzuje délku
telomer a maligni fenotyp [141-143] jejich opétovnym prodlouzenim na koncich chromozomu [141].
V nedavné dobé byl identifikovin RNA G-kvadruplex, ktery obsahuje telomerickou repetici
(TERRA,; z angl. telomeric repeat-containing RNA), u kterého bylo prokazano, ze inhibuje ¢innost
telomerazy [144, 145]. RovnéZz bylo u RNA obsahujici telomerni repetice prokazano, Ze piijimaji
strukturu G4 s paralelnim uspofadanim fetézct [146-148].

2.2.2.2  G-kvadruplexy v promotorech genii

G-kvadruplexy ptitomné v sekvencich promotorii genti ptisobi jako regulatory transkripce [149, 150].
Pritomnost struktur DNA, vzniklych ze sekvenci bohatych na guaninové baze, byla poprvé popsana
vroce 1982 na zakladé hypersenzitivity prvkli promotoru na nukledzu u genu pro kufeci
B-globulin [151-153].

Do soucasné doby byl potvrzen vyskyt struktur G4 v lidskych promotorech gend pro expresi
inzulinu [154], c-MYC [150, 155], VEGF (cévni endotelialni ristovy faktor; z angl. vascular
endothelial growth factor) [156, 157], HIF-1a (hypoxii indukovatelny faktor 1-alfa; hypoxia-inducible
factor 1l-alpha) [158], BCL-2 (lymfom B-bun¢k 2; z angl. B-cell lymphoma 2) [159-161],
MtCK (mitochondrialni kreatin kinaza; z angl. mitochondrial creatine kinase) [162], K-RAS (protein
genu K-RAS poprvé identifikovan jako onkogen sarkomu zptsobeného krysim virem Kirsten; z angl.
Kirsten rat sarcoma virus) [163, 164], c-KIT (tyrosinkinazovy receptor KIT) [165, 166],
RET (receptorova kinaza; z angl. rearranged during transfection) [167], PDGF-A (desti¢kovy rustovy
faktor; z angl. platelet-derived growth factor) [168], c-MYB (protein z rodiny transkripénich faktort
MYB) [169], hTERT (lidska telomerazova reverzni transkriptaza; z angl. human telomerase reverse
transcriptase) [170] a PDGF-Rp [171, 172]. Rovnéz byl prokazan potencialni vyskyt G-kvadruplexa
v promotorech geni, které jsou zapojeny do regulace ristu a proliferace bun¢k [149, 173, 174].
U vsech téchto genti byly nalezeny tseky bohaté na guaninové nebo cytosinové baze v proximalnich
oblastech promotorti bez pritomnosti sekvence TATA. Potencial pro tvorbu G-kvadruplexii je vyssi
u onkogenti oproti geniim pro represi nadort [175]. Vyznamny vyskyt sekvenci s potenciadlem tvorby
G-kvadruplexti byl predikovan v promotorovych oblastech v blizkosti po¢atkt transkripce [176].
Tvorba G-kvadruplexti v téchto oblastech je pravdépodobné indukovana dynamickou negativni
superhelicitou zptisobenou transkripci [177-180].

Sekvence tvorici v promotorech struktury G-kvadruplext se vzajemné odliSuji poctem a délkou
G-traktl a intervenujicimi guaniny na jednom G-traktu. Bézna je ptitomnost vice nez ¢ty G-trakti
Snestejnym poc€tem guaninli a tvorba vice moznych struktur G-kvadruplexd rGznou kombinaci
G-traktd a smycek [104]. G-kvadruplexy s tfitetradovym jadrem nejéast&ji piijimaji paralelni
konformace, které nejsou uniformni a odliSuji se riznym vedenim smycek a vazbou Cepicky
v zavislosti na konkrétni sekvenci [181-184]. Pro promotorové G4 je charakteristicka prevaha motivu
G3NGs, ktery obsahuje robustni paralelni vlakno se strukturnim motivem smyckové vrtule o délce
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jednoho nukleotidu. Dosud se experimenty zaméfené na vliv G4 v promotorech zaméfovaly nejvice
na promotor genu c-MYC [150, 151], u kterého byl motiv GsNGs poprvé pozorovan [183], a ve kterém
je dany motiv piitomen v repetici, pfi¢emz z obou motivit GsNG3z promotoru c-MYC mohou vznikat
struktury G4 mezi nimiZz se nachazi dlouha stfedni smycka [161, 185, 186]. Vysoce konzervovana
oblast bohatd na G v proximalni oblasti promotoru c-MYC oznaCovana jako III; vykazuje
vysokou konformacni dynamiku [187]. Tvorba struktur G4 v této oblasti indukuje represi
transkripce [150, 155] a fidi 80-90 % transkrip¢ni aktivity genu c-MYC [188-191].

Byly pozorovany struktury G-kvadruplexti s pferusenym fetézcem [192, 193], vloZenym
koncem [194] nebo dal§imi konformacemi vlasenkové smycky [161, 170]. Struktury G4 mohou
vznikat na samostatnych oblastech i v ramci jedné piekryvajici se oblasti. V proximalni oblasti
promotoru genu BCL-2 jsou pfitomny dvé oblasti oznacované jako Pu39 a P1G4, které jsou vzajemné
oddéleny 13 nukleotidy. V oblasti Pu39 se mohou tvofit dvé konkurenéni struktury G4, a to hybridni
[159, 195] a paralelni [186], zatimco v oblasti P1G4 se mohou tvofit dva rovnovazné paralelni
G4 [161]. Podobny jev se vyskytl i u promotoru genu K-RAS [163, 164, 196-198], c-KIT [165, 166,
192, 199, 200], PDGFR-4 [171, 172, 193, 194] a hTERT [170, 201-203].

Ruzné variace G-kvadruplexii v promotorovych oblastech mohou byt specificky rozpoznany
proteiny nebo ligandy, jejichz vazba nasledné poskytuje dalsi tirovenn modulace transkripce stejné tak

jako inherentni polymorfismus a rovnovaha mezi jednotlivymi konformacemi [174].

2.2.2.3 G-kvadruplexy v dalSich oblastech lidského genomu

Kromé jiz vyse zminénych promotort genii a oblasti telomer, byly G-kvadruplexy nalezeny i v jinych
oblastech lidského genomu, jako napf. v oblastech piepinajici tiidy imunoglobulini [204-206],
ribozomalni [207], mitochondrialni DNA [208-211], v oblastech iniciace replikace [212]
nebo v retrotransposou LINE-1 [213-215]. Mimo DNA mohou byt G4 tvofeny i v molekule RNA,
kde mohou zapficinit inhibici translace. G4 se tvofi v RNA intronech a reguluji aktivni sestiih gend
jako je TP53 [216] nebo Bcl-XL [217]. Rovnéz byly objeveny hybridni DNA:RNA G4 vznikajici
béhem procesu transkripce [218], nebo v sekvencich rozsifenych repetic u neurodegenerativnich
onemocnéni, piip. jako repetice (CGG)n vV 5'-UTR genu FMR1 (messengerovy ribonukleoprotein
fragilniho X; z angl. fragile X messenger ribonucleoprotein 1) u tzv. syndromu fragilniho X (FXS;
z angl. fragile X syndrome) [219, 220]. V poslednich letech se ukazuje, ze struktury G4 se podileji
na nestabilit¢ genomu a poskozeni DNA [221-223]. Hexanukleotidova repetice (GGGGCC), byla
detekovana v genu C90orf72 (otevieny ¢&teci ramec 72 chromosomu 9; z angl. chromosome 9 open
reading frame 72) u amyotrofické lateralni skler6zy a frontotemporalni demence [224].

2.2.2.4  Dalsi vyskyt G-kvadruplexit v biologickych systémech

G-kvadruplexy byly identifikovany i v genomech dalSich organismu a lidskych patogent. Stejné jako
v lidském genomu, byla u dalsich biologickych systémt tvorba G4 spojena s regulaci bunécnych déju.
Vyskyt G4 byl ve vyznamné mife detekovan u lidskych patogent [225], zvlasté pak u virt jako jsou
herpesviry [226-228], virus lidské imunodeficience (HIV) [229-232], virus hepatitidy, virus lidského
papilomaviru [233], virus tézkého akutniho respiracniho syndromu (SARS; z angl. severe acute
respiratory syndrome) [234] nebo viry Zika [235] a Ebola [236]. Kromé virovych genomut
byly G4 identifikovany rovnéz v genech bakterii Escherichia coli [237], Neisseria gonorrhoeae [115],
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Neisseria meningitidis [238], Mycobacterium tuberculosis [239] a Deinococcus radiodurans [227]
nebo v genomech nalevnikia [99], paraziti malarie [240, 241] a v rostlinnych genomech [242].

2.2.3 Interakce proteini s G-kvadruplexy

Proteiny schopné interagovat se strukturami G-kvadruplexi jsou déleny do tii skupin, a to na proteiny
vazebné, stabilizujici a proteiny schopné rozplétat struktury G4 (helikizy BLM, WRN helikaza
Wernerova syndromu; z angl. Werner syndrome helicase), BRIP1/FANCJ (protein Fanconiho anémie
skupiny J; z angl. Fanconi anemia group J protein) a PIF1(ATP dependentni DNA helikaza PIF1;
z angl. ATP-dependent DNA helicase PIF1) [243]. Mutace nebo tplna absence exprese téchto proteint
vede ke zménam v tvorb¢ struktur G4, které mohou indukovat transkripcni zmény v biologickych
drahach a zvySovat nestabilitu genomu [107, 244-247].

Identifikace proteind specificky regulujicich tvorbu a rozvijeni struktur G-kvadruplexti poskytla
pohled na vyskyt a funkci G4 in vivo. Kinetika skladani struktur G-kvadruplext je zavisla na sekvenci
DNA a pohybuje se vitadech milisekund az minut. Lidské telomerické repetice jsou schopny
se formovat do struktury G4 rychlosti replikace DNA [248]. Rychlost formovani G4 mize byt vyrazné
navySena zapojenim chaperont [249], jak bylo prokazano u vazebného proteinu telomerické DNA
Rapl kvasinek Saccharomyces cerevisiae [250] a regulaéni podjednotky kvasinkové telomerazy Estl
(telomerazovy elongaéni protein EST1; z angl. telomere elongation protein EST1) [251] nebo lidského
telomerického vazebného proteinu TRF2 (vazebny faktor telomerické repetice; z angl. telomeric
repeat binding factor 2) [252]. V zavislosti na buné¢ném cyklu je tvorba telomerickych G4 regulovana
proteinem TEBPP (protein vazajici konce telomer; z angl. telomere end-binding protein) [253].
Struktury G4 se formuji rovnéz v nékterych oblastech ribozomalni DNA. G4 ribozomalni RNA
interaguje s nukleofosminem NPM1 (z angl. nucleophosmin 1) podilejicim se na zrani a translokaci
ribozomtl.

Helikazy schopné rozvijet struktury G-kvadruplexi hraji zasadni roli pii udrzovani stability
chromozomil, sestfihu MRNA a podpote translace. Prestoze bylo prokazano, ze zmény nékterych
helikaz, které interaguji se strukturami G-kvadruplexi, jsou spojeny s tumorigenezi a progresi
rakovinného bujeni, nebyla prokdzana souvislost mezi mutacemi helikdz ve spojitosti s tvorbou
G-kvadruplext [243]. Helikaza kvasinek Saccharomaces cerevisiae Sgsl (supresor pomalého ristu;
z angl. slow growth suppressor 1) a lidské helikazy WRN (helikdza Wernerova syndromu; z angl.
Werner syndrome helicase) a BLM se podileji na udrzovani telomer a obsahuji konzervovanou
doménu RQC, ktera vaze struktury G4 s vysokou afinitou [113]. Jejich mutace je spojena s vyskytem
zavaznych onemocnéni jako je Werneriv (mutace WRN) a Bloomstv syndrom (mutace BLM), které
vedou k pfed¢asnému starnuti a zvySenému riziku vzniku rakoviny. Dalsi lidska helikaza FANCJ
(protein Fanconiho anémie skupiny J; z angl. Fanconi anemia group J protein) je spojovana s inklinaci
k rozvoji Fanconyho anémie [221, 244, 246].

Pti absenci helikaz schopnych rozplétat struktury G-kvadruplext, pisobi na G4 fada nukleaz,
jejichz aktivita vede k delecim G-trakti. Schopnost $tépit G-kvadruplexni struktury in vitro byla
prokazana u lidskych nukledz FEN1 (endonukleasa chlopné 1; z angl. flap endonuclease 1), EXO1
(exonukleasa 1; z angl. exonuclease 1) a DNA2 (ATP-dependentni helikaza/nukledza DNA2
replikujici DNA; z angl. DNA replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2) [254] nebo
kvasinkové Keml (kvasinkova exonukleaza XRNI1) [255]. Krozplétani G4 napomaha
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I jednovlaknovy replikac¢ni protein RPA (z angl. replication protein A), ktery se podili na udrzovani
telomer posunem rovnovazného stavu slozené struktury G4 do stavu neslozeného [256].

2.2.4 G-kvadruplexy ve vztahu k 1é¢bé rakoviny

V poslednich nékolika letech byly G-kvadruplexy pro svou strukturdlni stabilitu a pfitomnost
ve vétSing lidskych onkogennich promotort a telomerach DNA studovany jako slibné potencidlni cile
pii 1é¢bé rakoviny. Individualni zacileni nadorovych bunék prostfednictvim struktur G4 a jejich
stabilizace by mohly v budoucnu podporovat rozvoj personalizovanych 1é¢ebnych piistupt [257].
Ve vétsing pripadi se vyzkumy zamétovaly na tvorbu a moznou stabilizaci struktur G-kvadruplexi
prostfednictvim G4 ligandt [258-260].

Pouziti vétSiny G4 ligandl vede ke zpomaleni ristu rakovinnych bunék. Tyto zmény v bunééném
rustu nastavaji v disledku zmén v biologickych procesech bunék. Doposud bylo identifikovano kolem
1 000 riznych G4 ligandt, které se vzajemné lisi svou specifitou, vazebnym povrchem a bunécnou
permeabilitou [261, 262]. Nékteré G4 ligandy jsou schopny cilit na vice struktur G-kvadruplexti
vramci celého genomu nebo interagovat i s jinymi nekanonickymi strukturami DNA jako je
napt. i-motiv. Tento jev byl pozorovan u G4 ligandu BRACO19 [263, 264]. To naznacuje, Ze nekteré
ucinky stabilizace G4 pozorované in vivo mohou byt indukovany jinymi metabolickymi vlivy a
vyvolava otazky kolem vazebnych preferenci a selektivnosti G4 ligandu. I pfes velmi slibné vysledky
nebylo dosud schvaleno pouziti G4 ligandt Vv klinickych aplikacich a probihaji intenzivni vyzkumy
s cilem jejich charakterizace a selektivniho cileni na specifické struktury G4 s minimalnimi vedlej$imi
ucinky, ale vysokou protinadorovou aktivitou [265, 266]. V soucasné dobé jsou znamy tfi mozné
ptistupy, které vyuzivaji struktury G4 pii 1é¢bé rakovinnych onemocnéni [257]. Schematicky jsou tyto

pristupy znazornény na obrazku 2.2.3.
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Obrazek 2.2.3: Schématické zndzornéni ucinku G4 ligandii na rakovinné buiiky [257] (upraveno).

Jednim z moznych pfistupt pouziti G4 ligandi je blokovani aktivity telomerazy prostiednictvim
tvorby a stabilizace G4. U 85-90 % vsech rakovinnych bunék je aktivita telomerazy upregulovana.
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To znamena, Ze u délicich se rakovinnych bunék nedochazi ke zkracovani telomer, jako tomu je
u zdravych bun€k [142], ale jsou vlivem telomerazy opétovné obnovovany. Absence tohoto
regulatniho mechanismus déleni bun¢k umoziuje rakovinnym bunkam jejich nekontrolovatelné
déleni. Bylo prokazano, ze tvorba struktury G-kvadruplexu na telomerach ma vliv na vazbu
telomerazy a blokuje jeji aktivitu jak in vitro [267], tak in vivo [268-270]. Blokovani telomerazové
aktivity by tak mohlo branit nekontrolovatelné replikaci DNA u nadorovych bunék. Vyhodou tohoto
piistupu je, Ze zdravé somatické buiiky neexprimuji telomerazu, takze by nedochazelo k jejich
ovlivnéni.

Vyzkumy zabyvajici se stabilizaci G-kvadruplexti na telomerach rakovinnych bunék byly
provadény s vyuzitim riznych typt ligandt [271], znichz vétSina zplsobovala snizeny rist
rakovinnych bun¢k v disledku ovlivnéni ruznych faktort udrzovani telomer [271, 272]. Jiz byly
provedeny experimenty, které vyuzivaly pii 1é€bé rakovinnych bunék G4 ligand Telomestatin [273]
nebo derivaty 2,6-diamidoanthrachinonu. Pfi soucasném oSetfeni rakovinnych bunék G4 ligandy
RHPS4 a inhibitory PARP1 GPI-15427 dochazi k vyrazné&jSimu snizeni rastu bunék nez v piipadé
pouziti samotného ligandu RHPS4, coz ukazuje na vyznamny potencial tohoto lécebného
piistupu [274]. Nové se zvazuje i pouziti specifické skupiny G4 ligandd, které pusobi jako
fotosenzibilizatory k usnadnéni fotodynamické terapie [275]. Fotosenzibilizator je schopen specificky
zacilit nadorové bunky a indukovat zvysenou produkci ROS (radikaly kysliku; z angl. oxygen-
containing reactive species) po fotoozafeni. ZvySena produkce ROS ma za nasledek zvySeni
fotosenzibilizatory vyuzivané pti fotodynamické terapii jsou porfyriny. Jedny z moznych ptikladt
porfyrinovych derivati cilicich na telomerické G-kvadruplexy jsou TMPipEOPP [276] a ZnP1 [277].
V piipadé TMPipEOPP dochézi po fotoindukcei ke $tépeni mist, které ligand véze, coz vede ke zvySeni
hladiny ROS a nasledné k bunééné smrti [276]. ZnP1 oproti tomu tvofi singletovy kyslik, ktery
nasledné tidi $té€peni a produkci ROS, coz v konecném disledku opét vede k bunééné smrti [277].

Druhym moznym pfistupem protirakovinné terapie je ovlivnéni genové exprese
onkogenu [105, 266, 278, 279]. Bylo prokazano, ze vétsina promotorti onkogenti obsahuje vice motivi
G-kvadruplex®i, nez tomu je u promotort regulaénich nebo tumorsupresorovych gent [105, 280].
Rovnéz bylo prokézano, Zze zmény v tvorb€ struktury G4 v promotorech koreluji se snizenim genové
exprese jako je tomu napf. u gentt MYC [150], VEGF [156], BCL2 [160], KRAS [164] a KIT [165, 211,
281]. Zvlastni pozornost byla vénovana zejména zménam v G4 struktufe genu MYC [150, 281], ktery
koduje transkripéni faktor MYC fidici onkogenezi zménou bunécné proliferace a imunitnim
unikem [282-284], a ktery je upregulovan u 70 % vSech vyskytt rakoviny [282]. Tvorbou struktur
G4 v promotoru genu MYC by bylo mozZné regulovat jeho expresi [150, 281, 285]. Nevyhodou tohoto
pfistupu je neselektivnost fady dostupnych ligandli indukujicich tvorbu G4. Ptestoze tak pii jejich
pouziti dochazi ke snizeni exprese genu MYC a dalSich onkogent [142, 286], nelze zatim s urcitosti
fici, zda nedochazi pfi jejich pouziti ke sniZzeni rlstu nadorovych bunck v disledku jiného
mechanismu [287].

Za urCitych podminek muze tvorba struktur G-kvadruplexii zvySovat nestabilitu
genomu [288, 289]. Tvorba G-kvadruplexti na nevhodnych mistech genomu, nebo v nespravném
okamziku vede ke zménam v replikaci, posSkozeni a rekombinaci fetézci DNA [290-292]. Zvysena
mutagenita vyvolana tvorbou struktur G-kvadruplex byla pozorovana zejména u bunék, bez
funk¢nich helikaz schopnych G4 struktury rozplétat [244, 293-296]. Protirakovinna 1é¢ba vyuzivajici
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ligandy ke stabilizaci G-kvadruplexti umoziuje stimulaci tumorigeneze a navozeni tvorby nékterych
genetickych a epigenetickych zmén, které byly u mnoha piipadi vyskytu rakoviny pozorovany [257].
Pii 1écbé G4 ligandy dochazi k aktivaci kontrolniho bodu poskozeni DNA prostiednictvim ATM
(serin/threonin kinasa ATM; z angl. ataxia-telangiectasia mutated), stejné tak jako ke zvyseni
dysfunkénosti telomer. ZvySeni nestability genomu lze vyuzit k indukci apoptézy a autofagii
nadorovych bunék [245, 297-299, 300]. Jednim z ligandt, u kterého byla prokazana upregulace genti
spojenych s apoptézou a autofagii, byl G4 ligand 20A [299]. Dalsich slibnych vysledkt bylo dosazeno
u bunék deficientnich na homologni rekombinaci s vyuzitim ligandu PDS. Stabilizaci struktur
G4 dochazelo ke zpomaleni rlstu, dvouvldknovym zlomiim na molekule DNA, zvySeni kiehkosti
telomer a aktivaci kontrolnich boda [300]. ZvySeni nestability genomu indukuje zastaveni bunééného
cyklu ve fazi G2/M a buné¢nou smrt [301]. Kromé ligandu PDS cili na buiiky deficientni k homologni
rekombinaci i G4 ligand CX-5461 [302, 303], ktery zpusobuje tvorbu DNA zloma inhibici
topoizomerazy Il [304]. Pouziti PDS spolu s inhibitorem PRKDC NU7441 vede Kk porucham ristu
PRKDC (DNA-PK), ktery se vyznamné podili pifi mechanismu nehomologniho spojovani konct
[305], coZz ukazuje na vyuziti G4 ligandi v kombinaci sterapiemi poSkozeni DNA. Pii pouziti
G4 ligandi PDS, CX-5461 nebo CX-3543 v kombinaci s ¢inidly poskozujicimi DNA dochazi
k urychleni cytotoxického ucinku [90] zvlasté u gliomovych bunék s deficitem helikazy ATRX
(regulator transkripce ATRX také znamy jako ATP-dependentni helikdza ATRX, nebo X-vazana
helikaza IT; z angl. ATP-dependent helicase) [296, 306-308].

2.3 Vybrané metody vhodné pro charakterizaci struktur G-kvadruplexi a
studium interakci proteini s DNA

Detekované G-kvadruplexy v buiikach tvofi méné nez 1 % genomovych mist, ktera byla predikovana
S vyuzitim bioinformatickych analyz nebo identifikovana pomoci G4-seq [309]. Prvni piima
identifikace struktury G4 in vivo byla provedena na telomerach nalevnika Stylonychia lemnae
s vyuzitim specifického jednofetézcového variabilniho fragmentu protilatky (scFv) [310]. Endogenni
potencidlni mista vyskytu G4 byla detekovana v lidskych zivych buiikdch tzv. chemickym otiskem
spolu svysoce vykonnym sekvenovanim [311]. Pro charakterizaci sekundarnich struktur
G-kvadruplexti in vitro jsou vyuzivany napf. nuklearni magneticka rezonance [25], spektroskopie
cirkularniho dichroismu [27], analyzy kiivek tani [312] nebo elektroforeticky test posunu mobility
[313-317]. Radu téchto metod je mozné vyuZit rovnéz ke sledovani interakci proteind
s DNA. V nasledujicich podkapitolach budou blize pfedstaveny metody pouzité v této diplomové

praci.

2.3.1 Spektroskopie cirkularniho dichroismu (CD spektroskopie)

V soucasné dobé¢ je metoda spektroskopie cirkularniho dichroismu (CD spektroskopie; z angl. circular
dichroism spectroscopy) jednou z nejpouzivangjSich metod ke studiu riznych konformaci
G-kvadruplext [318, 319]. Cirkularni dichroismus je jev, ke kterému dochazi pii prichodu linearné
polarizovaného svétla opticky aktivnimi materialy, které ho absorbuji. Opticky aktivni materialy
obsahuji chiralni molekuly, které otaci rovinu polarizovaného svétla diky riznym indextim lomu levé
a pravé kruhové polarizované slozky. V dusledku toho dochazi k optické rotaci. Jestlize dana chiralni
molekula absorbuje svétlo, jsou obé slozky absorbovany rtiznou mérou a dochazi ke zméné charakteru
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svétla z ptivodniho linearné polarizovaného na svétlo elipticky polarizované. Rozdil v absorpci levého
a pravého kruhové polarizovaného svétla byva oznacovan jako cirkularni ¢i kruhovy dichroismus.
Kruhovy dichroismus je vyjadien vztahem (1):

As =g, - &g Q)
kde €@ eg oznacuji molarni absorpéni koeficienty dvou slozek svétla. Dalsi méfenou veli¢inou byva
tzv. elipticita, kterd vyjadiuje uhel, jehoz te¢na tvofi pomér mezi hlavni a vedlejsi osou elipticky
polarizovaného svétla [27].

Pii analyze DNA metodou cirkularniho dichroismu dochazi k absorpci svétla prostiednictvim
dusikatych bazi nukleovych kyselin a chiralita vzorku je dana pfitomnosti asymetrického uhliku
deoxyribozy C10. Bézné jsou CD spektra métena Vv rozsahu vinovych délek 200-330 nm, které spadaji
do UV oblasti svételného spektra. DNA miize na zéklad¢€ sledu dusikatych bazi a jejich vzdjemného
parovani vytvaret rizné sekundarni struktury, které se odlisuji od B-formy DNA (model Watsona
a Cricka). Tyto nekanonické struktury se vzajemné odliSuji parovanim bazi, poftem a vzajemnou
orientaci oligonukleotidovych fetézcli a vinutim Sroubovice.

Pti studiu sekundéarnich struktur DNA je hlavnim zdrojem chirality skladba absorbujicich
zakladen do asymetrickych Sroubovicovych uspotfadani. Pro kazdou z téchto struktur jsou znama
charakteristicki CD spektra. 1 pies Sirokou $kalu riznych konformaci G-kvadruplexi [318]
rozliSujeme dva zékladni typy CD spekter (paralelni a antiparalelni), které odrazeji orientaci vldken
ve strukture G4. CD spektroskopie byla prvni metoda s predikci tvorby hybridni struktury
G-kvadruplexu (3 + 1), ktera se vytvati v oblasti lidskych telomer [320], a jejiz tvorba byla pozdéji
potvrzena nuklearni magnetickou rezonanci [124, 128]. CD spektra zakladnich topologii
G-kvadruplexti jsou uvedena na obrazku 2.3.1.
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Obrazek 2.3.1: CD spektra paralelni, antiparaleini a hybridni struktury G-kvadruplexu. Prerusované jsou
vyznaceny CD spektra struktur stabilizovanych v prostiedi pufrii o riuzné koncentraci stabilizujicich iontu.
Paralelni struktura G-kvadruplexu vykazuje na CD spektrech vyrazné pozitivni piky pri vinovych délkach 210
a 260 nm a negativni pik pii vinové déice 240 nm (A). Antiparalelni struktura G-kvadruplexu je charakteristickd
pozitivnimi piky pri vinovych délkach 210, 240 a 295 nm a negativaim pikem pri 260 nm (B). Hybridni struktura
G-kvadruplexu nevykazuje zadny negativni pik, ale nabyva pozitivnich pikii pri vinovych délkach 210, 260 a
295 nm (C) [27] (upraveno).
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2.3.2 ThT fluorescen¢ni vazebny test

ThT fluorescenéni vazebny test je metoda vyuzivana pro rychlou detekci sekundarnich struktur
G-kvadruplext za pouziti G4 ligandu Thioflavinu T (ThT; z angl. thioflavin T). ThT je benzothiazol,
ktery byl pouzit k identifikaci amyloidnich fibril, a u né¢hoz byla prokazana schopnost rozpoznani
lidského telomerického motivu G-kvadruplexu [321]. Thioflavin T je pii experimentech smichan
pfimo s analyzovanymi vzorky DNA a po excitaci vzorkd pfi 425 nm je sledovana emise fluorescence
pti 490 nm, kterd je piepoétena vzhledem k intenzité¢ fluorescence samotného pufru s ThT.
Experimenty zabyvajici se studiem Thioflavinu T jako spolehlivé G4 sondy byly provedeny
na ruznych strukturaich DNA (G-kvadruplexy, duplexy, ssDNA, triplexy). U vSech sekvenci, které
prokazatelné tvofily struktury G-kvadruplexii s vyjimkou TBA, byla namétfena vyznamna intenzita
fluorescence, stejné tak jako u duplexu s paralelnim fetézcem, triplexu a oligothymidylatu. ThT testem
byla rovnéz potvrzena pfitomnost struktur G-kvadruplexti aptamerti s dosud nedefinovanou strukturou.
Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek oligonukleotidu c-myc, ktery prokazatelné formuje strukturu
G4, a jehoz signal odpovidal primérnému signalu detekovanému pti pfedchazejicich experimentech.
Jako negativni kontrola byl pouzit duplex ds26. V provedeném experimentu dosahovaly vSechny
studované sekvence vyssiho signalu, nez ds26 a Vv pfipadé¢ tifi vzorkli aptameri byla intenzita
fluorescence dokonce vy$s$i nez u samotné pozitivni kontroly. ThT se tak ukazal jako spolehliva
G4 sonda, coz potvrdila i néslednd charakterizace sledovanych vzorki IDS a 1D nuklearni
magnetickou rezonanci [25]. Princip ThT testu je schematicky znazornén na obrazku 2.3.2.
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Obrdzek 2.3.2: Princip ThT testu. Thioflavin T se specificky vize na struktury tvorici G-kvadruplexy a emituje
vys$Si signdl fluorescence, neZ pri vazbé na jednoretézcovou nebo dvouretézcovou molekulu DNA [25]

(upraveno).

2.3.3 Test posunu elektroforetické mobility (EMSA)

Test posunu elektroforetické mobility (EMSA; z angl. electrophoretic mobility shift assay) byva hojné
vyuzivan pro studium interakce DNA-protein. Jedna se o jednu z nejcitlivéjich a nejrobustnéjsich
metod, ktera mlze byt pouzita i pro stanoveni vazebnych parametrti a relativnich afinit proteinu
ke strukturam G-kvadruplext [313-317]. Metoda je vhodna i pfi studiu triplexni, vlasenkové nebo
kruhové DNA [322]. Princip metody spo¢ivd v rozdilné elektroforetické mobilité molekul
pfi separaci naagar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu v zavislosti na jejich velikosti
a naboji [323]. Komplexy protein-DNA nebo intermolekularni struktury DNA vykazuji nizsi
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elektroforetickou mobilitu, nez molekuly volné DNA nebo struktury intramolekularni. Princip EMSA
je schematicky zobrazen na obrazku 2.3.3.
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Obrazek 2.3.3: Schéma elektroforetickeho testu posunu mobility. Vazbou proteinu na molekulu DNA nebo RNA
dochdzi k tvorbé komplexu, ktery je oproti samotné molekule nukleové kyseliné vetsi. Komplex kvili vétsi

velikosti putuje pri separaci v gelu pomaleji, nez molekuly samotné DNA a RNA [324] (upraveno).

