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ABSTRAKT

Protein p53a neni jedinym proteinem, ktery je kédovan tumor-supresorovym genem TP53.
Alternativnim sestfihem, alternativnim pouzitim promotoru a alternativnimi pocatky translace
muze dojit k expresi az jedenact dalSich izoforem. Tyto izoformy byly ve zvySeném mnozstvi
pozorovany v nadorovych tkanich. Jelikoz jsou izoformy proteinu p53 sekvencné, atedy i
strukturné odlisSné oproti proteinu p530, méni se tim i jejich vazebné vlastnosti a funkce
v burice. Izoformy moduluyji funkci samotného proteinu p53a, nékteré podporuji jeho
tumor-supresorovou funkci, jiné ji naopak potlacuji. Objasnéni mechanismu puasobeni izoforem
na déje v bunice by mohlo byt vyuzito k cilenému alternativnimu sestfihu vhodnych izoforem
a v 1écbé rakoviny pomoci terapie zalozené na proteinu p53.

Teoreticka Cast diplomové prace shrnuje zékladni poznatky o proteinu p53 a o jeho
izoformach, doplnéné o vysledky vyzkumu z poslednich let tykajicich se téchto izoforem. Dale
je probrana pouzita metoda, Gateway klonovani. Cilem experimentalni Casti prace byla
produkce izoforem v bakterialnim expresnim systému. Produkci pfedchazela piiprava DNA
sekvenci té€chto dvanacti izoforem pomoci PCR a Gateway klonovani. Klonovanim bylo
pfipraveno celkem dvanact entry klon obsahujicich sekvence vSech izoforem a také osm
expresnich klond. Zaroven byly izolaci ziskany a pomoci SDS-PAGE a Westernového pienosu
oveéfeny Ctyfi izoformy proteinu p53, a to pS53B, A40pS53a, A40pS53p a A40pS3y.
U izoforem budou v ramci navazujicitho vyzkumu testovany jejich DNA vazebné vlastnosti.

ABSTRACT

Apart from the pS3a protein, the TP53 tumor-suppressor gene is expressed as another eleven
protein isoforms with the use of alternative splicing, alternative promotors and alternative
translational initiation sites. Abnormal expression of these isoforms has been observed in tumor
tissues. The binding properties as well as the biological functions are also modulated, due to
sequential and therefore structural differences from the pS3a protein. p53a is regulated by these
isoforms in both suppressive and supportive manner. Explanation of the p53 isoform regulation
mechanism in cells could lead to desired alternative splicing of the chosen isoforms,
and modulation of isoform expression could be used in cancer treatment based on p53 therapy.

Basic information about p53 protein is summarised in the theoretical part of this master
thesis, supplemented with recent advances in the field of p53 isoforms, as well as the Gateway
cloning method. The main goal of the experimental part was p53 isoform production
in a bacterial expression system. Prior to the protein production, DNA sequences coding twelve
pS53 isoforms were prepared using PCR and Gateway cloning. In total, twelve entry clones
and eight expression clones were prepared by cloning the isoforms’ sequences. After the protein
production and purification, the detection using SDS-PAGE and Western Blotting was
performed with five p5S3 protein isoforms: p53B, A40p53a, A40p53B and A40p53y. DNA
binding properties of pS3 protein isoforms will be tested in subsequent research.

KLICOVA SLOVA
protein p53, izoformy, rakovina, gateway klonovani
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1 UVOD

Studium genu 7TP53, ktery je od svého objevu v r. 1979 jednim z nejvice diskutovanych
a nejprostudovanéjsich genu lidského téla, pfinasi i po desetiletich vyzkumu nové poznatky.
Protein p53, ktery je timto genem kodovan, je pravem nazyvan , strazcem genomu™ diky své
tumor-supresorové aktivité a je jednou z nejdalezitéjSich molekul v nasem téle. Spolecné
s proteiny p63 a p73 tvoii rodinu proteint p53, kde vSechny proteiny hraji dalezitou ulohu
v nadorovych tkéanich [1, 2].

Mnozstvi d€jua, kterych se protein p53 ucastni a které reguluje, je velmi rozsahlé. Jako
transkripéni faktor se vaZe na vice nez 300 promotorovych sekvenci v lidském genomu. Ugastni
se regulace bunécné proliferace, reparace DNA, zastavy bunééného cyklu ¢i indukce
apoptozy [2, 3]. Uz samotny pocet procesu, kterych se protein p53 ucastni, napovidalo, ze
regulace nemuze byt zajisténa pouze jednim proteinem. V roce 1984 byly objeveny izoformy
proteinu p53, kterych je spoleéné s proteinem p53 (p53wt, pS3a) celkem dvanact. Tyto
izoformy vznikaji kombinaci alternativniho wvyuziti promotoru, alternativniho sestfihu
a alternativnich pocatkl translace, a mohou postradat nékteré z domén proteinu p53, jako
napiiklad doménu transaktivani, coz vyznamné ovliviiuyje vlastnosti dané izoformy.
Mechanismus pasobeni izoforem proteinu p53 v buiice nebyl ze zaCatku znam, pozdéji vSak,
po prokazani dilezitosti diive objevenych izoforem proteinu p63 a p73, byla vyznamné
zkoumana i role izoforem p53 v nadorech [4].

Béhem poslednich deseti let bylo v souvislosti sizoformami proteinu p53 provedeno
mnozstvi experimentd na zvifecich modelech i s lidskymi bunéénymi liniemi. Vysledky
ukazuji, Ze rovnovaha exprese mezi riznymi izoformami proteinu p53 moduluje a v nékterych
ptipadech pfimo rozhoduje o bunécné odpovedi na stresové signaly, a ze se izoformy pfimo
ucastni zastavy bunécéného cyklu, apoptozy aj. Navic se prokazalo, ze izoformy jsou
biochemicky aktivni nejen v kombinaci a interakci at’ uz s pS3a ¢€i s jinou izoformou, ale také
individualné [5].

Z uvedeného vyplyva, ze exprese izoforem proteinu p53 muze podpofit, nebo naopak
inhibovat tumor-supresorovou funkci proteinu p53a, a to i v zavislosti na dalSich faktorech,
jako je napfiklad mutace genu 7P53. Nejvyznamnéji prostudovany jsou aktualn€ izoformy
pS3B, p53y, A40pS3a a A133pS3a. Jelikoz byla prokazana zvySena exprese izoforem proteinu
p53 pravé nadorovych tkanich, je obzvlast dalezité vénovat pozornost objasnéni jejich funkci
a mechanismu, kterymi reguluji transkripéni aktivitu proteinu p53, coz by vedlo k vyuziti
v terapii rakoviny zalozené na proteinu p53 [6, 7].



2 TEORETICKA CAST
2.1 Protein p53

Jaderny protein p53, pravem prezdivany jako ,strazce genomu®, je transkripéni faktor
zodpovédny za spravnou bunénou odpoveéd na stresové podminky a spravny prubéh
bunééného déleni. Mezi jeho nejdilezitéjsi funkce patii schopnost zastavy bunécného cyklu,
navozeni reparace DNA ¢i spusténi apoptdzy v piipadé netspéSné reparace. Lokalizace
proteinu p53 je v jadfe bunek po celém téle, kde se ptfimo vaze na DNA a aktivuje transkripci
cilovych gend. Hladina proteinu p53 ve zdravych bunkach je nizka a je zde zastoupen
v neaktivni formé&, naopak v buiikach vystavenych stresu byla pozorovana rostouci hladina
a aktivni tetramerni forma proteinu. Dulezitymi proteiny jsou také protein p63 a p73, objevené
skoro 0 20 let pozdéji, které spolecné s proteinem p53 tvoii rodinu proteini p53. Tyto proteiny
svou strukturou i funkci vykazuji vysokou homologii a hraji také dulezitou roli v regulaci
bunééného cyklu a pfi vzniku nadora [2, 8].

2.1.1 Historie vyzkumu proteinu pS3

Cesta k objeveni proteinu p53 vedla od vyzkumu onkovira v sedmdesatych letech 20. stoleti.
Vroce 1979, pii vyzkumu opi¢itho viru SV40, bylo zji§téno, ze u mySich bunéek
transformovanych timto virem dochazi k produkci nékolika protein. Mezi nimi byl i p53, ktery
tvofil komplex s velkym T antigenem viru SV40. Dale bylo zjisténo, Zze je tento protein
produkovan i v netransformovanych embryonalnich nadorovych buiikach [9, 10]. Spole¢né
s dal§imi objevy, jako naptiklad ze protein pS5S3 za pritomnosti Ras onkogenu podporuje
neoplastickou transformaci bunek, nebo dal§i vyzkumy, které potvrzovaly pfitomnost p53
v nadorovych burikach a jeho tlohu v nadorové transformaci, byla postupné pfijata informace,
ze se jedna o dalsi onkoprotein [11-13]. V dal§im vyzkumu v roce 1988 byla pouzita mysi
cDNA, a bylo objeveno, zZe protein p53 nepodporuje nadorovou transformaci v pritomnosti Ras
onkogenu, jak bylo zjisténo diive. DalSimi vyzkumy bylo prokazano, ze vétSina cDNA klona
pouzivanych v dosavadnich vyzkumech byla v mutované formé, a pokusy s p53wt vedly
k pfisouzeni skute¢né funkce proteinu p53, a to nadorového supresoru [14].

2.1.2 Gen TP53

Tumor-supresorovy gen TP53 kodujici protein pS3 je lokalizovan na kratkém raménku
chromozomu 17, pfesnéji jde o lokus 17p13.1, a jeho velikost je cca 20 kb. Gen obsahuje
10 intrond a 11 exonu, z nichz prvni se neexprimuje. Dohromady ma 131 kodont kodujicich
393 AMK. Podobné, jako u ostatnich gentd rodiny p53 dochazi kvili alternativnimu sestiihu
a alternativnim promotorim k produkci vice variant mRNA a k expresi izoforem
s pozménénym C-koncem a N-koncem proteinu p53. O izoforméch je podrobnéji pojednano
v kapitole 2.2. [15, 16].

2.1.3 Struktura proteinu p53

393 AMK monomeru proteinu p53 rozdélujeme na né€kolik funkéné a strukturné rozdilnych
oblasti. Tti strukturni oblasti jsou N-koncova doména, centralni DNA vazebna doména
a C-koncova doména. N-koncova doména je funkcné rozdélena na transaktivaéni doménu
a doménu bohatou na prolin, C-koncovd doména je funkéné rozdelena na oligomerizacni
a regulacni doménu, spolecné¢ s centralni DNA vazebnou doménou je to tedy celkem pét
funk¢nich domén ve tfech strukturné odlisnych oblastech (Obrazek 1) [17].



Sekvence aminokyselin proteinu p53 obsahuje také pét vysoce konzervovanych oblasti,
prvni z nich se nachazi v N-koncové doméng, zbylé Ctyti v DNA vazebné doméné [18]. Protein
p53 byl pivodné pojmenovan dle velikosti na SDS-PAGE (Polyakrylamidova elektroforéza
s dodecylsiranem sodnym), ktera mu byla pfisuzovana pfi jeho objeveni. Realna velikost
proteinu vSak neni 53 kDa, jak se pavodné predpokladalo, ale 43,7 kDa. Nespravna velikost
byla ur€ena z divodu vyssiho obsahu prolinu, ktery zpomaluje migraci v gelu [19].

TAD I TAD II PRD DBD oD RD
1-42 43-62 63-97 98-292 324-355 363-393
(N J\ J\_ J
Y F Y
N-koncovd doména DNA vazebnd doména C-koncovd doména

Obrazek 1: Struktura proteinu p53 o celkové velikosti 393 AMK s rozliSenim hlavnich strukturnich
domén (dole) i funkcnich domén (nahore); Prevzato a upraveno z: [17]

2.1.3.1 N-koncova doména

V N-koncové doméné se mezi aminokyselinami 1-62 nachazi transaktivacni doména TAD,
kterou lze rozdélit na subdomény TADI (AMK 1-42) a TADII (AMK 43-62). Ob¢
subdomény jsou zodpovédné za indukci transkripce cilovych genii a za interakce s dal§imi
proteiny. Mezi takové proteiny patii napfiklad regulacni protein MDM2 (z angl.: Mouse double
minute 2), zodpovédny za regulaci hladiny proteinu p53 v buiice nebo TBP protein
(z angl.: Tata box binding protein), dilezity v pocatecni fazi transkripce [20, 21]. Doména
bohata na prolin (PRD) se v N-koncové doméné nachéazi v rozmezi aminokyselin 63-97 a je
charakterizovana  repetici péti aminokyselinovych sekvenci  PXXP,  kde
P ptfedstavuje prolin a X jednu z ostatnich aminokyselin. PRD m4 regulacni funkci a hraje
dulezitou roli v zastaveni bunécného cyklu a pii indukei apoptozy [22, 23]. N-koncova oblast
je  krom  prolinu  bohatda také na  kyselé  aminokyseliny  (asparagova
a glutamova kyselina, az 40 % oblasti) a je mistem cCastych posttransla¢nich modifikaci,
zejména fosforylace [24, 25].

2.1.3.2 DNA vazebna doména

Mezi aminokyselinami 98-292 se nachazi doména zodpovédna za sekvencné specifickou
vazbu proteinu p53 na konsenzni sekvenci v DNA (p53CON, viz kapitola 2.1.6.1), nazyvana
také jako Centralni doména. Je to evolucné nejvic konzervovana Cast proteinu a probiha zde
interakce s homolognimi proteiny p63 a p73 [26].

DNA vazebna doména je také oblasti s nejvyssim procentem mutaci. Az 80 % vSech mutaci
genu TP53 se tyka této domény, a to konkrétné mezi aminokyselinami 126-306. Tyto mutace
znemoznuji vazbu na DNA a potlacuji tak funkci p53 jako nadorového supresoru.
Z vySe uvedenych informaci je zfejma zavaznost mutaci genu 7P53, které byly nalezeny skoro
v polovin€ vSech lidskych nadori. Nejcast€jsi mutace tykajici se TP53 jsou mutace bodové,
konkrétn¢ zaménové (missense). Nasledkem téchto mutaci je zarazena odliSna aminokyselina
a nasledné inhibovana aktivita proteinu. V okrajovych oblastech genu se objevuji i delece
a inzerce [26, 27].



2.1.3.3 C-koncova doména

V C-koncové doméné rozlisSujeme oligomerizacni neboli tetramerizacni doménu (OD, 4D)
mezi aminokyselinami 324-355 a regulacni doménu mezi aminokyselinami 363-393.
Oligomeriza¢ni doména zajistuje usporadani proteinu p53 do struktury tetrameru (Obrazek 2),
je vSak dulezita i pro protein-proteinové interakce, posttranslaéni modifikace a pfi prechodu
v burice zjadra do cytoplazmy. Mutace v této doméné vedou k nespravné usporadanému
proteinu, a tedy k zméné vazebnych schopnosti [26, 28]. Regula¢ni oblast je zodpovédna za
jadernou lokalizaci a funguje jako prostorovy inhibitor centralni DNA vazebné domény.
Zmeénou svého usporadani totiz umozni interakci centralni domény s DNA [28].

Obrdazek 2: Transkripcné aktivni tetramerni forma proteinu p53 s DNA; jednotlivé monomery jsou
odliseny barevné a oznaceny A-D [29]

2.1.4 Funkce proteinu p53

Jak bylo uvedeno vyse, protein p53 je zodpovédny za odpovéd buriky na stresové faktory,
mezi které patii napiiklad UV, infracervené ¢i ionizujici zareni, tepelny Sok, toxické latky ¢i
onkogeny, nedostatek nukleotidi nebo hypoxie. Mezi jeho hlavni funkce patii regulace
bunééného cyklu, reparace DNA ¢i navozeni apoptdzy v pfipad€ rozsahlejsiho poskozeni
buiiky a neproveditelné reparace. Uastni se také senescence (replikativniho starnuti),
diferenciace, replikace, metabolismu DNA a dalSich dé&ja, jak shrnuje Obrazek 3 [1, 2, 30].
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Obrdzek 3: Prehled stresovych faktorii a déjii navazujicich po aktivaci p53; fialové (vlevo) jsou
znazornény stresové signdly, které aktivuji p53 prostrednictvim poSkozeni DNA; Prevzato a upraveno

z [31]
2.1.4.1 Zastava bunécného cyklu

Dle koncentrace proteinu p53 v burice lze rozliSit, jak bude p53 postupovat v piipade
poskozeni bunky. Pfi mirné zvySené hladin€ p53 dojde k zastavé bunécného cyklu, vyssi
hladina zptsobi indukci apoptdzy. V bunécném cyklu se protein p53 ucastni obou kontrolnich
bodu, které se nachazi na konci G1 faze a G2 faze. Prvniho kontrolniho bodu se v normalni
burice ucastni cyklu Rb protein, ov§em v poskozené burice se aktivuje p53, ktery se vaze na
promotor genu p21] a spusti expresi proteinu. Protein p21 ma inhibi¢ni schopnosti a zptsobi
zastavu cyklu. Inhibuje cyklin-dependentni kindzy (cdk2, cdk3, cdk4 a cdk6), coz brani
prechodu z G1 faze do S faze. V druhém kontrolnim bodé p53 inhibuje cdk2 a potlacuje expresi
cyklinu B1, na ktery se cdk2 vaze. Takto je znemoznén vstup z G2 faze do M faze.
Pozastavenim cyklu je ponechan burice ¢as k reparaci DNA [1, 30, 32].

