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ABSTRAKT

»Strazca genomu’ protein p53 zastupuje dolezita tlohu pri rakovinovom bujneni. Vo viac
ako 50 % pripadoch l'udskej rakoviny dochadza k mutacii p53. Mutované proteiny vyrazne
ovplyviiuji spravnu ¢innost’ buniek. Vplyvom mutacii mozu proteiny ziskat, ale aj stratit,
niektoré zo svojich funkcii, ktoré im pomahaju aj pri modulacii metabolizmu buniek. Mutantné
formy p53 sa m6zu podiel'at’ na vytvoreni nepriamej interakcie a aj priamej viazby k DNA.

Experimentalna Cast' prace sa zameriava na sledovanie vdzbovych vlastnosti vybranych
mutantnych proteinov p53 pomocou gélovej retardacnej analyzy a za pouzitia mikroskopu
atomarnych sil av sledovani transaktivaéného potencialu. Vysledky boli porovnavané
s povodnou nemutovanou formou p53. Bolo zistené, ze pri védzbe k najbeznejSim typom
lokélnych Struktir DNA dochadza k znizeniu viazbovej aktivity mutantnych proteinov oproti
nemutovanej forme. Sledovanim transaktivacnych schopnosti bolo preukazané, ze mutantné
proteiny p53 sa vyznacuju nizSou intenzitou transaktivacie nez pdvodny p53 a taktiez znizuju
intenzitu transaktivacie, ak su v koexpresii s p53.

ABSTRACT

The "genome guardian" protein p53 plays an important role in cancer growth. P53 mutations
occur in more than 50 % of human cancers. Mutated proteins significantly affect the proper
functioning of cells. Due to the mutation, proteins can gain, but also lose, some of their
functions, which also help them in modulating cell metabolism. Mutant forms of p53 may be
involved in indirect binding or direct binding to DNA. They appeared to have a lower binding
activity to the DNA than non-mutated p53.

The experimental part of the thesis focuses on measuring the binding properties of selected
pS53 mutants using gel retardation analysis and using an atomic force microscope and
monitoring the transactivation potential. The results were compared with the wild-type form
of p53. It has been found that binding to the most common types of local DNA structures
reduces the binding activity of pS3 mutants over the wild-type. P53 mutants has been shown
to have alower intensity of transactivation than the wild-type p53 by studying their
transactivation abilities and also they are able to reduce the intensity of transactivation when
co-expressed with p53.
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1 UVOD

Prvé informacie o proteine p53 boli publikované v roku 1979 [1]. Pri vyskume opicieho
virusu SV40 bol objaveny T(mt) antigén — 35 kDa velky protein. V nasledujucich rokoch bolo
vsak preukazané, ze SV40 nevytvara T(mt) antigén. Novoobjaveny protein o velkosti 35 kDa
sa hromadil v jadrach nadorovych bunkach, a preto mu bola pripisand onkogénna uloha [1, 2].
Onkogénna uloha bola nasledne vyvratend a protein pS3 bol preradeny do skupiny proteinov,
ktoré potlacaji nadory — tumor supresorové proteiny [3].

V zdravych bunkach je koncentracia p53 nizka. S réznymi poskodeniami a stresovymi
faktormi sa zvySuje koncentracia p53 v jadrach buniek. Medzi hlavne ulohy proteinu p53
zarad'ujeme: zastavenie bunkového cyklu, opravu DNA a riadenu bunkovu smrt’. Je schopny
zastavit’ bunkovy cyklus pred prechodom do syntetickej fazy bunkového cyklu, s cielom
poskytnut ¢as opravnym mechanizmom obnovit stabilitu genomu a zabranit’ replikacii
poskodenej genetickej informécie. P53 sa moze aktivne podielat na oprave DNA regulaciou
prostrednictvom transaktivacie inych génov alebo vlastnou biochemickou aktivitou [4].
Poslednou moznost'ou, ako uchranit’ zdravé bunky a zamedzit’ nekontrolovatel'nej proliferacii
buniek s pozmenenou DNA je apoptdza. P53 spusta kaskadu regulacnych molekul, ktoré
spolupracuju na aktivacii enzymu kaspéaza 9 s cielom usmrtit poskodené bunky [5].

Protein p53 je kddovany génom TP53, ktory sa vyznacuje najvyssou mierou mutacii u l'udi.
Viac ako 68 % pripadov mutacie 7P53 su jednobodové substitu¢né mutécie, ktoré
sa najcastejSie vyskytuju v Siestich oblastiach p53. Medzi miesta s najvys$sou frekvenciou
mutécii patri aminokyselina v pozicii 175 s frekvenciou mutacii okolo 10 % a v pozicii 273
s frekvenciou 12 % [6]. V nemutovanej forme sa na obidvoch miestach preklada arginin.
Vplyvom substiticie dochadza k vytvoreniu kédonu pre histidin [7, 8].

Roézne cCasti mutantnych proteinov p53 (mutp53) su schopné interagovat’ s DNA. Prvym
typom interakcie je priama vdzba k DNA, na ktorej sa podiela centralna doména proteinu.
Dochéadza k vytvoreniu sekvencne Specifickej vazby p53 k DNA sekvencii p53CON.
Na vytvoreni nepriameho spojenia k DNA sa podiel'a C-koncova doména p53, ktora vyhl'adava
charakteristické motivy v lokalnych Strukturach DNA.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Protein p53

Protein p53 je jednym z najStudovanejSich tumor supresorovych proteinov vdaka jeho
kIaCovym uloham pri udrzovani genetickej stability a inhibicii tvorby nadorovych ochoreni.
Pri jeho aktivacii, po poSkodeni bunky, protein p53 indukuje expresiu génov, podielajucich
sana oprave poskodenia DNA, bunkovom raste, =zastaveni bunkového cyklu
alebo programovanej bunkovej smrti [3].

2.1.1 Chemicka Struktira p53

Protein p53 bol pomenovany podla jeho molekulovej hmotnosti, pretoze v PAGE-SDS géli
(polyakrylamidovy gél s pridavkom dodecylsulfatu sodného) bol detegovany signal
s velkostou 53 kDa [2]. Potvrden4 velkost proteinu bola vSak neskor vyvratend novymi
zisteniami, ktoré popisovali obsah oblasti PRD (z angl.: ,,a proline-rich domain®) s vysokym
poctom aminokyseliny prolin, ktord spomaluje migraciu v SDS géle. Povodna molekulova
hmotnost proteinu bola opravena na 43,7 kDa [9, 10].

Protein p53 (obrazok 1) je zlozeny z 393 aminokyselin funkéne rozdelenych do troch domén:
N-koncova doména, DNA vizbova doména a C-koncova doména [11].

1 42 64 92 101 202 326 356 364 393
1 1 | 1 1 11 11 |

o o |

Obrézok 1: Struktira p33; TADI, TADII — transaktivacnd doména 1,2, PrD — oblast bohatd na prolin,
DBD — DNA vézbova doména, OD — oligomerizacnd doména [11].

N-koncova doména je zlozena z dvoch transkripéne aktivnych subdomén: transaktiva¢na
doména (TADI a TADII) a z oblasti bohatej na prolin (PRD) [9]. TADI obsahuje amfipaticku
$piralu, ktora sluzi k aktivacii transkripénych faktorov (pri reakcii s GAL4, ktorého produkt
je pozitivny regulator expresie galaktdozou vyvolanych génov, rekombinantny protein zacina
transkripciu GAL4 operonu) a k regulacii niektorych proapoptotickych génov [12, 13]. Oblast’
TADII ovplyviiyje apoptoticku aktivitu. Vd'aka bohatej sekvencii kyslych aminokyselin v TAD
je cela doména nabita zapornym nabojom, ¢o napomaha vytvarat’ sekundarnu Struktiru a-helix.
Subdoména PRD je vyznamna pri apoptotickych aktivitach, ale aj pri indukcii reaktivnych
foriem O» [14].

DNA viézbova doména (DBD, z angl.: “DNA-binding domain“) je najdolezitejSou
Struktirnou oblastou proteinu p53 a to vdaka jej ulohe pri Specifickej vazbe s DNA.
Aminokyseliny 80 — 280 DBD oblasti vytvaraju Specificka vazbu k DNA vo forme tetraméru —
zoskupenie Styroch proteinov p53, medzi ktorymi dochéadza k spojeniu pomocou vodikovych
mostikov. Vynimocne mozu tieto aminokyseliny vytvarat aj neSpecificki vézbu [15].
Aminokyseliny 280 — 290 viazu DNA neSpecificky, ale mo6zu sa podielat’ aj na vzniku
tetraméru. DBD doména viaze atomy zinku a obsahuje niekol’ko molekul aminokyseliny
arginin, ktoré su vyuzivané k véazbe s uréitymi p53 korepresoromi (ako napr. LM03). Mutécie
v proteine p53 sa zvycCajne vyskytuju prave v centralnej doméne a najcastejSie su to bodové
mutacie v poradi AMK 175, 248, 249, 273 a 282 [16].

C-koncova doména je tretou oblastou p53. C-koniec je tvoreny tetramerizacnou (homo-
oligomerizacnou) doménou (OD) a regulacnou doménou (RD). Doména OD pozostava z dvoch
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symetrickych dimérov, z ktorych kazdy dimér je zlozeny z dvoch antiparalelnych o-helixov
a jedného antiparalelného B-skladaného listu. Diméry zodpovedaju za vizbovua aktivitu p53
[17]. AMK 316 — 325, nachadzajuce sa v DBD oblasti, sltzia ako jadrova lokalizacna signalna
Cast’ a regulacna oblast je schopna svojou aktivitou ovplyviiovat doménu DBD [10].

Forma wtp53 obsahuje okrem a-helixu a B-skladaného listu taktiez neStruktirované regiony
na N- a C-koncoch. Analyzou CD spektier bol protein p53 zaradeny do skupiny proteinov
s narusenou vnutornou Strukturou (IDP — , intrinsically disordered protein®) [18].

Dalsim vyskumom boli objavené proteiny p63 a p73, ktoré su oznadované ako homology
proteinu p53, pretoze ich DNA vizbova doména je podobnd az na 63 % [19, 20]. Tymto
zistenim boli proteiny zaradené do skupiny, resp. rodiny p53. Cast funkcii proteinov z rodiny
p53 je na sebe zavisla a podmienend pritomnostou iného proteinu z tejto rodiny napriek tomu,
ze vykonavaju odlisné alebo prekryvajuce sa funkcie. Protein p73 sluzi k aktivacii regulaénych
génov TP53, Co mé za nasledok potlacenie rastu buniek alebo sluzi k vyvolaniu apoptozy —
bunkovej smrti. Taktiez, expresia p53 a p73 je indukovana poSkodenim DNA — hoci odliSnymi
mechanizmami [21]. p53 sa vyskytuje az v 70 % nadorov [22]. Na rozdiel od proteinu p53, p63
a p73 su vel'mi zriedkavo pritomné v mutantnej forme v l'udskych rakovinovych bunkach.
Vo vynimo¢nych pripadoch sa mutantny gén 7P63 vyskytuje u deti, ktoré trpia
napr. ektrodaktyliou [23]. Mutp73 sa nachadza v neuroblastome alebo v jednom z podtypov
T-bunkového lymfomu [19, 24].

2.1.2 Funkcia p53

Tumor supresorové proteiny sa podiel'aju na udrzovani homeostazy tkaniva — kontroluju
pocet a spravanie buniek v jednotlivych tkanivach v organizme [25]. Za tymto ucelom zvyc¢ajne
reguluju jednu, alebo viacero zivotnych funkcii, ktoré zamedzuji aberantnému (atypickému)
Sireniu nadorov [26, 27]. Medzi najcastejSie funkcie p53 patri: bunkové starnutie, zastavenie
bunkového cyklu a riadena bunkova smrt. p53 je najrozsirenejsi nadorovy supresor reagujuci
na rozne formy bunkového stresu, kedy sprostredkovava cela §kalu antiproliferacnych procesov
a funkcii, a preto nie je prekvapujuce, ze je TP53 najbeznejsie inaktivovany tumor supresorovy
gén v Iudskych rakovinovych bunkéch. Poskodenie DNA, hypoxia alebo aberantna expresia
onkogénu su len jedny z mala pric¢in inaktivacie p53 alebo jeho funkcii [25, 28].

Jednou z funkcii proteinu p53 je senescencia (bunkové starnutie). Studie ukazali,
ze senescencia u l'udi je spdsobend skratenim telomér [29]. Tiez spdsobuje morfologické zmeny
buniek, ako napr. bunkové zvicCSenie a zvySenie syntézy lyzozomov. Ludské bunky
su ovplyviiované bunkovym starnutim, ked’ je velkost” telomér redukovana na 4 — 7 kb [30].
Bunkovu senescenciu moze vyvolat nadmerna expresia niektorych supresorovych génov (napr.
inhibitor pl16 cyklin-dependentnd kinaza (CDKI) alebo protein promyelocytovej leukémie
(PML)). Pocas bunkovej senescencie je doCasne zvysena hladina p53 a takisto je zvySena DNA
vazbova aktivita a transkripcna aktivita tohto proteinu [31]. Protein p53 je schopny inhibovat
transformaciu buniek pri abnormalnych situaciach a stimuloch. Pri poSkodeni DNA dochéadza
pri vacsine organizmov k zastaveniu bunkového cyklu vo faze G1/S, G2/M. Kontrolny uzol
G1/S dokaze potlacit replikaciu pri poSkodeni DNA templatu. Jeho vplyv moze viest
k pozastaveniu, resp. spomaleniu bunkového cyklu a k inhibicii proliferacie buniek
s poskodenou DNA [10, 32]. Nedostatok p53 v bunke mdze menit’ priebeh bunkového cyklu
(spomalenie) a amplifikaciu génov zmenou progresie bunkového cyklu [32].



Protein p53 je schopny spustat kontrolné body, ktoré umoziiuju bunke s poskodenou DNA
prejst z G1 fazy do S fazy bunkového cyklu. Pri tomto procese sa vyuziva protein p21 WAFCIP!
— transaktivacny cielovy gén pre p53, ktory inhibuje funkcie komplexu cyklinu a bunkovy rast.
Medzi dalsie tlohy pomocného proteinu p21WAFCIPL patri: kontrola S fazy prevenciou DNA
replikacie; zastavenie bunkového cyklu v G1 faze zabranenim fotofosforylacie retino-
blastomového proteinu (pRb) — substratu pri tvorbe CDK2; znemoznenie vstupu bunky
do mitotickej fazy kombinéciou cyklinu A a B [33, 34].

