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ABSTRAKT

Makroelementy obsazené v potravé maji dilezitou funkci pro lidsky organismus. Podili se
na fad€é biochemickych reakci v lidském téle a jejich vyvazené mnozstvi je dilezité pro
prevenci vaznych onemocnéni.

V teoretické casti bakalaifské prace byla popsdna funkce minerdlnich latek v lidském
organismu, funkce DNA a epigenetickych mechanismi, jako je metylace DNA nebo
modifikace histontl. Byl popsan vliv vyzivy a funkce vybranych makroelementti — sodik,
hoi¢ik, vapnik, draslik na epigenetické modifikace a na stabilitu G-kvadruplexu.
Cilem experimentalni ¢asti prace bylo studovat vliv téchto latek na DNA struktury in vitro a
pfipravit experimentalné pro studium in vivo.

KLiICOVA SLOVA
Ziviny, G-kvadruplex, DNA, epigenetika.

ABSTRACT

The macroelements contained in food have an important function for the human body. They
are involved in several of biochemical reactions in the body and their abundance can prevent
serious diseases.

The theoretical part of the bachelor thesis describes the function of minerals in the human
body, the function of DNA and epigenetic mechanisms such as DNA methylation or histone
modification. The influence of nutrition and function of selected macroelements — sodium,
magnesium, calcium, potassium on epigenetic modifications and on the stability of G-
quadruplexes was described. The aim of the experimental part of this work was to study the
effect of these substances on DNA structures in vitro and to prepare them experimentally for
in vivo studies.
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1 UVOD

Spravna vyziva je fazena mezi faktory, které tvoii zdravy Zivotni styl. Zivotni styl je zptisob
zivota daného jedince. Spravné zvolenou stravou se lze vyhnout riznym civilizatnim
chorobam a psychickym porucham spjaté s piijmem potravy [1]. Jidlo a vyziva jsou Casté
problémy soucasnosti. Neznalost lidské vyzivy ma za nésledek fadu modernich onemocnéni,
nejznaméjsi je metabolicky syndrom, charakterizovany zvySenym krevnim tlakem, cukrovkou,
ateroskler6zou a kardiovaskularnimi chorobami obecné. Soucasné vyzivové trendy se rychle
meni, napiiklad studie vedena kanadskymi védci ukazuje, Ze mirnd konzumace nasycenych
tuki muze snizit riziko cévni mozkové ptihody [2].

Uvadi se, ze jedno umrti z péti je spojeno s nezdravymi stravovacimi navyky, jako je
naptiklad nedostatek zivin. Studie zroku 2017 [3] dospéla k zavéru, Ze vétSina populace
nekonzumuje dostatek ofechti, semen, mléka a celozrnnych vyrobk, zatimco konzumuje ptili§
mnoho zpracovaného masa s vysokym obsahem sodiku, sladkych jidel a napoji. Na celém
sveéte€ rotné zemie na kardiovaskularni onemocnéni asi 10 miliéna lidi; 913 000 na nadorové
onemocnéni a téméf 339 000 na diabetes druhého typu [4]. Opaéné chovani piehnané péce o
vyzivu a zamérné vyhybani se nezbytnym potravinam a zivindm z kazdodenni stravy si vybira
svou dan. Stravovaci navyky vedouci k neustdlym dietnim omezenim jsou zodpovédné za
narast vyskytu mentalni anorexie, ale i nutri¢nich deficitt u déti s omezenou dietou [5].

Zdrava vyziva muze byt nastrojem V boji proti nékterym nemocem. Kazdy musi pfemyslet,
co si da na talif a kterym surovindm se vyhnout, pro zachovani metabolismu a udrZeni
fyziologického a psychického zdravi. Jaky typ vyZivy doporucit jedinci zéavisi na jeho
fyziologickém stavu, v€ku a souvisi s osobnim zivotnim stylem. Na stravu pusobi velké
mnozstvi faktord. Kazdy jedinec ma urcité stravovaci navyky, které byly vyvijeny predevsim
v détstvi. Tyto ndvyky se mohou Vv pribéhu let ménit, pfedev§im kvili zméné zplsobu
zivota [6].

U vybranych kationt kovt byl prokazany vliv na epigenetické modifikace [52] a podileni
na biochemickych pochodech v lidském téle [7], proto se budeme témito latkami zabyvat
Vv téhle praci. Zejména na jejich vliv na G-kvadruplexovou strukturu DNA. Dale bude zji§téna
cytotoxicita rozpoustédla dimetylsulfoxidu vic¢i vybranym bunéénym liniim.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mineralni latky

Mineraly sehravaji v lidském téle klicovou roli pii vykonavani nezbytnych funkci — od
budovani silnych kosti po pfenos nervovych vzruchi — pro zdravy a dlouhy zivot [7]. Existence
fady mineralti miize nejen vytvaiet riizné hormony, ale také muze regulovat standardni srdecni
funkce. Nékteré makro- a mikro prvky se vyskytuji ve struktufe zubt (Ca, P a F) a kosti (Ca,
Mg, Mn, P, B a F), zatimco vétSina mikro prvka (Cu, Fe, Mn, Mg, Se a Zn) hraje zasadni roli
jako strukturalni souc¢ast mnoha enzymu [7]. Makro prvky (Ca, Mg, P, Na a K) ve srovnani
smikro prvky (I) maji v nervovych buikach mnohem vyznamnéjsi funkce (pfenos a
signalizace). Pfestoze mikroelementy hraji kli¢ovou roli pfi tvorbé bunck erytrocytt (Co, I a
Fe), regulaci hladin glukozy (Cr) a jejich ochrané prostfednictvim aktivace antioxidacnich
enzymu (Mo), makro mineraly jako Ca a K maji vysoky potencial kontrolovat krevni tlak.
Mineraly se také ucastni imunitniho (Ca, Mg, Cu, Se a Zn) a mozkového (Cr a Mn) systému
[7].

V poslednich letech se velké mnozstvi védeckych a technologickych vyzkumt soustiedilo
na prekonani mineralni podvyzivy v prumyslovych a rozvojovych zemich, protoze deficit Fe,
Zn, I a Se ve svétové populaci predstavuje ptiblizné 60, 30, 30 a 15 %, resp. Navic nedostatek
Zn, Fe a I spolu s nedostatkem vitaminu A muze vést k ~20% tmrtnosti u déti mladsich 5 let
[7]. Nedostatek Fe v téle se projevuje snizenim hladin hem proteind (napt. hemoglobinu) a
enzymil (s Fe jako kofaktorem) a zpiisobuje prevalenci anémie nebo sniZzeni mnoZzstvi
cervenych krvinek. Nedostateny piijem Fe ve stravé muiize také vést k nizsi rychlosti ristu a
kognitivnich schopnosti u déti, vétSimu poctu poruch béhem tchotenstvi a horsi pracovni
vykonnosti u dospélych. Nedostatek zinku miize mit mnoho neptiznivych ucinkd, jako je rlst
(ztrata hmotnosti a vlasil), traveni (prijem, ztrata chuti k jidlu a zmény chuti) a imunita
(odloZené hojeni ran a vysokd nachylnost k infekcim), sexudlni (snizena spermatogeneze,
muzsky hypogonadismus a impotence) problémy [8]. Nedostatek jodu muze také vést ke
zvétSeni ,,strumy* §titné zlazy a odvratitelné intelektualni neschopnosti [9]. ZvySena celkova
umrtnost byla spojena se Spatnou imunitou, vyskytem a rozvojem virovych
onemocnéni/infekci a nezménitelnym poranénim mozku [10].

