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A B S T R A K T 
M a k r o e l e m e n t y obsažené v potravě mají důležitou f u n k c i p r o lidský o r g a n i s m u s . Podílí se 

n a řadě biochemických reakcí v lidském těle a j e j i c h vyvážené množství j e důležité p r o 
p r e v e n c i vážných onemocnění. 

V teoretické části bakalářské práce b y l a popsána f u n k c e minerálních látek v lidském 
o r g a n i s m u , f u n k c e D N A a epigenetických mechanismů, j a k o j e m e t y l a c e D N A n e b o 
m o d i f i k a c e histonů. B y l popsán v l i v výživy a f u n k c e vybraných makroelementů - sodík, 
hořčík, vápník, draslík n a epigenetické m o d i f i k a c e a n a s t a b i l i t u G-kvadruplexů. 
Cílem experimentální části práce b y l o s t u d o v a t v l i v těchto látek n a D N A s t r u k t u r y in vitro a 
připravit experimentálně p r o s t u d i u m in vivo. 

K L Í Č O V Á S L O V A 
Živiny, G - k v a d r u p l e x , D N A , e p i g e n e t i k a . 

A B S T R A C T 
T h e m a c r o e l e m e n t s c o n t a i n e d i n f o o d h a v e a n i m p o r t a n t f u n c t i o n f o r t h e h u m a n b o d y . T h e y 

a r e i n v o l v e d i n s e v e r a l o f b i o c h e m i c a l r e a c t i o n s i n t h e b o d y a n d t h e i r a b u n d a n c e c a n p r e v e n t 
s e r i o u s d i s e a s e s . 

T h e t h e o r e t i c a l p a r t o f t h e b a c h e l o r t h e s i s d e s c r i b e s t h e f u n c t i o n o f m i n e r a l s i n t h e h u m a n 
b o d y , t h e f u n c t i o n o f D N A a n d e p i g e n e t i c m e c h a n i s m s s u c h as D N A m e t h y l a t i o n o r h i s t o n e 
m o d i f i c a t i o n . T h e i n f l u e n c e o f n u t r i t i o n a n d f u n c t i o n o f s e l e c t e d m a c r o e l e m e n t s - s o d i u m , 
m a g n e s i u m , c a l c i u m , p o t a s s i u m o n e p i g e n e t i c m o d i f i c a t i o n s a n d o n t h e s t a b i l i t y o f G -
q u a d r u p l e x e s w a s d e s c r i b e d . T h e a i m o f t h e e x p e r i m e n t a l p a r t o f t h i s w o r k w a s t o s t u d y t h e 
e f f e c t o f t h e s e s u b s t a n c e s o n D N A s t r u c t u r e s in vitro a n d t o p r e p a r e t h e m e x p e r i m e n t a l l y f o r 
in vivo s t u d i e s . 

K E Y W O R D S 
N u t r i e n t s , G - q u a d r u p l e x , D N A , e p i g e n e t i c s . 
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1 Ú V O D 

Správná výživa j e řazena m e z i f a k t o r y , které tvoří zdravý životní s t y l . Životní s t y l j e způsob 
života daného j e d i n c e . Správně z v o l e n o u s t r a v o u se l z e v y h n o u t různým civilizačním 
chorobám a psychickým poruchám spjaté s příjmem p o t r a v y [ 1 ] . Jídlo a výživa j s o u časté 
problémy současnosti. N e z n a l o s t lidské výživy má z a následek řadu moderních onemocnění, 
n e j známější j e metabolický s y n d r o m , charakterizovaný zvýšeným krevním t l a k e m , c u k r o v k o u , 
aterosklerózou a kardiovaskulárními c h o r o b a m i obecně. Současné výživové t r e n d y se r y c h l e 
mění, například s t u d i e vedená kanadskými vědci u k a z u j e , že mírná k o n z u m a c e nasycených 
tuků může snížit riziko cévní mozkové příhody [ 2 ] . 

Uvádí se, že j e d n o úmrtí z pěti j e s p o j e n o s nezdravými stravovacími návyky, j a k o j e 
například n e d o s t a t e k živin. S t u d i e z r o k u 2 0 1 7 [ 3 ] dospěla k závěru, že většina p o p u l a c e 
n e k o n z u m u j e d o s t a t e k ořechů, s e m e n , mléka a celozrnných výrobků, zatímco k o n z u m u j e příliš 
m n o h o zpracovaného m a s a s vysokým o b s a h e m sodíku, sladkých jídel a nápojů. N a celém 
světě ročně zemře n a kardiovaskulární onemocnění a s i 1 0 miliónů lidí; 9 1 3 0 0 0 n a nádorové 
onemocnění a téměř 3 3 9 0 0 0 n a d i a b e t e s druhého t y p u [ 4 ] . Opačné chování přehnané péče o 
výživu a záměrné vyhýbání se nezbytným potravinám a živinám z každodenní s t r a v y s i vybírá 
s v o u daň. Stravovací návyky vedoucí k neustálým dietním omezením j s o u zodpovědné z a 
nárůst výskytu mentální a n o r e x i e , a l e i nutričních deficitů u dětí s o m e z e n o u d i e t o u [ 5 ] . 

Zdravá výživa může být nástrojem v b o j i p r o t i některým n e m o c e m . Každý musí přemýšlet, 
c o s i dá n a talíř a kterým surovinám se v y h n o u t , p r o zachování m e t a b o l i s m u a udržení 
fyziologického a psychického zdraví. Jaký t y p výživy doporučit j e d i n c i závisí n a j e h o 
fyziologickém s t a v u , věku a souvisí s osobním životním s t y l e m . N a s t r a v u působí velké 
množství faktorů. Každý j e d i n e c má určité stravovací návyky, které b y l y vyvíjeny především 
v dětství. T y t o návyky se m o h o u v průběhu l e t měnit, především kvůli změně způsobu 
života [ 6 ] . 

U vybraných kationtů kovů b y l prokázaný v l i v n a epigenetické m o d i f i k a c e [ 5 2 ] a podílení 
n a biochemických p o c h o d e c h v lidském těle [ 7 ] , p r o t o se b u d e m e těmito látkami zabývat 
v téhle práci. Zejména n a j e j i c h v l i v n a G - k v a d r u p l e x o v o u s t r u k t u r u D N A . Dále b u d e zjištěna 
c y t o t o x i c i t a rozpouštědla d i m e t y l s u l f o x i d u vůči vybraným buněčným liniím. 
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2 T E O R E T I C K Á Č Á S T 

2.1 Minerální látky 

Minerály sehrávají v lidském těle klíčovou r o l i při vykonávání nezbytných funkcí - o d 
budování silných kostí p o přenos nervových vzruchů - p r o zdravý a dlouhý život [ 7 ] . E x i s t e n c e 
řady minerálů může n e j e n vytvářet různé h o r m o n y , a l e také může r e g u l o v a t standardní srdeční 
f u n k c e . Některé m a k r o - a m i k r o p r v k y se vyskytují v e struktuře zubů ( C a , P a F ) a kostí ( C a , 
M g , M n , P , B a F ) , zatímco většina m i k r o prvků ( C u , F e , M n , M g , S e a Z n ) h r a j e zásadní r o l i 
j a k o strukturální součást m n o h a enzymů [ 7 ] . M a k r o p r v k y ( C a , M g , P , N a a K ) v e srovnání 
s m i k r o p r v k y ( I ) mají v nervových buňkách m n o h e m významnější f u n k c e (přenos a 
s i g n a l i z a c e ) . Přestože m i k r o e l e m e n t y hrají klíčovou r o l i při tvorbě buněk e r y t r o c y t u ( C o , I a 
F e ) , r e g u l a c i h l a d i n glukózy ( C r ) a j e j i c h ochraně prostřednictvím a k t i v a c e antioxidačních 
enzymů ( M o ) , m a k r o minerály j a k o C a a K mají vysoký potenciál k o n t r o l o v a t krevní t l a k . 
Minerály se také účastní imunitního ( C a , M g , C u , S e a Z n ) a mozkového ( C r a M n ) systému 
[ 7 ] . 

V posledních l e t e c h se velké množství vědeckých a technologických výzkumů soustředilo 
n a překonání minerální podvýživy v průmyslových a rozvojových zemích, protože d e f i c i t F e , 
Z n , I a S e v e světové p o p u l a c i představuje přibližně 6 0 , 3 0 , 3 0 a 15 %, r e s p . Navíc n e d o s t a t e k 
Z n , F e a I s p o l u s n e d o s t a t k e m v i t a m i n u A může vést k - 2 0 % úmrtnosti u dětí mladších 5 l e t 
[ 7 ] . N e d o s t a t e k F e v těle se p r o j e v u j e snížením h l a d i n h e m proteinů (např. h e m o g l o b i n u ) a 
enzymů ( s F e j a k o k o f a k t o r e m ) a způsobuje p r e v a l e n c i anémie n e b o snížení množství 
červených k r v i n e k . Nedostatečný příjem F e v e stravě může také vést k nižší r y c h l o s t i růstu a 
kognitivních schopností u dětí, většímu počtu p o r u c h během těhotenství a horší pracovní 
výkonnosti u dospělých. N e d o s t a t e k z i n k u může mít m n o h o nepříznivých účinků, j a k o j e růst 
(ztráta h m o t n o s t i a vlasů), trávení (průjem, ztráta c h u t i k jídlu a změny c h u t i ) a i m u n i t a 
(odložené hojení r a n a vysoká náchylnost k infekcím), sexuální (snížená s p e r m a t o g e n e z e , 
mužský h y p o g o n a d i s m u s a i m p o t e n c e ) problémy [ 8 ] . N e d o s t a t e k jódu může také vést k e 
zvětšení „strumy" štítné žlázy a odvratitelné intelektuální n e s c h o p n o s t i [ 9 ] . Zvýšená celková 
úmrtnost b y l a s p o j e n a se špatnou i m u n i t o u , výskytem a r o z v o j e m virových 
onemocnění/infekcí a nezměnitelným poraněním m o z k u [ 1 0 ] . 