Metoda je vysoce citliva, zvlasté pfi pouziti radioizotopové znacenych nukleovych kyselin
a funguje s purifikovanymi proteiny, ale i surovymi bunéénymi extrakty [323]. Dalsi vyhodou je nizka
spotieba biologického materialu (nukleovych kyselin a proteint) [322]. Pfi niz§ich narocich
na citlivost metody je mozné vyuzit fadu kovalentnich i nekovalentnich fluoroford [325, 326]
a biotinem [327] znacené sondy. Rovnéz byly popsany metody pro ziskani zdanlivych rovnovaznych
konstant vazebnych reakci [328]. Strukturu DNA v komplexu DNA-protein lze dale studovat metodou
zvanou DMS (dimethylsulfid; z angl. dimethyl sulfide) footprintig. DMS footprinting umoziuje méfit
relativni reaktivity jednotlivych nukleotidd v fetézci DNA s vyuzitim DMS. Tyto informace mohou
dale slouzit ke strukturalni charakterizaci DNA [329]. Methylace DMS probiha na N7 guaninovych
(N7-methylguanin) a N3 (Nz-methyladenin) adeninovych nukleotidech [329, 330]. Methylaci purind
dochazi k destabilizaci glykosidické vazby, coz v alkalickém prostfedi pfi vysokych teplotach (vice
nez 90 °C) vede k jejimu lomu a $§té€peni cukr-fosfatové kostry [330, 331]. Methylace guaninovych
bazi probiha pétkrat rychleji nez methylace bazi adeninu. Rozdil vrychlosti methylace bazi
se pfi separaci fragmentl generovanych DMS s konci zna¢enymi 32P projevi pfitomnosti tmavsich
pruhii (bandi) [330, 332]. Metoda poskytuje zasadni informace pro existenci sekundarnich struktur
a jinych specifickych konstrukénich prvkti a umoznuje identifikovat dynamické oblasti molekul
nukleovych kyselin a pfitomnost vice typu konformaci [158, 161, 333-336]. DMS footprinting
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lze rovnéz pouzit pfi studiu komplex snavazanymi ligandy nebo proteiny, ¢imz je mozZné

identifikovat zmény v konformaci struktury po vazbé ligandu [172, 337].

2.3.4 Kvasinkové reportérové testy

Kvasinkové reportérové testy jsou funkcni testy, které byly vyvinuty na zakladé zjisténi, ze savci
protein p53 se muze ve vhodné modifikovanych kvasinkovych kmenech chovat jako transkripéni
faktor. Kvasinkové testy jsou vyuzivany pro studium vlivu malych molekul, koexprimovanych
proteinti a mutaci genu TP53 na transaktivacni potencial proteinu p53. Reportérové testy umoziuji
rovnéz sledovat vazebnou a transkripéni specifitu ektopicky exprimovanych proteind [338]. To z nich
déla vynikajici nastroj pro sledovani vazby proteinu IFI16 na sekvence s rozdilnym potencialem
tvorby G-kvadruplexu a vlivu této vazby na transaktiva¢ni potencial proteinu p53 in vivo.

Reportérové kmeny jsou isogenni kvasinkové kmeny liSici se pouze v sekvenci responzivniho
elementu. Responzivni elementy jsou cis-plsobici elementy o délce nékolika bazi nukleotidl
(zpravidla 6-10), které jsou specificky rozpoznavany transkripénimi faktory [339]. Transkrip¢ni
faktory spolu s pfislusnymi druhy kofaktort umoziuji nabor a modulaci RNA polymeraz b&éhem
procesu transkripce [340]. Pro studium mechanismi psobeni lidskych transkripénich faktort je jako
modelovy organismus vyuZivana kvasinka Saccharomyces cerevisiae [341-343]. Saccharomyces
cerevisiae umoznuje snadnou editaci genomu a rychlou konstrukci kvalitativnich nebo kvantitativnich
reportérovych systémil. Ektopickd exprese proteinu p53 je umoznéna diky Siroké Skale dostupnych
regulac¢nich systému. Vektor pro expresi proteinu pS3 muze obsahovat indukovatelny, represibilni
nebo konstitutivni promotor [344-346]. Zatimco vektor s konstitutivnim promotorem exprimuje
sledovany protein nepfetrzit¢, indukovatelny GAL1 promotor umoznuje bazalni nebo variabilni
expresi proteinu v zavislou na koncentraci galaktozy v médiu [338].

Konstrukce reportérovych kment zahrnuje editaci genomu metodou Delitto Perfetto a vhodnou
adaptaci [347-350]. Bézné jsou uzivany reportérové geny URA3 (gen pro orotidin 5-fosfat
dekarboxylazu), HIS3 (gen pro imidazolglycerol-fosfat dehydratizu) a ADE2 (gen
pro fosforibosylaminoimidazolkarboxylazu), které jsou pro selekci mutovanych kvasinkovych kment
nezbytné, protoze indukuji prototrofii na adenin (ADE2) a aminokyseliny uracil (URA3) a histidin
(HIS3) [338]. Expresi mutovaného reportérového genu URA3 jsou kvasinkové kmeny pozitivné
selektovany na pfitomnost kyseliny S-fluoroorotové. Jestlize buiky exprimuji funkéni gen URA3,
dochazi v pfitomnosti kyseliny 5-fluroorotové k tvorbé toxického produktu [351]. Reportér ADE2
kromé selekce umoznuje rovnéz kvalitativni rozliSeni kvasinkovych kolonii exprimujicich divoky typ
proteinu p53 (bilé kolonie i na pevném médiu s minimem adeninu) od bunék s expresi mutovaného
nebo poskozeného proteinu p53. U homologu proteinu p53 s mutovanym systémem pro expresi ADE2
dochazi k akumulaci meziproduktu P-ribosylamino-imidazolu v biosyntetické draze adeninu.
Hromadici se meziprodukt se pfeménuje na cerveny pigment, ktery barvi kvasinkové kolonie
do rtzova piip. Gervena. Reportérovy gen ADE2 byl v minulosti kombinovan i s reportérem lacZ.
Vysledny systém umozioval subklasifikaci mutantnich forem proteinu p53 dle trovné jejich zbytkové
funkénosti [352]. Pozdéji byl do reportérovych kvasinkovych kmend zaveden i gen LUC1 (gen
pro produkci luciferazyl) pro kvantitativni charakterizaci transaktiva¢niho potencialu odvozeny
od Photinus pyralis, (svétluska velka) [347, 353]. VSechny vySe zminéné systémy umoznily jemnou
klasifikaci alel proteinu p53 spojenych se zarodecnymi mutacemi [17-19] a rakovinou [354—356].
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Nevyhodu kvasinkovych reportérovych testli predstavuji zpomaleny rdst, zastava bunécného
cyklu [357, 358] a bunééna smrt [359], k nimz dochazi pfi zvySené expresi proteinu p53, ktery
moduluje transkripci endogennich kvasinkovych genti zapojenych do buné¢ného ristu [338].

2.4 Protein p53

Protein p53 je sav¢i nadorovy supresor a jeden znejvice studovanych sekvenéné specifickych
transkripénich faktort. Protein p53 se podili na kontrole stability genomu, indukci apoptozy, regulaci
bunécného cyklu, angiogenezi a bunééném starnuti. Exprese jeho mutantni formy byla zaznamenana
v mnoha piipadech vyskytu rakoviny [360—-362]. Rovnéz je protein p53 schopen modulovat procesy
autofagie, signalizaci mTOR (proteinkinaza; z angl. mammalian target of rapamycin), buné¢nou
mobilitu a migraci, metabolismus aminokyselin nebo imunitni reakce [361-364]. Ke spravné funkci
proteinu p53 je nezbytna piisna regulace jeho exprese [363, 365].

Protoze kvasinkové reportérové testy pouzité v této praci ke studiu interakce proteinu IFI16
s DNA in vivo vyuzivaji schopnost proteinu p53 pusobit v isogennim kvasinkovém systému jako
transkripéni faktor, budou v nasledujicich podkapitolach popsany jeho zakladni vazebné, strukturni
a biologické vlastnosti.

2.4.1 Struktura proteinu p53

Spravna konformace proteinu p53 je nezbytna pro vhodnou regulaci jeho biologickych funkci. Protein
p53 je flexibilni biomolekula tvofena oligomerem &tyf shodnych polypeptidovych fetézcti [366]
Kazdy monomer proteinu p53 je rozdélen do péti domén, které se vzajemné lisi svym slozenim,
strukturou a funkci. Kazda z téchto oblasti obsahuje mista, jejichz mutace se vyskytuji u nékolika
typd rakoviny [367]. Schematicky znazornéna struktura monomeru proteinu p53 je popsana

na obrazku 2.4.1.
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Obrazek 2.4.1: Schematické zndazornéni struktury monomeru proteinu p53. Protein je popsdn 0d N-termindlniho
(1) k C-termindlnimu konci a jednotlivé domény jsou od sebe barevné odliSeny: transaktivacni doména 1 a 2
(TAD1/2), doména bohata na prolin (PRD), DNA vazebnd doména (DBD), jaderny lokalizacni signal (NLS),
tetramerizacni doména (TD) a C-termindlni doména (CTD) [368] (upraveno).

Na N-terminalnim konci polypeptidového fetézce je lokalizovana transaktivaéni doména
(TAD; z angl. trans-activation domain), ktera je odpovédna za vazbu proteinu p53 k riznym
kofaktorim. Doména je rozdélena na dvé podjednotky —subdomény TAD1 a TAD2 nezbytné
k zprostiedkovani potladeni tumorigeneze v reakci na poSkozeni DNA, aktivaci onkogend, hypoxie
a replika¢niho nebo transla¢niho stresu. Protein p53 si zachovava obdobné funkce indukujici apoptozu
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a zastavu bunécného cyklu po deleci subdomény TAD2, ale nikoliv po ztrat¢ subdomény TADI,
kdy dochazi k pteruSeni jeho bunéénych odpovédi [369]. Negativni regulace proteinu p53
je zprosttedkovana proteinem MDM?2 (z angl. mouse double minute 2 homolog). MDM?2
je E3 ubikvitin ligaza kdédovand genem MDM2, kterda po vazbé na TAD indukuje ubikvitinaci
C-terminalniho konce proteinu p53 a reguluje tak jeho proteolyzu komplexem zvanym proteasom.
Rovnéz bylo prokazano, ze lidsky protein MDM2 vazbou na TAD p53 negativné reguluje jeho
transkripéni aktivitu [370, 371].

Dalsi oblast proteinu p53, kterd ma vyznamny vliv na jeho transaktivacni potencial [372, 373],
zastaveni bunééného cyklu a aktivaci apoptozy v dasledku poskozeni DNA, je subdoména bohata
na prolin (PRD; z angl. proline-rich domain) [374]. Subdoména PRD je podstatna pro stabilizaci
proteinu p53. Mutace Vv této oblasti nebo tplna delece domény vede ke zvySeni nachylnosti proteinu
p53 k ubikvitinaci proteinem MDM2 [375]. Centralni jadro monomeru proteinu p53 obsahuje DNA
vazebnou doména (DBD; z angl. DNA-binding domain). Doména formuje sekundarni strukturu
antiparalelniho B skladaného listu strukturovaného do dvou a-helixi. Oblast vaze zine¢naté ionty
nezbytné ke spravné vazbé proteinu p53 k DNA a je vysoce odolna vii¢i proteazam [366].

Pro plnou transkripéni funkci proteinu p53 je nezbytnd pfitomnost tetramerizaéni domény,
jenz odpovida rovnéz za oligomerizaci monomertu nadorového supresoru p53 do struktury
tetrameru. [376]. Tetramer p53 vznikd ze dvou dimerd, ve kterych jsou obsazeny
dva monomery spojené prostfednictvim antiparalelniho f listu a antiparalelniho rozhrani
helix-helix [377, 378]. Tvorba struktury tetrameru stini vliv jaderného exportniho signalu proteinu p53
(NES; z angl. nuclear export signal) a brani translokaci z prostfedi jadra. Oligomerizace proteinu p53
je nezbytna pro jeho spravnou schopnost potlaceni nadoru. Delece tetramerizaéni domény
ma negativni vliv na vazbu proteinu p53 kmolekulam DNA a jeho protein-proteinové
interakce [379, 380]. Vazba dimeru i tetrameru proteinu p53 na DNA je vysoce kooperativni proces.
Ztrata schopnosti oligomerizace vede ke snizeni afinity k DNA [381] a naruSeni ucinku
posttransla¢nich modifikaci a proteinové degradace indukované ubikvitinaci proteinu p53 proteinem
MDM2 [382].

Posledni doména proteinu p53 je oznaCovana jako C-terminalni doména. Doména je tvofena
fadou bazickych aminokyselin a reguluje specifickou vazbu proteinu p53 ke konsenzualnim
sekvencim DNA nebo jeho nespecifickou vazbu na jiné formy DNA (DNA zlomy nebo vnitini
neshody) [383]. Posttranslaéni modifikace (zejména acetylace a fosforylace) C-terminalni domény
jsou nezbytné ke zmén¢ jeho konformace, ktera umozituje DNA vazebné doméné vazat specifické
sekvence DNA [384]. Funkce jaderného transkripéniho faktoru a schopnost migrace proteinu p53
do cytoplazmy z dtivodu degradace jsou podminény jadernymi lokaliza¢nimi a jadernymi exportnimi
signaly [385, 386].

2.4.2 Biologické funkce proteinu p53

Bylo prokazano, ze fada gent a proteind zapojenych do signaliza¢nich drah zavislych na proteinu p53
byla pfi rozvoji rakovinného bujeni pozménéna. Bunééné déleni piedstavuje vysoce koordinovany
a regulovany proces, jehoz cilem je pfedani kompletni a pfesné kopie genomu bunék matefskych
bunkdm dcefinym. Proces je mozné zastavit v kontrolnich bodech, kde plni dulezitou regulacni tlohu
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protein p53 [387, 388]. Naruseni procesu bunétného déleni vede k nekontrolovatelnému mnozeni
bunék a tvorb& dal$ich mutaci [366].

Zastaveni bunééného cyklu ve fazi Gl je indukovano p53 dependentni transkripci proteinu p21,
ktery inhibuje cyklinové komplexy nebo cyklindependentni kinazy (CDK; z angl. cyklin-dependent
kinase) [389]. Inhibice jejich kinazové aktivity znemoznuje fosforylaci retinoblastomu (Rb; z angl.
retinoblastoma) asociovaného s proteinem E2F. Rb v komplexu s E2F (skupina transkripénich faktort
zapojenych do regulace bunécného cyklu a syntézy DNA v sav¢ich bunkach) brani aktivaci gent
zavislych na proteinu E2F a zptisobuje zastavu bunééného cyklu v kontrolni bodé G1. Bunéény cyklus
je mozné rovnéz prerusit nepiimo potlacenim transkripce genit CDK1, CDC20, BIRC5 (bakulovirovy
inhibitor repetice apoptdzy obsahujici 5; z angl. baculoviral IAP repeat containing 5) nebo cyklini A,
Bl a B2 [390]. Regulace buné¢ného cyklu v kontrolnim bodé G2/M proteinem p53 mize byt
realizovana tfemi riznymi zplsoby. Prvnim mechanismem je p53 indukovand transkripce genu
Gadd45 (gen pro protein odpovédny za zastaveni ristu a opravy poSkozené DNA alfa; z angl. growth
arrest and DNA damage inducible alpha). Protein Gadd45 narusuje komplex cyklin B1/Cdc2 nebo
inhibuje aktivitu cyklin B/Cdc2 kinazy [391, 392]. K zastaveni bun&tného cyklu v bodé G2 dochazi
rovnéZ transkripci proteinu 14-3-3 [393, 394]. Protein 14-3-3 sekvestruje fysforylovany protein Cdc2
VvV cytoplazmé a brani v jeho aktivaci [395]. Tfetim moZznym mechanismem je down-regulace
samotného cyklinu B1 [396-400]. Pasobenim stresovych faktord a nékterych fyziologickych procesu
dochazi k zastavé rastu a potlaceni proliferace i pfi normalnich riustovych podminkach. Proces je
oznacovan jako bunéfné starnuti a brani rozvoji rakovinného bujeni. Bunécnd senescence plni
dilezitou funkci nejen pii nadorové supresi, nybrz i pfi hojeni ran a ochran¢ pied tkanovou
fibrozou [401].

Stupent poskozeni DNA rozhoduje o zahajeni opravnych mechanismi builky nebo navozeni
apoptdzy. Jestlize neni poSkozeni ptili§ zavazné, zastavuje protein pS3 bunéény cyklus v kontrolnim
bodé¢ G1 a podporuje expresi proteini zapojenych do opravy DNA. Opravné mechanismy bunék
zahrnuji krom& homolognich rekombinaci a nehomologniho spojovani koncti (NHEJ;
z angl. non-homologous end joining) i excize nukleotidi (NER; z angl. nucleotide excision repair),
bazi (BER; z angl. base excision repair) a opravu chybného parovani mismatch (MMR; z angl. DNA
mismatch repair), do kterych je protein p53 zapojen [402, 403]. Rozsahlé 1éze DNA je mozné opravit
excizemi nukleotidl. K tvorbé 1ézi o délce 2—30 nukleotidd zkreslujicich strukturu dvousroubovice
dochazi vlivem pasobeni mutageni z prostfedi, jako jsou UV =zafeni a nékteré chemické
slouceniny [404]. Mén¢ rozsahlé léze DNA generované prevazné pusobenim reaktivnich forem
kysliku je mozné opravit vicefazovym procesem excizi bazi. PoSkozené baze jsou odstranény
apurinovymi a apyrimidinovymi (AP)-endonukledzami, které odpovidaji rovnéz za opravu
poskozenych mist. Mismatch opravné proteiny zajist'uji stabilitu genomu a podili se na oprave
drobnych inzerci, deleci nebo substituci bazi, k nimz dochazi béhem replikace DNA, nebo vlivem
pusobeni nékterych exogennich ¢inidel (napt. cisplatina, alkylaéni ¢inidla). Pokud je poSkozeni DNA
starnuti a apoptozu [405]. Apoptoza je druh programované bunééné smrti. Mechanismus navozeni
apoptozy proteinem p53 je komplikovany a zahrnuje vice drah. Jeho ztrata pfispiva k rozvoji rakoviny
vlivem nahromadéni mutaci a aberantnich bunéénych funkci. Apoptdza je indukovana proteiny rodiny
Bax (z angl. BCL2 associated X), Bcl-2, Fas/APOL1 (receptor pro programovanou bunéénou smrt, Fas
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receptor; z angl. apoprotein 1 nebo fas cell surface death receptor), KILLER/DRS5 (receptor bunécné
smrti 5 oznac¢ovan rovnéz jako KILLER (z angl. death receptor 5) a PIG [406].

Protein p53 ma zasadni vliv pfi modulaci imunitniho systému a ovlivituje humoralni i bunécné
slozky imunitnich odpovédi [407]. Bylo prokazano, ze protein p53 ftidi expresi proteini ERAP1
(aminopeptidaza 1 endoplazmatického retikula; z angl. endoplasmic reticulum aminopeptidase 1),
TAP1 (transportér spojeny se zpracovanim antigenu 1; z angl. transporter associated with antigen
processing 1), ULBP1 a 2 (UL16 vazebny protein 1; z angl. UL16 binding protein 1), a TLR3 a 9
(receptor pro rozpoznavani vzor vrozené¢ho imunitniho systému; z angl. toll-like receptor), které jsou
zapojeny do imunitnich odpovédi [408]. Protein p53 rovnéZ negativné ovlivituje STAT3 (pfevodnik
signalu a aktivator transkripce 3; z angl. signal transducer and activator of transcription 3) a souvisejici
signalni drahy [407] a podili se na regulaci aktivity cytokini (IL-6) [409], chemokini
a chemokinovych receptorti [410, 411]. V piipad¢ naruSeni funkce proteinu p53 muze dochazet
ke zvySeni aktivity cytokinid a jejich receptoril, angiogenezi, degradaci matrice a navozeni podminek
prosttedi podporujicich progresi nadoru [412-414]. V mistech chronického zanétu stimuluji
interferony funkce proteinu p53, ktery u postizenych bun¢k zastavuje bunéény cyklus, nebo iniciuje
apoptozu [415]. Byly prokazany piipady, kdy radikaly vzniklé plisobenim neutrofilti v misté zanétu
indukovaly mutaci proteinu p53. Mutace proteinu p53 miize byt spojena se zvySenou proliferaci
nadoru, angiogenezi a vznikem imunosupresivniho mikroprostiedi jako tomu je napi. mutantni formy
proteinu p53 R273H, kterd se vaze na podjednotku p65 proteinu NF-xB (nuklearni faktor kappa B;
z angl. nuclear factor kappa B) a vyvolava hyperaktivaci IL-1p signalizace [416]. Programovana
bunééna smrt mize nastat nejen v disledku poskozeni DNA, nybrz i jako disledek infekce bunck
patogeny. Protein p53 vtakovém piipadé aktivuje transkripci intracelularnich toll-like receptoru
TLR3 a 9, které vazi nukleové kyseliny viru a lipidy nebo proteiny bakterii a hub [417, 418]. Klony
T bun€k reagujici na epitopy proteinu p53 neindukuji autoimunitni reakci a snizuji rist nadort
vyvolanych dysfunkci proteinu p53 [419, 420]. Oproti tomu klony T bunék rozpoznavajici specifické
neoepitopy mutantni formy proteinu p53 vyvoldvaji imunitni odpoveéd’ a predstavuji zaklad potencidlni

protirakovinné imunoterapie orientované na protein p53 [421].

2.4.3 Vazebné vlastnosti proteinu p53

Jak jiz bylo vySe zminéno, protein p53 vaze molekulu DNA ve formé tetrameru. Transaktivacni
potencial proteinu p53 je silné ovlivnén sekvenci responzivniho elementu [422]. Responzivni
elementy proteinu p53 se nachazeji v oblastech opakujicich se motivii [423], promotora
a proximalnich [424] i distalnich [425] oblastech enhancerii cilovych gent proteinu p53. Oblasti
responzivnich elementd proteinu p53 mj. slouzi i jako faktory dostupnosti chromatinu a pfispivaji
ke zvySeni stability genomu [426].

Protein rozpoznavd konsenzudlni sekvenci dvou dekamert oddélenych kratkou libovolnou
sekvenci nékolika nukleotidii ozna¢ovanou jako spacer. Sekvence 5-3' je zpravidla tvofena motivem
R3CW,GY3-N-R3sCW2GY3, kde R oznaGuje purinové baze, Y —baze pyrimidinu, W — adenin nebo
thymin a N je oblast spaceru [427, 428]. Na zakladé in vitro experimenti bylo zji§téno,
7ze oblast spaceru muize obsahovat 13-20 nukleotidi bez vétSich zmén ve vazebné afinité
DNA [422, 429], ale vysledky funkénich a kompetitivnich testd a studie interakce proteinu p53

S chromatinem prokazaly vyssi afinitu a transaktivacni potencial proteinu k paru dekameri bez oblasti
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spaceru [430, 431]. Bylo prokazano, Ze klicovou roli pii vazbé proteinu p53 hraje motiv CW,G, ktery
je znazornén na obrazku 2.4.2.

N % oA > N N g c C< N Transaktivace
—— RRRCWWGYYY — RRRCWWGYYY p33 cilovy gen

Obrazek 2.4.2: Mechanismus transkripcni aktivace cilovych genit vazbou proteinu p53 ke konsenzualni sekvenci

DNA. R oznacuje purinové baze, Y bdze pyrimidinu a W bdze adeninu nebo thyminu [368] (upraveno).

Stanoveny trend transaktivaéniho potencialu proteinu p53 klesa od sekvence CATG k CAAG,
CTTG a CTAG. Dale byl objeven vyznamny vliv okrajovych nukleotidovych motivli purind
a pyrimidini lemujicich motiv CW-G, kdy pary GG a CC indukuji vys$si transaktivacni potencial
proteinu p53 a pary AG a CT naopak niz8i [422]. V biologickych systémech se vétSina responzivnich
elementti odchyluje od vySe uvedeného motivu a sekvence s nizkou afinitou zajistuji citlivé
regulovanou aktivaci drah indukovanych proteinem p53 [422, 431-433]. Odlisnosti v sekvencich
responzivnich elementii byly objeveny i mezi blizce pfibuznymi druhy. Vysoka sekvencni identita
byla pozorovana u mySich i lidskych proteind p53 [434], které se shodovaly svymi biochemickymi
vlastnostmi i transaktivaénim potencialem [435].
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3 CILE DIPLOMOVE PRACE

Literarni reSerSe k tématu

Biofyzikalni charakterizace sekvenci s potencialem tvorby G-kvadruplexu

Izolace a purifikace proteinu IFI116

Studium vazby proteinu IFI116 na DNA in vitro

Studium interakce proteinu IFI16 s DNA v jednohybridnim kvasinkovém systému
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

Kmeny kvasinek a bakterii, geneticky materidl, antibiotika, protilatky, chemikalie, pfistrojové

vybaveni a dal$i pomticky pouzité v této diplomové praci byly poskytnuty ze zdroji Oddéleni

biofyzikalni chemie a molekularni onkologie Biofyzikalniho ustavu Akademie véd Ceské republiky,

v.v.i., kde také probihaly veskeré experimenty.
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Kmeny kvasinek a bakterii

YyLFM-PUMA  (MATa;  leu2-3,112;  trpl-1;  his3-11,15; canl-100; ura3-1;
RE::pCycl::LUC1), S. cerevisiae, kmen byl poskytnut Mgr. Natalii Bohalovou
z Biofyzikalniho ustavu, AV CR.

YLFM-PUMA-KSHV  (MATo, leu2-3,112; trpl-1; his3-11,15; canl-100; ura3-1;
RE::pCycl::LUC1), S. cerevisiae, kmen byl poskytnut Mgr. Natalii Bohalovou
z Biofyzikalniho ustavu, AV CR.

YLFM-RE (MATa; leu2-3,112; trpl-1; his3-11,15; canl1-100; ura3-1; RE::pCycl::LUC1),
S. cerevisiae, kmeny pfipravené v ramci bakalaiské prace Vyuziti kvasinkového isogenniho
systému pro studiu interakci proteinu IFI16 s DNA metodou Delitto Perfetto. Sekvence
responzivnich elementd (RE) jsou uvedeny v tabulce 4.1.1.

Stb13 kompetentni buiiky, E. coli; Thermo Fischer Scientific.

BL21-CodonPlus kompetentni buiiky, E. coli; Thermo Fischer Scientific.

Tabulka 4.1.1: Sekvence responzivnich elementii (RE) klonované metodou Delitto Perfetto do kvasinkového
kmene S. cerevisiae yLFM-ICORE.

Oznaceni Sekvence RE ve sméru 5-3"

PUMA-KSHV-1no CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGGGGGACGGGGGAGGGG
PUMA-KSHV-2no CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGAAAGACGGGGGAGGGG
PUMA-KSHV-3no CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGAAAGACGAAAGAGGGG
PUMA-KSHV-utl.0 CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGAGGAGTAG
PUMA-KSHV-mutl.5 CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG
PUMA-KSHV-mut2.0 CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGAGGAGGGG
4.1.2 Geneticky material
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Nosi¢ova jednoietézcova DNA — Salmon Sperm ssDNA; Thermo Fisher.

Plazmid pRS314 (selektovatelny marker kvasinek — TRPI1; selektovatelny marker
bakterii —ampicilin (Amp); pouzit jako prazdny vektor).

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

Vektor pLLS89 (selektovatelny marker kvasinek — LEUZ2; exprimuje protein p53; obsahuje
inducibilni GAL promotor; poskytnut prof. Albertem Ingou z Centra integrativni biologie
(CIBIO, University of Trento).



Vektor pLS p53 WT (selektovatelny marker kvasinek — LEU2; exprimuje protein p53
divokého typu; obsahuje konstitutivni (neindukovatelny) promotor).

Vektor pTSAG TAD IFI16 (selektovatelny marker kvasinek — TRP1; exprimuje protein
IFI16 konjugovany s transkripéné aktivaéni doménou (TAD); obsahuje indukovatelny
GAL promotor).

Vektor pTSAD TAD IFI16 (selektovatelny marker kvasinek — TRP1; exprimuje protein
IFI16 konjugovany s transkripéné aktivaéni doménou (TAD); obsahuje neindukovatelny
ADH (alkoholdehydrogendzovy) promotor; pfipraven v laboratofi Biofyzikalni chemie
a molekularni onkologie Biofyzikalniho ustavu, AV CR).

Proteinovy Zebiicek (10-250 kDa; BioLabs).

Syntetické oligonukleotidy neznacené — oligonukleotidy byly dodany firmou Sigma Aldrich,
sekvence oligonukleotidi vcéetné jejich pfislusného G4Hunter skére jsou uvedeny
v tabulce 4.1.2.

Synteticky oligonukleotid KSHV s fluorescenénim znacenim — oligonukleotid byl dodan
firmou Sigma Aldrich, sekvence oligonukleotidu vcetné G4Hunter skore je uvedena
v tabulce 4.1.2.

Tabulka 4.1.2: Sekvence a G4 Hunter skére dodanych syntetickych oligonukleotidii bez znaceni a

oligonukleotidu KSHV s fluorescencnim znacenim (*).

Oznaceni Sekvence 5°-3° G4 Hunter skore [-]
PUMA CTGCAAGTCCTGACTTGTCC -
RANDOM-22 CCGAGCGATTAAGCGTGACAGC -
KSHV GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG 3,182
KSHV-1no GAAGCGGGGGACGGGGGAGGGG 2,545
KSHV-2no GAAGCGAAAGACGGGGGAGGGG 1,727
KSHV-3no GAAGCGAAAGACGAAAGAGGGG 0,909
KSHV-mutl.0 GGAGCGGTGGACGGAGGAGTAG 0,955
KSHV-mutl.5 GGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG 1,091
KSHV-mut2.0 GGAGCGGTGGACGGAGGAGGGG 1,591
KSHV* GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG 3,182
4.1.3 Antibiotika

Ampicilin (100 pl-17%)
Chloramfenikol (25 pl-17)

Protilatky
Primarni mysi monoklonalni protilatka DO-1 (1:1 000)
Sekundarni protilatka Anti-Mouse 1gG s peroxidazou (1:10 000)

Chemikalie
Agar bakterialni Oxoid
Akrylamid:Bisakrylamid; 19:1 Serva
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e  Akrylamid:Bisakrylamid; 37,5:1 Serva

e Ampicilin Biotika
e Bradfordovo ¢inidlo Serva

e Bromfenolova modf Lachema
e Butanol Penta

e Coomassie Brilliant Blue R-250 Serva

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

e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) Lach-ner
e Formamid Penta

e  Glukoza Lach-ner
e  Glycerol Lach-ner
e Glycin Lach-ner

Chemiluminiscenéni substrat; ECL Western Blot detection kit
Chloramfenikol

Thermo Fischer
Duchefa Biochemie

e Imidazol Serva
e Inhibitory proteaz Roche
e Isopropanol Penta

Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kvasinkovy extrakt

Kyselina octova

MP Biomedicals
Duchefa Biochemie
Lach-ner

e  Metanol Penta
e  Merkaptoethanol (B-ME) Serva
e  Passive Lysis Buffer Promega

Peroxodisiran amonny

Sada pro izolaci plazmidové DNA; E.Z.N.A Plasmid DNA Mini Kit I

VWR Life Science

Omega BIO-TEK
e Stains-all Sigma-Aldrich
e  Susené odtué¢néné mléko Nutistar
e Talon metal affinity Resign Takara
e  Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma Aldrich
e Tris Serva
e  Triton X-100 Roth
e Trypton Duchefa Biochemie
e Xylencyanova fialova Sigma Aldrich
e  Zaklad pro kompletni kvasinkové médium; YPD Broth Sigma Aldrich
e  Zakladni médium s dusikem pro kvasinky; Yeast Nitrogene Base Sigma Aldrich

V ramci experimentl byly pouzity vySe uvedené chemikalie a sady. Dalsi chemikalie,

kter¢é se beézn¢ vyskytuji v molekularné-biologickych a biotechnologickych laboratotich

byly obstarany v nejvyssi mozné Cistoté a byly ze seznamu vynechany.