Ptestoze celkové mnozstvi minerdlu v potraviné neodrazi jeho dostupné mnozstvi v téle
prostiednictvim absorpce, biologicky dostupné je pouze ur¢ité mnozstvi [11]. Biologicka
dostupnost makro a mikro mineralti je definovana jako podil pozitého mineralu, ktery je
absorbovan a nasledné vyuzit pro obvyklé fyziologické funkce [12]. Zakladnim pravidlem je,
ze uroven biologické dostupnosti je vysoce zavisld na traveni, uvolilovani z potravinové

matrice, rychlosti absorpce cilové slozky stfevnimi butikami a jejim transportnim mnozstvi do
bunék [12].



2.2 Epigenetika

Epigenetiku je mozné definovat jako somaticky dédi¢né stavy genové exprese, vyplyvajici
ze zmén ve struktuie chromatinu bez zmén v sekvenci DNA. Epigenetické modifikace zahrnuji
metylaci DNA, modifikaci histonti a remodelaci chromatinu [18].

V poslednich desiti letech byly epigenetické studie cileny hlavné na embryonalni vyvoj,
starnuti a rozvoj rakoviny. V soucasné dob¢ je epigenetika spojovana také s obezitou,
inzulinovou rezistenci, cukrovkou, kardiovaskularnimi nebo neurodegenerativnimi
onemocnénimi a onemocnénimi imunitniho systému [19].

Epigenetické modifikace mohou byt ovlivnény vnéjSimi nebo vnitinimi faktory a maji
schopnost menit genovou expresi, proto je epigenetika v soucasné dobé povazovana za dalezity
mechanismus v neznamé etiologii mnoha nemoci. Takto vyvolané epigenetické zmény mohou
byt zdédény béhem bunécného de€leni. Epigenetika mlze poskytnout nové moznosti pro
hledani etiologickych faktort, a tedy i embryonalniho vyvoje a starnuti [19].

2.2.1 Epigenetické mechanismy

Epigenetické mechanismy hraji dtlezitou roli v bunécnych diferenciacich, z kterych
metylace DNA a posttranslaéni modiﬁkace histoni (acetylace metylace fosforylace

vvvvvv

ovliviiuje dalsi biologické aktivity, jako je regulace genové transkripce, inaktivace X-
chromozomu a udrzovani chromatinovych struktur vyssiho fadu [22].

2.2.1.1 Metylace DNA

Existuje mnoho epigenetickych mechanismtl, které mohou fidit genovou expresi. Metylace
DNA je jednou z nich a v poslednich desetiletich se metylace DNA stala zaméfenim rtiznych
vyzkumu. Metylace DNA ma roli v regulaci genové exprese, je také popsana interakce
s modifikacemi histonti a implikace s lidskymi onemocnénimi [23].

SAM
NH, (SAH-CHg) SAH NH,

Ho \/ H4C
[ \L/l

H

Obr. 1: Mechanismus metylace DNA. S-Adenosyl methionin (SAM), S-Adenosyl homocystein (SAH)
[23].

Pravdépodobné 70 % CpG dinukleotidd v genomu obratlovct je metylovano. DNA
methylova skupina je kovalentné pfidana pomoci zbytku kofaktoru S-adenosyl-methionin
(SAM) do polohy 5 cytosinového zbytku. Reakce je katalyzovana DNA metyltransferdzami

(DNMT). 5-methylcytosin (5mC) je produktem metylace DNA (Obr. 1). Je to jedna z bazi
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pozorovanad v savéim genomu, kterd je fyziologicky modifikovana. DNA je stabilni diky
vicenasobnému bunéénému déleni a reverzibilni modifikaci [24; 25].

Metylace DNA je proces, kdy je methylova skupina ze SAM transportovana do
cytosinovych bazi v DNA. Proces je katalyzovan tfemi DNA metyltransferazami DNMTI,
DNMT3a, DNMT3b. DNMT jsou cennymi regulatory genové transkripce. Bylo zjisténo, ze
vy$$i hladiny exprese DNMT jsou zvySeny u nadorovych onemocnéni [26]. Rtizné modifikace
a interakce, které¢ reguluji aktivitu DNMT, hraji dilezitou roli v regulaci metylace DNA.
Existuji 2 skupiny metyltransferdz, pficemz prvni z nich udrzuje nebo kopiruje metylaci a
druhy se podili na zprostfedkovani de novo metyla¢nich procesi DNA [27].

DNMT1 je zodpovédny hlavné za udrzovani metylace DNA. Dalsi hlavni role nastava po
replikaci DNA, kdy hlavni fetézec DNA pokracuje v metylaci, ale noveé syntetizovany fetézec
nikoli. DNMTT1 je pfipojen k hemimetylované DNA v mistech CpG (cytosin-fosfat-guanin) a
kopiruje metyla¢ni vzory v tomto novém fetézci. DNTMI1 je také nezbytny pro spravny
embryonalni vyvoj, imprinting nebo inaktivaci X-chromozomu [26].

DNMT3a a DNMT3b jsou de novo DNA metyltransferazy, to znamena, ze iniciuji nové
metylacni markery na DNA. DNMT3a a DNMT3b nepotiebuji k navazani hemimetylovanou
DNA. Oba jsou nezbytné pro embryonalni vyvoj u saved. DNTM3L je enzym, ktery také patii
do této skupiny, ale je katalyticky neaktivni. Tato DNA metyltransferaza mtize ovlivnit
metylaci DNA. Vaze se na katalytickou doménu DNMT3a a DNMT3b a reguluje jejich
katalytickou aktivitu [28].

Nicméné v nékolika studiich [27, 28] bylo prokazano, Zze DNMT spolupracuji béhem
metylace DNA a mohou si navzdjem poskytovat své funkce. Naptiklad, kdyz je nadmérné
exprimovan DNMT1, muze se podilet na de novo metylaci a DNMT3 se miize podilet na
metylaci a udrzovat funkci dalsich DNMT.

2.2.1.2 Modifikace histonu

Histony jsou zakladni proteiny, které se skladaji z pozitivné nabitych aminokyselin, obvykle
lysinu nebo argininu. Nejznamé&jsimi modifikacemi jsou metylace, acetylace, fosforylace,
ubikvitinace a sumoylace. Tyto post-translacni modifikace spolupracuji na regulaci struktury
chromatinu. Struktura chromatinu ovliviiuje biologické procesy vetné genové exprese, opravy
DNA a kondenzace chromozom [30, 31].