Přestože celkové množství minerálu v potravině neodráží j e h o dostupné množství v těle 
prostřednictvím a b s o r p c e , b i o l o g i c k y dostupné j e p o u z e určité množství [ 1 1 ] . Biologická 
d o s t u p n o s t m a k r o a m i k r o minerálů j e definována j a k o podíl požitého minerálu, který j e 
absorbován a následně využit p r o obvyklé fyziologické f u n k c e [ 1 2 ] . Základním p r a v i d l e m j e , 
že úroveň biologické d o s t u p n o s t i j e v y s o c e závislá n a trávení, uvolňování z potravinové 
m a t r i c e , r y c h l o s t i a b s o r p c e cílové složky střevními buňkami a jejím transportním množství d o 
buněk [ 1 2 ] . 
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2.2 Epigenetika 

E p i g e n e t i k u j e možné d e f i n o v a t j a k o s o m a t i c k y dědičné s t a v y genové e x p r e s e , vyplývající 
z e změn v e struktuře c h r o m a t i n u b e z změn v s e k v e n c i D N A . Epigenetické m o d i f i k a c e zahrnují 
m e t y l a c i D N A , m o d i f i k a c i histonů a r e m o d e l a c i c h r o m a t i n u [ 1 8 ] . 

V posledních desíti l e t e c h b y l y epigenetické s t u d i e cíleny hlavně n a embryonální vývoj, 
stárnutí a r o z v o j r a k o v i n y . V současné době j e e p i g e n e t i k a spojována také s o b e z i t o u , 
inzulínovou rezistencí, c u k r o v k o u , kardiovaskulárními n e b o neurodegenerativními 
onemocněními a onemocněními imunitního systému [ 1 9 ] . 

Epigenetické m o d i f i k a c e m o h o u být ovlivněny vnějšími n e b o vnitřními f a k t o r y a mají 
s c h o p n o s t měnit g e n o v o u e x p r e s i , p r o t o j e e p i g e n e t i k a v současné době považována z a důležitý 
m e c h a n i s m u s v neznámé e t i o l o g i i m n o h a nemocí. T a k t o vyvolané epigenetické změny m o h o u 
být zděděny během buněčného dělení. E p i g e n e t i k a může p o s k y t n o u t nové možnosti p r o 
hledání etiologických faktorů, a t e d y i embryonálního vývoje a stárnutí [ 1 9 ] . 

2.2.1 Epigenetické mechanismy 

Epigenetické m e c h a n i s m y hrají důležitou r o l i v buněčných diferenciacích, z kterých 
m e t y l a c e D N A a posttranslační m o d i f i k a c e histonů ( a c e t y l a c e , m e t y l a c e , f o s f o r y l a c e , 
u b i k v i t i n a c e a s u m o y l a c e ) patří m e z i n e j důležitější. Správná f u n k c e těchto mechanismů 
ovlivňuje další biologické a k t i v i t y , j a k o j e r e g u l a c e genové t r a n s k r i p c e , i n a k t i v a c e X -
chromozomů a udržování chromatinových s t r u k t u r vyššího řádu [ 2 2 ] . 

2.2.1.1 Metylace DNA 

E x i s t u j e m n o h o epigenetických mechanismů, které m o h o u řídit g e n o v o u e x p r e s i . M e t y l a c e 
D N A j e j e d n o u z n i c h a v posledních desetiletích se m e t y l a c e D N A s t a l a zaměřením různých 
výzkumů. M e t y l a c e D N A má r o l i v r e g u l a c i genové e x p r e s e , j e také popsána i n t e r a k c e 
s m o d i f i k a c e m i histonů a i m p l i k a c e s lidskými onemocněními [ 2 3 ] . 

S A M 

O b r . 1 : M e c h a n i s m u s m e t y l a c e D N A . S - A d e n o s y l m e t h i o n i n ( S A M ) , S - A d e n o s y l h o m o c y s t e i n ( S A H ) 
[ 2 3 ] . 

Pravděpodobně 7 0 % C p G dinukleotidů v g e n o m u obratlovců j e metylováno. D N A 
methylová s k u p i n a j e kovalentně přidána pomocí z b y t k u k o f a k t o r u S - a d e n o s y l - m e t h i o n i n 
( S A M ) d o p o l o h y 5 cytosinového z b y t k u . R e a k c e j e katalyzována D N A metyltransferázami 
( D N M T ) . 5 - m e t h y l c y t o s i n ( 5 m C ) j e p r o d u k t e m m e t y l a c e D N A ( O b r . 1 ) . J e t o j e d n a z bází 



pozorovaná v savčím g e n o m u , která j e f y z i o l o g i c k y modifikovaná. D N A j e stabilní díky 
vícenásobnému buněčnému dělení a reverzibilní m o d i f i k a c i [ 2 4 ; 2 5 ] . 

M e t y l a c e D N A j e p r o c e s , k d y j e methylová s k u p i n a z e S A M transponována d o 
cytosinových bází v D N A . P r o c e s j e katalyzován třemi D N A metyltransferázami D N M T 1 , 
D N M T 3 a , D N M T 3 b . D N M T j s o u cennými regulátory genové t r a n s k r i p c e . B y l o zjištěno, že 
vyšší h l a d i n y e x p r e s e D N M T j s o u zvýšeny u nádorových onemocnění [ 2 6 ] . Různé m o d i f i k a c e 
a i n t e r a k c e , které regulují a k t i v i t u D N M T , hrají důležitou r o l i v r e g u l a c i m e t y l a c e D N A . 
Existují 2 s k u p i n y metyltransferáz, přičemž první z n i c h udržuje n e b o kopíruje m e t y l a c i a 
druhý se podílí n a zprostředkování de novo metylačních procesů D N A [ 2 7 ] . 

D N M T 1 j e zodpovědný hlavně z a udržování m e t y l a c e D N A . Další hlavní r o l e nastává p o 
r e p l i k a c i D N A , k d y hlavní řetězec D N A pokračuje v m e t y l a c i , a l e nově syntetizovaný řetězec 
n i k o l i . D N M T 1 j e připojen k hemimetylované D N A v místech C p G (cytosin-fosfát-guanin) a 
kopíruje metylační v z o r y v t o m t o novém řetězci. D N T M 1 j e také nezbytný p r o správný 
embryonální vývoj, i m p r i n t i n g n e b o i n a k t i v a c i X - c h r o m o z o m u [ 2 6 ] . 

D N M T 3 a a D N M T 3 b j s o u de novo D N A metyltransferázy, t o znamená, že iniciují nové 
metylační m a r k e r y n a D N A . D N M T 3 a a D N M T 3 b nepotřebují k navázání h e m i m e t y l o v a n o u 
D N A . O b a j s o u nezbytné p r o embryonální vývoj u savců. D N T M 3 L j e e n z y m , který také patří 
d o této s k u p i n y , a l e j e k a t a l y t i c k y neaktivní. T a t o D N A metyltransferáza může o v l i v n i t 
m e t y l a c i D N A . Váže se n a k a t a l y t i c k o u doménu D N M T 3 a a D N M T 3 b a r e g u l u j e j e j i c h 
k a t a l y t i c k o u a k t i v i t u [ 2 8 ] . 

Nicméně v několika studiích [ 2 7 , 2 8 ] b y l o prokázáno, že D N M T spolupracují během 
m e t y l a c e D N A a m o h o u s i navzájem p o s k y t o v a t své f u n k c e . Například, když j e nadměrně 
exprimován D N M T 1 , může se podílet n a de novo m e t y l a c i a D N M T 3 se může podílet n a 
m e t y l a c i a udržovat f u n k c i dalších D N M T . 

2.2.1.2 Modifikace histonů 

H i s t o n y j s o u základní p r o t e i n y , které se skládají z pozitivně nabitých a m i n o k y s e l i n , o b v y k l e 
l y s i n u n e b o a r g i n i n u . Nejznámějšími m o d i f i k a c e m i j s o u m e t y l a c e , a c e t y l a c e , f o s f o r y l a c e , 
u b i k v i t i n a c e a s u m o y l a c e . T y t o post-translační m o d i f i k a c e spolupracují n a r e g u l a c i s t r u k t u r y 
c h r o m a t i n u . S t r u k t u r a c h r o m a t i n u ovlivňuje biologické p r o c e s y včetně genové e x p r e s e , o p r a v y 
D N A a k o n d e n z a c e chromozomů [ 3 0 , 3 1 ] . 

A c e t y l a c e histonů j e vratná r e a k c e . Acetylová s k u p i n a j e přidána z donorové m o l e k u l y 
a c e t y l k o e n z y m u A k aminokyselině l y s i n u n a N - k o n c i histonů. T e n t o k r o k odstraňuje kladný 
náboj z l y s i n u . R e a k c e j e katalyzována histonacetyltransferázami [ 3 2 ] . 