2.1.4.2 Indukce apoptozy

Pokud je poskozeni DNA rozsahlé, je proteinem p53 indukovana exprese proteinu
podilejicich se na apoptoze. V zavislosti na poSkozeni, které k apoptéoze vede, dochazi
k aktivaci jinych proapoptickych gent z rodiny Bcl-2, jako jsou napfiklad Bax (z angl.: Bcl-2
associated X protein), Puma (z angl.: p53 upregulated modulator of apoptosis) ¢i Noxa
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(z latinského vyrazu pro skodlivou latku), a samotny proces apoptdzy je proveden za ucasti
enzymu kaspaz. Napfiklad protein Bax je antagonistou represoru apoptdzy, proteinu Bcl-2,
a zaroven ovliviiuje permeabilizaci vnéj§i mitochondrialni membrany, coz vede k uvolnéni
cytochromu C a dalSich proapoptickych faktora [33, 34].

2.1.5 Regulace p53

Za normalnich fyziologickych podminek je hladina p53 v buiice nizkd a vzhledem k
jeho dulezité funkci je potieba i jeho dikladna regulace. Na ni se podili protein MDM2, ktery
za normalnich podminek tvofi s proteinem p53 zpétnovazebnou regulacni smycku a zajistuje
degradaci proteinu. Pfi plsobeni stresu se o aktivaci a stabilizaci proteinu p53 staraji
posttranslaéni modifikace (fosforylace, acetylace, metylace, sumoylace aj.). OdliSné druhy
i rozdilné miry stresovych faktor ovliviiuji aktivaci p53 odlisné a muaze tak dochazet
k riznorodym posttranslacnim modifikacim [35, 36].

2.1.5.1 Zpétnovazebna smycka s MDM?2

Autoregulacni smycka mezi MDM2 a proteinem p53 je za fyziologickych podminek hlavni
regula¢ni mechanismus hladiny p53 v burice. Nadmérné, neregulované mnozstvi p53 by na
buiiku mohlo mit negativni vliv.

Exprese proteinu MDM?2 je indukovana zvySenou koncentraci proteinu p53 a p53 je
degradovan za ucasti MDM2, coz déale vede k snizené aktivaci transkripce MDM2. MDM2
se vaze na N-koncovou transaktivacni doménu p53, ¢imz blokuje jeho transkripéni aktivitu.
Také pusobi jako ubikvitin-ligaza, ubikvitinuje protein p53, ¢imz ho oznaci k degradaci a p53
nasledné putuje do cytoplasmy, kde je proteazomem 26S degradovan [25, 37, 38]. Dalsim
proteinem, ktery se ucastni regulace koncentrace proteinu p53, je naptiklad MDM4 (také
MDMX), ktery je strukturnim homologem MDM2, postrada vSak doménu s ubikvitin-
ligazovou aktivitou, neoznacuje ho tedy k degradaci, ale brani transaktivacni funkci proteinu
pS3. K inaktivaci proteinu p53 dochazi 1 jadernou exkluzi ¢i mutaci [38, 39].

2.1.5.2 Posttranslacni modifikace

Kli¢ovou roli v burikach vystavenych stresu hraji posttranslacni modifikace. Polocas
rozpadu proteinu p53 je 20-30 minut, ovS§em posttranslacni modifikace ho mizou zvysit az na
nékolik hodin. Stresové signaly zplisobi narist posttranslacnich modifikaci, coz vede k aktivaci
proteinu p53. Modifikace také umoziuji vazbu proteinu na DNA. Prodlouzenim polo¢asu
rozpadu dojde k zvySeni koncentrace p53 v burice a ten poté muze aktivovat transkripci
cilovych gent pro adekvatni odpoveéd’ na stres buriky.

Pozitivni regulace proteinu pS53 je pfi bunééném poskozeni zaji§téna naptiklad protein-
kinazami ATM a ATR. Stresové podminky vyvolaji okamzitou aktivacit ATM 1 ATR a tyto
kinazy jsou zodpoveédné za fosforylaci proteinu p53, tedy jeho aktivaci. Nejvyznamnéjsi jsou
fosforylace serinu, a to Ser!®, Ser® a Ser’’ [35, 40]. Tyto modifikace totiz reguluji tvorbu
komplexu p53 — MDM2, a zabraiuji tak degradaci p53. Fosforylace Ser!® také brani tvorbé
komplexu p53 s replikacnim proteinem RPA. V piipadé tvorby komplexu by p53 nebyl
schopen vazby k DNA a neplnil by tak svou funkci. Kinaza ATM je schopna fosforylovat
i Serin proteinu MDM2 (Ser **°), coz brani ptechodu komplexu p53 — MDM2 z jidra do
cytoplazmy, a tedy zabranuje degradaci v proteazomu [41, 42].

Mistem posttranslacnich modifikaci jsou hlavné N-koncova a C-koncova doména, ov§em
v poslednich letech bylo objeveno, ze i1 na centralni DNA-vazebné doméné dochazi
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k fosforylaci. Tato fosforylace Ser’® vedla k zméné konformace proteinu p53 a znemoznéni

sekvencné-specifické vazby k DNA, a tedy k jeho inaktivaci [43]. Dal§im dilezitym typem
posttranslacni modifikace je acetylace. Acetylace je vyznamna kvuli stabilizaci proteinu p53,
ovliviiuje jeho strukturu i funkci. Na C-koncové doméné je protein pS3 acetylovan proteinem
p300 v regulaéni oblasti (363—-393), a to zejména v mistech Lys®’ a Lys*?, coz vede k zméng
prostorové konformace a zvyseni miry sekvencné specifické vazby k DNA [44].

2.1.6 Interakce proteinu p53 s DNA

Jak bylo zminéno vySe, protein pS3 se vaze na DNA v tetramerni formé a tato vazba je
zakladem transkrip¢ni aktivity p53, je tedy velmi dalezita pro spravnou funkci p53. Vazba p53
na DNA je dvojiho druhu, a to sekvencné specificka a sekvencné nespecificka. Za sekvencné
specifickou odpovida oblast DNA-vazebné domény, sekvencné nespecificka je
zprosttedkovana C-koncovou doménou [45].

2.1.6.1 Sekvencné specifickd vazba

Centralni DNA-vazebna doména je klicovym vazebnym mistem proteinu p53. Rozpoznava
na DNA tzv. konsenzni sekvenci p53CON. Oblasti obsahujici tyto sekvence se oznacuji jako
RE (,,Responsive Elements). Konsenzni sekvence ma podobu dvou opakujicich se motivi
dlouhych deset bazi: 5'—PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3’, pficemz jedinymi ustalenymi
bazemi v motivu jsou C a G a dva motivy mohou byt oddéleny mezernikem 0-13 bp [46].
Nektera vazebna mista maji misto dvou opakovani 1 vice kopii motivu, napiiklad tfi az Ctyfi.
Kazda z polovin konsensni sekvence poté ve vazbé interaguje s dvéma monomery proteinu p53.
Jak bylo zminéno vySe, C-koncova doména, ktera podléha posttranslacnim modifikacim,
ovliviiuje konformaci proteinu a tedy i sekvencné-specifickou vazbu. Pocet bazi, ktery oddéluje
jednotlivé kopie motivu p5S3CON je také dulezity, prokazalo se, Ze u nejsiln€jSich vazebnych
mist oddé€luje sekvence pouze 0—1 bp [45, 47, 48].

2.1.6.2 Sekvencné nespecificka vazba

Dal§im faktorem ovliviiyjicim vazbu p53 na DNA je jeji struktura. Oproti specifické
konsenzni sekvenci p5S3CON jsou zde dilezité zejména urcité typy struktury rozpoznavané
C-koncovou doménou proteinu p53, jako jsou kvadruplexy, triplexy ¢i jednofetézcové zlomy.
Protein p53 se preferenné vaze k superhelikalni DNA, a to i s vyssi afinitou nez k linearni
DNA. U p53CON s inverzni repetici, kde mohou vznikat kiizové struktury, se pS3 také vaze
prednostné. Bylo také zjisténo, ze na strukturu vlasenky se smyckou se p53 vaze 1épe nez na
strukturu B-DNA [49-53].
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2.2 Izoformy proteinu p53

Kratce po objevu proteinu p53 bylo zjisténo, ze protein p53 neni v burice jedinou
exprimovanou formou tohoto proteinu. Je v§ak jedinou formou, ktera se vyskytuje ve vSech
lidskych tkanich. V souvislosti s typem tkané se s ni maze exprimovat az 11 dalSich izoforem.
Existence izoforem proteinu pS3 byla popsana jiz v osmdesatych letech minulého stoleti, a to
objevem izoformy mysiho proteinu p53 s alternativni C-koncovou doménou v roce 1985 [54].

Hlavni poznatky o dulezitosti téchto izoforem jsou vSak ziskavany az v poslednich 15 letech,
kdy jsou izoformy pfedmétem mnoha studii. Objev téchto izoforem totiz ptinesl dalsi otazky
o rozmanitosti regulace samotného proteinu p53 a o konkrétnim vlivu izoforem na aktivitu p53.
Vzristajici zajem o izoformy p53 je zpusoben hlavné novymi a dulezitymi informacemi
o izoformach proteini p63 a p73, které byly studovany diive nez izoformy proteinu p53 [2].
Spolecné s dal§imi proteiny z rodiny p53, proteinem p63 a p73 je alternativnim sestithem
¢i alternativnim pocatkem translace produkovano vice nez 40 izoforem. Nékteré z izoforem
se chovaji jako nadorovy supresor, podobné jako p53, ale jiné mohou mit funkci opa¢nou. Dle
poslednich vyzkumu se vSak zda, ze v zavislosti na typu tkané, ve které se izoformy exprimuyji,
je vétsina izoforem schopna vykonavat obé funkce. Posledni poznatky napovidaji, ze bunééna
odpoveéd’ zprostredkovana proteinem p53 je ve skuteCnosti souhrn vlastnich interakci
koexprimovanych izoforem a Zze nevyvazena exprese jednotlivych izoforem miize vést
k pred¢asnému starnuti, neurodegenerativnim onemocnénim a rakoviné [5, 8].

2.2.1 Stavba genu TP53 a exprese izoforem proteinu p53

Koexprese izoforem je zpusobena kombinaci vyuziti alternativniho promotoru,
alternativniho sestfihu a alternativniho pocatku translace. U genu TP53 jsou znamé dva

a ATG160) a muze dojit ke tfem typum alternativniho sestiihu (a, B, y). Schéma struktury genu
TP53 se znazornénim vyse uvedeného je na obrazku 4 [55].

P2 (A133p53; A160p53)

P1 (p53; A40p53)

ATG1
Eb—h i2 B i;_, 10 }— 11 -

v
A40p53 By

Obrazek 4: Struktura lidského genu TP53; gen TP53 se sklada z 11 exonii a koduje 12 rozdilnych

izoforem diky alternativnim promotoriim ([), alternativnimu sestiihu (N) a alternativni iniciaci
translace (|ATG) [55]

Alternativni sestiih intronu 9 dava vzniknout tfem typim C-koncové domény: a,  a v.
C-koncova varianta o, vznikajici kompletnim sestfihem intronu 9, predstavuje klasické
strukturni usporadani proteinu p53 obsahujici oligomeriza¢ni doménu. Varianty 3 a y vznikaji
Castenym sestiithem intronu 9 (exon 9b — B, exon 9g — vy) a oligomeriza¢ni doménu
postradaji. Prvnich sedm aminokyselin oligomeriza¢ni domény maji varianty o, B 1 v
spoleCnych, u B izoforem obsahuje C-koncovd doména deset novych aminokyselin,
u v izoforem je zde patnact odliSnych aminokyselin. Mechanismus regulace alternativniho
sestiihu intronu 9 zlstava stale Casteéné€ nezodpovézeny. Alternativnim promotorem a iniciaci
translace vznikaji izoformy, kterym chybi Cast ¢i cela transaktivaéni oblast v N-koncové
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doméng, tzv. AN izoformy. Pfi pocatku transkripce od prvniho promotoru a s plnym sestiithem
intronu 9 vznika protein p53fl (p53 plné délky), v kontextu izoforem Casto nazyvany p53a
¢i TApS3a. Intron 2 podl€ha takeé alternativnimu sestfihu. V piipadé sestiihu mRNA (intronu 2)
transkribované od promotoru P1 muaze dojit k iniciaci translace jak od ATG1, tak od ATG40,
a tedy k expresi izoforem TApS3 i A40p53. V piipadé uchovani intronu 2 dochazi k expresi
pouze A40p53 izoforem [2, 6].

Pti pocatku transkripce od promotoru P2 v intronu 4 vznikaji tfi rizné mRNA s iniciaci
translace bud’ na ATG133 nebo ATG160, exprimujici izoformy A133p53 a A160p53, kterym
chybi cela transaktivatni doména a doména bohatd na prolin, u A160p53 chybi 1 Cast
DNA-vazebné domény. Kombinaci zmén na N-koncové doméne a alternativniho sestiihu
C-koncové domény miize vznikat tedy z 9 riznych mRNA celkem 12 izoforem p53. Piehled
izoforem je uveden na obrazku 5 [5, 6].

ATGq TAD1 TAD2 PXXP DBD NLS OD  Neg MW
p53a (p53) IR | [ ] s3kD
ATGA40
A40p530 [ T [ ] [ ] 47w
A133p53a ATG133| | | | ] 35 kD
A160p53a ATG160| | | [ ] 31kD
p53p _ DQTSFQKENC 47 kD
A40p53B _ DQTSFQKENC 42 kD
A133p53B | DQTSFQKENC 29 kD

MLLDLRWCYFLINSS 48 kD
MLLDLRWCYFLINSS 42 kD
MLLDLRWCYFLINSS 29 kD
MLLDLRWCYFLINSS 26 kD

s
A40p53y [ B
A133p53y |
A160p53y |

| |
| |
| |
A160p53p | | | DQTSFQKENC 26 kD
|
| |
| |
| |

Obrdzek 5: Prehled izoforem proteinu p53, jejich odlisnych struktur a molekulovych hmotnosti; TADI,
TAD?2: Transaktivacni doména 1 a 2; PXXP: Doména bohatd na prolin; DBD: DNA-vazebnd doména;
NLS: Sekvence pro transport proteinu do jadra, OD: Oligomerizacni doména; Neg: Regulacni doména;
MW: Molekulova hmotnost proteinu; [55]

2.2.2 Izoformy TApS3

Skupina izoforem TApS53 oznacuje izoformy, kterym jako jedinym nechybi transaktivacni
doména TAD I— p53a, pS3P a pS3y. Protein p53a je podrobné popsan v kapitole 2.1. Na rozdil
od p53a postradaji pS3p 1 p53y celou oligomerizacni i regulacni doménu. Oligomerizacni
doména je velmi dilezitou oblasti proteinu p53, protoze obsahuje misto ubikvitinace pro
ubikvitin-ligazy, jako je napiiklad MDM2. Oproti p53 bylo zjisténo, ze pS3P se preferencné
vaze na promotor Bax, coz zpusobi indukci apoptozy, naopak na MDM?2 se vaze jen slabé. Bez
pritomnosti bunééného stresu zvysuje pS3p také transkripcni aktivitu promotoru p21. Dale bylo
zji§téno, ze piitomnost pS3 a zaroven p53 indukuje senescenci a ze jsou tyto dva proteiny
spolu schopny tvofit komplex, p53p tedy reguluje tumor-supresorovou funkci proteinu p53
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modulaci jeho transkripcni aktivity. [zoforma p53p je lokalizovéana v jadre, v malém mnozstvi
také v cytoplazmé [56].

Protein p53y miize zvySovat transkripéni aktivitu promotoru Bax, ale na rozdil od p53p ji na
promotoru p2/ naopak snizuje. Lokalizace izoformy p53y je zejména v jadre, u nekterych
bunék 1 v cytoplazmé [55, 56].

