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ABSTRAKT 

V p r o m o t o r e c h lidských genů se vyskytují sekundární s t r u k t u r y D N A , j a k o j s o u například 
G - k v a d r u p l e x y . D y s f u n k c e těchto kvadruplexových s t r u k t u r b y l y pozorovány u několika 
případů nádorových onemocnění, a p r o t o j s o u t y t o s t r u k t u r y předmětem výzkumu p r o návrh 
nových protinádorových léčiv. P r o t e i n p 5 3 j e důležitým regulačním p r o t e i n e m v p r o c e s u řízení 
buněčného c y k l u a o p r a v y D N A . M u t a c e v g e n u kódující t e n t o p r o t e i n se objevují u více než 
5 0 % případů onkologických onemocnění. V této práci b y l zkoumán v l i v přírodních ligandů, 
vázající se n a G - k v a d r u p l e x y , n a v a z b u a a k t i v i t u p r o t e i n u p 5 3 . 

V teoretické části diplomové práce b y l a popsána s t r u k t u r a a vazebné v l a s t n o s t i p r o t e i n u p 5 3 , 
s t r u k t u r a a r o l e G-kvadruplexů a b y l y popsány vybrané G 4 - l i g a n d y vyskytující se v potravinách 
- k u r k u m i n , k v e r c e t i n , b e r b e r i n a k y s e l i n a ellagová. Cílem experimentální části této práce b y l o 
z j i s t i t v l i v těchto látek n a transaktivační a k t i v i t u p r o t e i n u p 5 3 in vivo n a základě j e j i c h i n t e r a k c e 
s G - k v a d r u p l e x y pomocí kvasinkových izogenních systémů. I n t e r a k c e m e z i vybranými G -
kvadruplexovými s t r u k t u r a m i a U g a n d y b y l a n e j p r v e ověřena in vitro pomocí T h T t e s t u 
a cirkulárního d i c h r o i s m u . 

KLÍČOVÁ SLOVA 
p r o t e i n p 5 3 , G - k v a d r u p l e x , G 4 - l i g a n d y , kvasinkový izogenní systém 

ABSTRACT 

S e c o n d a r y D N A s t r u c t u r e s , s u c h as G - q u a d r u p l e x e s , o c c u r i n t h e p r o m o t e r s o f h u m a n g e n e s . 
D y s f u n c t i o n s o f t h e s e q u a d r u p l e x s t r u c t u r e s h a v e b e e n o b s e r v e d i n s e v e r a l cases o f c a n c e r , 
a n d t h e r e f o r e t h e s e s t r u c t u r e s a r e t h e s u b j e c t o f r e s e a r c h f o r t h e d e s i g n o f n e w a n t i c a n c e r d r u g s . 
T h e p 5 3 p r o t e i n i s a n i m p o r t a n t r e g u l a t o r y p r o t e i n i n t h e p r o c e s s o f c e l l c y c l e c o n t r o l a n d D N A 
r e p a i r . M u t a t i o n s i n t h e g e n e e n c o d i n g t h i s p r o t e i n o c c u r i n m o r e t h a n 5 0 % o f c a n c e r ca se s . 
I n t h i s t h e s i s , t h e i n f l u e n c e o f n a t u r a l l i g a n d s b i n d i n g t o G - q u a d r u p l e x e s o n t h e b i n d i n g 
a n d a c t i v i t y o f t h e p 5 3 p r o t e i n w a s i n v e s t i g a t e d . 

T h e t h e o r e t i c a l p a r t o f t h e t h e s i s d e s c r i b e s t h e s t r u c t u r e a n d b i n d i n g p r o p e r t i e s o f p 5 3 
p r o t e i n , t h e s t r u c t u r e a n d r o l e o f G - q u a d r u p l e x e s a n d d e s c r i b e s s e l e c t e d G 4 - l i g a n d s o c c u r r i n g 
i n f o o d - c u r c u m i n , q u e r c e t i n , b e r b e r i n e a n d e l l a g i c a c i 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 t h e s i s w a s t o d e t e r m i n e 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 t h e t r a n s a c t i v a t i o n a c t i v i t y 
o f t h e p 5 3 p r o t e i n in vivo b a s e d o n t h e i r i n t e r a c t i o n w i t h G - q u a d r u p l e x e s u s i n g y e a s t i s o g e n i c 
s y s t e m s . T h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n s e l e c t e d G - q u a d r u p l e x s t r u c t u r e s a n d l i g a n d s w a s f i r s t 
v e r i f i e d in vitro u s i n g t h e T h T a s s a y a n d c i r c u l a r d i c h r o i s m . 

K E Y WORDS 
p 5 3 p r o t e i n , G - q u a d r u p l e x , G 4 - l i g a n d s , y e a s t i s o g e n i c s y s t e m 
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1 Ú V O D 

Buňky lidského těla j s o u neustále vystavovány řadě genotoxických útoků způsobujících 
poškození D N A . Chybná o p r a v a D N A p a k může mít z a následek různé m u t a c e n e b o 
chromozomální a b e r a c e , které m o h o u o v l i v n i t n e b o m o d i f i k o v a t f u n k c e nádorových 
supresorových proteinů n e b o onkogenů, a způsobit t a k r o z v o j nádorového onemocnění. Jedním 
z n e j studovanějších centrálních nádorových supresorů j e například p r o t e i n p 5 3 [ 1 ] . 

V posledních l e t e c h došlo k obrovskému p o k r o k u v o b l a s t i objasnění biochemických 
a biologických vlastností p r o t e i n u p 5 3 [ 2 ] . P r o t e i n p 5 3 zastává klíčovou regulační r o l i 
v buněčných odpovědích n a s t r e s a j e h o m u t a c e a p o r u c h y e x p r e s e patří m e z i n e j častější příčiny 
nádorových onemocnění [ 3 ] . J e h o i n t e r a k c e s D N A j e p r o správnou r e g u l a c i klíčová a j e 
s c h o p e n se vázat n a různé D N A s t r u k t u r y , včetně G-kvadruplexů ( G 4 ) [ 4 - 6 ] . P r o t o b y 
se odpovědi n a léčbu nádorových onemocnění m o h l y najít právě v e spojení m e z i G 4 , 
vyskytujících se v p r o m o t o r e c h genů a přispívajících k r e g u l a c i buněčných dějů, a p r o t e i n e m 
p 5 3 [ 6 ] . 

V dnešní době j s o u v různých fázích preklinického a klinického testování léčiva, která 
se vážou n a G 4 a dokáží j e s t a b i l i z o v a t . M o h o u být použita k i n h i b i c i prodlužování t e l o m e r , 
genové t r a n s k r i p c e či t r a n s l a c e u onkogenů. Stabilizování G 4 s t r u k t u r v e d e k apoptóze 
nádorových buněk [ 7 ] . 

Již více než 4 0 l e t slouží přírodní p r o d u k t y v b o j i p r o t i nádorovým onemocněním a hledání 
nových léků v o b l a s t i přírodních látek j e jedním z prioritních cílů protinádorové t e r a p i e . Děje 
se t a k kvůli rychlému r o z v o j i r e z i s t e n c e vůči chemoterapeutickým lékům, vysoké toxicitě 
chemoterapeutických látek i j e j i c h nežádoucím vedlejším účinkům. Hlavním z d r o j e m těchto 
úspěšných sloučenin j s o u m i k r o b y a r o s t l i n y , hlavně j e j i c h sekundární m e t a b o l i t y [ 8 ] . Přírodní 
látky j s o u b i o l o g i c k y aktivní a j s o u známé p r o své různé protinádorové, antioxidační 
i antibiotické účinky. M e z i přírodní sloučeniny, kterým se věnuje p o z o r n o s t p r o možné 
protinádorové účinky a s p o j i t o s t s G 4 , patří například k u r k u m i n , b e r b e r i n , k v e r c e t i n n e b o 
k y s e l i n a ellagová [ 9 ] . 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Protein p53 
P r o t e i n p 5 3 se řadí m e z i nádorové supresorové p r o t e i n y , který zastává n e n a h r a d i t e l n o u r o l i 

v p r o c e s e c h o p r a v y D N A [ 1 ] . Poprvé b y l popsán v r o c e 1 9 7 9 j a k o p r o t e i n , který se váže 
n a velký T - a n t i g e n opičího v i r u S V 4 0 [ 1 0 , 1 1 ] . J e aktivován v r e a k c i n a nesčetné množství 
stresových signálů, například při poškození buněk. V závislosti n a t y p u tkáně a r o z s a h u 
buněčného poškození spouští řadu procesů, které v e d o u buď k opravě/přežití buněk n e b o 
n a o p a k k programované buněčné s m r t i - apoptóze [ 1 1 ] . S p o l u s p r o t e i n e m p 2 1 j s o u 
považovány z a klíčové regulátory buněčného c y k l u a buněčné s e n e s c e n c e [ 1 2 ] . 