Dalsou odpovedou bunky na poskodenid DNA je apoptoza — riadena bunkova smrt.
Apoptoza je komplexny proces pozostavajuci z najmenej dvoch hlavnych ciest (vonkajsia
a vnutornd), pricom kazda je regulovana na viacerych urovniach. Vonkajsia cesta pozostava
z receptorov povrchu buniek, ich inhibi¢nych cinitelov a prisluSnych cytoplazmatickych
proteinov, ktoré moézu byt modulované zmenou poctu receptorov v zavislosti na citlivosti
buniek k réznym ligandom. K vonkajSej regulécii sa takisto zahftia level expresie aktivovanych
ligandov a cytoplazmatickych molekul (napr. FADD), ktoré su potrebné k aktivizacii prokaspaz
po naviazani ligandu a molekuly inhibujicej smrt (napr. FLIP) [35]. Vnutorna cesta
je lokalizovana na mitochondriach a zahfiia kIti¢ové apoptogénne faktory (napr. cytochrom c)
[36]. Hlavnymi regulatormi vnatornej cesty su ¢lenovia rodiny Bcel-2 — Bcel-2, Bel-XL, Bel-Xs
aBAX. [37]. Tieto proteiny sulokalizované na vonkaj§ej membrane mitochondrii,
kde napomahaju sekrécii faktorov vnuatornej cesty. Latky schopné kontrolovat sucasne
vnutornu aj vonkaj$iu drahu su inhibitory apoptickych proteinov (IAPs) [38].

2.2 Mutantny protein p53

V priblizne 50 % pripadov ludskej rakoviny dochadza k mutacii p53. Dalgich 20 %
su pripady so zachovanymi alelami pre typ p53 a k defektom dochadza pri inych zlozkach
regulanych drédh proteinu p53 [39]. Mutacie znemoziiuju oligomerizaciu, a preto mutp53
nevytvaraju diméry [17]. Mutacie vo vacSine tumor supresorovych génov spdsobuju stratu
produkcie danych proteinov, alebo tvorbu ich skratenych, resp. nestabilnych foriem. Na rozdiel
od vac¢siny tumor supresorovych génov sa TP53 bodové mutacie, produkujuce bielkoviny
s povodnou dizkou, zvyknu vo vysokych koncentraciach zhromazdovat' v nadorovych bunkach
[40, 41]. NajcastejSie bodové mutacie proteinu p5S3 sulokalizované v 6 miestach —
,,hotspotoch®, ktoré sa nachadzaju v DNA vizbovej doméne, kde narusaju transkripént aktivitu
[42]. Vo vSeobecnosti je mozné rozdelit mutacie p53 do dvoch skupin — DNA kontaktné
a konformacné mutacie [43].

2.2.1 Typy pS3 mutacii

2.2.1.1 DNA kontakné mutdcie
Prva skupina pozostdva z DNA kontaktnych mutacii, ako napr. p53R?73H a p53R248Q [44].
K mutaciam dochadza v oblasti, ktorou sa pS3 priamo viaze k DNA (DBD doména) [43].
Mutantny protein p53%*7*! podporuje proliferaciu rakovinovych buniek a zvysuje odolnost
voci ,,anoikis-u“ rakovinovych buniek (,,anoikis* — forma programovatel'nej bunkovej smrti,
ktorou su postihované ECM (extracelularna matrix) zavislé bunky pri oddeleni od ECM).
Vzhl'adom na tieto poznatky ma pS3R273H nasledujuce funkcie:
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— Podporuje proliferaciu buniek rakoviny (napr. prsnika) potlacenim mitochondrialnej
apoptickej drahy,
— Potlaca expresiu Bcl-2 modifikaénych faktorov (BMF), ¢im zabraiuje apoptoze [45].
2.2.1.2 Konformacné mutdcie
Druha skupina je tvorena konforma¢nymi mutaciami, ako st napr. pS3R!75H a p53HITR [44].
Konformacné mutacie sposobuju uplné (globalne) alebo miestne Specifické (lokalne) skreslenie
spravneho zlozenia DBD domény proteinu p53 [43]. Z pomedzi vSetkych znamych mutantov
a variacii sa mutant pS3R!H najcastejsie vyskytuje pri l'udskej forme rakoviny a vo vicsine
pripadov je spojeny so zlou prognozou a s vysokou chemorezistenciou. Mimo iné je tento
mutant schopny negativne ovplyviiovat’ funkciu ¢lenov rodiny p53, pretoze s nimi vytvara
vysoko afinitné komplexy a potlaca ich nador-potlacajice funkcie [46].

2.2.2 Zisk novych proteinovych funkcii — GOF

Unikatnou vlastnostou mutp53 je zisk novych proteinovych funkcii — GOF (z angl.: ,,gain
of function®) (obrazok 2), ktoré nadobudaju jeho onkogénne funkcie nezavislé na strate aktivity
pS3[47, 48]. Prvy pripad p53 GOF bol pozorovany v bunkach ozna¢ovanych TP53-null (bunky
neobsahujice TP53 gén), ktoré boli transfekované vektorom s obsahom mutantného génu pre
mutp53 so zvySenou expresiou. Po vpraveni danych vektorov do pokusnych mysi dochadzalo
k vytvoreniu lokalnych nadorov, ktoré Casom ustupili, zatial ¢o mutantny vektor vytvéaral
nadory nezlucitel'né so zivotom [49]. Pri testovani p53 GOF in vivo vykazovala pritomnost
vektoru vacsiu Sancu vzniku metastaz, pricom naviac dochadzalo k vzniku novych typov
nadorov [50, 51]. Mechanizmy odpovedajuce p53 GOF =zahfiiaju: zvySenu proliferaciu,
angiogenézu, invazivnost’, inhibiciu apoptozy a chemoterapeuticku rezistenciu [47].

Niektoré mutp53 stratili schopnost’ aktivovat' cielové gény transkripéného faktoru p53.
Rakovinové bunky ziskavaju selektivne vyhody tym, Ze si zachovavaju formu mutp53. Mutanty
p53 mozu menit’ velkost a tvar transkriptomu a protedému nadorovych buniek vytvorenim
novych vézieb s transkripénymi regulatormi, enzymami a inymi bunkovymi proteinmi [52, 53].
Specifické bodové mutacie narusaju bunkové procesy, schopnost’ prezitia, migraciu, metastazu
a chemorezistenciu [54, 55].
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> mutp53

Obrazok 2: Mechanizmus GOF mutp53; (A) Interakcia s rodinou p53 s cielom inhibicie transaktivacie
ich cielovych génov, (B) Interakcia s transkripcnymi faktormi vyvolava transaktivdciu novych cielovych
génov; (C) Specifickd vizba s DNA vedie k transkripcnej regulacii prométoru; (D) pripojenie mutp53
do unikdtmej sekvencie DNA alebo na chromatin (prerusovana §Sipka naznacuje hypotézu, ktora zatial
nebola plne potvrdena); (E) Novovzniknuté interakcie s bunkovymi proteinmi, ktoré nie su transkripcné

faktory [56].
2.2.3 Proonkogénna iloha

Proonkogénna uloha mutantného proteinu p53 je popisana viacerymi mechanizmami. Prvy
druh zahria selektivnost nadorov. Nadory mozu potlacit’ aktivitu p53, ¢o sposobuje vyznamnu
predispoziciu pre vznik nadorovych lozisk. Okrem 75 % mutp53, ktoré vznikli bodovymi
mutaciami existuje dalSich 15 %, ktoré obsahuju posun c¢itacieho ramca alebo vytvaraju
nezmyselné mutéacie [56]. Nezmyselné mutacie mozu vyvolat pred¢asny STOP kodon alebo
bodovo-nezmyselny kodon v transkribovanej mRNA [57].

Druhy druh predstavuje mutp53, ktoré stratili urcité nador-potlacajuce funkcie p53, pricom
si niektoré aspekty ponechali. Bunkové testy v kvasinkach a cicavCich bunkach ukazali
pozoruhodnu zlozitost v schopnosti mutp53 aktivovat transkripciu zo Standardného p53
responzivneho elementu [58].

2.2.4 Modulacia metabolizmu

Rakovinové bunky potrebuju pre svoj rast najroznejsie metabolické procesy a energetické
poziadavky, ktoré vyzadujii dostatok zasobnych latok [59]. Uloha p53 je v regulacii
metabolizmu dobre zdokumentovana a zahftia potla¢anie Warburgového efektu (modifikovany
bunkovy metabolizmus rakovinovych buniek, ktoré maji tendenciu uprednostiovat
$pecializovanu fermentéaciu pred aerobnym dychanim [60]), riadenie odpovedi na pritomnost’
glukozy, lipidov a aminokyselin [61]. Mutp53 moduluje metabolizmus rakovinovych buniek
niekol’kymi spdsobmi:

—  Mutp53 ulahcuyje stresovi reakciu rakovinovych buniek na ,,hlad” (v désledku vycCerpania
metabolitov) aktivaciou kanonickych transkripénych ciel'ov p53 — najma p21 [62]. Mutp53
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moze zmiernovat hladovanie buniek napr. inhibiciou regulatora AMP kinazy, alebo
zlepSenim odpovede na nedostatok glutaminu [63]. Okrem toho je mutantny protein takisto
zapojeny do akumulacie nevyhnutnych metabolitov pre onkogénne vlastnosti nadorovych
buniek (mutp53 reguluje mnozstvo lipidov — kyselina lysofosfatidova (LPA), pouzitim
degradujucich enzymov pri rakovine vajecniku HGSOC (z angl.: ,High-grade serous
ovarian cancer) [64].

— Mutp53 moduluje metabolizmus rakovinovych buniek indukovanim mevalonatovych
ciest. Mutantny protein zvysuje hladinu génov pre tto cestu, zatial' co mevalonatova cesta
je kritickym modulatorom stability a regulacie génov mutp53 — statiny, vytvarajuce sa ako
inhibitory enzymov v mevalonatovej drahe, zoslabuji mutp53 GOF tucinky [65, 66].

— Protein NRF2 (z angl.: ,the nuclear factor erythroid 2—related factor 2) sprostredkuva
metabolické deje pre mutpS53. Jednym z metabolickych u¢inkov je odpoved na oxidacny
stres. Vysoka hladina reaktivnych kyslikovych spécii (ROS) je pre vac§inu buniek toxicka,
ale prospesna pre rakovinové bunky. Zvysena hladina ROS aktivuje rozne signalne drahy
podporujuce proliferaciu a prezitie nadorov. Agresivita nadorovych buniek a nepresné
diagnozy u pacientov suvisia so zvySenou hladinou ROS a oxidaénym stresom [67].
Mutp53 zvySuje hladinu ROS inhibiciou expresie ROS detoxikacnych enzymov
cez znizenie produkcie proteinu NRF2 [68].

— Dalsim pozoruhodnym metabolickym uéinkom sprostredkovanym mutp53 je zosilnenie
Warburgového efektu zvySenim prijmu glukézy cez glukozovy transportér GLUT1 [69],
ako aj zvysenie glykolytickej aktivity a znizenie oxidacnej fosforylacie v mitochondriach.
Zvysenie oxidacno-fosforylacnej aktivity vedie k vacsej invazivnosti a metastatickému
potencialu [70].

2.2.5 Stabilizacia mutpS3 v nadorovych bunkach

P53 sa udrzuje na nizkej hladine vo vicsine buniek predovsetkym v dosledku prisne;
regulacie prostrednictvom MDM?2 E3 ubikvitin ligdzou, ¢im sa vytvara slucka negativne]
spatnej vazby. Mutantné formy p53 st pomerne stabilné a Casto sa hromadia vo vysokych
koncentraciach v nadorovych bunkach [71]. Az do nedavna prevladala hypotéza, ze prave
mutp53 (a ich vysoké hladiny) naruSaju posobenie spiatnovizbovej slucky, a preto mutpS3
nie je schopny transaktivovat MDM2 [72]. Argumentom proti tejto hypotéze je skutocnost,
ze vo vSetkych tkanivach v mySacich modeloch, ktoré obsahovali mutantna alelu,
nedochéadzalo k hromadeniu mutp53 v normalnych tkanivach [50, 51]. K mutécii p5S3 v mysiach
dochadzalo pri modeloch, ktoré neobsahovali MDM2 — vtedy bola forma p53 stabilizovana
v niektorych normalnych tkanivach [73]. Zistenia naznacuju, ze hladina mutp53 moze byt
regulovana podobnymi mechanizmami ako hladina p53 typu wt v mySacich modeloch. Napriek
pouzitiu podobnych mechanizmov dochadza k hromadeniu mutp53 v dosledku d’'alsich dejov,
ktoré mozu nastat’ v priebehu tumorogenézy [56].

2.2.,6 Typy mutacii 7P53 v Pudskych nadoroch

2.2.6.1 Somatické mutdacie
Somatické TP53 mutacie sa vyskytuju skoro pri kazdom type rakoviny — najcastejSie
v rakovine vajeCnikov, pazeraku, hrubého cCreva alebo konecnika (obrazok 3). Mutacie
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su CastejSie v pokrocilych §tadiach, alebo v niektorych agresivnych podtypoch rakoviny
(ako napr. trojity negativny karcinom a HER2-zosilena rakovina prsnika) [72, 73].
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Obrazok 3: Prehlad somatickych mutdcii TP53 a ich percentudlne zastupenie v ndadoroch [44].

Pri rakovinach s nizkou mierou mutécie je p53 inaktivovany alternativnymi mechanizmami
(napr. rakovina kr¢ka maternice — degradacia mutp53 vplyvom I'udského papilomavirusu HPV
proteinom E6) [74]. Somatické mutacie si z 86 % lokalizované medzi AMK 125 — 300 v DNA
viazbove] doméne av tejto oblasti prevladaji bodové mutacie (87,9 %). Bodové mutacie
sa vyskytuji aj mimo DBD domény, kde tvoria len 40 %, pricom majoritné su nezmyselné
a posunoveé mutacie. 25 % jedno-bazovych substitucii predstavuje substitacia C:G > T:A v CpG
oblastiach (oblasti DNA, kde za cytozinovym nukleotidom nasleduje guaninovy v smere
5" — 3"). CpG dinukleotidy mutuju 10-krat CastejSie nez ostatné kombinacie dinukleotidov
[75]. VDBD doméne sa nachadza celkovo 22 CpG, z ¢oho su 3 ,hotspoty* zodpovedné
priblizne za 60 % mutécii. Dalgich 26 % mutacii je spdsobenych piatimi AMK reziduami (196,
213, 245, 282 a306). Ksubstitucii v CpG oblasti dochddza v obmedzenej miere,
a preto su tvorené funk¢né proteiny. Aj ked’ rovnaké CpG ,,hot-spot mutécie sa nachadzaju
v mnohych typoch nadorovych buniek, iné typy mutécii maju tendenciu vykazovat' rozdiely
medzi rakovinami. Rozdiely mézu byt sposobené roznym ucinkom Specifickych mutagénov
a environmentalnym zlozenim [74].
2.2.6.2 Mutacie zdarodocnej linie: Li- Fraumeni syndrom

TP53 mutacie zarodocnej linie sposobuju Li-Fraumeniho syndrom (LFS) — vysoky vyskyt
nadorov so skorym nastupom vratane sarkémov, rakoviny prsnika, mozgovych nadorov
a nadoblickovych kortikalnych karcinomov [75, 76]. Do roku 2008 bolo identifikovanych
len nieco cez 500 rodin, resp. jedincov s celym LFS syndromom, alebo s ¢iastoénym LFS
syndromom — LFL (z angl.: ,Li-Fraumeni-like*). LFS/ LFL je stidle vzacnym syndromom
[40, 77]. TP53 mutacie zarodo¢nych linii prispievaju k viac ako 17 % zo vSetkych doposial
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znamych rakovin zarodo¢nych mutacii. Naj¢astejSie je mozné najst mutacie zarodoc¢nych linii
u rakoviny prsnika, mékkych tkaniv, kosti a pri mozgovych nadoroch [78]. Distribucia
zarodo¢nych mutacii je podobna somatickym mutaciam. Najpravdepodobnejsie su nezmyselné
mutécie v rovnakych , hot-spotoch® (77 %). V 54 % pripadov su detegované CpG mutacie [79].
2.2.6.3 TP53 polymorfizmus

V Tudskej populacii bolo identifikovanych cez 80 TP53 polymorfizmov. 90 % pripadov
je lokalizovanych v intrébnoch, mimo spojovacie miesta a v nekodujucich exonoch. Rozlisuje
sa 18 exonickych polymorfizmov s jednym nukleotidom (SNP): 5 tichych, 7 lokalizovanych
po STOP kodéne v exone 11. Styri exonické polymorfizmy menia proteinovi sekvenciu a maju
len malé ucinky na transaktivaciu [80].