2.2.3 Izoformy A40pS3

Izoformy skupiny A40p53, tedy A40p53a, A40p53p a A40p5S3y, postradaji prvnich 39 AMK,
tedy celou transaktivacni doménu TAD 1. Skupina také nese oznaceni p53/47 ¢i ANpS3. Bez
transaktivacni domény postradaji izoformy této skupiny schopnost vazby na MDM?2. Regulacni
mechanismus, ktery zajiStuje degradaci téchto izoforem v buiice namisto MDM2 vsak nebyl
dosud popsan. Bylo zjisténo, ze mnozstvi izoforem A40p53 se pii poskozeni DNA nezvysuje,
nepodili se tedy pravdépodobné na bunécné odpoveédi na stres. A40p53a. je také negativnim
regulatorem proteinu p53 — zeslabuje jeho transkrip¢ni aktivitu. Pfikladem ovlivnéni aktivity
proteinu p53 izoformou A40p5S3a je ubikvitinace. V piitomnosti izoformy A40p53a je snizena
schopnost polyubikvitinace proteinu p53, naopak je podpofena monoubikvitinace a export
z jadra. ZvySena hladina izoforem A40p53 je dle nékterych vyzkumu spojena s horsi prognozou
u vice typu nadort [57, 58].

2.24 Izoformy A133pS3

U izoforem této skupiny (A133p53a, A133p53B a A133p53y) je krom obou transaktivacnich
domén chybéjici 1 cast DNA-vazebné domény, celkem 132 AMK. Stejné, jako izoformy
skupiny A40p53 tedy postradaji schopnost vazby na MDM2. A133p53a je nejvice
prostudovanou izoformou a predpoklada se, ze hraje vyznamnou roli v tvorbé nadora. Po
pusobeni stresovych faktort je A133p53a transaktivovana za ucasti izoforem proteinu p53, p63
i p73. Bylo zjisténo, ze A133p53a reguluje genovou expresi pfimou interakci s pS3 — izoforma
je schopna tvortit komplex s p53. Navic bylo v§ak pozorovano, zZe 1 nezavisle na samotném p53
je A133p53a schopna sama regulovat genovou expresi. A133p53a tak muze zabrafiovat
senescenci zprostiedkované proteinem p53, zastavé bunécného cyklu v G1 fazi, nebo apoptdze.
Izoforma podporuje migraci bunék endotelu, ma vliv i na formovani krevnich cév a formovani
metastaz regulaci exprese angiogennich gent, a to nezavisle na p53. A133p53a je lokalizovana
v jadfe a v malém mnozstvi i v cytoplazmé [56, 59, 60].

O izoformach A133p53p a A133p53y nejsou zatim znamy jejich ulohy v burtice pfi regulaci
p53. Jsou exprimovany i v zdravych tkanich a maji rozdilnou bunécnou lokalizaci, izoforma
A133p53y je lokalizovana v cytoplazmé [56].

2.2.5 Izoformy A160pS3

Izoformy skupiny A160p53 postradaji 159 pocatecnich AMK, coz znamena chybéjici TAD I
1 TAD II, a zaroven chybgjici ¢ast DNA-vazebné domény. Ze vSech izoforem byly objeveny
nejpozdéji, popsany byly az v roce 2010, proto jejich uloha v regulaci bunécné odpovéedi ¢i
v modulaci funkce proteinu p53 neni zfejma. Diky chybé&jicim doménam uvedenym vyse je
jasné, ze stejn€ jako izoformy skupiny A40p53 a A133p53 1 tato skupina postrada schopnost
vazby na MDM2. Déle bylo zjisténo, ze izoformy této skupiny se exprimuji 1 v butikach K562,
o kterych bylo doposud predpokladano, ze to jsou tzv. ,,pS3-null®, tedy bunécné linie s absenci
exprese genu TP53 [55, 61].
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2.2.6 Izoformy proteinu pS3 a nadorova onemocnéni

Z vyse uvedenych informaci plyne, ze izoformy proteinu p53 moduluji odpovéd’ buiiky na
stresové signaly bud’ neptimo, pokud reguluji transkrip¢ni aktivitu proteind rodiny p53, nebo
pfimo, a to vazbou na promotory gentl spojenych s apoptézou a zastavou bunééného cyklu.
Dusledkem toho bud’ podporuji, nebo potlacuji tumor-supresorovou aktivitu proteinu p53,
a zaroven je usuzovano, ze maji dalsi biologické funkce nezavislé na proteinu p53.

V poslednich letech vyzkumu izoforem proteinu p53 se prokazalo, ze jsou nadmérné
produkovany v ruznych nadorovych tkanich. Z hlediska spojitosti s rakovinou jsou krom p53a
vyznamné piedevsim izoformy pS3B, pS53y, A40pS53a a A133p530. Zejména se jedna
o melanom (A40p53), rakovinu ledvin ¢i konecniku (A133p53), rakovinu prsu, hlavy, krku
a plic. Exprese p53p byla pozorovana ve zvySené mife v nadorech prsu a jeji pfitomnost ma za
nasledek mensi velikost t€chto nadorta. Ukazalo se také, ze p5S3f pusobi protektivné u pacientd
s mutantni formou p53, stejné, jako p53a. U izoformy p53y bylo zji§téno, ze u nadort prsu vede
k lepsi prognoze pacientll s mutaci 7P53, srovnatelnou s progndzou u pacientli s nemutovanym
WT TP53. Pacienti s mutaci TP53 a bez exprese izoformy p53y méli prognoézu horsi. Izoformy
proteinu p53 jsou tedy pifimo =zapojeny v reakci bunék pacienti na nadorovou
transformaci [5, 6].

Bylo prokazano, ze nadmérna exprese izoforem v nadorech prsu muze vést ke kompletni
ztraté funkce proteinu p53 jako nadorového supresoru. Na druhou stranu obvykle nejsou
vSechny izoformy v tkani exprimovany najednou a zadnou z izoforem nelze pfimo definovat
jako nadorovy supresor ¢i naopak onkogen, jelikoz jejich funkce jsou spojeny s jinymi
izoformami a exprese vzdy zalezi na kontextu bunky. Nekteré izoformy jsou tésné spjaty
s expresi jinych izoforem, dalsi dvojice naopak nikdy nejsou koexprimovany zaroven v jedné
bunice. Navic je exprese tkanioveé specificka, tedy pocet kombinaci koexprese je omezen.
Rozlusténi kombinaci, které vysvétluji kde a za jakych okolnosti dochézi k expresi urcitych
izoforem by vedlo k presnéjsi predikci odpovedi buiiky na stresovy signal [5].

Diky vyuziti inhibitort faktort alternativniho sestfihu, inhibitora autofagie ¢i pouziti siRNA
(,,small interfering RNA*) bylo mozno vyvolat rozdilnou bunécnou odpovéd’ na stejny stresovy
signal. Molekuly siRNA jsou kratké sekvence dvouretézcové RNA, které jsou v burice schopny
ovlivnit expresi proteintl (jev se nazyva RNA interference). Ptiklad rozdilné bunécné odpoveédi
na stejné poskozeni je uveden na obrazku 6, kdy byly pouzity siRNA specificky navrzené pro
urcité izoformy. siRNA siSplice byla pouzita pro potlaeni exprese izoforem pS3[, p53y
a A133p53pB. Potlaceni exprese téchto izoforem vedlo k bunécné smrti. Naopak potlaceni
exprese skupiny A133p53 za pomoci siRNA si133 vedlo pouze k senescenci [5, 62].
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Obrdzek 6: Po poskozeni buniky a po modulaci exprese izoforem proteinu p53 pomoci molekul siRNA
dochazi k potlaceni exprese nékterych izoforem a k rozdilné bunécné odpovédi; Prevzato a upraveno

z [5]

Tyto poznatky mohou vést k budouci mozné modulaci sestfihu proteinu p53 a k dalSimu
vyuziti v 1écbé rakoviny zalozené na p53 terapii. Aktualné je p53 terapie zalozena praveé
na modulaci alternativniho sestfihu, na nadmérné aktivaci pS3wt ¢i na modulaci funkce
mutantni formy p53 tak, aby vykazovala chovani jako p53wt. Tohoto je dosazeno napftiklad
aplikaci latky PRIMA-1 (z angl.: Proline-rich membrane anchor 1), ktera je schopna zménit
konformaci mutovaného proteinu p53 do aktivni formy [2, 6, 63].
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2.3 Gateway klonovani

Gateway klonovani patfi mezi komercni rekombinacni metody klonovani podobné, jako
diive pouzivané systémy Creator nebo Echo Cloning. Gateway systém byl vyvinut firmou
Invitrogen na konci devadesatych let [64]. Oproti béznému klonovani piinesl rovnou nékolik
vyhod, a to zeyména rychlost, vysokou efektivitu ¢i moznost klonovat vice sekvenci do jednoho
vektoru v jedné reakci se zachovanim orientace i1 Cteciho ramce. Velkou vyhodou je také
jednoduchost v pfipadé€ preklonovani urcité sekvence do riznych typt expresnich systému, a to
bez nutnosti restrikéniho §té€peni a nasledné ligace. Na druhou stranu je to metoda finan¢né
nakladnéjsi, s nutnym pouzitim jak komerénich vektora, tak komer¢nich enzymatickych mixa
obsahujicich enzymy integrazu (Inf) ¢i excisiondzu (Xis) [65].

Principem metody je dvoukrokova rekombinace vektortu ve specifickych, tzv. ast mistech.
Pavodné je cela technologie odvozena od mistné specifické rekombinace bakteriofaga A, jehoz
enzymaticky aparat umoziuje zaclenéni své DNA do genomu bakterie a prepinani mezi
lyzogennim a lytickym cyklem [66].

2.3.1 Rekombinace bakteriofaga A

Pti infekci buriky bakteriofagem A dojde v lyzogennim cyklu k integraci DNA bakteriofaga
do genomu hostitelské bakterie. Dé&je se tak pomoci enzymu integrazy (Int), ktera je kodovana
fagovou DNA a procesu se ucastni také integracni faktor hostitele (IHF). Fagova DNA se
v burice dale replikuje s kazdym délenim buriky jako tzv. profag. Ptipadné poskozeni
hostitelské bunky (napt. UV zafenim) je bakteriofagem rozpoznano a dochazi k excizi
(vystépeni) fagové DNA mimo genom bakterie a k pfechodu bakteriofaga na lyticky cyklus.
Integrace a excize bakteriofaga A je znazornéna na obrazku 7, spolecné se specifickymi att
rekombinacnimi misty [66, 67].

Bakteriofag A

attP

X

V/a = g genom E.coli

attB
Excize
Integrace
attl Bakteriofdg A attR

Obrdzek 7: Integrace a excize bakteriofdga ). Rekombinaci attP a attB mist vzniknou attL a attR mista;
Prevzato a upraveno z: [68]

Art oblasti (Obrazek 8) obsahuji specifickd vazebna mista pro enzymy katalyzujici
rekombinacni reakce. U bakterie je to a#fB misto, u bakteriofaga A je to misto atfP, obé
pojmenované dle anglického nazvu nositele sekvence. Délka sekvence arfB mista je 25 bp
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a délka sekvence arfP mista je 243 bp. Na rozdil od sekvenci restrik¢nich enzymt nejsou
sekvence att mist palindromatické, coz pfi pouziti v klonovani zajistuje spravnou orientaci [69].

V integracni reakci spolu vzdy reaguji a#B a attP mista za uCasti integrazy (Int)
a integrac¢niho faktoru hostitelské bakterie (IHF). Integracni faktor je neenzymaticky protein,
ktery se vaze na DNA a napomaha tvorbé komplexu enzym — DNA. Samotna rekombinace
probiha pouze v homolognich usecich dlouhych 15 bp v obou zucastnénych art mistech. Okolni
sekvence jsou vSak dulezité jako cilové sekvence pro rekombina¢ni enzym. Rekombinaci attB
a attP mist vznikaji atfL a atfR mista, pojmenovana podle levé a pravé strany ptivodni sekvence
(left a right) - po rekombinaci obsahuje attl. misto levou ¢ast puvodni integrované artP
sekvence, atfR misto obsahuje pravou ¢ast sekvence arfP. Mista arfLL a attR se rekombinuji
v zpétné reakci, a to v piipade excize fagové DNA z genomu bakterie, za opétovného vytvoreni
attB a attP mist [67, 70].

attB ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
TGTTCAAACATGTTTTTTCGTCCGA

attp N7sCCAACTTTGTACAAAAAAGCTGAACN,
N;sGGTTGAAACATGTTTTTTCGACTTGN, o

N, .CCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

attl | G GTTGAAACATGTTTTTTCGTCCGA

attR ACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACN 100
TGTTCAAACATGTTTTTTCGACTTGN 100

Obrdzek 8: att mista se zndzornénim centrdalni homologni sekvence dlouhé 15 bp [71]

Rychlost limitujicim krokem rekombinace je prvni krok, tedy tvorba komplexu
enzym — DNA. Nejdfive se na kazdou stranu centralni homologni sekvence att mista vazi
monomery enzymu, které nasledné utvoii dimer vzdy s monomerem na jiném att misté. Oba
dimery maji rozdilné prostorové konformace, coz umozni tvorbu komplexu spole¢né s dvéma
DNA vlékny v jeho tésné blizkosti. V druhém kroku probéhne vazba na DNA. Serinovy zbytek
v aktivnim misté kazdého monomeru atakuje fosfatovou kostru v mistech centralni homologni
oblasti. Integraza timto nastépi homologni useky asymetricky, ¢imz vytvori lepivé konce,
podobné jako restrik¢éni enzym, a zaroven vytvori kovalentni vazbu mezi proteinem a DNA.
Zmeéna prostorové konformace umozni vymeénu vlaken a ve tfetim, poslednim kroku reakce,
dojde k ligaci vymeénénych vlaken DNA. Schéma rekombinacni reakce je wvidét
na obrazku 9 [71].

1. krok 2. krok 3. krok
attP

0 rotace
—)
ligace
att

Obrdzek 9: Rekombinacni reakce mezi attB a attP misty za ucasti enzymu Integrazy a IHF [71]

Stépeni
—

att8 attR
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2.3.2 Proces Gateway klonovani

Vyse zminéna art mista jsou v modifikovaném provedeni, s mirné¢ zménénou sekvenci,
pfitomnai v jednotlivych komponentech Gateway klonovani. Modifikace oblasti ptivodnich art
mist bakteriofaga A spoCivaly zejména v eliminaci STOP kodont ¢i v eliminaci moZznosti
tvorby sekundarnich struktur, modifikace v sekvenci probéhly také z divodu zvySeni specifity,
zajisténi Cteciho ramce a zajisténi spravné orientace vkladané sekvence [70].

Proces rekombinace mezi modifikovanymi aft misty zistava stejny, jako u bakteriofaga A.
Rozdilem je pocet art mist, kdy jsou v kazdém z komponent klonovani obsazena minimalné
dvé attB, respektive atfP mista, a vznikaji minimalné dvé atrL, respektive affR mista. Dvé att
mista ohranicuji klonovanou sekvenci a v pouzivaném komercénim vektoru ohranicuji dalsi dveé
att mista sekvenci dulezitou pro pozd¢jsi selekci. Samotny proces klonovani ma dva kroky —
BP reakci a LR reakci, kdy kazda z reakci muze trvat jen 1 hodinu, coz i s pfipravnymi
a procistovacimi kroky ¢ini Gateway klonovani Casové velmi efektivnim oproti klasickému
klonovani [68].

V BP reakci se rekombinuje nami pripravena sekvence, ktera je ohraniCena a#/B misty,
s komerénim donorovym vektorem obsahujicim atfP mista. Takto vznikne tzv. entry klon,
obsahujici atfLL mista, ktery se v LR reakci rekombinuje s komerénim destinacnim vektorem
obsahujicim atfR mista. Tim vznikne finalni produkt, expresni klon. Podrobnéji jsou jednotlivé
reakce Gateway klonovani popsany a znazornény nize, v kapitolach 2.3.2.3 a 2.3.2.4. Za
urcitych podminek a pii vysoké Cistoté komponent l1ze postup modifikovat a obé reakce spojit
do jednoho kroku v jedné zkumavce, tzv. ,,One-Tube* metodou [70].

Jednou z mnoha vyhod Gateway klonovani je praveé unikatni systém modifikovanych art
mist, ktery neni omezen na dvé. Umoziiuje jednoduse klonovat i vice riznych sekvenci do
jednoho vektoru najednou, pokud jsou sekvence na svych okrajich opatfeny dostate¢né
odlisnymi, ale prekryvajicimi se atf misty. Diky specificky navrzenym atf mistim se jednotlivé
sekvence sefadi do vektoru, to vSe se zachovanim orientace i ¢teciho ramce. Tato metoda se
nazyva Multisite Gateway klonovani [65].

2.3.2.1 Selekce entry a expresnich klonii

Aby byla béhem Gateway klonovani umoznéna jednoznaéna selekce ziskanych klont, ma
vétSina komerCnich vektori nékolik specifik. Ve vSech dostupnych vektorech, tedy
v donorovych a destina¢nich, se mezi atfP, respektive attl. misty nachazi sekvence obsahujici
dvé hlavni ¢asti. Prvni ¢asti je gen pro rezistenci na chloramfenikol a druhou je gen pro produkci
toxinu ccdB. Obé Casti zajist'uji spolecné dvoji selekci vzniklych entry, respektive expresnich
klonu [70, 72].