4.1.6 Pristrojové vybaveni a dal$i pomucky

Enbio
Jasco International Co.

e  Autoklav Microjet Personal microwave autoclave

e CD spektropolarimetr Jasco-815

40



Centrifuga 5 804 R

Centrifuga Mini Spin plus

Elektroforeticka aparatura Mini Protean Tetra Cell System
Elektroforeticka aparatura Mini-Sub Cell GT

ELISA Reader Synergy H1 Hybrid Multi-mode Reader
Homogenizator Pellet mixer

Inkubétor Innova 44

LAS 3000

Magneticka michacka MSH-30A

Naklanédlo Multi Rotator RS-60

Predvazky TE 412

Spektrofotometr NanoDrop DS-11 FX
Spektrofotometr Specord 200 Plus

Sonikator Dynatech

Termoblok Thermomixer comfort 1,5 ml

Ttepacka Yellow line os 5 basic

Vortex IKA 4 digital

Zdroj napéti PowerPac 300

Eppendorf
Eppendorf
Bio-Rad
Bio-Rad
Bio Tek
VWR

New Brunswick Scientific

FUJIFILM
WiseStir
Biosan
Sartorius
DeNovix
Analytik Jena
Dynatech
Eppendorf
Marconi
IKA
Bio-Rad

V ramci experimentll bylo pouzito vySe uvedené piistrojové vybaveni a dalsi pomicky.

Dalsi pristroje a vybaveni, které se bézné vyskytuji v molekularné-biologickych a biotechnologickych

laboratotich byly ze seznamu vynechany.

4.2 Slozeni pouzitych médii a dalSich roztoki

421

4.2.2

Média pouzita pri kultivaci bakterii

LB médium

Média pouzita pri kultivaci kvasinek

Kompletni tekuté neselektivni médium (YPDA)

Kompletni pevné neselektivni médium

(YPDA misky)

1,0 % trypton
0,5 % kvasinkovy extrakt
1,0 % NaCl

50 g-1"t YPD broth
200 mg-1* adenin

50 g'I' YPD broth
200 mg-1'* adenin
2 % agar
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e Syntetické leucin-tryptofan selektivni misky ItA

e Syntetické leucin-tryptofan selektivni tekuté

médium s rafinézou (SRItA — luciferazové testy)

4.2.3 Roztoky pouZité pri izolaci proteinu IFI16

e Elu¢ni pufr

e Lyzaéni pufr

e Promyvaci pufr

e  Vazebny pufr
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6,7 g-I'! Yeast Nitrogene base
2 % agar

2 % dextroza

200 mg-1* adenin

20 mg-1"* histidin

90 mg-1? lysin

20 mg-1* uracil

6,7 g-I'! Yeast Nitrogene base
2 % rafindza

200 mg-1'* adenin

20 mg-1* histidin

90 mg-1? lysin

20 mg-1* uracil

500 mM imidazol
20 mM Tris (pH 8)
500 mM NaCl

1 mM B-ME

5 % glycerol

5 mM imidazol

20 mM Tris

500 mM NaCl

1 mM B-ME

0,1 % Triton X-100
5 % glycerol

10 mM imidazol
20 mM Tris (pH 8)
500 mM NaCl

1 mM B-ME

5 % glycerol

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



4.2.4

Roztoky pouzité pri Western blotu
Akrylamid; 5%

Akrylamid; 15%

Blokovaci roztok

Blotovaci pufr; 10x

Coomassie Blue; barvici roztok

CSB nanaseci pufr; 5x

Destain; odbarvovaci roztok

PBS; 10x

SDS-PAGE Running buffer; 10x

5 % 37,5:1 akrylamid:bisakrylamid
0,375 M Tris (pH 8,8)

0,1 % SDS

Persiran amonny (0,005x AA)
Tetramethylethylendiamin (0,003x AA)

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

0,1 % SDS

Persiran amonny (0,005x AA)
Tetramethylethylendiamin (0,003x AA)

1x PBS

5 % odtu¢néné susené mléko

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

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

10 % kyselina octova

100 mM Tris (pH 6,8)

10 % glycerol

4 % SDS

200 mM B-merkaptoethanol

0,1 % bromfenolova modra

40 % methanol

10 % ledova kyselina octova

137 mM NacCl
2,7 mM KCI
100 mM NazHPO:g

25 mM Tris

0,192 M glycin
0,1 % SDS, pH 8,3
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4.2.5

4.2.6
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Roztoky pouzité pri vazebnych a kompetitivnich vazebnych experimentech

Akrylamid; 4%

Akrylamid; 8%

Akrylamid; 16%

LB nanaseci pufr; 6x

TBE; 10x

Vazebny pufr; 20x

4 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid
0,33x TBE

50 mM KCI

Persiran amonny (0,005x AA)
Tetramethylethylendiamin (0,003x AA)

8 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid
0,33x TBE

50 mM KClI

Persiran amonny (0,005x AA)
Tetramethylethylendiamin (0,003x AA)

16 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid
0,33x TBE

50 mM KClI

Persiran amonny (0,005x AA)
Tetramethylethylendiamin (0,003x AA)

40 % sacharo6za
0,2 % bromfenolova modra

0,2 % xylencyanova fialova

900 mM Tris
900 mM H3BOs
10 mM EDTA (pH 8,3)

50 mM KCI
5mM Tris (pH 7)
0,01 % Triton X-100

Roztoky pouzité pri elektroforetickych testech posunu mobility

Akrylamid; 8%

8 % 19:1 akrylamid:bisakrylamid

1 mM NaH;PO4

0,5M EDTA

10 mM KH2PO4

(50 mM KCI)

Persiran amonny (0,005x AA)
Tetramethylethylendiamin (0,003x AA)



e EMSA pufr 1 mM NaH,PO,
500 mM EDTA
10 mM KH,PO,4
(50 mM KCl)

e Stains-all 0,005 % Stains-all (formamid)
10 % formamid
0,25 % isopropanol
15 mM Tris-HCI (pH 8)

4.2.7 Roztoky pouzité pri transformaci kvasinek

e LiAC/TE/PEG 100 mM dihydratu octanu lithného
1x TE pufr
58 % PEG

e LiAc/TE 100 mM dihydratu octanu lithného
1x TE pufr

e TE pufr; 10x 100 mM Tris-HCI, pH 7,6

10 mM EDTA, pH 8

4.3 Metody

4.3.1 Testy cirkularniho dichroismu (CD spektroskopie)

Meéfeni cirkularniho dichroismu za ucelem biofyzikalni charakterizace sekvenci s potencidlem tvorby
G-kvadruplexu bylo provedeno dle postupu uvedeném v ¢lanku IFI16 Preferentially Binds to DNA
with Quadruplex Structure and Enhances DNA Quadruplex Formation [97]. Syntetické
oligonukleotidy bez fluorescencniho znaceni, jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 4.1.2 byly
fedény ultratistou vodou na koncentraci 100 pmol-pl?. Ze zasobnich roztokd oligonukleotidi byly
piipraveny vzorky o koncentraci odpovidajici 60-10° mol-I" na celkovy pocet oligonukleotidii
v roztocich pufrti o slozeni 10 mmol-I* Tris-HCI a 10 mmol-I* Tris-HCI s pfidavkem 100 mmol-I*
KCI. Takto piipravené vzorky oligonukleotid byly denaturovany po dobu 5 minut pii 95 °C
Vv termobloku, ve kterém byly postupné ochlazeny na laboratorni teplotu. Spektra byla méfena
na dichrografu Jasco 815 v lcm zOzenych kiemennych kyvetach umisténych v termostaticky
regulovaném drzaku pfi 20 °C. Byly provedeny ¢ty skeny kazdého vzorku pii rychlosti skenovani
100 nm'min* s datovym stoupanim 0,5 nm Vrozsahu vlnovych délek 220-330 nm, které byly
zprumérovany a vyslednd spektra byla vyhlazena pomoci Savitzky-Golayova vyhlazovaciho algoritmu
s 15bodovym oknem. Signal CD byl vyjadien jako rozdil molarniho absorpéniho koeficientu Ae
levoto¢ivého a pravotoCivého polarizovaného svétla. Koncentrace ssDNA byly stanoveny
spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop DS-11 FX pfi vinové délce 260 nm pied kazdym méfenim.
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4.3.2 ThT fluorescen¢ni vazebny test

Sekundarni struktury tvorené sekvencemi s potencialem tvorby G-kvadruplexu byly analyzovany
biofyzikalné s vyuzitim thioflavinu T (ThT) dle postupu uvedeném v ¢lanku Thioflavin T
as a fluorescence light-up probe for G4 formation [25]. Syntetické oligonukleotidy bez
fluorescenéniho znadeni byly fedény ultradistou vodou na koncentraci 100 pmol-ul?. Ze zasobnich
roztokt byly piipraveny vzorky o koncentraci 2 pmol-ul? v roztoku pufru o slozeni 100 mmol-I* Tris-
HCI o pH 7,5 a 100 mmol-I* Tris-HCI o pH 7,5 s pifidavkem 100 mmol-I* KCI. Pfipravené vzorky
oligonukleotidti byly denaturovany po dobu 5 minut pii 95 °C v termobloku, ve kterém byly postupné
ochlazeny na laboratorni teplotu. Vzorky byly smichany s thioflavinem T fedénym ultracistou vodou
o koncentraci 1 pmol-ul? v molarnim pomé&ru DNA:ThT 1,0:0,5 tak, aby finalni koncentrace ¢inila
1,0 pmol-pl* DNA a 0,5 pmol-ul ThT o objemu 20 pl. Emise fluorescence byla snimana pfi vlnové
délce 490 nm po excitaci vzorkd ptfi 425 nm v 384jamkové titracni mikrodesticce CORNING
pii laboratorni teplote.

4.3.3 Elektroforeticky test posunu mobility (EMSA)

Vznik intra- a intermolekularnich struktur G4 z analyzovanych sekvenci DNA byl sledovan
prostiednictvim nativni vertikalni elektroforézy v 8% polyakrylamidovém gelu o tloustce 1,5 mm.
Syntetické oligonukleotidy bez fluorescencniho znaceni byly fedény ultracistou vodou na koncentraci
100 pmol-ul?. Ze zasobnich roztokl byly pfipraveny vzorky o koncentraci 10 pmol-pl™? v prostiedi
pufrd o slozeni 1 mmol-I"t NaH:PO4, 500 mmol-I* EDTA a 10 mmol-I"t KH,PO,4 nebo 1 mmol-I*
NaH,POs, 500 mmol-I* EDTA a 10 mmol-I* KH,PO; s piidavkem 50 mmol-I* KCI. Pipravené
vzorky oligonukleotidii byly denaturovany po dobu 5 minut pii 95 °C v termobloku, ve kterém byly
postupné ochlazeny na laboratorni teplotu. Na gel bylo naneseno 500 ng vzorkti DNA s ptfidavkem
40% sachardzy (6x koncentrovany nanaseci pufr bez pridavku bromfenolové modii a xylencyanové
fialové). Elektroforéza probihala 1,5 hodiny p#i 50 V Vv prostiedi 1 mmol-I"t NaH,PO4, 500 mmol-I*
EDTA a 10 mmol-1"* KH,PO. nebo 1 mmol-1* NaH,PO4, 500 mmol-I* EDTA a 10 mmol-I"* KH.PO,
s ptidavkem 50 mmol-I* KCI pti 4 °C. Gel po elektroforéze byl barven barvivem Stains-all po dobu
1 hodiny bez pfistupu svétla a nasledné odbarvovan Vv ultracisté vodé =za stalého t¥epani
a pristupu svétla. Maximalni emise Stains-all byla snimana na pfistroji Amersham Imager 680
pii vlnové délce 609 nm.

4.3.4 1lzolace proteinu IFI16 proteinovou afinitni chromatografii

Protein IFI16 byl izolovan z jiz pfedem pfipravené bakterialni kultury kompetentnich bunék E. coli
BL21-CodonPlus. Kompetentni bunky byly transformovany plazmidovym vektorem pET15b,
ktery produkuje protein IFI16 fuzovany s polyhistidinovou kotvou (His-tag). Izolace a purifikace
proteinu IFI16 probéhla dle postupu uvedeném v nasledujicich podkapitolach. Vysledna koncentrace
proteinu byla stanovena spektrofotometricky metodou podle Bradfordové.

4.3.4.1 Priprava bakteridlni kultury

Prvni den byla do 10 ml LB média s obsahem antibiotik ampicilinu a chloramfenikolu o koncentracich
100 a 25 pl 1 zaockovéna bakteridlni kultura Escherichia coli BL21-CodonPlus z prostiedi mraziciho
boxu (-80 °C). Inokulant byl kultivovan do druhého dne za stalého trepani pii 37 °C. Néasledujici den
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bylo 10 ml média s narostlou kulturou pievedeno do ptfedehiatého LB média s ptidavkem obou
antibiotik o objemu 1 000 ml. Nové zaofkované médium bylo kultivovano v 5 000ml kultivaéni
Erlenmeyerové bance za stalého tiepani pii 37 °C. V pribéhu inkubace byla pribézné sledovana
hodnota optické hustoty bakterialni kultury UV/VIS spektrofotometru Specord PLUS 210 pfi vinové
délce 600 nm proti slepému vzorku (médium bez kultury). Po dosazeni optické hustoty (absorbance)
0,6 byl piidan 1,0 ml roztoku 1,0 mol-1* IPTG, ktery indukoval expresi proteinu IFI16
s polyhistidinovou kotvou. Kultura byla inkubovana v kultivaéni Erlenmeyerové baiice pies noc
pii 16 °C za stalého tiepani (98 rpm).

43.4.2 Lyze bunék

Z bakterialni kultury po indukci byl odebran 1 ml kultury jako kontrola K2. Obsah kultiva¢ni
Erlenmeyerovy bariky byl pieveden do centrifuga¢nich kyvet a centrifugovan pii 6 500 g po dobu
20 minut. Nasledovala samotna lyze bunék, ktera byla provedena na ledé. Supernatant byl
po centrifugaci odebran a do jedné z kyvet bylo pfidano 40 ml lyza¢niho pufru s rozpusténou tabletou
inhibitorti protedz. Obsah kyvety s lyzacnim pufrem byl resuspendovan homogenizatorem, preveden
do dalsi kyvety a opét resuspendovan. Tento krok byl zopakovan u vSech kyvet. Vysledna smés
bakterialni kultury s roztokem inhibitort byla sonikovana na ledé¢ pii amplitudé 60 %, v deseti
cyklech, po dobu 30 sekund s30s ptestavkami. Zlyzované buiiky byly centrifugovany pii 4 °C
a 14 000 g po dobu 30 minut. Supernatant byl pifeveden do centrifuga¢nich zkumavek a pelet, ktery
obsahoval nerozpustny protein, byl odstranén. Ze supernatantu byl odebran 1 ml vzorku jako kontrola
Ks3.

4.3.4.3 lzolace proteinu IF116

Ke 4 ml kulicek TALON Metal Affinity resign ve smeési s ethanolem bylo pfidano 40 ml vazebného
pufru a smé&s byla dikladné promichana a centrifugovana pii 4 °C a 2000g po dobu 5 minut.
Supernatant z1lyze bunék byl pfeveden k promytym kulickim TALON Metal Affinity resign
a ponechan pii 4 °C na naklanédle Multi Rotstor RS-60 po dobu 1 hodiny. Smés byla stoCena
pti 2 000 g po dobu 5 minut. Ze supernatantu po centrifugaci byl odebran 1 ml vzorku jako kontrola
K4. Zbyly supernatant byl odstranén. K peletu bylo ptidano 40 ml vazebného pufru. Smés byla
dikladné promichéana a centrifugovana pii 4 °C a 2000g po dobu 5 minut. Ze supernatantu
byl odebran 1 ml vzorku jako kontrola K5 a zbyly supernatant byl odstranén. K peletu bylo ptidano
40 ml promyvaciho pufru. Smés byla promichina a centrifugovana pii 4 °C a 2 000g po dobu
5 minut. Cast supernatantu byla odebrana a zbytek byl spolu s kulickami kvantitativné preveden
do kolony. Z ptefiltrovaného promyvaciho pufru byl odebran 1 ml vzorku jako kontrola K6.
Po prefiltrovani veskerého promyvaciho pufru byla eluce indukovana pfidavkem 1 ml elu¢niho pufru.
Kazdy ptidavek pufru byl odebran jako jedna eluce. Celkem bylo odebrano pét eluci po 1 ml do 1,5ml
mikrozkumavek. Z kazdé eluce bylo odebrano 50 pl pro nasledné spektrofotometrické stanoveni
koncentrace proteinti v eluci a Western blot. Vzorky eluci byly zmraZzeny pomoci tekutého dusiku
a uchovavany na -80 °C. Nasledovalo spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinu IFI16
metodou podle Bradfordové a Western blot.
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4.3.5 Western blot po izolaci proteinu IF116 proteinovou afinitni chromatografii

K potvrzeni izolace proteinu IFI16, a ke zjisténi stavu fragmentace a pripadné kontaminace dalSimi
proteiny, byl proveden Western blot a barveni gelu barvivem Coomassie Blue. Byly pfipraveny dva
polyakrylamidové gely o tloustce 1,5 mm s ptidavkem SDS (dodecylsiran sodny). Spodni vrstva obou
gelt byla pfipravena z 15% roztoku akrylamidu s SDS. Vrchni vrstvu obou gelt tvofil 5% roztok
akrylamidu s ptidavkem SDS. U obou vrstev byla polymerace indukovana ptidavkem APS a Temedu.

4351 SDS-PAGE

Objemy proteinovych eluci a kontrol byly s 5x koncentrovanym CSB nanaSecim pufrem pieneseny
do cistych mikrozkumavek dle nize uvedeného postupu. Uvedené objemy byly jiz vztahnuty
pro ptipravu vzorkd na oba gely a upraveny s ohledem na mozné odchylky v pipetovani pfi pfiprave.

Kontrola po indukci byla stofena a supernatant byl pienesen do c¢isté mikrozkumavky.
Ze supernatantu bylo pieneseno 20 pl vzorku do ¢isté mikrozkumavky, do které bylo ptidano 80 pl
ultracisté vody (z dtivodu predpokladu vysoké koncentrace proteint) a 20 pl 5x koncentrovaného CSB
nanaseciho pufru. Do jamek gelu bylo naneseno 40 ul. Vzorky kontrol K3-K6 byly po 30 pl
preneseny do Cistych mikrozkumavek. Ke vSem témto vzorkim bylo pfidano 7,5 pl
5x koncentrovaného CSB nanaseciho pufru. Do jamek gelu bylo naneseno 18 ul. Vzorky eluci E1-E5
byly po 10 pul pteneseny do ¢&istych mikrozkumavek. Nasledné k nim bylo ptidano 2,5 ul
5x koncentrovaného CSB nanaSeciho pufru. Do jamek gelu bylo naneseno 5 ul. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita jiz dfive ovéfena a-izoforma proteinu p53 rovnéZ obsahujici polyhistidinovou
kotvu. Ptiprava pozitivni kontroly byla shodna s ptipravou vzorku eluci.

Ptipravené vzorky byly inkubovany v termobloku 5 minut pfi teploté 95 °C a po inkubaci byly
okamzité preneseny na led. Do jednotlivych start obou geli byly naneseny: febii¢ek (10-250 kDa)
0 objemu 3 ul, vzorky kontrol K2, K3, K4, K5, K6, vzorky eluci E1, E2, E3, E4, E5, pozitivni
kontrola proteinu p53 a zebiicek (10-250 kDa) o objemu 1,5pul. Byla provedena vertikalni
elektroforéza v ptitomnosti 1x koncentrovaného SDS-PAGE pufru (15 minut pii 50 V, 15 minut
pii 100 V a 60 minut pii 150 V). Po skonceni elektroforézy byl jeden z geli pouzit pro Westernovy
ptenos a u druhého gelu byla ovéfena pfitomnost separovanych proteini barvenim pomoci Coomassie
Blue.

4.3.5.2 Barveni gelu barvivem Coomassie Blue

Gel uréeny pro barveni byl pfenesen do sklenéné vany a zalit barvivem Coomassie Blue. Gel
S barvivem byl inkubovan po dobu 20 minut za stalého tfepani (80 rpm) pii laboratorni teploté
a nasledné¢ byl 2x promyt odbarvovacim roztokem Destain za stalého tiepani (80 rpm) opét
pfi laboratorni teploté. Interval mezi kazdym promytim trval 20 minut. Po tfetim promyti byl gel
S odbarvovacim roztokem inkubovan do druhého dne pfi laboratorni teploté za stalého tfepani
(80 rpm). Nasledujici den byl gel opét promyt odbarvovacim roztokem a sniman kolorimetricky
na piistroji Amersham Imager 680.

4.3.5.3 Westernovy pienos
Gel uréeny pro blotovani byl pifekryt nitrocelulézovou membranou a spoleéné byly pfeneseny

v prostfedi 1x koncentrovaného blotovaciho pufru s ptidavkem methanolu mezi dvé vrstvy filtracniho
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papiru po obou stranach a upevnény v blotovacim nastavci. Blotovaci pfenos probihal 90 minut
pifi 150 mA v prostfedi 1x koncentrovaného blotovaciho pufru. Po westernovém pienosu byla
provedena imunodetekce na nitrocelul6zové membrané promyté 1x koncentrovanym roztokem PBS.

4.3.5.4 Imunodetekce nitrocelulozové membrany

Nitrocelulozova membrana byla inkubovana 30 minut v blokovacim roztoku a promyta roztokem
Ix koncentrovaného PBS. Nasledn¢ byla membrana zalita blokovacim roztokem s mys$i primarni
monoklonalni protilatkou fedénou v poméru 1:1 000 s afinitou k polyhistidinové kotvé. Membrana
byla s roztokem protilatky inkubovana pii 4 °C do druhého dne za stalého tiepani (80 rpm). Druhy den
byla nitrocelulézova membrana 5x promyta 1x koncentrovanym roztoku PBS za stalého tiepani.
Interval mezi jednotlivymi promytimi trval 5 minut. Po promyti byla na membranu aplikovana
sekundarni protilatka Anti-Mouse 1gG konjugovana s peroxidazou v 10 ml blokovaciho roztoku
v poméru 1:10 000. Membrana byla s roztokem sekundarni protilatky inkubovana za stalého tfepani
(160 rpm) po dobu 1 hodiny pii laboratorni teploté. Po inkubaci byla membrana opét 5x promyta
1x koncentrovanym roztokem PBS vzdy po 5 minutach za stalého téepani a prevrstvena 1 ml detekéni
smési ECL Western Blot detection kit, ktera byla smichana v poméru 1:1. Chemiluminescence byla
snimana na pfistroji Amersham Imager 680. Nejprve bylo provedeno automatické snimani a nasledné
byla doba expozice nastavena na 5 minut.

4.3.6 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinu IFI16

Vzorky eluci urené ke spektrofotometrickému stanoveni koncentrace proteinu IFI16 a kalibra¢ni
roztoky BSA proteinu Vv elu¢nim pufru o koncentracich 0,0-0,1-0,2-0,4-0,6-0,8-1,0-1,2-1,4—
1,6 mg-ml? byly dikladn& zhomogenizovany a pteneseny na led. Z kazdého roztoku byly pieneseny
4 ul do predem pripravenych mikrozkumavek se smési 396 pl ultracist¢é vody a 100 pl
5X koncentrovaného Bradfordova cinidla. Vzniklé smési byly dikladné zhomogenizovany. Vzorky
kalibra¢nich roztokli a vzorky eluci byly pfeneseny po 200 ul do 96jamkové titra¢ni desticky vzdy
ve dvou opakovanich. Desti¢ka byla inkubovana 10 minut pfi laboratorni teploté a po inkubaci byla
stanovena koncentrace proteinu IFI16 ve vzorcich eluci na pfistroji Hybrid Reader pii vinové délce
595 nm.

4.3.7 Hybridizace oligonukleotidii pro vazebné a kompetitivni vazebné experimenty

Dodané syntetické oligonukleotidy s potencialem tvorby G-kvadruplexu, jejichz sekvence jsou
uvedeny v tabulce 4.1.2 byly hybridizovany dle postupu uvedeném v ¢lanku IFI16 Preferentially
Binds to DNA with Quadruplex Structure and Enhances DNA Quadruplex Formation [97]. V prub&hu
hybridizace byly vzorky nesouci fluorescencni znaceni chranény ptred svétlem kvili moznému
vysvécovani znacky. Oligonukleotid KSHV znaeny fluorescenéni znac¢kou byl ziedén na koncentraci
10 pmol-ul?* 1x koncentrovanym TE pufrem s piidavkem 50 mmol-It KCI. Oligonukleotidy
bez znadeni byly zfedény na stejnou koncentraci ultragistou vodou s piidavkem 50 mmol-I"t KCI.
Pripravené vzorky byly denaturovany 10 minut pfi 95 °C. Denaturované vzorky oligonukleotidi byly
postupné ochlazeny na laboratorni teplotu. Hybridizované oligonukleotidy byly skladovany pti 4 °C.
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4.3.8 Vazebné experimenty

Vazba proteinu IFI16 s hybridizovanym oligonukleotidem KSHV (nesoucim fluorescenéni znacku)
a vybér vhodného molarniho poméru DNA:protein (pro studium vazby proteinu IFI16 k sekvencim
srozdilnym potencidlem tvorby G-kvadruplexu) byly sledovany testem posunu elektroforetické
mobility, v prostfedi nativniho polyakrylamidového gelu. Ttivrstvé nativni polyakrylamidové gely
o tloustce 1,5 mm s piidavkem 50 mmol-I"t KCI a 0,33x koncentrovaného TBE pufru byly piipraveny
216, 8 a 4% roztoku akrylamidu, u kterych byla polymerace indukovadna ptidavkem roztokii APS
a Temedu. Hybridizovany oligonukleotid KSHV s fluorescenénim znaenim byl smichan
s 20x koncentrovanym vazebnym pufrem, ultrac¢istou vodou a izolovanym proteinem IFI16
do vyslednych molarnich pomérid DNA:protein 1:0, 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8. Ptipravené vzorky byly
inkubovany 10 minut pii 4 °C. Po inkubaci bylo ke vzorkim ptidano 2,5 pl 6X koncentrovaného
nedenaturujiciho nanéaseciho pufru a vzorky byly pteneseny do jednotlivych startti gelu. Elektroforéza
probihala 2 hodiny pii 50 V v prostiedi 0,33x koncentrovaného TBE pufru pii 4 °C v podminkach
zamezujicich pfistupu svétla. Gel po elektroforéze byl sniman pfi vinové délce 460 nm na pfistroji
LAS-3 000.

4.3.9 Kompetitivni vazebné experimenty

Vazba proteinu IFI16 k sekvencim dodanych oligonukleotidd s potencialem tvorby G-kvadruplexu
bez fluorescencniho znaceni byla studovdna kompetitivnimi vazebnymi experimenty V prostiedi
nativniho polyakrylamidového gelu. Ttivrstvé nativni polyakrylamidové gely o tloustce 1,5 mm
s ptidavkem 50 mmol-I* KCI a 0,33x koncentrovaného TBE pufru byly pfipraveny z 16, 8 a 4%
roztoki akrylamidu, u kterych byla polymerace indukovana pfidavkem roztokti APS a Temedu. Byly
pfipraveny smési  hybridizovaného oligonukleotidu KSHV s fluorescen¢nim  znaCenim,
20x koncentrovaného vazebného pufru a ultracisté vody, ke kterym byl pfidan kompetitor s nékterou
ze sekvenci uvedenych v tabulce 4.1.2 o koncentracich 0,0-5,0-7,5-10,0-15,0-25,0 pmol a izolovany
protein IFI16 v molarnim poméru vici fluorescenéné znaéenému KSHV 1:4 (DNA:protein). Smichané
vzorky byly inkubovany 10 minut pifi 4 °C. Po inkubaci bylo ke vzorkim pfidano 2,5 ul
6X koncentrovaného nandseciho nedenaturujiciho pufru a vzorky byly pfeneseny do jednotlivych
startti gelu. Elektroforéza probihala 2 hodiny pfti 50 V v prostiedi 0,33x koncentrovaného TBE pufru
pti 4 °C v podminkach zamezujicich pfistupu svétla. Gel po elektroforéze byl sniman pti vinové délce
460 nm na pristroji LAS-3 000.

4.3.10 lzolace plazmidové DNA

Izolace plazmidové DNA z bakterialni kultury byla provedena pomoci E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini
Kit I dle ptilozeného postupu. Plazmidy (pRS314, pRS315, pLLS89, pLS p53WT, pTSAD TAD IFI16
a pTSAG TAD IFI16) byly izolovany z pfipravenych bakterialnich kultur uchovavanych pii -80 °C.
Jednotliva bakterialni kultura byla inkubovana 14 hodin v5ml tekutého LB média s ptidavkem
antibiotika ampicilinu v poméru 1:1 000 za stalého tiepani (100 rpm) pti 37 °C. Cista bakterialni
kultura bez média byla z inokuli pfevedena do mikrozkumavky opakovanou centrifugaci pii 10 000 g
po dobu 1 minuty. Nasledovala lyze bunék, kdy k pfipravenym peletim bylo piidano 250 pl
Roztoku 1 s obsahem RNazy A. Smési byly dikladné homogenizovany vortexem a pireneseny
do novych mikrozkumavek. Nasledné bylo ke smésim ptidano 250 ul Roztoku 2 obsahujiciho lyzacni
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enzymy. Po jemném promichani obsahli zkumavek bylo pfidano 350 pl neutraliza¢ni Roztoku 3.
Po jemném promichani doslo k utvofeni bilé srazeniny. Aby Se odd¢lila srazenina obsahujici proteiny
a zbytky lyzovanych bun€k od supernatantu s plazmidovou DNA, byly smési centrifugovany 14 000 g
po dobu 10 minut. Nasledovala vazba plazmidové DNA na fritu filtracni kolony. Supernatant
byl pfeveden do kolony tak, aby nedoslo k dotyku a pfeneseni casti peletu (potencialni kontaminace
izolované pDNA proteiny) nebo poskozeni povrchu frity. Vzorky ve filtracnich kolonach
byly centrifugovany pii 14 000g po dobu 1 minuty, kdy doslo k vazbé pDNA na fritu kolony
a supernatant bez pDNA byl pfeveden do sbérné zkumavky a nasledné odstranén. Navazana
plazmidovd DNA byla promyta 500 ul HBC pufru s ptidavkem 100 % izopropanolu (14 000 g
po dobu 1 minuty) a 700 ul DNA promyvaciho pufru s ptidavkem 100% ethanolu (14 000 g po dobu
30 sekund). Pro zajisténi vyssi koncentrace vzorku a odstranéni nadbyteéného mnozstvi promyvacich
roztokti byl zopakovan ptedchazejici krok bez piidavku dal$iho mnozstvi promyvaciho roztoku.
Filtra¢ni kolona byla pfenesena do nové mikrozkumavky a té€sn¢ nad fritu bylo naneseno 75 ul
elu¢niho pufru. Po minutové inkubaci byly kolony centrifugovany p#i 14 000 g po dobu 1 minuty.
Koncentrace a Cistota byly stanoveny na piistroji NanoDrop proti eluénimu pufru jako slepému
vzorku. Stav izolovanych plazmidli byl ovéien horizontalni elektroforézou v 1% agarézovém gelu
s piidavkem interkala¢niho ¢inidla GelRed. VVzorky byly naneseny do jednotlivych starti ve stejné
koncentraci (10 pl pDNA na koncentraci 100 ng-ul? s vhodnym piidavkem 6x koncentrovaného
Loading Bufferu. Rovnéz byl nanesen DNA Zebficek o velikosti 1 kb a pozitivni kontrola — ovéfeny
vzorek plazmidu pTSAD TAD IFI16. Elektroforéza probihala pii 90 V po dobu 45 minut v prostiedi
1x koncentrovaného TAE pufru.