Nádorová onemocnění patří m e z i j e d n u z n e j častější příčin úmrtí n a světě a více než 5 0 % 
případů nádorových onemocnění j e způsobeno mutovaným p r o t e i n e m p 5 3 [ 1 3 ] . Právě díky této 
zásadní f u n k c i při udržování genetické s t a b i l i t y získal přezdívku „strážce g e n o m u " [ 1 4 ] . 

2.1.1 Struktura proteinu p53 

Lidský g e n TP53, kódující p r o t e i n p 5 3 , o b s a h u j e 1 1 exonů a 1 0 intronů a j e lokalizován 
n a krátkém raménku c h r o m o z o m u 1 7 . J e t o f o s f o p r o t e i n o molekulové h m o t n o s t i 5 3 k D a [ 3 ] . 
S p o l u s p r o t e i n y p 6 3 a p 7 3 patří d o r o d i n y p 5 3 [ 1 1 ] . Skládá se z 3 9 3 a m i n o k y s e l i n a s e d m i 
funkčních domén, přičemž každá z n i c h zajišťuje j i n o u f u n k c i [ 3 ] . Obecně l z e říct, že s t r u k t u r a 
p r o t e i n u p 5 3 sestává z N-terminální domény, zodpovědné z a transkripční t r a n s a k t i v a c i , 
centrální domény, která j e zodpovědná z a s p e c i f i c k o u v a z b u n a D N A , a C-terminální domény 
[ 1 5 ] . 

N-terminální doménu tvoří dvě homologní transaktivační domény, které j s o u nezbytné 
k i n d u k c i odlišné p o d s k u p i n y cílových genů p 5 3 [ 1 3 , 1 4 ] . Transaktivační domény 
zprostředkovávají transkripční a k t i v i t u , m o h o u r e g u l o v a t t r a n s k r i p c i některých společných 
genů, a l e také m o h o u působit nezávisle n a sobě. N a N - k o n c i s e také nachází vazebné místo 
p r o u b i k v i t i n ligázu a M D M 2 [ 1 6 ] , přičemž p r o c e s r e g u l a c e z a h r n u j e v a z b u p r o t e i n u M D M 2 
n a transaktivační doménu p 5 3 , p o které následuje u b i k v i t i n a c e a zpětnovazebná r e g u l a c e [ 1 3 ] . 
Strukturním h o m o l o g e m M D M 2 j e regulační p r o t e i n M D M 4 , který nezpůsobuje d e g r a d a c i 
p r o t e i n u , a l e zřejmě ovlivňuje transkativační potenciál p r o t e i n u [ 1 7 ] . Z a transaktivační 
doménou následuje doména bohatá n a p r o l i n , která se podílí n a potlačení růstu a buněčné s m r t i 
zprostředkovanou p 5 3 [ 1 6 ] . Dále p r o t e i n p 5 3 sestává z domény vázající D N A a C-terminální 
domény složené z domény oligomerizační a negativní regulační domény [ 1 3 , 1 4 ] . 
Oligomerizační doménaje zodpovědná z a t e t r a m e r i z a c i , kteráje nezbytná p r o a k t i v i t u p 5 3 [ 1 8 ] , 
regulační doména se podílí n a negativní r e g u l a c i centrální vazebné domény D N A [ 1 9 ] . P 5 3 
podléhá několika posttranslačním modifikacím, j a k o j e například a c e t y l a c e , f o s f o r y l a c e (např. 
S E R 1 5 ) n e b o u b i k v i t i n a c e [ 1 3 ] . Schématickou s t r u k t u r u p r o t e i n u znázorňuje Obrázek 1 . 

Lidský g e n TP53 může kódovat 1 2 různých i z o f o r e m , které se tvoří prostřednictvím 
alternativní i n i c i a c e t r a n s l a c e , využitím alternativního p r o m o t o r u a alternativního sestřihu [ 1 1 , 
1 3 ] . J a k o první b y l a o b j e v e n a i z o f o r m a p 5 3 a , která má p l n o u délku 3 9 3 a m i n o k y s e l i n [ 1 4 , 2 0 ] . 
G e n TP53 kóduje dalších 1 1 i z o f o r e m (například p 5 3 p , p 5 3 y , A 4 0 p 5 3 a a t d . ) , které se liší 
o d kompletního p 5 3 v e svých N - n e b o C-terminálních o b l a s t e c h , většina s i udržuje centrální 
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doménu vázající D N A [ 1 6 ] . J s o u exprimovány v normálních lidských tkáních, abnormálně j s o u 
exprimovány v široké škále typů onkologických onemocnění [ 2 0 ] . 

1-50 6 3 - 9 2 1 0 0 - 3 0 0 3 2 3 - 3 5 S 3 6 3 - 3 9 3 

Obrázek 1 : Schématické znázornění domén p r o t e i n u p 5 3 . Skládá se ze tří základních domén s odlišnou 
funkcí. Polypeptidový řetězec j e orientovaný o d N-terminálního k o n c e k C - k o n c i , číselné h o d n o t y 

znázorňují aminokyselinové z b y t k y [ 1 5 ] . 

M n o h o mutací g e n u TP53 může mít onkogenní účinek [ 1 3 , 2 1 ] . A s i 5 % mutací TP53 b y l o 
detekováno v regulačních doménách, zatímco většina mutací ( 9 5 % ) b y l a u nádorů detekována 
v centrální o b l a s t i , která j e zodpovědná z a sekvenčně s p e c i f i c k o u v a z b u k D N A - nejčastěji 
se jedná o m u t a c e u aminokyselinových zbytků 1 0 2 - 2 9 2 . N a rozdíl o d jiných nádorových 
supresorových genů j e více než 8 5 % mutací TP53 způsobeno substitucí jedné a m i n o k y s e l i n y 
[ 1 3 ] . K i n a k t i v a c i p r o t e i n u p 5 3 u nádorového onemocnění nemusí dojít p o u z e přímou mutací 
n e b o delecí, a l e také narušením kterékoli z d r a h , které regulují p r o t e i n p 5 3 [ 1 1 ] . 

P r o t e i n p 5 3 j e p r o d u k t e m g e n u TP53, nejčastěji mutovaného (inaktivovaného) g e n u 
u lidských nádorů, k d y z a d e a k t i v a c i j s o u odpovědné d v a hlavní m e c h a n i s m y . J e t o m u t a c e 
g e n u TP53 a negativní r e g u l a c e „wild-type" ( w t ) proteinového p r o d u k t u p o i n t e r a k c i 
s regulačními p r o t e i n y , j a k o j s o u M D M 2 n e b o M D M 4 [ 1 6 , 2 2 ] . 

2.1.2 Funkce proteinu p53 

P r o t e i n p 5 3 se uplatňuje při opravě D N A , m e t a b o l i s m u , m y o g e n e z i , o n t o g e n e z i , stárnutí 
buněk a r e g u l u j e buněčný c y k l u s ( a t o hlavně j e h o zástavu v e fázi G l ) . Tím brání množení 
poškozených buněk, které b y m o h l o vést k e v z n i k u onkologického onemocnění [ 2 3 , 2 4 ] . 
P r o t e i n p 5 3 j e transkripční f a k t o r , který se váže n a specifická místa v D N A a i n d u k u j e e x p r e s i 
genů zapojených d o výše zmíněných procesů, včetně navození apoptózy buněk [ 1 6 ] . 