Gen pro produkci toxinu ccdB hraje zasadni roli, protoze jeho produkt, protein toxicky pro
kmen E.coli, interaguje v bakterialni burice s enzymem DNA gyrazou, ktera ma na starosti
spravné vinuti a rozvolilovani DNA b&hem replikace. Toxin zpusobi zlomy ve vlakné DNA,
znemozni replikaci a zplisobi bunéfnou smrt. Vyuziti ccdB genu v Gateway klonovani
umoznilo selekci ziskanych konstruktd [73]. Vektory, které obsahuji gen kodujici ccdB toxin,
je nutno produkovat v buiikach na tento toxin rezistentni, napiiklad One Shot ccdB Survival 2
TIR E.Coli [72].
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2.3.2.2 Priprava klonované sekvence

Pred zacatkem klonovani je nutno piipravit vkladanou sekvenci DNA tak, aby ji bylo mozno
rekombinaci vlozit do a#fP mist donorového vektoru. Fragment DNA, pochazejici z knihovny
cDNA ¢i pripraveny restrikénim §tépenim nebo polymerazovou fetézovou reakci (PCR), je
jednoduSe opatien atrfB misty vyhradné pomoci PCR se specifickymi adapterovymi
komer¢nimi primery. Velkou vyhodou Gateway systému je komercni dostupnost celé fady jiz
hotovych entry klond, bez nutnosti pfipravy vlastni sekvence. Komer¢ni entry klony obsahuji
fadu lidskych a mySich sekvenci, v soucasné dobé¢ je k dispozici okolo 16 000 lidskych a 2 500
mysich entry klond, které jsou po provedeni LR reakce velmi jednoduse pfipraveny k expresi
proteinu a dalsi analyze. Dostupnost hotovych entry klon doprovazi také komer¢ni dostupnost
komponent pro vytvoreni vlastnich donorovych a destinacnich vektort. Vyrobce umoziuje
prevést jakykoliv vektor na vektor pouzivany v gateway klonovani, a to vyuzitim pfipravené
komerc¢ni sekvence att mist (tzv. kazety) obsahujicich gen toxinu ccdB a gen rezistence
na chloramfenikol. K dispozici jsou kazety s riznym ¢tecim ramcem [69, 74].

2.3.2.3 BP reakce

Vyse zminéna rekombinace atfB a attP mist je v Gateway systému pojmenovana jako
BP reakce a je katalyzovana enzymatickym mixem BP Clonase, obsahujicim /nf a IHF. Schéma
BP reakce je uvedeno na obrazku 10. Pfipravena sekvence, opatfena a#/B misty, se rekombinuje
s donorovym vektorem obsahujicim a#/P mista. Z donorového vektoru se v reakci jako vedlejsi
produkt vy§tépi gen pro produkci toxinu ccdB (viz kapitola 2.3.2.1) spole¢né s genem pro
rezistenci na chloramfenikol. Hlavnim produktem je entry klon, obsahujici klonovanou
sekvenci ohranicenou noveé vzniklymi a#fL. misty [70].

Samotny donorovy vektor obsahuje gen pro rezistenci na kanamycin. Navic je mezi att misty
krom sekvence pro ccdB toxin umistén také gen pro rezistenci na chloramfenikol, kterou
vznikly entry klon postrada. Entry klonu je tedy ponechéana rezistence pouze na kanamycin,
proto je navazujici selekce transformanti, ktefi obsahuji spravny vektor, jednoznacna.

BP reakce
atr1 attR2
attP1 attP2
- vediejsi produlkt
aitB1 attB2 BP Clonase P
e 0 4 donorovy vektor — ot T a2
Entry kdon

Obrdzek 10: Schéma BP reakce; Prevzato a upraveno z: [68]

2.3.2.4 LR reakce

LR reakce je rekombinacni reakce affl. a atfR mist, katalyzovana v Gateway systému
enzymatickym mixem LR Clonase, obsahujicim Int, IHF a Xis. Entry klon, ziskany v BP reakci,
je dale pouzit v LR reakci spolecné s destinatnim vektorem za vzniku expresniho klonu, ktery
opét obsahuje a#/B mista. Schéma LR reakce je uvedeno na obrazku 11. Expresni klon je po
sekvenaci hotovym vektorem, obsahujicim krom zadané sekvence i dalsi volitelné oblasti
v zavislosti na pouzitém destinacnim vektoru [75].
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altet atiP2

LR reakce
atiL 1 atfL2 attR1 altR2 toxicky vedlejsi produkt
LR Clonase
Entry klon destinaéni vektor —

Obrdzek 11: Schéma LR reakce; Prevzato a upraveno z: [68]

Volba destinacniho vektoru zalezi na typu expresniho systému ¢i typu navazujiciho postupu.
K dispozici je cela fada komercnich destinacnich vektord, pouzitelnych krom bakterialnich
systému i v riznych savcich, kvasinkovych nebo hmyzich systémech, s odlisSnymi typy znacCeni,
odlisnymi promotory ¢i s rezistenci na riizna antibiotika.

Podobng, jako u BP reakce je i po LR reakci dilezita pozdéjsi selekce transformantd se
spravné naklonovanou sekvenci v plazmidu. Gen koédujici toxin ccdB a gen pro rezistenci
na chloramfenikol jsou v destinacnim vektoru umistény stejné, jako v donorovém vektoru,
rozdilem je vSak gen pro rezistenci na ampicilin (donorovy vektor obsahuje gen pro rezistenci
na kanamycin), ktery ve vektoru ziistava i po rekombinaci na expresni klon. Vznikajici vedlejsi
produkt (zbytek entry klonu) ziska gen pro produkci toxinu ccdB i gen pro rezistenci na
chloramfenikol. Bunky, které tento vedlejsi produkt ziskaji pfi pozd€jsi transformaci,
umiraji [65, 75].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Cil prace

24

Cilem experimentalni Casti této diplomové prace bylo:

ptiprava sekvenci kodujicich 12 izoforem proteinu p53, a to pomoci Polymerazové
fetézové reakce

Gateway klonovani — v BP reakci pfiprava entry klona pro kazdou z izoforem proteinu
p53, v LR reakci pfipravu expresnich klont pro produkci proteint

ovéreni spravnosti jednotlivych klont sekvenovanim

afinitni izolace proteinti — izoforem proteinu p53 a detekce téchto izoforem pomoci
SDS-PAGE a Westernového prenosu



3.2 Seznam pouzitych materialu

3.21

3.2.2

Enzymy

Gateway BP Clonase II Enzyme Mix; Thermo Fischer Scientific

Gateway LR Clonase II Enzyme Mix; Thermo Fischer Scientific

Herculase II Fusion DNA Polymerase + 5x Herculase II Reaction Buffer; Agilent
Technologies

Proteinase K (2 pg/ul); Thermo Fischer Scientific

Primery

Genové specificky forward primer TEV-p53(CDS-1)-F (100 mM):

5'-GGC TCT GAG AAC CTG TAC TTC CAG AGC ATG GAG GAG CCG CAGTCA
GAT C-3'

Genove specificky forward primer TEV-p53(CDS-40)-F (100 mM):

5'-GGC TCT GAG AAC CTG TAC TTC CAG AGC ATG GAT GAT TTG ATG CTG
CT-3'

Genove specificky forward primer TEV-p53(CDS-133)-F (100 mM):

5'-GGC TCT GAG AAC CTG TAC TTC CAG AGC ATG TTT TGC CAA CTG GCC
AA-3

Genove specificky forward primer TEV-p53(CDS-160)-F (100 mM):

5'-GGC TCT GAG AAC CTG TAC TTC CAG AGC ATG GCC ATC TAC AAG CAG
TC-3'

Genove specificky reverse primer p53(CDS-a.)-STOP-GW-R (100 mM):

5'-GTA CAA GAA AGC TGG GTT TTC AGT CTG AGT CAG GCC CTT-3'
Genove specificky reverse primer p53(CDS-$)-STOP-GW-R (100 mM):

5'-GTA CAA GAA AGC TGG GTT TTT AAC AAT TTT CTT TTT GAA AGC
TGG TCT GGT CCT GAA GGG TGA AAT ATT CTC-3'

Genove specificky reverse primer p53(CDS-y)-STOP-GW-R (100 mM):

5'-GTA CAA GAA AGC TGG GTT TTT ACG AGT TTA TCA GGA AGT AAC
ACC ATC GTA AGT CAA GTA GCA TCT GAA GGG TGA AAT ATT CTC-3'

attB1-TEV-F forward primer (100 mM)
attB2-R reverse primer (100 mM)

M13 -20 forward primer (100 mM)
M13 reverse primer (100 mM)

T7 forward primer (100 mM)

T7 reverse primer (100 mM)
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3.2.3 Kompetentni buiky

o BL21 CodonPlus Competent cells, E. coli; Agilent Technologies
e One Shot Stbl3 Chemically Competent E. coli; Thermo Fischer Scientific
« One Shot ccdB Survival 2 T1® Competent Cells, E. coli; Thermo Fischer Scientific

3.2.4 Plazmidy

« pCMVp353wt — darovano MUDr. Petrem Miillerem, Ph.D., RECAMO MOU
o Gateway pDONR221 Vector; Thermo Fischer Scientific
o Gateway pDEST17 Vector; Thermo Fischer Scientific
o pENTR-gus positive control; Thermo Fischer Scientific

3.2.5 Ostatni material

« DNA Zebiitek 1 kb DNA Ladder; New England Biolabs

« DNA Zebiigek 100 bp DNA Ladder; New England Biolabs

«  Castice pro afinitni izolaci TALON Metal Affinity Resins; Clontech Laboratories

o« ECL Western Blot detection kit; GE Healthcare

e  Fluorescencni barvivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10,000x; Biotium

o Izolac¢ni kit NucleoSpin Plasmid NoLid; Macherey-Nagel

o Izola¢ni kit Isolate II Plasmid Mini Kit; Bioline

o Kolony Econo-Pac Chromatography Columns 10 ml; Bio-Rad

o Magnetické kulicky Sera-Mag SpeedBeads carboxylated protein A/G particles GE
Healthcare; Sigma-Aldrich

o Proteinovy zebficek Spectra Multicolor Broad Range Protein Marker 10-260 kDa;
Thermo Fischer Scientific

o Protilatka Anti-polyHistidine (mys$i), fedéni 1:3 000; Sigma-Aldrich

o Protilatka Anti-mouse IgG peroxidase (kozi); fedéni 1:10 000; Sigma-Aldrich

o  Purifikacni kit NucleoSpin Gel&PCR Clean-up; Macherey-Nagel

o  Purifikacni kit QIAQuick Gel Extraction kit (50); Quiagen

o  Smés nukleotidd dNTPs (100 mM; 25 mM jednotlivé dNTP); Agilent Technologies

o Tablety cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich

3.2.6 Chemikalie

o Agar; Oxoid

e Agaroza; Serva

o  Akrylamid; AppliChem

o  Ampicilin; BB Pharma

o APS; Sigma-Aldrich

« Betaine; Sigma-Aldrich

o Cinidlo Bradfordové; Serva

e Bromfenolova modf; Lachema
e  Chloramfenikol; Duchefa Biochemie
o CaCly; Sigma-Aldrich

« EDTA; Lachema

o Etanol; Penta
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Glycerol; Serva

Glycin, Serva

Glukoza; Sigma-Aldrich
Imidazol; Sigma-Aldrich

IPTG; Sigma-Aldrich
Kanamycin; Duchefa Biochemie
KCl; Sigma-Aldrich

KH>POu; Duchefa Biochemie
Kvasinkovy Extrakt, Duchefa Biochemie
Kyselina octova; Penta

Metanol; Penta

MgCly; Sigma-Aldrich

MgSO4 - 7TH20; Lach-Ner
Na;HPOy4; Lach-Ner

NaCl; Penta

Ponceau S; Sigma-Aldrich
Sacharoza; Serva

SDS; Serva

Susené mléko odtucnéné; Laktino
TEMED; Sigma-Aldrich

Tris; Duchefa Biochemie
Trypton; Duchefa Biochemie
Xylencyanolova violet’; Sigma-Aldrich
ZnSOg4; Sigma-Aldrich
-merkaptoetanol; Merck

Seznam pouzitych pristroju, aparatur a pomucek

Analytické vahy XS 105 Dual Range, Mettler Toledo
Autoklav Microjet Personal microwave autoclave; Enbio
Biologicky termostat BT-120M; Laboratorni pfistroje Praha
Centrifuga 5804R; Eppendorf

Centrifuga Avanti J-30 I; Beckman

Centrifuga Mini Spin plus; Eppendorf

Detekcni systém ILU-1, Herolab

Elektroforeticka aparatura Mini-Sub Cell GT; Bio-Rad
Elektroforeticka aparatura Mini Protean Tetra Cell System; Bio-Rad
ELISA reader Synergy H1 Hybrid Multi-mode Reader; BioTek
Chemiluminiscenéni systém LAS 3000; FUJIFILM (Western)
Inkubator Innova 44; New Brunswick Scientific

Mechanicky homogenizator Pellet mixer; VWR

Mikrovlnna trouba SMW 3717; Sencor

Michacka MSH-30A; WiseStir

Naklanédlo Multi RS-60; Biosan

Termocyklér PCR cycler PTC-200; MJ Research
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o  pH metr 213; Hanna Instruments

o  Sonikéator; Dynatech

o  Spektrofotometr NanoDrop 1000; Thermo Scientific
o  Spektrofotometr Specord 200 Plus; Analytik Jena

o Termoblok QBT2; Grant Instruments

o  Termoblok Thermomixer comfort 1,5 ml; Eppendorf
e Transiluminator UVT-28MP; Herolab

o Trtepacka Orbital shaker incubator ES-20; Biosan

o UV Water Purification Systém; Synergy

o Vahy TE 412; Sartorius

o Vortex Genie-2; Scientific Industries

o Vortex IKA 4 digital; IKA

e  Zdroj napéti PowerPac 300; Bio-Rad

e  Zdroj napéti PowerPac 1000; Bio-Rad

o  Zdroj napéti PowerPac Basic; Bio-Rad

3.3 Priprava roztoku, pufru, medii

o Akrylamid pro SDS-PAGE, 75 ml 40% akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid 19:1),
10%, 300 ml 112 ml IM Tris (pH 8.,8), 1,5 ml 20% dodecylsiranu
sodného (SDS) + 111,5 ml Milli-Q H20

e  Akrylamid pro SDS-PAGE, 12,5 ml 40% akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid
5%, 100 ml 19:1), 12,5ml 1M Tris (pH6,8), 0,5ml 20%
dodecylsiranu sodného (SDS) + 74,5 ml Milli-Q H20

e Barvici roztok Coomassie 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 50 % metanol,
Blue 10% kyselina octova; doplnéno Milli-Q H20

o Blokovaci roztok 1x PBS, 5 % suSené mléko odtu¢néné

o Blotovaci pufr, 10x, 11 30,3 g Tris, 145 g glycin + Milli-Q H2O; Pracovni

roztok byl pfipraven smichanim 1 dilu pufru, 1 dilu
metanolu a 8 dila Milli-Q H>O

o  Elu¢ni pufr 500 mM imidazol, 20 mM Tris (pH 8), 500 mM NacCl,
I mM B-merkaptoetanol, 5 % glycerol, doplnéno
Milli-Q H.O

e LB médium, 200 ml 2 g NaCl, 2 g Trypton, 1 g Kvasinkovy extrakt, pH 7,

doplnéno Milli-Q H20; pevné LB médium: + 2,8 g agar

e Lyzacni pufr, 11 5 mM imidazol, 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,1 %
Triton X-I 00, 1 mM B-merkaptoetanol, doplnéno
Milli-Q H20, pH 8

e NanasSeci pufr LB, 6x 40 % sacharoza, 0,2 % bromfenolova modi, 0,2 %
xylencyanolova violet', doplnéno Milli-Q H>O
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Nanaseci pufr CSB pro
SDS-PAGE, 5x

Odbarvovaci roztok Destain

PBS, 10x, 11

Promywvaci pufr, 11

Pufr pro SDS-PAGE, 10x, 11

SOC médium, 100 ml

TAE pufr, 50x, 11

TE pufr, 1x

Vazebny pufr, 11

0,25M Tris + 8% SDS + 40 % glycerol + 8 %
B-merkaptoetanol + 0,4% bromfenolovda modf,
doplnéno Milli-Q H20

40 % metanol, 10 % ledova kyselina octova, doplnéno
Milli-Q H20

80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na;HPO4, 2,4 g KH2POu,
doplnéno Milli-Q H20; Pracovni roztok byl pfipraven
smichanim 1 dilu pufru a 9 diltd Milli-Q H2O

10 mM imidazol, 20 mM Tris (pH 8), 500 mM NaCl,
I mM B-merkaptoetanol, 5 % glycerol, doplnéno
Milli-Q H.O
30,3 g Tris, 144,2 g glycin; 10g SDS, doplnéno
Milli-Q H.O

2 g Trypton, 0,5 g Kvasinkovy extrakt, 1 ml 1M NaCl,
25 ml IM KCI, 2 ml 1M glukoéza, 1ml IM MgClz, 1 ml
IM MgSOs, doplnéno Milli-Q H20

242 g Tris p.a., 18,6 g EDTA, 57,1 ml kyselina octova,
doplnéno Milli-Q H20

10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, doplnéno Milli-Q H>O,
pH 8

5 mM imidazol, 20 mM Tris (pH 8), 500 mM NacCl,
I mM B-merkaptoetanol, 5 % glycerol, doplnéno
Milli-Q H.O
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3.4 Metody
3.4.1 Priprava inzertu pro Gateway klonovani pomoci PCR

Pred samotnym Gateway klonovanim bylo pfipraveno celkem 12 inzerti pomoci dvou
navazujicich polymerazovych fetézovych reakci (PCR).