4.3.11 Transformace kvasinkovych kmenii lithium-acetitovou metodou

Kvasinkové kmeny byly transformovany plazmidovou DNA obsahujici prazdné vektory, vektory
pro produkci proteind p53 a IFI16 s transaktivatni doménou proteinu p53 a jejich vzajemnou
kombinaci. Byly zalozeny kvasinkové kultury z jedné kolonie kvasinkovych kmenti v5 ml YPDA
tekutého meédia. Zalozené kultury byly inkubovany pfi 30 °C za stalého tfepani do druhého dne.
Kvasinkova inokula byla néasledujici den pievedena do YPDA tekutého média o objemu 40 ml
a za stejnych podminek kultivovana do dosazeni optické hustoty 0,8—1,0 pii vinové délce 600 nm.
Narostlé kvasinkové kultury byly centrifugovany 9 000 g po dobu 3 minut pfi laboratorni teploté. Pelet
byl 2x promyt ultracistou vodou (50 a 10 ml) a smési LiAc/TE (3 ml). Takto pfipravené kompetentni
buniky byly zakoncentrovany smési LiAc/TE na objem 600 pl. K50 ul kompetentnich bunék byly
pfidany 2 ul plazmidid (500 ng pDNA) umoznujici selekci kvasinek na aminokyseliny leucin
a tryptofan a 5 ul denaturované jednoifetézcové nosi¢ové DNA o koncentraci 10 mg-ml?. Ke smésim
kompetentnich bunék s plazmidy bylo pfidano 300 ul smési LiAc/TE/PEG a smési byly inkubovany
po dobu 30 minut za stalého tfepani pii 30 °C a nasledné 15 minut pfi 42 °C. Smési byly stoCeny
a pelety byly resuspendovany v 100 ul ultracisté vody. Transformaéni smési o objemu 50 ul byly
naneseny na leucin-tryptofan selektivni agarové plotny s obsahem adeninu (ItA misky) a inkubovany
po dobu 3 dnu pii 30 °C.
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4.3.12 Luciferazové reportérové testy

Z kvasinkovych transformantd bylo odebrano 6 kolonii, které byly rozetfeny na ItA misky do tvaru
tzv. Patches. Nové ptipravené roztéry byly inkubovany po dobu 3 dnti pti 30 °C. Po 3 dnech inkubace
bylo odebrano malé mnozstvi z péti vybranych roztéri Patches kazdého transformantu, které bylo
resuspendovano v 200 pl syntetického leucin-tryptofan selektivniho tekutého média s rafindzou
(SRItA médium) v 96jamkové titraéni desticce. Nasledné bylo 60 ul ztéchto zasobnich kultur
preneseno do SRItA média o objemu 60 pl a SRItA média s piidavkem 0,24 % galaktozy (vysledna
koncentrace galaktozy ¢inila 0,12 %). Kvasinkové kultury byly inkubovany pti 30 °C. V ¢asech To, Ts
a T (0, 6 a 24 hodin od zacatku inkubace) bylo k 20 pl vzorkd pfidano 20 pl 2x koncentrovany
lyzaéni pufr Passive Lysis Buffer v poméru 1:1 a smési byly za stalého tfepani (300 rpm) inkubovany
15 minut v 384jamkové titraéni mikrodesti¢ce pfi laboratorni teploté. Po inkubaci bylo pfidano 20 ul
luciferdzového substratu Bright Glo Luciferase assay a okamzité byla zméfena bioluminiscence
a opticka hustota kultury pti vinové délce 600 nm (ODsoo) na piistroji Synergy Hybrid Multi-Mode
Microplate Reader.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Biofyzikalni charakterizace sekvenci s potencialem tvorby G-kvadruplexu

Detekce G-kvadruplext v molekule DNA a charakterizace jejich konformace je nezbytnou podminkou
pfi studiu vlivu téchto sekundarnich struktur na bunééné mechanismy a vazebné, nebo jiné biologické
vlastnosti proteini. Charakterizace vybranych sekvenci oligonukleotidi (Tabulka 4.1.2) byla
provedena s vyuzitim CD spektroskopie, ThT vazebnych fluorescen¢nich test a elektroforetického
testu posunu mobility v prostredi bez pfidavku a s ptidavkem stabilizujicich draselnych kationtt.

5.1.1 Charakterizace sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplexu CD spektroskopii

Metoda meéteni cirkularniho dichroismu umoziuje detekovat pritomnost riznych sekundarnich
struktur nukleovych kyselin a proteind. Konformace G-kvadruplexii je mozné urcit na zakladé
srovnani naméfenych spekter s jiz charakterizovanymi modelovymi spektry G-kvadruplext, ktera
vykazuji charakteristické pozitivni a negativni piky pii uréitych vinovych délkach [318, 319].

Vzorky analyzovanych oligonukleotidi o koncentraci piiblizné 60-10° mol-I" piepodtené
na jeden nukleotid z celkového pocétu nukleotidi (optimalni koncentrace pro meéfeni cirkularniho
dichroismu [27]) v sekvenci byly hybridizovany v roztocich 10mmol-I* Tris-HCI a 10mmol-I*
Tris-HCI s ptidavkem 100mmol-I* KCI, jehoz piitomnost méla indukovat snadnéjsi tvorbu
a stabilizaci vznikajicich sekundarnich struktur G4 [102, 436]. Mé&feni bylo provedeno v den
hybridizace (Cas To) a po uplynuti 24 hodin (Cas T24), aby bylo ovéteno, zda u vzniklych sekundarnich
struktur nedochéazi v pribéhu ¢asu ke zménadm konformace. Vysledna CD spektra byla ziskana jako
pramér ¢ty skentt a vyhlazena pomoci Savitzky-Golayova vyhlazovaciho algoritmu. Signal
cirkularniho dichroismu byl vyjadien jako rozdil molarniho absorpéniho koeficientu Ae levotocCivého
a pravotocivého polarizovaného svétla. Od namétenych spekter vzorkll byl odecten signal piislusného
pufru (10mmol-I?* Tris-HCI nebo 10mmol-I? Tris-HCI s piidavkem 100mmol-It KCI) a vysledné
hodnoty byly pfepocteny na celkovy pocet nukleotidii v sekvenci. Do grafii byly vyneseny zavislosti
signalu CD na vinové délce.

Na obrazku 5.1.1 se nachazi spektra vzorkl oligonukleotidu PUMA. Sekvence PUMA byla
odvozena od cilového mista proteinu p53 promotoru genu PUMA, proto u ni nebyla pfedpokladana
ptitomnost G-kvadruplexu, coz potvrdil i program G4 Hunter, ktery i pii 55% poméru bazi GC
nepredikoval pfitomnost G4. Spektra vzorkd hybridizovanych v obou typech pufra v obou
sledovanych casech vykazuji pfitomnost vyssiho pozitivniho piku v oblasti vinové délky 280 nm,
mensiho pozitivniho piku pfi vinové délce kolem 220 nm a negativniho piku pii 250 nm.
Pii porovnani CD spekter znamych konformaci G-kvadruplext [27] je vidét, ze vzorek netvofi
strukturu G-kvadruplexu ani v jednom z pouzitych pufrt a k jeho formovani nedochazi ani v priabéhu
delsiho casového useku. Na spektrech vzorkd v Case Tz je mozné pozorovat urCité odchylky
ve spektrech pii vinovych délkach v okoli oblasti 220 nm, které mohou byt zptisobeny chybou méfeni
z divodu piili§ vysoké hodnoty naméfené absorbance dané charakterem pufru nebo vlivem aktivity
vody, jejiz vliv na pfechod mezi A-B formou DNA byl jiz dfive pozorovan [438]. Podobna spektra
odpovidajici spektru B-formy DNA byla naméfena napf. u DNA teleciho brzliku [440, 442, 443].
Pfestoze byla pozorovana piitomnost B-formy DNA napft. i u vzorkil nativni DNA Sarcina lutea
(71 % GC) nebo Bacillus cereus (33 % GC), neodpovidaji jejich CD spektra spektrim vzorkil
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PUMA [442]. Tento rozdil je dan rozdilnym zastoupenim GC bazi v DNA [440, 442]. Nativni DNA
teleciho brzliku s42% zastoupeni GC nejlépe odpovidd ndmi charakterizovanym vzorkim
oligonukleotidu PUMA. Spektra teleciho brzliku byla srovnavana se spektry syntetickych
oligonukleotidii i pfirodnich vzorkli sriznym obsahem GC. Bylo prokdzano, ze s rostoucim
zastoupenim AT bazi dochéazi k prohloubeni negativniho pasu a zvySeni konformacéni variability
vznikajicich struktur [442]. Piestoze jsou spektra vzorki PUMA podobna spektrim dsDNA teleciho
brzliku, byly vzorky pfipraveny z oligonukleotidu ssDNA. Je mozné, ze béhem hybridizace dochazi
k formovani struktury palindromu z ssDNA PUMA prostfednictvim péti az Sesti part nukleotida
s kratkou smyckou. Sekvence PUMA byla jiz diive podrobena analyze CD spektroskopii [437].
Pfestoze byly vzorky hybridizovany v prostiedi o niz$i koncentraci draselnych iontd (50 mmol-I*
KCI) byla pozorovana piiblizn€ stejna intenzita signalu Ae s pozitivnim pikem v oblasti vinové délky
280 nm a negativnim pikem pti 250 nm.
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Obrdzek 5.1.1: CD spektra vzorkii oligonukleotidu PUMA v éasech To (A) a Taa (B). Plnou linii jsou vynesena
spektra vzorku hybridizovaného v 10mmol-I* Tris-HCI s pifidavkem 100mmol-I* KCI. Spektra vzorku
hybridizovaného v prostiedi bez pridavku draselnych iontii je vyneseno prerusovanou linii. Po pridavku
draselnych ionit nedochdzi ke zméndm konformace vznikajici struktury. Namérena spektra v casech To (A) i Toa
(B) jsou charakterizovana kladnymi piky pri vinovych délkach 280 a 220 nm a negativnim pikem pri vinové délce

250 nm a nevykazuji piitomnost G-kvadruplexu.
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Na obrazku 5.1.2 jsou vynesena spektra vzorki oligonukleotidu KSHV. Sekvence
oligonukleotidu KSHV byla odvozena z genomu herpesviru spojeného s Kaposiho sarkomem
a programem G4 Hunter u ni byla predikovana vysoka pravdépodobnost tvorby G-kvadruplexu
(G4 Hunter skore 3,182) pti 90,9% podilu GC bazi.

Z naméfenych spekter v ¢asech To i Tos je jasné vidét, Ze v pfitomnosti draselnych ionti (plna
linie) dochazi k tvorbé paralelni struktury G-kvadruplexu, ktera je charakterizovana vyraznymi
kladnymi piky pii vinovych délkach 260 a 210 nm a zapornym pikem pii vinové délce 240 nm.
V obou ¢asech namétena spektra odpovidajici spektriim paralelniho G-kvadruplexu. ZvySeni intenzity
Ae v Case T2 ukazuje na stabilizaci a doformovani vzniklych sekundarnich struktur bez celkové zmény
konformace G4. Na obou spektrech vzorkl v prostiedi draselnych iontil je rovnéz pfitomen mensi
kladny pik pti vlnové délce 295 nm, ktery se objevuje i ve spektrech antiparalelnich a hybridnich
konformaci G-kvadruplexu. Za pfedpokladu, Ze by se jednalo o antiparalelni strukturu G-kvaruplexu,
by byly naméfeny vyrazné kladné piky pii 295, 240 a 210 nm a zaporny pik pii 260 nm. V piipadé
hybridni struktury G-kvadruplexu by byly naméteny pouze pozitivni piky, a to pfi vinovych délkach
295, 260 a 210nm [27]. Vzhledem ktomu, ze v naméfenych spektrech vzorki KSHV
hybridizovanych v prostfedi draselnych iontii je pfitomen negativni pik pouze pfi vlnové délce
240 nm, dochazelo pravdépodobné Ktvorbé hybridni struktury G-kvadruplexu. Pfitomnost
antiparalelni struktury nelze z CD spektra jednoznacné potvrdit, protoze nebyl naméfen vyraznéjsi
pozitivni pik pii vinové délce 240 nm. Spektra oligonukleotidu KSHV hybridizovaného v prostiedi
bez ptitomnosti draselnych iontd (pferusovana linie) vykazuji rovné€z znamky mozné piitomnosti
paralelni struktury G-kvadruplexu. Lze pozorovat pozitivni piky pfi 260 a 210 nm a negativni pik
pii 240 nm, které ovSem nedosahuji tak vyraznych signalu jako spektra vzorku s KCI. Rovnéz
je patrny posun piku pfi 260 nm k vinové délce 280 nm, ktery byl pozorovan u vzorku oligonukleotidu
PUMA, u né&jz nebyla pfitomnost G4 prokazana. Je tedy mozné, Ze dana sekvence je schopna
Vv omezené mife tvofit strukturu paralelniho G-kvadruplexu i bez stabilizace draselnymi ionty.

Stejnych vysledkd bylo dosazeno i v dfive publikované studii Porubiakové a Bohalové [437].
CD spektrum vzorku KSHV v prostiedi obsahujicim draselné ionty (50 mmol 1) vykazuje stejné
pozitivni piky pfi vlnovych délkach 295 a 260 nm a negativni pik pfi vlnové délce 240 nm jako
namétend spektra vzorki KSHV v obou Casech. Shodna jsou i dosazend maxima pozitivniho piku
pii vlnové délce 260 nm kolem 150 M-icm™. Oproti publikované studii vykazovala namé&fena spektra
vzorktt KSHV v prostiedi draselnych ionti nizsi velikosti piku pii 295 nm. Rozdil je pravdépodobné
zpusoben odlisnou koncentraci draselnych iontti ve vzorcich (koncentrace draselnych ionti byla oproti
vzorkiim v publikované praci dvojnasobna). Vysledky ukazuji, ze tvorba urCité konformace
G-kvadruplexu je zavisla na koncentraci pouzitych kationtti. Velmi podobného spektra bylo dosazeno
u G-bohaté oblasti v promotoru c-MYC se sekvenci d(TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG)
v ptitomnosti 150 mmol-1* draselnych iontti, u kterého byla zaznamenana tvorba paralelni konformace
G4 v prostiedi sodnych i draselnych iontt [27]. Paralelni struktura G-kvadruplexu byla pozorovana
rovnéz u sekvence odvozené z promotoru genu clpx Mycobacteria tuberculosis, kde byla s rostouci
koncentraci draselnych iontd pozorovana zvySujici se hodnota maxima elipticity pfi vilnové délce
260 nm [444].
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A GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG B GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG
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Obrdzek 5.1.2: CD spektra vzorkii oligonukleotidu KSHV v casech To (A) a T (B). Plnou linii jsou vynesena
spektra vzorku hybridizovaného v 10mmolI* Tris-HCl s pridavkem 100mmol1*t KCI. Spektrum vzorku
hybridizovaného v prostiedi 10mmol-I* Tris-HCI bez pridavku draselnych iontii je vyneseno prerusovanou linii.
Po pridavku draselnych ionit dochazi k stabilizaci paralelni struktury G-kvadruplexu, ktera je charakterizovina
kladnymi piky p7i vinovych délkach 260 a 210 nm a zapornym pikem pri 240 nm. Pritomnost mensiho kladného
piku pri vinoveé délce 295 nm a absence pozitivniho piku pri vinové délce 240 nm ukazuje i na tvorbu hybridni
struktury G-kvadruplexu.

Na obrazku 5.1.3 se nachazi spektra vzorki oligonuleotidu KSHV-1no, jehoz sekvence byla
odvozena ze sekvence KSHV, a u které¢ byl programem G4 Hunter predikovan vysoky potencial
tvorby G-kvadruplexu (G4 Hunter skére 2,545) pii 81,8% podilu GC bazi. Spektra vzorku
hybridizovaného bez pfitomnosti draselnych iontl nabyvaji kladnych pika pfi vlnovych délkach 260
a 216 nm a zaporného piku pfi 239 nm. Ackoliv se mlize zdat, ze dochazi k tvorbé paralelni struktury
G-kvadruplexu, je naméfeny signal piili§ nizky a rovnéz zde chybi pik pii 210 nm charakteristicky
pro struktury G-kvadruplexd [27]. U daného vzorku pravdépodobné nedochazi k tvorbé
G-kvadruplexu v prostfedi bez stabilizujicich iontd. Naopak u vzorku, ktery byl hybridizovan
v ptitomnosti 100mmol-I? KCl jsou vidét vyrazné pozitivni piky pii vinovych délkach 264 a 211 nm
a zéporny pik pii 241 nm, coz ukazuje na pfitomnost paralelni struktury G-kvadruplexu. Stejné jako
u vzorku KSHYV je na spektru vidét mirny narist signalu pii vinové délce 295 nm, ktery ukazuje spolu
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S pozitivnimi piky pfi 264 a 211 nm na moznou pfitomnost hybridni struktury G-kvadruplexu.
Bohuzel znaméfeného CD spektra nelze urcit, zda dochéazi k tvorbé pouze intramolekuldrnich
struktur, nebo se na vzniku vyslednych konformaci G4 podili vice molekul a vznikaji i struktury
intermolekularni. V pfipadé tvorby intramolekularnich struktur by nebyl mozny vznik ¢tyf- nebo
tiitetradovych G-kvadruplexi, protoze u 5'-konce byly oproti sekvenci KSHV dvé guaninové baze
substituovany adeninem. Nabizi se tak pouze tvorba dvoutetradovych G-kvadruplexti nebo struktur
slozenych z vice molekul DNA.
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Obrdzek 5.1.3: CD spektra vzorkii oligonukleotidu KSHV-1no Vv ¢asech To (A) a Taa (B). Plnou linii jsou
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v 10mmol It Tris-HCI s pridavkem 100mmol-I"* KCI. Spektra vzorku
hybridizovaného v prostiedi 10mmol-I* Tris-HCI bez pridavku draselnych iontii jsou vynesena cernou linii.
Po pridavku draselnych ionii dochazi k formovani paralelni struktury G-kvadruplexu, ktera je charakterizovana
kladnymi piky pri vinovych délkach 260 a 210 nm a zdpornym pikem pri 240 nm. Spektrum vzorku
hybridizovaného v prostredi bez pridavku KCI nabyva kladnych pikii pri 260 a 216 nm a zdporného piku
pri 239 nm, ale nevykazuje charakter spektra struktury G-kvadruplexu.

Na obrazku 5.1.4 se nachazi spektra vzorkti sekvence KSHV-2no, ktera byla stejn¢ jako
KSHV-1no odvozena ze sekvence oligonukleotidu KSHV. Piestoze u sekvence KSHV-2no bylo
oproti sekvenci KSHV pét guaninovych bazi substituovano za adenin, dosahovala vysokého
G4 Hunter skore (1,727) pti 68,2% podilu GC bazi. Spektra vzorku hybridizovaného Vv prostiedi
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bez draselnych iontl nabyvaji kladnych pikti pii vinovych délkach 263 a 218 nm a zaporného piku
pti 243 nm, coz spolu s nizkymi hodnotami elipticity ukazuje na absenci struktury G-kvadruplexu,
stejné jako tomu bylo v ptipadé vzorku KSHV-1no. Oproti tomu spektra vzorku KSHV-2no
hybridizovaného v pfitomnosti stabilizujicich draselnych iontd (plné linie) vykazuji znamky
pfitomnosti paralelni struktury G-kvadruplexu a nabyvaji kladnych pikt pfi vinovych délkach 266
a 213 nm a zaporného piku pti 244 nm. Ackoliv je zde pik charakterizujici G-kvadruplexy posunut
az k vinové délce 213 nm je naméfeny signal oproti vzorku bez KCl velmi vysoky. Posun pikil
k vy$8im vinovym délkam, ktery je u obou vzorkit KSHV-2no o néco vyssi nez u vzorkd sekvence
KSHV-1no, miZe byt zptisoben pfitomnosti vice bazi adeninu, které absorbuji rovnéz v oblasti vinové
délky 210 nm [27, 438] nebo vlivem interferenci zptisobenych pouzitim dané¢ho pufru. Podobny posun
k vy$8im vinovym délkam byl pozorovan i pti charakterizaci sekvenci ssDNA aptamert odliSujicich
hemaglutinin podtypt H1 a HS u viru chiipky [445]. Pfi srovnani signalu vzorkd hybridizovanych
v pritomnosti draselnych iontd vzorkii KSHV-1no a KSHV-2no lze pozorovat vyssi signal naméteny
u vzorku KSHV-1no, coz ukazuje na vyssi stabilitu utvofenych struktur G4, coz koreluje s vys$§im
potencialem tvorby G-kvadruplexu predikovanym programem G4 Hunter. Stejné jako v ptipadé
vzorku KSHV-1no, ov§em neni mozné z CD spektra urcit procentualni zastoupeni intramolekularnich
a intermolekularnich struktur G4 nebo pocet tetrad.
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Obrdzek 5.1.4: CD spektra vzorkii oligonukleotidu KSHV-2n0 V ¢asech To (A) a Taa (B). Plnou linii jsou
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v 10mmol It Tris-HCI s pridavkem 100mmol-I"* KCI. Spektra vzorku
hybridizovaného v prostiedi 10mmol-I* Tris-HCI bez pridavku draselnych iontii jsou vynesena pieruSovanou
linii. Po pridavku draselnych iomi dochdzi k formovdni paralelni struktury — G-kvadruplexu,
ktera je charakterizovana kladnymi piky pri vinovych délkach 260 a 210 nm a zapornym pikem pri 240 nm.
Spektra vzorku hybridizovaného v prostredi bez pridavku KCI jsou charakterizovana kladnymi piky pri vinovych
délkdach 263 a 218 nm a zapornym pikem pri 243 nm a nevykazuji znamky pritomnosti struktury G-kvadruplexu.

Na obrazku 5.1.5 se nachazi spektra vzorkt sekvence KSHV-3no. Sekvence KSHV-3no byla
navrzena tak, aby osm guaninovych bazi bylo substituovano adeninem a nebyla schopna tvofit
strukturu G-kvadruplexu. Sekvence dosahovala G4 Hunter skére 0,909 pii 54,5% zastoupeni GC para
bazi, a tedy i velmi nizkou pravdépodobnost tvorby G4. CD spektra vzorku hybidizovaného
Vv prostiedi draselnych ionti (pIna linie) nevykazuji znamky ptitomnosti G-kvadruplexu, stejné jako
spektra vzorku hybridizovaného v ¢isté smési 10mmol-I* Tris-HCI (pferusovana linie). Pozitivni piky
obou spekter byly vcasech To i Tos naméfeny pii 270 piip. 265a 220nm a zaporny pik
pti 247 nm. Na spektrech vzorku obsahujiciho draselné ionty je vidét mirny nartist v oblasti vinovych
délek 295 nm, ktery by stejné jako u vzorku KSHV a KSHV-1no mohl znamenat pfitomnost hybridni
struktury G-kvadruplexu. Dalsi moznosti by mohla byt i tvorba tetramolekularni struktury G4, ke které
muze u kratkych sekvenci bohatych na guaninové baze dochézet, a které neni mozné z CD spekter
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jednoznaéné uréit [446, 447]. Ptitomnost velmi nizkého poctu zformovanych struktur
G4 v ptitomnosti draselnych iontl by vysvétloval vys$si naméfenou hodnotu Ae oproti vzorku bez KCI,
ale u obou spekter je vidét jasna absence piku pti 210 nm, ktery je pro struktury G4 charakteristicky
a rovnéz nebylo v Case T pozorovano zvySeni méteného signalu znacici stabilizaci pfitomnych
struktur. Naopak doslo u vzorku s KCI, stejn¢ jako u vzorku PUMA, k deformaci piku pii 220 nm.
Vysoka hodnota pikd v oblasti vinové délky 220 nm je pravdépodobné zplsobena pievazné absorpci
viceCetnych bazi adeninu, stejné jako tomu bylo u vzorktt KSHV-1no a KSHV-2no [27, 438.] .
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Obrdzek 5.1.5: CD spektra vzorkii oligonukleotidu KSHV-3n0 Vv ¢asech To (A) a Taa (B). Plnou linii jsou
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v 10mmol It Tris-HCI s pridavkem 100mmol-I"* KCI. Spektra vzorku
hybridizovaného v prostiedi 10mmol-1* Tris-HCI bez pridavku draselnych iontii jsou vynesena prerusovanou
linii. Uvzorki nedochdzi k tvorbé struktury G-kvadruplexu ani v pritomnosti draselnych ionii béhem
hybridizace. Spektra oligonukleotidu KSHV-3no hybridizovaného v prostiedi obou pufiti jsou charakteristicka
kladnymi piky pri vinovych délkiach 265 a 220 nm (hybridizace bez pritomnosti iontu K*) 270 a 220 nm
(hybridizace v pritomnosti iontii K*) a zdpornym pikem pri 247 nm, coZ neodpovidi Zdidnému ze spekter
G-kvadruplexu.

Na obrazku 5.1.6 se nachazi spektra vzorku KSHV-Mutl.0. Sekvence KSHV-Mutl.0 byla

navrzena programem G4 Killer ze sekvence KSHV, ktera byla programem mutovana pii prahové
hodnoté¢ 1,0. Vysledna sekvence KSHV-Mutl.0 dosahuje G4 Hunter skore 0,955 pii 68,2% zastoupeni
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GC bazi. Obdobné jako sekvence KSHV-3no, vykazuje KSHV-Mutl.0 velmi nizky potencial tvorby
G-kvadruplexu. Spektra obou vzorki v éase To dosahuji kladnych pik pfi vlnovych délkach 265
a 215 nm a zaporného piku pii 242 nm. Naméfené hodnoty Ae vzorki hybridizovanych v obou typech
pufrit dosahuji v ¢ase To podobnych hodnot jako vzorky KSHV (kolem 150 Mcm?). Srovnani
charakteru a velikosti pikii vzorku s piidavkem KCI v &asech T° a T? ukazuje piitomnost
stabilizovanych struktur G4, ktera se projevila nartistem Ae pozitivniho piku vzorku s KCI v oblasti
vlnové délky 210 nm charakteristické pro struktury G4 [27]. Spektrum vzorku v ¢ase T2 vykazuje
rovnéz narust Ae Vv oblasti vinové délky 295 nm, ktera ukazuje na pfitomnost hybridni konformace G4,

jak bylo diskutovano vyse.
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Obrdzek 5.1.6: CD spektra vzorkii oligonukleotidu KSHV-Mutl.0 v casech To (A) @ T2a (B). Plnou linii jsou
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v 10mmol It Tris-HCI s pridavkem 100mmol-I"* KCI. Spektra vzorku
hybridizovaného v prostiedi 10mmol1* Tris-HCI bez piidavku draselnych iontii jsou vynesena preruSovanou
linii. Pridavek draselnych iontii indukuje tvorbu sekundarni struktury G4. Spektra vzorku hybridizovaného

Vv prostiedi KCI (plné linie) vykazuji charakter spektra paralelniho G4.