V217M je jedinym netichym polymorfizmom v DBD doméne. Vo funkénych kvasinkovych
testoch vykazuje zvySenu transaktivaciu niektorych p53 responzivnych elementov (napr.
inhibitor cyklin-dependentnej kinazy 1 (CDKN1A) a Bcl-2 asociovany X protein (BAX)), ktoré
napomahaju chranit bunky pred rakovinou. V tetramerizacnej oblasti sa nachadza
polymorfizmus G360A, ktory naopak znizuje transaktivacnu aktivitu, ¢o zvySuje pravde-
podobnost’ vzniku rakoviny. Celkovy dopad vymenovanych SNP este nebol uplne potvrdeny
klinickymi alebo epidemiologickymi Studiami [42].

Dalsie polymorfizmy modzu ovplyviiovat napr. fosforylaciu (zosiltiuje p53 riadent
apoptézu) [79, 80], vazbu k DNA a aktivaciu leukemického inhibi¢ného faktoru [81].

2.2.7 Terapeuticky pristup k mutpS3

2.2.7.1 Obnova wt aktivity

Protein p53 je induktor apoptéozy a bunkového starnutia v poskodenych bunkach.
V nadorovych bunkach dochadza k reaktivacii niektorej urovne funkcii p53. Strata urcitych
funkcii p53 moze byt opravend d’alSimi bodovymi mutaciami, ¢o napomaha stabilizovat
konformaciu p53, a preto bola §truktura p53 oznacena ako vnutorne reverzibilna [82].

Niektoré mutanty, ako mutant Y220C, mozu byt stabilizované naviazanim malych molekul
(napr. 1-(9-etyl-9H-karbazol-3-yl)-N-methylmetamin — PhiKan083 a 1-methyl-4-fenyl-3-(1H-
pyrol-1-yl)-1H-pyrazol — PK7088). Molekuly stabilizuja Struktaru mutp53 a napoméhaju
zvySovat koncentraciu a aktivitu wt [81, 82].

PRIMA-1 a jej rozpustné derivaty sa vyuzivaju pri viacerych p53 mutantnych proteinoch,
interaguju s DNA vézbovou doménou, odkial’ podporuju spravne skladanie mutp53 a obnovuju
funkcie p53 [83, 84, 85].

P53 vyzaduje na vytvorenie DNA-vizieb kovové iony Zn**. Urité mutanty nie st schopné
ukladat' a interagovat s intracelularnymi zinkovymi promotormi, ¢o narusa ich vyslednu
konforméciu. Mnohonasobnym pridavkom zinku je mozné aspori ¢iastocne prinavratit’ povodné
funkcie proteinu [86, 87].
2.2.7.2 Podpora degraddcie mutantnej formy p53

Wt aj mutp53 su atakované proteozomalnou degradaciou v inak normalnych bunkéach
ubikvitinovou ligaizou MDM2. Inhibicia MDM2 v reakcii na stres je zaklad aktivacie p53,
avSak to moze viest’ k nadmernej expresii mutp53 v rakovinovych bunkéch [88].

Autofagia hra tiez dolezita rolu v degradacii mutp53, moze podporovat’ a inhibovat vyvoj
nadoru. Makroautofagia je proces, pri ktorom intracelularny obsah buniek je pohlcovany
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a odburavany prostrednictvom lyzozomov [89]. Makroautofagia vyvolana gluk6ézovou
restrikciou selektivne degraduje mutp53, zatial' ¢o dochadza k stabilizacii p53 za rovnakych
podmienok [90].
2.2.7.3 Ovplyviiovanie regulacnych drah mutp53

Namiesto priameho zacielenia na mutp53 je dostupny aj iny pristup: identifikovat
charakteristické ¢rty v mechanizmoch a ovplyvnit regulacné cesty mutp53. Interakcie mutp53
s p63/p73 su povazované za dovod proonkogénnych ucinkov mutp53. RETRA (reaktivatory
aktivity transkriptného reportéra) si malé molekuly, ktoré dokazu nartSat komplex
mutp53:p73, ¢oumoziuje proteinu p73 aktivovat transkripciu z RETRA konStruktu. Tato
zliCenina je tiez schopna aktivovat transkripciu p53 cielovych génov v in vivo nadoroch
s mutpS3 a zabranit’ rastu nadorovych buniek [91].

Bolo preukazané [91], ze moze dojst’ k naruSeniu aktivity, ked’ su bunky s mutp53 zbavené
p73 pomocou interferencnej RNAI a pridavku RETRA.

2.3 Transaktivacia mutp53

Vicsina bodovych p53 mutécii v DNA véazbove] doméne narasa schopnost’ transaktivovat
zvysné gény, ktoré su za normalnych podmienok transaktivované pomocou p53. Podiel mutacii
v TP53 je omnoho vyssi ako u inych tumor supresorovych génov, Co naznacuje,
ze transaktivacia mutantov p53 sposobuje Ciastoéné vyhody bunkam, ktoré ju exprimuju [25].

Nador supresorova funkcia proteinu p53 odpoveda transkripcnej aktivite promoétorov, ktoré
obsahuju p53 vazbové miesta. Pri pokuse [92] boli skimané schopnosti mutp53 transaktivovat
neposkodené cielové promoétory proteinu pS3 — p21, MDM2 [26], za pouzitia reportérove;j
analyzy. Experimentom bolo preukazané:

— schopnost p53 mutantov transaktivovat’ pS3 inducibilné prométory je mala a dochadza
len k nepatrnej transaktivacii promotorov,

— niektoré mutanty maju aktivitu podobni p53 vo vyrazne obmedzenej miere
alebo na transaktivaciu mézu pouzivat iné molekularne mechanizmy [92].

2.4 Vizba mutp53

TP53 mutantné spektrum je ovplyvnené bodovymi mutaciami v , hotspotoch® centralnej
doméne proteinu p53, nevyhnutné pre vytvorenie sekvencne Specifickej DNA vézby (SSDB —
z angl.: , sequence-specific DNA binding™). TP53 ,hotspot* mutdcie nem6zu ovplyvnit
transkripciu cez véazbu k Specifickym miestam RE. Kanonické p53-RE sa zvyc¢ajne skladaju
minimalne z dvoch dekamérov (5'-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3") [93].

Druhou oblastou, ktora proteinu p53 poskytuje viazby k DNA je C-koncova doména.
Vizbové aktivity C-koncovej domény su zalozené na rozpoznani cielovej DNA pomocou
charakteristickych Struktirnych prvkov a nie na vyhladavani urcitych sekvenénych motivov.
Vizbové miesta v tejto oblasti sa pre jednoduchost’ a rozliSenie od kanonickych p53-RE
oznacuju ako nekanonické [94].

Urcité Specifické interakcie mutp53 s DNA su realizované v dvoch rezimoch. Prvy zahfia
vnatorni  DNA vidzbovu aktivitu mutp53, Co vytvara priamu védzbu. Druhy pristup
je sprostredkovany interakciou mutp53 s DNA védzbovymi proteinmi — pasivne cielenie, resp.
nepriame spojenie [95].
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2.4.1 Nepriame spojenie mutp53 s DNA

Sekvencné motivy sprostredkivajuce transkripénu reguldciu mutp53 naznacuju,
ze Specifické mutp53-RE mozu existovat. AvSak genomické sekvencie mutp53 su heterogénne
azda sa, ze proteiny sa spajaju s chromatinom odliSnymi sposobmi, ktoré sa zakladaju
bud’ na vnutornej vazbovej aktivite DNA samotnych mutp53, alebo mozu byt sprostredkované
prostrednictvom interakcie mutp53 s inou DNA vizbovou jednotkou [96].

Nedostatok sekvenénych homologov medzi mutp53-RE mozno ¢iastone vysvetlit' a to tak,
ze Specifickost’ zdruzenia mutp53 s DNA bude uréena DNA vizbovou Specifitou d’alSich
faktorov, ktoré interaguju s proteinmi mutp53. V skutocnosti, niekol'ko vazbovych partnerov
mutp53 predstavuje sekvencne Specifické DNA viazbové transkripéné faktory, ktoré
rozpoznavaju urcité useky v DNA. Spojenie mutp53 s ur€itymi promotormi sa zda byt prevazne
urcené vazbovymi vlastnostami DNA interagujucich partnerov [96, 97].

Vysledok spojenia p53, resp. mutp53 s RE interagujucich partnerov je diametralne odliSny.
Interakcie s niektorymi onkogénnymi transkripénymi faktormi su prikladom inverznych
funkcii. Sekvencne Specifické transaktivatory v regulacii rakovinovych génov Ets-1 a NF-Y
[98, 99] sa ukazali ako dodlezité zlozky transkriptomu mutp53. Vézba p53 s Ets-1 inhibuje
transkripcnu aktivitu p53, zatial' Co spojenie Ets-1 s mutp53 podporuje rakovinové bujnenie,
resp. rozsiruje transkripciu rakovinovych génov [100]. VSetky interakcie si vyzaduji C-koniec
p53, kde sa nachadzaju viazbové miesta pre Ets-1, NF-Y, ale aj pre ostatné gény kodujuce DNA
vazbové proteiny [101].

,,Hotspot* mutacie sa vyskytuju v centralnej doméne p53, priCom zanechavaju C-koniec bez
zmeny. Vplyvom , hotspot” mutécii dochadza k zmene prispevkov interakcii s DNA v prospech
interakcii s C-koncom u mutantov p53. Vznikajuca nerovnovaha spoOsobuje stratu,
resp. znizenie aktivity p53-SSDB, ¢o v rakovinovych bunkédch zvySuje expresiu mutp53
a aj vazbovych partnerov, ktori su zodpovedni za onkogénnu aktivitu [95].

2.4.2 Priama vizba mutpS3 s DNA

Priama vizba mutp53 k DNA je d’alsim kl'iCovym faktorom onkogénnej aktivity mutp53,
ktora je reprezentovana viacerymi rezimami. Jeden rezim je odvodeny od p53-SSDB aktivity,
ktora je ovplyvnend nerovnomerne réznymi mutaciami a podlieha zvySkovej pS3 podobne;j
transkripcnej aktivite v niektorych p53 mutantoch [102].

Vyrazne odliSnym spdsobom interakcie je schopnost’ mutp53 sa viazat' priamo na DNA
v nelinearnej konformacii [103].

Rezim DSSB (z angl.: ,DNA structure-selective binding™) je funkény v podmienkach
in vitro, kedy s mutp53 proteiny permanentne vystavené umelym konstruktom DNA. Svoju
funkénost’ preukazuje DSSB aj v podmienkach in vivo, kde dochadza k vazbe so Strukturalne
flexibilnymi genomickymi sekvenciami [104].

Roézne sekvencie (napr. trinukleotidové (CTG-CAG) opakovania, MAR/SAR sekvencia)
boli identifikované ako genomické vizbové ciele mutp53 v rezime p53-DSSB [103]. Napriek
tomu, ze funkény vyznam tychto interakcii je zatial nepochopeny, ich §truktirna flexibilita
sekvencii poskytuje dokaz, ze selektivna vdzba k nelinearnej DNA je princip rozpoznania DNA
proteinmi mutp53. Schopnost’ mutp53 viazat' nekanonické DNA Struktary, ktoré st tvorené
CTG-CAG, nie je unikatna prave pre mutp53, ale je odvodena od zdedenej DSDB (z angl.:
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,DNA structure-dependent binding™) aktivity pS5S3 [104, 105]. Zistenie, ze p53 a mutp53
sa viazu na charakteristické miesta (CTG-CAG) v DSSB rezime, mdze poskytovat’ informacie
0 moznom spojeni pS3 s neurodegenerativnymi chorobami [106, 107].

2.4.3 Lokalne Struktiry DNA

Struktira B-DNA bola prvykrat predstavena v roku 1953 dvojicou Watson a Crick, ktori
ju popisali ako dvojvlaknovi pravotocivu zavitnicu s komplementarnymi vlaknami [108].
Postupne boli objavované aj d’alsie DNA Struktury, ktoré obsahovali aj iné formy DNA
anapadne sa lidili od kanonickej B-DNA Struktiry. Lokalne Struktiry DNA bez naznaku
klasickej pravotocive] dvojzavitnice sa v genome vsetkych organizmov vyskytuju CastejSie
nez sa prvotne predpokladalo. Zohravaji vyznamnu ulohu pri regulacii zakladnych
biologickych funkcii. Negativne nadzavitnicové vinutie a vazby k proteinom zvySuju stabilitu
lokalnych konformacii alebo indukuju konformaéné zmeny, o moze podmienit vznik réznych
DNA struktur — krizové struktury, lavotociva DNA (Z-DNA), triplex, kvadruplex ai. [109].
2.4.3.1 KriZova struktiura

Krizova Sstruktura (z angl.: ,cruciform®) je DNA S§truktara, ktora je podmienena
pritomnost’ou inverznych repeticii v sekvencii nukleovej kyseliny. Inverzné repeticie su tvorené
jednou palindromatickou sekvenciou na jednom vlakne, ktoré sa v opacnom smere opakuje
vinom mieste na vldkne. Na zéklade komplementarity retazcov dochadza k vytvoreniu
vodikovych vézieb medzi dusikatymi bazami palindromov. Pri vytvoreni spojenia dochadza
ku vzniku jednovlaknovej slucky, ktorej velkost zavisi na velkosti medzery medzi
palindromami (obrazok 4) [110]. Krizové Struktiry ovplyviluju nadzavitnicové vinutie, poziciu
nukleozomu v bunke, vytvaranie a stabilizaciu ostatnych sekundarnych §truktar DNA [111].