Acetylace histonl je vratna reakce. Acetylova skupina je pfidana z donorové molekuly
acetylkoenzymu A k aminokyselin€ lysinu na N-konci histonu. Tento krok odstrafiuje kladny
naboj z lysinu. Reakce je katalyzovana histonacetyltransferazami [32].
zvySeni pfistupnosti pro RNA polymerazu a transkripcni faktory, které se vazou na
promotorovou oblast genl. To vede k pevnéjSi vazbé transkripCnich faktori a dochazi
k zvySovani transkripcni aktivity. Acetylace histonti narusuje interakci mezi histonem a DNA.
M¢ni také interakce histon-histon a histon-regula¢ni proteiny. VSechny tyto zmény maji
obrovsky vliv na transkripci DNA [31].



Histonova fosforylace hraje vyznamnou roli v reakci na poskozeni DNA. Fosforylace
histonti v sav¢ich buitkach probihd na aminokyseliné serinu. Fosforylace histont je dilezitou
soucasti béhem bunééné odpovédi na poskozeni DNA, remodelaci chromatinu a regulaci
transkripce [31].

Ubikvitinace a sumoylace histont patii mezi posttransla¢ni modifikace, které jsou nezbytné
pro udrzeni stability genomu a regulaci opravy poskozené DNA. Polypeptidy ubikvitin a
protein SUMO (maly signalni protein, ktery vykazuje prostorovou podobnost s ubikvitinem)
vazany na histony kovalentné [31].

2.2.2 Uloha vyzivy v epigenetice

Ziviny, které jsou piijimany Vv potravé, mohou zvratit nebo zptisobit epigenetické jevy, jako
je metylace DNA a modifikace histonti, a tim modifikovat expresi genll spojenych
s fyziologickymi a patologickymi procesy, vcetné¢ embryonalniho vyvoje, starnuti a
karcinogeneze [20].

V oblasti vyzivy je epigenetika mimotadné dulezita, protoze ziviny a bioaktivni slozky
potravy mohou modifikovat epigenetické jevy a ménit expresi genll na transkripéni urovni.
Kyselina listova, vitamin B12, methionin, cholin, a betain mohou ovlivnit metylaci DNA a
metylaci histond prostiednictvim zmény jedno uhlikového (1C) metabolismu (Obr. 2) [20].

etk methionin
S Jeip MAT V1T
B e SAM glycin
o cytosin
BHMT GNMT
CH2-THF metylcytosin
SAH sarkosin
MTHER
o CH3-THF homocystein 4/;AHH
B6
cystathionin
B6
cystein
N
ghutathion

Obr. 2: Schéma jedno uhlikového metabolismu [62].

Dva metabolity jedno uhlikového metabolismu mohou ovlivnit metylaci DNA a histoni.
SAM, ktery je donorem metylu pro metylaéni reakce, a SAH, ktery je produktovym
inhibitorem metyltransferaz. Teoreticky tedy jakakoliv zivina, bioaktivni slozka nebo stav,
ktery muze ovlivnit hladiny SAM nebo SAH ve tkani, mize zménit metylaci DNA a histona.
Dalsi ve vodé¢ rozpustné vitaminy B, jako je biotin, niacin a kyselina pantotenova, také hraji
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dalezitou roli v modifikacich histont. Biotin je substratem histonové biotinylace. Niacin se
ucastni histonové ADP-ribosylace jako substrat poly(ADP-ribdza)polymerazy a také acetylace
histont jako substrat Sirtl, ktery funguje jako histondeacetyldza. Kyselina pantotenova je
soucasti CoA, ten se podili na vzniku acetyl-CoA, ktery je zdrojem acetylové skupiny pii
acetylaci histonti. Bioaktivni slozky potravy piimo ovliviiuji enzymy zapojené do
epigenetickych mechanismt. Napfiklad genistein a cajovy katechin ovliviiuji DNA
metyltransferazy. Katechiny zeleného cCaje moduluji metylaci DNA zeslabenim ucinku
DNMT1 [61]. Resveratrol, butyrat, sulforafan a diallylsulfid inhibuji HDAC (histon
deacetylaza) a kurkumin inhibuje histon acetyltransferazy. Pozménéna enzymaticka aktivita
téchto slouCenin mtize ovlivnit fyziologické a patologické procesy béhem naSeho zivota
zménou genové exprese [21].

2.3 DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je molekula, ktera kdduje genetickou informaci. V
jediném organismu ma témét kazda bunka presné stejnou DNA. V roce 1953 James Watson a
Francis Crick objevili strukturu DNA [13]. Struktura DNA (Obr. 3) je pravotodiva
dvousroubovice, konstruovand ze dvou nukleotidovych fetézcii navinutych kolem sebe.
Retézce se skladaji z deoxyribozy, molekuly cukru a 4 dusikatych bazi: dvou purind (adenin,
guanin) a dvou pyrimidina (thymin, cytosin), které jsou piipojeny k molekule cukru fosfatovou
skupinou. Specifické je parovani dusikatych bazi. Adenin je vZdy sparovan s thyminem a
guanin je sparovan s cytosinem. Tyto dva fetézce DNA jsou komplementarni, coZ znamena, ze
pokud je znam jeden fetézec, mize byt odvozen druhy. Molekula DNA je zaporné nabita [14].

3 = Adenin
1 = Thymin
= = Cytosin

3 = Guanin

: _ Fosfatovy
zbytek

Obr. 3: Struktura DNA [50].
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V eukaryotech jsou dlouhé molekuly DNA spojeny se specifickymi proteiny a zabaleny do
chromozomt. Kazdy chromozom se sklada z jedné DNA molekuly a komplexu proteint -
histonti, které umoziuji DNA zabalit do pevnéjsi struktury. Chromatin je komplex v jadre,
tvofeny z DNA a proteint [15].

CpG dinukleotid je sekvence DNA, ktera se sklada ze dvou nukleotidi, cytosinu a guaninu.
Cytosin a guanin jsou spojeny fosfodiesterovou vazbou. V genomu savcil je typickd mutace
dinukleotidu CpG na dinukleotidy TpG (thymin-fosfat-guanin) [16]. Distribuce CpG je
nerovnomérnd a vétsina genomu obratlovcu obsahuje méné CpG. CpG dinukleotidy jsou
umistény bud’ v repetitivnich sekvencich, nebo v kratkych sekvencich, které jsou bohaté na
CpG. Rika se jim CpG ostraivky a jsou dlouhé 1 - 2 kb [16]. V lidském genomu existuje asi 30
000 CpG ostravku [55]. Jsou umistény pobliz mista zacatku transkripce. V sav¢ich genomech
je ptiblizné 80 % CpG dinukleotidd metylovano. Dinukleotidy v CpG ostruvcich jsou vSak
obecné nemetylované, to je skute¢né dulezity atribut genovych promotort a zprosttedkovani
genové exprese [17].