J e d n o u z rolí p r o t e i n u p 5 3 j e m o n i t o r o v a t buněčný s t r e s a p o d l e potřeby i n d u k o v a t apoptózu 
[ 3 ] . P r o g r e s e zdravého buněčného c y k l u j e řízena cyklin-dependentními kinázami ( C D K ) , 
C D K - cyklinovými k o m p l e x y a signalizací p 5 3 a p 2 1 [ 1 , 2 5 , 2 6 ] . P r o c e s buněčného c y k l u j e 
při poškození D N A přerušen n a specifických hranicích - kontrolních b o d e c h buněčného c y k l u 
[ 2 6 ] . T o se uskutečňuje v buňkách, k d e s t r e s o r y generují vážné a neodvratné poškození, 
k d e p r o t e i n p 5 3 může i n i c i o v a t apoptózu, a tím e l i m i n o v a t poškozené buňky [ 3 ] . 
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Poškození D N A p o d p o r u j e f o s f o r y l a c i p r o t e i n u p 5 3 a b l o k u j e d e g r a d a c i zprostředkovanou 
M D M 2 [ 2 5 ] . M e z i p r o d u k t y apoptotických genů, které j s o u indukovány p 5 3 , patří například 
BAX, Fas/CD95 n e b o PIG3 a j s o u v e l m i úzce s p o j e n y s funkcí p 5 3 . J a k o první p 5 3 - r e g u l ováný 
proapoptický člen r o d i n y B c l - 2 b y l identifikován g e n BAX, v němž b y l y jednoznačně 
identifikovány p r v k y odpovědi p r o p r o t e i n p 5 3 [ 3 ] . Kontrolní b o d G l / S v důsledku své 
závislosti n a p 5 3 často bývá z t r a c e n v nádorových buňkách, což vysvětluje v y s o k o u úroveň 
j e j i c h genomové n e s t a b i l i t y [ 2 6 ] . 

2.2 Sekundární struktury DNA 

S t r u k t u r a D N A j e známa o d r o k u 1 9 5 3 , k d y b y l a popsána W a t s o n e m a C r i c k e m j a k o 
pravotočivá dvoušroubovice, t z v . B - D N A [ 2 7 ] . D N A se a l e může v y s k y t o v a t i v několika 
dalších alternativních konformacích lišících se o d klasické kanonické s t r u k t u r y D N A , které j s o u 
založené n a konkrétních sekvenčních m o t i v e c h a interakcích s různými p r o t e i n y . Původně b y l y 
t y t o i n t e r - a intramolekulární sekundární s t r u k t u r y charakterizovány in vitro pomocí 
biofyzikálních t e c h n i k (např. cirkulární d i c h r o i s m u s - C D ) [ 2 8 , 2 9 ] . T y t o lokální s t r u k t u r y 
D N A j s o u však běžnou součástí genomů u všech organismů a uplatňují se při r e g u l a c i různých 
biologických funkcí [ 3 0 , 3 1 ] . 

2.2.1 Vazebná aktivita proteinu p53 k DNA a jejím sekundárním strukturám 

V a z b a p r o t e i n u p 5 3 n a D N A j e základním předpokladem p r o j e h o transkripčně-regulační 
a k t i v i t u [ 2 3 ] . P 5 3 působí j a k o transkripční f a k t o r p r o více než 6 0 svých cílových genů, např. 
TSP-1, CDKN1A n e b o BAX [ 3 2 , 3 3 ] . J e h o f u n k c i zajišťuje především j e h o i n t e r a k c e s D N A 
n e b o jinými p r o t e i n y - dalšími transkripčními f a k t o r y , např. p 2 1 n e b o g e n E2F7. J e součástí 
rozsáhlé transkripční sítě, která k o o r d i n u j e r e a k c e n a intracelulární i extracelulární napětí 
a poškození [ 1 4 , 3 3 ] . K r e g u l a c i genové e x p r e s e využívá transkripční f a k t o r p 5 3 přímou v a z b u 
n a D N A R E ( R E - responzivní e l e m e n t - " p r v e k odpovědi"), který j e tvořen dvěma 
degenerovanými dekámerními s e k v e n c e m i , které odděluje variabilní mezerník [ 2 2 ] . 

V e srovnání s dalšími transkripčními f a k t o r y , p r o t e i n p 5 3 nečili p o u z e n a j e d n u konkrétní 
konsenzuální s e k v e n c i D N A , a l e j e s c h o p e n vázat různé D N A s e k v e n c e a sekundární s t r u k t u r y 
[ 2 3 , 2 8 ] . M n o h o z těchto lokálních D N A s t r u k t u r b y l o evolučně uchováno a j e j i c h e x i s t e n c e j e 
zásadní v r e g u l a c i důležitých biologických procesů [ 2 3 , 2 8 , 3 4 , 3 5 ] . M e z i t y t o „alternativní" 
s t r u k t u r y D N A patří křížové s t r u k t u r y , T-smyčka, levotočivá D N A ( Z - D N A ) , t r i p l e x y n e b o G 4 
[ 2 3 ] . Vybrané sekundární s t r u k t u r y D N A znázorňuje Obrázek 2 . P o d l e m n o h a 
bioinformatických analýz není umístění těchto s t r u k t u r v g e n o m u náhodné [ 2 3 ] . Vyskytují 
se například v replikačních počátcích (křížové s t r u k t u r y ) , o b l a s t e c h promotorů [ 2 3 ] (křížové 
s t r u k t u r y / t r i p l e x y / G 4 ) , i n t r o n e c h ( t r i p l e x y ) n e b o telomerách ( G 4 ) [ 2 3 , 3 6 - 3 9 ] . 
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Obrázek 2 : Vybrané lokální s t r u k t u r y D N A : A . Krížová s t r u k t u r a se smyčkami, B . Triplexová D N A , 
C . G - k v a d r u p l e x , D . T-smyčka [ 3 0 ] . 

2 . 2 . 2 Křížová struktura 

Negativní nadšroubovicové vinutí může v y v o l a t v z n i k čtyřramenné křížové sekundární 
s t r u k t u r y , t z v . k r u c i f o r m y , která se podobá Hollidayově přechodu [ 2 8 , 3 1 ] . Její s t r u k t u r u 
znázorňuje Obrázek 2A.Vytvoření křížové s t r u k t u r y souvisí se sekvencí D N A a přítomností 
invertovaných r e p e t i c v s e k v e n c i D N A [ 3 0 , 4 0 ] . Křížové s t r u k t u r y se vyskytují v blízkosti 
replikačních počátků, v o b l a s t i zlomů a promotorů [ 2 8 , 4 1 , 4 2 ] . K r u c i f o r m y j s o u s c h o p n y 
ovlivňovat nadšroubovicové vinutí D N A , umístění nukleozomů in vivo a v neposlední řadě 
t v o r b u i s t a b i l i z a c i dalších sekundárních s t r u k t u r D N A [ 3 0 , 4 3 ] . 

2 .2 .3 Triplexová DNA 

Nekanonická D N A j e charakteristická přítomností Hoogsteenových v a z e b m e z i vodíkovými 
můstky, které m e z i s e b o u párují nekomplementární báze n e b o i báze komplementární, 
a l e v j iných polohách než j s o u v a z b y kanonické [ 4 4 ] . Triplexová D N A představuje 
n e k a n o n i c k o u D N A , která se skládá z e 3 řetězců D N A , k d y se uplatňuje j a k W a t s o n - C r i c k o v o , 
t a k H o o g s t e e n o v o párování bází [ 3 0 , 4 5 ] . H o o g s t e e n o v y vodíkové v a z b y u jednovláknové 
D N A se tvoří v e velkém žlábku dvouvláknové B - D N A bohaté n a p u r i n y [ 2 8 , 4 6 ] . S c h e m a t i c k y 
s t r u k t u r u p o p i s u j e Obrázek 2 B . P o k u d j e třetí vlákno antiparalelní k d u p l e x u D N A , p a k se t y t o 
t r i p l e x y tvoří při fyziologickém p H a j s o u stabilizovány negativním nadšroubovicovým vinutím 
[ 2 8 , 4 6 ] . S e k v e n c e tvořící t r i p l e x y j s o u běžné u g e n o m u e u k a r y o t , vzácnější u p r o k a r y o t [ 2 8 , 
4 7 ] . U savců j s o u triplexové m o t i v y navíc častěji v i n t r o n e c h řady esenciálních genů, včetně 
těch podílejících se n a vývoji a buněčné s i g n a l i z a c i [ 2 8 , 4 8 ] . Předpokládá se , že t r i p l e x y m o h o u 
i n d u k o v a t g e n o m o v o u n e s t a b i l i t u t a k , že způsobují dvouvláknové z l o m y , které m o h o u vést 
k různým translokacím [ 2 8 , 4 9 ] . 