A

A

5
3

A

3

Obrazok 4: Vznik krizovej Struktury, (A) linedrna DNA s palindromami o velkosti 7 bp; (B) Struktura,
ktora obsahuje bod vetvenia, palindrom, slucka [112].
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2.4.3.2 Triplex

DNA triplex, na rozdiel od B-DNA, obsahuje tri retazce DNA, pri ktorych dochéadza
k parovaniu bazi na zaklade Watson-Crickového a Hoogsteenového modelu [113]. DNA
triplexy sa d’alej delia na intramolekularne, kde treti retazec pochadza z rovnakého DNA
duplexu, a intermolekularne, kde treti retazec pochadza z iného DNA duplexu.V obidvoch
pripadoch dochéadza k vézbe tretieho retazca do velkého zliabku DNA duplexu a vzhl'adom
k orient4cii tretieho ret'azca je mozné triplexy rozliSovat na paralelné alebo antiparalelné [114].
Intramolekularny triplex, nazyvany aj H-DNA (obrazok 5) vznika v sekvencii s homo-
purinovymi a homopyridinovymi opakovaniami. VacSina stdp homopurin-homopyridinovej
DNA je lokalizovana v intronoch, promotoroch, v 5° a 3° neprelozenych regidénoch [115].

V porovnani s DNA duplexmi su triplexy relativne nestabilné, kvoli znizenému poctu
vodikovych viézieb a elektrostatickému odpudzovaniu v zaporne nabitej fosfatovej Strukture.
Stabilitu je mozné zvysit pritomnostou Mg?* katidnov, ktoré znizuju elektrostatické
odpudzovanie [116].

Obrazok 5: Schéma H-DNA [117].

2.4.3.3 Kvadruplex

V roku 1962 bolo prvykrat predstavené tetramerické guaninové zoskupenie
krystalografickou metodou [118]. Kvadruplex (G4) je nekanonicka sekundarna struktira DNA,
ktora sa vytvara z planarnych platov guaninovych kvartetov. G-kvartet (obrazok 6) je tvoreny
z centralneho kationu M* (napr. K*, Na*, Li*) a 4 molekul guaninu, ktoré su stabilizované
H-vazbami pomocou Hoogstenového parovania bazi [119].

7. |
HN H M*
: A i/
BV
</\{:/\?H = s
N/kN/KNh]" ..... “\/N\n,

Obrazok 6: G-kvartet; vodikové vcizby oznacené preruSovanymi ciarami, M* — centrdlny kation [120].
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G4 moézu byt unimolekularne a intermolekularne — tetramolekularne, bimolekularne,
a taktiez vykazuju topologicku rozmanitost’, ktora vyplyva z rdoznych kombinacii smerov
a diiky refazcov (obrazok 7) [120].

A P = B
/
// v

b

Obrdazok 7: NajcastejSie topologie G4 Struktur; (A) tetramolekuldarny G4 s paralelnymi retazcami,
(B)tetramolekuldrny s antiparalelnymi retazcami, (C) bimolekuldrne G4, (D) unimolekuldrne G4 [120].

2.5 Metody sledovania vizby proteinov k DNA
2.5.1 Gélova retardacna analyza

EMSA (z angl.: ,,The electrophoretic mobility shift assay*) je gélova retarda¢na analyza,
ktora sa vyuziva k sledovaniu interakcii medzi nukleovymi kyselinami a proteinmi [121].
Metoda je zalozena na porovnavani elektroforetickej mobility komplexu protein-nukleova
kyselina s mobilitou vol'nej nukleovej kyseliny, ktora je ako referencna vzorka rychlejsia [122].

Medzi vyhody jednoznacne patri jednoduchost’ a optimalizovatel'nost’, vdaka Sirokej skale
vazbovych podmienok, ktoré umoziuju modifikacie metddy vzhl'adom na konkrétne vzorky.
Pouzitim radioizotopového znacenia nukleovej kyseliny je mozné dosiahnut’ vysoku citlivost,
ktora sa vyuziva pri koncentraciach nizsich nez 0,1 nM, alebo objemoch mensich nez 20 pl.
Pri nizSich narokoch na citlivost’ sa vyuziva fluorescen¢na, chemiluminiscencna alebo imuno-
histochemicka detekcia. Spravne zvolené podmienky merania mézu poskytnut’ aj kvantitativne
informacie k ureniu vazbovej stechiometrie, afinity a kinetiky [122].

Aj napriek vel'kej popularite ma EMSA aj urcité obmedzenia. Najviac limitacii tejto metddy
je spojenych s chemickou rovnovahou behom elektroforetickych krokov. Ddlezité je navolit
spravnu rychlost’ disocicie. Rychla disociacia zabraiuje detekciu komplexov, zatial’ co pomala
disociacia moze viest k znizeniu vizbovej hustoty. Dal§im obmedzenim je fakt,
ze elektroforeticku mobilitu ovplyviluju okrem velkosti sledovanych castic aj iné faktory,
ako napr. priestorovy tvar Castic. Z toho dovodu sa EMSA kombinuje s ,,western blotting-om*
alebo hmotnostnym spektrometrom [122].
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2.5.2 Mikroskopia atomarnych sil

V osemdesiatych rokoch minulého storo€ia prispelo zostrojenie mikroskopu atomarnych sil
k lepSiemu porozumeniu fyzikalnych vlastnosti materialov na trovni atomov [123]. Metoda
AFM (z angl.: ,, Atomic force microscope™) bola prvykrat pouzita na sledovanie protein-DNA
komplexu (E.coli RNA polymerazy s DNA) v roku 1992 [124]. AFM od prvého pouzitia
preukéazala svoje obrovské vyhody pri sledovani biologickych vzoriek a najmé pri sledovani
interakcii proteinov s nukleovymi kyselinami. Vyhodou AFM zobrazovania je relativna
jednoduchost a neinvazivnost procesu, ¢o umoziiuje zobrazovanie pri fyziologickych
podmienkach. Pomerne dlhé DNA substraty mozu byt pouzité bez potreby znacenia,
odfarbovania alebo fixacie, ¢i uz DNA alebo proteinu [125].

Pomocou AFM je mozné sledovat’ deje na urovni jednej molekuly, ktoré vo vacSine pripadov
nie je mozné inak sledovat’ [125].

AFM poskytuje topografické data vzoriek. Doposial’ vyvinuty AFM mikroskop je schopny
pracovat v troch modoch: kontaktnom, nekontaktnom a oscilaénom. Oscilaéni mod
je pre potreby biologickych studii a interakcii proteinov s DNA vyuzivany najcastejsie, kvoli
najmenSiemu rozrusovaniu vzoriek v substrate. Hrot oscilatnej sondy skenuje vzorku
aumoziuje 3D zobrazenie [126].

Pomocou AFM mikroskopie je mozné ziskat' informécie o vézbovej pozicii pri interakcii
proteinu s DNA, kedy sa meria dizka obrysu molekuly DNA od jedného konca k stredu
viazaného proteinu. Viazbova pozicia moze byt merana v pixeloch a nasledne vyjadrena
pomocou percent z celkovej dizky obrysu DNA alebo konvertovana na pary baz z celkového
rozliSenia. Dostupné informacie z experimentu obsahuji jednotlivé vizbové pozicie,
a preto je ich mozné vyhodnotit’ pomocou histogramu, resp. Gaussovej krivky [125].

AFM mikroskopia nachadza uplatnenie aj pri ureni stechiometrického pomeru interakcie
proteinu s DNA [127] a zmien Struktiry DNA vplyvom interakcie s proteinmi [125].
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Material
3.1.1 Pouzité plazmidy

3.1.1.1 Plazmidy pouZité na viizhové experimenty
pBluescript SK II (-)
pPGM2

Derivat pBluescript SKII s vlozenou sekvenciou v HindIll AGACATGCCTAGGCAT
GTCT o velkosti 20 bp. Inzert obsahuje cielovu sekvenciou pre p53.
pCFNO

Derivat pBluescript SKII s vlozenou sekvenciou v HindIIl CATGATGTGATCACATC
ATG o velkosti 20 bp. Inzert vytvara krizové Struktiry.
pB-6GC

Derivat pBluescript SKII s vlozenou sekvenciou v Hindlll TGGGGGGCGGGGGGCGGG
GGGCGGGGGQGT o velkosti 19 bp. Inzert je schopny vytvarat’ G4 kvadruplex.
p-B3Myc

Derivat pBluescript SKII, ktorému bolo do HindIIl vlozend trikrat sekvencia
TTCCCCACCCTCCCCACCCTCA o velkosti 22 bp. Sekvencia je schopna vytvarat
G4 kvadruplex.

3.1.1.2 Plazmidy pouZité na transaktivacnu analyzu
pRS-314

Plazmid obsahuje promotor pre syntézu tryptofanu (TRP) v sekvencii.
pRS-315

Plazmid obsahuje promotor pre syntézu leucinu (LEU) v sekvencii.
pLS-WT

Plazmid obsahuje inducibilny GAL promotor v sekvencii. Plazmid obsahuje selekéné
markery na LEU a TRP.
pTSG-R175H

Plazmid obsahuje konstitutivny ADH promotor v sekvencii. Plazmid obsahuje selekéné
markery na LEU a TRP.
pTSG-R273H

Plazmid obsahuje konstitutivny ADH promotor v sekvencii. Plazmid obsahuje selekéné
markery na LEU a TRP.
pLS-R273H

Plazmid obsahuje inducibilny GAL promotor v sekvencii. Plazmid obsahuje selekéné
markery na LEU a TRP.

3.1.2 Pouzité bunky

E. coli BL21 (Thermofischer scientific)
E. coli TOP10 (Thermofischer scientific)
Kmene Sacharomyces cereviseae: PUMA, PUMA-KSHV (CIBIO, Trento, Italy)

22



Tabulka 1: Zoznam sekvencii responzivnych elementov

Nazov Sekvencia 5° - 3’

PUMA CTGCAAGTCCTGACTTGTCC

PUMA-KSHV | CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGGGCGGGGGACGGGGGAGGGGG

3.1.3 Chemikalie

Adenin (Sigma-Aldrich)

Agar (Oxoid)

Akrylamid:bisakrylamid 19:1 (Serva)
Bradfordové cCinidlo (Serva)
Bromfenolova modra (Lachema)

Butanol (Penta)

Dihydrogénfosfore¢nan draselny (Serva)
Ditiotreitol (Thermofischer scientific)
DMSO (Sigma-Aldrich)

Etidium bromid (Bio-rad)

Galaktoza (Alfa Aesar)

Glukoéza (Sigma-Aldrich)

Glycerol (Serva)

Glycin (Serva)

Histidin (Sigma-Aldrich)

Hovédzi sérovy albumin (Sigma-Aldrich)
Hydrogénfosforecnan disodny (Acros organics)
Hydroxid sodny (Serva)

Chlomgrid sodny (Penta)

Chlorid draselny (Sigma-Aldrich)
Chlorid horecnaty (Sigma-Aldrich)
Chlorid véapenaty (Sigma-Aldrich)
Chlorid zino¢naty (Sigma-Aldrich)
Imidazol (Serva)

IPTG (Sigma-Aldrich)

Izopropyl B-D-1-tiogalaktopyranozid
Izopropylalkohol (Penta)

Kvasinkovy extrakt (Duchefa Biochemie)
Kyselina borita (Penta)

Kyselina etyléndiaminotetraoctova (Sigma-Aldrich)

Kyselina octova (Lach-ner)

Lyzin (Sigma-Aldrich)

MES hydrat (Sigma-Aldrich)

Metanol (Sigma-Aldrich)

Octan litny (VWR Chemicals)
Peroxodisiran amoénny (Sigma-Aldrich)
Polyetylénglykol (Merck)
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Rafinéza pentahydrat (VWR Chemicals)
SDS (Sigma-Aldrich)

Siran amonny (Duchefa Biochemie)
Siran hore¢naty (VWR Chemicals)
Siran zinoCnaty (Penta)
Tetrametyletyléndiamin (Sigma-Aldrich)
Tris hydrochlorid (Sigma-Aldrich)

Tris ultrafiltrat (Duchefa Biochemie)
Triton X-100 (Roth)

Trypton (Duchefa Biochemie)

Uracil (Sigma-Aldrich)

YNB (Sigma-Aldrich)

YPD (Sigma-Aldrich)

-Merkaptoetanol (Serva)

3.1.4 Ostatné materialy

1 kb DNA ladder (Bio-labs)

5x Passive lysis buffer (Promega)

AFM hroty scanasyst-air-hr (bruker)

AFM mica (bruker)

Ampicilin (Biotika)

Bright-Glo Luciferase Assay System (Promega)
DO-1 (Santa Cruz Biotechnology)

E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit (Omega Bio-tek)
Filtra¢na membrana 0,22 pum (VWR Chemicals)
GelRed (Biotium)

Chloramfenikol (Sigma-Aldrich)

Kozia anti-my$acia peroxidaza (Sigma-Aldrich)
Nanasaci pufer bez SDS, 6x (Bio-labs)
Nitrocelul6zova membrana (Pall Corporation)
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-rad)
Proteinazovy inhibitor cOmplete, EDTA-free (Roche)
Salmon sperm (Thermofischer scientific)

Supersignal West Pico + (Thermofischer)

Susené mlieko (Laktino)

Talon metal affinity resign (Takara)

3.1.5 Laboratérne pristroje

Amersham Imager 680 (GE Healthcare Bio-Sciences AB)

Autoklav Microjet personal microwave (Enbio)

Centrifuga 5804 R (Eppendorf)

Centrifuga Avanti J-30 I (Beckman)

Centrifuga Mini Spin plus (Eppendorf)

Elektroforetickéa aparatira Mini Protean Tetra Cell System (Bio-Rad)



Elektroforeticka aparatira Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad)
ELISA reader Synergy H1 Hybrid Multi-mode Reader (BioTek)
Homogenizator Pellet mixer (VWR)

Inkubator Innova 44 (New Brunswick Scientific)
Magneticka mieSacka MSH-30A (WiseStir)

Multimode VIII SPM (Veeco)

Naklanadlo (Biosan)

pH meter Orion 3 Star (Thermo scientific)

Sonifikator (Dynatech)

Spektrofotomerer Specord 210+ (Analytikjena)
Spektrofotometer DS-11 FX+ (Denovix)

Termoblok Thermomixer comfort 1,5 ml (Eppendorf)
Transluminator UVT-28 MP (Herolab)

Trepacka KS 130 Basic (IKA)

Vaha stolna 440-47N (Kern)

Vaha stolna TE 412 (Sartorius)

Vortex 4 digital (IKA)

Zdroj napitia PowerPac 1000 (Bio-Rad)

Zdroj napitia PowerPac Basic (Bio-Rad)

3.1.6 Priprava médii a roztokov

Adenin, 0,5 % 200 ml
AFM pufer, 20 ml

Akrylamid, 5 %, 100 ml

Akrylamid, 10 %, 300 ml

Blokovaci roztok, 200 ml
Blotovaci pufer, 10x, 1 000 ml

CSB, 5x 2 ml

DTT, 1 M 10 ml
Elu¢ny pufer, 1 000 ml

Galaktoza, 20 % 50 ml
Histidin, 1 % 15 ml
IPTG, 1 M 10 ml

LB médium

LB misky

0,5 % adenin; doplnené 0,1 M NaOH.