Prvni PCR byla provedena s genové specifickymi primery pro sekvence kodujici izoformy
proteinu p53, na jejichz okrajich byla napojena sekvence nukleotidi specifickych pro atf mista.
Ve druhé, adapterové PCR provedené s komer¢nimi a#B primery vznikly produkty ohranicené
dvéma a#B misty.

3.4.1.1 Prvni PCR

Jako forward a reverse primery pro prvni PCR byly pro jednotlivé izoformy pouzity
navrhnuté genoveé specifické primery, jejichz dvojice jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled pouZitych forward a reverse primerii v prvni PCR

Reakce Izoforma Forward primer Reverse primer
1 p530 p53(CDS-a)-STOP
2 p53p TEV-p53(CDS-1) p53(CDS-B)-STOP
3 p53y p53(CDS-y)-STOP
4 A40p53a. p53(CDS-a)-STOP
5 A40p53 TEV-p53(CDS-40) p53(CDS-B)-STOP
6 A40p53y p53(CDS-y)-STOP
7 A133p53a p53(CDS-a)-STOP
8 A133p53p | TEV-p53(CDS-133) p53(CDS-B)-STOP
9 A133p53y p53(CDS-y)-STOP
10 A160p530. p53(CDS-a)-STOP
11 A160p53p | TEV-p53(CDS-160) p53(CDS-B)-STOP
12 A160p53y p53(CDS-y)-STOP

U prvni PCR byla pro kazdou z izoforem pfipravena reakéni smeés o celkovém objemu 25 ul
dle tabulky 2. Primery byly z puvodni koncentrace 100 mM 10x nafedény na 10 mM.
Templatem byl plazmid pCMVp53wt, obsahujici plnou sekvenci p53wt, nafedény na
koncentraci 1 ng-pl’!. Pro zvyseni efektivity amplifikace byl do reakéni smési piidan Betaine,
ktery napomaha snadnéjsi denaturaci DNA pfi vy$s§im obsahu GC para v templatu.

Polymeraza byla do reakcni smési pipetovana jako posledni, az po nahtati zbytku reakéni
smesi v termocykléru na 95°C. Podminky jednotlivych fazi prvni PCR jsou uvedeny tabulce 3.
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Tabulka 2: Slozky reakcni smési v prvni PCR; celkovy objem 25 ul

Slozka prvni PCR Objem [pl]
Templat: plazmid pCMVp53wt [1 ng-ul™!] 0,5
Forward primer [10 mM] 0,5
Reverse primer [10 mM] 0,5
Pufr: Herculase, 5x 5
Smés dNTPs 2,5
Betaine [5 M] 2,5
H>0 — MilliQ, ultracista 13
Polymerdza: Herculase 11 Fusion 0,5

Tabulka 3: Podminky prvni PCR

Teplota [°C] Cas [s]
Pocatecni denaturace 95 30
Denaturace 95 15
Hybridizace 55 30 25 cykld
Elongace 72 60
Konecna teplota 12 -

3.4.1.2 Agarozova gelova elektroforéza

Produkty prvni PCR byly ovéfeny pomoci gelové elektroforézy na 1% agar6zovém gelu
oobjemu 150 ml. 1,5 g agardzy bylo rozpusténo v 150 ml 1x TAE pufru. Po rozvareni
a ochlazeni gelu bylo pfidano barvivo GelRed v pomeéru 1:50 000. Vzorky byly na gel nanaSeny
ve smesi s vodou o celkovém objemu 12 pl, a to 1 pul PCR smési a 9 pl vody, spolecné s 2 pl
nanaseciho LB pufru. Pro kontrolu velikosti PCR produktd byl pouzit 100 bp DNA Zebficek
s rozsahem 100 — 1 517 bp. Agardzova elektroforéza probihala pti 120 V po dobu 45 minut.

3.4.1.3 Precisténi PCR produktii po prvni PCR

Zbytky PCR smési byly po ovéfeni na agardézovém gelu precistény za pomoci magnetickych
castic. 20 ul PCR produktu bylo smichano s 20 pl Castic a smés byla ponechana 5 minut
pii laboratorni teploté. Nasledné byly zkumavky se smési vlozeny do magnetického stojanku.
Po uplynuti 10 minut a pfilnuti ¢astic s navdzanou DNA k sténé zkumavky byl opatrné
odpipetovan zbyly roztok. Castice ve zkumavkach byly naslednd mimo magneticky stojanek
dvakrat promyty 100 ul TE pufru a po oschnuti k nim bylo pfidano 50 ul elu¢niho EB pufru.
Zkumavky byly dobfe promichany a vlozeny opét do stojanku. Po usazeni ¢astic byly jednotlivé
roztoky obsahujici vyeluovanou DNA odpipetovany do novych zkumavek, byla jim
spektrofotometricky zmétena koncentrace pomoci pfistroje NanoDrop a byly pouzity jako
templaty pro druhou, adapterovou PCR.
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3.4.1.4 Druhd, adapterova PCR

V druhé PCR byly pouzity komercni, adapterové a#tB primery, nasedajici na
komplementarni sekvence v primerech pouzitych v prvni PCR. Jejich koncentrace byla 10 mM.
Jako templaty byly pouzity purifikované produkty z prvni PCR, vzdy nafedéné na 1 ng-pl™.
Slozeni reak¢ni smési druhé PCR je uvedeno v tabulce 4, podminky druhé PCR jsou uvedeny
v tabulce 5. Polymeraza byla opét do smési pipetovana nakonec, az po nahfati termocykléru
na 95°C.

Tabulka 4: Slozky reakcni smési v druhé, adapterové PCR, celkovy objem 25 ul

Slozka druhé, adapterové PCR Objem [pl]
Templat: produkty prvni PCR 1

(12 reakct, [1 ng-ul™'])

Forward primer: GW-TEV [10 mM] 1,5
Reverse primer: GW-attB2 [10 mM] 1,5

Pufr: Herculase, 5x 5

Smés ANTP 2,5
Betaine [5 M] 2,5

H>0 — MilliQ, ultracista 10,5
Polymerdza: Herculase 11 Fusion 0,5

Tabulka 5: Podminky druhé, adapterové PCR

Teplota [°C] Cas [s]
Denaturace 95 60
Hybridizace 50 30
Elongace 72 60
Denaturace 2 95 15
Hybridizace 2 55 30 24 cykld
Elongace 2 70 60
Elongace 3 72 320
Konecna teplota 12 -

3.4.1.5 Agarozova gelova elektroforéza

Velikosti produkti po druhé PCR byly ovéfeny pomoci agarézové gelové elektroforézy. Byl
ptipraven 1% gel o objemu 150 ml. Na gel bylo pipetovano 15 ul reakéni smési spolecné s 3 ul
nanaSeciho LB pufru. Agar6zova elektroforéza probihala pii 90 V po dobu 60 minut.

3.4.1.6 Precisténi PCR produktii po druhé, adapterové PCR

12 jednotlivych PCR produktid bylo vyfezano z gelu, vlozeno do zkumavek a nasledné
precisténo pomoci purifikacniho kitu QIAQuick Gel Extraction.
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Gelové fragmenty byly ve zkumavkach zvazeny a poté k nim byl pfidan QG pufr v poméru
3:1, a to k pavodni hmotnosti fragmentu. Po pfidani pufru byly zkumavky michany
na termobloku o teploté 50 °C pii 250 rpm po dobu 15 minut. Nasledné byl ke smési pridan
isopropanol v poméru 1:1 k pivodni hmotnosti fragmentu, dale byl v poméru 1:1 pfidan
acetatovy pufr a obsah zkumavek byl pfeveden do kolonek posazenych na odsavacim zatfizeni.
Kolony byly ptevrstveny 500 ul vazebného PB pufru, nasledné dvakrat promyty 800 ul
promyvaciho PE pufru a ulozeny do novych zkumavek. Poté byly kolony ptevrstveny 40 pl
eluéniho pufru, byly 5 minut ponechdny k inkubaci pfi laboratorni teplot€¢ a nasledné
centrifugovany pii 11,000 x g. VSem precisténym produktim byla zméfena koncentrace
pfistrojem NanoDrop.

3.4.2 Gateway klonovani
3.4.2.1 Priprava entry klonu — BP reakce

12 precisténych PCR produkti bylo pouzito jako inzert pfi rekombinacni BP reakci. Jako
donorovy vektor byl pouzit pPDONR221 (Obrazek 12). Béhem BP reakce se atrB1 a attB> mista
obsazena v nami pfipraveném PCR produktu rekombinuji s a#tP1 a attP> misty umisténymi
v donorovém vektoru za vzniku affL. mist. Do donorového vektoru se zacleni PCR fragment,
tim vznikne pozadovany entry klon, a zarovei se z a#fP mist vystépi sekvence, ktera obsahuje
gen kodujici toxicky ccdB produkt. V Gateway systému tento toxicky produkt zajisti krom
antibiotika 1 dalsi, negativni selekci — preziji bunky, které obsahuji uspéSné rekombinovany
entry klon, a buriky, které obsahuji nerekombinovany donorovy vektor, umiraji.

M13 M13

IForward m ccdB m Reversel

Obrdzek 12: Mapa pouzitého donorového vektoru, pPDONR221, se zndzornénim attP mist

BP reakce byly vzdy pfipraveny smichanim molarn€ odpovidajictho mnozstvi inzertu
a donorového vektoru. 50 ng inzertu (precisténého PCR produktu) a 150 ng donorového
vektoru bylo smichano a doplnéno TE pufrem (pH 8) do 8 pl. Poté byly k reakci pfidany 2 pl
enzymu BP Clonase Enzyme Mix II a smés byla po promichéani inkubovana pies noc pfi teploté
25 °C. Nasledyjici den byl ke smési pfidan 1 pl proteinazy K pro inhibici enzymu BP Clonase
a vzorky byly inkubovéany 10 minut v termobloku o teploteé 37 °C.
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Po BP reakci se vysledny izolovany plazmid nazyva entry klon, ktery muze byt
jednokrokové preklonovan do jakéhokoliv expresniho systému pomoci LR reakce. 5 ul reakéni
smeési po BP reakci bylo transformovano do bunék STBL3 pro ovéfeni Uspésnosti reakce.
Postup transformace je uveden v kapitole 3.4.4. Po uspésné transformaci a prenosu kolonie
do tekutého LB média byla provedena izolace plazmidové DNA, jejiz postup je uveden
v kapitole 3.4.5.

3.4.2.2 Priprava expresniho klonu — LR reakce

Po uspésné izolaci a sekvenaci plazmidové DNA ptipraveného entry klonu byla provedena
LR reakce, ktera je svym principem i podminkami velmi podobné BP reakci. Vznikla atflL mista
v entry klonu se rekombinuji s affR misty v destinaCnim vektoru, a to za opétovného vzniku
vedlejsiho produktu s ccdB genem, uziteCnym pro selekci bunék. Jako destinacni vektor byl
pouzit pDEST17 (Obrazek 13), obsahujici 6xHisTag kotvu, dulezitou pro pozdéjsi afinitni
izolaci proteind a jejich imunodetekci Westernovym prenosem.

J 7 3 oo [wie_ouie atmt on oo aima |17

pDEST™7

6354 bp

Obrazek 13: Mapa pouzitého destinacniho vektoru, pDEST17, se zndzornénim attR mist

Reakce byly vzdy pfipraveny smichanim molarné odpovidajiciho mnozstvi entry klonu
a destinacniho vektoru. 150 ng entry klonu a 300 ng destinacniho vektoru bylo smichéano
a doplnéno TE pufrem (pH 8) do celkového objemu 8 pl. Po promichani byly ke smési ptidany
2 ul enzymu LR Clonase Enzyme Mix II a smé&s byla zvortexovana a inkubovana ptes noc pfi
25 °C. Jako pozitivni kontrola byl misto entry klonu pouzit komer¢ni plazmid pENTR-gus,
a to v mnozstvi 100 ng (2 pl).

Nasledujici den byla ke smési pfidana proteindza K v objemu 1 pl a po promichani byla smeés
umisténa na termoblok o 37 °C na 10 minut. Poté bylo 7 pl reakéni smeési transformovano
do bunek STBL3, postup transformace je uveden v kapitole 3.4.4. Plazmid ziskany
rekombinaci v prub&hu LR reakce se nazyva Expresni klon. Po Gspé$né transformaci a prenosu
kolonie do tekutého LB média byla provedena izolace plazmidové DNA z bun¢k STBL3, jejiz
postup je uveden v kapitole 3.4.5. Po izolaci ¢istého expresniho klonu v dostatecném mnozstvi
mohla byt provedena transformace i do buné¢k BL-21 CodonPlus, které slouzi pro produkci

proteinti. Postup produkce a izolace proteint je uveden v kapitole 3.4.6.
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3.4.3 Priprava kompetentnich bunék

Pred transformaci bunék bylo nutno pfipravit zasobni kompetentni buiky. Uvedeni bunék
do kompetentniho stavu probiha zvySenim propustnosti plazmatické membrany bunek pomoci
ledového chloridu vapenatého.

Zasobni kompetentni buiiky uchované pii -80°C byly pouzity k zaockovani 10 ml LB média
bez antibiotika. Kultura byla inkubovana pfes noc na tfepacce pii 160 rpm a 37 °C. Nasledujici
den byl 1 ml kultury pouzit k inokulaci 50 ml LB média bez antibiotika a kultura byla
inkubovana po dobu minimalné tfi hodin, dokud nedosahla optické hustoty ODsso = 0,5-0,7.
Opticka hustota byla métrena spektrofotometricky na pfistroji Specord 200 Plus. Po dosazeni
pozadované optické hustoty byla kultura pifevedena do vychlazenych zkumavek o objemu
50 ml a inkubovéana 10 minut na ledu. Nasledovala centrifugace pii 4 °C, 6 000 x g po dobu
10 minut, supernatant byl odlit a pelet resuspendovan v 10 ml vychlazeného 0,1M roztoku
chloridu vapenatého. Poté byla smés inkubovéna na ledu 25 minut a znovu centrifugovana pfi
4°C, 6000x g po dobu 10 minut. Po odliti supernatantu byl pelet resuspendovan v 1 ml
0,1M roztoku chloridu vapenatého a ke smési bylo navic pfidano 0,2 ml 80% sterilniho
glycerolu. Po opatrném promichani byla smes rozdélena do zkumavek, zmrazena v kapalném
dusiku a uchovana v mrazicim boxu o teploté -80 °C pro pozdéjsi pouziti.

3.4.4 Transformace

Po Gateway klonovani, tedy po kazdé BP, respektive LR reakci byla provedena transformace
plazmidové DNA teplotnim Sokem do kompetentnich bunék. Stejny postup, uvedeny nize, byl
pouzit i pro zisk vét§iho mnozstvi donorového — pDONR221, ¢i destinatniho — pDEST17
plazmidu pro dalsi experimenty a také pied zahajenim produkce proteint.

Po Gateway klonovani byly na transformaci pouzity kompetentni buitkky STBL3, pro zisk
vét§iho mnozstvi samotnych plazmida pDONR221 a pDEST17 byly pouzity buiky One Shot
ccdB Survival 2T1R, obsahujici gen pro rezistenci na toxin ccdB. Pro produkci proteind byly
pouzity buiikky BL21-CodonPlus.

K 50 pl rozmrazenych kompetentnich buneék bylo pfidano 50 ng plazmidové DNA.
U Gateway klonovani bylo pfidano 5-7 pl reakéni smési, dals§i postup byl stejny. Zkumavka
se smési byla nasledné 30 minut inkubovana na ledu, poté byl proveden teplotni Sok. Zkumavka
byla na 40 vtefin vloZzena do termobloku o teploté 42 °C, u bunék BL21-CodonPlus trval
teplotni Sok pouze 25 vtefin. Po teplotnim Soku byla zkumavka prfemisténa na 2 minuty na led
a nasledné byl ke smési pfidan 1 ml SOC média, predehtatého na 37°C. Po mirném promichani
byla zkumavka ulozena k inkubaci do termobloku o0 37 °C a 250 rpm na 1 hodinu.