Na obrazku 5.1.7 jsou vynesena spektra vzorkd oligonukleotidu KSHV-Mutl.5. Sekvence
KSHV-Mutl.5 byla navrzena programem G4 Killer z pivodni sekvence KSHV. Sekvence KSHV byla
mutovana pii prahové hodnot¢ G4 Hunter skore 1,5. Vysledné G4 Hunter skore KSHV-Mutl.5
dosahuje hodnoty 1,091 pii 72,7% zastoupeni GC bazi. Spektra vzorku hybridizovaného bez ptidavku
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draselnych iontd (pierusovana linie) dosahuji pozitivnich pikd v oblasti 266 a 212 nm a negativniho
piku pii 241 nm, coz ukazuje na pfitomnost paralelni struktury G4. Oproti tomu u vzorku
hybridizovaném v pufru s piidavkem 100mmol-I? KCI dochazi k vyrazné zméné konformace
a stabilizaci antiparalelni struktury G-kvadruplexu, jejiz CD spektra jsou charakterizovana kladnymi
piky pfti vlnovych délkach 295, 240 a 210 nm a zapornym pikem pii 260 nm [27]. Spektra vzorku
s ptidavkem KCl vykazuji posun pozitivnich i negativnich pikd k vy$$im vlnovym délkdm (maxima
pozitivnich pikd pii 297, 247 a 218 nm a maximum zaporného piku pifi 267 nm). Ackoliv je pik
charakterizujici strukturu G4 (210 nm) posunut K vy$sim vinovym délkam (obdobné jako dalsi
naméfené piky), je nepravdépodobné, ze by nedochazelo k tvorbé G4, protoze naméiena spektra jsou
v porovnani se spektry béznych forem DNA nezaménitelna a ukazuji na tvorbu antiparalelniho
G4 [27]. Obé spektra dosahuji nizkych signali, které byly dokonce niz$i, nez u vzorkt KSHV-Mutl.0,
takze je mozné, ze k posunu pikll doslo vlivem pfitomnosti nezformovanych struktur. Antiparalelni
struktury G4 formuji rovnéz telomerické sekvence Oxytricha nebo trombin-vazajici aptamer, ktery
je tvofen pouze dvéma G-tetradami [27].
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Obrazek 5.1.7: CD spektra vzorkii oligonukleotidu KSHV-Mutl.5 v casech To (A) a Tos (B). Plnou linii jsou
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v 10mmol-I* Tris-HCI s pridavkem 100mmol-I"* KCI. Spektra vzorku
hybridizovaného v prostiedi 10mmol-I* Tris-HCI bez pridavku draselnych iontii jsou vynesena pierusovanou
linii. Pridavek draselnych iontii indukuje tvorbu antiparalelni konformace G4 charakteristické pozitivnimi piky

privinovych délkach 295, 240 a 210 nm a negativnim pikem pri 260 nm.
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Na obrazku 5.1.8 jsou vynesena spektra vzorkd oligonukleotidu KSHV-Mut2.0. Sekvence
KSHV-Mut2.0 byla navrzena programem G4 Killer z pivodni sekvence KSHV. Sekvence KSHV byla
mutovana pii prahové hodnoté G4 Hunter skore 2,0. Vysledné G4 Hunter skére KSHV-Mut2.0 bylo
stanoveno na 1,591 pii 77,3% zastoupeni GC bazi. CD spektra vzorkll hybridizovanych v riznych
typech pufri ukazuji na tvorbu rozdilné konformace G4. Spektra vzorku hybridizovaného
bez ptitomnosti draselnych iontli nabyva pozitivnich pikd pfi 264 a 216 nm a negativniho piku
pfi 242 nm, coz naznaCuje piitomnost paralelni struktury G-kvadruplexu. Spektra vzorku
hybridizovaného v piitomnosti 100mmol-I? KCI odpovidaji CD spektrim hybridni konformace
G-kvadruplexu s pozitivnimi piky pii 295, 260 a 210 nm [27]. Je zajimavé, Ze piestoze Se sekvence
KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mut2.0 odlisuji pouze ve dvou parech nukleotidd, kdy se jedna dvojice
nukleotidd  nachazi v oblasti spaceru (KSHV-Mutl5: GGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG
vs. KSHV-Mut2.0: GGAGCGGTGGACGGAGGAGGGG), dochazi pii stabilizaci draselnymi ionty
k formovani jinych konformaci G4, coz ukazuje na vyznamny vliv jednonukleotidovych smyéek
(spaceri) [448]. Tvorba hybridni konformace G4 je charakteristicka pro lidské telomery [320].
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Obrdazek 5.1.8: CD spektra vzorki oligonukleotidu KSHV-Mut2.0 v ¢asech To (A) @ T24 (B). Plnou linii jsou vynesena
spektra vzorku hybridizovaného v 10mmol I Tris-HCI s piidavkem 100mmolI"* KCI. Spektra vzorku hybridizovaného
Vv prostiedi  10mmol-I* Tris-HCIl bez pridavku draselnych iontii jsou vynesena prerusovanou linii.
U vzorku hybridizovaného bez pridavku draselnych iontii byly naméreny pozitivni piky pri 264 a 216 nm
a negativni piky pri 242 nm, coz ukazuje na tvorbu paralelni struktury G-kvadruplexu. Pridavek draselnych ionti
indukuje stabilizaci hybridni struktury G-kvadruplexu, jejiz CD spektra dosahuji kladnych pikii pri vinovych délkach
295, 260 a 210 nm.
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Na obrazku 5.1.9 jsou vynesena spektra vzorki oligonukleotidu Random-22. Oligonukleotid
Random-22 byl pouzit jako negativni kontrola, protoze u né&j nebyla piedpokladana tvorba struktury
G-kvadruplexu, coz bylo potvrzeno i programem G4 Hunter. Spektrum vzorku hybridizovaného
v prostiedi 10mmol-I Tris-HCI se v &ase To téméf nelidi od spektra vzorku hybridizovaného
v prostfedi s ptidavkem 100mmol-I* KCI. Obé& spektra dosahuji pozitivnich pikd pfi vinovych délkach
275 a 216nm a negativniho piku ptfi 250 nm, coz neodpovida zadnému zCD spekter
charakterizujicich sekundarni strukturu G-kvadruplexu. V ¢ase T bylo u vzorku bez piidavku
draselnych ionti naméfeno spektrum odpovidajici spektrim obou vzorkli v ¢ase To. Oproti tomu
spektrum vzorku s ptidavkem draselnych ionti v Case Tas ukazuje na zménu konformace DNA
a nabyva pozitivniho pikt pfi vlnové délce 280 nm s negativnimi piky pfi 250 a 218 nm, které
ptipomina svym tvarem CD spektra A-formy DNA, ktera vykazuji vyrazny zaporny pik pii 210 nm,
ale kladny pik pti 260 nm (nikoliv 280 jako je tomu zde) [27].
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Obrdzek 5.1.9: CD spektra vzorkii oligonukleotidu Random-22 Vv ¢asech To (A) @ T2a (B). Plnou linii jsou
vynesena spektra vzorku hybridizovaného v 10mmol It Tris-HCI s pridavkem 100mmol-I"* KCI. Spektra vzorku
hybridizovaného v prostiedi 10mmol1™* Tris-HCI bez piidavku draselnych iontii jsou vynesena preruSovanou
linii. Namérend CD spektra obou vzorkii v case Ty dosahuji pozitivnich pikii pri 275 a 216 nm a negativniho piku
pri 250nm a nevykazuji znamky pritomnosti G-kvadruplexu. U vzorku hybridizovaného v prostredi

stabilizujicich draselnych iontit dochadzi ke zménam konformace.
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Ackoliv se metoda cirkularniho dichroismu osvédcila jako velmi G¢inna pii studiu nejen
sekundarnich struktur nukleovych kyselin, skyta urCitd omezeni pii interpretaci spekter, jako
napi. neschopnost rozliSit pfitomnost intra- a intermolekularnich G-kvadruplexd nebo G-triplexd
na zakladé jednoduchych méfeni. Dalsi komplikaci pfi vyhodnoceni je mirny posun pikil zpsobeny
vyhlazovanim spekter a pfitomnost vicecetnych bazi adeninu, které absorpci mohou mirné zkreslit
polohu vrcholu piku typického prave pro struktury G4 [27].

V jiz zminovaném ¢lanku Porubiakové a Bohalové byla uvedena CD spektra nejen samotnych
vzorkll PUMA a KSHV, ale i sekvenci PUMA-KSHV a KSHV-PUMA, kdy obé¢ spektra v pfitomnosti
draselnych iontl ukazovala na pfitomnost antiparalelni struktury G-kvadruplexu. Pfestoze oba vzorky
obsahuji stejny pocet nukleotidd a lisi se pouze v pozici umisténé sekvence PUMA (pfed nebo
za strukturou G-kvadruplexu), byly pozorovany vyrazné zmény v hodnoté naméfené Ae¢ V oblasti
295 nm (maximum Ae pro antiparalelni struktury G4) [437]. Rozdily ve formovani struktur
G4 v pritomnosti sekvence PUMA je nutné zohlednit pfi posuzovani vazby proteinu IFI16 in vivo,
protoze sousedni sekvence KSHV a jeho mutované formy mohou ovliviiovat vedeni vlaken DNA
a formovani sekundarnich struktur G4.

5.1.2 Charakterizace sekvenci s potencialem tvorby G-kvadruplexu ThT vazebnym
fluorescenénim testem

Aby bylo mozné potvrdit, nebo vyvratit piitomnost sekundarnich struktur G-kvadruplexi
u analyzovanych sekvenci, byl proveden ThT fluorescencni vazebny test. Princip ThT testu je uveden
Vv teoretické casti této prace. Hlavnim kritériem pfi vyhodnoceni ThT vazebného testu je hodnota
intenzity fluorescence vzorku vztaZena na intenzitu fluorescence samotného pufru s thioflavinem T.
Thioflavin T vaze struktury G-kvadruplexu podstatné 1épe, nez struktury duplexi nebo single stranded
oligonukleotidi a v minulosti bylo potvrzeno jeho pouziti jako spolehlivé G4 sondy [321].

Vzorky zkoumanych oligonukleotidii o koncentraci 2 pmol-ul? byly hybridizovany, stejné jako
vzorky ur¢ené pro méteni cirkularniho dichroismu, v prosttedi Tris-HCI bez ptidavku a s pfidavkem
100 mmol-It KCI. Naméfené intenzity fluorescence jednotlivych vzorkii oligonukleotidii byly
vztahnuty na intenzitu fluorescence samotného pufru s ThT a s pfislusSnymi smérodatnymi vybérovymi
odchylkami vyneseny do grafu (Obrazek 5.1.10). Jako pozitivni kontrola byl pouzit oligonukleotid
KSHYV, ktery dle naméfeného CD spektra (Obrazek 5.1.2) prokazatelné tvoii strukturu G-kvadruplexu.
Jako negativni kontroly byly pouzity vzorky oligonukleotidi PUMA a Random-22, které netvofi
struktury G4 ani v piitomnosti draselnych iontl, coz bylo potvrzeno analyzou sekvenci programem
G4 Hunter a naméfenymi CD spektry (Obrazek 5.1.1 a Obrazek 5.1.9).

Vysledky vzorki KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-3no vobou typech pufri odpovidaji
piedpokladanému trendu, tedy Ze s klesajicim G4 Hunter skére klesa i potencial tvorby G-kvadruplexu
a tim i signal fluorescence. V roztoku 100mmol-I* Tris-HCI bez piidavku draselnych iontd byly
intenzity jednotlivych vzorkll stanoveny na 25,36 +0,12 (KSHV-1no), 9,73+ 0,61 (KSHV-2no)
a 6,98 = 0,92 (KSHV-3no). Pfidavkem 100 mmol-I* draselnych iont doslo u vSech vzorki k tvorbg
a stabilizaci  struktur G-kvadruplexd, coz se projevilo naméfenim vys§i intenzity
fluorescence — 31,76 + 0,44 (KSHV-1no), 25,69+ 0,76 (KSHV-2no) a 10,58 + 0,73 (KSHV-3no).
Nejvice se vliv draselnych iontll na formovani a stabilizaci sekundarnich struktur G-kvadruplexi
projevil u vzorku sekvence KSHV-2no. Intenzita fluorescence vzorku KSHV-2no v prostiedi
obsahujici draselné ionty byla 2,64krat vyssi nez intenzita fluorescence vzorku bez draselnych iontd.
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U KSHV-3no s KClI byla intenzita fluorescence 1,51krat vyssi, nez u vzorku v ¢isté smési Tris-HCI
a u vzorku KSHV-Ino byl pozorovan nejniz§i narist intenzity fluorescence —pouze 1,24nasobek
intenzity vzorku bez KCl. Vysledky naznacuji, ze u vzorkd schopnych tvofit struktury
G4 1 bez pridavku stabilizujicich iontl, nehraji elektrostatické interakce iontd tak zasadni vliv,
jako tomu je u sekvenci s men$im potencidlem tvorby G-kvadruplexu. Zatimco u sekvence KSHV-1no
postacuje k samouspotadani struktury G4 prispévek vodikovych mustkti, u sekvenci KSHV-2no
i KSHV-3no pfitomnost stabilizujicich kladné nabitych iontd napomaha kompenzaci negativniho
naboje cukr-fosfatové kostry molekul DNA nebo usnadnéni parovani guaninovych bazi nejen v ramci
jedné molekuly [102]. Narust intenzity fluorescence u vzorku KSHV-3no, jehoz sekvence byla
navrzena tak, aby nedochazelo k tvorb¢ intramolekularni struktury G4, ukazuje na moznou omezenou
schopnost draselnych iontti usnadnit i formovani intermolekularnich struktur G-kvadruplexda.

U vzorkil hybridizovanych v pufru bez draselnych iontd, jejichz sekvence byly navrzeny
programem G4 Killer cilenou mutaci pivodni sekvence KSHV, je pozorovan stejny trend,
tedy Ze nejniz§i intenzitu fluorescence dosahuji vzorky snejniz§im potencidlem tvorby
G-kvadruplexu — KSHV-Mut1.0 (14,07 +0,85) a KSHV-Mutl.5 (15,24 + 1,20), jejichz G4 Hunter
skore se vzajemné pfili§ neli§$i (Tabulka 4.1.2). NejvyssSi intenzity fluorescence dosahl vzorek
oligonukleotidu KSHV-Mut2.0, a to 19,87 + 0,87. Oproti tomu u vzorku hybridizovanych v prostredi
obsahujici 100mmol-1? KCIl dochazelo pravdépodobné k destabilizaci pfitomnych struktur G4.
Zatimco u vzorki KSHV-Mut1.0 (42,34 + 1,69) a KSHV-Mut2.0 (23,89 + 1,40) s KCI byly naméteny
vyssi intenzity fluorescence, coz naznacuje stabilizaci struktur G4, u vzorku KSHV-Mutl.5 doslo
ke snizeni intenzity fluorescence (10,14 + 0,15), coz ukazuje na tvorbu mensiho po¢tu G-kvadruplexu.
Namétena CD spektra KSHV-Mutl.5 (Obrazek 5.1.7) ukéazala u vzorku bez draselnych iontd
na moznou tvorbu paralelni struktury G-kvadruplexu a u vzorku v prostfedi 10mM Tris-HCI
s ptidavkem 100mmol -1 KCI na tvorbu antiparalelni struktury G-kvadruplexu. Je mozné, Ze ackoliv
dochazi vlivem pfitomnosti draselnych ionti k formovani antiparalelni konformace G-kvadruplexu,
je mnozstvi zformovanych sekundarnich struktur nizsi. Na moZznou destabilizaci a tvorbu mensiho
mnozstvi G4 v pritomnosti draselnych iontli poukazuje i posun pikdi na CD spektru a nizsi signal
oproti vzorku v Tris-HCI bez KCI. Dalsim vysvétlenim by mohla byt preference ThT k paralelnim
strukturam G-kvadruplexu [449-451].

. Ze vzorki, které byly hybridizovany v prostfedi draselnych iontli, dosahoval i pfes nizké
G4 Hunter skore nejvy$$i intenzity fluorescence vzorek oligonukleotidu KSHV-Mutl.0, ktery
byl 3,0krat vyssi, nez tomu bylo u vzorku bez pritomnosti KCI. Takto vyznamny piispévek draselnych
iontll na tvorbu a stabilizaci struktur G-kvadruplexii by se teoreticky mél projevit i pii charakterizaci
sekvenci CD spektroskopii, ktera ovSem neukdzala vyrazné rozdily v namétfenych signalech
(Obrazek 5.1.6). Vzhledem k mozné stabilizaci G4 i u sekvence KSHV-3no, ktera nemohla tvofit
intramolekularni struktury, je mozné, Ze v ptipadé vzorku KSHV-Mutl.0 s nizkym potencidlem tvorby
G-kvadruplexu dochazelo vlivem draselnych iontll k tvorbé a stabilizaci vyznamného mnoZstvi
intermolekularnich struktur G-kvadruplexti. Protoze vzorky pfipravené pro méteni CD spektroskopie
obsahovaly mnohonasobné nizsi koncentraci DNA nez vzorky pro ThT vazebny experiment, mohlo
dochazet k tvorb¢ a stabilizaci jinych struktur.
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Obrazek 5.1.10: Vyhodnoceni ThT testu na potencial tvorby G-kvadruplexu u sledovanych sekvenci

oligonukleotidii.

Pro posouzeni tvorby G-kvadruplexu byly vzorky, vyjma kontrol, rozdéleny do tii kategorii na
zakladé  stanovené  intenzity  fluorescence — Potvrzena  tvorba G4, Moznd  tvorba
G4 a Nepravdépodobna tvorba G4. Jako spodni mezni hodnota pro moznou tvorbu G-kvadruplexu
byla urena primérna intenzita fluorescence vzorkl oligonukleotidi PUMA a Random-22 a jako horni
mezni hodnota byla vybrana intenzita fluorescence vzorku oligonukleotidu KSHV. Protoze bylo
prokézano, Ze tvorba a stabilizace struktur G-kvadruplext je ovlivnéna pfitomnosti draselnych iontl
[102], byly zvlast’ posuzovany vysledky vzorkd hybridizované v prostiedi Tris-HC1 (Obrazek 5.1.11)
a zvlast vysledky vzorkt v Tris-HCI s ptidavkem KCI (Obrazek 5.1.12).

Jak je vidét na obrazku 5.1.11, dosahovaly v prostiedi Tris-HCI bez draselnych ionti vzorky
KSHV-1no a KSHV-Mut2.0 vyssi hodnoty intenzity fluorescence nez pozitivni kontrola KSHV.
To ukazuje na tvorbu struktury G-kvadruplexu i bez pridavku stabilizujicich iontd. U vzorka
KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mutl.0 byly rovnéz naméteny vysoké hodnoty intenzity fluorescence, které
ovsem nepiesahly hodnotu pozitivni kontroly KSHV. Spolu se vzorky KSHV-2no a KSHV-3no byly
oznaceny jako oligonukleotidy s moznou tvorbou G-kvadruplexu. Vyssi intenzita fluorescence vzorku
KSHV-3no mize byt zplisobena i schopnosti ThT vazat se na kapsy mezi pary adeninu jako tomu bylo
i v pfipadé vzorku negativnich kontrol bohatych na adenin GA8 a GA12 [449]. Na zakladé naméfené
intenzity je vidét, ze pfitomnost G4 je u KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mutl.0 vyssi nez u KSHV-2no
a KSHV-3no.
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Obrazek 5.1.11: Vyhodnoceni ThT testu na potencial tvorby G-kvadruplexu u vzorkii hybridizovanych
bez pridavku draselnych iontii. Cerchovand linie znaci priomér namévenych intenzit fluorescence negativnich
kontrol PUMA a Random-22 v piislusném pufiru. PreruSovand linie znaci intenzitu fluorescence pozitivni

kontroly (vzorku KSHV v pfislusném pufiu).

Stejnym zplsobem byla posuzovana pritomnost G-kvadruplext u vzorkd hybridizovanych
v Tris-HCI s ptidavkem KCI1 (Obrazek 5.1.12). Jak jiz bylo diive zminéno, dosahl nejvyssi intenzity
fluorescence vzorek KSHV-Mutl.0 po némz nasledovaly KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-Mut2.0,
které byly souhrnné oznaceny jako vzorky s potvrzenou tvorbou G-kvadruplexu. Vzorky KSHV-3no
a KSHV-Mutl.5 byly oznaceny jako vzorky s moznou tvorbou G4, pficemz u KSHV-3no doslo
K naristu a u KSHV-Mutl.5 Kk poklesu intenzity fluorescence oproti vzorkim bez KCl. Vzorky
oznacené KSHV-Mut, teoreticky umoziuji tvorbu dvoutetradovych struktur G-kvadruplext
diky ptitomnosti dvojic G-bazi v sekvenci. Je mozné, ze v prostfedi bez draselnych iontll dochazi
u sekvenci tohoto typu k samovolnému formovani intramolekularnich G4, zatimco pfispévek
draselnych ionti napomaha formovani intermolekularnich G, coz by vysvétlovalo narist intenzity
fluorescence vzorku KSHV-Mut1.0.
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Obrdzek 5.1.12: Vyhodnoceni ThT testu na potencial tvorby G-kvadruplexu u vzorkii hybridizovanych
s pridavkem draselnych iontii. Cerchovand linie znaci priumér namérenych intenzit fluorescence negativnich
kontrol PUMA a Random-22 v prisiusném pufiru). Prerusovand linie znaci intenzitu fluorescence pozitivni

kontroly (vzorku KSHV v pFislusném pufiu).

5.1.3 Elektroforeticky test posunu mobility (EMSA)

Formovani intra- nebo intermolekularnich struktur G-kvadruplexd z analyzovanych sekvenci DNA
(Tabulka 4.1.2) bylo sledovano prostfednictvim elektroforetického testu posunu mobility v 8%
polyakrylamidovém gelu o tloustce 1,5mm. Vzorky syntetickych oligonukleotidi o koncentraci
10 pmol-ul? v prostiedi pufri o slozeni 1 mmol-I* NaH.PO4, 500 mmol-I* EDTA a 10 mmol-I*
KH;PO4 nebo 1 mmol-I? NaH,PO4, 500 mmol-It EDTA a 10 mmol-I? KH,PO, s piidavkem
50 mmol-I* KCI. byly denaturovany a postupné ochlazeny 24 hodin na laboratorni teplotu. Na gel
bylo naneseno 500 ng vzorkit DNA. Metoda spociva v rozdilné elektroforetické mobilité molekul
pfi separaci v polyakrylamidovém gelu. Molekuly intermolekularnich struktur G-kvadruplext
vykazuji niz§i elektroforetickou mobilitu, nez vzorky intramolekularnich G4 nebo ssDNA kviili
molekulové hmotnosti vzniklé struktury. Oproti tomu intramolekularni G-kvadruplexy vykazuji vyssi
mobilitu nez vzorky ssDNA, protoze dochazi ke sbaleni DNA do stabilizované sekundarni struktury,
ktera snaze migruje prostredim gelu [323].

Na obrazku 5.1.13 je snimek gelu vzorki hybridizovanych bez pridavku draselnych ionti.
Vyznacené linie naznacuji hranice pro ssDNA a intramolekularni G-kvadruplexy. Komplexy o vyssi
molekulové hmotnosti, které vykazovaly migraci do kratSich vzdalenosti od starti gelt byly oznaceny
jako intermolekularni struktury G-kvadruplexii. Z vysledkid vyplyva, ze vzorky KSHV, KSHV-1no,
KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mut2.0 tvofi intramolekularni strukturu G4. K tvorbé intermolekularnich
struktur G4 dochazelo u vzorki KSHV, KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-Mut2.0. Na rozdil
od prvnich tfi vzorkt, vykazoval vzorek KSV-Mut2.0 preferenéni vazbu jedné konformace
intermolekularniho G4. Preferen¢éni tvorba jedné zintermolekularnich struktur byla pozorovana
i u vzorku KSHV-2no (nejsilngjsi band), u kterého byla pozorovana ptitomnost nejméné dvou dal$ich
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preferovanych struktur G4. Vzorky KSHV a KSHV-1no formovaly vicecetné konformace G4,
které se projevily poklesem intenzity signalu. Oproti tomu vzorky KSHV-3no, KSHV-Mut1.0, PUMA
a Random-22 neukazuji na tvorbu zadné sekundarni struktury. Vzorek PUMA migroval do vétsi
vzdalenosti od startu nez negativni kontrola Random-22, protoze oproti ostatnim vzorkim je jeho
sekvence o dva nukleotidy kratsi. Intenzita bandu KSHV-3no je ptiblizn€ polovi¢ni, nez bandy vzork
PUMA a Random-22. To je mozné vysvétlit nespecifickou tvorbou sekundarni struktury v takové
koncentraci, kterd nebyla barvivem Stains-All zachycena podobné jako je to u vzorku KSHYV,
kde je mozné pozorovat pas slozeny z vice typt konformaci G4.

. iebritek . KSHV. KSHV. KSHV. KSHV. KSHV. KSHV- , Random-
Vaoreki oy EHY Ino Zno 3mo  Mutl0 Mutl5  Mu20 TUMA
G4
Hunter = 3182 2,545 1727 0909 0955 1091 1591 = =
skore

- — . — - — - - — - - .

— Intermolekuldrni G-kvadruplexy

Obrdzek 5.1.13: Elektroforeticky test posunu mobility oligonukleotidii s potencidlem tvorby G-Kvadruplexu
V pufru bez obsahu draselnych ionti. Spodni linie oznacuji hranice pro migraci intramolekularnich
G-kvadruplexii a ssDNA. Start 1 obsahuje DNA Zebiicek. Do startit 2-10 bylo naneseno500 ng vzorku KSHV
(start 2), KSHV-1no (start 3), KSHV-2no (start 4), KSHV-3no (start 5), KSHV-Mut1.0 (start 6), KSHV-Mutl1.5
(start 7), KSHV-2.0 (start 8), PUMA (start 9) a Random-22 (start 10).

Na obrazku 5.1.14 je snimek gelu vzorkd hybridizovanych v pfitomnosti draselnych iontd.
U vSech vzorkd svyjimkou PUMA a Random-22 dochazi ktvorbé sekundarnich struktur
G-kvadruplexu. Srovnani geli na obrazcich 5.1.13 a 5.1.14 potvrzuje preferencni stabilizaci
intermolekularnich struktur G4 Vv prostfedi obsahujici KCIl. Tvorba intramolekularnich struktur
byla pozorovana u vzorkt KSHV, KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mut2.0. Vzorky KSHV-1no, KSHV-2no,
KSHV-3no vykazovaly tvorbu pouze intermolekularnich struktur G4. Vyrazna preference jedné
konformace G4 nastala u vzorktt KSHV-3no a KSHV-Mutl.0, ¢emuz odpovidaji i vysledky predeslé
biofyzikalni charakterizace CD spektroskopii a ThT vazebnym testem. Naopak vzorky KSHV,
KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-Mut2.0 tvotily vicecetné struktury o rizné molekulové hmotnosti.
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Obrazek 5.1.14: Elektroforeticky test posunu mobility oligonukleotidii s potencialem tvorby G-kvadruplexu
vpufru v pritomnosti  stabilizujich ~ draselnych iontii. Spodni linie oznacuji hranice pro migraci
intramolekuldrnich G-kvadruplexii a ssDNA. Start 1 obsahuje DNA Zebricek. Do startu 2-10 bylo naneseno
500 ng vzorku KSHV (start 2), KSHV-1no (start 3), KSHV-2no (start 4), KSHV-3no (start 5), KSHV-Mutl.0
(start 6), KSHV-Mut1.5 (start 7), KSHV-2.0 (start 8), PUMA (start 9) a Random-22 (start 10).

5.1.4 Shrnuti biofyzikalni charakterizace sekvenci s potencialem tvorby G-kvadrulexu

Vyslednd charakterizace sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplexu byla na zakladé méfeni
CD spektroskopie, ThT vazebného fluorescencniho testu a elektroforetického testu posunu mobility
shrnuta do tabulek 5.1.1 a 5.1.2. Vzorky oligonukleotidi bez piidavku stabilizujicich draselnych iontd
vykazuji vyraznou preferenci k formovani inter- i intramolekularni paralelni struktury G-kvadruplexu
(KSHV, KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-Mut2.0). Vzorek KSHV-Mutl.5 vykazoval jako jediny
preferenci K tvorb¢ intramolekularni paralelni konformace G4.
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Tabulka 5.1.1: Vysledna biofyzikdlni charakterizace vzorkii sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplexu

hybridizovanych v prostredi bez draselnych iontii.

Zarazeni z testu ThT K(O glgogpr)g?(i?’ngl GI?szl;(/ilrr:;gx

PUMA Negativni kontrola — -
KSHV Pozitivni kontrola Paralelni Inter-/Intra-
KSHV-1no Potvrzena tvorba G4 Paralelni Inter-/Intra-
KSHV-2no Mozné tvorba G4 Paralelni Inter-/Intra-
KSHV-3no Mozna tvorba G4 - —
KSHV-Mutl.0 Mozné tvorba G4 - -
KSHV-Mutl.5 Mozna tvorba G4 Paralelni Intra-
KSHV-Mut2.0 Potvrzena tvorba G4 Paralelni Inter-/Intra-
Random-22 Negativni kontrola — -

Ptidavek draselnych iont indukoval tvorbu G-kvadruplexu u vSech sekvenci se stanovenym
G4 Hunter skore véetn¢ vzorku KSHV-3no a usnadnil formovani intermolekularnich struktur G4.
Vysledky ukazuji, ze zatimco sekvence s dostateénym poctem G-bazi formuji G4 z rizného poctu
fetézcll, vzorky mutovanych sekvenci jsou schopny formovat spise struktury intramolekulédrnich G4
nebo G4 z mensiho poctu fetézci DNA s mensi molekulovou hmotnosti (migrace do vétsi vzdalenosti
od startt gelu).

Tabulka 5.1.2: Vysledna biofyzikdlni charakterizace vzorkii sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplexu
hybridizovanych v prostiedi obsahujici 100 mmol-I* KCI.

. B Konformace G4 Inter-/Intra-
ZaFazeni z testu ThT (CD spektra) G-kvadruplex

PUMA Negativni kontrola - -
KSHV Pozitivni kontrola Paralelni Inter-/Intra-
KSHV-1no Potvrzena tvorba G4 Paralelni Inter-
KSHV-2no Potvrzena tvorba G4 Paralelni Inter-
KSHV-3no Mozna tvorba G4 - Inter-
KSHV-Mutl.0 Potvrzena tvorba G4 Paralelni Inter-
KSHV-Mutl.5 Potvrzena tvorba G4 Antiparalelni Inter-/Intra-
KSHV-Mut2.0 Potvrzena tvorba G4 Hybridni Inter-/Intra-
Random-22 Negativni kontrola - -

5.2 Izolace, purifikace a stanoveni koncentrace proteinu IFI16

Jednim z cilt této diplomové prace bylo studium vazby proteinu IF116 na DNA in vitro. K tomu bylo
treba ziskat Cisty, nefragmentovany a funkéni protein IFI16 plné délky v co mozna nevyssi
koncentraci. Protein IFI16 byl izolovan proteinovou afinitni chromatografii z jiz pfedem pfipravené
bakterialni kultury kompetentnich bun¢k E. coli BL21-CodonPlus transformované plazmidovym
vektorem pET15b, ktery exprimuje protein IFI16 plné délky fuzovany s polyhistidinovou kotvou
(His-tag) a obsahuje selek¢éni markery pro antibiotika ampicilin a chloramfenikol.
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Proces izolace proteinu sestaval ze tfi krokil, kterymi byly piiprava bakterialni kultury, lyze
bakteridlnich bunék a samotnd izolace proteinu IFI16 z bunééného lyzatu. Bakteridlni kultura byla
inkubovana v LB tekutém médiu s piidavkem obou antibiotik o vhodnych koncentracich do dosazeni
optické hustoty 0,6 pii vinové délce 600 nm. Poté byl k bakterialni kultufe pfidan roztok IPTG, ktery
indukoval expresi proteinu IF116. Bunééna kultura byla lyzovana dle postupu uvedeném v podkapitole
4.3.4.2 Lyze bunek. Béhem procesu lyze bakterialni kultury byly odebrany kontroly K2 a K3, které
byly dale pouzity ke stanoveni koncentrace proteinu IF116 uvolnéného do supernatantu v jednotlivych
fazich procesu jeho izolace. Kontrola K1, ktera se bézn€¢ odebira jako kontrola pied indukci nebyla
vtomto piipadé odebrana z divodu piedpokladu absence proteinu IFI16 v bakterialni kultufe.
K samotné izolaci proteinu IFI16 byly vyuzity kulicky TALON Metal Affinity resign s obsahem
kobaltu, ktery interagoval s polyhistidinovou kotvou fizovanou s proteinem IFI116 a zajistil zachyceni
proteinu v koloné. Izolace probé&hla dle postupu uvedeném v podkapitole 4.3.4.3 lzolace proteinu
IFI16. V pribéhu izolace proteinu byly odebrany kontroly K4—K6 a celkem 5 eluci proteinu IF116.