A c e t y l a c e histonů způsobuje, že j e c h r o m a t i n uvolněnější a otevřenější, což má z a následek 
zvýšení přístupnosti p r o R N A polymerázu a transkripční f a k t o r y , které se vážou n a 
p r o m o t o r o v o u o b l a s t genů. T o v e d e k pevnější vazbě transkripčních faktorů a dochází 
k zvyšování transkripční a k t i v i t y . A c e t y l a c e histonů narušuje i n t e r a k c i m e z i h i s t o n e m a D N A . 
Mění také i n t e r a k c e h i s t o n - h i s t o n a histon-regulační p r o t e i n y . Všechny t y t o změny mají 
obrovský v l i v n a t r a n s k r i p c i D N A [ 3 1 ] . 
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Histonová f o s f o r y l a c e h r a j e významnou r o l i v r e a k c i n a poškození D N A . F o s f o r y l a c e 
histonů v savčích buňkách probíhá n a aminokyselině s e r i n u . F o s f o r y l a c e histonů j e důležitou 
součástí během buněčné odpovědi n a poškození D N A , r e m o d e l a c i c h r o m a t i n u a r e g u l a c i 
t r a n s k r i p c e [ 3 1 ] . 

U b i k v i t i n a c e a s u m o y l a c e histonů patří m e z i posttranslační m o d i f i k a c e , které j s o u nezbytné 
p r o udržení s t a b i l i t y g e n o m u a r e g u l a c i o p r a v y poškozené D N A . P o l y p e p t i d y u b i k v i t i n a 
p r o t e i n S U M O (malý signální p r o t e i n , který v y k a z u j e p r o s t o r o v o u p o d o b n o s t s u b i k v i t i n e m ) 
vázány n a h i s t o n y kovalentně [ 3 1 ] . 

2 . 2 . 2 Úloha výživy v epigenetice 

Živiny, které j s o u přijímány v potravě, m o h o u zvrátit n e b o způsobit epigenetické j e v y , j a k o 
j e m e t y l a c e D N A a m o d i f i k a c e histonů, a tím m o d i f i k o v a t e x p r e s i genů spojených 
s fyziologickými a patologickými p r o c e s y , včetně embryonálního vývoje, stárnutí a 
k a r c i n o g e n e z e [ 2 0 ] . 

V o b l a s t i výživy j e e p i g e n e t i k a mimořádně důležitá, protože živiny a bioaktivní složky 
p o t r a v y m o h o u m o d i f i k o v a t epigenetické j e v y a měnit e x p r e s i genů n a transkripční úrovni. 
K y s e l i n a listová, vitamín B 1 2 , m e t h i o n i n , c h o l i n , a b e t a i n m o h o u o v l i v n i t m e t y l a c i D N A a 
m e t y l a c i histonů prostřednictvím změny j e d n o uhlíkového ( 1 C ) m e t a b o l i s m u ( O b r . 2 ) [ 2 0 ] . 

SHMT 

glycin THF 

CH:-THF metylcytosin 
sarkosin 

CH3-THF 

ghitathion 

O b r . 2 : Schéma j e d n o uhlíkového m e t a b o l i s m u [ 6 2 ] . 

D v a m e t a b o l i t y j e d n o uhlíkového m e t a b o l i s m u m o h o u o v l i v n i t m e t y l a c i D N A a histonů. 
S A M , který j e d o n o r e m m e t y l u p r o metylační r e a k c e , a S A H , který j e produktovým 
i n h i b i t o r e m metyltransferáz. T e o r e t i c k y t e d y jakákoliv živina, bioaktivní složka n e b o s t a v , 
který může o v l i v n i t h l a d i n y S A M n e b o S A H v e tkáni, může změnit m e t y l a c i D N A a histonů. 
Další v e vodě rozpustné vitamíny B , j a k o j e b i o t i n , n i a c i n a k y s e l i n a pantotenová, také hrají 
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důležitou r o l i v modifikacích histonů. B i o t i n j e substrátem histonové b i o t i n y l a c e . N i a c i n se 
účastní histonové A D P - r i b o s y l a c e j a k o substrát poly(ADP-ribóza)polymerázy a také a c e t y l a c e 
histonů j a k o substrát S i r t l , který f u n g u j e j a k o histondeacetyláza. K y s e l i n a pantotenová j e 
součástí C o A , t e n se podílí n a v z n i k u a c e t y l - C o A , který j e z d r o j e m acetylové s k u p i n y při 
a c e t y l a c i histonů. Bioaktivní složky p o t r a v y přímo ovlivňují e n z y m y zapojené d o 
epigenetických mechanismů. Například g e n i s t e i n a čajový k a t e c h i n ovlivňují D N A 
metyltransferázy. K a t e c h i n y zeleného čaje modulují m e t y l a c i D N A zeslabením účinku 
D N M T 1 [ 6 1 ] . R e s v e r a t r o l , butyrát, s u l f o r a f a n a d i a l l y l s u l f i d inhibují H D A C ( h i s t o n 
deacetyláza) a k u r k u m i n i n h i b u j e h i s t o n acetyltransferázy. Pozměněná enzymatická a k t i v i t a 
těchto sloučenin může o v l i v n i t fyziologické a patologické p r o c e s y během našeho života 
změnou genové e x p r e s e [ 2 1 ] . 

2.3 DNA 

Deoxyribonukleová k y s e l i n a ( D N A ) j e m o l e k u l a , která kóduje g e n e t i c k o u i n f o r m a c i . V 
jediném o r g a n i s m u má téměř každá buňka přesně s t e j n o u D N A . V r o c e 1 9 5 3 J a m e s W a t s o n a 
F r a n c i s C r i c k o b j e v i l i s t r u k t u r u D N A [ 1 3 ] . S t r u k t u r a D N A ( O b r . 3 ) j e pravotočivá 
dvoušroubovice, konstruovaná z e d v o u nukleotidových řetězců navinutých k o l e m sebe . 
Řetězce se skládají z deoxyribózy, m o l e k u l y c u k r u a 4 dusíkatých bází: d v o u purinů ( a d e n i n , 
g u a n i n ) a d v o u pyrimidinů ( t h y m i n , c y t o s i n ) , které j s o u připojeny k m o l e k u l e c u k r u fosfátovou 
s k u p i n o u . Specifické j e párování dusíkatých bází. A d e n i n j e vždy spárován s t h y m i n e m a 
g u a n i n j e spárován s c y t o s i n e m . T y t o d v a řetězce D N A j s o u komplementární, což znamená, že 
p o k u d j e znám j e d e n řetězec, může být o d v o z e n druhý. M o l e k u l a D N A j e záporně nabitá [ 1 4 ] . 

D N A 

O b r . 3 : S t r u k t u r a D N A [ 5 0 ] . 
1 0 



V e u k a r y o t e c h j s o u dlouhé m o l e k u l y D N A s p o j e n y se specifickými p r o t e i n y a z a b a l e n y d o 
chromozomů. Každý c h r o m o z o m se skládá z jedné D N A m o l e k u l y a k o m p l e x u proteinů -
histonů, které umožňují D N A z a b a l i t d o pevnější s t r u k t u r y . C h r o m a t i n j e k o m p l e x v jádře, 
tvořený z D N A a proteinů [ 1 5 ] . 

C p G d i n u k l e o t i d j e s e k v e n c e D N A , která se skládá z e d v o u nukleotidů, c y t o s i n u a g u a n i n u . 
C y t o s i n a g u a n i n j s o u s p o j e n y f o s f o d i e s t e r o v o u v a z b o u . V g e n o m u savců j e typická m u t a c e 
d i n u k l e o t i d u C p G n a d i n u k l e o t i d y T p G (thymin-fosfát-guanin) [ 1 6 ] . D i s t r i b u c e C p G j e 
nerovnoměrná a většina g e n o m u obratlovců o b s a h u j e méně C p G . C p G d i n u k l e o t i d y j s o u 
umístěny buď v repetitivních sekvencích, n e b o v krátkých sekvencích, které j s o u bohaté n a 
C p G . Říká se j i m C p G ostrůvky a j s o u dlouhé 1 - 2 k b [ 1 6 ] . V lidském g e n o m u e x i s t u j e a s i 3 0 
0 0 0 C p G ostrůvků [ 5 5 ] . J s o u umístěny poblíž místa začátku t r a n s k r i p c e . V savčích g e n o m e c h 
j e přibližně 8 0 % C p G d i n u k l e o t i d u metylováno. D i n u k l e o t i d y v C p G ostrůvcích j s o u však 
obecně nemetylované, t o j e skutečně důležitý a t r i b u t genových promotorů a zprostředkování 
genové e x p r e s e [ 1 7 ] . 

Nukleové k y s e l i n y m o h o u tvořit nekanonické s t r u k t u r y , j a k o j s o u t r i p l e x y [ 5 6 ] , t e t r a p l e x y 
G-kvadruplexů a i-motivová D N A [ 5 7 ] . T r i p l e x y a G - k v a d r u p l e x y j s o u nejčastěji pozorovány 
v g e n e c h souvisejících s onemocněním a má se z a t o , že hrají důležitou r o l i při nástupu a 
p r o g r e s i onemocnění [ 3 5 ] . 