Po inkubaci byla smés bunék centrifugovana pfi 0,1 x g, prebytek SOC média byl slit a zbyly
objem bunék (cca 120 ul) byl rozprostien na Petriho misku s LB médiem a pfisluSnym
antibiotikem, fedénym do média v poméru 1: 1 000. Pouzitym antibiotikem byl v zavislosti
na pouzitém plazmidu bud’ ampicilin, kanamycin, chloramfenikol, ¢i jejich kombinace.
Konkrétni prehled pouziti obsahuje tabulka 6.
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Tabulka 6: Prehled pouZitych bunék a antibiotik u provedenych transformaci bunék

. . Pracovni koncentrace
Bunky Rezistence ATB [mg-ml"]
Produkce plazmidové KAN: 100
DNA - pDONR221 One Shotcedp | RAN +CAM CAM: 34
Produkce plazmidové Survival 2T1R AMP: 100
DNA — pDEST17 AMP + CAM CAM: 34
Ovéfeni BP reakce KAN 100
STBL3
Ovéfeni LR reakce AMP 100
. AMP: 100
Produkce poteinti BL-21 CodonPlus | AMP + CAM CAM: 34

Petriho misky byly ulozeny do inkubatoru o 37 °C na 12 hodin. Jedna kolonie z Petriho
misky byla nasledujici den kfizovym roztérem preoCkovana na novou Petriho misku
s prislu§nym antibiotikem a miska byla opét ponechana pres noc k inkubaci. Jedna kolonie
z ktizového roztéru byla pouzita k zaockovani tekutého LB média s pfisluSnym antibiotikem
pro izolaci plazmidové DNA ¢i pro izolaci proteind.

3.4.5 Izolace plazmidové DNA

5 ml zaockovaného LB média sampicilinem bylo pfes noc ponechdno na tfepacce
pii 140 rpm o 37 °C, nasledujici den bylo z kultury odebrano 500 pl, doplnéno 713 ul
70% glycerolu a po dikladném promiseni byla kultura ulozena do hlubokomraziciho boxu na
-80°C jako zasobni.

Zbytek narostlé kultury byl centrifugovan pii 11,000 x g po dobu 60 vtefin a pro izolaci
a purifikaci plazmidové DNA z bunék STBL3 byl pouzit kit NucleoSpin Plasmid NoLid.
VSechny dalsi centrifugacni kroky byly dle protokolu k zminénému kitu provedeny
pii 11,000 x g.

Po odliti supernatantu bylo pro zahajeni bunécné lyze k peletu pfidano 250 ul roztoku A1l
obsahujiciho RNazu A. Smeés byla pred pridavkem 250 ul roztoku A2 dikladné vortexovana
arozsuspendovana. Smés byla nasledné opatrné promichéna a poté ponechdna 5 minut
pfi laboratorni teploté. Dale bylo pfidano 300 pl modrého roztoku A3 a smés byla opét opatrné
promichavana, dokud neutralizaci nezménila barvu z modré na pruzra¢nou s bilymi,
vysrazenymi proteiny a chromozomalni DNA. Po Sminutové centrifugaci byl supernatant
opatrné preveden do kolonky se silika membranou, usazené v sbérné zkumavce. Nasledovala
centrifugace 1 minutu, obsah sbémé zkumavky byl vylit do odpadu a membrana byla promyta
600 pl roztoku A4 obsahujiciho ethanol. Po opétovné centrifugaci a sliti odpadniho roztoku
byla kolona centrifugaci vysuSena, premisténa do 1,5 ml zkumavky a prevrstvena 50 ul
elu¢niho pufru. Pfed pouzitim byl elu¢ni pufr inkubovan pti 70 °C. Kolona s elu¢nim pufrem
byla inkubovana pfti stejné teploté dal§i 2 minuty. Po 2minutové centrifugaci byla zméfena
koncentrace izolované plazmidové DNA spektrofotometricky, pomoci pfistroje NanoDrop.

3.4.5.1 Priprava vzorku DNA na sekvenaci

Dle zméfené koncentrace byly vzorky zfedény na koncentraci 100 ng-pl!. 5ul takto
ptipravené¢ho vzorku bylo smichano s potiebnym forward, respektive reverse primerem
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v objemu 5 pl o koncentraci 5 pM. Pouzitymi primery byly u pPDONR221 a u entry klont
M13 -20 forward primer a M 13 reverse primer, u pDEST17 a expresnich klonid T7 forward
a T7 reverse primer.

Vzorek byl odeslan firmé GATC Biotech provadéjici Sangerovo sekvenovani a vysledek
sekvenace byl analyzovan pomoci programu CLC Sequence Viewer 7.

3.4.6 Produkce a izolace proteini

3.4.6.1 Kultivace bakterii

Proizolaci proteini byly pouzity transformanty bunék BL-21 CodonPlus obsahujici expresni
klony — plazmidy pDEST17 se sekvenci kodujici izoformu proteinu p53, pfipravené pomoci
Gateway klonovani.

Zasobni kulturou téchto transformanti bylo zaoCkovano 25 ml LB média obsahujiciho
ampicilin a chloramfenikol a tato startovaci kultura byla ponechéana k inkubaci pfes noc
pii 120 rpm a 37 °C. Nasledujici den byla startovaci kultura prelita do 11 LB média, opét
obsahujiciho ampicilin a chloramfenikol, a do média byl pfidan i siran zine€naty v potfebném
objemu pro finalni koncentraci 50 uM ZnSO4 v médiu. Zinek je potieba pridat kvili spravnému
sbaleni proteinu p53. Kultura byla umisténa na tfepacku pii 120 rpm a 37 °C a byla u ni
pravidelné spektrofotometricky méfena opticka hustota na pfistroji Specord 200 Plus.
Po dosazeni pozadované optické hustoty ODegoo = 0,7-1,0 (cca 6 hodin) byl odebran 1 ml
kultury, a to jako kontrolni vzorek pred indukci produkce proteinti pro pozdéjsi detekci
na polyakrylamidovém gelu.

Dale byl ke kultufe pfidan 1 ml 1M IPTG pro indukci produkce proteint a kultura byla
premisténa k inkubaci pfes noc na tfepacku se 120 rpm a 16 °C. Nasledujici den byl z kultury
opét odebran 1 ml, jako kontrola po indukci produkce proteint, a kultura byla centrifugovana
pii 4 °C, 6 500 x g po dobu 20 minut.

3.4.6.2 Lyze bunck

K bunénému peletu po centrifugaci bylo pfidano 40 ml lyza¢niho pufru obsahujiciho
rozpusténou tabletu inhibitoru protedz. Pelet byl v pufru rozsuspendovan a nasledné sonikovan
pii4 °C po dobu 30 vtefin, celkem v deseti opakovanich s 30vtefinovou pauzou mezi
jednotlivymi sonikacemi. Smés byla centrifugovana pii 4 °C, 14 000 x g, 30 minut.
Ze supernatantu bylo odebrano 200 pl jako tfeti kontrola pro pozdé€jsi detekci proteinu,
supernatant byl pielit do vychlazenych zkumavek a pelet, obsahujici nerozpustny protein, byl
vyhozen.

3.4.6.3 Izolace proteini

Protein byl izolovan pomoci afinitni chromatografie za vyuziti ¢astic TALON Metal Affinity
Resins od firmy Clontech. 4 ml téchto ¢astic byly pfidany k 40 ml vazebného pufru, smés byla
dobfe promichéana a centrifugovana pii 2 000 x g, po dobu 5 minut. Vazebny pufr byl odlit
a k promytym casticim byl pfidan supernatant z bunécné lyze. Proteiny se na Castice vazaly
pfi 4 °C po dobu 1 hodiny.

Nasledujici centrifugace vzdy probihaly pii 4 °C, 2 000 x g, 5 minut a po kazdé z nich byl
odebran 200 ul kontrolni vzorek pro pozdg&si detekci exprimovaného proteinu
na polyakrylamidovém gelu. Po 1. centrifugaci a sliti supernatantu bylo pfidano 40 ml
vazebného pufru, nésledovalo promichani a 2. centrifugace, sliti, pfidani 40 ml promyvaciho
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pufru, promichani a 3. centrifugace. Po 3. centrifugaci byl supernatant ¢astecné slit, zbytek
smesi byl pfelit do elu¢ni kolony Econo-Pac a az vytekl zbyly promyvaci puft, byl k ¢asticim
pfidan postupné pétkrat 1 ml elucniho pufru. Eluce probihala ve 4 °C a celkem bylo ziskano pét
frakci proteinu, které byly zmrazeny v tekutém dusiku. Pfed zmrazenim bylo z kazdé frakce
odebrano 20 pl pro pozdgjsi stanoveni koncentrace proteinti dle Bradfordové a pro detekci
na polyakrylamidovém gelu.

3.4.7 Stanoveni koncentrace proteina dle Bradfordové

Jako kalibracni kfivka standardd pii stanoveni celkové koncentrace proteint dle
Bradfordové byla pouzita fada roztoki BSA v lyza¢nim pufru, a to v rozmezi koncentraci
0,2-2,0 mg-ml'l.

Vzorky kalibra¢ni fady i proteinovych frakci pro stanoveni byly pfipraveny smichanim
100 pl €inidla Bradfordové, 396 ul vody a 4 pl vzorku proteinu — roztoku BSA ¢i proteinové
frakce. Jako slepy vzorek byl pouzit lyza¢ni pufr. Koncentracni fada, slepy vzorek i1 vzorky
frakci byly po 200 pl naneseny na 96jamkovou mikrotitracni desticku, kterd byla 10 minut
ponechéana pii laboratorni teplot¢ a poté umisténa do ELISA ctecky, kde byla zméfena
koncentrace pii 595 nm.

3.4.8 Detekce proteinu pomoci SDS-PAGE

Pro separaci a detekci proteina byla pouzita gelové elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
s dodecylsiranem sodnym (SDS-PAGE). Pro kazdy z detekovanych proteini byly na gel
umistény dvé frakce proteinu, které mély nejvyssi koncentraci, jak bylo zjisténo pii stanoveni
koncentrace proteint dle Bradfordové. Dale byly na gel pipetovany i kontroly z pribéhu lyze
a izolace proteinu i 2 pl velikostniho zebficku s rozsahem 10-260 kDa. Pro kazdy protein byly
vzdy ptipraveny dva stejné gely, znichz jeden byl pouzit pro detekci pomoci barviva
Coomassie Blue a druhy byl pouzit pro Westernovy pienos.

Nejdiive byl pfipraven polyakrylamidovy gel skladajici se ze dvou vrstev — spodni, separacni
vrstva, obsahovala 10% akrylamid a horni, koncentra¢ni, obsahovala 5% akrylamid.
Na pripravu spodni vrstvy bylo pouzito 10 ml 10% roztoku akrylamidu pro SDS-PAGE,
ke kterému bylo pfidano 100 pul APS a 30 pl TEMEDu, iniciatoru polymerace. (Pfidavek
odpovida 10 ul APS/1 ml gelu a 3 ul TEMED/1 ml gelu). Takto pfipravena a promichana smes
byla nalita do sklenéné aparatury o tloustce 1,5 mm a prevrstvena butanolem pro zamezeni
pristupu kysliku. Po zatuhnuti gelu byl butanol odsat filtracnim papirem a poté byla pfipravena
horni, 5% vrstva gelu. Na koncentracni vrstvu bylo pouzito 3 ml 5% roztoku akrylamidu pro
SDS-PAGE, 30 ul APS a 9 ul TEMEDu, po naliti byl do koncentracni vrstvy umistén hiebinek.

Vzorky na gel byly pfipraveny smichanim 10 pl kontroly s 2,5 pl 5x CSB a smichanim 3 pl
(1,5 pg) proteinovych frakci s0,75ul 5x CSB. CSB obsahuje dodecylsiran sodny
a B-merkaptoetanol pro snadnéjsi denaturaci proteint ve vzorku. Nasledné byly vzorky, spolu
s proteinovym zebfickem, na 5 minut umistény do termobloku o teploté 95 °C pro tepelnou
denaturaci proteind.

Ztuhly gel byl umistén do elektroforetické aparatury a zalit 1x elektrodovym pufrem.
Po odstranéni hiebinku a promyti startt byly vzorky pipetovany na gel a prubéh elektroforézy
m¢l tfi faze — 50 V po dobu 15 minut, 100 V po dobu 15 minut a 150 V po dobu 60 minut. Po
ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut z aparatury a umistén do sklenéné vanicky, kde byl zalit
barvivem Coomassie Blue a ponechan 30 minut na tfepacce. Po zabarveni gelu bylo barvivo
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slito a nahrazeno odbarvovacim roztokem Destain, ktery byl celkem 3x vyménén, vanicka
s roztokem byla ponechana pres noc na trepacce a nasledujici den byl gel po odbarveni
naskenovan.

3.4.9 Imunodetekce proteinii Westernovym prenosem

Pro imunodetekci izoforem proteinu p53 byl vyuzit Westernovy pienos proteind
z polyakrylamidového gelu na specialni nitrocelulézovou membranu. Westernovy pienos
spocivd v rozpoznani urcitého proteinu ze smeési diky aplikaci specifické protilatky
a uskutecniuje se v n€kolika krocich — prvnim je pfenos proteinti z gelu na membranu, nasleduje
tzv. zablokovani membrany a aplikace protilatek, a nakonec probéhne samotna detekce proteina
chemiluminiscen¢né.

3.4.9.1 Prenos proteinii 7 gelu na membranu

Po skonceni SDS-PAGE byl gel se separovanymi proteiny ponofen do sklenéné vany zalité
Ix blotovacim pufrem. Nasledovalo umisténi komponent do specialni aparatury pro
Westernovy pienos, tzv. ,,sendvic¢e”. Komponenty byly do aparatury ukladany v 1x blotovacim
pufru a v zadaném poradi zespodu nahoru. Nejdiive byly umistény savé molitanové podlozky,
na né 2 kusy filtraéniho papiru a gel. Na gel byla polozena navhl¢end membrana, filtracni papiry
a opét molitanova podlozka. Z celého systému byly odstranény bubliny a aparatura byla
spolecné s chladicim ¢lankem umisténa do elektroforetické blotovaci vany, ktera byla zalita
1x blotovacim pufrem. Aparatura byla do vany ulozena tak, aby gel se zaporné nabitymi
proteiny (obalenymi SDS) sméfoval k anod€. Westernovy pienos probihal pii 150 mA po dobu
90 minut.

3.4.9.2 Blokovani membrany

Po ukonceni pfenosu byla membrana vyjmuta z aparatury a ve sklenéné vané nabarvena
barvivem Ponceau S pro vizualni kontrolu prenosu. Poté bylo barvivo slito, membrana byla
oplachnuta destilovanou vodou a ponofena do blokovaciho roztoku na tfepacku o 100 rpm
na 30 minut.

Pti blokovani se na povrch membrany navaze blokovaci protein (u suSeného mléka kasein)
vSude tam, kde jesté neni navazan nas separovany protein pieneseny z polyakrylamidového
gelu. Specificka protilatka se nasledné navaze jen na antigen hledaného proteinu, a ne
na membranu.

3.4.9.3 Detekce — aplikace protildatek

Dale byl do sklenéné vany pfichystan parafilm, na né byl aplikovan blokovaci roztok
se specifickou monoklonalni priméarni protilatkou Anti-polyHistidine (mysi), fedénou
do blokovaciho roztoku v poméru 1:3 000. Na parafilm pokryty vrstvou protilatky byla
polozena membrana tak, aby byly detekované proteiny v kontaktu s protilatkou.

Sklenéna vana s membranou byla pfes noc inkubovana ve 4 °C. Nasledujici den byl
blokovaci roztok s protilatkou odstranén a membrana byla promyta celkem pétkrat v 1x PBS,
vzdy 5 minut pfi 100 rpm. Po promyti byla vana zalita 10 ml blokovaciho roztoku obsahujiciho
polyklonalni sekundarni protilatku Anti-mouse IgG (kozi) s peroxidazou jako reportérovym
enzymem, fedéni v blokovacim roztoku bylo 1:10 000. Vana byla poté umisténa na tfepacku
pfi 100 rpm na 1 hodinu.
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3.4.9.4 Analyza — snimdani membrdany

Po odstranéni roztoku a opétovném pétinasobném promyti 1x PBS byla membrana
pievrstvena pripravenou smési 150 pl roztoku A + 150 pl roztoku B z detek¢niho kitu ECL
Western Blot. Membrané byla poté okamzité snimana chemiluminiscence na pfistroji
LAS-3000.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Priprava inzertu pro Gateway klonovani pomoci PCR

Pomoci dvou navazujicich PCR byly vytvoreny jednotlivé produkty kodujici izoformy
proteinu p53, které byly ohranieny sekvenci a#rB mist a které byly pfipraveny pro nasledné
Gateway klonovani. V prvni PCR byly kombinaci genové specifickych primert pfipojeny
konce sekvenci jednotlivych izoforem, a v druhé PCR byla pfipojena att mista. Postup
provedenych PCR je uveden v kapitole 3.4.1.