Ke zjisténi stavu fragmentace izolovaného proteinu byl proveden Western blot a barveni gelu
barvivem Coomassie Blue. Vzorky proteinovych eluci a kontrol byly vhodné upraveny a separovany
vertikalni elektroforézou ve dvouvrstvych polyakrylamidovych gelech s pfidavkem SDS. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit protein p53 obsahujici rovnéz s polyhistidinovou kotvu, jehoz ptitomnost
ve vzorku byla jiz dfive prokazana. Gel po barveni barvivem Coomassie Blue a jeho nasledném
odbarveni odbarvovacim roztokem Destain je znazornén na obrazku 5.2.1. Do startu 1 byl nanesen
proteinovy Zebficek s rozsahem molekulovych hmotnosti 10-250 kDa, starty 2-6 obsahovaly vzorky
kontrol proteinu IFI16 K2-K6, do starti 7-11 byly naneseny vzorky eluci proteinu IFI16 E1-E5
a start 12 obsahoval pozitivni kontrolu — protein p53 s polyhistidinovou kotvou o celkové molekulové
hmotnosti piiblizné 62 kDa. Proteiny z druhého gelu byly westernovym pienosem pievedeny
na nitrocelulézovou membranou citlivou na vazbu proteint. Pfitomnost proteini IFI16 a p53
na nitrocelul6zové membrané byla potvrzena imunodetekci. Na membranu byla nenesena mysi
primarni monoklonalni protilatka s afinitou k polyhistidinové kotvé, ktera interagovala se sekundarni
protilatkou Anti-Mouse 1gG konjugovanou s peroxidazou. Chemiluminescence byla snimana
na pristroji Amersham Imager 680. Vysledek imunodetekce je zachycen na obrazku 5.2.2.
Starty 1 a 13 obsahovaly proteinovy zebii¢ek (10-250 kDa). Do startii 2—-11 byly naneseny vzorky
kontrol K2-K3-K4-K5-K6 a eluci E1-E2-E3-E4 a ES. Do startu 12 byla nanesena pozitivni
kontrola — protein p53 s polyhistidinovou kotvou.
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Obrdzek 5.2.1: Gel po odbarveni barviva Coomassie Blue odbarvovacim roztokem Destain. Start 1 obsahuje
proteinovy Febricek 10-250 kDa, start 2 obsahuje vzorek kontroly po indukci, starty 3—6 obsahuji vzorky kontrol
K3, K4, K5 a K6 odebrané ze supernatantii v prithéhu izolace proteinu, starty 7—11 obsahuji vzorky eluci E1, E2,
E3, E4 a E5 a start 12 obsahuje protein p53 s 9 kDa histidinovou kotvou jako pozitivni kontrolu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Zebiitek K2 K3 K4 K5 K6 E1 E2 E3 E4 ES p53  Zebiitek
250kDa
130kDa s
100 kD: — - S ~97kDa
2 -
—
7ox0a .
- ~62 kDa
S0 ——
sk -
25kDa  — | —
15kDa - ~

10kDa -— .

Obrdazek 5.2.2: Nitrocelulozova membrdana po imunodetekci. Starty 1 a 13 obsahuji proteinovy rebricek
10-250 kDa, start 2 obsahuje vzorek kontroly po indukci, starty 3—6 obsahuji vzorky kontrol K3, K4, K5 a K6
odebrané ze supernatantii v pribéhu izolace proteinu, starty 711 obsahuji vzorky eluci El, E2, E3, E4 a E5
a start 12 obsahuje protein p53 s 9 kDa histidinovou kotvou jako pozitivni kontrolu.
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Snimky gelu i membrany potvrzuji pfitomnost proteinu IFI16 s 9kDa polyhistidinovou kotvou
o celkové molekulové hmotnosti ptiblizné¢ 97 kDa Vv elucich 2 az 5. Mensi signal na nitrocelulozové
membran¢ byl zaznamenan u téchto vzorkd i v oblastech, které svou molekulovou hmotnosti
odpovidaji hmotnosti proteinu p53 snavazanou histidinovou kotvou (pfiblizné 62 kDa).
Je nepravdépodobné, ze by se jednalo o protein p53, protoze izolovany protein IFI16 byl exprimovan
Vv bakterialnim expresnim systému, ve kterém nedochazi k samovolné syntéze eukaryotnich proteind
a transformovany vektor pET15b obsahoval pouze vektor pro tvorbu proteinu IFI16 bez koexprese
s proteinem p53. V ptipadé koexprese by musel byt rovnéz detekovan vyrazné vyssi signal v oblastech
odpovidajici svou molekulovou hmotnosti proteinu p53 s polyhistidinovou kotvou i u drahach
ostatnich vzorku. Pfi porovnani snimku odbarveného gelu (Obrazek 5.2.1) se snimkem nitrocelul6zové
membrany (Obrazek 5.2.2) jsou na gelu vidét bandy odpovidajici svym umisténim signalim
detekovanym na membrané, ale lze pozorovat i prfitomnost dal§i fragmentl, jejichz molekulova
hmotnost odpovida dle poloh bandil pfiblizn¢ 25 kDa. Tyto fragmenty neobsahovaly polyhistidinovou
kotvu, na kterou by se vazala primarni protilatka, a tudiz nebyly detekovany na membrané
po imunodetekci. V pribéhu izolace a dalsi upravy vzorkl, tak pravdépodobné dochazelo
k fragmentaci proteinu plné délky na fragmenty nejéastéji o délce priblizné 25 a 65 kDa. Pfi srovnani
intenzity jednotlivych signali na membrané po imunodetekci (Obrazek 5.2.2) je vidét, Ze s klesajici
koncentraci proteinu plné délky o molekulové hmotnosti kolem 97 kDa, roste koncentrace fragmentt,
ktera se zvySovala s kazdou odebranou eluci, pficemz nejvyssi koncentrace proteinu IFI16 plné délky,
na zédklad¢ signalti detekovanych na nitrocelul6zové membrané€, dosahl vzorek eluce 2 (E2), ktery
rovnéz obsahoval minimalni mnozstvi fragment. Naopak vzorek eluce 5 (E5) obsahoval ptevazné
proteinovy fragment o molekulové hmotnosti ptiblizné 65 kDa a protein IFI16 plné délky s fuzovanou
kotvou (97 kDa) nebyl detekovan. Ve vzorku eluce 1 (El) nebyly detekovany proteiny
ani na nitrocelulézové membrang, ani na gelu po odbarveni, coz znamena, Ze eluce obsahovala
prevazné zbytky promyvaciho pufru a protein IFI16 byl pfitomen pouze v nizké koncentraci.

Jak bylo jiz zminéno, byly v pribéhu lyze bunék a izolace proteinu IFI16 odebirany kontroly
Z roztokt supernatantll kvili zjisténi uvoliovani a ztrat izolovaného proteinu z bakterialni kultury.
Na obrazku 5.2.1 jsou detekovany proteiny v kontrolach K3 az K6, tedy s vyjimkou kontroly
po indukci K2. Absence proteinu mohla byt zptisobena nevhodnou ptipravou vzorku, ktery byl pred
PAGE-SDS separaci fedén ultracistou vodou z davodu piedpokladu vysoké koncentrace proteint
ve vzorku nebo tim, ze kultura neuvoliiovala do prostfedi média proteiny a neobsahovala lyzované
buniky. Kontroly K3 a K4 obsahovaly velké mnozstvi proteintl, které se projevily jako vice bandi
v rozsahu celé délky zebficku, tedy o molekulovych hmotnostech v rozmezi hodnot 10-250 kDa.
Kontroly K5 a K6 jiz obsahovaly vyrazné mensi zastoupeni bandi, a to pfevazné v oblastech
odpovidajici molekulovym hmotnostem 25, 70 a 100 kDa, tedy molekulovym hmotnostem
odpovidajicim proteinu IFI16 a jeho pfipadnym fragmentim. Je zajimavé, Ze na nitrocelulozové
membrané nebyly v kontrolach detekovany zadné proteiny. Pii srovnani intenzity bandi na barveném
gelu je vSak jasné vidét, ze bandy znacici pfitomnost proteinli v kontrolach jsou vyrazné slabsi nez
bandy v elucich, takze je mozné, Ze signal byl natolik slaby, Ze nebyl pfistrojem detekovan.

Aby bylo mozné sledovat vazbu proteinu IF116 na DNA pii vazebnych experimentech, bylo tfeba
stanovit piesnou koncentraci proteinu IFI16 ve vzorcich eluci. Stanoveni koncentrace proteinu IFI16
bylo provedeno spektrofotometricky metodou podle Bradfordové. Vzorky eluci i1 pfipravenych
kalibra¢nich roztokti hovéziho sérového albuminu v elu¢nim pufru byly smichany s roztokem
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Bradfordova cCinidla a pfeneseny na 96jamkovou titracni desticku ve dvou opakovanich.
Po 10minutové inkubaci pii laboratorni teploté byla koncentrace proteinu IFI16 ve vzorcich eluci
stanovena piimo pfistrojem Hybrid Reader. Vysledné stanoveni koncentraci je uvedeno
v tabulce 5.2.1.

Tabulka 5.2.1: Vysledky spektrofotometrického stanoveni koncentrace proteinu IFI16 ve vzorcich eluci metodou
podle Bradfordove.

Vzorek Koncentrace proteinu IFI116 [g-17]
Eluce 1 (E1) < 0,020

Eluce 2 (E2) 0,575

Eluce 3 (E3) 0,623

Eluce 4 (E4) 0,335

Eluce 5 (E5) < 0,020

Piestoze snimky gelu po odbarveni (Obrazek 5.2.1) a nitrocelulézové membrany (Obrazek 5.2.2)
predpovidaly nejvyssi koncentraci proteinu IFI16 ve vzorku eluce 2, byla nejvy$si koncentrace
naméfena u vzorku eluce 3, a to 0,623 g-It. Koncentrace proteinu ve vzorku eluce 2 byla stanovena
na 0,575 g1, coz se piili§ nelisi od koncentrace vzorku eluce 3. Posledni vzorek eluce, ktery
na membrané¢ i gelu vykazoval pfitomnost proteinu pouzitelného pii in vitro experimentech,
byl vzorek eluce 4, jehoz koncentrace byla stanovena na 0,335 g-I"%, coz je vyrazné méné oproti dvéma
predeslym elucim. Koncentrace vzorkl eluci 1 a 5 byly stanoveny pod limitem detekce pfistroje,

a proto nebyly pfi dalSich experimentech pouzity.

5.3 Studium vazby proteinu IF116 na DNA in vitro

Vazba proteinu IFI16 K hybridizovanym oligonukleotidim s potencialem tvorby G-kvadruplexu
in vitro byla studovana s vyuzitim elektroforetického testu posunu mobility (EMSA) v tfivrstvém
polyakrylamidovém gelu s pfidavkem 50 mmol-I* KCl. Kompetitivni vazebné experimenty byly
zalozeny na kompetici hybridizovanych neznacenych oligonukleotidi s fluorescen¢né znaGenym
oligonukleotidem KSHV (Tabulka 4.1.2), ktery formuje strukturu G-kvadruplexu, jak prokazaly
vysledky méfeni cirkularniho dichroismu (Obrazek 5.1.2). Aby bylo mozné sledovat kompetici
a vazebné vlastnosti jednotlivych oligonukleotidii, bylo nutné nejprve provést vazebné experimenty
za ucelem stanoveni vhodného molarniho poméru proteinu a fluorescenéné znacené DNA, kdy bude
dochazet k vazbé proteinu na DNA a koncentrace proteinu IFI16 ve vzorku bude dostacujici
k pfipadné interakci s molekulou kompetitoru i zna¢eného G4 KSHV.

5.3.1 Vazebné experimenty

Vazebné experimenty byly realizovany pro vzorky eluci, které na zakladé spektrofotometrického
stanoveni dosahovaly nejvyssich koncentraci proteinu. Na obrazku 5.3.1 jsou znazornény vysledky
separaci vzorku tii vybranych eluci, a to konkrétné eluce 2 (starty 2-5), eluce 3 (starty 7-10)
a eluce 4 (starty 12—15). Hybridizovany fluorescenéné znaéeny oligonukleotid KSHV byl smichan
s proteinem IFI16 z jednotlivych eluci v molarnim poméru DNA:protein 1:0 (starty 1, 6 a 11),
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1:1 (starty 2, 7 a 12), 1:2 (starty 3, 8 a 13), 1:4 (starty 4, 9 a 14) a 1:8 (starty 5, 10 a 15) a vzniklé
komplexy byly separovany vertikalni elektroforézou Vv tfivrstvém polyakrylamidovém gelu.

Jestlize dochazi k interakci proteinu IFI16 s fluorescenéné znacenym oligonukleotidem KSHV,
projevi se tato vazba ubytkem volné DNA a tvorbou komplexu DNA:protein, ktery migruje
do prostiedi gelu [323]. U vzorkd vSech tii eluci byl pozorovan tbytek volné DNA s rostouci
koncentraci proteinu, coz ukazuje na schopnost proteinu vazat motiv G-kvadruplexu. Specificka
vazba proteinu IFI16 na molekulu G-kvadruplexu dokazuje, Ze V prubéhu izolace a nasledné
purifikace proteinu nedoslo k naruSeni jeho vazebnych vlastnosti. U vzorkd eluci 2 a 3 byly
pozorovany vznikajici komplexy, které migrovaly do prostiedi gelu, které ovSem chybi u vzorkl
eluce 4 s nejnizsi stanovenou koncentraci proteinu v eluci (0,335 g-1?). S rostouci koncentraci proteinu
IFI16 ve vzorcich nanesenych na gel, roste molarni hmotnost komplexi DNA:protein,
coz je mozné pozorovat snizenim mobility vznikajicich komplexd. Pfi srovnani migrace komplext
vzorkd v eluci 2 a 3 je vidét, Ze vzniklé komplexy obou eluci migruji stejné a drobné rozdily jsou
pravdépodobné zplisobeny mirné odliSnou vysSkou vrchni vrstvy gelu, kde nejniz§i koncentrace
akrylamidu (4 %) poskytuje nejvhodnéjsi prostiedi k rychlé separaci vysokomolekularnich komplexd.

U vzorkli vSech eluci byly pozorovany komplexy zachycené ve startech gelu. Tyto
vysokomolekularni komplexy jsou zptisobeny kooperativni vazbou proteinu IFI16 na molekulu DNA
indukovanou oligomerizaci proteinu IF116 prostfednictvim PYRIN domény. Pfestoze byla u PYRIN
domény pozorovana rovnéZz omezena schopnost vazby na DNA [49], dochazi v tomto piipadé k vazbé
DNA-vazebnymi HIN doménami, a to prostiednictvim jejich vysoce konzervovanych OB zahybu
schopnych vazat oligonukleotidové a oligosacharidové fetézce [46]. K oligomerizaci proteinu IFI16
prostfednictvim PYRIN domény nedochazi pouze béhem in vitro vazebnych experimentd. V bufice
zprostiedkovava PYRIN doména interakce s dal§imi molekulami proteini b&hem fizeni vrozené
imunitni odezvy za vzniku homo- a heterodimert, jejichz tvorba indukuje kooperativni sestaveni
vlaken a aktivaci signalnich drah [6].

Vzorky vsech tii eluci vykazovaly mirny tbytek volné DNA a tvorbu komplexu DNA:protein
jiz pti molarnim poméru 1:1. K prokazatelné vyssimu ubytku volné DNA doslo pfi molarnim poméru
DNA:protein 1:2 a pfi molarnim poméru DNA:protein 1:4 bylo pozorovano tplné vymizeni volné
DNA, coz ukazuje na vysokou specificnost vazby proteinu ke struktufe G-kvadruplexu. Stejného
poméru DNA:protein, kdy doslo k vymizeni veskeré volné DNA, bylo dosazeno jiz v predeslé studii,
ktera odhalila vazebnou preferenci proteinu IFI16 ke strukturdm G-kvadruplexd obsazenych
v sekvencich odvozenych z sekvence lidské telomerické DNA hTEL a promotoru genu MYC [97],
a ktera je v soucasné dobé¢ jedinou publikovanou studii zabyvajici se interakcemi proteinu IFI16 plné
délky s rozdilnymi strukturami DNA (v¢etné struktur G-kvadruplexi) in vitro.

Na zékladé vysledkim vazebnych experimentl, nejvyssi stanovené koncentraci (0,623 g-17?)
a minimalnimu mnozstvi fragmentd pozorovanych na nitrocelulézové membrané (Obrazek 5.2.2)
a gelu po odbarveni barviva Coomassie Blue (Obrazek 5.2.1) byl pro dalsi studium vazby proteinu
IF116 na DNA in vitro vybran vzorek eluce 3 (E3) v molarnim poméru DNA:protein 1:4.
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Eluce A Eluce2 B Eluce3 C Eluce 4

IFI16 . /I L //I L /I

DNA:IFI16 1: 0 1 2 4 8 0 1 2 4 8 0 1 2 4 8

Komplex
DNA-protein

e o “. B

Obrazek 5.3.1: Vazebné experimenty proteinu IFI16 v nativnim polyakrylamidovem gelu. Snimky byly porizeny
Z riiznych gelu. Spodni Sipka oznacuje vyskyt volné DNA. Horni Sipka znaci misto vyskytu komplexu DNA-
protein. Starty 1, 6 a 11 obsahuji volnou DNA (fluorescencné znaceny oligonukleotid KSHV) bez proteinu.
(A) Starty 2-5 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu IFII6 zeluce 2 vV moldrnich pomérech
DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8. (B) Starty 7—10 obsahuji DNA s rostouci koncentraci proteinu IFI16 z eluce 3
vV molarnich pomérech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8. (C) Starty 12—15 obsahuji DNA s rostouci koncentraci
proteinu IF116 z eluce 4 v molarnich pomérech DNA:protein 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8.

5.3.2 Kompetitivni vazebné experimenty

Princip kompetitivnich vazebnych experimenti spocCiva v interakci kompetitivni a fluorescencné
znacené molekuly DNA s vybranym proteinem a nasledné separaci vzniklych komplexi v prostiedi
gelu. Pokud jsou na snimcich gelti po separaci pfitomny bandy volné fluorescenéné znacené DNA,
dochazi k interakci kompetitoru se studovanym proteinem. Jestlize je intenzita fluorescence volné
DNA vzorkl obsahujici kompetitor (starty 3—7) shodna s intenzitou vzorku bez kompetitoru (starty 2),
nedochazi k vazb¢é proteinu na kompetitor, nebo je vazba pfili§ slaba, aby se projevila v ramci
sledovaného rozsahu koncentraci kompetitoru.

Ke vzorkim fluorescenéné znaceného hybridizovaného oligonukleotidu KSHV a proteinu IFI16
v molarnim poméru 1:4 byly ptridany 0,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0 a 25,0 pmol hybridizovanych vzorkt
kompetitorai PUMA, KSHV, KSHV-1no, KSHV-2no, KSHV-3no, KSHV-Mut1.0, KSHV-Mut1.5,
KSHV-Mut2.0 a Random-22 bez fluorescen¢niho znaceni. Rovnéz byly pfipraveny vzorky
fluorescencné znacené DNA bez proteinu a kompetitoru (starty 1) a fluorescencné znacené DNA
S proteinem, bez ptitomnosti kompetitoru (starty 2). Vzorky byly inkubovany a nasledn¢ separovany
vertikalni elektroforézou v prostredi tfivrstvého polyakrylamidového gelu.

Na obrazku5.3.2 jsou zobrazeny snimky geli skompetitory PUMA (Obrazek 5.3.2 A)
a Random-22 (Obrazek 5.3.2 B). Jak je vidét, ani jeden zkompetitori nevykazuje specifickou
interakci s proteinem IFI16. Absence volné DNA u vzorkll obsahujicich protein a pfitomnost pasi
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ukazuje u obou kompetitori pouze na interakci proteinu IFI16 s molekulou fluorescenéné znac¢eného
KSHYV. Tyto vysledky potvrzuji predpoklad, ze sekvence PUMA a Random-22 nejsou schopny tvofit
motiv G-kvadruplexu, jak bylo predikovano na zakladé bioinformatické analyzy (viz Tabulka 4.1.2)
a vysledk CD spektroskopie (viz Obrazek 5.1.1 a 5.1.9). Pfi srovnani intenzity pasi v oblasti
predpokladaného vyskytu volné DNA byla u kompetitoru PUMA pozorovana vysSi intenzita
fluorescence, nez u kompetitoru Random-22. Zvysujici se intenzita fluorescence v draze 7 obsahujici
nejvyssi koncentraci kompetitoru PUMA (25 pmol) ukazuje na moznou nespecifickou vazbu proteinu
k DNA nebo slabsi specifickou vazbu k jiné nez G-kvadruplexové struktuie, jako napf. ke struktute
palindromu (vlasenky) u niz byla vptedeslé studii IFI16 [IFI16 Preferentially Binds
to DNA with Quadruplex Structure and Enhances DNA Quadruplex Formation prokazana
vys§i preference vazby protein IFI16 nez kdsDNA [97]. Sled bazi sekvence ssDNA
PUMA (5-3: CTGCAAGTCCTGACTTGTCC) teoreticky umozfiuje tvorbu struktury palindromu
s kratkou smyckou (komplementarni sekvence oligonukleotidu jsou naznaceny Cervené). Vzhledem
k povaze kompetitivnich vazebnych experimentd je ovSem tvorbu komplexd proteinu IFI16
se strukturou palindromu tézké prokazat a bylo by vhodné tuto hypotézu ovéfit na zakladé vazebnych

experimenti s fluorescenc¢né znacenym oligonukleotidem PUMA.

Kompetitor A PUMA B Random-22
[pmol] - - 5.0 7.5 10,0 15,0 25,0 - - 5,0 7.5 10,0 15,0 25,0
KSHV + + + + + + + + + + + + + +
IFI16 - + + + + + + - + + + + + +
- et v ed e e L e e W e e e
2 AL
Al
: TETEY'
- Y . e .,
‘ R
1 2 3 4 5 6 g 1 2 3 4 5 6 a

Obrazek 5.3.2: Kompetitni vazebny experiment v nativnim polyakrylamidovém gelu s fluorescencné znacenym

oligonukleotidem KSHYV a sekvenci oligonukleotidu (4) PUMA a (B) Random-22.

Na obrazku 5.3.3 jsou zobrazeny snimky geli po separaci vzorku obsahujici kompetitory
KSHV-1no (Obrazek 5.3.3 A) a KSHV-2no (Obrazek 5.3.3 B). Na snimcich obou gelii jsou piitomny
bandy volné DNA. Intenzita fluorescence volné DNA roste s koncentraci pfidaného kompetitoru,
coz ukazuje na vazbu proteinu IFI16 k utvofenym strukturam G-kvadruplexi. K interakci proteinu
IFI16 s kompetitory KSHV-1no a KSHV-2no dochazi jiz po piidavku 5 pmol kompetitoru (drahy 3).
Pti srovnani intenzity fluorescence volné DNA vzorkd s nejvyssim zvolenym piidavkem kompetitoru
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(25 pmol) je pozorovana vyssi intenzita signalu u oligonukleotidu KSHV-1no oproti KSHV-2no,
coz naznacuje vysSi preferenci proteinu vazat se ke kompetitoru KSHV-1no a moznou tvorbu
stabilngjsi struktury G-kvadruplexu oligonukleotidem KSHV-1no, ¢emuz odpovidaji i vysledky
méfeni cirkularniho dichroismu, kdy oligonukleotid KSHV-1no (Obrazek 5.1.3) hybridizovany
v prostfedi  100mmol-I* KCl dosahoval vy$ich hodnot molarniho absorpéniho koeficientu
nez KSHV-2no (Obrazek 5.1.4) ve stejném pufru.

Kompetitor A KSHV-1NO B KSHV-2NO

[pmol] - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0 - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0
KSHV + + + + + + + + + + + + + +
IFI16 - + + + + + + - + + + + + +

- Eew e

Obrazek 5.3.3: Vazebny experiment v nativnim polyakrylamidovém gelu s fluorescencné znacenym
oligonukleotidem KSHV a sekvenci oligonukleotidu (4) KSHV-1no a (B) KSHV-2no.

Na obrazku 5.3.4 jsou zobrazeny snimky gelti po separaci vzorkd s kompetitory KSHV-3no
(Obrazek 5.3.4 A) a KSHV-Mut2.0 (Obrazek 5.3.4 B). Na snimku gelu s kompetitorem KSHV-3no
nejsou Vv drahach obsahujici kompetitor (starty 3—7) pfitomny bandy volné DNA, coZz ukazuje
na vazbu proteinu IFI16 pouze k motivu G-kvadruplexu hybridizovaného oligonukleotidu KSHV.
Rovnéz tyto vysledky naznacuji, ze kompetitor KSHV-3no neformuje strukturu G-kvadruplexu,
se kterou by protein IF116 specificky interagoval. Absence struktury G-kvadruplexu u oligonukleotidu
KSHV-3no byla potvrzena rovnéz méfenim cirkularniho dichroismu (viz Obrazek 5.1.5),
a to jak v prostfedi obsahujici draselné ionty, tak v prostiedi Cisté Tris-HCI bez draselnych ionti.
Oproti tomu oligonukleotid KSHV-Mut2.0, ktery na zakladé vysledkd méteni cirkularniho dichroismu
formuje v prostfedi 1200mmol-I"t KCI hybridni strukturu G-kvadruplexu, vykazoval vazbu k proteinu
IFI16 jiz pti Spmol ptidavku kompetitoru (draha 3), coz se projevilo pfitomnosti bandu volné DNA.
Intenzita fluorescence volné DNA roste Umérné€ s rostoucim obsahem kompetitoru a ukazuje
na specifickou interakci s motivem G4 hybridizovaného oligonukleotidu KSHV-Mut2.0.

80



Kompetitor A KSHV-3NO B KSHV-Mut2.0

[pmol] - - 5.0 7.5 10,0 15,0 25,0 - - 5,0 7.5 10,0 15,0 25,0
KSHV + + + + + + + + + + + + + +
IFI16 - + + + + + + - + + + + + +

Obrazek 5.3.4: Vazebny experiment v nativnim polyakrylamidovém gelu s fluorescencné zmacenym
oligonukleotidem KSHYV a sekvenci oligonukleotidu (1) KSHV-3NO a (B) KSHV-Mut2.0.

Na obrazku 5.3.5 jsou zobrazeny snimky geld po separaci vzorki s kompetitory KSHV-Mut1.0
(Obrazek 5.3.5 A) a KSHV-Mutl.5 (Obrazek 5.3.5 B). Na snimcich obou gelii jsou ptitomny bandy
volné DNA, kdy intenzita fluorescence volné DNA roste umérné s mnozstvim pfidaného kompetitoru.
Tyto vysledky ukazuji stejn¢ jako v pfipadé¢ kompetitort KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-Mut2.0
na tvorbu sekundarni struktury G-kvadruplexu interagujici s proteinem IFI16. Protein IFI16
vykazoval, stejné jako v piipadé kompetitort KHV-1no, KSHV-2no a KSHV-Mut2.0, vazbu
ke kompetitorim KSHV-Mutl1.0 i KSHV-Mut1.5 jiz po ptidavku 5 pmol DNA kompetitoru (drahy 3).
Pti srovnani intenzity fluorescence bandd volné DNA je vyssi signal detekovan v ptipadé kompetitoru
KSHV-Mutl.0, coz ukazuje na moZnou tvorbu preferencni vazbu proteinu IFI16 a tvorbu stabilngjsi
struktury G-kvadruplexu timto kompetitorem. Intenzita fluorescence na zakladé vizualniho srovnani
byla dokonce vyssi, nez u kompetitoru KSHV-Mut2.0, ktery na zaklad¢ bioinformatické analyzy
vykazoval nejvyssi potencial pro tvorbu G-kvadruplexu (G4 Hunter skore 1,591) ze vSech
tii kompetitort vzniklych na zakladé mutaci pivodni sekvence KSHV programem G4 Killer
(Tabulka 4.1.2). Ptitomnost struktur G-kvadruplext kompetitort KSHV-Mut1.0 a KSHV-Mutl.5 byla
potvrizena 1 na zakladé¢ biofyzikalni charakterizace. Metodou cirkularnitho dichroismu byla
u oligonukleotidu KSHV-Mut1.0 v pfitomnosti draselnych ionti potvrzena tvorba paralelni strukturu
G4 (Obrazek 5.1.6) a u KSHV-Mutl.5 tvorba antiparalelni struktury G-kvadruplexu
(Obrazek 5.1.7).
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Kompetitor A KSHV-Mut1.0 B

[pmol] - - 5.0 7,5 10,0 15,0 25,0 -
KSHV + + + + + + + +
IFI16 - + + + + + + -

® “Heews »

KSHV-Mut1.5
5,0 7,5 10,0 15,0 25,0
+ + + + +

+ + + + +

Obrazek 5.3.5: Vazebny experiment v nativnim polyakrylamidovém gelu s fluorescencné zmacenym
oligonukleotidem KSHYV a sekvenci oligonukleotidu (4) KSHV-Mutl.0 a (B) KSHV-Mut1.5.

Na obrazku 5.3.6 je zobrazen snimek gelu po separaci vzorku S kompetitorem KSHV
bez fluorescenéniho znaceni, ktery slouzil jako pozitivni kontrola. Stejné jako v pfipade kompetitorQ
KSHV-1no, KSHV-2no, KSHV-Mutl1.0, KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mut2.0 dochézelo k vazb¢ proteinu
IFI16 ke kompetitoru KSHV jiz po pfidavku 5 pmol a intenzita volné DNA rostla se zvySujicim

se mnozstvim kompetitoru.

Kompetitor KSHV

[pmol] - - 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0
KSHV + + + + + + +
IFI16 - + + + + + +

Obrazek 5.3.6: Vazebny experiment v nativnim polyakrylamidovéem gelu s fluorescencné zmacenym

oligonukleotidem KSHYV a sekvenci oligonukleotidu KSHV bez fluorescencniho znacenti jako kompetitoru.
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Biofyzikalni charakterizace sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplexu v prostiedi draselnych
iontl odhalila tvorbu riznych topologii G-kvadruplexu. Zatimco u KSHV-1no, KSHV-2no
a KSHV-Mutl.0 dochazelo k tvorbé paralelni struktury G4, oligonukleotid KSHV-Mutl.5 tvoril
strukturu antiparalelniho G4 a KSHV-Mut2.0 motiv hybridniho G-kvadruplexu. Ke zji§téni vazebnych
preferenci proteinu IFI16 k riznym topologiim DNA byla s vyuzitim programu ImagelJ provedena
denzitometrickd analyza signalu volné DNA. Vysledky denzitometrické analyzy jsou uvedeny
v tabulce 5.3.1 Intenzita fluorescence volné DNA stanovena u vzorkli obsahujici kompetitor byla
prepoctena na procentovy podil signalu volné DNA bez proteinu ve dvou opakovanich.

Tabulka 5.3.1: Denzitometrickd analyza vazby proteinu IFI16 k sekvencim s rozdilnym potencidlem tvorby
G-kvadruplexu in vitro. Byly stanoveny priumérné hodnoty procentového zastoupeni intenzity fluorescence volné

DNA ze dvou opakovani a vypocteny prislusné smérodatné vybérové odchylky.

Intenzita fluorescence volné DNA [%]

Kompetitor [pmol] 0,0 5,0 7,5 10,0 15,0 25,0
PUMA 28+ 4 22+2 22+3 20+ 8 25+ 15 33+8
Random-22 17 +12 17 +14 17 +£12 16 +10 25+0 26+ 8
KSHV 16 +£5 18+3 27+ 14 26+9 51+30 59 + 20
KSHV-1no 162 25+ 2 42 +6 54 +13 74+5 84 +10
KSHV-2no 11+5 32+16 25+1 35+0 47 +£3 66 +2
KSHV-3no 9+4 7+3 9+5 11+4 12+9 10+9
KSHV-Mut1.0 22+9 44 £ 15 52 +10 55+21 79+ 22 92+8
KSHV-Mutl.5 19+8 32+4 33+3 41+5 56 + 4 71+17
KSHV-Mut2.0 22+1 38+14 42 +9 55+13 79+28 102 +12

Nejnizsi vazba proteinu IFI116 k DNA byla pozorovana u sekvence KSHV-3no a poté Random-22
a PUMA. Zatimco u kompetitort KSHV-3no a Random-22 dosahovala intenzita fluorescence
ptiblizné konstantni hodnoty, u kompetitoru PUMA byl zaznamenan mirny nartust intenzity
fluorescence zpusobeny moznou vazbou proteinu IFI16 k DNA, jak bylo diskutovano vySe. Vyssi
nariist intenzity fluorescence volné DNA dosahovaly vzorky kompetitorii, u nichz dochazelo
k formovani struktury G-kvadruplexu (KSHV-1no, KSHV-2no, KSHV-Mutl.0, KSHV-Mutl.5
a KSHV-Mut2.0). Nejvyssi narist intenzity volné DNA byl stanoven u sekvence KSHV-Mut2.0, ktera
na zékladé analyzy CD spektroskopie v pfitomnosti draselnych iontd formuje hybridni strukturu
G4 a dale pak u KSHV-Mutl1.0 a KSHV-1no, které mohou tvofit paralelni struktury G4. Niz$i narGst
volné DNA byl stanoven u KSHV-Mutl.5, ktery se potencialné formuje do antiparalelni struktury
G4 a dale KSHV-2no s moznou paralelni strukturou G-kvadruplexu. Vysledky nevykazuji preferencni
vazbu proteinu IFI16 k jedné topologii G-kvadruplexu. Vysledné srovnani komplikuji vy$si stanovené
vybérové odchylky a nejednotna pocatecni intenzita fluorescence volné DNA bez kompetitoru.