2.2 .4 T-smyčka 

K o n c e lineární chromozomální D N A j s o u tvořeny specifickými ochrannými s t r u k t u r a m i -
t e l o m e r a m i [ 2 3 , 5 0 ] . T e l o m e r y sestávají z telomerické D N A a proteinů vázající t e l o m e r y . 
Telomerní r e p e t i c e j s o u bohaté n a g u a n i n a m o h o u tvořit alternativní sekundární s t r u k t u r u , 
jmenovitě právě G 4 [ 5 1 ] . J e j i c h hlavním úkolem j e chránit k o n c e chromozomů před degradací, 
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rekombinací, fúzí a před rozpoznávacími m e c h a n i s m y , které b y označily k o n c e z a poškozenou 
D N A . Dále umožňují přístup e n z y m u telomeráze, která zajišťuje připojování telomerických 
r e p e t i c . T e n t o p r o c e s zajišťuje udržovatelnost délek t e l o m e r [ 5 2 ] . S t r u k t u r a t e l o m e r j e 
zachována téměř u všech eukaryotních organismů, k d y u t e l o m e r savců se v y s k y t u j e t z v . T -
smyčky (Obrázek 2 D ) [ 2 3 , 5 0 , 5 2 ] . P r o vytvoření T-smyčky j e vyžadována přítomnost p r o t e i n u 
T R F 2 , telomerní spojení tvořené z 3 ' jednořetězcového přesahu a r e p e t i c T T A G G G 
ohraničujících dvouřetězcovou telomerní část [ 3 0 , 5 3 ] . Telomerní smyčky j s o u pravděpodobně 
m e c h a n i s m e m p r o o c h r a n u konců lineárních chromozomů před degradací [ 3 0 ] . 

2.2.5 G-kvadruplexy 

Současný výzkum zdůrazňuje v l i v a význam G-kvadruplexů u v a z b y a a k t i v i t y 
transkripčních faktorů, j a k o j e p r o t e i n p 5 3 [ 2 3 ] . D y s f u n k c e G 4 s t r u k t u r b y l y pozorovány 
u neurodegenerativních onemocnění a nádorového onemocnění p r s u a j s o u t a k potenciálními 
cíli p r o t e r a p i e cílené n a D N A , zejména při návrhu protinádorových léků [ 5 4 ] . 

G 4 j s o u čtyřvláknové, sekundární s t r u k t u r y D N A , které se tvoří v o b l a s t e c h bohatých 
n a g u a n i n . Základními m o t i v y G 4 j s o u d v a n e b o více G-kvartetů, které se vytváří 
prostřednictvím vlastní a s o c i a c e čtyř guaninů z a v z n i k u skládaných tetrádových s t r u k t u r 
spojených jednovláknovou D N A smyčkou [ 5 1 , 5 5 , 5 6 ] . J s o u udržovány Hoogsteenovými 
vodíkovými v a z b a m i a j e j i c h t v o r b a j e podporována přítomností monovalentních kovových 
kationtů, především K + a N a + , j a k znázorňuje Obrázek 3 [ 5 7 ] . J s o u evolučně konzervované 
a stabilní z a fyziologických podmínek. G - k v a d r u p l e x y se vyskytují v g e n o m u přibližně j e d n o u 
z a 1 0 k b a podílejí se n a několika základních buněčných p r o c e s e c h , j a k o j e genová t r a n s k r i p c e , 
r e p l i k a c e D N A , t r a n s l a c e , genomová n e s t a b i l i t a , epigenetická r e g u l a c e n e b o prodlužování 
a udržování t e l o m e r [ 5 4 , 5 8 ] . 

G-kvartet 
G-kvadruplex 

Obrázek 3 : G 4 s t r u k t u r a . Čtyři g u a n i n y vytvářejí G - k v a r t e t prostřednictvím Hoogsteenových 
vodíkových v a z e b . D v a , tři n e b o více G-kvartetů se skládá z a v z n i k u G-kvadruplexového 

m o t i v u . Monovalentní k a t i o n t y ( N a + n e b o K + ) v centrálním kanálu G - k v a r t e t u stabilizují j e h o 
s t r u k t u r u . Řetězec D N A j e orientovaný o d 5 ' k 3 k o n c i [ 5 5 ] . 

G 4 s t r u k t u r y se m o h o u vytvářet j a k o intramolekulární, v rámci j e d n o h o řetězce D N A , n e b o 
j a k o intermolekulární, m e z i více řetězci D N A [ 5 5 , 5 9 ] . D l e o r i e n t a c e řetězců nukleových 
k y s e l i n během skládání se dělí d o různých konformací - paralelních, antiparalelních 
a hybridních (Obrázek 4 ) , v závislosti n a délce své smyčky a složení s e k v e n c e [ 6 0 , 6 1 ] . L z e 
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říct, že s t a b i l i t a a k o n f i g u r a c e G-kvadruplexů souvisí s délkou a složením s e k v e n c e tvořící daný 
G 4 , s počtem řetězců D N A a v neposlední řadě s t y p e m vazebných kationtů [ 5 5 ] . 

Paralelní Antiparalelní Hybridní 

Obrázek 4 : Možné k o n f o r m a c e G-kvadruplexů: A . Paralelní, B . Antiparalelní, C . Hybridní t y p [ 6 2 ] . 

Zpočátku se G4rvadruplexům věnovala p o z o r n o s t hlavně p r o j e j i c h spojení s t e l o m e r a m i 
a telomerázou, k d e se m o h o u G 4 s t r u k t u r y vytvářet v telomerických repeticích bohatých 
n a g u a n i n [ 5 1 ] . Nedávný výzkum prokázal význam G 4 v různých buněčných p r o c e s e c h a j e j i c h 
regulační f u n k c i , včetně interakcí s transkripčními f a k t o r y [ 2 3 ] . U savců j e genomová 
d i s t r i b u c e G 4 specifická p r o specifické genomové o b l a s t i j a k o j s o u t e l o m e r y , genové 
p r o m o t o r y , vazebná místa transkripčních faktorů a místa s dvouvláknovými z l o m y D N A , j a k 
j e znázorňuje Obrázek 5 [ 5 4 , 6 3 - 6 5 ] . 