2.4 G-kvadruplexy 

G - k v a d r u p l e x y ( G 4 ) j s o u sekundární s t r u k t u r y nukleových k y s e l i n sestávající z 
naskládaných G-kvartetů. Každý k v a r t e t j e tvořen z e čtyř guaninů ( G ) spojených 
H o o g s t e e n o v o u vodíkovou v a z b o u . G 4 m o h o u být tvořeny jedním až čtyřmi vlákny bohatými 
n a g u a n i n y a j s o u stabilizovány přítomností monovalentních kationtů. J s o u t o polymorfní 
s t r u k t u r y , protože j e d n a s e k v e n c e bohatá n a g u a n i n y může přijmout různé k o n f o r m a c e G 4 v 
závislosti n a experimentálních podmínkách, přilehlých sekvencích, k o n c e n t r a c i , p r o t o k o l u 
přípravy n e b o n a živém o r g a n i s m u . Jedním z nejlepších příkladů j e lidská telomerická 
s e k v e n c e , která se může skládat d o nejméně 1 0 různých konformací [ 3 4 ] . N e j častější 
k o n f o r m a c e j s o u znázorněny n a obrázku ( O b r . 4 ) . Intramolekulární G 4 m o h o u být tvořeny s 
D N A a R N A ; s e k v e n c e s potenciálem tvořit s t r u k t u r y G 4 se nacházejí v eukaryotických 
telomerách [ 3 4 ] , v p r o m o t o r e c h onkogenů [ 3 5 ] , v m i n i s a t e l i t e c h [ 3 5 ] a v 5 ' a 3 ' 
netranslatovaných o b l a s t e c h messengerových R N A [ 3 6 ] . 

Paralelní Antiparalelni Hybridní 

O b r . 4 : Možné k o n f o r m a c e G-kvadruplexů [ 4 3 ] 
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N e všechny s e k v e n c e bohaté n a G tvoří stabilní G 4 , některé s e k v e n c e nemusí in vitro 
vytvořit s t r u k t u r y G 4 [ 3 7 ] . P r o t o j e nezbytné experimentálně ověřit, z d a t y t o s e k v e n c e skutečně 
přijímají t u t o s t r u k t u r u . K d i s p o z i c i j e řada t e c h n i k , kterými j e možné d e t e k o v a t s t r u k t u r u G 4 , 
j a k o j e stanovení t e p l o t y tání [ 3 8 ] , tepelná n e b o izotermická diferenční s p e k t r a [ 3 9 ] , nukleární 
magnetická r e z o n a n c e a cirkulární d i c h r o i s m u s , a l e všechny j s o u relativně časově náročné a 
vyžadují speciální vybavení [ 4 0 ] . 

2 . 4 .1 Vliv kationtů na stabilitu G-kvadruplexů 

F y z i o l o g i c k y relevantními monovalentními k a t i o n t y j s o u K + a N a + , které stabilizují 
s t r u k t u r u G 4 . M e z i k a t i o n t y , které ovlivňují s t r u k t u r u G 4 se řadí zejména monovalentní 
k a t i o n t y R b + , C s + , N H + 4 a T l + a d v o j mocné k a t i o n t y S r 2 + , B a 2 + a P b 2 + , u kterých j e známo, že 
v některých specifických případech stabilizují s t r u k t u r y G 4 [ 5 2 ] . B y l o však pozorováno, že 
některé d v o j mocné k a t i o n t y narušují s t r u k t u r y G 4 , například nízké k o n c e n t r a c e M n 2 + , C o 2 + 

n e b o N i 2 + narušují s t r u k t u r y G 4 i v přítomnosti K + iontů. Když j s o u k o n c e n t r a c e G 4 a 
monovalentních kationtů dostatečně nízké n e b o j e t e p l o t a dostatečně vysoká, m o h o u 
d v o j mocné k a t i o n t y , například C a 2 + , C o 2 + , M n 2 + , Z n 2 + , N i 2 + a M g 2 + , v y v o l a t d e s t a b i l i z a c i G 4 
[ 5 3 ] . B y l o pozorováno, že dvojmocné k a t i o n t y destabilizují dimerní antiparalelní G 4 v 
následujícím pořadí: Z n 2 + > C o 2 + > M n 2 + > M g 2 + > C a 2 + a indukují přechod n a paralelní 
s t r u k t u r u G 4 [ 5 2 ] . Nicméně určité i o n t y dvojmocných kovů stabilizují G 4 více než ostatní, a l e 
takový účinek závisí n a struktuře G 4 [ 5 4 ] . 

2.4.2 Úloha G-kvadruplexů v epigenetice 

Výskyt s t r u k t u r G 4 v regulačních o b l a s t e c h , j a k o j s o u p r o m o t o r y a zesilovače (krátké 
s e k v e n c e které m o h o u být značně vzdáleny o d g e n u , který ovlivňují), může o v l i v n i t g e n o v o u 
e x p r e s i buď pozitivně, n e b o negativně, a tím v y v o l a t změny t r a n s k r i p t o m u . S t r u k t u r y G 4 a 
epigenetické m o d i f i k a c e často kooperují, navzájem se pozitivně ovlivňují a přetvářejí 
transkripční výstupy g e n o m u [ 4 4 , 4 5 ] . 

S t a b i l i t a s t r u k t u r y G 4 může být ovlivněna epigenetickými m o d i f i k a c e m i sekvencí, které 
tvoří G 4 m o t i v v e stejném řetězci D N A , j a k o u m e t y l a c e n a 5 uhlíku u 5 m C . L z e t v r d i t , že 
spojení m e z i s t a b i l i t o u G 4 a metylací c y t o s i n u b y m o h l o mít relevantní důsledky in vivo, 
zejména p r o t o , že m e t y l a c e D N A obecně v e d e k r e d u k c i d o s t u p n o s t i c h r o m a t i n u a transkripční 
a k t i v i t y . Výskyt vnitřně stabilních G 4 a 5 m C j e nepřímo příbuzný u promotorů C p G ostrůvků 
různých lidských buněčných linií a tkání, což silně naznačuje, že G 4 j s o u epigenetické m a r k e r y 
aktivního hypometylovaného c h r o m a t i n u [ 4 6 , 4 7 , 4 8 ] . N a obrázku ( O b r . 5 ) j s o u znázorněny 
G 4 v epigenetických modifikacích. 
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Transkripce 
M e t y l a c e D N A oviuvňujicí t r a n s k r i p c i 
zpiostředkovanou G - k v a d r u p l e x e m 

Promotorové histony 
TSS 

GGG-nnn-GGG-nnn-GGG-nnC-GGG 
I Metylace DN A na 

GGG-nnn-GGG-nnn-GGG-nnC-GGG c y tosÍnovém zbytku 
Zvýšeni Stability G-^ G-kvadroplex na 
kvadnipleXU _ 3 senovém 

promotoru 

S t i u k h u y G - k v a d r u p l e x u ovlivňují t r a n s k r i p c i 
prostřednictvím modifkací histonů 

Púsobici faktor zapojený pomoci G-kvadruplexu 

TSS 

Modifikace histonů 

L i 

I Traná-piisobtci faktor 
blokovaný G-

Změněná t r a n s k r i p c e 

Replikace 
G4 - rozlišeni helikáz 

Histony na rodičovských \iáknech 

G 4 Rozlišení zmutovaných nebo 
chybějících helikáz u 

Recyklace starých T Tvorba histonů de novo Recyklace starých 
histonů — »  

G4 narušuje 
recvklaci histonů 

Recyklace starých 
histonů 

G 4 - Rozlišení přítomných helikáz 
Tvorba histonů de novo 

histonů 

Epigenetická paměť 
I je předána de novo 

histonům 

v\ v\ 
- Řetězec bohatý na 

G 4 upřednostňuje 
de novo histonv 

Epigenetická paměť 
je předána řetězci 

• kteří- je bohatý na 
"* G4 

Rozlišeni G 4 
helikáz emi 

[-GGG-X-14 

Epigenetická paměť 
je předána de novo 
histonům 

I 
—• Epigenetická paměť 

je předána oběma 
vláknům 

O b r . 5: G - k v a d r u p l e x y v epigenetických modifikacích [ 4 9 ] . 
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3 E X P E R I M E N T Á L N Í Č Á S T 

3.1 Seznam vybavení 

3.1.1 Materiály a metody 

• Analytické váhy ( A & D I N S T R U M E N T S L T D ) 

• Laboratorní váhy ( O H A U S ) 

• M i k r o z k u m a v k y 1,5 m l ( E P P E N D O R F ) 

• C D s p e k t r o m e t r ( J A S C O I N T E R N A T I O N A L C O . ) 

• F l o w - b o x ( T E L S T A R ) 

• V o r t e x ( I K A ) 

• Inkubátor ( N E W B R U N S W I C K S C I E N T I F I C ) 

• Automatická p i p e t a 0 - 2 (al, 1 - 1 0 u l , 1 - 2 0 u l , 1 0 - 2 0 0 u l , 1 0 0 - 1 0 0 0 u l ( E P P E N D O R F ) 

• Kultivační láhev 

• 9 6 j amková destička 

• 3 8 4 j amková destička 

• Jednorázové sterilní p i p e t y 5 , 1 0 , 2 5 m l ( V W R ) 

• Optický m i k r o s k o p 

• B i i r k e r o v a komůrka 

• P e t r i h o m i s k a 

• Vícekanálková p i p e t a ( G I L S O N ) 