I0mM MgCl,, 5mM KCI, 20 mM MES;
doplnené Milli-Q H20.

125 ml 40% akrylamid:bisakrylamid 19:1,
12,5ml 1 M Tris (pH = 6,8), 0,5 ml 20% SDS;
doplnené Milli-Q H20.

75 ml 40% akrylamid:bisakrylamid 19:1, 112 ml
1 M Tris (pH = 8,8), 1,5 ml 20% SDS; doplnené
Milli-Q H-O.

5 % odtu€nené mlieko; doplnené 1x PBS.

30,3 g Tris, 145 g glycin; doplnené Milli-Q H20.
Pracovny roztok 1x pripraveny z 1 dielu 10x
zasobného roztoku, 1 diel metanol, 8 dielov
Milli-Q H-O.

0,25 M Tris, 8 % SDS, 40 % glycerol, 8 % p-
Merkaproetanol, 0,4 % bromfenolova modra.

1,5 g DTT; doplnené Milli-Q H20.

500 mM imidiazol, 20 mM Tris, 500 mM NaCl,
1 mM B-Merkaptoetanol, 5 % glycerol; doplnené
Milli-Q H-O.

10 g galaktoza; doplnené Milli-Q H>O.

0,15 g histidin; doplnené Milli-Q H>O.

2,38 g IPTG; doplnené Milli-Q H2O.

1 % NaCl, 1 % trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt.
1 % NaCl, 1 % trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt;
1,4% agar.
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TE-LiAC, 1x

Lyzaény pufer, 1 000 ml, pH = 8,0
Lyzin, 3 % 15 ml

PBS, 10x 1 000 ml

Premyvaci pufer, 1 000 ml, pH = 8,0

Running pufer, 10x 1 000 ml

Selektivne ItA misky, 400 ml

Selektivne  SRItA  tekuté médium
s rafindzou, 500 ml

SOC médium, 100 ml

TAE pufer, 50x 1 000 ml
TBE pufer, 10x 1 000 ml

Uracil, 1 % 15 ml
Viazbovy pufer (EMSA), 20x 1 ml

Vizbovy pufer, 1 000 ml, pH = 8,0

YPDA médium, 200 ml
YPDA misky, 200 ml

3.2 Izolacia plazmidovej DNA

10 mM Tris-HCl (pH = 8,0), 1 mM EDTA,
0,1 M octan litny; doplnené Milli-Q H20.

5 mM imidiazol, 20 mM Tris, 500 mM NaC(l,
1 mM B-Merkaptoetanol, 0,1 % Triton X-100,
5 % glycerol; doplnené Milli-Q H>O.

0,45 g Lyzin; doplnené Milli-Q H>O.

80g  NaCl, 2 g KCl, 14,4 ¢ NaHPOu,
2.4 g KH2POg; doplnené Milli-Q H>O.

10 mM imidiazol, 20 mM Tris, 500 mM NaCl,
1 mM B-Merkaptoetanol, 5 % glycerol; doplnené
Milli-Q H»O.

30,3 g Tris, 144,2 g glycin, 10 g SDS; doplnené
Milli-Q H»O.

2,68 g YNB, 2 % agar, 2 % dextroza, 4 % adenin,
1%  histidin, 3% lyzin, 1% uracil,
0,26 % peroxodisiran amonny; doplnené Milli-Q
H>O.

335g YNB, 2% rafindéza, 0,5% adenin,
1 % histidin, 3 % lyzin, 1 % uracil, doplnené
Milli-Q H»O.

2 g trypton, 0,5 g kvasinkovy extrakt, 1 ml
I MNaCl, 25ml 1 MKCIL, 2ml1M glukoza,
Iml1MMgClh, 1mllM MgSOs; doplnené
Milli-Q H»O.

242 ¢ Tris, 18,6 gEDTA, 57,1 ml kyselina
octova; doplnené Milli-Q H»O.

108 g Tris, 55 g kyselina borita, 40 ml 0,5M
EDTA (pH= 8,0); doplnené Milli-Q H20.

0,15 g uracil; doplnené 0,1 M NaOH.

1 M KCl, 100 mM Tris (pH =7,6); 10 mM EDTA
(pH = 8,0), 0,2 % Triton X-100.

5 mM imidiazol, 20 mM Tris, 500 mM NaC(l,
1 mM B-Merkaptoetanol, 5 % glycerol; doplnené
Milli-Q H»O.

10 g YPD, 0,5 % adenin; doplnené Milli-Q H>O.
4 g YPD, 2 % agar, 0,5% adenin; doplnené
Milli-Q H»O.

Do 5 ml LB média s pridavkom ampicilinu (pridavané v pomere 1:1 000) boli pridané bunky
(E.coli TOP10) s obsahom cielovej plazmidovej DNA. Bunky boli inkubované v 15 ml
skimavkach cez noc pri37°C a 110 rpm. Rano bola kultura postupne centrifugovana

za podmienok 60 sekund pri 10 000 x g. K izol4cii plazmidovej DNA z vytvoreného peletu bol

pouzity alkalicko-lyza¢ny kit (Omega). K peletu bolo pridanych 250 pul roztoku 1.
Po preciznom resuspendovani bol obsah skimavky premiestneny do novej 1,5 ml skimavky,

do ktorej bolo taktiez pridanych 250 pl roztoku 2. Zmes bola premieSana jemnym rotovanim

do vytvorenia Cistého lyzatu a inkubovana 2 minuty. Nasledne bolo pridanych 350 ul roztoku
3. Skumavky boli patkrat prevratené do vytvorenia bielej vloCkovitej zrazeniny. Skimavky
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boli umiestnené do centrifuigy a centrifugované 10 minat pri 13 000 x g. Do 2 ml zbernych
skimaviek boli umiestnené DNA vizbové kolony. Supernatant po centrifugécii
bol premiestneny na DNA védzbové kolony a centrifugovany na maximalnych otackach
I minatu. Po odstraneni filtratu bolo na kolony pridanych po 500 ul HBC pufra
s pridavkom 100% izopropanolu a vzorky boli centrifugované za rovnakych podmienok. Filtrat
bol zo zbernych skumaviek odstraneny. Po pridani 700 ul DNA premyvacieho pufra
s pridavkom 100% etanolu boli vzorky centrifugované 30 sekund na maximalnych otackach.
Filtrat bol odstraneny a nasledujicou 2 minutovou centrifugaciou pri maximalnych otackach
bola DNA naviazana na kolone zbavena prebyto¢ného etanolu. DNA vizbové kolony boli
vlozené do novych 1,5 ml skamaviek anakolony bolo pridanych 50 pl eli¢ného pufra.
Po 1 minutovej] inkubécii seluénym pufrom boli vzorky 1 minatu centrifugované
na maximalnych otaCkach pri¢om vysledkom bol supernatant obsahujici cielovia DNA.

3.3 Stanovenie koncentracie a Cistoty DNA

Koncentracia plazmidove] DNA bola stanovované pomocou spektrofotometru ,,Nanodrop*
(Denovix), na ktory bolo nanasanych 1,5 ul plazmidovej DNA oproti blanku (elu¢ny pufer).
Izolovana DNA bola nasledne analyzovana za pouzitia gélovej elektroforézy. Bol pripraveny
1% agardzovy gél v Ix TAE pufri, ku ktorému bol pridany 1 ul farbiva GelRed
pred vytuhnutim gélu. Vzorky boli upravené na mnozstvo DNA odpovedajuce
100 ng v kone¢nom objeme 10 pl, ku ktorym boli nasledne pridané 2 pl 6x koncentrovaného
nanasacieho pufru. Spolu so vzorkami bol na gél aplikovany pozadovany rebricek o vel'kosti
1 kb. Elektroforéza prebiehala v prostredi 1x TAE pufru po dobu 45 minut pri konstantnom
napati 110 V. Po skonceni elektroforézy bol gél vyhodnoteny za pouzitia transluminatoru.

3.4 Priprava a izolacia proteinov
3.4.1 Bakterialna transformacia

Vopred pripravené kompetentné bunky BL21 boli rozdelené po 50 ul do pripravenych
1,5 ml skimaviek. K bunkam bolo pridanych 50 ng plazmidov obsahujucich vlozené sekvencie
génov pre wtp53, p53R¥BH 4 p53RITH 7arovert bola pripravovana negativna kontrola, ktora
okrem kompetentnych buniek BL21 neobsahovala pridavok plazmidovej DNA. Takto
pripravené suspenzie boli inkubované 30 minit na l'ade. Vzorky boli néasledne umiestnené
na 45 sekand do termobloku vyhriatého na 42 °C k prevedeniu teplotného Soku a potom
prenesené na 2 minaty na l'ad. K bunkdm bolo pridanych 250 pl predhriatého SOC média,
s ktorym boli inkubované 1 hodinu pri 37 °C a 250 rpm. 100 pl zmesi bolo rozotretych na LB
miske s pridavkom AMP a CAM (v pomere 1 : 1 000). AMP je antibiotikum, ktoré zabraiuje
baktériam vytvarat’ bunkovu stenu, a taktiez je to selekény marker pre plazmid. CAM inhibuje
proteosyntézu a pouziva sa ako selekény marker pre bunky BL21. Pouzitim tychto antibiotik je
docielena selektivita transformantov, pretoze spolu s génmi pre expresiu proteinov plazmidy
obsahuju aj gény rezistencie proti antibiotikam. Nasledne boli misky inkubované do druhého
dia pri 37 °C. Nadruhy defi bola z misiek odobrana jedna kolonia, ktora bola pouzita
k priprave krizového rozteru. Krizové roztery boli inkubované pri 37 °C do druhého diia.
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3.4.2 Izolacia proteinov

Do 25 ml LB média s AMP a CAM boli pridané bunky (BL21) s obsahom plazmidu
k expresii pozadovaného proteinu. Takto pripravena suspenzia bola kultivovana cez noc
za podmienok: 37 °C, 110 rpm. Na druhy den bola Startovacia kultara pridana k 11 média
(s AMP a CAM) v 5 litrovej Erlenmayerovej banke. Kultura bola nésledne inkubovana
pri 37 °C a 110 rpm do dosiahnutia potrebnej optickej hustoty (ODesoo= 0,7 —1,0; na UV/VIS
spektrofotometri oproti referencnej vzorke (,blank™), ktora obsahovala Ccisté médium).
Po dosiahnuti pozadovane] hodnoty ODeoo bola inkubacia ukoncena a z média bol odobrany
1 ml ako kontrola pred indukciou. K médiu bolo pridanych 100 ul ZnCl2 a 1 ml 1 M IPTG.
Kultura bola umiestnena do vytemperovaného inkubatoru na 16 °C a ponechana k inkubécii cez
noc pri 110 rpm. Na druhy deti bol z kultury odobraty 1 ml sluziaci ako kontrola po indukcii.
Kultara bola postupne centrifugovana v Beckmanovych kyvetach 20 mintt pri 6 500 x g
a teplote 4 °C. Pelet po centrifugécii bol resuspendovany v 40 ml lyza¢ného pufru s obsahom
proteinovych inhibitorov a nasledne inkubovany 30 minut na l'ade. Lyzat po inkubacii bol
desat’krat sonifikovany po dobu 30 sekund pri 4 °C. Medzi jednotlivymi opakovaniami
sonifikacie bol lyzat inkubovany na lade 30 sekund. Nasledne bol lyzat centrifugovany
30 minut pri 14 000 x g a 4 °C. Po centrifugécii bolo odobratych 200 pl sluziacich ako kontrola
3 po sonifikacii. K supernatantu boli pridané aktivované histidin-afinitné gulicky ,, Talon metal
affinity resign®. K aktivacii 4 ml afinitnych guli¢iek bolo pouzitych 40 ml vdzbového pufra,
pricom po aktivacii bola suspenzia centrifugovana 5 min pri 2 000 x g a 4 °C. Vazbovy pufer
po centrifugacii bol opatrne odliaty a ku gulickam bol pridany supernatant po lyze. Vzorky boli
naklanané 1 hodinu pri 4 °C. Vzorky po naklanani boli centrifugované 5 min pri 2 000 x g
a4 °C a zo vzoriek bola odobrata kontrola 4 (200 ul). Prebyto¢ny supernatant bol opatrne
odobrany s naslednym pridanim 40 ml vidzbového pufru a roztok bol centrifugovany 5 min
pri 2000 x g, 4 °C. Nasledne bolo odobranych 200 pl ako kontrola 5 a supernatant bol
odstraneny. Po pridani 40 ml premyvacieho pufru ku gulickdm boli vzorky centrifugované
5 min pri 2 000 x g a4 °C. Bolo odobratych 200 ul ako kontrola 6. Zo vzoriek bol ¢iastocne
zliaty supernatant a zvysok bol kvantitativne preneseny do afinitnej koloény. Po odteceni zvysku
premyvacieho pufra bol na kolonu davkovany 1 ml eluéného pufra patkrat. Kazdy z piatich
pridavkov elucneho pufra bol zbierany do 1,5 ml skimavky umiestnenej pod kolonou. Vsetky
elucné frakcie boli pomocou tekutého dusika zmrazené a uskladnené v hlbokozmrazovacom
boxe (=80 °C).

3.4.3 Stanovenie koncentracie proteinov

Koncentracia izolovanych proteinovych eltcii bola stanovend pomocou Bradfordove;j
metddy. Do 1,5 ml skamaviek bolo pridanych 396 ul Milli-Q H2O, 100 pl ¢inidla Bradfordove;j
a 4 ul stanovovanych proteinov. Okrem stanovovanych proteinov bola pripravena kalibra¢na
rada z hovidzieho sérového albuminu (BSA). Analyza prebiehala v 96 jamkovej dosticke,
na ktoru bolo nanaSanych po 200 pl zmesi v dvoch opakovaniach. Koncentracia bola stanovena
po 10 minutach na citacke ELISA reader Synergy H1 Hybrid Multi-mode Reader (BioTek)
pri A =595 nm.
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3.4.4 Detekcia proteinov

Izolované proteiny boli detegované za pouzitia denaturacnej gélovej elektroforézy
v polyakrylamidovom g¢li s obsahom dodecylsulfatu sodného (PAGE-SDS). Pouzity gél bol
pripraveny z dvoch vrstiev: spodnd (separa¢na) vrstva avrchna (koncentra¢na) vrstva.
Na pripravu separacnej vrstvy bolo pouzitych 10 ml 10% akrylamidu, 15 ul TEMEDu,
45 ul APS. Po premieSani zloziek separacnej vrstvy bola zmes vliata do aparatiry a okamzite
prevrstvena butanolom. Po zatuhnuti spodnej vrstvy bol butanol z aparatury odstraneny
pomocou filtraéného papiera a spodna vrstva bola zaliata koncentracnou vrstvou do ktorej bol
umiestneny hrebienok. Koncentracna vrstva bola zlozend z 3 ml 5% akrylamidu,
7 ul TEMEDu, 30 pl APS.