DNA 
pol 

DNA "O*-
pol 

o o c 

JQ>OOOCK D N A z l o m y 

Telomeráza 

Br Br Iw 
3 konec t e l o m e r y 

Obrázek 5: A . P o k u d helikáza není přítomna, G 4 způsobí zastavení D N A polymerázy, a t o může vést 
k j e d n o vlákno vým/dvouvláknovým zlomům D N A . B . N a 3 ' k o n c i chromozomů G 4 interferují 
s telomerázou a ovlivňují t a k prodlužování a udržování t e l o m e r . C . P r o m o t o r obsahující G 4 i n t e r f e r u j e 
s transkripčním f a k t o r e m a a k t i v i t o u R N A polymerázy. T o může změnit g e n o v o u e x p r e s i natranskripční 
úrovni, z komplementárního řetězce se m o h o u tvořit další nekanonické s t r u k t u r y nukleové k y s e l i n y , 
např. i - m o t i v y . D . T v o r b a G 4 v m R N A může i n h i b o v a t rozpoznávání ribozomů, měnit sestřih n e b o 
l o k a l i z a c i m R N A a tím r e g u l o v a t g e n o v o u e x p r e s i [ 6 2 ] . 
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B y l o ukázáno, že 4 2 , 7 % promotorů lidských genů o b s a h u j e j e d e n n e b o více G 4 motivů [ 2 2 , 
5 8 ] . Nejlépe studovaný G 4 v o b l a s t i p r o m o t o r u b y l o b j e v e n v nukleázovém hypersenzitivním 
p r v k u l i l i ( N H E l i l i ) p r o t o o n k o g e n u c-myc. N H E l i l i se nachází směrem k 5 ' k o n c i D N A 
o d p r o m o t o r u 1 , a j e zodpovědný z a většinu r e g u l a c e t r a n s k r i p c e g e n u [ 5 , 5 5 , 6 6 , 6 7 ] . B y l o 
prokázáno, že s e k v e n c e bohaté n a g u a n i n v této o b l a s t i tvoří paralelní G 4 [ 5 5 , 6 8 ] . Poté b y l 
p o t v r z e n výskyt G-kvadruplexů i v dalších promotorových o b l a s t e c h , j a k o j s o u např. 
p r o t o o n k o g e n y VEGF, bcl-2 n e b o HIF-1A. T v o r b a G4rvadruplexů v těchto promotorových 
o b l a s t e c h brání interakcím m e z i D N A a jejími transkripčními f a k t o r y , které regulují t r a n s k r i p c i 
[ 5 5 ] . 

Regulační dráhy zprostředkované G 4 mají n a buňky různé biologické aktivační i inhibiční 
účinky uplatňující se při r e p l i k a c i D N A , t r a n s k r i p c i a t r a n s l a c i R N A [ 5 1 ] . Příkladem l z e uvést 
r e g u l a c i opět u o n k o g e n u c-myc u e l e m e n t u N H E l i l i , k d e se předpokládá, že G 4 m o t i v y hrají 
dvojí r o l i [ 5 1 , 6 9 , 7 0 ] . G 4 fungují j a k o vazebná místa p r o proteinové f a k t o r y , j a k o j e například 
p r o t e i n C N B P n e b o N M 2 3 - H 2 [ 5 1 , 7 1 , 7 2 ] . V a z b a těchto proteinů umožní přístup dalších 
transkripčních faktorů, které m o h o u a k t i v o v a t t r a n s k r i p c i . T e n t o p r o c e s souvisí se 
strukturálními změnami v transkripčních o b l a s t e c h . V a z b a p r o t e i n u j e často s p o j e n a 
s rozvíjením G 4 , protože m n o h d y samotné p r o t e i n y m o h o u r o z v i n o u t s t r u k t u r y G 4 n e b o m o h o u 
tvořit sítě se s h o d n o u funkcí. N a p r o t i t o m u nadměrná t v o r b a G 4 může i n h i b o v a t a k t i v i t u c-myc, 
k d y sekundární s t r u k t u r y působí j a k o překážky, které zabraňují vazbě transkripčních faktorů 
s výslednou inaktivací g e n u [ 5 1 , 6 9 , 7 0 ] . T e n t o m e c h a n i s m u s b y l popsán v e s t u d i i z r o k u 2 0 0 9 , 
k d e prostřednictvím s t a b i l i z a c e G 4 docházelo k i n h i b i c i e x p r e s e c- my c n u k l e o l i n e m [ 5 1 , 6 9 ] . 
Preferenční v a z b a p r o t e i n u p 5 3 n a jednovláknovou D N A b y l a jednoznačně prokázána 
a v návaznosti n a t o b y l a popsána i a f i n i t a p 5 3 n a lokální s t r u k t u r y D N A přítomné j a k o n o n - B 
D N A , t e d y „nedvouvláknová" D N A [ 2 3 , 7 3 ] . T o p o l o g i e D N A značně přispívá k r e g u l a c i 
a f i n i t y a s p e c i f i c i t y p r o t e i n u p 5 3 k D N A . Obecně j e možné říct, že se p r o t e i n p 5 3 , j a k o 
transkripční f a k t o r , váže n a různé s t r u k t u r y D N A stabilizované topologickým s t r e s e m , j a k o j s o u 
například i s e k v e n c e tvořící G 4 [ 2 2 ] . C-terminální doména p r o t e i n u p 5 3 j e nezbytná p r o j e h o 
účinnou a strukturně selektivní v a z b u n a D N A . P r o t o se předpokládá, že j e důležitější p r o v a z b u 
G 4 n a D N A v porovnání s centrální doménou p r o t e i n u p 5 3 [ 2 3 ] . 
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Struktura lidského proteinu p 5 3 
Sekundární 

s t r u k t u r a Primární s t r u k t u r a 
(polypeptidový 

řetězec) 

Protein p53 - sekvenční forma 
Transkripční Doména Tetramerizační 

doména vázající D N A doména 

Doména vázající 
D N A 

© 2 0 1 4 E n c y c l o p a e d i a B r i t a n n i c a , I n c . 
1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 
Aminokyselinová s e k v e n c e 

300 3MT 4 0 0 

Obrázek 6 : V a z b a p r o t e i n u p 5 3 k lidské D N A . P r o t e i n p 5 3 j e zde v y o b r a z e n v e své sekvenční formě 
s čísly aminokyselinových zbytků. Dále j e vidět j e h o primární, sekundární a terciární s t r u k t u r a . A t o m 

z i n k u pochází z centrální domény p r o t e i n u p 5 3 [ 7 4 ] . 

V a z b u p r o t e i n u p 5 3 n a l i d s k o u D N A znázorňuje Obrázek 6 . V a z b a p 5 3 n a D N A ovlivňuje 
t r a n s k r i p c i z regulačních oblastí bohatých n a g u a n i n . Mutantní p r o t e i n y p 5 3 dokáží 
m o d i f i k o v a t úroveň t r a n s k r i p c e díky interakcím s intronickými a intergenovými s e k v e n c e m i , 
které mají p r e d i s p o z i c e k tvorbě n o n - B D N A s t r u k t u r . B y l y p r o v e d e n y s t u d i e , které ukázaly 
s c h o p n o s t p 5 3 rozpoznávat G 4 D N A in vivo [ 2 3 ] . P r o t e i n p 5 3 dokáže s t a b i l i z o v a t G 4 , nicméně 
t a t o i n t e r a k c e může být stejně t a k zprostředkována interakcí s dalšími G4-rozpoznávajícími 
transkripční f a k t o r y , j a k o j e E T S 1 n e b o S P I [ 7 5 - 7 7 ] . U p r o m o t o r u c-myc b y l a u j e h o G 4 
s e k v e n c e prokázána i n t e r a k c e s p r o t e i n e m p 5 3 , t a t o i n t e r a k c e i n h i b o v a l a t r a n s k r i p c i in vitro 
a u lidských buněčných linií [ 2 3 , 7 8 ] . Cílení n a jedinečnou G 4 s t r u k t u r u b y l o p r o t o navrženo 
j a k o slibný nástroj p r o léčbu různých onemocnění, včetně některých onkologických 
onemocnění [ 5 4 , 6 2 ] . 

2.3 G4-ligandy 
Využití regulačních funkcí G 4 , pomocí chemických a biologických nástrojů, b y m o h l o být 

úspěšnou c e s t o u k r e g u l a c i důležitých buněčných procesů [ 5 1 , 5 7 ] . Z a s l i b n o u s t r a t e g i i p r o 
vývoj nových protinádorových i antivirových léčiv j e považována i d e n t i f i k a c e malých 
organických m o l e k u l schopných selektivně se vázat a s t a b i l i z o v a t G 4 , t z v . G4-ligandů [ 5 7 , 7 9 ] . 
Vysoký konformační p o l y m o r f i s m u s G 4 zvyšuje počet možných způsobů v a z b y G4-ligandů, 
což j e hlavní výzvou p r o současnou výzkumnou činnost [ 5 1 , 5 7 ] . N a v z d o r y komplikacím 
spojených s léčbou, j e d n a z nejznámějších aktivních sloučenin zacílená n a G 4 , t z v . q u a r f l o x i n , 
dosáhla n a klinické úrovni velkého úspěchu a i n s p i r o v a l a t a k k výzkumu nových G4-ligandů 
[ 5 1 , 8 0 ] . Využití G4-ligandů g r a f i c k y znázorňuje Obrázek 7 . 