• Výsledky b y l y vyhodnocené pomocí p r o g r a m u G r a p h p a d P r i s m 9 
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3.1.2 Chemikálie 

• Destilovaná sterilní v o d a ( M i l i Q ) 

• 1 0 0 % D M S O ( S I G M A A L D R I C H ) 

• T r y p s i n ( S I G M A A L D R I C H ) 

• Médium ( S I G M A A L D R I C H ) 

• P B S - fosfátový p u f r ( S I G M A A L D R I C H ) 

• A l a m a r B l u e H S C e l l V i a b i l i t y R e a g e n t ( T H E R M O F I S H E R ) 

• T r i s - H C l ( S I G M A A L D R I C H ) 

• K C 1 ( S I G M A A L D R I C H ) 

• N a C l ( S I G M A A L D R I C H ) 

• C a C l 2 ( S I G M A A L D R I C H ) 

• M g C l 2 ( S I G M A A L D R I C H ) 

• G l u t a m i n ( S I G M A A L D R I C H ) 

• l x P e n i c i l i n - S t r e p t o m y c i n ( S I G M A A L D R I C H ) 

3.2 Nejčastěji používané termíny 

H 1 2 9 9 : Lidská buněčná l i n i e plicního k a r c i n o m u odvozená z lymfatických u z l i n [ 5 8 ] . 
H D F 1 6 4 : Lidské dermální f i b r o b l a s t y . 
M C F - 7 : Buněčná l i n i e lidského k a r c i n o m u p r s u s estrogenovými, progesteronovými a 

glukokortikoidními r e c e p t o r y [ 5 9 ] . 
Médium: M e d i u m používané p r o měření b y l o připraveno z „DMEM H i g h G l u c o s e " m e d i a 

( S I G M A A L D R I C H ) , s o b s a h e m 4 m M g l u t a m i n u a 1 0 % F B S . P r o nádorové buňky b y l o d o 
média přidáváno a n t i b i o t i k u m l x P e n i c i l i n / S t r e p t o m y c i n ( S I G M A A L D R I C H ) . 

T r y p s i n : Jedná se o e n z y m , který slouží k uvolnění buněk z p o v r c h u kultivační nádoby. 
Laminární b o x : B o x určený p r o sterilní práci s neustálou cirkulací a o d v o d e m v z d u c h u . 

Před, a p o každém použití b y l o nutné b o x s t e r i l i z o v a t pomocí U V světla a t o nejméně 3 0 m i n u t . 
Vše, c o se d o b o x u vkládalo, b y l o ošetřeno 7 0 % e t a n o l e m p r o zajištění s t e r i l i t y . 

Inkubátor: P r o každou i n k u b a c i buněk b y l požit inkubátor se stálou t e p l o t o u 37°C ( s 
o d c h y l k o u 0 , 2 °C), vlhkostí 5 % a 5 % C 0 2 . 

D i m e t y l s u l f o x i d : D M S O j e amfipatické rozpouštědlo, které j e rozpustné v e vodě i 
v organických látkách. Často se používá k rozpouštění hydrofobních látek využívaných 
v biologickém výzkumu [ 6 4 ] . 
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3.3 Metody 

3.3.1 Experimenty i n vitro 

3.3.1.1 ThT test 

T h i o f l a v i n T j e benzothiazolové b a r v i v o , které p o navázání n a amyloidní fibrily v y k a z u j e 
zvýšenou fluorescenci a běžně se používá k d i a g n o s t i c e amyloidních fibril, j a k ex vivo, t a k in 
vitro [ 4 1 ] . 

T h T se přidává k předem připravené struktuře nukleové k y s e l i n y v prostředí T r i s - H C l . P o 
specifickém navázání T h T n a G - k v a d r u p l e x , v y k a z u j e zesílený fluorescenční signál. Může se 
vázat j a k n a jednovláknové t a k n a dvouvláknové o l i g o n u k l e o t i d y se slabším fluorescenčním 
signálem, než v případě G 4 [ 4 0 ] . P r i n c i p t e s t u j e znázorněn n a obrázku ( O b r . 6 ) . 

G 4 ds 

O b r . 6 : P r i n c i p T h T t e s t u [ 4 0 ] . 

Syntetické o l i g o n u k l e o t i d y b y l y zředěny v o d o u n a k o n c e n t r a c i 1 0 0 u M . Následně b y l y 
o l i g o n u k l e o t i d y zředěny v e 4 0 0 m M T r i s - H C l a 1 M roztocích vybraných látek ( N a C l , K C 1 , 
C a C h , M g C b rozpuštěných v e vodě). Výsledná k o n c e n t r a c e t a k t o připravených vzorků 
odpovídala 2 u M D N A , l O O m M T r i s - H C l s přídavkem 2 , 4 , 8 , 1 6 , 3 2 , 6 4 a 1 2 8 m M vybraných 
látek. Stejným p o s t u p e m b y l y připraveny v z o r k y obsahující D M S O o o b s a h u 2 , 4 , 6 , 1 2 , 2 4 a 
5 0 %. V z o r k y b y l y zahřívány p o d o b u 5 m i n u t při 9 5 °C a poté ponechány k samovolnému 
ochlazení n a laboratorní t e p l o t u během 2 4 h o d i n . T h i o f l a v i n T b y l zředěn v o d o u n a konečnou 
k o n c e n t r a c i 1 u M . 

E x p e r i m e n t b y l prováděn v černé 384-jamkové destičce při laboratorní teplotě. V z o r k y 
syntetických oligonukleotidů a T h T b y l y smíchány v poměru 1 : 1 , v konečném o b j e m u 2 0 u l a 
v molárním poměru 1:0 ,5 p r o o l i g o n u k l e o t i d a T h T , s přídavkem vybraných látek a D M S O . 
Fluorescenční e m i s e b y l y měřeny při 4 9 0 n m p o e x c i t a c i při 4 2 5 n m . 

3.3.1.2 Cirkulárně dichroická spektroskopie 

Cirkulární d i c h r o i s m u s představuje m e t o d u absorpční s p e k t r o s k o p i e založenou n a 
diferenciální a b s o r p c i levotočivého a pravotočivého polarizovaného světla, p r o s t u d i u m 
s t r u k t u r G-kvadruplexů. O p t i c k y aktivní chirální m o l e k u l y přednostně absorbují j e d e n směr 
polarizovaného světla. Rozdíl v a b s o r p c i levého a pravého kruhově polarizovaného světla l z e 
měřit a k v a n t i f i k o v a t . Cirkulárně dichroická s p e k t r o s k o p i e se používá k určení aspektů 
sekundární s t r u k t u r y p r o t e i n u [ 4 2 ] . Schéma kruhově polarizovaného světlaje znázorněno n a 
obrázku ( O b r . 7 ) . 
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O b r . 7 . - Schéma lineárně polarizovaného a kruhově polarizovaného světla [ 4 2 ] . 

C D s p e k t r a b y l a měřena n a d i c h r o g r a f u J a s c o 8 1 5 v mikrokyvetách při 2 0 °C. V z o r k y 
syntetických oligonukleotidů b y l y naředěny p u f r e m T r i s - H C l n a k o n c e n t r a c i 6 x l 0 " 5 M . 
Následně b y l y m i k r o k y v e t y s připravenými v z o r k y syntetických oligonukleotidů ( h T E L -
telomerická s e k v e n c e ) zahřátý n a 9 5 °C p o d o b u 5 m i n u t . V z o r k y b y l y pipetovány d o 
m i k r o k y v e t s výsledným o b j e m e m 2 2 0 u l . P r o každý v z o r e k b y l a pořízena řada čtyř skenů 
v r o z s a h u vlnových délek 2 4 0 - 3 2 0 n m . S k e n y b y l y zprůměrovány, v y h l a z e n y a b y l o odečteno 
reakční prostředí. N e j p r v e b y l změřen p u f r T r i s - H C l , následně r o z t o k obsahující p o u z e 
syntetický o l i g o n u k l e o t i d a poté b y l y přidávány r o z t o k y vybraných látek v molárním poměru 
0 , 1 ; 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 k D N A ( 1 , 1 8 u M v l m l ) . 

3 .3 .2 Experimenty i n vivo 

3.3.2.1 Testy cytotoxicity 

Činidlo A l a m a r B l u e se používá k e kvantitativnímu měření v i a b i l i t y savčích buněčných linií, 
bakterií a h u b . B a r v i v o o b s a h u j e fluorescenční indikátor o x i d a c e - r e d u k c e ( R E D O X ) , který 
způsobuje změnu b a r v y v r e a k c i n a c h e m i c k o u r e d u k c i růstového média v důsledku buněčné 
p r o l i f e r a c e [ 5 1 ] . 

B a r v i v o A l a m a r B l u e ( r e s a z u r i n ) j e v e své oxidované formě modré a nefluorescenční. Při 
j e h o použití způsobují rostoucí buňky c h e m i c k o u r e d u k c i b a r v i v a z nefluorescenční modré n a 
červenou fluorescenční. Pokračující růst životaschopných buněk udržuje redukční prostředí 
(fluorescenční, červená) a i n h i b i c e růstu udržuje oxidované prostředí (nefluorescenční, modré), 
které l z e d e t e k o v a t pomocí fluorescenčního n e b o absorbčního d e t e k t o r u [ 5 1 ] . 