Schéma dvou postupnych PCR s pouzitymi primery je uvedeno na obrazku 14.
2. PCR

TEVA 1aps3 A40 4133 A160
pCMVp53wt

Obrdzek 14: Schéma dvou postupnych PCR reakci pri pripravé inzertit na Gateway klonovani

Jednotlivé izoformy se diky rozdilnym pocatkim translace a rozdilnym koncim,
zpusobenym alternativnim sestfihem, vyrazn€ liSi v délce kodujici sekvence. Pro znazornéni
a ovéfeni ruznych velikosti jednotlivych PCR produktd byla provedena gelova agardzova
elektroforéza (Obrazek 15). Start ¢. 1 a ¢ 14 obsahuje DNA Zebficek s rozsahem
100 — 1 517 bp, od startu €. 2 nasleduji izoformy proteinu p53 v zavedeném poradi, tedy od
p53a do A160p53y.

Prehled presnych velikosti ziskanych produkti je také uveden v tabulce 7, spole¢né
s pfifazenim startd gelové elektroforézy k jednotlivym izoformam. Velikosti ziskanych
produkti byly vypocteny z délky primerd a z délky templatu, na ktery primery nasedaji
pii obou PCR. Pro porovnani je v tabulce vzdy uvedena také délka sekvence kodujici jen
samotnou izoformu, bez piidanych sekvenci att mist, a také presna velikost vysledného
koédovaného proteinu. Skupin€é A40, jak nazev napovida, chybi u vysledného proteinu 39
pocatecnich aminokyselin oproti proteinu p53a, skupiné A133 chybi 132 AMK, a skupiné A160
chybi 159 AMK. Délka izoforem se dale lisi dle koncové sekvence a, 3, €iy. B izoformam chybi
oproti a izoformam 52 AMK a y izoformam chybi oproti a izoformam 47 AMK.
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Obrdzek 15: Agarozovad elektroforéza produktii druhé PCR, start ¢. 1 a &. 14: DNA Zebricek o rozsahu
100 - 1 517 bp, start ¢. 2—13: viz Tabulka 7: Prehled vytvorenych konstruktii pro jednotlivé izoformy a

jejich velikosti

Tabulka 7: Prehled vytvorenych konstruktii pro jednotlivé izoformy a jejich velikosti

Velikost . Velikost Velikost
Izoforma Stfl rt vysledné V’e hk.(fsf §ekvence produktu po | produktu po
¢ izoformy | Woduiiciizoformu | © 0 iR | druhé PCR
p53a 2 393 AMK 1 182 bp 1228 bp 1271 bp
p53pB 3 341 AMK 1 026 bp 1 075 bp 1118 bp
p53y 4 346 AMK 1 041 bp 1 087 bp 1 130 bp
A40p53a. 5 354 AMK 1 065 bp 925 bp 968 bp
A40p53pB 6 302 AMK 909 bp 958 bp 1 001 bp
A40p53y 7 307 AMK 924 bp 970 bp 1 013 bp
A133p53a 8 261 AMK 786 bp 646 bp 689 bp
A133p53p 9 209 AMK 630 bp 679 bp 722 bp
A133p53y 10 214 AMK 645 bp 691 bp 734 bp
A160p53a 11 234 AMK 705 bp 565 bp 608 bp
A160p53p3 12 182 AMK 549 bp 598 bp 641 bp
A160p53y 13 187 AMK 564 bp 610 bp 653 bp
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4.2 Gateway klonovani

Pripravené konstrukty popsané v predchozi kapitole byly pouzity pro prvni z reakci Gateway
klonovani, BP reakci. Vysledkem BP reakce jsou entry klony, které mohou byt preklonovany
do riznych typt expresnich systému (bakterialni, kvasinkové, sav¢i aj.), a to v zavislosti
na pouzitém destinanim vektoru. V této praci byl v nasledné LR reakci pouzit vektor
pDEST17, ktery k purifikovanému proteinu pfida na N-konci polyhistidinovou kotvu (HisTag)
a umozni tak provést afinitni izolaci proteini z bunék E. coli. Postup Gateway klonovani je
uveden v kapitole 3.4.2.

4.2.1 Entry klony

Po provedené BP reakci nasledovala transformace do bunék STBL3 pro ovéfeni uspésnosti
reakce. Po preockovani do tekutého média a izolaci plazmidové DNA byla u kazdého z entry
klonu sekvenaci ovérena spravnost klonovani. Sekvenace byla provedena z obou stran kodujici
sekvence, a to s pouzitim M13 -20 forward a M13 reverse primeru. Sekvenace potvrdila
spravnost sekvenci vSech ziskanych entry klont.

Takto bylo uspésné piipraveno a zkontrolovano vSech dvanact zadanych entry klond
dvanacti izoforem proteinu p53. Piehled entry klont je uveden v tabulce 8. Nazev entry klonu
je odvozen od pouzitého donorového vektoru, pPDONR221.

Tabulka 8: Prehled vytvorenych konstruktit BP reakct a jejich umisténi na gelové elektroforéze

Konstrukt Start ¢. | Velikost Konstrukt Start ¢. | Velikost
pENTR221/p53a. 3 3756 bp | pENTR221/A133p53a 9 3174 bp
pENTR221/p538 4 3603 bp | pENTR221/A133p53 10 | 3207bp
pENTR221/p53y 5 3615bp | pENTR221/A133p53y 11 |3219bp

pENTR221/A40p53a 6 3453 bp | pENTR221/A160p530 12 | 3093 bp
pENTR221/A40p53p 7 3486 bp | pENTR221/A160p53 13 | 3126bp
pENTR221/A40p53y 8 3498 bp | pPENTR221/A160p53y 14 3138 bp

Dale byla provedena i agar6zova gelova elektroforéza (Obrazek 16), kde jsou vidét rozdily
mezi jednotlivymi konstrukty. Rozdily v mobilité jednotlivych entry klont jsou vSak méné
vyrazné, nez tomu bylo u samotnych PCR produkti, coz je zde dano pouzitym donorovym
vektorem pDONR221 o celkové velikosti 4,8 kb. Samotné konstrukty maji potom na gelu mensi
rozdily v mobilité v zavislosti na vlozené sekvenci rozdilnych izoforem.

Pouzity zebricek, umistény ve startu ¢. 1 a €. 13, ma rozsah velikosti 0,5 kb - 10 kb.
Nejmensi velikost, 0,5 kb, na gelu neni zachycena, viditelny rozsah zebficku zacina od 1 kb.
Ve startu €. 2 byl umistén plazmid pDONR221 (4,8 kb) pro porovnani velikosti plazmidu pred
a po rekombinaci. Samotny plazmid pDONR221 ma mezi a#tP; a attP> mistem umistény
sekvence, které koduji rezistenci na chloramfenikol ¢i sekvenci ccdB genu, a cela sekvence
mezi attP misty je dlouhd 1951 bp. Béhem rekombinacni BP reakce dojde k zaméné této
sekvence za sekvenci vnaSené izoformy. Napiiklad u p53p, kterda ma vnaSenou sekvenci
dlouhou 1 118 bp, je vysledny plazmid poté kratsi skoro o celou kilobazi, ¢emuz odpovida
zvySena mobilita na gelu. Pfi vyhodnocovani gelové elektroforézy je tifeba brat na zfetel,
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ze pozorovana plazmidovda scDNA ma v agarézovém gelu diky svému kompaktnimu
usporadani vyssi mobilitu, nez linearni DNA.

1 2 s 5 L e 7 -# e (e S U LR T OB L
10 kb
6 kb -
kb . —_—
2 kb -

p— — L

15kb _— . —
1kb —

Obrdzek 16: Prehled viech ziskanych entry klonmii; start ¢ 1 a ¢ 15: DNA ZebFicek s rozsahem 1-10 kb;
Start &. 2: vektor, pouzity pro BP reakci - pDONR221 o velikost 4,8 kb; start &. 2 — 14: viz Tabulka 8

4.2.2 Expresni klony

Kromé p53a existuje jedenact izoforem proteinu p53, které bylo cilem izolovat ve formé
proteinu z bunék E. coli. Jedenact pfipravenych entry klont bylo tedy pouzito pro LR reakci
na vytvoreni jedenacti konstruktti — expresnich klona v plazmidu pDEST17.

Po LR reakci byla vzdy provedena transformace pro ovéfeni uspésnosti. Nejdiive bylo
na transformaci pouzito mnozstvi smési LR reakce dle navodu ke Gateway klonovani (1 pl)
ovSem po opakovanych netuspésnych pokusech muselo byt mnozstvi vyrazné upraveno, a to az
na 7 ul. Netspésna prvotni transformace byla pravdépodobné zptisobena pouzitim sice stejného
mnozstvi bun€k, jako bylo uvedeno v navodu, ov§em buriky nebyly komer¢ni, ale byly uvedeny
do kompetentniho stavu v laboratofi, proto mohla byt efektivita jejich transformace horsi kvuli
snizené kompetenci. K snizené efektivité transformace mohlo pfispét 1 stafi takto pfipravené
kultury.

Pokud byla transformace uspésna, byla po zaockovani tekutého média provedena izolace
plazmidové DNA a také sekvenace pro ovéfeni spravnosti sekvence. Sekvenace byla provedena
pomoci T7 forward a T7 reverse primeru. Z celkovych 11 provedenych LR reakci bylo uspésné
ziskano 8 expresnich klona se spravnou sekvenci, jejich prehled uvadi tabulka 9.
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Tabulka 9: Prehled ziskanych expresnich kloni a vysledkii sekvenace

Konstrukt Sekvenace Konstrukt Sekvenace
pDEST17/p53a / pDEST17/A133p53a ovefeno
pDEST17/p53P ovefeno pDEST17/A133p53p ovefeno
pDEST17/p53y ovefeno pDEST17/A133p53y ovefeno

pDEST17/A40p53a ovefeno pDEST17/A160p53a *
pDEST17/A40p53f3 ovefeno pDEST17/A160p53p *
pDEST17/A40p53y ovefeno pDEST17/A160p53y *

U 3 expresnich klond, které jsou v tabulce oznaceny hvézdickou, se nepodafilo mezi arfR
misty nalézt sekvence kodujici dané izoformy. Pavodné se o nepodareny expresni klon jednalo
i u pDEST17/A133p53a, ovSem ten byl v dalSim opakovaném procesu jiz ptipraven uspés$né,
na rozdil od expresnich klont skupiny A160p53.

Zaroven byly v sekvencich expresnich klont skupiny A160p53 objeveny sekvence, které
nebyly o¢ekavany. U vzorku sekvenovanych s T7 forward primerem, které by mély obsahovat
kodujici konec izoformy (o, B, v) ktery by se mél nalézat u vzorku sekvenovaného s T7 reverse
primerem, a naopak. Po opétovné sekvenaci s cilem vyloucit moznou chybu pipetovani nebo
zameénu primeru byl vysledek potvrzen.

Bylo tedy zji§téno, ze se sekvence, které dané izoformy koduji, klonuji do a#fR mist obracené
— termina¢nim kodonem na zacatek a iniciacnim kodonem na konec, a nemuze dojit k expresi
izoformy. Zatim nebyla zjisténa pficina tohoto opacného klonovani, ale jelikoz byly béhem
experimentalni prace vyzkouseny celkem dva enzymatické mixy LR Clonase II, a s obéma mixy
doslo k opa¢nému klonovani a zaroven s obéma mixy doslo i k uspé§nému klonovani u jinych
expresnich klont, tak bylo mozno vyloucit chybu konkrétniho mixu.

Opacné klonovani je pomémneé prekvapivé, vzhledem ke stavbé att mist, které byly praveé
z divodu zachovani orientace vyrobcem pripraveny tak, aby neobsahovaly palindromatické
sekvence a aby zachovaly Cteci ramec. Bohuzel nebyla ohledné opa¢ného klonovani u Gateway
technologie nalezena podobna problematika, diky které by se podafilo nalézt feSeni, proto by
u zbylych LR reakci u skupiny A160p53 mél byt proveden odbér vétsiho mnozstvi kolonii po
transformaci pro izolaci plazmidové DNA a sekvenaci. Porovnanim sekvenci DNA u vétsiho
mnozstvi kolonii bude mozno ovéfit, zda se v pfipadé opaéného klonovani jedna o ndhodny jev,
kdy je do plazmidu nekdy klonovana sekvence v spravné orientaci a nékdy v opacné orientaci,
nebo zda se jedna o jev charakteristicky pro skupinu A160p53 (napiiklad vlivem délky
klonované sekvence).

4.2.3 Znazornéni Gateway procesu na agarozové gelové elektroforéze

Pro nazornost procesu a jednotlivych klonti byla provedena agarézova gelova elektroforéza
s jednotlivymi fazemi v procesu Gateway klonovani. Na obrazku 17 je gel, obsahujici postupné
ve startu ¢. 1 pDONR221 (4,8 kb) jakozto pocatecni donorovy vektor pro BP reakci, nasledné
ve startu €. 2 je umistén entry klon — vysledek BP reakce, pENTR221/p53y. Dale je ve startu
¢. 4 umistén samotny destinacni vektor pDEST17, a vysledek LR reakce, expresni klon
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pDEST17/p53y, je umistén ve startu ¢. 3. Start ¢. 5 obsahuje DNA Zebficek srozsahem
0,5 — 10 kb.

W 10k
N7
6 kb

P

3kb

s 2k
S—— 1.5kh
e 1kb

Obrazek 17: Gelova elektroforéza zndazornujict jednotlivé faze Gateway klonovani a rozdilné velikosti
slozek procesu; start ¢. 1: pDONR221 (4,8 kb); start &. 2: entry klon (3,6 kb); start ¢ 3: expresni klon
(5,9 kb), start ¢. 4: pDESTI17 (6,4 kb); start ¢. 5: DNA Zebricek 0,5-10 kb

Na gelu lze dobfe pozorovat zmeénu velikosti jednotlivych slozek procesu, kterd je
podrobnéji vycislena ve schématu na obrazku 18. Pii BP reakci dochazi v a#fP mistech
k vyméné genu kodujiciho toxin ccdB (2,25 kb) za pripraveny PCR produkt (a#/B mista)
obsahujici sekvenci izoformy (1,13 kb u p53y), a vznikne entry klon (3,61 kb). U LR reakce
probéhne totéz, sekvence kodujici izoformu se pieklonuje z entry klonu (a#fL mist) do a#/R mist
destina¢niho vektoru pDEST17 (6,35 kb), ovSem ccdB produkt, vystépeny z atfR mist, ma
velikost pouze 1,65 kb.
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LR reakce
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produkt pDEST17/p53y
1,65 kb 1 5,77 kb

Obrazek 18: Schematické znazornéni fazi Gateway klonovdani a zmén velikosti u jednotlivych sloZek
procesu

Po sekvenaci vSech ziskanych entry a expresnich klont byl u uspésné ovérenych konstrukti
ptipraven FASTA soubor s kompletni sekvenci plazmidi. Dale byly pfipraveny mapy
modelového plazmidu obsahujiciho sekvenci kodujici izoformu p53y, uvedeného jiz
v schématu na obrazku Obrazek 18. Mapa entry klonu obsahujiciho sekvenci kddujici izoformu
p53y je zobrazena na obrazku 19, mapa expresniho klonu obsahujiciho sekvenci kddujici pS3y
je zobrazena na obrazku 20.
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Obrdzek 19: Mapa ziskaného entry klonu obsahujictho sekvenci kodujict izoformu p53y

B DI

pDEST17/p53y

Obrdzek 20: Mapa ziskaného expresniho klonu obsahujiciho sekvenci kodujici p5 3y

4.3 1Izolace proteinu a stanoveni jejich celkové koncentrace dle Bradfordové

Po ovéfeni spravné sekvence plazmidové DNA expresnich kloni byly 4 znich
transformovany také do bunék BL21-CodonPlus, nasledné byla zahajena produkce proteina
a poté byla provedena jejich afinitni izolace (kapitola 3.4.6). Bylo ziskano 5 elu¢nich frakci od
kazdého proteinu a bylo provedeno spektrofotometrické meéfeni koncentrace proteint
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dle Bradfordové pii 595 nm (kapitola 3.4.7). Vysledky ziskanych koncentraci pro jednotlivé
frakce kazdého z proteind jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Stanoveni koncentrace izolovanych proteinii dle Bradfordové

Cislo proteinové Koncentrace [mg:ml™]
frakce 53p A40p53a A40p53p A40p53y
1. <0,200 <0,200 <0,200 <0,200
2. 1,600 1,038 1,420 0,462
3, 1,304 0,732 1,902 0,456
4. <0,200 <0,200 <0,200 <0,200
5. <0,200 <0,200 <0,200 <0,200

4.4 Detekce proteinu pomoci SDS-PAGE a imunodetekce Westernovym
prenosem

Po izolaci proteinii a zméfeni koncentrace jednotlivych frakci byly dvé frakce s nejvyssi
koncentraci proteinu pouzity pro detekci na polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym
(kapitola 3.4.8), ato spolecn¢ s kontrolnimi vzorky odebiranymi béhem izolace proteint.
Kontrolni vzorky pfed indukci, po indukci a béhem promyvacich krokti byly odebirany
z divodu sledovani spravného prubéhu izolace a purifikace — zjisténi zbytkového proteinu
v supernatantu po promyvani ¢i zbytkového proteinu v supernatantu po navazani proteinu na
afinitni separacni Castice.