Nukleové kyseliny mohou tvofit nekanonické struktury, jako jsou triplexy [56], tetraplexy
G-kvadruplext a i-motivova DNA [57]. Triplexy a G-kvadruplexy jsou nejcastéji pozorovany
v genech souvisejicich s onemocnénim a ma se za to, ze hraji dilezitou roli pfi nastupu a
progresi onemocnéni [35].

2.4 G-kvadruplexy

G-kvadruplexy (G4) jsou sekundarni struktury nukleovych Kkyselin sestavajici z
naskladanych G-kvartetd. Kazdy kvartet je tvofen ze Ctyt guanind (G) spojenych
Hoogsteenovou vodikovou vazbou. G4 mohou byt tvofeny jednim aZ ctyfmi vlakny bohatymi
na guaniny a jsou stabilizovany pfitomnosti monovalentnich kationtd. Jsou to polymorfni
struktury, protoze jedna sekvence bohata na guaniny mize pfijmout rizné konformace G4 v
zavislosti na experimentalnich podminkach, pfilehlych sekvencich, koncentraci, protokolu
pfipravy nebo na zivém organismu. Jednim z nejlepSich ptikladt je lidskd telomericka
sekvence, ktera se muze skladat do nejméné 10 riznych konformaci [34]. Nejcast&jsi
konformace jsou znazornény na obrazku (Obr. 4). Intramolekularni G4 mohou byt tvofeny s
DNA a RNA; sekvence s potencidlem tvofit struktury G4 se nachazeji v eukaryotickych
telomerach [34], v promotorech onkogeni [35], v minisatelitech [35] a v 5" a 3’
netranslatovanych oblastech messengerovych RNA [36].

Paralelni Antiparalelni Hybridni

Obr. 4: Mozné konformace G-kvadruplext [43]
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Ne vSechny sekvence bohaté na G tvofi stabilni G4, né€které sekvence nemusi in vitro
vytvofit struktury G4 [37]. Proto je nezbytné experimentalné ovéfit, zda tyto sekvence skute¢né
piijimaji tuto strukturu. K dispozici je fada technik, kterymi je mozné detekovat strukturu G4,
jako je stanoveni teploty tani [38], tepelna nebo izotermicka diferenéni spektra [39], nuklearni
magnetickd rezonance a cirkularni dichroismus, ale vSechny jsou relativné ¢asové naroc¢né a
vyzaduji specialni vybaveni [40].

2.4.1 VIliv kationti na stabilitu G-kvadruplexi

Fyziologicky relevantnimi monovalentnimi kationty jsou K™ a Na', které stabilizuji
strukturu G4. Mezi kationty, které ovliviiuji strukturu G4 se fadi zejména monovalentni
kationty Rb™, Cs*, NH"4 a TI" a dvojmocné kationty Sr2*, Ba2" a Pb2", u kterych je znamo, ze
v nékterych specifickych piipadech stabilizuji struktury G4 [52]. Bylo v8ak pozorovano, ze
nékteré dvojmocné kationty narusuji struktury G4, napiiklad nizké koncentrace Mn2*, Co2*
nebo Ni2" narusuji struktury G4 i v pfitomnosti K* iontl. Kdyz jsou koncentrace G4 a
monovalentnich kationti dostate¢né nizké nebo je teplota dostate¢né vysoka, mohou
dvojmocné kationty, naptiklad Ca2*, Co2*, Mn2*, Zn2", Ni2" a Mg2*, vyvolat destabilizaci G4
[53]. Bylo pozorovano, Ze dvojmocné kationty destabilizuji dimerni antiparalelni G4 v
nasledujicim poradi: Zn2+> Co2+> Mn2+> Mg2+> Ca2+ a indukuji ptechod na paralelni
strukturu G4 [52]. Nicméné ur¢ité ionty dvojmocnych kovi stabilizuji G4 vice nez ostatni, ale
takovy Gcinek zavisi na struktuie G4 [54].

2.4.2 Uloha G-kvadruplexi v epigenetice

Vyskyt struktur G4 v regulacnich oblastech, jako jsou promotory a zesilovace (kratké
sekvence které mohou byt znacn¢ vzdaleny od genu, ktery ovliviiuji), miize ovlivnit genovou
expresi bud’ pozitivné, nebo negativné, a tim vyvolat zmény transkriptomu. Struktury G4 a
epigenetické modifikace casto kooperuji, navzijem se pozitivné ovliviiuji a pretvareji
transkripcni vystupy genomu [44, 45].

Stabilita struktury G4 miZze byt ovlivnéna epigenetickymi modifikacemi sekvenci, které
tvoii G4 motiv ve stejném fetézci DNA, jako u metylace na 5 uhliku u 5mC. Lze tvrdit, Ze
spojeni mezi stabilitou G4 a metylaci cytosinu by mohlo mit relevantni dusledky in vivo,
zejména proto, Zze metylace DNA obecné vede k redukci dostupnosti chromatinu a transkripéni
aktivity. Vyskyt vnitiné stabilnich G4 a 5SmC je neptimo piibuzny u promotort CpG ostravki
raznych lidskych bunéc¢nych linii a tkani, coz siln€ naznacuje, Ze G4 jsou epigenetické markery
aktivniho hypometylovaného chromatinu [46, 47, 48]. Na obrazku (Obr. 5) jsou znazornény
G4 v epigenetickych modifikacich.
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Obr. 5: G-kvadruplexy v epigenetickych modifikacich [49].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam vybaveni

3.1.1 Materialy a metody
¢ Analytické vahy (A&D INSTRUMENTS LTD)

Laboratorni vahy (OHAUS)

Mikrozkumavky 1,5 ml (EPPENDORF)

CD spektrometr (JASCO INTERNATIONAL CO.)
Flow-box (TELSTAR)

Vortex (IKA)

Inkubator (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC)

Automaticka pipeta 0-2 pl, 1-10 pl, 1-20 pl, 10-200 ul, 100-1000 ul (EPPENDORF)

Kultiva¢ni lahev

96 jamkova desticka

384 jamkova desticka

Jednorazové sterilni pipety 5, 10, 25 ml (VWR)

Opticky mikroskop

Biirkerova komirka

Petriho miska

Vicekanalkova pipeta (GILSON)

Vysledky byly vyhodnocené pomoci programu Graphpad Prism 9
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3.1.2 Chemikalie

¢ Destilovana sterilni voda (MiliQ)

e 100% DMSO (SIGMA ALDRICH)

e Trypsin (SIGMA ALDRICH)

e Médium (SIGMA ALDRICH)

o PBS - fosfatovy pufr (SIGMA ALDRICH)

e AlamarBlue HS Cell Viability Reagent (THERMO FISHER)
e Tris-HCI (SIGMA ALDRICH)

KCI (SIGMA ALDRICH)

NaCl (SIGMA ALDRICH)

CaCl, (SIGMA ALDRICH)

MgCl, (SIGMA ALDRICH)
e Glutamin (SIGMA ALDRICH)
e 1x Penicilin-Streptomycin (SIGMA ALDRICH)

3.2 Nejcastéji pouzivané terminy

H1299: Lidska bunééna linie plicniho karcinomu odvozena z lymfatickych uzlin [58].