Kontroly pred apo indukcii boli centrifugované 2 minuty pri 6 000 x g a laboratérne;
teplote. Supernatant bol odstraneny a pelet resuspendovany v 80 ul Milli-Q H20. Ku vzorkam
bolo pridanych 20 pl 5x CSB. K 30 ul jednotlivych kontrol, ktoré boli odoberané pocas izolacie
proteinov, bolo pridanych 7,5ul 5x CSB. K9 ul elucnych frakcii bolo pridanych
2,25 ul 5x CSB. Takto pripravené vzorky boli denaturované 5 minat pri teplote 95 °C.
Pred nanesenim na polyakrylamidovy gél boli vzorky vortexované a centrifugované. Gély boli
vlozené do aparatury a zaliate 1x elektroforetickym ,,running™ pufrom. Po zaliati boli z gélu
odstranené hrebienky a do jamienk gélu bolo nanesenych 10 ul kontrol a 3 ul elucnych frakcii.
Na gél bol pridany okrem vzoriek aj proteinovy rebric¢ek s velkostou 10 — 250 kDa v objeme
3wl al,5ul Elektroforéza pozostavala ztroch faz: 15 minat pri 50V, 15 minut
pri 100 V a 60 minut pri 150 V.

Gél bol vyhodnocovany imunodetekcne. V nadobe s obsahom 1x blotovacieho pufra bol
zlozeny blotovaci ,,sandwich“, ktory sa skladal z formy, molitanovej podlozky, 2 kusov
filtracného papiera, polyakrylamidového gélu, nitrocelulézovej (NC) blotovacej membrany,
2 kusov filtra¢ného papiera a molitanovej podlozky. Pripravena forma bola spolu s chladiacim
clankom vlozena do blotovacej aparatiry. Vana bola zaliata 1x blotovacim pufrom a blotovaci
prenos prebiehal 90 minat pri konstantnom prade 150 mA. Po dokonceni prenosu bola
membrana prenesend do vaniCky s blokovacim roztokom (5 % odtu¢nené mlieko rozpustené
v 1x PBS pufri). Po 20 minatach bolo mlieko z nadoby odstranené a k membrane bola pridana
primarna protilatka (monoklonalna mysacia DO-1) v 5% mlieku zmieSana v pomere 1 : 1 000.
Membrana s pridanou primarnou protilatkou bola inkubované na trepacke pri 4 °C cez noc.
Na druhy dei bola protilatka z nadoby odstranend a membrana bola premyvana 1x PBS pufrom
patkrat, vzdy po 5 minut. Nasledne bola k membrane pridana sekundarna protilatka (kozia anti-
mySacia peroxidaza) v 5% mlieku v pomere 1:10000 apri laboratornej teplote bola
membrana inkubovana 60 minut na trepacke. Zvysky nenaviazanej sekundarnej protilatky boli
odstranené premyvanim 1x PBS pufrom. Premyvanie bolo opakované péatkrat po dobu 5 minut.
Na NC membranu bolo pred analyzou pridany 1 ml chemi-luminiscen¢ného substratu
Supersignal West Pico (Thermofischer). Signal bol analyzovany pomocou chemi-
luminiscenéného modu pristroja Amersham Imager 680 (GE Healthcare Bio-Sciences AB).

3.5 EMSA

Viazbové vlastnosti wtp53 a mutp53 proteinov boli skimané metddou gélovej retardacnej
analyzy, ktora prebiehala v prostredi 1% agar6zového gélu, ktory bol pripraveny z 0,5x TBE
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pufra. V zavislosti na koncentracii izolovanych proteinov a DNA Struktur bolo vypocitané
potrebné mnozstvo vzoriek. Do 1 ml skimaviek bolo pridanych 300 ng DNA, 20x vdzbovy
pufer do vyslednej koncentracie 1x a 1 M DTT do vyslednej koncentracie 1 mM. Pocas celej
pripravy boli skimavky uchovavané na lade. Do skiimaviek bola pridand Mili-Q H20
v zavislosti od koncentracie vzoriek, tak aby vysledny objem ¢inil 30 pl. Po kratkej inkubéacii
na I'ade bol ku vzorkam pridany odpovedajuci protein v pomeroch molarnych koncentracii 1 : 1,
2:1,4:1, 8:1, 16: 1 (proteinovy tetramér : DNA). Po 10 minutovej inkubacii na Tade
bol ku vzorkdm pridany 3x koncentrovany nanasaci pufer, s vyslednou koncentraciou 1x.
Vzorky v skimavkach boli dobre premieSané a nanesené do Startov v agarézovom géli, ktory
bol zaliaty 0,5x TBE pufrom. Elektroforéza prebiehala pri teplote 4 °C, konStantnom napéti
90 V po dobu 180 minut. Po dokonceni elektroforézy bol gél vybraty z elektroforetickej nadoby
a umiestneny do 1% roztoku etidium bromidu a ponechany k farbeniu po dobu 15 minut.
Po farbeni bol gél ponoreny do destilovanej vody a ponechany k odfarbeniu 10 minat. Snimka
gélu bola vyhotovena pri vlnovej dizke 312 nm pomocou pristroja Amersham Imager 680 (GE
Healthcare Bio-Sciences AB).

3.6 AFM

Vzorky eltcie proteinov boli zmieSané s 200 ng plazmidov v pomere molarnej koncentracie
2:1. Kzmesi bol pridany 1x védzbovy pufer. Ku vzorkam bola pridand Milli-Q H2O
do vysledného objemu 20 ul. Vzorky boli inkubované 30 minut na l'ade a nasledne bolo ku
vzorkam pridanych po 80 pul AFM pufru. 10 pl zmesi bolo nanesenych na AFM tercik
a ponechanych k zaschnutiu 2 minuty. Nasledne bol ter¢ik premyty 1 ml Milli-Q H:O.
Prebytocna voda bola z terCika odstranena pomocou stlaceného vzduchu. Po 10 minutovej
inkubécii boli vzorky merané pomocou pristroja Multimode VIII SPM (Veeco). Namerané data
boli vyhodnotené pomocou GPL softvéru Gwyddion.

3.7 Transformacia kvasiniek

Transaktivacna aktivita proteinov bola sledovana v dvoch kvasinkovych kmenoch - PUMA
a PUMA-KSHYV. Kvasinkovy kmeri PUMA obsahuje cielova sekvenciu pre p53 — RE. Kmen
PUMA-KSHV obsahuje okrem responzivneho elementu aj kvadruplexova Struktiru
G4 lokalizovanu za RE.

Jedna kol6nia vybraného kmeria bola cez noc inkubovana v 10 ml YPDA média pri 30 °C.
Na druhy denl bolo médium rozdelené po 1 ml do 1,5 ml skimaviek. Skimavky boli kratko
centrifugované do vytvorenia bunkového peletu. Supernatant po centrifugéacii bol odstraneny
a pelet bol premyty 1 ml Milli-Q H>O a opét’ kratko centrifugovany. Po odstraneni supernatantu
boli k peletu pridané plazmidy (podl'a kombinacii uvedenych v tabulke 2) v mnozstve 300 ng
a5 ul nosiCovej DNA vopred predhriatej na 100 °C po dobu 5 minit. Ku vzorkam bolo
nasledne pridanych 300 pl zmesi PEG-LiAC-TE a 35 ul DMSO. Obsah skumaviek bol opatrne
premieSany. Vzorky boli néasledne inkubované 30 minat pri 30 °C a 260 rpm v naklonenej
rovine. Skumavky po inkubécii boli premiestnené do termobloku nastaveného na 42 °C
a podrobené teplotnému Soku po dobu 15 minut. Vzorky boli centrifugované 3 minuty
pri 3 000 x g a 25° C, po ktorej bol PEG zo skimaviek odstraneny. Pelet bol resuspendovany
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v 100 ul Milli-Q H>O a 50 ul transformacnej zmesi bolo rozotretych na selektivnych
leucin a tryptofanovych (I1tA) miskach. Misky boli inkubované tri dni pri teplote 30 °C.

Tabulka 2: Kombindcie pouzitych plazmidov.

Poradie Plazmid 1 Plazmid 2
Nazov Nazov

1. pRS-314 pRS-315
2. pLS-WT pRS-314
3. pTSG-R273H pRS-315
4, pTSG-R273H pLS-WT
5. pTSG-R175H pRS-315
6. pTSG-R175H pLS-WT
7 pTSG-R175H pLS-R273H

Plazmidy pRS314 a pRS315 obsahuju prométory pre syntézu AMK — TRP (pRS314)
aleucinu — LEU (pRS315). Plazmidy s oznacenim pTSG obsahuju konstitutivne promotory
GPD, ktoré zabezpeCuju nepretrziti expresiu v zivych bunkach pri selekcii na TRP. Nepretrzita
expresia v kvasinkovom systéme nie je zavisla na koncentracii galaktézy v médiu. Taktiez boli
pouzivané¢ plazmidy s oznaCenim pLS, ktoré obsahuju inducibilne promoétory zavislé
od pritomnosti galaktozy v LEU selektivnom médiu.

3.8 Analyza transaktiva¢ného potencidlu

Transformanty boli rozotreté¢ do obdiznikov s velkostou 1 x 0,5 cm na nové ItA misky.
Z kazdého transformantu bolo vyhotovenych 6 obdiznikov, kvéli $tatistickému vyhodnoteniu
transaktivacnej aktivity. Misky boli inkubované dva dni pri 30 °C.

Pred samotnou analyzou bola najprv pripravena zakladna dosticka. Do jamiek 96 jamkove;j
dosticky bolo napipetovanych po 200 pul SRItA média. Sterilnym $paradlom bola odobrata ¢ast
pripraveného obdiZnika a resuspendovana v jednotlivych jamkach. Z kazdého transformantu
bolo pripravenych 5 opakovani. Nasledne boli pripravené 3 nové 96 jamkové dosticky,
do ktorych bolo pridanych 60 pul SRItA suspenzie zo zakladnej 96 jamkovej dosticky.
K bunkovym suspenziam bolo pridanych 60 pl SRItA média s rozdielnou koncentraciou
galaktozy (0 %, 0,05 %, 0,5 %). Takto pripravené dosticky boli parafilmované a inkubované
pri 30 °C a 160 rpm 24 hodin.

Sledovanie transaktivacnej aktivity prebiehalo v cCase 0, 6 a 24 hodin od pripravy
96 jamkovych dosti¢iek. Obsah kazdej jamky bol dokladne premieSany a bola stanovena
opticka hustota ODgoo. Z 96 jamkovej dosticky bolo odobratych 20 pl suspenzie, ktora bola
premiestnenda do bielej 384 jamkovej dosticky. K20 ul suspenzie bolo pridanych
20 pl 2x koncentrovaného lyzacného pufra a dosticka bola inkubovana 15 minuat na trepacke.
Pred analyzou bolo k zmesi pridanych 20 ul luciferazového substratu Bright-Glo Luciferase
Assay System (Promega). Luminiscencia bola zaznamenavana pomocou pristroja ,,Synergy H1
hybrid reader (BioTek). Namerané data boli Statisticky vyhodnotené.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Stanovenie koncentracie a Cistoty plazmidovej DNA

Plazmidova DNA bola z buniek izolovana pomocou komercnej supravy spolocnosti Omega
(kapitola 3.2). Koncentracia a Cistota izolovanej plazmidovej DNA bola overena na UV-VIS
spektrofotometri Nanodrop. Cistota plazmidovej DNA bola uréena z pomeru 260/280, pretoze
absorpéné minimum cCistej DNA je 260 nm a absorpéné minimum bielkovin je 280 nm.
Hodnota pomeru absorbancie 260/280 pre Cisti DNA lezi v rozmedzi 1,8 — 2,0. Podl'a hodnét
Cistoty uvedenych v tabulke 3 je mozné usudzovat, ze bola ziskand plazmidova DNA
bez znamok kontaminécie bielkovinami alebo RNA.

Tabulka 3: Namerané hodnoty koncentracie a cistoty izolovanej plazmidovej DNA.

Plazmidova DNA Koncentracia [ug/ml] Cistota 260/280 [-]
pBluescript SK II 293,008 1,852
pPGM2 234,472 1,873
pCFENO 376,608 1,807
pB-6GC 277,033 1,949
p-B3Myc 167,056 1,866

Izolovana DNA bola taktiez analyzovana agardzovou gélovou elektroforézou (obrazok 8).
Okrem vzoriek plazmidove] DNA bol na gél aplikovany 10 kb DNA rebricek (New England
Biolabs). Vel'kost' vsetkych vzoriek izolovanej DNA odpovedala velkostiam ciel'ovych
plazmidov.

0.5 —

Obrazok 8: Agarozova gélova elektroforéza plazmidovej DNA; R — DNA rebricek o velkosti 500 bp
az 10 kb, 1. pPGM_2, 2. pBluescript SK 11, 3. pCFNO, 4. p-B3Myc, 5. pB-6GC.

4.2 Priprava a izolacia proteinov
4.2.1 Bakterialna transformacia

S cielom expresie pozadovanych proteinov boli bunky BL21 transformované

podla kapitoly 273.4.1. Transformované bunky boli kultivované na agarovych LB miskach
s obsahom AMP a CAM (obrazok 9A). Za ucelom zisku jednotlivych kolonii bola odobrata
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jedna kolonia z narastenych misiek a néasledne metdédou krizového rozteru kultivovana
na novych LB miskdch s AMP a CAM (obrazok 9B).

Obrazok 9: Vysledok transformdcie; (A) kolonie po transformacii plazmidovej DNA, (B) kriZovy rozter.

4.2.2 Stanovenie koncentracie proteinov

Koncentracia izolovanych proteinov bola stanovena pomocou Bradfordove; metody.
Tabul'ka 4 obsahuje jednotlivé namerané koncentracie izolovanych proteinov. V frakcii €. 1
proteinov pS3RIH 3 p53RIBH - polo  detegované zanedbatelné mnozstvo proteinov
pod detekénym limitom pristroja, t.j. < 0,11 mg/ml. Pridavkom eli¢ného pufru na afinitnu
kolonu dochéadzalo k navySeniu i6novej sily, ¢o viedlo k uvolneniu proteinov z afinitnej
kolony. V poslednej elucii bolo taktiez zaznamenané nizke mnozstvo proteinov pre mutanty
p53RIPH a p53RZBH g0 naznaduje, ze vacSina proteinov bola zkolény uvolnena
v predchadzajacich krokoch.