P r o t e s t v i a b i l i t y jednotlivých buněčných linií b y l o vybráno rozpouštědlo D M S O . Účinky 
D M S O n a buněčné f u n k c e b y l y v m i n u l o s t i studovány u velkého počtu buněk, a l e s různými 
výsledky. Některé s t u d i e ukázaly, že D M S O b l o k u j e v z e s t u p intracelulárního vápníku [ 6 3 ] , 
jiné s t u d i e u v e d l y , že D M S O způsobuje zvýšení extracelulárního sodíku, draslíku a vápníku 
[ 6 3 ] . D M S O má různé účinky n a iontové transportéry a p u m p y [ 6 3 ] . D M S O j e často používáno 
v biologických výzkumech j a k o rozpouštědlo [ 6 4 ] , p r o t o b y l zkoumán j e h o v l i v n a vybrané 
buněčné l i n i e . 

P r o t e s t y b y l y použity buněčné l i n i e H 1 2 9 9 , M C F - 7 a H D F 1 6 4 . D o 96-jamkových destiček 
b y l o pipetováno m e d i u m s d a n o u buněčnou k u l t u r o u , s výsledným o b j e m e m 7 0 u l v jedné 
j a m c e a o k o n c e n t r a c i 3 5 0 0 buněk/cm 2. D o druhého s l o u p c e b y l o přidáno m e d i u m a d o třetího 
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s l o u p c e b y l přidán r o z t o k m e d i a a 1 % D M S O . Krajní j a m k y destičky b y l y zaplněny p u f r e m l x 
P B S v o b j e m u 3 0 0 u l , k zabránění odpaření vzorků při dlouhodobé i n k u b a c i . Destička b y l a 
vložena d o inkubátoru n a 2 4 h o d i n . Následující d e n b y l o m e d i u m vyměněno. D o posledního 
s l o u p c e b y l y pipetovány v z o r k y D M S O naředěného v médiu n a 1 1 , 1 1 % a o o b j e m u 1 4 0 u l . 
Následně b y l o b j e m 7 0 u l z posledního s l o u p c e pipetován d o předchozích sloupců, čímž b y l y 
jednotlivé s l o u p c e naředěny vždy v poměru 1:1 (výsledné k o n c e n t r a c e v jednotlivých 
sloupcích b y l y 0 ; 0 , 0 8 ; 0 , 1 7 ; 0 , 3 5 ; 0 , 6 9 ; 1 , 3 9 ; 2 , 7 8 ; 5 , 5 5 ; 1 1 , 1 1 % v e směru z l e v a d o p r a v a ) . 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A \ ď" 
B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

PBS 
medium 
médium + DMSO 
roztok vzniků 

O b r . 8. - Schéma 96-jamkové destičky 

Následně b y l a destička vložena d o inkubátoru n a 7 2 h o d i n . Poté b y l o odsáto veškeré 
médium a l x P B S z posledního a prvního s l o u p c e . D o prvního s l o u p c e b y l o pipetováno 1 0 0 u l 
m e d i a a d o ostatních j a m e k b y l o pipetováno 1 0 0 u l r o z t o k u A l a m a r B l u e s m e d i e m v poměru 
1 : 1 1 . Následně b y l a měřena f l u o r e s c e n c e při vlnové délce 5 9 5 n m p o e x c i t a c i při 5 5 5 n m v čase 
0 h o d i n a v čase 2 h o d i n y . 

O b r . 9 . - 96-jamková destička naplněná činidlem A l a m a r B l u e 
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4 V Ý S L E D K Y A D I S K U S E 

4.1 Experimenty i n vitro 

4.1.1 ThT test 

P r o T h T t e s t b y l y použity d v a vybrané o l i g o n u k l e o t i d y , telomerická s e k v e n c e ( h T E L ) a 
náhodná s e k v e n c e ( T a b u l k a 1.) s různými přídavky vybraných látek k ověření i n t e r a k c e s 
přítomnou G 4 s t r u k t u r o u . Dále b y l a ověřena i n t e r a k c e m e z i D M S O a přítomným G 4 . 
T h i o f l a v i n T j e benzothiazolové b a r v i v o , které se přidává d o připravené s t r u k t u r y nukleové 
k y s e l i n y a p o navázání n a G 4 v y k a z u j e zvýšenou f l u o r e s c e n c i [ 4 0 , 4 1 ] . 

T a b u l k a 1 . Použité o l i g o n u k l e o t i d y charakterizovány j e j i c h sekvencí a délkou [ n t ] . 

Sekvence Délka [nt] 

h T E L G G G T T A G G G T T A G G G T T A G G G T T A G G G T T A G G G T T A G G G T T A G G G T T A G G 
G 5 1 

Náhodná 
sekvence A C C A G A G C T G A T G G T A T C C T A A G T T G A C G A C C C C G A G G G T G C C G C A A G G A 50 

B y l testován syntetický o l i g o n u k l e o t i d h T E L a náhodná s e k v e n c e . Náhodná s e k v e n c e 
n e o b s a h u j e G 4 , a p r o t o p o přidání T h T nedošlo k j e h o navázání k cílovému místu. Díky t o m u 
i n t e r a k c e T h T a náhodné s e k v e n c e v y k a z u j e zanedbatelný signál o p r o t i o l i g o n u k l e o t i d u h T E L , 
který G 4 m o t i v o b s a h u j e . Při i n t e r a k c i T h T se sekvencí h T E L docházelo k 8 9 % navýšení 
signálu v porovnání s negativní k o n t r o l o u (náhodná s e k v e n c e ) . Průměrné h o d n o t y p r o 
s e k v e n c e s přidaným T h T j s o u znázorněny v g r a f u ( G r a f 1 ) . 

1400 

h T E L náhodná sekvence 

G r a f 1 : T h T t e s t p r o syntetický o l i g o n u k l e o t i d h T E L a náhodnou s e k v e n c i . Fluorescenční e m i s e b y l y 
měřeny při 4 9 0 n m p o e x c i t a c i při 4 2 5 n m . N a h i s t o g r a m u j s o u vyznačené směrodatné o d c h y l k y z 3 

opakovaní. 
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• K C 1 
• N a C l 
• CaC12 

M g C 1 2 

OmM 2mM 4mM 8 mM 16 mM 32 mM 64 mM 128 mM 

G r a f 2 : T h T kompetiční tes t p r o syntetický o l i g o n u k l e o t i d h T E L a vybrané látky c h l o r i d sodný, 
c h l o r i d draselný, c h l o r i d vápenatý, c h l o r i d horečnatý. Látky b y l y přidávány v 0 , 2 , 4 , 8, 16 , 3 2 , 6 4 a 

128 m M koncentracích. I n t e n z i t a f l u o r e s c e n c e ( F I ) j e vyjádřena poměrem i n t e n z i t y f l u o r e s c e n c e 
vybrané látky o dané k o n c e n t r a c i k intenzitě f l u o r e s c e n c e p u f r u T r i s - H C l s T h T ( F I 0 ) . V g r a f u j s o u 

zaznamenány směrodatné o d c h y l k y z 3 opakování. 

U o l i g o n u k l e o t i d u h T E L ( G r a f 2 ) , který o b s a h u j e G 4 m o t i v , j e vidět zvýšení 
fluorescenčního signálu p o přídavku zvyšující se k o n c e n t r a c e látky K C 1 , k d e již o d přídavku 
n e j menší k o n c e n t r a c e , 2 m M , j e vidět znatelný nárůst f l u o r e s c e n c e . V porovnání s negativní 
k o n t r o l o u ( 0 m M ) dochází u k o n c e n t r a c e 2 m M k e zvýšení fluorescenčního signálu o 7 8 %. U 
látek C a C b a M g C b j e viditelné malé zvýšení fluorescenčního signálu a u látky N a C l j e vidět 
nárůst signálu j e n při koncentracích 6 4 a 1 2 8 m M . Z g r a f u l z e v y v o d i t , že K C 1 nejlépe 
s t a b i l i z u j e t v o r b u G 4 a t o už při nízkých koncentracích. I n t e n z i t a f l u o r e s c e n c e j e vyjádřena 
poměrem i n t e n z i t y f l u o r e s c e n c e ( F I ) vybrané látky o dané k o n c e n t r a c i k intenzitě f l u o r e s c e n c e 
p u f r u T r i s - H C l s T h T ( F I 0 ) . 
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n á h o d n á sekvence 
• K C l 
• N a C l 

20 , " C a C 1 2 
• M g C 1 2 

OmM 2mM 4mM 8 mM 16 mM 32 mM 64 mM 128 mM 

G r a f 3: T h T test p r o náhodnou s e k v e n c i a vybrané látky N a C l , K C l , C a C 1 2 , M g C 1 2 . Látky b y l y 
přidávány v 0 , 2 , 4 , 8, 16 , 3 2 , 6 4 a 128 m M koncentracích. I n t e n z i t a fluorescence ( F I ) j e vyjádřena 

poměrem i n t e n z i t y fluorescence vybrané látky o dané k o n c e n t r a c i k intenzitě fluorescence p u f r u T r i s -
H C 1 s T h T ( F I 0 ) . V g r a f u j s o u zaznamenány směrodatné o d c h y l k y z 3 opakování. 