HDF164: Lidské dermalni fibroblasty.

MCF-7: Buné&na linie lidského karcinomu prsu s estrogenovymi, progesteronovymi a
glukokortikoidnimi receptory [59].

Médium: Medium pouzivané pro méfeni bylo pfipraveno z ,,DMEM High Glucose* media
(SIGMA ALDRICH), s obsahem 4 mM glutaminu a 10% FBS. Pro nadorové bunky bylo do
média piidavano antibiotikum 1x Penicilin/Streptomycin (SIGMA ALDRICH).

Trypsin: Jedna se o enzym, ktery slouzi k uvolnéni bunek z povrchu kultiva¢ni nadoby.

Laminarni box: Box uréeny pro sterilni praci s neustalou cirkulaci a odvodem vzduchu.
Pted, a po kazdém pouziti bylo nutné box sterilizovat pomoci UV svétla a to nejméné 30 minut.
Vse, co se do boxu vkladalo, bylo osetieno 70% etanolem pro zajisténi sterility.

Inkubator: Pro kazdou inkubaci bun¢k byl pozit inkubator se stilou teplotou 37°C (s
odchylkou 0,2 °C), vlhkosti 5 % a5 % COx.

Dimetylsulfoxid: DMSO je amfipatické rozpoustédlo, které je rozpustné ve vodé i1
v organickych latkach. Casto se pouzivd k rozpousténi hydrofobnich latek vyuzivanych
Vv biologickém vyzkumu [64].
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3.3 Metody

3.3.1 Experimenty in vitro
3.3.1.1 ThT test

Thioflavin T je benzothiazolové barvivo, které po navazani na amyloidni fibrily vykazuje
zvySenou fluorescenci a bézné se pouziva k diagnostice amyloidnich fibril, jak ex vivo, tak in
vitro [41].

ThT se ptidava k pfedem pfipravené struktuie nukleové kyseliny v prostiedi Tris-HCI. Po
specifickém navazani ThT na G-kvadruplex, vykazuje zesileny fluorescen¢ni signal. Muze se
vazat jak na jednovlaknové tak na dvouvlaknové oligonukleotidy se slabsim fluorescen¢nim
signalem, nez v piipadé G4 [40]. Princip testu je znazornén na obrazku (Obr. 6).

G4

Obr. 6: Princip ThT testu [40].

Syntetické oligonukleotidy byly ziedény vodou na koncentraci 100 pM. Nasledné byly
oligonukleotidy ziedény ve 400 mM Tris-HCI a 1M roztocich vybranych latek (NaCl, KClI,
CaClz, MgCl> rozpusténych ve vod€). Vysledna koncentrace takto piipravenych vzorkd
odpovidala 2 uM DNA, 100mM Tris-HCl s piidavkem 2,4, 8, 16, 32, 64 a 128 mM vybranych
latek. Stejnym postupem byly pfipraveny vzorky obsahujici DMSO o obsahu 2, 4, 6, 12, 24 a
50 %. Vzorky byly zahfivany po dobu 5 minut pii 95 °C a poté ponechany k samovolnému
ochlazeni na laboratorni teplotu béhem 24 hodin. Thioflavin T byl zfedén vodou na kone¢nou
koncentraci 1 uM.

Experiment byl provadén v ¢erné 384-jamkové destiCce pii laboratorni teploté. Vzorky
syntetickych oligonukleotidii a ThT byly smichany v poméru 1:1, v kone¢ném objemu 20 pl a
v molarnim poméru 1:0,5 pro oligonukleotid a ThT, s ptidavkem vybranych latek a DMSO.
Fluorescencni emise byly méfeny pii 490 nm po excitaci pi1 425 nm.

3.3.1.2 Cirkularné dichroicka spektroskopie

Cirkuldrni dichroismus pfedstavuje metodu absorpéni spektroskopie zalozenou na
diferencidlni absorpci levotocivého a pravoto¢ivého polarizovaného svétla, pro studium
struktur G-kvadruplexti. Opticky aktivni chiralni molekuly piednostné absorbuji jeden smér
polarizovaného svétla. Rozdil v absorpci levého a pravého kruhové polarizovaného svétla 1ze
mefit a kvantifikovat. Cirkularné dichroickd spektroskopie se pouziva k urCeni aspekti
sekundarni struktury proteinu [42]. Schéma kruhové polarizovaného svétla je znazornéno na
obrazku (Obr. 7).
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Obr. 7. — Schéma linearné polarizovaného a kruhoveé polarizovaného svétla [42].

CD spektra byla méfena na dichrografu Jasco 815 v mikrokyvetach pii 20 °C. Vzorky
syntetickych oligonukleotid@i byly nafedény pufrem Tris-HCI na koncentraci 6x10° M.
Nasledné byly mikrokyvety s piipravenymi vzorky syntetickych oligonukleotidi (hTEL —
telomericka sekvence) zahiaty na 95 °C po dobu 5 minut. Vzorky byly pipetovany do
mikrokyvet s vyslednym objemem 220 pl. Pro kazdy vzorek byla pofizena tada Ctyf skent
v rozsahu vinovych délek 240-320 nm. Skeny byly zpramérovany, vyhlazeny a bylo ode¢teno
reakéni prostfedi. Nejprve byl zméfen pufr Tris-HCI, nésledné roztok obsahujici pouze
synteticky oligonukleotid a poté byly ptidavany roztoky vybranych latek v molarnim poméru
0,1;1; 2; 3;4; 5k DNA (1,18 uM v 1ml).

3.3.2 Experimenty in vivo
3.3.2.1 Testy cytotoxicity

Cinidlo AlamarBlue se pouziva ke kvantitativnimu méfeni viability savéich bunéénych linii,
bakterii a hub. Barvivo obsahuje fluorescen¢ni indikétor oxidace-redukce (REDOX), ktery
zpusobuje zménu barvy v reakci na chemickou redukci ristového média v disledku bunécné
proliferace [51].

Barvivo AlamarBlue (resazurin) je ve své oxidované formé modré a nefluorescencni. Pii
jeho pouziti zpuisobuji rostouci buriky chemickou redukci barviva z nefluorescenéni modré na
cervenou fluorescencni. Pokracujici rust zivotaschopnych bunék udrzuje redukéni prostredi
(fluorescencni, Cervend) a inhibice ristu udrzuje oxidované prostiedi (nefluorescen¢ni, modré),
které lze detekovat pomoci fluorescen¢niho nebo absorbéniho detektoru [51].