Tabulka 4: Koncentrdacia izolovanych proteinov piatich eliicidch po izoldcii afinitnou chromatografiou

Elucna frakcia
Protein ¢ [mg/ml]
I 2. 3, 4. 5.
Wip53 0,3880 0,8700 0,4475 0,1625 0.1355
p53RI7H 0,2665 0,2325 0,1975
p53R27H <0,1100 0,1990 0,2585 0,3820 <0,1100

4.2.3 Detekcia proteinov

Izolované proteiny boli podrobené analyze. V prvom kroku boli separované
v polyakrylamidovom géli s pridavkom SDS v procese denaturacnej PAGE-SDS.
Po dokonceni separacie boli proteiny z gélu prenesené na NC membranu imunoblotovanim.
Na NC membranu bola aplikovana primarna protilatka, ku ktorej bola nasledne pridana
sekundarna protilatka. Ako primarna protilatka bola pouzitd mySacia monoklonalna DO-1 v 5%
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roztoku mlieka, ktoré bolo pripravené z 1x PBS pufra. Ako sekundarna protilatka bola volena
kozia anti-myS$acia peroxidaza v 5% roztoku mlieka.

Obrazok 10 zobrazuje membranu s proteinom wtpS3 po chemiluminiscencnej detekcii.
Na obrazku je viditelny silnejsi signal v Starte ¢. 2 (kontrola po indukcii) nez v Starte ¢. 1
(kontrola pred indukciou), podla ¢oho mdzeme usudzovat uspesnost’ indukcie proteinu
pridavkom IPTG a ZnCl,. Signal zachyteny v Startoch 7. az 11. odpovedajuci vel'kosti priblizne

50 kDa napoveda tomu, ze v kazdej elu¢nej frakcii bola potvrdena pritomnost’ proteinu wtp53.
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Obrazok 10: Protein wip53; NC membrdna po imunoblote a chemiluminiscencnej detekcii;
R — proteinovy rebricek o velkosti 10 — 250 kDa; 1. kontrola pred indukciou, 2. kontrola po indukcii,
3. — 6. kontroly izoldacie, 7. — 11. elucie 1 az 5.

Na obrazku 11 je mozné vidiet membranu s proteinom p53%!7°" po chemiluminiscenénej
detekcii. Porovnanim intenzity signalu v §tarte €. 1 a €. 2 je zrejmé, ze indukcia pomocou IPTG
a ZnCl bola uspesna. Na membrane su viditelné 2 signaly v §tarte €. 8 a €. 9, odpovedajuce
druhej a tretej elucii. Signaly su pozorovatel'né v molekulovej oblasti nad 50 kDa, ¢o odpoveda
znamej velkosti proteinu po separacii v polyakrylamidovom géli.
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Obrdzok 11: Protein p53%7H: NC membrdna po imunoblote a chemiluminiscencnej detekcii;
R — proteinovy rebricek o velkosti 10 — 250 kDa; 1. kontrola pred indukciou, 2. kontrola po indukcii,
3. — 6. kontroly izoldacie, 7. — 11. elucie I az 5.
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Ako treti protein bol chemiluminiscen¢ne detegovany p53%?7*! (obrazok 12). Signal
odpovedajuci kontrole po indukcii je vyraznej§i nez kontrola pred indukciou, ¢o napoveda,
ze indukcia proteinu bola uspesna. Signal bol taktiez detegovany v Startoch ¢. 7 az €. 10, ktoré
odpovedaju eluciam 1. — 4. Vsetky signaly odpovedaju proteinu p53%?7*H pretoze lezia
v molekulovej oblasti priblizne 50 kDa. V S§tarte ¢. 8 su okrem signalu o velkosti 50 kDa
pozorované aj d’alSie dva signaly o vel'kosti priblizne 120 kDa a 200 kDa. Signaly mo6zu

vypovedat o tom, ze ¢ast proteinu p53%273H
[kDa] R
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| 5
.
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mohla v bunkéch zaujat’ zlozitejSie Struktury.
g8 9 10 11

10

Obrdzok 12: Protein p53%7H: NC membrdna po imunoblote a chemiluminiscencnej detekcii;
R — proteinovy rebricek o velkosti 10 — 250 kDa; 1. kontrola pred indukciou, 2. kontrola po indukcii,
3. — 6. kontroly izoldacie, 7. — 11. elucie I az 5.

Nasledne bola vybrata jedna elucna frakcia z kazdého izolovaného proteinu, ktora bola
opiatovne detegovana chemiluminiscencéne (obrazok 13). Pre wtp53 bola vybrata elucia €. 2,
pre p53% 7" bola pouzita eltcia & 3 a pre p5S3R%**H elucia ¢. 4. Kazda z vybratych eltcii bola
druhykrat potvrdena, a preto tieto elicie prislusnych proteinov boli pouzivané pri sledovani
vazby proteinov k plazmidovej DNA.
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s

Obrazok 13: Chemiluminiscencna detekcia vybranych elucii jednotlivych proteinov; R — proteinovy
rebricek o velkosti 10 — 250 kDa, 1. wip53, 2. p53%'7H, 3. p53%273H,

150

100
75

50

25

10 —

35



4.3 EMSA

Po potvrdeni izolovanych proteinov bolo mozné pristapit k vdzbovej analyze. Prva metdda
sledovania vidzbovej aktivity bola gélova retardacna analyza, ktora prebiehala v prostredi
1% agarozového gélu, ktory bol pripraveny z 0,5x TBE pufru. Pomocou gélu bola sledovana
interakcia medzi proteinmi a vybranou plazmidovou DNA (tabulka 3), ktoré boli pripravované
v pomere molarnych koncentracii protein : DNA = 1:1, 2:1 4:1, 8:1, 16:1, kapitola 3.5.

Pocas izolacie DNA je plazmidova DNA vystavovana stresovym podmienkam —
napr. prilyze bakterialnych buniek apri premyvacich krokoch, ktoré odstranuju
chromozomalnu DNA. Z tohto dovodu sa modze jeden typ plazmidovej DNA pri izolacii
vyskytovat vo viacerych podobach: superhelikalna DNA, inak nazyvana kovalentne uzavreta
kruhovd DNA (CCC-DNA, z angl.: ,covalently closed circular), relaxovana, resp. DNA
s otvorenym kruhom (OC-DNA, z angl.: ,open circular®), lineirna DNA (L) a dendriméru
podobna DNA (DL-DNA, zangl.: ,dendrimer-like®) [128, 129]. Pre potreby gélovej
retardacnej analyzy bola vyuzivana superhelikalna DNA. Na agarozovych géloch boli avsak
zachytené aj d’alSie signaly, ktoré ale nepredstavuju vazbové interakcie. Signaly odpovedaju
inym Struktiram DNA. Signal o nizsej elektroforetickej mobilite patri OC-DNA a signal
s vySSou elektroforetickou mobilitou patri DL-DNA.

Na obrazku 14 je zachytena interakcia proteinov so superhelikalnou DNA — pBluescript
SKII. K vytvoreniu komplexu dochadzalo uz od pomere molarnych koncentracii 2:1 pri wtp53
(Start ¢. 3). Pri mutantnych proteinoch sa vytvaral komplex od pomeru 8:1 (Start ¢. 10
pre pS3RH Start & 15 pre p53%?7*H). Porovnanim intenzity signalu komplexov protein-DNA
je mozné usudzovat, ze wtpS3 vytvaral viac komplexov s pouzitou plazmidovou DNA oproti
p53RIPH p53R213H ‘medzi ktorymi bola intenzita signalu rovnaka.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 141516

<+— OC-DNA
<+— DL-DNA

Komplexy
protein-DNA

Volna DNA —»

0 \l:] 2:1 4:1 8:1 16:}\1:1 2:1 4:1 8:116:%:1 2:1 4:1 8:1 16:1

th53 p53R]75H p53R273H

Obrazok 14: Interakcia proteinov p53 so superhelikdlnou DNA — pBluescript SK II; 1. cista DNA, 2. —
6. p53wt (1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1), 7. — 11. p53%7H (1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1), 12. — 16. p53%73H (]:1,
2:1,4:1,8:1, 16:1); OC-DNA — DNA s otvorenym kruhom, DL-DNA — dindriméru podobnd DNA.

Proteiny wtp53, pS3RI7SH 3 p53R2BH yytvarali taktiez komplexy so superhelikalnou pPGM2
(obrazok 15). K vytvoreniu komplexov s wtp53 dochédzalo uz od pomeru 2:1, ¢o naznacuje
najsilnejsiu afinitu proteinov v porovnani s ostatnymi pouzitymi plazmidovymi DNA. Slabsia
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3R273H papoveda, ze dany protein sa k plazmidovej DNA

intenzita signalu vol'nej DNA pri p5
viazal lepsie nez p53R!7H,
123 4 56 7

- - f ¥ 2
. ta ' T e e
s e et o - — e

8 9 10 11 12 13 14 1516

+— OC-DNA
<+— DL-DNA

Komplexy
protein-DNA

Volna DNA —»

: : 41 81161 11 2:1 41 8:1 16:11
th53 p53R175H p53R273H

Obrazok 15: Interakcia proteinov p53 so superhelikalnou DNA — pPGM?2; 1. cista DNA, 2. — 6. p53wt
(1:1,2:1, 4:1, 8:1, 16:1), 7. — 11. p53%7H (1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1), 12. — 16. p53%73H1 (1:1, 2:1, 4:1,
8:1, 16:1), OC-DNA — DNA s otvorenym kruhom, DL-DNA — dindriméru podobna DNA.

Obrazok 16 reprezentuje interakciu skimanych proteinov s krizovou Struktirou pCFNO.
K tvorbe viazby dochadzalo najlepSie pri wtp53, pri pomere koncentracii 16:1 (Start €. 6)
dokonca nie je viditelna ziadna volna DNA, ¢o naznaCuje ze celé mnozstvo pCFNO
interagovalo s wtp53. Na druhu stranu mutp53 reagovali s pCFNO v obmedzenej miere. Jedina
interakcia bola pozorovana v malom mnozstve DNA pri pomere 16:1 pre p53%!7H (start &. 11).
Protein p53%?7*H sa k pCFNO viazal lepsie, o ¢om napoveda detekovatelny signal pri pomere
8:1a16:1 (Start €. 15, €. 16).
10 11 12 13 141516

6 7 8 9
L P e Y — = —

<+— OC-DNA
Komplexy

protein-DNA ‘ DL-DNA

Volns DNA —»

i1 2:1 4:1 8:116}&:1 2:1 4:1 8:1 16:5\1

th53 p53Rl75H p53R273H

Obrazok 16: Interakcia proteinov p53 s krizovou Strukturou DNA — pCFNO; 1. cista DNA, 2. — 6. p53wt
(1:1,2:1, 4:1, 8:1, 16:1), 7. — 11. p53%7H (1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1), 12. — 16. p53%73H1 (1:1, 2:1, 4:1,
8:1, 16:1), OC-DNA — DNA s otvorenym kruhom, DL-DNA — dindriméru podobna DNA.

1 2:1 4:1 8:1 16:1/

Nasledne boli pozorované interakcie proteinov s kvadruplexovymi Strukturami — pB-6GC
(obrazok 17A), p-B3Myc (obrazok 17B). Pri plazmide pB-6GC dochadzalo k tvorbe komplexu
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s wtp53 od pomere 8:1, a preto bol signal pozorovatelny v $tarte &. 5 (8:1) a &. 6 (16:1). Ziaden
signal odpovedajtci vytvoreniu komplexu s p53%7°" nebol pozorovany v ziadnom pomere
molarnych koncentracii. Protein p53%*"*H interagoval s pB-6GC v pomeroch 8:1 (Start ¢. 15)
a 16:1 (Start ¢. 16), kde dochadzalo k vytvoreniu komplexu v obmedzenom mnozstve.

Proteiny boli pozorované aj s druhou kvadruplexovou §truktarou p-B3Myc (Obrazok 17B).
Narozdiel od kvadruplexu pB-6GC (Obrazok 17A) je mozné pozorovat silnej§i signal
pri kazdom proteine. Wtp53 vytvaral s p-B3Myc komplexy uz od pomeru 2:1 (Start €. 3.).
S p-B3Myc sa vytvarali komplexy aj mutanty. p53%!7>H sa podielal na interakcii od pomeru 4:1
(Start &. 9) a protein p53%?7*H uz od pomeru 2:1 (Start &. 13).

-~
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protein-DNA
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th53 p53R175H p53R273H

Obrazok 17: Interakcia proteinov p53 s G4 kvadruplexami — (A) pB-6GC, (B) p-B3Myc; 1. cistd DNA,
2. — 6. p53wt (1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1), 7. — 11. p53%17" (1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1), 12. — 16. p53*273H
(1:1,2:1,4:1,8:1, 16:1), OC-DNA — DNA s otvorenym kruhom, DL-DNA — dindriméru podobna DNA.

44 AFM

Mikroskopia atomarnych sil bola druhou metddou analyzy vazbovych schopnosti proteinov.
Pripravené vzorky DNA a proteinov boli zmieSané z AFM pufrom a nanesené na AFM tercik,
ktory bol nasledne inkubovany so vzorkou. Po premyti a vysuSeni bol terCik umiestneny
do mikroskopu, kde boli nasledne zachytavané snimky povrchu terCika o velkosti 3 um
arozliseni 1024 x 1024 (kapitola 2.5.2).
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Obrazok 18 zobrazuje cely snimok vo vel'kosti 3 um (mierka: 1 um), ktory bol mikroskopom
vyhotoveny. Snimka ukazuje len plazmidovii pCFNO bez pritomnosti proteinu. SvetlejSie
miesta na Struktire plazmidu predstavuja lokalnu strukturu DNA alebo miesta, kde sa Casti
plazmidu prekryvaju. Niektoré motivy krizovej §truktary DNA bolo znazornenych na snimke
pomocou zltej kruznice.

SIS —\3 =
Obrdzok 18: Snimka cistej plazmidovej pCENO; Zité kruznica oznacuje charakteristické motivy
pre krizové Struktury pCENO; Parametre merania: 200 ng pCFNO; pomer p53 : DNA = 2:1, velkost
snimky 3 um, rozlisenie 1024 x 1024.

Bola vyhotovena snimka, ktora obsahovala protein wtpS3 bez plazmidovej DNA
(obrazok 19). Snimka proteinu sluzia ako vzor pri posudeni uspesnosti tvorby komplexov.
Porovnanim snimok cCistého plazmidu a Cistého proteinu je mozné od seba jednoznacne odlisit
tieto molekuly. Protein sa javi ako biely jasny tvar po vécSine kruhového charakteru.
Protein a DNA sa od seba lisili aj vyskou (osa z). Priemerna vyska proteinov, ktora sa podielala
na tvorbe komplexov bola stanovend na 8,23 nm. Vyska superhelikdlnej DNA sa pohybuje
v rozmedzi 1,1 — 1,2 nm [130].