Ptfipraveny byly vzdy dva polyakrylamidové gely, kdy jeden z nich byl nabarven pomoci
Coomassie Blue, odbarven a rovnou skenovan, a druhy z nich byl po elektroforetické separaci
dale vyuzit na Westernovy pienos (kapitola 3.4.9). Zde byl specifickou protilatkou pro HisTag
detekovan jenom pfimo nami produkovany konkrétni protein, izoforma proteinu p53.

4.4.1 Detekce jednotlivych izoforem proteinu pS3

Polyakrylamidovy gel, respektive membrana, obsahuji vzdy ve startu ¢. 1 zebficek
ColorPlus Prestained Protein Marker srozsahem 10-260 kDa. Ve startu ¢. 2 je umistén
kontrolni vzorek pfed indukci, ve startu €. 3 kontrolni vzorek po indukci a ve startech €. 4 — €. 7
jsou umistény kontrolni vzorky odebirané béhem purifikace ze supernatanti po kazdém ze Ctyt
staCeni, a to staCeni po lyzi bunék, po navazani Castic, po promyti vazebnym pufrem a po
promyti promyvacim pufrem. Ve startech ¢. 8 a ¢ 9 jsou umistény samotné izolované
proteinové frakce (frakce ¢. 2 a frakce €. 3, viz tabulka 10).

Nize je polyakrylamidovy gel uveden pouze u izoformy pS53p jako ukédzka experimentu,
u ostatnich izolovanych proteini byly gely provedeny stejn€, vysledek detekce byl také
pozitivni, proto jsou zde u zbylych proteint dale zafazeny pouze membrany po westernovém
prenosu.

4.4.1.1 Izoformap33f

Izoforma p53fB ma velikost 47 kDa, coz bylo potvrzeno provedenou gelovou elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym (Obrazek 21).
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Obrazek 21: Izoforma p53f — polyakrylamidovy gel s dodecylsiranem sodnym, start ¢. 1: Proteinovy
Zebricek 10260 kDa; start ¢. 2 — ¢. 7: Kontrolni vzorky odebirané béhem produkce a purifikace; start
¢ 8ac. 9:izolované frakce proteinu p53f

P

Pfitomnost izoformy pS53p byla uspé$né potvrzena i chemiluminiscenéné na membrané
po westernovém prenosu pomoci protilatek Anti-polyHistidine (primarni, mysi, fedéni 1:3 000)
a Anti-mouse IgG peroxidase (sekundarni, kozi, fedéni 1:10 000), jak je vidét na obrazku 22.
Ve startu €. 8 a €. 9 jsou viditelné detekovany frakce proteinu pS3f odpovidajici velikosti,
47 kDa. V horni ¢asti membrany jsou viditelné zbytky nedostatecné zdenaturovaného proteinu.
Ve startech €. 2 a €. 3 1ze v odebranych kontrolnich vzorcich pred a po indukci proteina vidét
velky rozdil v produkci izoformy po indukci pomoci IPTG.
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Obrdzek 22: Izoforma p53f — membrana po westernovém pienosu a aplikaci protilatek, start ¢. 1:
Proteinovy Zebricek 10-260 kDa; start ¢ 2—¢. 7: Kontrolni vzorky odebrané béhem produkce
a purifikace; start ¢. 8 a ¢. 9: izolované frakce proteinu p53p

4.4.1.2 Izoforma A40p53a

Pro izoformu A40p53a byl také proveden Westernovy prenos. Ocekavana velikost této
izoformy je 47 kDa. Postup byl stejny, jako v ptipadé predchozi izoformy, pouzity byly
protilatky Anti-polyHistidine (primarni, mys$i, fedéni 1:3 000) a Anti-mouse IgG peroxidase
(sekundarni, kozi, fedéni 1:10 000). Na obrazku 23 1ze opét vidét detekovany protein A40p53a
o ocekavané velikosti, 47 kDa, ve startu ¢. 7.

Ve startu €. 1 je umistén proteinovy zebficek o rozsahu 10-260 kDa (zde viditelny rozsah
35-140 kDa), ve startech ¢. 2 — €. 3 jsou umistény kontrolni vzorky odebrané pred indukci
a po indukci produkce proteinti pomoci IPTG. Ve startech ¢. 4 — €. 6 jsou umistény kontrolni
vzorky odebirané postupné béhem staceni po lyzi bunék, po promyti vazebnym pufrem
a po promyti promyvacim pufrem. Kontrolni vzorek po navazani ¢astic nebyl odebran.
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Obrdzek 23: Izoforma A40p530. — membrana po westernovém prenosu a aplikaci protildatek, start ¢. 1:
Proteinovy Zebricek 10-260 kDa; start ¢. 2 —¢. 6: Kontrolni vzorky odebrané béhem produkce
a purifikace; start ¢. 7: izolovand frakce proteinu A40p53o

4.4.1.3 Izoforma A40p53f

Izoforma A40p53p ma velikost 42 kDa. Po provedeném Westernovém prenosu, opét
za pouziti protilatek Anti-polyHistidine (primérni, mysi, fedéni 1:3 000) a Anti-mouse IgG
peroxidase (sekundarni, kozi, fedéni 1:10 000), byl na membrané ve startech ¢. 8 a ¢. 9
detekovan zadany produkt s o¢ekavanou velikosti (Obrazek 24) Nad detekovanym proteinem
je opét 1 slab¢ viditelny prouzek detekovaného nedostatecné zdenaturovaného proteinu.

Ve startu €. 1 je umistén proteinovy zebficek o rozsahu 10-260 kDa (zde viditelny rozsah
35-140 kDa), ve startech ¢. 2 — €. 3 jsou umistény kontrolni vzorky odebrané pred indukci
a po indukci produkce proteini a ve startech ¢. 4 —¢. 7 jsou umistény kontrolni vzorky
odebirané postupné béhem staceni po lyzi bun€k, po navazani Castic, po promyti vazebnym
pufrem a po promyti promyvacim pufrem.
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Obrdzek 24: Izoforma A40p535 — membrana po westernovém prenosu a aplikaci protildatek, start ¢. 1:
Proteinovy Zebricek 10-260 kDa; start ¢ 2— ¢ 7: Kontrolni vzorky odebrané béhem produkce
a purifikace; start ¢. 8 a & 9: izolované frakce proteinu A40p53p

4.4.1.4 Izoforma A40p53y

Westernovy prenos byl proveden i u posledniho izolovaného proteinu, A40p53y, o velikosti
42 kDa. Jak je vidét na obrazku 25, po pouziti protilatek Anti-polyHistidine (primarni, mys$i,
fedéni 1:3 000) a Anti-mouse IgG peroxidase (sekundarni, kozi, fedéni 1:10 000), byl
na membrané také detekovan oCekavany protein o dané velikosti, a to ve startech ¢. 7 a €. 8.

Ve startu €. 1 je umistén proteinovy zebficek o rozsahu 10-260 kDa (zde viditelny rozsah
25-70 kDa), ve startech ¢.2—¢. 3 jsou umistény kontrolni vzorky odebrané pied indukci
a po indukci produkce proteini a ve startech ¢.4—¢C. 6 jsou umistény kontrolni vzorky
odebirané postupné béhem staceni po lyzi bunék, po promyti vazebnym pufrem a po promyti
promyvacim pufrem. Kontrolni vzorek po navazani ¢astic nebyl odebran.
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Obrdzek 25: Izoforma A40p53y — membrana po westernovém prenosu a aplikaci protilatek, start ¢. 1:
Proteinovy Zebricek 10-260 kDa; start ¢. 2— ¢ 6: Kontrolni vzorky odebrané béhem produkce
a purifikace; start ¢. 7 a ¢. 8: izolované frakce proteinu A40p53y
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5 ZAVER

Predkladana diplomova prace pojednava v teoretické ¢asti o vyznamu proteinu p53, o jeho
izoformach a o Gateway klonovani. V experimentalni ¢asti byla provedena piiprava DNA
sekvenci jednotlivych dvanacti izoforem pomoci dvou navazujicich PCR. Jelikoz bylo
provedeno Gateway klonovani, které je zalozené na rekombinaci, bylo nutné pomoci PCR vnést
do produktu sekvence, které jsou pro rekombinaci nutné, tzv. att mista. Toho bylo docileno
pouzitim navrzenych specifickych primerd a komercnich att primerti. Pro uspéSnou
rekombinaci musi aff mista ohrani¢ovat klonovanou sekvenci. Primery byly tspé$né navrzeny,
sekvence byly pfipraveny pomoci PCR a jejich velikosti byly ovéfeny na 1% agar6zovém gelu.

Ziskané fragmenty DNA byly pouzity pro prvni reakci Gateway klonovani, BP reakci. V BP
reakci byl pouzit plazmid pDONR221, do kterého byla rekombinaci vlozena sekvence
jednotlivych izoforem. Takto bylo uspésné pfipraveno a sekvenaci oveéfeno vSech dvanact entry
klonti obsahujicich spravné sekvence dvanacti izoforem proteinu p53. Tyto entry klony mohou
byt dale materialem pro jednokrokovou klonovaci LR reakci s riznymi destinaCnimi vektory.
Dle zvoleného vektoru mohou byt produkty poté vyuzity v riznych expresnich systémech,
napiiklad hmyzich ¢i kvasinkovych.

V druhé reakci Gateway klonovani, LR reakci, byla sekvence z entry klonu rekombinaci
vnesena do plazmidu pDESTI17, ktery umoziuje expresi proteinu v bakterialnich buikéach
a k exprimovanému proteinu pridava polyhistidinovou kotvu (HisTag). Tato kotva umoziiuje
jak izolaci proteini pomoci afinitnich ¢astic, tak jednoduchou detekci specifickou protilatkou
pii Westernovém prenosu. Uspé&sné bylo piipraveno a nasledng sekvenaci ovéfeno 8 expresnich
klont. Expresni klon proteinu p53a nebyl pfipraven. Zbylé 3 expresni klony, tykajici se
izoforem skupiny A160p53, se LR reakci nepodafilo pfipravit, a sekvenace prokazala, ze se
sekvence izoformy klonuje do plazmidu naopak.

Z Gspésnych 8 expresnich kloni byly 4 znich pouzity na produkci proteint, a to:
pDEST17/p53f, pDEST17/A40p530, pDEST17/A40p53f a pDEST17/A40p53y. V buiikach
BL21-CodonPlus probéhla produkce téchto izoforem a nasledné byla provedena jejich izolace
a purifikace za pouziti afinitnich ¢astic. Poslednim krokem byla jejich detekce pomoci
SDS-PAGE a Westernového prenosu. VsSechny Cctyfi izoformy byly na membrané
z Westernového prenosu detekovany specifickou protilatkou, a to ve spravné velikosti, coz bylo
potvrzeno pouzitym proteinovym standardem.

Purifikované izoformy proteinu p53 jsou podkladem pro dalsi prace, jelikoz budou
predmétem navazujiciho vyzkumu na Biofyzikalnim tstavu AV CR, ktery se bude tykat studia
vazby izoforem proteinu pS3 na p53CON ¢i na specifické DNA struktury (kvadruplexy, kiizové
struktury a jiné) a objasnéni vlivu rozdilné struktury izoforem p53 oproti celému proteinu p53
na vazbu k DNA. Vyuzity budou metody jako AFM (mikroskopie atomarnich sil) ¢i EMSA
(gelova retarda¢ni analyza). Zaroven bude diky pfipravenym entry klonim mozné pokracovat
v expresi izoforem v kvasinkovych izogennich systémech pro studium vazby v kontextu
chromatinu.
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7 SEZNAM ZKRATEK

e A —adenin

e AFM — mikroskopie atomarnich sil (z angl. ,,atomic force microscopy*)

e AMK — aminokyselina

e AMP - ampicilin

e ATM — gen kodujici protein, ktery je aktivovan zlomy v DNA, ATM serin/threonin
kinazu, (z angl.: ataxia telangiectasia mutation™)

e art — specificka sekvence DNA u komponent, které se rekombinuji pti BP, respektive
LR reakci (z angl. , attachment sites™)

e ATR — gen kodujici protein, ktery detekuje poSkozeni DNA a ma na starost zastaveni
bunécného cyklu v kontrolnim bodé (z angl.: , ataxia telangiectasia and Rad3-related
protein‘)

e Bax—gen kodujici protein z rodiny Bel-2, regulator apoptézy (z angl.: ,,Bcl-2 associated
X protein®)

e Bcl-2 —rodina proteint, které reguluji apoptozu

e BSA —hovézi sérovy albumin

e (C —cytosin

e CAM - chloramfenikol

e (Cdk2 (respektive Cdk3 apod.) — cyklin-dependentni kinaza 2, resp. 3

e cDNA - zangl.: complementary DNA; DNA syntetizovana podle RNA enzymem
reverzni transkriptazou

e CDS - koduyjici sekvence

e DBD - DNA-vazebna doména proteinu p53

e G —guanin

e GW - oznaceni komponent (primert1) pro gateway klonovani

e HisTag — polyhistidinova kotva

o IgG — Protilatky tridy G

e [HF — Integra¢ni faktor

e [nt—enzym Integraza

e F-—forward

e K562 — erytroleukemicka bunécna linie odvozena od pacienta s chronickou myeloidni
leukemii; dlouhou dobu bylo uvadéno, ze jsou to butiky s absenci 7P53 (,,p53-null®)

e KAN - kanamycin

e LB - Luria-Bertani médium

e MDM2 — enzym s ubikvitin-ligdzovou aktivitou E3, regulator hladiny proteinu p53;
(z angl.: ,,Mouse double minute 2 homolog™)

e MDM4 — enzym spolupracujici s MDM?2 na regulaci hladiny p53, pfimou vazbou na
p53 snizuje jeho transkripéni aktivitu; (z angl.: ,,Mouse double minute 4 homolog™)

e NLS - sekvence dulezita pro transport proteinu do jadra (z angl.: ,,nuclear localization
signal®)

e Noxa — gen kodujici protein z rodiny Bcl-2, reguléator apoptozy (z latinského nazvu pro
poskozeni)
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OD - oligomerizac¢ni (tetramerizacni) doména proteinu p53, také oznacovana jako 4D
p21 — protein, ktery je stimulovan proteinem p53 a ktery zajiStuje regulaci bunéného
cyklu

P53CON - konsensni sekvence na DNA, kterou rozpoznava protein p53

p63, p73 — dalsi proteiny z rodiny p53 s vysokou homologii k p53

PCR — polymerazova fetézova reakce

PRD — doména proteinu p53, bohata na prolin

PRIMA-1 — molekula, kterd je schopna reaktivovat nékteré mutantni formy proteinu
pS3 (z angl.: , Proline-rich membrane anchor 1)

PXXP — oznaceni repetice péti aminokyselinovych sekvenci PXXP v doméné bohaté na
prolin, kde P predstavuje prolin a X jednu z ostatnich aminokyselin

Puma - gen koduyjici protein zrodiny Bcl-2, regulator apoptdzy (z angl.: ,, pS3
upregulated modulator of apoptosis®)

R —reverse

Rb — Retinoblastomovy protein sav¢ich bunék, ktery je regulatorem bunécného cyklu
Ras — onkogen kodujici protein Ras, jehoz mutace muze vést ke vzniku rakoviny

RD - negativni regulacni doména proteinu p53, oznacovana také jako Neg

RE — vazebna mista v DNA obsahujici p53CON, (z angl.: , responsive elements)
RPA — replikacni protein; mutace v genu kodujicim tento protein ma za nasledek
zvySenou nachylnost DNA k poskozeni

scDNA - z angl.: supercoiled DNA, superhelikalni DNA

SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
siRNA — dvouretézcové molekuly RNA s kratkou sekvenci, které jsou v buiice schopny
ovlivnit expresi proteind; (z angl. , small interfering RNA*)

siSplice, sil33 — molekuly siRNA, specialn€ navrzené pro potlaceni exprese urcitych
izoforem

SV40 — opici polyomavirus SV40 (z angl.: ,,simian virus 40)

T — thymin

TAD — Transaktivacni doména proteinu p53

TBP — TATA vazebny protein, rozpoznavaji TATA box a uCastnici se iniciace
transkripce

TEV - sekvence v plazmidu kodujici cilové misto pro TEV proteazu, ktera se pouziva
na specifické odstranéni afinitnich znacek z rekombinantnich proteint

TP53 — gen kodujici tumor-supresorovy protein p53

WT — divoky typ; nemutovana forma proteinu (z angl. ,,wild type®)

Xis — enzym Excisiondza