Pro test viability jednotlivych bun&énych linii bylo vybrano rozpoustédlo DMSO. Uginky
DMSO na buné¢né funkce byly v minulosti studovany u velkého poctu bunék, ale s riznymi
vysledky. Nekteré studie ukazaly, ze DMSO blokuje vzestup intracelularniho vapniku [63],
jiné studie uvedly, Ze DMSO zpusobuje zvySeni extracelularniho sodiku, drasliku a vapniku
[63]. DMSO ma rtizné u¢inky na iontové transportéry a pumpy [63]. DMSO je ¢asto pouzivano
Vv biologickych vyzkumech jako rozpoustédlo [64], proto byl zkouman jeho vliv na vybrané
bunécné linie.

Pro testy byly pouzity bunécné linie H1299, MCF-7 a HDF164. Do 96-jamkovych desti¢ek
bylo pipetovano medium s danou buné¢nou kulturou, s vyslednym objemem 70 ul v jedné
jamce a o koncentraci 3 500 bunék/cm?. Do druhého sloupce bylo piidano medium a do tietiho
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sloupce byl pfidan roztok media a 1% DMSO. Krajni jamky desticky byly zaplnény pufrem 1x
PBS v objemu 300 pl, k zabranéni odpateni vzorki pii dlouhodobé inkubaci. Desticka byla
vlozena do inkubdtoru na 24 hodin. Nésledujici den bylo medium vyménéno. Do posledniho
sloupce byly pipetovany vzorky DMSO natedéného v médiu na 11,11 % a o objemu 140 pl.
Nasledné byl objem 70 ul z posledniho sloupce pipetovan do piedchozich sloupct, ¢imz byly
jednotlivé sloupce nafedény vzdy vpoméru 1:1 (vysledné koncentrace vV jednotlivych
sloupcich byly 0; 0,08; 0,17; 0,35; 0,69; 1,39; 2,78; 5,55; 11,11 % ve sméru z leva doprava).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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medium + DM SO
roztok vzorki

Obr. 8. — Schéma 96-jamkové desticky

Nasledné byla desti¢ka vloZena do inkubdtoru na 72 hodin. Poté bylo odsato veskeré
médium a 1x PBS z posledniho a prvniho sloupce. Do prvniho sloupce bylo pipetovano 100 pl
media a do ostatnich jamek bylo pipetovano 100 pl roztoku AlamarBlue s mediem v poméru
1:11. Nasledné byla méfena fluorescence pii vinové délce 595 nm po excitaci pii 555 nm v ¢ase
0 hodin a v ¢ase 2 hodiny.
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Obr. 9. — 96-jamkova desti¢ka naplnéna ¢inidlem AlamarBlue
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Experimenty in vitro
4.1.1 ThT test

Pro ThT test byly pouzity dva vybrané oligonukleotidy, telomericka sekvence (hTEL) a
nahodna sekvence (Tabulka 1.) s riznymi pfidavky vybranych latek k ovéfeni interakce s
ptitomnou G4 strukturou. Dale byla ovéfena interakce mezi DMSO a pfitomnym G4.
Thioflavin T je benzothiazolové barvivo, které se piidava do pripravené struktury nukleové
kyseliny a po navazani na G4 vykazuje zvySenou fluorescenci [40, 41].

Tabulka 1. Pouzité oligonukleotidy charakterizovany jejich sekvenci a délkou [nt].

Sekvence Délka [nt]
hTEL GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGG 51
G
IS\;?(I\I;;?]I; ACCAGAGCTGATGGTATCCTAAGTTGACGACCCCGAGGGTGCCGCAAGGA 50

Byl testovan synteticky oligonukleotid hTEL a nahodna sekvence. Nahodna sekvence
neobsahuje G4, a proto po pfidani ThT nedoslo k jeho navazani k cilovému mistu. Diky tomu
interakce ThT a nahodné sekvence vykazuje zanedbatelny signal oproti oligonukleotidu hTEL,
ktery G4 motiv obsahuje. Pti interakci ThT se sekvenci hTEL dochazelo k 89 % navySeni
signalu v porovnani s negativni kontrolou (nahodna sekvence). Primérné hodnoty pro
sekvence s piidanym ThT jsou znazornény v grafu (Graf 1).
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Graf 1: ThT test pro synteticky oligonukleotid hTEL a nahodnou sekvenci. Fluorescenéni emise byly
méfeny pii 490 nm po excitaci pii 425 nm. Na histogramu jsou vyznacené smérodatné odchylky z 3
opakovani.
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Graf 2: ThT kompeti¢ni test pro synteticky oligonukleotid hTEL a vybrané latky chlorid sodny,
chlorid draselny, chlorid vapenaty, chlorid hofe¢naty. Latky byly ptidavany v 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 a
128 mM koncentracich. Intenzita fluorescence (FI) je vyjadfena pomérem intenzity fluorescence
vybrané latky o dané koncentraci k intenzité fluorescence pufru Tris-HCI s ThT (FI0). V grafu jsou
zaznamenany smérodatné odchylky z 3 opakovani.

U oligonukleotidu hTEL (Graf 2), ktery obsahuje G4 motiv, je vidét zvySeni
fluorescen¢niho signalu po piidavku zvysujici se koncentrace latky KCl, kde jiz od ptidavku
nejmensi koncentrace, 2 mM, je vidét znatelny nartst fluorescence. V porovnani s negativni
kontrolou (0 mM) dochazi u koncentrace 2 mM ke zvySeni fluorescen¢niho signalu o 78 %. U
latek CaClz a MgCl; je viditelné malé zvySeni fluorescenéniho signalu a u latky NaCl je vidét
narust signalu jen pii koncentracich 64 a 128 mM. Z grafu lze vyvodit, ze KCI nejlépe
stabilizuje tvorbu G4 a to uz pfi nizkych koncentracich. Intenzita fluorescence je vyjadiena
pomérem intenzity fluorescence (FI) vybrané latky o dané koncentraci k intenzité fluorescence
pufru Tris-HCI s ThT (FI10).
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Graf 3: ThT test pro nahodnou sekvenci a vybrané latky NaCl, KCI, CaCl2, MgCl2. Latky byly
ptidavany v 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 a 128 mM koncentracich. Intenzita fluorescence (Fl) je vyjadiena
pomérem intenzity fluorescence vybrané latky o dané koncentraci k intenzité fluorescence pufru Tris-
HCI s ThT (FI0). V grafu jsou zaznamenany smérodatné odchylky z 3 opakovani.