200 nm

Obrdazok 19: Snimka cistého proteinu wtp53; (A) 2D zobrazenie, (B) 3D zobrazenie.
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Nasledne boli vyhotovované snimky o velkosti 3 um jednotlivej plazmidovej DNA

v kombinécii s jednym proteinom. Zachyteny komplex bol zo snimky vyrezany. Obrazok 20

zobrazuje vzniknuté komplexy proteinov s DNA v 2D a 3D zobrazeni, ktoré boli oznacené

zelenou kruznicou. AFM snimky zachytavaji aj nenaviazané proteiny, zvyraznené modrou
kruznicou.

A

Obrazok 20: Interakcia plazmidovej DNA — pBluescript SK 11 ; (A) wip53 v 2D zobrazeni, (B) wip53
v 3D zobrazeni, (C) p53*'7" v 2D, (D) p53%'7" v 3D, (E) p53%7" v 2D, (F) p53*%*”*" v 3D. Naviazané
proteiny su oznacené zelenou kruznicou. Modra kruznica oznacuje nenaviazané proteiny. 3D snimky
zobrazuju aj velkost komplexu protein-DNA; Parametre merania: 200 ng pBluescript SK II; pomer
p53 : DNA = 2:1, velkost pévodnej snimky 3 um, rozliSenie 1024 x 1024.

Vytvorené komplexy proteinov s pPGM2 je mozné vidiet na obrazku 21. Pri sérii
experimentov, kde bola pouzivana plazmidova pPPGM2 dochadzalo k vidzbe vacsiny proteinov,
ktoré boli pri danej velkosti snimky zachytené.
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. 200'nm
Obrdzok 21: Interakcia plazmidovej DNA — pPGM2; (A) wip53 v 2D, (B) wtp53 v 3D, (C) p53~%'7H
v 2D, (D) p53*7"y 3D, (E) p53%2731y, 2D, (F) p53%*7*" v 3D. Naviazané proteiny si oznacené zelenou
kruznicou. 3D snimky zobrazuju aj velkost komplexu protein-DNA; Parametre merania:
200 ng pPGM2; pomer p53 : DNA = 2:1, velkost pévodnej snimky 3 um, rozliSenie 1024 x 1024.

Obrazok 22 zachytava komplexy medzi krizovou pCFNO a proteinmi. Na snimkach boli
pozorované aj krizové motivy, ktoré s oznatené zltou kruznicou. Protein p53%!7>H sa podielal
na vytvoreni komplexu s DNA ned’aleko od krizovej Struktary (Obrazok 23C, D).

Obrdzok 22: Interakcia plazmidovej DNA — pCFNO; (A) witp53 v 2D, (B) wip53 v 3D, (C) p53%'7H
v 2D, (D) p53*7"y 3D, (E) p53%2731y, 2D, (F) p53%*7*" v 3D. Naviazané proteiny si oznacené zelenou
kruznicou. Modrd kruznica oznacuje nenaviazané proteiny. Zlta kruznica oznacuje charakteristické
motivy pre krizové Struktury pCFNO. 3D snimky zobrazuju aj velkost komplexu protein-DNA;
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Parametre merania: 200 ng pCFNO; pomer p53:DNA = 2:1, velkost povodnej snimky 3 um,
rozliSenie 1024 x 1024.

V obmedzenom mnozstve dochadzalo k vytvoreniu komplexov medzi proteinmi a DNA aj
ked’ bola pouzivana kvadruplexova Struktura pB-6GC (obrazok 23) a p-B3Myc (obrazok 24).
Na obrazkoch su vidite'né aj miesta na plazmide, ktoré reprezentuju kvadruplexovu strukturu.
Viacsina plazmidovej DNA sa k proteinom viazala miestami vzdialenymi od kvadruplexu.
V tesnej blizkosti kvadruplexu bola pozorovana vizba proteinu p53%*3H s plazmidom

p-B3Myc (obrazok 24E, F).
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C D
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ej DNA — pB-6GC; (A) wtp53 v 2D, (B) wtp53 v 3D, (C) p53~'7H
v 2D, (D) p53%17°H y 3D, (E) p53%*731y 2D, (F) p53%2731y 3D. Naviazané proteiny sii oznacené zelenou
kruznicou. Zlta kruznica oznacuje charakteristické motivy pre kvadruplexové Struktiry pB-6GC.
3D snimky zobrazuju aj velkost komplexu protein-DNA; Parametre merania: 200 ng pB-6GC;
pomer p53 : DNA = 2:1, velkost pévodnej snimky 3 um, rozliSenie 1024 x 1024.

Obrazok 23: Interakcia kvaruplexov
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Obrdzok 24: Interakcia kvadruplexovej DNA — p-B3Myc; (A) wtp53 v 2D, (B) wtp53 v 3D, (C) p53~7H
v 2D, (D) p53*'7"y 3D, (E) p53R273H v 2D, (F) p53R273H v 3D. Naviazané proteiny su oznacené zelenou
kruznicou. Modrd kruznica oznacuje nenaviazané proteiny. Zltd kruznica oznacuje charakteristické
motivy pre kvadruplexové Struktury p-B3Myc. 3D snimky zobrazuju aj velkost komplexu protein-DNA;
Parametre merania: 200 ng p-B3Myc; pomer p53:DNA = 2:1, velkost pévodnej snimky 3 um,
rozliSenie 1024 x 1024.

4.5 Analyza transaktiva¢ného potencidlu

Okrem vézbovych schopnosti mutantnych proteinov boli sledované aj transaktivacné
vlastnosti. Za ciel’ bolo zistit, akil schopnost’ transaktivacie maju mutp53 oproti wtpS3. SiiCasne
bolo pozorované spravanie mutp53 v koexpresii s wtp53.

Transaktiva¢né schopnosti proteinov boli sledované pomocou dvoch kvasinkovych kmerniov
PUMA a PUMA-KSHV. Do kvasiniek boli transformované plazmidy (tabulka 2). Plazmidy
boli namnozené pomocou bakterii E.coli, kapitola 3.2. Plazmidy boli transformované
do kvasinkovych kmenov pomocou DMSO (kapitola 3.7).

Intenzita transaktivacie predstavuje relativnu veli¢inu, ktorou sa popisuje intenzita
reportérovej analyzy (pomer expresie luciferdzy po transformécii buniek s vektorom, ktoré
produkovali protein oproti vektoru bez produkcie proteinu).

Na zaklade dosiahnutych vysledkov sa potvrdil predpoklad, ze konstitutivna expresia
v kmeni PUMA bola vys$Sia nez konstitutivna expresia transaktivaéného potencialu (TP)
v kmeni PUMA-KSHV. Rozdiel medzi expresiami kmeniov je mozné vysvetlit' pritomnostou
G4 kvadruplexu v sekvencii (obrazok 25) [131]. Naviazanie G4 kvadruplexu znemoziiuje tiplne
obsadenie RE proteiny, ¢o vedie k nizsiemu signalu.

A B 0B
—C O— —C DO F—
RE RE G4

Obrdazok 25: Schéma testovanej sekvencie; (A) kmen PUMA, (B) kmeii PUMA-KSHV [131].
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Graf 1 reprezentuje vysledky po 6 hodinach. Hodnoty TP konStitutivnej expresie su stale
rovnaké aj ked doSlo k navySeniu hodnoty oproti TP v ¢ase O hodin. Sucasne je mozné
sledovat’, ze inducibilne vektory st zavislé na koncentracii galaktézy v médiu. Prvé médium
neobsahovalo galaktozu (SRItA médium), preto je hodnota TP pri vSetkych vzorkach priblizne
rovnaka. Druhé médium obsahovalo pridavok 0,05% galaktozy a tretie 0,5% galaktozy.
Pri inducibilnych vektoroch dochadza k znizovaniu hodnoty TP so zvySujiicou koncentraciou
galaktozy, ¢o moze byt sposobené vplyvom expresie pod inducibilnym promotorom.
Samostatné mutanty (bez koexpresie s wt) nie su schopné transaktivacie. Porovnanim vzoriek,
ktoré obsahovali mutanty v koexpresii s wt v kvasinkovych kmenioch, je mozné vidiet,
Ze expresia mutantov spOsobuje znizenu schopnost transativacie wt. VACSi inhibicny efekt
je pozorovany v kmeni PUMA-KSHYV, ktory obsahuje G4 sekvenciu.
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Graf 1: Transaktivacny potencial v case 6 hodin; kontrola obsahuje prdzdne plazmidy pRS-314
+ pRS-315; hviezdicky oznacuju Statisticku vyznamnost stiahnuta kwip33 pre prislusné médium
(*p < 0,05 **p <0,01; **p <0,001).

Graf 2 obsahuje vysledky ziskané po 24 hodinach inkubacie. Oproti vysledkom v Case
0 a 6 hodin doslo k najvyssej konstitutivnej expresii. Po 24 hodinach dochadzalo k najvacsiemu
poklesu TP so zvysujucou sa koncentraciou galaktozy v médiu. Dalej sa potvrdzuje, Ze vacsi
inhibi¢ny efekt bol zaznamenany v koexpresii mutanta s wt pri kmeni PUMA-KSHV.
V koexpresii s p53%?73H bol inhibiény efekt 7,2krat vacsi a s p53%1 7! bol inhibicny efekt 7, 7krat
vacsi pri kmeni PUMA-KSHV v porovnani s kmefiom PUMA.
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Graf 2: Transaktivacny potencidl v case 24 hodin; kontrola obsahuje prdazdne plazmidy pRS-314

+ pRS-315; hviezdicky oznacuju Statisticku vyznamnost stiahnuta kwip33 pre prislusné médium
(*p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001).
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5 ZAVER

Cielom predkladanej diplomovej prace bolo sledovanie vlastnosti mutp53. V teoretickej
Casti boli zhrnuté zakladné informacie o nemutovanej forme proteinu p53, kde bola rozoberana
jeho Struktira a funkcie. Nasledne boli zosumarizované poznatky o mutp53 z hl'adiska typov
mutacii v géne TP53, bola vysvetlend moznost proteinov ziskat' nové funkcie, schopnost
modulovat’ metabolizmus, boli vysvetlené moznosti vazby proteinov k DNA a schopnosti
transaktivacie. Teoreticka Cast d’alej obsahuje typy lokalnych Struktir DNA a vysvetluje
pouzité metody.

Prakticka cCast prace bola venovana priprave aizolacii proteinov a DNA s obsahom
lokalnych motivov. Jednotlivé proteiny boli uspeSne izolované a imunologicky potvrdené.
Takto pripravené proteiny bolo mozné nasledne pouzit k sledovaniu vdzbovych vlastnosti.

Pomocou metédy EMSA boli stanovené pomery molarnych koncentracii, kde dochadzalo
k tvorbe vazby medzi proteinmi a jednotlivymi §truktirami DNA. Bolo dokézané, ze mutp53
maju slabsie vazbové vlastnosti v porovnani s wtp53. Wtp53 interagoval so superhelikalnou
DNA uz od najnizsich koncentracii. Komplexy boli pozorované od pomeru 2:1, okrem
interakcie s G-kvadruplexom v pb-6GC, kde interakcia prebiehala az od pomeru 8:1. mutp53
vytvarali komplexy az od vysSich molarnych koncentracii, v niektorych pripadoch sice boli
pozorované interakcie mutp53 pri rovnakom pomere ako pri wtp53, ale intenzita signalu bola
vysSia pre wtp53, €o odzrkadl'uje vacsi pocet vytvorenych komplexov pri rovnakom pomere
molarnych koncentracii. Porovnanim vysledkov je mozné usudzovat lepSie vazbové vlastnosti
proteinu p53%273H pez ps3RI7TSH
p33RITSH
vazbove] domény. Kontaktné mutacie proteinu p5

, ¢o je pravdepodobne spdsobené typom mutécii. Protein
patri do skupiny konformacnych mutécii, ktoré skresl'uji spravne zlozenie DNA
3R2BH prejavili mensi inhibiény efekt
pri vytvarani véizieb k DNA.

Spravnost’ véazbovych vysledkov bola overend pomocou mikroskopie atomarnych sil.
Na AFM snimkach boli okrem protein-DNA komplexov zachytené aj charakteristické motivy
DNA. Pri vSetkych snimkach bolo mozné pozorovat vytvorené komplexy protein-DNA.
Pri mutp53 bolo mozné pozorovat’ vy§sie mnozstvo nenaviazanych proteinov nez pri wtp53.

K posudeniu transaktiva¢nych vlastnosti bola vyuzita analyza transaktivaéného potencialu.
Bolo potvrdené, ze kvasinkovy kmeit PUMA ma lepsie transaktiva¢né vlastnosti nez kmen
PUMA-KSHYV, z dévodu nepritomnosti G4 kvadruplexu v sekvencii PUMA [131]. Hodnoty
intenzity transaktivacie mutp53 napovedaju, ze mutp53 nie su schopny transaktivacie p5S3 RE.
Pri koexpresii mutp53 a wtp53 dochadzalo k pozorovatelnému poklesu intenzity transaktivacie
v porovnani s konStitutivnou expresiou samotného wtp53. Je mozné jednoznacne tvrdit,
ze mutp53 sa vyznaCuju inhibi€nym efektom samotného wtpS53. Mutpts v spojeni s G4
kvadruplex maju synergeticky efekt ovplyviiujuci transaktivaciu wtp53 V koepresii s p538?7*H
bol inhibi¢ny efekt 7,2krat vacsi pri kmeni PUMA-KSHYV. V koxpresii p53%7°" bol inhibi¢ny
efekt 7,7krat vacsi pri kmeni PUMA-KSHV.
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7 SKRATKY A SYMBOLY

AFM
AMK
AMP
APS
ATB
bp
CAM
CD
DNA
EDTA
EMSA
GOF
IDP
kb
kDa
LEU
mutp53
NC
PEG
PRD
RE
SDS
TAD
TEMED
TP
TRP
wtp53

Mikroskopia atomarnych sil
Aminokyselina

Ampicilin

Peroxodisiran amonny
Antibiotikum

Pary bazi

Chloramfenikol

Cirkularny dichroizmus
Deoxyribonukleova kyselina
Kyselina etyléndiamintetraoctova
Gélova retardacna analyza

Zisk novych proteinovych funkcii
Protein s narusenou vnutornou Struktarou
kilobazi

kilodalton

Leucin

Mutantny protein p53
Nitrocelul6za

Polyetylénglykol

Oblast’ bohata na prolin
Responzivny element
Dodecylsiran sodny
Transaktivatna doména

N, N, N, N-Tetrametyletyléndiamin
Transaktivacny potencial
Tryptofan

Povodny nemutovany protein p53
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