15 



Možné využití G4-ligandů 

Cílené G4-ligandy 

Inhibice tumoru G 4 D N A / R N A 
Identifikace G 4 v 
živých bunkách 

Obrázek 7: Potenciální využití G4-ligandů, k d y j e možné cílit n a konkrétní G 4 s e k v e n c e a i n h i b o v a t 
t a k v z n i k nádoru. Také t a k m o h o u být identifikovány G 4 v živých buňkách [ 5 1 ] . 

G 4 - l i g a n d y m o h o u být přesně zacíleny n a různé G 4 v různých částech D N A sekvencí a 
s p e c i f i c k y r e g u l o v a t konkrétní buněčné děje. M o h o u být mířeny například n a G 4 
v telomerických repeticích s d o p a d e m n a i n h i b i c i telomerázy, v genových p r o m o t o r e c h 
s d o p a d e m n a r e g u l a c i t r a n s k r i p c e n e b o se objevují v sekvencích R N A s d o p a d e m n a g e n o v o u 
e x p r e s i [ 5 1 ] . 

T v o r b a , p r o l i f e r a c e i m i g r a c e nádorů má komplikované regulační m e c h a n i s m y , během 
kterých j s o u hlavními kritickými f a k t o r y p o r u c h y r e g u l a c e genové e x p r e s e . B y l o prokázáno, že 
G 4 j s o u z a p o j e n y d o i n h i b i c e a k t i v i t y telomerázy a m o h o u t a k způsobit zkrácení t e l o m e r [ 5 1 , 
8 1 ] . U nádorových buněk, s nežádoucí nadměrnou expresí telomerázy, b y l a protinádorová 
s t r a t e g i e indikována stabilizací telomerních G 4 pomocí G44igandů. Stabilizované telomerické 
G 4 m o t i v y učiní telomerické k o n c e nevhodné p r o v a z b u telomerázy, což v e d e k j e j i i n h i b i c i 
[ 5 1 ] . Blokované s t r u k t u r y G 4 uvolňují k o m p l e x proteinů, t z v . shelterinů z o b l a s t i t e l o m e r , což 
v e d e k a b s e n c i o c h r a n y t e l o m e r před degradačními m e c h a n i s m y [ 5 1 , 8 2 , 8 3 ] . Všechny t y t o 
účinky podporují d y s f u n k c i t e l o m e r v nádorových buňkách a m o h o u vést k j e j i c h apoptóze. 
T a t o c e s t a se s t a l a slibným směrem p r o vývoj protinádorové t e r a p i e a b y l a v y v i n u t a řada G 4 -
ligandů - příkladem l z e uvést t e l o m e s t a t i n , T M P y P 4 , P h e n - D C , P D S n e b o B R A C O - 1 9 , j e j i c h 
chemické v z o r c e v i z Obrázek 8 [ 5 1 ] . Dalším potvrzeným l i g a n d e m j e N - m e t h y l m e s o p o r f y r i n 
I X , který prokazatelně s t a b i l i z u j e G 4 . Dokáže t a k zesílit i n t e r a k c i p r o t e i n u p 5 3 s tímto G 4 
vytvářeným v lidských telomerických repeticích [ 2 3 , 7 8 ] . 

C X - 3 5 4 3 C X - 5 4 6 1 B R A C O - 1 9 

Obrázek 8: Chemické v z o r c e vybraných G44igandů [ 5 5 ] . 
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Kromě i n h i b i c e telomerázy a r e g u l a c e t v o r b y G 4 související s dysfunkcí t e l o m e r j e cílení n a 
G 4 m o t i v y v genových p r o m o t o r e c h dalším regulačním m e c h a n i s m e m zprostředkovaným G 4 . 
G 4 m o t i v y v promotorových o b l a s t e c h j s o u úzce s p o j e n y s transkripcí. J e j i c h t v o r b a z d e 
m n o h d y znamená zvýšení její h l a d i n y , a t o odpovídá některým případům a k t i v a c e o n k o g e n u . 
G 4 v o b l a s t e c h p r o m o t o r u o n k o g e n u j s o u dalším důležitým cílem p r o protinádorová léčiva, 
protože r e g u l a c e t v o r b y G 4 prostřednictvím G4-ligandů b y m o h l a mít d o p a d n a g e n o v o u 
t r a n s k r i p c i a t r a n s l a c i v nádorových buněk. B y l o navrženo několik účinných G4-ligandů j a k o 
j s o u například deriváty i s a i n d i g o t o n u [ 5 1 ] . 

Velká část G4-ligandů má společné definované strukturní r y s y , j a k o j e rozšířené aromatické 
jádro, které upřednostňuje 7 1 - 7 1 i n t e r a k c e n a terminálni c h G - k v a r t e t e c h , a jeden/více flexibilních 
postranních řetězců [ 6 2 ] . Obecně některé navržené U g a n d y obsahují hlavní s t r u k t u r u 
s planárním aromatickým jádrem j a k o j e a n t h r a c e n , f e n a n t h r o l i n n e b o n a f t a l e n [ 5 1 ] . Většina 
G4-ligandů n e s e j e d e n n e b o více kladných nábojů, které m o h o u být důležité p r o elektrostatické 
i n t e r a k c e se záporně n a b i t o u páteří D N A / R N A , někdy i z a c e n u s e l e k t i v i t y [ 6 2 ] . 

Velké množství G4-ligandů však působí n a více G 4 . Mají s i c e větší s k l o n vázat se k e 
konkrétním cílům, avšak stále se částečně vážou i n a jiné než cílené G 4 . Dosáhnout úplné 
s e l e k t i v i t y j e obtížné kvůli již zmíněné konformační p o d o b n o s t i m e z i různými G 4 a kvůli 
složitosti buněk. Kromě t o h o mají malé m o l e k u l y omezená místa i n t e r a k c e a vymezení 
jednotlivých G 4 cílů zůstává náročné v e složitých buněčných prostředích. B y l o v y v i n u t o 
m n o h o přístupů založených např. n a d e r i v a t i z a c i , s c r e e n i n g u n e b o nově i n a využití nanočástic, 
které relativně účinně generují selektivní G 4 - l i g a n d y [ 5 1 ] . 

2.3.1 Syntetické G4-ligandy 

G 4 - l i g a n d y j s o u malé m o l e k u l y , které se m o h o u vázat n a G 4 s v y s o k o u a f i n i t o u . B y l y 
syntetizovány sloučeniny schopné vázat a s t a b i l i z o v a t t y t o s t r u k t u r y z a fyziologických 
podmínek a b y l prokázán j e j i c h potenciál i n t e r f e r o v a t s t e l o m etickými s e k v e n c e m i n e b o měnit 
t r a n s k r i p c i o n k o g e n u [ 5 5 , 6 2 ] . 

Z a zmínku stojí akridinový derivát B R A C O - 1 9 ( N , N ' - ( 9 - { [ 4 - ( d i m e t h y l a m i -
n o ) p h e n y l ] a m i n o } a c r i d i n - 3 , 6 - d i y l ) b i s ( 3 - p y r r o l i d i n - l - y l p r o p a n a m i d ) ) , který j e účinným 
a v y s o c e specifickým G 4 - l i g a n d e m syntetizovaným poprvé v r o c e 2 0 0 6 [ 5 7 ] . Strukturní v z o r e c 
sloučeniny B R A C O - 1 9 znázorňuje Obrázek 9 . 