Aby bylo mozné regulérné srovnat vazebné vlastnosti proteinu IFI16 k jednotlivym strukturdm
DNA a riznym konformacim G-kvadruplext, byl proveden kompetitivni vazebny experiment vSech
analyzovanych sekvenci v prostiedi tfivrstvého polyakrylamidového gelu s obsahem 50 mmol-I* KCI
ve tfech opakovanich. Na obrazku 5.3.7 je zobrazen snimek gelu po separaci vzorki. Draha 1 obsahuje
fluorescen¢né znaceny oligonukleotid KSHV bez kompetitoru a proteinu IFI16. Draha 2 obsahuje
fluorescenéné znaceny oligonukleotid s proteinem IFI16 v molarnim poméru 1:4 stanoveném
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na zakladé vazebnych experimentl. Drahy 3—-11 obsahuji fluorescencné znaceny oligonukleotid
KSHV sproteinem IFI16 v molarnim poméru 1:4 a piidavkem 25 pmol kompetitoru — PUMA
(dréha 3), pozitivni kontroly KSHV bez fluorescenéniho znaceni (draha 4), KSHV-1no (draha 5),
KSHV-2no (draha 6), KSHV-3no (draha7), KSHV-Mutl.0 (drdha8), KSHV-Mutl.5 (draha9),
KSHV-Mut2.0 (draha 10) a negativni kontroly Random-22 (draha 11). Vysledky srovnavaciho
kompetitivniho experimentu potvrzuji vysledky jednotlivych separaci, tedy Ze s vyjimkou sekvenci
PUMA, KSHV-3no a Random-22 dochéazi kvazbé proteinu IFI16 k utvofenym strukturam
kompetitort.

KSHV + + + + + + + + + + +
KSHV- KSHV- KSHV- KSHV- KSHV- KSHV- Random-
itor [25 ) . ) :
Kompetitor [25 pmol] EONEL KSHY 1no 2no 3no Mut1.0 Mutl.S  Mut2.0 22
IFI16 - + + + + + + + + + +
- - Gl - S
Komplex
DNA-protein

Volnd DNA —— . . . ... . . . . ‘
4 H] 6 7 8 9 10 11

1 2 3

Obrazek 5.3.7: Srovnani vazby proteinu IFI16 k jednotlivvm sekvencim kompetitorii s riznym potencidalem

tvorby G-kvadruplexu in vitro

Stejné jako v pfipad€ vzorkd obsahujici jednotlivé kompetitory, byla i pro srovnavaci experiment
provedena denzitometrickd analyza intenzity volné DNA. Stanovené intenzity fluorescence volné
DNA s pfislusnymi smérodatnymi vyb&rovymi odchylkami jsou vyneseny v obrazku 5.3.8. Vzorek
bez kompetitoru dosahuje ocekavané nejniz$i hodnoty intenzity fluorescence (26 +4 %). Signal
fluorescence roste s kompetitory PUMA (32 + 12 %), Random-22 (33 + 2 %), KSHV-3no (41 + 7 %),
KSHV (74 +11%), KSHV-1no (76 +0 %), KSHV-2no (78 +8 %), KSHV-Mutl.0 (80 + 8 %),
KSHV-Mutl1.5 (81 + 8 %) a KSHV-Mut2.0 (82 + 2 %).

Vysledky vazebnych a kompetitivnich vazebnych experimentd ukazuji, Ze ackoliv protein IF116
vaze specificky struktury G-kvadruplext i pfi velmi nizkych koncentracich G4 ve vzorku, nema
konformace nebo podil intra- nebo intermolekularnich struktur G-kvadruplexti vliv na vazebné
vlastnosti proteinu, protoZe intenzity fluorescence volné DNA byly podobné u vSech kompetitort,
u kterych dochazelo k tvorbé motivu G-kvadruplexu (KSHV, KSHV-1no, KSHV-2no, KSHV-Mut1.0,
KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mut2.0) bez rozdilu na biofyzikalni charakterizaci konformace G4.
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a sekvenci s rozdilnym potencidalem tvorby G-kvadruplexu in vitro.

Protein IF116 vaze DNA prostfednictvim DNA-vazebnych HIN domén obsahujici dva vysoce
konzervované OB zahyby schopné asociovat s oligonukleotidovymi a oligosacharidovymi fetézci [46].
Jiz diive bylo prokazano, ze protein IF116 upiednostiiuje vazbu na tzv. nadSroubovicovou DNA oproti
linearni DNA stejné sekvence [14]. Vysledky vSech in vitro vazebnych experimentd jsou v souladu
s vysledky dosazenymi v ¢lanku Haronikové [97] kde byly zkoumany vazebné vlastnosti proteinu plné
délky k riznym strukturam DNA. Protein IFI16 vykazuje rostouci vazebné preference od ssDNA,
dsDNA, kiizovych struktur az po specifickou vazbu k motivim G-kvadruplexu. Preference vazby
proteinu IFI16 ke strukturam G-kvadruplexi byla pozorovana i Vvramci dvou molekul
nadsroubovicové DNA, kdy protein IF116 upiednostiiuje vazbu na molekulu nadsroubovicové DNA
nesouci motiv G-kvadruplexu [97]. Preference vazby proteinu k nadsroubovicové (supercoiled) DNA
a strukturam G-kvadruplexu souvisi s biologickou funkci proteinu, ktery v buiice snima cizorodou
nebo poskozenou DNA a indukuje aktivaci signalnich drah a fizeni vrozené imunitni odpovédi [6].
U kompetitort PUMA, KSHV-3no a Random-22 dochazelo pouze k slabé vazbé proteinu IF116, ktera
se projevila intenzitou fluorescence volné DNA ve vzorku daného kompetitoru odpovidajici intenzité
fluorescence volné DNA bez pfidavku kompetitoru. Vzhledem k charakteru kompetitivnich vazebnych
experimentd neni mozné presné urCit miru interakce proteinu IFI16 s uvedenymi kompetitory.
Ke stanoveni vazebnych preferenci proteinu IFI16 k témto sekvencim by bylo vhodné pouzit
fluorescenéné znacené kompetitory nebo provést vazebné experimenty bez fluorescenéné znacené
DNA nasledované imunoblotovou analyzou, jako to bylo pfi studiu vazby proteinu IFI16

i dSDNA [10, 34, 97] prostiednictvim elektrostatickych interakci mezi kladné nabitymi postrannimi
fetézci aminokyselin a zaporné nabitou cukr-fosfatovou kostrou DNA [13].

85



5.4 Studium interakce proteinu IFI16 s DNA v jednohybridnim kvasinkovém
systému
Interakce proteinu IFI116 s DNA in vivo byla studovana v jednohybridnim kvasinkovém reportérovém
systému na zdkladé zmény transaktivaéniho potencidlu proteinu p53. Isogenni kmeny geneticky
modifikovanych kvasinek S. cerevisiae lisicich se sekvencemi responzivnich elementti v promotorové
oblasti reportérového genu LUCL (gen kodujici luciferazu odvozeny od Photinus pyralis [347, 353])
byly ptipraveny v ramci piedeslych praci Rozpozndvani strukturnich motivii a virové DNA proteinem
IFI16 a Vyuziti kvasinkového isogenniho systému ke studiu vazby proteinu IFI16 na DNA metodou
Delitto Perfetto.

Klonované sekvence responzivnich elementti byly navrzeny tak, aby vykazovaly rozdilny
potencial tvorby G-kvadruplexu (Tabulka4.1.1). V poslednich nékolika letech byl prokazan
vyznamny regulaéni vliv G-kvadruplexii béhem fundamentalnch bunéénych procest (replikace,
transkripce, translace) a jejich pfitomnost v klicovych oblastech genomu (telomery, promotory
onkogent, virové genomy, aj.) [15-19]. Rovnéz bylo prokazano, ze protein IFI16 je schopen
nekanonické sekundarni struktury G-kvadruplext specificky vazat a svou vazbou je stabilizovat [97].
Piestoze se jiz nékteré diivéjsi prace zabyvaly vazbou proteinu IFI16 ke strukturam G-kvadruplexu
in vitro [97] i vzajemnou interakci proteinu IFI16 s nadorovym supresorem p53 in vivo [12],
neexistuje dosud prace, ktera by se zabyvala, vazbou proteinu IFI16 k motivu G-kvadruplexu
v kvasinkovém expresnim systému a zaroven vlivem této vazby na aktivaci transkripce indukovanou
proteinem p53.

Sekvence vSech responzivnich elementli obsahovala konsenzualni vazebné misto proteinu p53
odvozené z promotoru genu proapoptického proteinu PUMA o délce 20 nukleotidd. Za sekvenci
PUMA v promotoru reportérového genu byla u vétSiny kmend vloZena sekvence oligonukleotidu
KSHYV nebo nékterd z jeho mutovanych forem. Sekvence KSHV byla odvozena z virového genomu
herpesviru spojeného s Kaposiho sarkomem a prokazateln¢ tvofila sekundarni strukturu
G-kvadruplexu a vykazovala vysoké G4Hunter skore. Mutované sekvence PUMA-KSHV-1no,
PUMA-KSHV-2no a PUMA-KSHV-3no byly navrzeny tak, aby nebyly schopny tvofit in vivo
sekundarni strukturu G-kvadruplexu. Sekvence PUMA-KSHV-Mutl.0, PUMA-KSHV-Mutl.5
a PUMA-KSHV-Mut2.0 byly navrzeny bioinfomaticky mutaci sekvence KSHV programem G4Killer.
Kvasinkové kmeny byly transformovany lithium-acetatovou metodou plazmidy pro expresi proteind
p53, IFI16 s transaktivacni doménou proteinu p53 (IFI16 TAD) a jejich vzajemnou kombinaci
s konstitutivnimi i inducibilnimi galaktézovymi promotory. Pfi koexpresi obou proteint byl vzdy
jeden z plazmidovych promotorti konstitutivni, aby nedochazelo k pripadné kompetici s druhym
(galaktozovym) promotorem. Rovnéz byly pfipraveny transformanty nesouci prazdné vektory
bez exprese proteintl.

Vliv proteinu IFI16 na transaktivacni potencial proteinu p53 byl sledovan v leucin-tryptofan
selektivnim médiu s rafindzou (bazalni exprese proteintl) a ve stejném médiu s pridavkem 0,12 %
galaktozy (indukovana exprese proteinit) v ¢asech 6 (Ts) a 24 hodin (T24) od zacatku inkubace ve tiech
opakovéanich. Transaktivacni potencial proteinu p53 byl uréen na zakladé naméfené intenzity
bioluminiscence, ktera byla normalizovana na optickou hustotu kultury a piepocCtena na velikost
ucinku viu¢i prazdnému vektoru. Ze stanovenych velikosti ucinkd byly vyfazeny odlehlé hodnoty
presahujici 1,5nasobek interkvartilového rozpéti a cely soubor dat byl statisticky vyhodnocen. Byly
vyneseny zavislosti transaktivacniho potencialu jednotlivych transformantl a jako chybové tsecky
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byly vyneseny smérodatné vybérové odchylky. Statisticky vyznamné zmény transaktivacniho
potencidlu proteinu p53 indukované pisobenim proteinu IFI16 TAD pfi koexpresi byly urceny
na zakladé vysledk Studentova t-testu vii¢i samotnému proteinu p53 se stejnym typem promotoru.
Kompletni vysledky rozdélené dle jednotlivych kment a ¢astt Ts i T24 jsou soucasti diplomové prace
ve form¢ Ptilohy. V této kapitole budou prezentovany a diskutovany vzajemné vztahy a souvislosti
mezi naméfenymi vysledky a jejich biologickym vyznamem V souvislosti s nadorovym supresorem
p53.

Ke srovnani vlivu proteinu IFI16 na transaktivaéni potencial proteinu p53 pii bazalni
a indukované expresi proteini bylo nutné vybrat plazmidy svhodnou kombinaci promotort.
Na obrazku 5.4.1 jsou vyneseny zavislosti transaktivacnich potencialli proteinu p53 pro jednotlivé
typy transformantd u kmene PUMA béhem bazilni i indukované exprese 24 hodin od zacatku
inkubace. Kontinualni exprese daného proteinu (K) byla zprostfedkovana plazmidy obsahujicimi
konstitutivni alkoholdehydrogenazovy promotor. Oproti tomu plazmidy s inducibilnim galaktézovym
promotorem (GAL) indukovaly expresi dané¢ho proteinu pouze v médiu s pridavkem galaktdzy.
Stanovené velikosti transaktivac¢nich potenciald konstitutivné i inducibilné exprimovaného proteinu
IFI16 se pohybovaly na urovni transaktiva¢nich potenciali prazdnych vektor. Tento trend byl
zaznamenan nejen u kmene PUMA, ale i vSech ostatnich kment v ¢ase Te i Tas (viz Piilohy).
Z vysledkl vyplyva, ze protein neinteraguje s dSDNA sekvence PUMA nebo nevykazuje
transaktivacni aktivitu, pfestoze byl fuzovan s transaktivacni doménou proteinu p53, ktera i v ptipadé
jedné kopie u mutovaného proteinu p53 vykazuje alespoii polovi¢ni transaktivacni potencidl oproti
nemutovanému proteinu p53 [437].

Dale byly sledovany transaktivacni potencidly samotného proteinu p53 s konstitutivnim
a inducibilnim typem promotoru a zmény pii jeho koexpresi s proteinem IFI16. Transaktiva¢ni
potencial proteinu p53 s galaktozovym promotorem vV médiu bez piidavku galaktézy dosahoval, stejné
jako protein IFI16 s obéma typy promotoru, velikost ucinku prazdnych vektori, protoze bunky
kultivované v médiu bez piidavku galaktozy neindukovaly expresi proteinu p53 s inducibilnim
promotorem. Oproti tomu v médiu s pfidavkem 0,12 % galaktézy vykazoval protein p53
s inducibilnim promotorem silny transaktivacni potencial sam i pfi koexpresi s proteinem IFI16 TAD
(s konstitutivnim promotorem). Takto volend kombinace plazmidi umoziuje zakladni pohled
na interakce proteinu IFI16 s proteinem p53 a jeho vazbu k DNA, ale vysledky ziskané b&hem
inducibilni exprese nelze srovnavat s vysledky ziskanymi bazalni expresi. Dosazené vysledky tak
mohly byt v ptedeslé praci Vyuziti kvasinkového isogenniho systému ke studiu vazby proteinu IFI16
na DNA ovlivnény mnozstvim transformované pDNA v bunkach. Slibnych vysledkti bylo dosaZeno
v piipadé opa¢né kombinace promotort proteini p53 a IFT16, kdy plazmid exprimujici protein p53
obsahoval konstitutivni promotor a plazmid pro produkci proteinu IFI16 TAD inducibilni galaktozovy
promotor. Vzhledem k tomu, Ze dochazelo ke stalé expresi proteinu p53 byly naméteny transaktivacni
potencialy samotného proteinu p53 i jeho koexprese s proteinem IF116 u obou typti médii. Koexprese
plazmidi kombinujicich stabilni expresi proteinu p53 a indukovanou expresi proteinu IF116 TAD tedy
mize slouzit jako vhodny systém pro studium interakci proteinu IFI16 se strukturami DNA
i samotnym proteinem p53.
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Obrazek 5.4.1: Transaktivacni potencial proteinii p53, IFI16 TAD a jejich vzdjemné koexprese s riiznou

kombinaci konstitutivniho a inducibilniho promotoru v kmene PUMA v case Toa.

Struktury G-kvadruplext se snadno tvofi za fyziologickych podminek. Jejich tvorba tedy neni
podminéna piitomnosti G4 vazajicich, resp. stabilizujicich proteina [174]. Jiz srovnani
transaktivacnich potencialit samotného proteinu p53 v ramci jednotlivych kmenti by mélo umoznit
posoudit tvorbu G-kvadruplexi in vivo. Na obrazku 5.4.2 jsou vyneseny zavislosti transaktivanénich
potencialti proteinu p53 s obéma typy promotord v médiu s obsahem 0,12 % galaktozy v Case Te.
U vSech kmenu obsahujicich sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplexu doslo ke snizeni
transaktiva¢niho poteincialu proteinu p53 oproti kmeni PUMA. Moznou pfi¢inou nizSich hodnot
naméfenych velikosti u¢inkd mohlo byt vlozeni sekvence oligonukleotidu o délce 22 part bazi (bp),
ktera prodlouzenim promotorové oblasti snizila UCinek aktivace transkripce. Je ovSem
nepravdépodobné, ze by tak kratka sekvence oligonukleotidli zplsobila tak vyrazné snizeni
transaktiva¢niho potencialu proteinu p53. Vysledky mohou rovnéz ukazovat na represi transkripce
reportérového genu vlivem formovani struktury G-kvadruplexu. V takovém ptipadé by naméfené
velikosti u¢inkd mély odpovidat velikosti u¢inku stanovenému u kmene PUMA-KSHYV, ktery in vivo
prokazatelné strukturu G-kvadruplexu tvofi. Tato hypotéza se zda jako méné pravdépodobna, protoze
mezi kmeny nesoucimi potencidlni motiv G-kvadruplexu byly naméfeny vyrazné rozdily
v transkrip¢ni aktivité, coz ukazuje spise na ovlivnéni vazby proteinu p53 do cilového mista PUMA.

Vazebné preference proteinu p53 byly priedmétem fady vyzkuma [422, 427-431]. Bylo
prokazano, ze protein p53 preferenéné vaze sekvenci dvou dekamerti, které mohou ale nemusi byt
oddéleny kratkym usekem oznacovanym jako spacer. Sekvence dekameru 5-3' je charakterizovana
motivem R3CW,GY3—-N-RsCW,GY3;, kde R oznaCuje purinové baze, Y —baze pyrimidinu,
W —adenin nebo thymin a N je oblast spaceru [427, 428], pticemz kli¢ovou roli hraje Gisek CW.G
a dvojice bazi, které s timto jadrem sekvence sousedi. Bylo prokazano, Ze piitomnost dvojic bazi
guaninu (GG) a cytosinu (CC) sousedicich sjadrem cilového mista zvySuje vazebné vlastnosti
proteinu p53, coz se projevuje na zvySené aktivace transkripce genu, zatimco pary purini AG
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a pyrimidini CT v sousedstvi vazebné oblasti vedou ke snizeni vazby proteinu p53 do cilovych mist
v oblasti promotoru [422].

Vliv bazi sousedicich s jadrem vazebného mista proteinu p53 by vysvétloval rozdilné hodnoty
a pripadné snizeni tranaktivaéniho potencialu proteinu p53 i u sekvenci, které in vivo netvofi strukturu
G-kvadruplexu. Aby bylo mozné odlisit vliv tvorby G4 a vliv sekvence vazebného mista, je tieba
vysledky jednotlivych kmenl srovnavat s vysledky kmene, ktery obsahuje klonovanou sekvenci
o délce 42 bp (kvuli vylouCeni vlivu vzdalenosti promotoru od reportérového genu), ale ktera
prokazatelné netvofi strukturu G-kvadruplexu. Takovym kmenem muiize byt kmen PUMA-KSHV-3no,
protoze béhem in vitro charakterizace sekvence KSHV-3no metodou cirkularniho dichroismu bylo
prokazano, ze sekvence neni schopna tvofit struktury G-kvadruplexu ani v prostiedi stabilizujicich
draselnych iontl (viz Obrazek 5.1.5).

Velikosti ucinkti proteinu p53 s inducibilnim GAL promotorem stanovenych u kmeni
PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-2no byly niz§i vzhledem k ucinku stanovenému u kmene
PUMA-KSHV-3no, ktery ovSem dosahoval podobného trasaktivacniho potencidlu jako kmen
PUMA-KSHV, ktery prokazatelné strukturu G-kvadruplexu in vivo tvofi. Nicméné srovnani vysledki
ostatnich kmenti s hodnotami stanovenymi u kmene PUMA-KSHV komplikuje vy$s$i smérodatna
vybérova odchylka stanovena u tohoto kmene. Oproti tomu protein p53 s konstitutivnim promotorem
vykazoval u kmene PUMA-KSHV-3no vyssi aktivaci transkripce reportérového genu, nez kmeny
PUMA-KSHV, PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-2no. Vysledky tak naznacuji moznou tvorbu
struktury G-kvadruplexu i u poslednich dvou zminénych kment. Je otazkou, zda nizka transkripéni
aktivita proteinu p53 byla dana represi vlivem zformované struktury G-kvadruplexu, nebo byla
zpusobena pouze pfitomnosti paru bazi — GA, jak bylo diskutovano vyse. Velikosti u¢inkd stanovené
proteinu p53 sinducibilnim i konstitutivnim promotorem u kmeni PUMA-KSHV-Mutl.5
a PUMA-KSHV-Mutl.0 dosahovaly pfiblizn¢ stejného, nebo vysSiho uc¢inku, jako kmen
PUMA-KSHV-3no a potvrzuji tak pfedpoklad, ze guaninovy par (GG) v sousedstvi vazebného jadra
cilové sekvence proteinu p53 zvySuje jeho vazebné schopnosti. Rovnéz to ukazuje na absenci
struktury G-kvadruplexu u téchto kmenti. Oproti tomu kmen PUMA-KSHV-Mut2.0 vykazoval sniZeni
transaktiva¢niho potencialu proteinu p53 oproti kmeni PUMA-KSHV-3no, piestoze obsahoval rovnéz
par guanini (GG) v blizkosti vazebného mista proteinu p53. Tyto vysledky naznacuji moZznou
ptitomnost struktury G-kvadruplexu v promotoru reportérového genu kmene PUMA-KSHV-Mut2.0.
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Obrazek 5.4.2: Transaktivacni potencidal proteinii p53 s obéma typy promotorii v médiu s obsahem 0,12 %
galaktozy v case Ts.

Podobnych vysledkd bylo dosazeno pii stanoveni transaktivacniho potencialu proteinu p53 v Case
To4 (viz Obrazek 5.4.3), kdy byly zaznamenany vyrazné&j$i rozdily namétenych 0€inkl. Protein p53
s galaktozovym promotorem vykazoval nejvy$s$i transaktivaéni potencial u kmene PUMA, ktery
neobsahoval sekvenci s potencialem tvorby G-kvadruplexu a poté u kmene PUMA-KSHV-Mutl.5
a PUMA-KSHV-Mutl.0, coz naznacuje, Ze u téchto kment nedochdzi k tvorbé sekundarni struktury
G-kvadruplexu, kterd by snizovala u¢inek aktivace transkripce reportérového genu. Vysledky rovnéz
potvrzuji mozny vliv GG bazi sousedicich s konsenzudlnim mistem proteinu p53 na zvySeni jeho
vazebnych schopnosti. Stejné jako v pfipadé vysledkil naméfenych po 6hodinové inkubaci, vykazoval
i zde kmen PUMA-KSHV-Mut2.0 aktivaéni potencial na trovni kmene PUMA-KSHYV, tedy niZ§i, nez
kmen PUMA-KSHV-3no, coZ naznaCuje moznou tvorbu G-kvadruplexu. RovnéZ u kment
PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-2no byly naméfeny velikosti G¢inkt srovnatelné s kmenem
PUMA-KSHYV, které dosahuji nizSich hodnot, neZ kmen PUMA-KSHV-3no a naznacuji pritomnost
G-kvadruplexu. Stejnych vysledkl bylo dosazeno pfi sledovani transaktiva¢niho potencialu proteinu
p53 s konstitutivnim promotorem s vyjimkou kmene PUMA-KSHV-Mutl.0, ktery dosahoval dokonce
niz§iho aktivaéniho potencialu, nez kmen PUMA-KSHV-Mut2.0. Je otazkou, zda u tohoto kmene
dochazelo k represi transkripce vlivem tvorby struktury G-kvadruplexu, nebo byly vysledky ovlivnény
mnozstvim transformovaného plazmidu pro produkei proteinu p53, ktery v kombinaci s inducibilnim
promotorem mohl mnohondsobné navysit aktivacni potencidl proteinu p53. Pfi srovnani velikosti
ucinkl tohoto kmene s konstitutivni expresi p53 je vidét, Ze po 24 hodinach dochazi ke sniZeni
transaktivacniho potencialu, oproti vysledkim naméfenym po 6hodinové inkubaci, coz ukazuje spise
na odumirani bunék v prabéhu kultivace a fyziologické zmény kmene, nez na tvorbu G-kvadruplexu.
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Obrdzek 5.4.3: Transaktivacni potencidal proteinii p53 s obéma typy promotorii v médiu s obsahem 0,12 %
galaktozy v case Toa.

Interakce proteinu IFI16 s DNA a vliv jeho pfipadné vazby na aktivaci transkripce
indukovanou proteinem p53 byla srovnana v ramci étyt vybranych kmeni — PUMA, PUMA-KSHYV,
PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-3no po 24hodinové inkubaci (Cas T2s). Vybrané kmeny poskytuji
optimalni model pro posouzeni in vivo vazebnych vlastnosti proteinu IFT16, protoze srovnani vysledku
neni zatizeno vlivem rozdilnych vazebnych vlastnosti proteinu p53, nebo fyziologickym stavem
kultury, jak bylo diskutovano vySe. Na obrazku 5.4.3 jsou vyneseny zavislosti velikosti t¢inki
samotného proteinu p53 s konstitutivnim promotorem a jeho koexprese s inducibilné exprimovanym
proteinem IFI16 TAD pii bazalni i indukované expresi. U vSech kmenid byly pozorovany snizené
velikosti ucinkli pfi indukované expresi, tedy v médiu s pfidavkem galaktozy. To lze vysvétlit
moznym prodlouzenym lag-faze, kdy dochazelo k adaptaci kvasinkovych kment na nové médium
a nelze spojovat s pripadnou tvorbou sekundarnich struktur DNA.

Vysledky namétené u kmenu PUMA byly jiz diskutovany v ramci srovnani transaktivacnich
potenciall proteind p53 a IFI16 TAD s riznou kombinaci promotort (viz Obrazek 5.4.1). Stanovené
transaktivacéni potencidly u kmene PUMA nékolikanasobné piesahovaly velikosti ucinkli dalSich
kmeni, a to jak v ptipadé exprese samotného proteinu p53, tak v ptipadé jeho koexpresi s proteinem
IFI16 TAD. U kmene PUMA nedochazelo ke snizeni transaktivaéniho potencialu proteinu p53,
protoze kmen PUMA neobsahuje v promotorové oblasti reportérového genu sekvenci s potencialem
tvorby G-kvadruplexu, na ktery by se protein IF116 specificky vazal, nebo které by ovliviiovaly
vazebné vlastnosti proteinu p53.

Naopak kmen PUMA-KSHV nesl sekvenci KSHV, ktera prokazatelné tvofi strukturu
G-kvadruplexu. Transaktivacni potencial samotného proteinu p53 byl béhem bazalni exprese snizen
9,5krat oproti transktiva¢nimu potencialu v kmeni PUMA. Pfi koexpresi s proteinem IFI116 TAD nebyl
pozorovan zadny vliv na expresi reportérového genu. Naopak v médiu s ptidavkem 0,12 % galaktozy,
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kde dochazelo k indukci exprese proteinu IF116 TAD bylo zaznamenano statisticky vyznamné snizeni
transaktiva¢niho potencialu p53 pii koexpresi obou proteinti na hladin€ 0,05 (znazornéno hvézdickou).
Represe transkripce byla indukovana strukturné specifickou vazbou proteinu IFI16 na strukturu
G-kvadruplexu v promotorové oblasti reportérového genu a jeho stabilizaci, coz potvrzuji i vysledky
piedeslé studie [97]. Stabilizaci motivu G-kvadruplexu v promotorech onkogenit mtize protein IFI16
inhibovat expresi onkogend a napomahat supresi nadoru [105, 266, 278, 279]. Stejny efekt je vyuzivan
i pii stabilizaci struktur G-kvadruplexd tzv. G4 ligandy, které jsou v poslednich nékolika letech
studovany jako slibnd terapeutika pii 1écbé rakoviny, ale jejichz vyuziti neni v souCasné dobé
schvaleno z divodu nizké specifity jejich vazby a dosud malo probadanym mechanismim
biologického ucinku [265, 266]. Specifickou vazbu ke strukturam G-kvadruplexu protein IFI16
vyuziva rovnéz pii rozpoznani virové a bakteridlni DNA, kdy dochazi k tvorbé inflamazomu, ktery
spousti signalizacni kaskadu STING-TBK-1-IRF3, ktera indukuje expresi interferonu typu B [34].
Utinek samotného proteinu p53 u kmene PUMA-KSHV b&hem inducibilni exprese byl oproti kmeni
PUMA snizen 8krat.

Dale byly srovnany velikosti UCinki u kmend nesoucich mutované sekvence
KSHV - PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-3no. Mutované sekvence KSHV-1no a KSHV-3no
(spolu s KSHV-2no) byly navrzeny tak, aby nemohly tvofit intramolekularni struktury Ctyf- nebo
téitetradovych G-kvadruplext, jejichZz tvorba byla prokazana v biologickych systémech [99-101].
Obé mutované sekvence (KSHV-1no i KSHV-3no) se vzajemné liily stanovenym G4 Hunter skore,
které urcuje potencial pro tvorbu G-kvadruplexu.

Kmen PUMA-KSHV-1no byl pro srovnani vybran z divodu vysoké hodnoty G4 Hunter skore
a pritomnosti mnohocetnych bazi guaninu, které mohou interagovat s HIN-A doménou proteinu IFI116
TAD, jak bylo dfive prokazano [97]. U kmene PUMA-KSHV-1no dochazelo ke sniZeni
transaktiva¢niho potencialu samotného proteinu p53 oproti kmenu PUMA 13krat v prostfedi média
s piidavkem galaktozy, a az 17,5krat v prostiedi média bez galaktozy. Kmen PUMA-KSHV-1no tedy
vykazoval niz$i potencial aktivace transkripce samotného proteinu p53 nez kmen PUMA-KSHV
pii obou typech exprese. Jak bylo diskutovano vyse, mohl byt tento efekt pravdépodobné zptisoben
charakterem bazi (GA) sousedicich s vazebnym mistem proteinu p53 v oblasti promotoru PUMA.
Pti koexpresi proteint p53 s IFI16 TAD v prostitedi obou medii nebyl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil velikosti u¢inkli oproti samotnému proteinu p53, coz naznacuje, ze ikdyz je protein
IFT16 exprimovan (médium s galaktézou) nema jeho ptipadna vazba s dsSDNA bohaté na guaninové
baze vliv na aktivaci transkripce indukovanou proteinem p53.