Náhodná s e k v e n c e n e o b s a h u j e G 4 m o t i v a nemůže t e d y docházet k s t a b i l i z a c i t v o r b y G 4 . 
S e zvyšující se koncentrací vybraných látek docházelo p o u z e k mírné změně i n t e n z i t y 
fluorescenčního signálu ( G r a f 3 ) . I n t e n z i t a f l u o r e s c e n c e j e vyjádřena poměrem i n t e n z i t y 
f l u o r e s c e n c e ( F I ) vybrané látky o dané k o n c e n t r a c i k intenzitě f l u o r e s c e n c e p u f r u T r i s - H C l 
s T h T ( F I 0 ) . Zatímco přídavek K C l u s e k v e n c e h T E L v e d l k zvýšení f l u o r e s c e n c e o 7 8 %, t a k 
přídavek u této s e k v e n c e n e v e d l k významným změnám v detekované f l u o r e s c e n c i . 
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D M S O 
30 

• h T E L 

• náhodná s e k v e n c e 

1 l i l i l i i , i , 1 . 
0% 2% 4% 6% 12% 24% 50% 

G r a f 4 : T h T test p r o náhodnou s e k v e n c i a syntetický o l i g o n u k l e o t i d h T E L z a přídavku 0 , 2 , 4 , 6 , 12 , 
2 4 , 5 0 % D M S O . I n t e n z i t a fluorescence j e vyjádřena poměrem i n t e n z i t y fluorescence ( F I ) vybrané 

látky o dané k o n c e n t r a c i k intenzitě fluorescence p u f r u T r i s - H C l s T h T ( F I 0 ) . V g r a f u j s o u 
zaznamenány směrodatné o d c h y l k y z 3 opakování. 

T h T t e s t b y l p r o v e d e n i p r o rozpouštědlo D M S O , j a k o k o n t r o l u , z d a dokáže rozpouštědlo 
používané běžně v biologických výzkumech o v l i v n i t G 4 s t r u k t u r u . Z g r a f u ( G r a f 4 ) j e zřejmé, 
že G 4 s t r u k t u r a se tvořila p o u z e v přítomnosti 2 % D M S O . U ostatních koncentrací a u náhodné 
s e k v e n c e nedocházelo k výrazným změnám v e f l u o r e s c e n c i . I n t e n z i t a f l u o r e s c e n c e j e 
vyjádřena poměrem i n t e n z i t y f l u o r e s c e n c e ( F I ) vybrané látky o dané k o n c e n t r a c i k intenzitě 
f l u o r e s c e n c e p u f r u T r i s - H C l s T h T ( F I 0 ) . 

Z vybraných látek b y l a p o t v r z e n a nejlepší t v o r b a G-kvadruplexů při přítomnosti K C 1 , j a k j e 
vidět v g r a f u 2 . U látky K C 1 b y l znát nárůst fluorescenčního signálu již o d nejmenší 
k o n c e n t r a c e . K C 1 se běžně používá j a k o stabilizátor G 4 s t r u k t u r . U ostatních vybraných látek 
n e b y l a indukována t v o r b a G-kvadruplexů t a k efektivně j a k o u K C 1 . Vyšší k o n c e n t r a c e D M S O 
n e v e d l y k e zvýšení fluorescenčního signálu. 

4.1 .2 Cirkulární dichroismus 

Pomocí C D s p e k t r o s k o p i e b y l a studována k o n f o r m a c e D N A z a působení vybraných látek 
( N a C l , K C 1 , C a C l 2 , M g C k ) . 

Syntetické o l i g o n u k l e o t i d y b y l y naředěny v p u f r u T r i s - H C l s n e b o b e z přídavku K C 1 , 
zahřátý n a 9 5 °C a následně ponechány k samovolnému ochlazení. Výsledky p r o syntetický 
o l i g o n u k l e o t i d y h T E L a h T E L s přídavkem K C 1 j s o u z o b r a z e n y v g r a f u ( G r a f 5 ) . 
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4 0 0 n 

G r a f 5: C D s p e k t r o s k o p i e D N A u syntetického o l i g o n u k l e o t i d u h T E L a j e h o s t a b i l i z a c e pomocí K C 1 . 
N u k l e o t i d h T E L bez prídavku K C 1 n e v y k a z u j e G 4 k o n f o r m a c i . N u k l e o t i d h T E L s přídavkem K C 1 

v y k a z u j e antiparalerní k o n f o r m a c i (negativní pík p r i 2 4 5 n m , pozitivní pík p r i 2 7 5 n m ) . 

D N A s e k v e n c e h T E L s přídavkem K C 1 ( G r a f 5 ) s t a b i l i z u j e G 4 antiparalelní k o n f o r m a c i této 
D N A . V dalším e x p e r i m e n t u b y l y přidávány vybrané látky k D N A v poměru 1 : 0 , 1 ; 1 :2; 1:3; 
1:4; 1:5. P o každém přídavku b y l v z o r e k proměřen. 
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400,0 n 

G r a f 6: C D s p e k t r a G 4 u o l i g o n u k l e o t i d u h T E L a h T E L s prídavky vybraných vzorků v molárním 
poměru k D N A - 1:0,1 N a C l ; 1:1 N a C l ; 1:2 N a C l ; 1:2 N a C l ; 1:4 N a C l ; 1:5 N a C l . 

P o přídavku 1 : 0 , 1 r o z t o k u N a C l k D N A v y k a z u j e s e k v e n c e h T E L antiparalelní k o n f o r m a c i 
a l z e p o z o r o v a t výrazný p o s u n negativního i pozitivního píku. Z t o h o l z e u s o u d i t , že N a C l 
s t a b i l i z u j e antiparalelní k o n f o r m a c i o l i g o n u k l e o t i d u h T E L . P o přidání většího množství 
r o z t o k u N a C l j e vidět mírný p o k l e s negativního i pozitivního píku. V t e s t u T h T látka N a C l 
v y k a z o v a l a mírné zvýšení fluorescenčního signálu až o d přídavku 6 4 m M , a l e j e dostatečně 
silná p r o působení j a k o stabilizátor G 4 , j a k l z e vidět v g r a f u . ( G r a f 6 ) . 
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G r a f 7 : C D s p e k t r a G 4 u o l i g o n u k l e o t i d u h T E L a h T E L s přídavky vybraných vzorků v molárním 
poměru k D N A - 1:0,1 K C 1 ; 1:1 K C 1 ; 1:2 K C 1 ; 1:2 K C 1 ; 1:4 K C 1 ; 1:5 K C 1 . 

P o přidání r o z t o k u K C 1 k syntetickému o l i g o n u k l e o t i d u h T E L l z e vidět posunutí 
negativního píku i pozitivního píku d o antiparalelní k o n f o r m a c e . P r o n e j lepší s t a b i l i z a c i se jeví 
poměr 1 : 0 , 1 o l i g o n u k l e o t i d u s K C 1 ( G r a f 7 ) . Látka má vysoký v l i v n a s t a b i l i z a c i už v menších 
poměrech. 
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400,0 -i 

G r a f 8: C D s p e k t r a G 4 u o l i g o n u k l e o t i d u h T E L a h T E L s přídavky vybraných vzorků v molárním 
poměru k D N A - 1:0,1 C a C 1 2 ; 1:1 C a C 1 2 ; 1:2 C a C 1 2 ; 1:3 C a C 1 2 ; 1:4 C a C 1 2 ; 1:5 C a C 1 2 . 

P o přídavku r o z t o k u C a C b k syntetickému o l i g o n u k l e o t i d u l z e p o z o r o v a t výrazný p o s u n 
negativního i pozitivního píku d o antiparalelní k o n f o r m a c e ( G r a f 8 ) . J a k o n e j lepší poměr p r o 
s t a b i l i z a c i G 4 v h T E L se jeví 1 : 0 , 1 o l i g o n u k l e o t i d u s C a C h . 
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600,0 

500,0 -

400,0 -

G r a f 9 : C D s p e k t r a G 4 u o l i g o n u k l e o t i d u h T E L a h T E L s přídavky vybraných vzorků v molárním 
poměru k D N A - 1:0,1 M g C 1 2 ; 1:1 M g C 1 2 ; l : 2 M g C 1 2 ; l : 2 M g C 1 2 ; l : 4 M g C 1 2 ; l : 5 M g C 1 2 . 

P o přídavku r o z t o k u M g C h k syntetickému o l i g o n u k l e o t i d u l z e p o z o r o v a t výrazný p o s u n 
negativního i pozitivního píku antiparalelní k o n f o r m a c e . J a k o nejlepší poměr p r o s t a b i l i z a c i 
G 4 v h T E L se jeví už nejmenší přídavek M g C h ( G r a f 9 ) . 