I 

Obrázek 9 : S t r u k t u r a B R A C O - 1 9 [ 8 4 ] . 
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Nedávno b y l a prokázána s c h o p n o s t B R A C O - 1 9 i n h i b o v a t a k t i v i t u telomerázy, k d y u buněk 
lidského g l i o b l a s t o m u docházelo k e spuštění r e a k c e n a poškození D N A u t e l o m e r uvolněním 
telomerních G 4 s t r u k t u r a vystavením chromozomálních konců dráze p r o poškození D N A . 
Rozvolňování G 4 b y l o následováno degradací s t r u k t u r y T-smyčky, což mělo z a následek 
zastavení buněčného c y k l u zprostředkovaného p r o t e i n e m p 5 3 a p 2 1 , krátkodobou apoptózou 
a senescencí [ 1 2 , 6 2 ] . 

Příkladem selektivního G 4 - l i g a n d u , který prokázal v e l m i slibné výsledky u preklinických 
t e s t u j e E m i c o r o n ( b e n z o [ g h i ] p e r y l e n - d i i m i d ) , c h e m i c k o u s t r u k t u r u znázorňuje Obrázek 1 0 . 
Váže a s t a b i l i z u j e G 4 s t r u k t u r y u t e l o m e r a způsobí t a k j e j i c h poškození, dále má z a následek 
i n h i b i c i buněčné p r o l i f e r a c e u nádorových buněk, ovšem aniž b y o v l i v n i l životaschopnost 
buněk zdravých. Cílí n a G 4 s t r u k t u r y rozptýlené v g e n o m u a jeví se t a k j a k o slibné víceúčelové 
činidlo. Emicoronové sloučeniny se využívají při léčbě nádorů, které neexprimují p r o t e i n p 5 3 
n e b o exprimují j e h o neaktivní f o r m u [ 2 6 , 8 5 , 8 6 ] . 

Obrázek 1 0 : S t r u k t u r a E m i c o r o n u [ 8 5 ] . 

E m i c o r o n představuje dobrý příklad protinádorového léčiva schopného současně ovlivňovat 
více cílů účastnících se několika odlišných signálních d r a h , a tím zjednodušuje způsob léčby 
a zlepšuje s e l e k t i v i t u vůči nádorovým buňkám [ 8 5 ] . 

2.3.2 Přírodní G4-ligandy 

Příroda j e zásobárnou různorodých chemických sloučenin, které j s o u potenciálními 
kandidáty n a léčiva. T y t o přirozeně se vyskytující malé m o l e k u l y j s o u méně toxické o p r o t i 
syntetickým molekulám a mají lepší b i o l o g i c k o u d o s t u p n o s t . B y l o m e z i n i m i identifikováno 
i několik G4-ligandů se schopností s t a b i l i z o v a t G 4 s t r u k t u r y [ 8 7 ] . Například isocholinové 
a l k a l o i d y , přítomné v rostlinách z čeledí Fumariaceae, Papaveraceae n e b o Ranunculaceae, 
vykazují různé příspěvky k e s t a b i l i z a c i G 4 [ 8 8 ] . Studovány b y l y kvartérní 
benzo[c]fenantridinové a l k a l o i d y , konkrétně s a n g u i n a r i n n e b o c h e l e r y t h r i n , které j s o u 
předmětem zájmu v o b l a s t i výzkumu díky své biologické aktivitě [ 8 8 - 9 0 ] . B y l o zjištěno, že 
s a n g u i n a r i n (hořký a jedovatý a l k a l o i d ) a c h e l e r y t h r i n j s o u dobrými stabilizátory j a k 
antiparalelních, t a k paralelních s t r u k t u r , j a k o j s o u t y , které j s o u přítomné v s e g m e n t u lidských 
t e l o m e r . E x p e r i m e n t p r o v e d l a s k u p i n a Jarošová e t . a l . v r o c e 2 0 1 8 , k d y b y l a zkoumána 
i n t e r a k c e m e z i l i d s k o u t e l o m e r i c k o u D N A ( H T 2 2 ) , m o d i f i k o v a n o u s t r u k t u r o u promotorového 
s e g m e n t u c - k i t u ( c k i t 2 1 T 2 1 ) a c e l k e m šesti benzo[c]fenantridinovými a l k a l o i d y pomocí 
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různých spektroskopických t e c h n i k - např. fluorescenční t i t r a c e , nukleární magnetická 
r e z o n a n c e ( N M R ) a kompetitivní dialýza [ 8 8 ] . 

T e l o m e s t a t i n j e typickým příkladem přírodní makrocyklické sloučeniny izolované 
z a k t i n o m y c e t y Streptomyces annulatus 3 5 3 3 - S V 4 v r o c e 2 0 0 1 a označené z a silný i n h i b i t o r 
telomerázy. T e n t o p o l y a m i n i n t e r a g u j e s G 4 , zvyšuje s t a b i l i z a c i telomerické G 4 D N A a 
i n h i b u j e t a k polymerázovou r e a k c i [ 5 1 , 9 1 ] . 

Již několik l e t se svět obrací k používání bylinných přípravků a přírodních produktů 
k získávání účinných biologických složek p r o t i onkologickým onemocněním. T e n t o t r e n d j e 
způsoben hlavně vážnými vedlejšími účinky konvenční léčby [ 1 3 ] . O d r o k u 1 9 8 1 d o r o k u 2 0 1 0 
b y l o v y h o d n o c e n o , že přibližně 8 0 % protinádorových léků se i z o l o v a l o n e b o n a p o d o b o v a l o 
přírodní p r o d u k t y , zatímco p o u z e 2 0 % b y l o syntetizováno v laboratořích [ 1 3 , 9 2 ] . I n t e r a k c e 
přírodních alkaloidů s G 4 s t r u k t u r a m i j e podrobně studována [ 8 7 ] . V této práci b y l y otestovány 
níže zmíněné látky, u kterých b y l a prokázána j e j i c h a k t i v i t a vůči G 4 , a které se běžně vyskytují 
v potravinách n e b o doplňcích s t r a v y . B u d e se j e d n a t o b e r b e r i n , k u r k u m i n , k y s e l i n u e l l a g o v o u 
a k v e r c e t i n . 

2 . 3 . 2 . 1 B e r b e r i n 
B e r b e r i n j e rostlinný benzylisochinolinový sekundární m e t a b o l i t , a l k a l o i d složený z e čtyř 

aromatických kruhů. S p o l u s k o p t i s i n e m a j a t r o r r h i z i n e m patří d o s k u p i n y kvartérních 
protoberberinových alkaloidů, které j s o u produkovány r o s t l i n a m i z čeledí 
Papaveraceae, Berberidaceae n e b o Fumariaceae [ 9 3 ] . B e r b e r i n n e v y k a z u j e žádnou t o x i c i t u , 
a l e n a o p a k má m n o h o biologických vlastností - antibakteriální, antimikrobiální a potlačuje růst 
široké škály nádorů [ 9 4 - 9 6 ] . T o h o j e využíváno v tradiční čínské medicíně už více než 2 0 0 0 
l e t . D n e s se b e r b e r i n běžně užívá j a k o doplněk s t r a v y v podobě e x t r a k t u z kořene Dřišťálu 
indického (Berberis aristata) n e b o j a k o potravinářské b a r v i v o [ 9 4 ] . 

Nejúčinnější, i když méně z k o u m a n o u , j e j e h o protinádorová a k t i v i t a [ 9 7 ] . Nukleové 
k y s e l i n y j s o u považovány z a buněčné cíle b e r b e r i n u při projevování j e h o protinádorové 
a k t i v i t y , a p r o t o b y l o v t o m t o směru p r o v e d e n o m n o h o studií [ 9 2 , 9 3 , 9 8 - 1 0 0 ] . T y p o t v r d i l y 
v y s o k o u a f i n i t u b e r b e r i n u k e G 4 , k d y b y l a studována i n t e r a k c e b e r b e r i n u s G 4 
v experimentálních podmínkách u syntetické dvouvláknové D N A a přítomnost b e r b e r i n u 
způsobila j a s n o u s t a b i l i z a c i složené s t r u k t u r y [ 9 3 , 9 7 , 9 8 ] . 