Nahodna sekvence neobsahuje G4 motiv a nemuze tedy dochazet k stabilizaci tvorby G4.
Se zvySujici se koncentraci vybranych latek dochézelo pouze k mirné zméné intenzity
fluorescen¢niho signalu (Graf 3). Intenzita fluorescence je vyjadiena pomérem intenzity
fluorescence (FI) vybrané latky o dané koncentraci k intenzité fluorescence pufru Tris-HCI
s ThT (FI0). Zatimco piidavek KCl1 u sekvence hTEL vedl k zvyseni fluorescence o 78 %, tak
pfidavek u této sekvence nevedl k vyznamnym zménam v detekované fluorescenci.
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Graf 4: ThT test pro nahodnou sekvenci a synteticky oligonukleotid hTEL za pfidavku 0, 2, 4, 6, 12,
24, 50% DMSO. Intenzita fluorescence je vyjadiena pomérem intenzity fluorescence (FI) vybrané
latky o dané koncentraci k intenzité fluorescence pufru Tris-HCI s ThT (FI0). V grafu jsou
zaznamenany smérodatné odchylky z 3 opakovani.

ThT test byl proveden i pro rozpoustédlo DMSO, jako kontrolu, zda dokaze rozpoustédlo
pouzivané bézné v biologickych vyzkumech ovlivnit G4 strukturu. Z grafu (Graf 4) je zfejmé,
7e G4 struktura se tvotila pouze v pritomnosti 2% DMSO. U ostatnich koncentraci a u ndhodné
sekvence nedochazelo k vyraznym zménam ve fluorescenci. Intenzita fluorescence je
vyjadiena pomérem intenzity fluorescence (FI) vybrané latky o dané koncentraci k intenzité
fluorescence pufru Tris-HCI s ThT (FI10).

Z vybranych latek byla potvrzena nejlepsi tvorba G-kvadruplexu pii pfitomnosti KCl, jak je
vidét v grafu 2. U latky KCl byl znat nartst fluorescen¢niho signalu jiZ od nejmensi
koncentrace. KCI se bézné pouziva jako stabilizator G4 struktur. U ostatnich vybranych latek
nebyla indukovana tvorba G-kvadruplext tak efektivné jako u KCI. Vyssi koncentrace DMSO
nevedly ke zvyseni fluorescen¢niho signalu.

4.1.2 Cirkularni dichroismus

Pomoci CD spektroskopie byla studovana konformace DNA za piisobeni vybranych latek
(NaCl, KClI, CaCl,, MgCly).

Syntetické oligonukleotidy byly nafedény v pufru Tris-HCI s nebo bez ptidavku KCI,
zahtaty na 95 °C a nasledné ponechdny k samovolnému ochlazeni. Vysledky pro synteticky
oligonukleotidy hTEL a hTEL s ptidavkem KClI jsou zobrazeny v grafu (Graf 5).
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Graf 5: CD spektroskopie DNA u syntetického oligonukleotidu hTEL a jeho stabilizace pomoci KCI.
Nukleotid hTEL bez ptidavku KCl nevykazuje G4 konformaci. Nukleotid hTEL s ptidavkem KCl
vykazuje antiparalerni konformaci (negativni pik pfi 245 nm, pozitivni pik pti 275 nm).

DNA sekvence hTEL s piidavkem KCI (Graf 5) stabilizuje G4 antiparalelni konformaci této
DNA. V dalsim experimentu byly pfidavany vybrané latky k DNA v poméru 1:0,1; 1:2; 1:3;
1:4; 1:5. Po kazdém ptidavku byl vzorek proméfen.
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Graf 6: CD spektra G4 u oligonukleotidu hTEL a hTEL s ptidavky vybranych vzorka v molarnim
poméru k DNA — 1:0,1 NaCl; 1:1 NaCl; 1:2 NaCl; 1:2 NaCl; 1:4 NaCl; 1:5 NaCl.

Po pridavku 1:0,1 roztoku NaCl k DNA vykazuje sekvence hTEL antiparalelni konformaci
a lze pozorovat vyrazny posun negativniho i pozitivniho piku. Z toho lze usoudit, Ze NaCl
stabilizuje antiparalelni konformaci oligonukleotidu hTEL. Po pfidani vétsiho mnozstvi
roztoku NaCl je vidét mirny pokles negativniho i pozitivniho piku. V testu ThT latka NaCl
vykazovala mirné zvySeni fluorescencniho signalu az od piidavku 64 mM, ale je dostatecné
silna pro ptsobeni jako stabilizator G4, jak 1ze vidét v grafu. (Graf 6).
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Graf 7: CD spektra G4 u oligonukleotidu hTEL a hTEL s ptidavky vybranych vzorka v molarnim
poméru k DNA — 1:0,1 KCI; 1:1 KCI; 1:2 KCI; 1:2 KCI; 1:4 KCI; 1:5 KCI.

Po pfidani roztoku KCI k syntetickému oligonukleotidu hTEL lze vidét posunuti
negativniho piku i pozitivniho piku do antiparalelni konformace. Pro nejlepsi stabilizaci se jevi
pomér 1:0,1 oligonukleotidu s KCI (Graf 7). Latka ma vysoky vliv na stabilizaci uz v mensich
pomérech.
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Graf 8: CD spektra G4 u oligonukleotidu hTEL a hTEL s ptidavky vybranych vzorkd v molarnim
poméru k DNA — 1:0,1 CaCl2; 1:1 CaCl2; 1:2 CaCl2; 1:3 CaCl2; 1:4 CaCl2; 1:5 CaCl2.

Po piidavku roztoku CaCl; k syntetickému oligonukleotidu l1ze pozorovat vyrazny posun
negativniho i pozitivniho piku do antiparalelni konformace (Graf 8). Jako nejlepsi pomér pro
stabilizaci G4 v hTEL se jevi 1:0,1 oligonukleotidu s CaCls.
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Graf 9: CD spektra G4 u oligonukleotidu hTEL a hTEL s ptidavky vybranych vzorkd v molarnim
poméru k DNA — 1:0,1 MgCI2; 1:1 MgClI2; 1:2 MgClI2; 1:2 MgClI2; 1:4 MgCI2; 1:5 MgCI2.

Po ptidavku roztoku MgCl: k syntetickému oligonukleotidu 1ze pozorovat vyrazny posun
negativniho i pozitivniho piku antiparalelni konformace. Jako nejlepsi pomér pro stabilizaci
G4 v hTEL se jevi uz nejmensi ptidavek MgClz (Graf 9).