U všech vybraných látek b y l během C D s p e k t r o s k o p i e pozorován p o s u n píku d o 
k o n f o r m a c e typického p r o G 4 , z t o h o l z e u s o u d i t , že všechny vybrané látky dokážou 
s t a b i l i z o v a t s t r u k t u r y G 4 . V t e s t u T h T b y l o zjištěno, že nejlépe s t a b i l i z u j e t v o r b u G 4 látka K C 1 , 
k d e b y l velký nárůst fluorescenčního signálu už o d nejmenší k o n c e n t r a c e . U látek C a C b a 
M g C h b y l pozorován mírný nárůst fluorescenčního signálu a u látky N a C l b y l vidět nárůst až 
o d k o n c e n t r a c e 6 4 m M . 
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4.2 Experimenty i n vivo 

4.2.1 Testy cytotoxicity 

Primárním k r o k e m při testování v i a b i l i t y lidských buněk, H D F 1 6 4 , H 1 2 9 9 a M C F - 7 , b y l o 
z j i s t i t letální dávku D M S O p r o 5 0 % buněk ( L D 5 0 ) . B y l využit spektrofotometrický t e s t 
v i a b i l i t y pomocí A l a m a r B l u e . Buňky během růstu mění modré nefluorescenční b a r v i v o n a 
červené fluorescenční. P r o zjištění c y t o t o x i c i t y rozpouštědla b y l o použito 1 0 0 % D M S O 
naředěné v médiu n a 1 1 , 1 1 % D M S O . N a základě naměřených d a t b y l y vypracované g r a f y 
( G r a f 1 0 , G r a f 1 1 , G r a f 1 2 ) se závislostí živých buněk v p r o c e n t e c h n a l o g a r i t m u k o n c e n t r a c e 
sledované látky. 

M C F 7 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 

log(koncentrace [%]) 

G r a f 10: Závislost počtu živých buněk M C F - 7 v p r o c e n t e c h n a dekadickém l o g a r i t m u k o n c e n t r a c e 
D M S O . V g r a f u j s o u zaznačené směrodatné o d c h y l k y z 3 opakování. 
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HDF164 

G r a f 1 1 : Závislost počtu živých buněk H D F 1 6 4 v p r o c e n t e c h n a dekadickém l o g a r i t m u k o n c e n t r a c e 
D M S O . V g r a f u j s o u zaznačené směrodatné o d c h y l k y z 3 opakování. 

G r a f 12: Závislost počtu živých buněk H 1 2 9 9 v p r o c e n t e c h n a dekadickém l o g a r i t m u k o n c e n t r a c e 
D M S O . V g r a f u j s o u zaznačené směrodatné o d c h y l k y z 3 opakování. 
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G r a f y b y l y vytvořené v p r o g r a m u P r i s m a , k d e b y l a vypočtena letální dávka p r o 5 0 % buněk 
( L D 5 0 ) . H o d n o t y p r o jednotlivé buněčné l i n i e H D F 1 6 4 , M C F - 7 a H 1 2 9 9 j s o u u v e d e n y 
v t a b u l c e ( T a b u l k a 2 ) . 

T a b u l k a 2 : K o n c e n t r a c e L D 5 0 p r o buňky M C F - 7 , H D F 1 6 4 a H 1 2 9 9 

D M S O [ % ] 

M C F - 7 1 , 9 1 

H D F 1 6 4 3 , 3 5 

H 1 2 9 9 2 , 2 5 

D M S O v y k a z o v a l o největší c y t o t o x i c i t u vůči buněčným liniím M C F - 7 s L D 5 0 1 , 9 1 %. 
Nejmenší cytotoxické v l a s t n o s t i způsobovalo D M S O buněčným liniím FÍDF164 s L D 5 0 
3 , 3 5 %. Buněčným liniím H 1 2 9 9 způsobovalo D M S O c y t o t o x i c i t u L D 5 0 2 , 2 5 %. Z výsledků 
l z e určit, že buňky lidských dermálních fibroblastů (FÍDF164) j s o u n e j odolnější vůči 
rozpouštědlu D M S O . 
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5 Z Á V Ě R 

Předložená bakalářská práce b y l a zaměřená n a s t u d i u m v l i v u vybraných makroelementů 
z p o t r a v y n a D N A a její epigenetický p r o f i l . Teoretická část o b s a h u j e základní p o z n a t k y o 
živinách a j e j i c h v l i v n a zdravý životní s t y l . Dále se zabývá e p i g e n e t i k o u - jejími m e c h a n i s m y 
a v l i v e m živin n a její p r o f i l . Dále b y l a práce zaměřena n a D N A a její sekundární s t r u k t u r y , G -
k v a d r u p l e x y , a j e j i c h význam v epigenetických m e c h a n i s m e c h . Výživa a složky v ní mají velký 
v l i v n a m e c h a n i s m y v lidském o r g a n i s m u , zaručují správný c h o d biochemických procesů a 
m o h o u sloužit j a k o p r e v e n c e p r o t i různým onemocněním. 

V experimentální části práce b y l studován v l i v makroelementů n a D N A m e t o d a m i in vitro 
pomocí T h T t e s t u a cirkulárně dichroické s p e k t r o s k o p i e . Dále b y l testován v l i v D M S O in vivo 
n a vybrané buněčné l i n i e . 

B y l zkoumán v l i v vybraných makroelementů z p o t r a v y , konkrétně sodík, draslík, vápník a 
hořčík n a D N A . B y l y otestovány j e j i c h vazebné v l a s t n o s t i k G 4 in vitro pomocí T h T t e s t u u 
syntetického o l i g o n u k l e o t i d u h T E L , který představuje t e l o m e r i c k o u s e k v e n c i . Z e zkoumaných 
látek docházelo k e s t a b i l i z a c i G 4 zejména při použití K C 1 , u ostatních látek N a C l , C a C h a 
M g C h b y l y změny menší. R o z t o k K C 1 se běžně používá u C D s p e k t r o s k o p i e p r o stabilizování 
G 4 s t r u k t u r syntetických o l i g o n u k l e o t i d u [ 6 0 ] . V l i v n a k o n f o r m a c i G 4 b y l sledován pomocí 
cirkulárně dichroické s p e k t r o s k o p i e . Samotná s e k v e n c e h T E L tvoří antiparalelní k o n f o r m a c i a 
přídavky všech látek způsobovali p o s u n píku z e s e k v e n c e netvořící G 4 k této k o n f o r m a c i . 
Nejvyšší signály j s m e p o z o r o v a l i u přídavků nejmenšího poměru vybraných látek vůči D N A . 
V t e s t u T h T přídavky látek N a C l , M g C b C a C h n e u k a z o v a l i n a efektivní t v o r b u G 4 s t r u k t u r y 
v D N A , ovšem v C D s p e k t r o s k o p i i b y l o dokázáno, že t y t o látky dokážou s t a b i l i z o v a t s t r u k t u r u 
G 4 . U syntetického o l i g o n u k l e o t i d u h T E L v y k a z o v a l i všechny vybrané látky stabilizační 
v l a s t n o s t i p r o G 4 . T h T t e s t b y l p r o v e d e n kontrolně i p r o rozpouštědlo D M S O , k d e se j a k o 
jediná efektivní j e v i l a 2 % k o n c e n t r a c e D M S O . 

Dále b y l y p r o v e d e n y t e s t y c y t o t o x i c i t y p r o buněčné l i n i e H D F 1 6 4 , H 1 2 9 9 a M C F - 7 , pomocí 
činidla A l a m a r B l u e . Nejmenší c y t o t o x i c i t u v y k a z o v a l o rozpouštědlo D M S O vůči buněčným 
liniím H D F 1 6 4 , s viditelným rozdílem vůči buněčným liniím H 1 2 9 9 a M C F 7 . Z výsledků l z e 
předpokládat, že nenádorové buňky j s o u odolnější vůči cytotoxicitě rozpouštědla D M S O než 
buňky nádorové. 

U kationtů kovů b y l a potvrzená a f i n i t a k e G 4 strukturám, které j s o u významně o b o h a c e n y 
v C p G o b l a s t e c h a tím b y l předpokládán j e j i c h v l i v n a epigenetický p r o f i l . C D s p e k t r o s k o p i e a 
T h T t e s t y p o t v r d i l i pozitivní v l a s t n o s t i všech vybraných látek n a G 4 . P o přidání všech iontů 
vybraných látek se změnila l o k a l i z a c e píku a b y l a tvořena G 4 s t r u k t u r a . 
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6 S E Z N A M P O U Ž Í V A N Ý C H Z K R A T E K 

D N A deoxyribonukleová k y s e l i n a 

R N A ribonukleová k y s e l i n a 

D M S O d i m e t h y l s u l f o x i d 

P B S fosfátový p u f r 

g g r a m 

m l m i k r o l i t r 

m l m i l i l i t r 

r p m otáčky z a m i n u t u 

[xl/1 m i k r o g r a m n a l i t r 

n m n a n o m e t r 

m g m i l i g r a m 

[ i l m i k r o l i t r 

u M m i k r o m o l n a l i t r 

m 2 m e t r čtvereční 

L D 5 0 letální dávka p r o 5 0 % p o p u l a c e 

U V ultrafialové s p e k t r u m světla 

C D s p e k t r o s k o p i e cirkulárního d i c h r o i s m u 

T h T T h i o f l a v i n T 

h T E L telomerická s e k v e n c e 

G 4 G - k v a d r u p l e x 

S A M S - a d e n o s y l m e t h i o n i n 

S A H S - a d e n o s y l h o m o c y s t e i n 

C p G cytosin-fosfát-guanin 

5 m C 5 m e t y l c y t o s i n 

D N M T metyltransferáza 

B H M T b e t a i n h o m o c y s t e i n metyltransferáza 

T H F k y s e l i n a tetrahydrofolová (tetrahydrofolát) 

F A D f l a v i n a d e n i n d i n u k l e o t i d 

B 6 vitamín B 6 



B 1 2 vitamín B 1 2 

H D A C h i s t o n deacetyláza 

C o A K o e n z y m A 

A c e t y l - C o A A c e t y l k o e n z y m A 

A D P Adenosindifosfát 