Kmen PUMA-KSHV-3no obsahoval sekvenci bohatou na baze adeninu s nizkym potencialem
tvorby G-kvadruplexu, zato s délkou vkladané sekvence stejnou s kmeny obsahujicim KSHV nebo
nckterou zjeho mutovanych forem, kterd chybéla u vyse zminéného kmene PUMA. Mutovana
sekvence KSHV-3no vtomto kmeni neni schopna tvofit strukturu G-kvadruplexu in vitro
a neinteraguje s proteinem IF116 jak bylo prokazano na zakladé CD spektroskopie (viz Obrazek 5.1.5)
a kompetitivnich vazebnych experimentti (viz Obrazek 5.3.4 (A)). Velikosti 0¢inkd samotného
proteinu p53 byly u kmene PUMA-KSHV-3no pii bazalni a inducibilni expresi 3,34krat a 3,73 niz$i
oproti G¢inkim naméfenym v kmeni PUMA. Zatimco béhem bazalni exprese nebyl pozorovan
vyznamny vliv proteinu IFI16 na aktivaci transkripce proteinem p53, pii koexpresi obou proteint
vmédiu s pridavkem 0,12 % galaktéozy dochazelo ke statisticky vyznamnému zvySeni
transaktiva¢niho potencialu proteinu p53 na hlading€ 0,01 (znaceno hvézdi¢kami). Zvyseni aktiva¢niho
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potencialu proteinu p53 pii koexpresi naznacCuje, Ze v pripadé¢ absence G-kvadruplexu, nebo jiného
strukturniho motivu, na ktery by se protein IFI16 TAD mohl vazat, usnadiiuje protein IFI16 vedeni
proteinu p53 do cilového mista v promotoru reportérového genu, coz indukuje zvySené exprese
reportérového genu.
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Obrazek 5.4.4: Zavislost transaktivacniho potencidlu proteinii p53 s konstitutivnim promotorem a jeho
koexprese s IFI16 TAD s inducibilnim GAL promotorem v case Toa. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily
na hladinach p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) ap < 0,001 (***).

Dosazené vysledky odpovidaji vysledkim zjiz diive provadénych studii. Protein-proteinové
interakce IF116-p53 byly studovany s vyuzitim rekombinantnich HIN domén proteinu IF116 a dvou
riznych GST-p53 C-koncd. Bylo prokazano, Ze k interakci obou proteind, neni tfeba protein IFI16
plné délky a ze samotna HIN-A doména je schopna vazat C-konec proteinu p53 s piitomnou
tetramerizacni doménou i bez ni. HIN-B doména neinteraguje s C-koncem proteinu p53,
ale je schopna véazat se k jadrové doméné proteinu p53 plné délky a prispivat tak k vazbé proteinu p53
k molekuldm DNA [12, 439].

Vliv interakce obou proteinii na regulaci transkripce byl sledovan i s vyuzitim luciferdzovych
reportérovych testll provedenych v bunécné linii lidského nemalobunééného karcinomu plic H1299,
kdy byla namisto responzivniho elementu genu PUMA vyuzita sekvence oligonukleotidu z promotoru
genu p21, ktery je zapojen do proapoptické drahy indukované proteinem p53. Experimenty prokazaly
zvySeni transaktiva¢niho potencialu proteinu p53 v pfitomnosti proteinu IFI16 nebo jeho HIN domén
oproti samotnému proteinu p53, pfi¢emz vliv samotnych HIN domén byl srovnatelny s vlivem
proteinu plné délky. Prostfednictvim HIN domén protein IFI16 kooperativné zvySuje specifi¢nost
a afinitu vazby proteinu p53 ke konsenzualnim sekvencim DNA a indukuje tvorbu stabilniho
komplexu p53-DNA [12]. Vzhledem k vyznamnému zapojeni proteinu p53 do fady bunécnych
procest, jejichz regulace je dana pravé jeho vazebnymi vlastnostmi (resp. vazebnymi vlastnostmi

jednotlivych domén p53) muze protein IFI16 nepiimo ovliviiovat i nadorovou supresi a apoptozu.
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Na zéklad¢ vyse uvedenych mechanismi, by mélo dochdzet ke zvySeni exprese reportérového
genu i v piipadé kmenu PUMA a u vSech kment s mutovanou sekvenci KSHV, které nedosahovaly
statisticky vyznamného snizeni velikosti transaktivacniho ucinku jako tomu bylo u kmene
PUMA-KSHYV (viz Ptilohy). U kmene PUMA lze tento jev vysvétlit vysS§imi hodnotami namétenych
odchylek, které zkresluji vysledné srovnani. U ostatnich kmentt mohlo dochdzet k nespecifické vazbé
proteinu IFI16 TAD k mutovanym sekvencim KSHV.

Vazba proteinu IFI16 nebo DNA-vazebnych HIN domén k jinym nez G-kvadruplexovym
strukturdm DNA byla jiz pfedmétem vyzkumu a bylo prokazano, Ze protein plné délky nevykazuje
vazbu kjednofetézcové DNA a s dvouietézcovou DNA interaguje sekvenéné nespecifickym
zpusobem [6] prostfednictvim elektrostatickych interakci mezi zaporné nabitou patefi fetézce
cukr-fosfat a pozitivné nabitymi proteinovymi zbytky [96]. Dale bylo prokazano, ze samotna HIN-A
doména preferenéné vaze ssDNA bohatou na guaninové baze, které maji potencial tvorby
G-kvadruplexu oproti stejné sekvenci dsDNA [97]. Dalsi experimenty prokazaly preferenci proteinu
k nadmolekularnim strukturaim DNA jako jsou nadsroubovicové (supercoiled) a kiizové struktury
[441].

Béhem nespecifické vazby k DNA dochazi k oligomerizaci proteinu IFI16 prostfednictvim volné
PYRIN domény, ktera s proteinem p53 neinteraguje, ale je odpovédna za pievaznou Cast
protein-proteinovych interakci proteinu IFI16 [439]. Za sniZeni exprese reportérového genu tedy
nemusi byt odpovédna stabilizace struktury G-kvadruplexu, nybrz stérické branéni vazebného mista
proteinu p53, coz by vysvétlovalo i niz$i transaktivacni potencidl proteinu p53 pfi koexpresi
s proteinem IFI16 TAD b&hem inducibilni exprese, ktery ovSem nedosahoval statisticky vyznamné
hladiny. Vy8e popsany mechanismus oligomerizace by bylo mozné ovéfit in vitro pomoci mikroskopie
atomarnich sil nebo metodou FLIM.

94



6 ZAVER

Cilem predkladané diplomové prace byla analyza vazby proteinu IFI16 na DNA, a to konkrétné
na sekvence DNA s potencialem tvorby G-kvadruplexu. Teoreticka ¢ast této prace je rozdélena do étyf
hlavnich oblasti. Prvni ¢ast je vénovana proteinu IFI16 — jeho struktufe a vazebnymi i biologickym
vlastnostem vychazejicim ze schopnosti proteinu rozpoznat specifické struktury DNA. Daéle jsou
V praci popsany struktury G-kvadruplexti—jejich konformace, vyskyt v genomech organisma,
interakce s dal$imi proteiny a potencialni zacileni G4 stabilizujicimi ligandy v ramci protinadorové
terapie. V druhé poloving teoretické ¢asti prace jsou blize predstaveny metody vyuzité k charakterizaci
analyzovanych sekvenci s potencialem tvorby G-kvadruplexu a k analyze vazebnych vlastnosti
proteinu IF116. Posledni ¢ast je vénovana proteinu p53 a jeho transaktivaénimu potencialu, ktery byl
vyuzit ke studiu vazebnych vlastnosti proteinu IFI16 v isogennim kvasinkovém systému.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je rozdélena rovnéz do Ctyi oblasti. V prvni Casti byly
biofyzikdlnimi metodami charakterizovany pouzité sekvence DNA s potencidlem tvorby
G-kvadruplexu. Vzorky byly charakterizovany v prostfedi bez piidavku a s ptidavkem stabilizujicich
draselnych iontli prostfednictvim méteni cirkularniho dichroismu, ThT vazebnych fluorescencnich
testd a elektroforetickych testd posunu mobility. CD spektra a vysledky fluorescencnich vazebnych
testi ukazaly v prostfedi bez pifidavku draselnych ionti moznou tvorbu paralelni struktury
G-kvadruplexu u vzorkih KSHV, KSHV-1no a KSHV-Mut2.0. Stabilizace draselnymi ionty
indukovala tvorbu paralelni struktury G4 u vzorkit KSHV, KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-Mut1.0,
antiparalelni konformace G4 u vzorku KSHV-Mutl.5 a hybridni konformace G4 u vzorku
KSHV-Mut2.0. Vzorky PUMA, KSHV-3no a Random-22 nevykazovaly na CD spektrech pfitomnost
G4 ani v prostiedi stabilizujicich draselnych iontt a vysledky vazebného experimentu s G4 ligandem
ukazaly pouze slabou vazbu ThT k utvofenym strukturam DNA odpovidajici vazbé k duplexiim
DNA. U vzniklych struktur G-kvadruplexi nedochazelo ke zméné konformace v Case, coz prokazala
meéteni CD provedena 24 hodin od prvniho méfeni. Vysledky elektroforetického testu posunu mobility
ukazaly, ze stabilizace draselnymi ionty vede ktvorbé pievazné intermolekularnich struktur
G-kvadruplext, kdy sekvence KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-3no formuji intermolekularni
struktury G-kvadruplexu tvofené vice fetézci DNA, zatimco vzorky oligonukleotidd KSHV-Mut1.0,
KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mut2.0 mutované z ptivodni sekvence KSHV a sama KSHV formuji spise
intramolekularnich struktury G4 s rozdilnou konformaci nebo piip. intermolekularni struktury
G4 tvofené mensim poctem vlaken.

Protein IFI16 byl pro in vitro vazbové experimenty izolovan a purifikovan prostfednictvim
proteinové afinitni chromatografie. Celkem bylo ziskano pét eluci proteinu IFI16 plné délky. U vSech
eluci byla po imunologickém detekci nitrocelulézové membrany a barveni gelu pozorovana
fragmentace proteinu. Proteinové eluce E2 (0,575 g-1%), E3 (0,623 g-1) a E4 (0,335 g-1*t) vykazovaly
nejvyssi zastoupeni nefragmentovaného proteinu plné délky a byly dale pouzity pro vazebné
experimenty s fluorescencné znacenym G4 KSHV. U vzorki vSech tii eluci byl pozorovan ubytek
volné DNA fluorescenéné zna¢eného KSHV a tvorba komplexu DNA:protein s rostouci koncentraci
proteinu, coz ukazuje na interakci proteinu s motivem G-kvadruplexu. Pfestoze byla
u vSech tii eluci pozorovana rtizna mira fragmentace proteinu, nevykazovaly vzorky eluci proteinu
IFI16 rozdily ve vazbé ke G-kvadruplexu. Specificka vazba IFI16 na sekundarni strukturu
G4 se projevila shodnym tubytkem DNA jiz pfi molarnim poméru DNA:protein 1:1 a uplnym

vymizeni volné DNA pii moldrnim poméru DNA:protein 1:4. Na zaklad¢ ptitomnosti minimalniho
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mnozstvi fragmentil a stanoveni nejvyssi koncentrace proteinu IFI16 byla pro nasledné kompetitivni
vazebné experimenty in vitro pouzita eluce E3. Kompetitivni vazebné experimenty byly realizovany
v prostiedi stabilizujicich draselnych iontd, ve kterém (dle vysledkd biofyzikalni charakterizace
oligonukleotidi) dochazelo k tvorbé riznych konformaci G-kvadruplexi a dalSich motivii DNA.
Vysledky prokdzaly specifickou vazbu ke strukturdm formujicim G-kvadruplex jiz pti velmi nizkych
koncentracich kompetitoru. Stanovené intenzity fluorescence volné DNA u kompetitort KSHV,
KSHV-1no, KSHV-2no, KSHV-Mutl.0, KSHV-Mutl.5 a KSHV-Mut2.0 pii srovnavacim
kompetitivnim vazebném experimentu dosahovaly pfiblizné stejnych hodnot a jejich rozdily
odpovidaly rozpéti chybovych useCek. I pies specifickou vazbu k DNA G-kvadruplexim, nebyla
u proteinu IF116 pozorovana preference ke konkrétni konformaci G-kvadruplexu.

V posledni ¢asti  diplomové prace byly zkoumany vazebné vlastnosti proteinu IFI16
V jednohybridnim kvasinkovém systému. Isogenni kvasinkové kmeny se liSily v mistech
responzivniho elementu, ktery obsahoval cilové misto pro vazbu nadorového supresoru p53,
a n¢kterou ze sekvenci s potencialem tvorby G-kvadruplexu. Nejprve byla vybrana vhodna kombinace
plazmidl pro expresi obou proteintl, ktera by umoznila spravné srovnani zmény transaktivacniho
potencialu p53 pii bazalni i indukované expresi proteintl. Pro zavéreCné posouzeni vazebnych
vlastnosti a biologického vlivu proteinu IFI16 byl vybran plazmid pLS p53 WT pro expresi proteinu
p53 s konstitutivnim promotorem a pTSAG TAD IFI16 pro produkci proteinu IFI16 s transaktivacni
doménou proteinu p53 a GAL inducibilnim promotorem. Dale byla studovana transkripce
reportérového genu pii expresi samotného proteinu p53. Vysledky ukazaly vyznamny vliv nukleotid
umisténych v blizkosti p53 cilového mista PUMA a fyziologické zmény u jednoho z vybranych
kmend, které znemoznovaly jeho dal$i zapojeni do experimentd. Ke studiu vazebnych vlastnosti
proteinu IFI16 byly pouZzity kmeny PUMA, PUMA-KSHV, PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-3no.
Protein IFI16 nevazal sekvenci PUMA a neindukoval expresi reportérového genu, prestoze
byl flzovan s transaktivaéni doménou proteinu p53. Vazba proteinu IF116 TAD na G-kvadruplex
v kmeni PUMA-KSHV indukovala represi transkripce reportérového genu, ktera se projevila
statisticky vyznamnym snizenim velikosti G¢inku transaktivace proteinu p53 na hladiné 0,05. V kmeni
PUMA-KSHV-1no nedochazelo ke zménam v aktivaci transkripce reportérového genu, piestoze
je sekvence samotného KSHV-1no bohat4 na G-baze a umoziuje kooperativni vazbu a oligomerizaci
proteinu IFI16. Naopak pfi absenci jakéhokoliv vazebného mista napomaha protein IFI16 vedeni
proteinu p53 do cilového mista v promotoru reportérového genu, jak ukazaly vysledky u kmene
PUMA-KSHV-3no, kdy bylo pozorovano statisticky vyznamnym zvySenim transaktivace
reportérového genu na hladin€ 0,01.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1D
3D

A
ADE?2

AlIM2

ALR
AP
APO1

ASC
AspRS

a-TEBP
ATM
ATRX

BASC

Bax
BCL-2
BER

BIRCS

bp
BRIP1
C

C9orf72

Casp-1

CD
spektroskopie
CD4+

CDK
c-KIT
c-MYB
cMYC
DBD

128

jednorozmérny (z angl. one-dimensional)
trojrozmérny (z angl. three-dimensional)
adenin

gen pro fosforibosylaminoimidazolkarboxylazu

interferonem indukovatelny protein chybi v melanomu (z angl. absent in
melanoma 2)

rodiny cytosolickych DNA receptord podobnych AIM2 (z angl. AIM2 like
receptors)

aktivacni protein (z angl. activator protein)

receptor pro programovanou buné¢nou smrt, Fas receptor (z angl. apoprotein 1
nebo fas cell surface death receptor)

adaptorovy protein spojeny s apoptdzou, podobny skvrnitému proteinu obsahujici
CARD (z angl. apoptosis-associated speck-like protein containing CARD)

tRNA (transferova RNA) syntetaza kyseliny asparagové (z angl. Aspartic acid
transfer RNA synthetase)

protein Arabidopsis thaliana vazajici responzivni element obsahujici ethylen (z
angl. Arabidopsis thaliana ethylene-responsive element binding protein)

serin/threonin kinasa ATM (z angl. Ataxia-telangiectasia mutated)

regulator transkripce ATRX také znamy jako ATP-dependentni helikaza ATRX,
nebo X-vazana helikaza II (z angl. ATP-dependent helicase)

komplex proteintl asociovany s genem BRCAT1 pro protein nachylnosti k rakoviné
prsu typu 1 (z angl. a super complex of BRCAL (breast cancer type 1)-associated
proteins)

regulator apoptosy (z angl. BCL2 associated X)
lymfom B-bunék 2 (z angl. B-cell lymphoma 2)
oprava vytiznutim bazi (z angl. base excision repair)

bakulovirovy inhibitor repetice apoptoézy obsahujici 5 (z angl. baculoviral IAP
repeat containing 5)

pary bazi (z angl. base pairs)
protein FANCJ
cytosin

otevieny Cteci ramec 72 chromosomu 9 (z angl. chromosome 9 open reading
frame 72)

kaspaza 1 (z angl. caspase 1)

spektroskopie cirkularniho dichroismu (z angl. circular dichroism spectroscopy)
skupina T-lymfocytd s diferencia¢ni skupinou povrchovych glykoproteina
lokalizovanych pfevazné na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany
cyklin-dependentni kinaza (z angl. cyklin-dependent kinase)

gen pro tyrosinkinazovy receptor KIT

protein z rodiny transkripénich faktorda MYB

sekvence DNA odvozena z promotoru genu cmyc

DNA-vazajici doména (z angl. DNA-binding domain)



DMS
DNA

DNA2

DOG-1
DR5

dsDNA
E. coli

E2F

E3
EBV
EMSA

ERAP1

Estl
EXO1
FANCJ

Fas
FEN1
FMR1

FXS
G
G4

Gadd45

GAL1
HCMV
HIF-1a

HIN-200

HIS3
HIV
HSV-1

HTEL

hTERT

IFIX
IFN

dimethylsulfid (z angl. dimethyl sulfide)
kyselina deoxyribonukleova (z angl. deoxyribonucleic acid)

ATP-dependentni helikdza/nukleaza DNA2 replikujici DNA (z angl. DNA
replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2)

homolog BRIP1/FANCJ

receptor bunécéné smrti 5 oznacovan jako KILLER (z angl. death receptor 5)
dvoutetézcova DNA (z angl. double-stranded DNA)

Escherichia coli

skupina transkrip¢nich faktorti zapojenych do regulace bunécného cyklu a syntézy
DNA v sav¢ich bunkach

ubikvitin-protein ligaza
virus Epstein-Barrové (z angl. Epstein-Barr Virus)
elektroforeticky test posunu mobility (z angl. electrophoretic mobility shift assay)

Aminopeptiddza 1 endoplazmatického retikula (z angl. endoplasmic reticulum
aminopeptidase 1)

telomerazovy elongacni protein EST1 (z angl. telomere elongation protein EST1)
exonukleasa 1 (z angl. exonuclease 1)
protein Fanconiho anémie skupiny J (z angl. Fanconi anemia group J protein)

receptor pro programovanou bunécnou smrt lokalizovany na povrchu bunék,
znam rovnéz jako APO-1 nebo APT

endonukleaza chlopné 1 (z angl. flap endonuclease 1)

messengerovy ribonukleoprotein fragilntho X (z angl. fragile X messenger
ribonucleoprotein 1)

syndrom fragilniho X (z angl. fragile X syndrome)
guanin
G-kvadruplex (z angl. G-quadruplex)

protein odpovédny za zastaveni rustu a opravy poskozené DNA alfa (z angl.
growth arrest and DNA damage inducible alpha)

galaktézou indukovany promotor 1
lidsky cytomegalovirus (z angl. Human Cytomegalovirus)
hypoxii indukovatelny faktor 1-alfa (Hypoxia-inducible factor 1-alpha)

rodina interferonem indukovatelnych jadernych proteinti nesoucich HIN doménu
tvofenou 200-aminokyselinovym motivem

gen pro Imidazolglycerol-fosfat dehydratazu
virus lidské imunodeficience (z angl. human immunodeficiency virus)
virus herpes simplex typ 1 (z angl. Herpes Simplex Virus 1)

DNA odvozena ze sekvence lidské telomerické DNA (z angl. human-like
telomeric DNA)

lidska telomerasova reverzni transkriptdza (z angl. human telomerase reverse
transcriptase)

interferonem indukovatelny protein X (z angl. interferon gamma inducible protein
X)

interferon
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IL
IRF3
K214
Kas2A
Keml
KRAS

KSHV

lacZ
LUC1
MDM2
mj.
MMR

MNDA

MRNA
MtCK
mTOR
N373
NAP1L1
napf.
NER
NES
NF-kB
NHEJ
NK
NLS
NMR
NPM1

OB zéhyby
P1G4
p21

p53
PARP1
PDGF
pRb

PRD
proCasp-1
pro-IL
piip.
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interleukin

interferonovy regulaéni faktor (z angl. interferon regulatory factor)
lysin v pozici 214

lysin v pozici 252 substituovany alaninem

exonukleaza XRN1

gen pro proto-onkogen K-RAS (z angl. Kirsten rat sarcoma virus)

herpesvirus spojeny s Kaposhiho sarkomem (z angl. Kaposi's Sarcome-Associated
Herpesvirus)

laktosovy operon Z

gen pro produkeci luciferazy 1

negativni regulator p53 (z angl. mouse double minute 2 homolog)
mimo jiné

oprava chybného parovani DNA (z angl. DNA mismatch repair)

nuklearni diferenciacni antigen myeloidnich bunék (z angl. myeloid cell nuclear
differentiation antigen)

mediatorova RNA (z angl. messenger RNA)

mitochondrialni keratin kindza (z angl. mitochondrial creatine kinase)
proteinkinaza (z angl. mammalian target of rapamycin)

asparagin v pozici 373

nukleosomy sestavujici protein 1 (z angl. nucleosome assembly protein 1-like 1)
naptiklad

oprava excize nukleotidl (z angl. nucleotide excision repair)

jaderny signal exportu (z angl. nuclear export signal)

nuklearni faktor kappa B (z angl. nuclear factor kappa B)
nehomologni spojovani koncti (z angl. non-homologous end joining)
nukleové kyseliny

jaderny lokaliza¢ni signal (z angl. nuclear localization signal)
nuklearni magneticka rezonance (z angl. nuclear magnetic resonance)
nukleofosmin (z angl. nucleophosmin)

oblasti proteinu vazajici se k oligonukleotidim nebo oligosacharidim (z angl.
oligonucleotide/oligosacharide binding folds)

sérovy amyloid Al znam i jako SAA1 (z angl. cell proliferation-inducing gene 4)

protein tlumici cinnost jakéhokoliv komplexu cyklin-dependentnich kinaz s
cyklinem a tim brani vstupu bun¢k do dalSich kol bunééného cyklu

bunécny nadorovy antigen, ,,strazce genomu* (z angl. cellular tumor antigen p53)
poly[ADP-ribdza]polymeraza 1 (z angl. poly [ADP-ribose] polymerase 1)
destickovy rastovy faktor (z angl. platelet-derived growth factor)

protein souvisejici s retinoblastomem (z angl. retinoblastoma-related protein)
doména bohata na prolin (z angl. proline-rich domain)

prokaspaza 1 (z angl. procaspase-1)

prointerleukin

ptipadné



Pu39
Q374
R273H
R368
Rb
resp.

RET

RF
RIG
RNA
ROS
RPA

S. cerevisiae
S614
SARS
sckv
Sgsl
SLE
Spl
ssDNA

STAT3

STING
SV40
T

TAD

TAP1

TBK
TEBP
TERRA
ThT

g,
TLR3

TPS53
TRF2
tzv.
UL-54

oblast bohata na G v promotoru P1 onkogenu BCL-2
glutamin v pozici 374

arginin v pozici 273 substituovany za histidin
arginin v pozici 368

retinoblastom (z angl. retinoblastoma)

respektive

receptorovd kindza pro Cleny rodiny neurotrofilnich faktori odvozenych od
gliovych bun¢k kodovana proto-onkogenem identifikovanym v bunécné linii
fibroblastti po transfekci DNA odebrané z lidskych lymfomovych bunék (z angl.
rearranged during transfection)

restrik¢ni faktor (z angl. restriction factor)

gen indukovatelny kyselinou retinovou (z angl. retinoic acid-inducible gene)
kyselina ribonukleova (z angl. ribonucleic acid)

radikaly kysliku (z angl. oxygen-containing reactive species)

replikacni protein A (z angl. replication protein A)

Saccharomyces cerevisiae

serin v pozici 614

tézky akutni respira¢ni syndrom (z angl. severe acute respiratory syndrome)
jednofetézcovy variabilni fragment (z angl. single-chain variable fragment)
supresor pomalého rlstu (z angl. slow growth suppressor 1)

systémovy lupus erythematodes (z angl. lupus erythematosus disseminatus)
protein specificnosti 1 (z angl. specifity protein 1)

jednofetézcova DNA (z angl. single-stranded DNA)

prevodnik signalu a aktivator transkripce 3 (z angl. signal transducer and activator
of transcription 3)

stimulator interferonovych genii (z angl. stimulator of interferon genes)
opi¢i vakuolizujici virus 40 (z angl. simian vacuolating virus 40)
thymin

transkripéné-aktivaéni doména (z angl. trans-activation domain)

transportér spojeny se zpracovanim antigenu 1 (z angl. transporter associated with
antigen processing 1)

TANK vazebna kinaza (z angl. TANK-binding kinase)

protein vazajici konce telomer (z angl. telomere end-binding protein)

RNA obsahujici telomerické repetice (z angl. telomeric repeat-containing RNA)
Thioflavin T (z angl. thioflavine T)

to je

recetor pro rozpoznavani vzord vrozeného imunitniho systému (z angl. toll-like
receptor 3)

gen pro protein p53 (z angl.tumor protein p53)

vazebny faktor telomerické repetice (z angl. telomeric repeat binding factor 2)
takzvany

strukturni protein lidského cytomegaloviru
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ULBP1
URA3
UTR
uv

VEGF

WRN
Ag
eL

ER

132

UL16 vazebny protein 1 (z angl. UL16 binding protein 1)
gen pro orotidin 5-fosfat dekarboxylazu

nepiekladana oblast mRNA (z angl. untranslated region)
ultrafialové (zafeni) (z angl. ultraviolet)

gen pro cevni endotelidlni rastovy faktor (z angl. vascular endothelial growth
factor)

helikaza Wernerova syndromu (z angl. Werner syndrome helicase)
zména molarniho absorp¢niho koeficientu

molarni absorp¢ni koeficient levoto¢ivého polarizovaného svétla
molarni absorpcni koeficient pravoto¢ivého polarizovaného svétla
vlnova délka

uhlova rychlost
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Obrazek P1: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testit kmene PUMA v case T6. Zavislost udava
velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IFI16 (pTSAD TAD IF116 — konstitutivni p.;
pTSAG TAD IFI16 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plls89 — inducibilni p.) a IFI16
v koexpresi s proteinem p53. Hveézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladinach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek P2: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testit kmenu PUMA v case T24. Zavislost
udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IFI16 (pTSAD TAD IFI16 —
konstitutivni p.; pTSAG TAD IFI116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.,; plls89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladindch p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obradzek P3: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testit kmenu PUMA-KSHV v ¢ase T6. Zavislost
udava velikosti ucinkit jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IFI16 (pTSAD TAD IFI16 —
konstitutivni p.; pTSAG TAD IF116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plls89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladinach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek P4: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV v case T24.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IFI16 (pTSAD TAD IFI16 —
konstitutivni p.; pTSAG TAD IF116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plis89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladindach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap <0,001 (***).
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Obrdzek P5: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV-1no v case T6.
Zavislost udava velikosti ucinkit jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IF116 (pTSAD TAD IFI116 —
konstituzivni p.; pTSAG TAD IFI16 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plls89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladinach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek P6: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testic kmenu PUMA-KSHV-1no v case T24.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformanti exprimujicich proteiny IFI16 (pTSAD TAD IFII6 —
konstitutivai p.; pTSAG TAD IFI116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plis89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladindch p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek P7: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV-2no v case T6.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IF116 (pTSAD TAD IFI116 —
konstitutivni p.; pTSAG TAD IF116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plls89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladinach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrdazek P8: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testi kmenu PUMA-KSHV-2no v ¢ase T24.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantit exprimujicich proteiny IF116 (pTSAD TAD IFI16 —
konstitutivai p.; pTSAG TAD IFI116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plis89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladindch p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek P9: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV-3no v case T6.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IF116 (pTSAD TAD IFI116 —
konstitutivni p.; pTSAG TAD IF116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plis89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladinach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrdazek P10: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testit kmenu PUMA-KSHV-3n0 v case T24.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantit exprimujicich proteiny IF116 (pTSAD TAD IFI16 —
konstitutivni p.; pTSAG TAD IFI16 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.,; plls89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hveézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladindch p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek P11: Vyhodnoceni vysledkil luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV-Mutl.0 v case T6.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IFI16 (pTSAD TAD IFI116 —
konstitutivni p.; pTSAG TAD IF116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plls89 — inducibilni p.)
a IFI116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladinach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek P12: Vyhodnoceni vysledkit luciferazovych reportérovych testit kmenu PUMA-KSHV-Mutl.0 v case
T24. Zavislost udava velikosti ucinku jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IFI116 (pTSAD TAD
IFI16 — konstitutivni p.; pTSAG TAD IFI116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plls89 —
inducibilni p.) a IFI16 v koexpresi s proteinem p53. Hveézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily
na hladinach p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) ap < 0,001 (***).
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Obradzek P13: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV-Mutl.5 v case T6.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IF116 (pTSAD TAD IFI116 —
konstitutivri p.; pTSAG TAD IFI16 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plls89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladinach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek Pl4: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV-Mutl.5 v case
T24. Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IFI16 (pTSAD TAD
IFI16 — konstitutivni p.; pTSAG TAD IFI16 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plis89 —
inducibilni p.) a IFI16 vkoexpresi S proteinem p53. Hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily
na hladinach p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) ap < 0,001 (***).
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Obradzek P15: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV-Mut2.0 v case T6.
Zavislost udava velikosti ucinkii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IF116 (pTSAD TAD IFI116 —
konstitutivni p.; pTSAG TAD IF116 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plls89 — inducibilni p.)
a IF116 v koexpresi s proteinem p53. Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily na hladinach p < 0,05 (*),
p <0,01 (**)ap<0,001 (***).
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Obrazek P16: Vyhodnoceni vysledkii luciferazovych reportérovych testii kmenu PUMA-KSHV-Mut2.0 v case
T24. Zavislost udava velikosti ucinkuii jednotlivych transformantii exprimujicich proteiny IFI16 (pTSAD TAD
IFI16 — konstitutivni p.; pTSAG TAD IFI16 — inducibilni p.), p53 (pls p53 WT — konstitutivni p.; plis89 —
inducibilni p.) a IFI16 vkoexpresi S proteinem p53. Hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily
na hladinach p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) ap < 0,001 (***).
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