U vSech vybranych latek byl béhem CD spektroskopie pozorovan posun piku do
konformace typického pro G4, ztoho Ize usoudit, Ze vSechny vybrané latky dokdzou
stabilizovat struktury G4. V testu ThT bylo zjisténo, ze nejlépe stabilizuje tvorbu G4 latka KCl,
kde byl velky nartst fluorescen¢niho signalu uz od nejmensi koncentrace. U latek CaClz a
MgClI2 byl pozorovan mirny nartst fluorescencniho signalu a u latky NaCl byl vidét narist az
od koncentrace 64 mM.
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4.2 Experimenty in vivo

4.2.1 Testy cytotoxicity

Primarnim krokem pfi testovani viability lidskych bunék, HDF164, H1299 a MCF-7, bylo
zjistit letadlni dadvku DMSO pro 50 % bunck (LD50). Byl vyuzit spektrofotometricky test
viability pomoci AlamarBlue. Buiiky béhem rtistu méni modré nefluorescencni barvivo na
cervené fluorescencni. Pro zjisténi cytotoxicity rozpoustédla bylo pouzito 100% DMSO
nafedéné v médiu na 11,11% DMSO. Na zikladé¢ naméfenych dat byly vypracované grafy

(Graf 10, Graf 11, Graf 12) se zavislosti zivych bun¢k v procentech na logaritmu koncentrace
sledované latky.
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Graf 10: Zavislost poctu zivych bunék MCF-7 v procentech na dekadickém logaritmu koncentrace

DMSO. V grafu jsou zaznacené smérodatné odchylky z 3 opakovani.
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Graf 11: Zavislost poctu zivych bunék HDF164 v procentech na dekadickém logaritmu koncentrace
DMSO. V grafu jsou zaznacené smérodatné odchylky z 3 opakovéani.
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Graf 12: Zavislost poctu zivych bunék H1299 v procentech na dekadickém logaritmu koncentrace

DMSO. V grafu jsou zaznacené smérodatné odchylky z 3 opakovani.
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Grafy byly vytvofené v programu Prisma, kde byla vypoctena letalni davka pro 50 % bunék

(LD50). Hodnoty pro jednotlivé bunééné linie HDF164, MCF-7 a H1299 jsou uvedeny
v tabulce (Tabulka 2).

Tabulka 2: Koncentrace LD50 pro buiky MCF-7, HDF164 a H1299

DMSO [%]
MCF-7 1,91

HDF164 3,35
H1299 2,25

DMSO vykazovalo nejvétsi cytotoxicitu viici bunécnym liniim MCF-7 s LD50 1,91 %.
Nejmensi cytotoxické vlastnosti zptisobovalo DMSO bunéénym liniim HDF164 s LD50
3,35 %. Bunéénym liniim H1299 zpisobovalo DMSO cytotoxicitu LD50 2,25 %. Z vysledki

lze urcit, ze buiky lidskych dermalnich fibroblasti (HDF164) jsou nejodolngjsi vuci
rozpoustédlu DMSO.
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5 ZAVER

Predlozena bakalafskéd prace byla zamétend na studium vlivu vybranych makroelementt
Z potravy na DNA a jeji epigeneticky profil. Teoreticka ¢ast obsahuje zakladni poznatky o
zivinach a jejich vliv na zdravy Zivotni styl. Dale se zabyva epigenetikou — jejimi mechanismy
a vlivem zivin na jeji profil. Dale byla prace zaméfena na DNA a jeji sekundarni struktury, G-
kvadruplexy, a jejich vyznam v epigenetickych mechanismech. Vyziva a slozky v ni maji velky
vliv na mechanismy v lidském organismu, zarucuji spravny chod biochemickych procest a
mohou slouzit jako prevence proti riiznym onemocnénim.

V experimentalni ¢asti prace byl studovan vliv makroelementti na DNA metodami in vitro
pomoci ThT testu a cirkularné dichroické spektroskopie. Dale byl testovan vliv DMSO in vivo
na vybrané bunécné linie.

Byl zkouman vliv vybranych makroelementl z potravy, konkrétné sodik, draslik, vapnik a
hot¢ik na DNA. Byly otestovany jejich vazebné vlastnosti k G4 in vitro pomoci ThT testu u
syntetické¢ho oligonukleotidu hTEL, ktery pfedstavuje telomerickou sekvenci. Ze zkoumanych
latek dochazelo ke stabilizaci G4 zejména pii pouziti KCI, u ostatnich latek NaCl, CaCl, a
MgCl> byly zmény mensi. Roztok KCI se bézné pouziva u CD spektroskopie pro stabilizovani
G4 struktur syntetickych oligonukleotidd [60]. VIiv na konformaci G4 byl sledovan pomoci
cirkularn¢ dichroické spektroskopie. Samotna sekvence hTEL tvofi antiparalelni konformaci a
pridavky vSech latek zpisobovali posun piku ze sekvence netvotici G4 k této konformaci.
Nejvyssi signaly jsme pozorovali u pfidavkl nejmensiho poméru vybranych latek vici DNA.
V testu ThT pridavky latek NaCl, MgClz CaClz neukazovali na efektivni tvorbu G4 struktury
v DNA, ovsem v CD spektroskopii bylo dokazano, ze tyto latky dokazou stabilizovat strukturu
G4. U syntetického oligonukleotidu hTEL vykazovali vSechny vybrané latky stabilizacni
vlastnosti pro G4. ThT test byl proveden kontrolné i pro rozpoustédlo DMSO, kde se jako
jedina efektivni jevila 2% koncentrace DMSO.

Déle byly provedeny testy cytotoxicity pro bunééné linie HDF164, H1299 a MCF-7, pomoci
¢inidla AlamarBlue. Nejmensi cytotoxicitu vykazovalo rozpoustédlo DMSO vici bunéénym
liniim HDF164, s viditelnym rozdilem vi¢i bunéénym liniim H1299 a MCF7. Z vysledkt Ize
predpokladat, Ze nenddorové buiiky jsou odolnéjsi viici cytotoxicité rozpoustédla DMSO nez
buniky nadorové.

U kationtii kovi byla potvrzena afinita ke G4 strukturam, které jsou vyznamné obohaceny
Vv CpG oblastech a tim byl predpokladan jejich vliv na epigeneticky profil. CD spektroskopie a
ThT testy potvrdili pozitivni vlastnosti vSech vybranych latek na G4. Po pfidani vSech iontd
vybranych latek se zménila lokalizace piku a byla tvofena G4 struktura.
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6 SEZNAM POUZIVANYCH ZKRATEK

DNA
RNA

deoxyribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

DMSO dimethylsulfoxid

PBS
g

ml
ml
rpm
ul/l

nm

LD50
uv
CD
ThT
hTEL
G4
SAM
SAH
CpG
smC

fosfatovy pufr

gram

mikrolitr

mililitr

otacky za minutu

mikrogram na litr

nanometr

miligram

mikrolitr

mikromol na litr

metr ¢tverecni

letalni davka pro 50% populace
ultrafialové spektrum svétla
spektroskopie cirkularniho dichroismu
Thioflavin T

telomericka sekvence
G-kvadruplex

S-adenosyl methionin
S-adenosyl homocystein
cytosin-fosfat-guanin

5metyl cytosin

DNMT metyltransferaza

BHMT betain homocystein metyltransferaza

THF
FAD
B6

kyselina tetrahydrofolova (tetrahydrofolat)
flavin adenin dinukleotid

vitamin B6
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B12 vitamin B12

HDAC histon deacetylaza

CoA Koenzym A

Acetyl-CoA  Acetylkoenzym A
ADP  Adenosindifosfat
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