B e r b e r i n patří k nejaktivněji studovaným G4-ligandům, má asymetrický s k e l e t se čtyřmi 
spojenými aromatickými k r u h y a m e t h y l e n d i o x y s k u p i n o u n a j e d n o m k o n c i . O b s a h u j e 
konkávni a konvexní s t r a n u , přičemž konvexní s t r a n a n e s e centrální kvartérní dusík, který 
zavádí ( + 1 ) kladný náboj většinou umístěný n a této straně m o l e k u l y [ 8 7 ] . B y l o prokázáno, že 
se b e r b e r i n váže n a lidské telomerické a promotorové G - k v a d r u p l e x y lidských onkogenů, 
včetně MYC. J e h o v a z b u d o promotorové o b l a s t i o n k o g e n u MYC u k a z u j e Obrázek 1 1 . B e r b e r i n 
i n t e r a g u j e i s několika p r o t e i n y včetně telomerázy, DNAtopoizomerázy, NF-kB (jaderný f a k t o r 
k a p p a B ) a p 5 3 [ 9 4 ] . Dokáže v y v o l a t h y p o m e t h y l a c i u p r o m o t o r u TP53, která v e d e k apoptóze 
v buňkách lidského mnohočetného m y e l o m u U 2 6 6 [ 1 0 1 , 1 0 2 ] . 
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Obrázek 1 1 : V a z b a G 4 - l i g a n d u b e r b e r i n u n a D N A , konkrétně do promotorové o b l a s t i o n k o g e n u MYC 
[ 8 7 ] . 

Řada analogů b e r b e r i n u , s aromatickými s k u p i n a m i inkorporovanými v p o l o z e 1 3 , j e při 
vyvíjení protinádorové a k t i v i t y zpomalující vývoj nádorů účinnější než samotný b e r b e r i n -
např. 1 3 - p y r i d i n e a l k y l b e r b e r i n [ 9 7 ] . Substituované b e r b e r i n y prokazatelně selektivně indukují 
a stabilizují t v o r b u intramolekulárních paralelních G 4 [ 9 4 ] . Činí z n i c h t a k slibné protinádorové 
činidlo u nádorů s w t p 5 3 [ 9 7 ] . 
2 . 3 . 2 . 2 K u r k u m i n 

K u r k u m i n o i d y j s o u přírodní f e n o l y zodpovědné z a žlutou b a r v u k u r k u m y . Radíme m e z i ně 
i k u r k u m i n ( d i f e r u l o y l m e t h a n ) , což j e přirozeně se vyskytující m o l e k u l a v kořeni a o d d e n k u 
k u r k u m y dlouhé (Curcuma longa). E x i s t u j e v několika tautomerních formách, včetně 1 ,3-
d i k e t o f o r m y a d v o u ekvivalentních enolových f o r e m [ 1 0 3 ] . Strukturní v z o r e c v i z Obrázek 1 2 . 

T e n t o sekundární rostlinný m e t a b o l i t má m n o h o léčebných účinků - protizánětlivé, 
antioxidační, antibakteriální a i n d u k u j e apoptózu v nádorových buňkách [ 1 0 4 ] . P o staletí j e 
široce využíváno j a k o koření, b a r v i v o a v tradiční indické medicíně k léčbě různých 
onemocnění, j a k o j e r e v m a t i s m u s , p o r u c h y j a t e r n e b o i kašel [ 1 0 5 ] . 

J e h o nízká c e n a a s c h o p n o s t m o d u l o v a t a k t i v i t u více cílů z něj činí vhodné činidlo k p r e v e n c i 
různých onemocnění a p r o léčbu onkologických onemocnění [ 1 3 , 1 0 3 ] . K u r k u m i n j e však 
nerozpustný v e vodě a v y k a z u j e nízkou b i o l o g i c k o u d o s t u p n o s t , což j e překážkou p r o j e h o 
uplatnění při léčbě onkologických onemocnění. Řešení b y se m o h l o skrývat v e využití 
nanočástic, e n k a p s u l a c e n e b o použití p o l y e t h y l e n g l y k o l u [ 1 0 3 , 1 0 4 , 1 0 6 ] . 

Obrázek 1 2 : Strukturní v z o r e c k u r k u m i n u [ 1 3 ] . 

K u r k u m i n působí j a k o specifický l i g a n d p r o G 4 regulující a k t i v i t u telomerázy, čímž r e g u l u j e 
apoptózu buněk [ 1 0 7 ] . J e d n a z výzkumných s k u p i n a n a l y z o v a l a i n t e r a k c i přírodních polyfenolů 
- k u r k u m i n u a k y s e l i n y ellagové, s G 4 KRAS g e n u , k d y k u r k u m i n t u t o G 4 s t r u k t u r u s t a b i l i z o v a l 
[ 1 0 3 ] . Podobně se s l e d o v a l y vazebné účinky k u r k u m i n u a j e h o analogů s b i o l o g i c k y relevantní 
sekvencí v o b l a s t i lidského p r o m o t o r u c-myc tvořící G 4 s t r u k t u r u pomocí různých 
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spektroskopických t e c h n i k [ 1 0 8 ] . B y l y studovány různé a n a l o g y k u r k u m i n u , například 
methoxy-benzylidenový derivát k u r k u m i n u , a sledovány i n t e r a k c e s G 4 [ 1 0 5 ] . Pomocí C D b y l o 
prokázáno, že lidská telomerická s e k v e n c e A G 3 (T2ÄG3)3 i n t e r a g u j e s tímto a n a l o g e m a došlo 
k e s t a b i l i z a c i G 4 přítomného v s e k v e n c i [ 1 0 4 , 1 0 5 ] . A n a l o g se v porovnání se samotným 
k u r k u m i m e n váže n a G 4 s dvojnásobně sníženou a f i n i t o u [ 1 0 4 ] . 
2 . 3 . 2 . 3 Kyselina ellagová 

K y s e l i n a ellagová ( d i l a k t o n k y s e l i n y hexa-hydroxydifenové) patří m e z i přírodní p o l y f e n o l y 
vyskytující se například v čaji [ 1 0 2 , 1 0 3 ] . Strukturní v z o r e c v i z Obrázek 1 3 . T e n t o přírodní 
a n t i o x i d a n t se nachází a l e i v řadě druhů o v o c e - příkladem j s o u m a l i n y , j a h o d y , ostružiny n e b o 
granátové j a b l k o . B y l a také n a l e z e n a v několika druzích m e d u , vlašských a pekanových ořeších 
[ 1 0 9 ] . Antiproliferativní v l a s t n o s t i k y s e l i n y ellagové m o h o u být způsobeny její schopností 
přímo i n h i b o v a t v a z b u D N A n a určité karcinogény, včetně nitrosaminů a polycyklických 
aromatických uhlovodíků. Stejně j a k o u jiných polyfenolových antioxidantů 
se chemoprotektivní účinek k y s e l i n y ellagové p r o j e v u j e snížením oxidačního s t r e s u [ 1 0 3 ] . 

S t u d i e , k d e b y l a zkoumána stabilizační a k t i v i t a G 4 u o n k o g e n u KRAS a k u r k u m i n u 
a k y s e l i n y ellagové in vitro, potvrzují j e j i c h v a z b u n a G - k v a d r u p l e x y [ 1 0 2 ] . Absorbční 
a fluorescenční spektroskopická s t u d i e naznačila, že k y s e l i n a ellagová a k u r k u m i n m o h o u 
s t a b i l i z o v a t s t r u k t u r u G 4 o n k o g e n u KRAS. T a t o skutečnost b y l a p o t v r z e n a zvýšenou t e p l o t o u 
tání s t r u k t u r y k v a d r u p l e x u . K y s e l i n a ellagová váže G 4 s vyšší a f i n i t o u v e srovnání s k e t o i e n o l 
f o r m a m i k u r k u m i n u [ 1 0 3 ] . K u r k u m i n v y k a z o v a l vyšší s p e c i f i c i t u v e vazbě s G 4 v e srovnání 
s duplexní D N A . K y s e l i n a ellagová prokázala dvě vazebná místa v G 4 D N A , j e d n o z n i c h 
s menší a f i n i t o u [ 1 0 3 ] . 
2 . 3 . 2 . 4 Kvercetin 

J e d n o u z hlavních s k u p i n přirozeně se vyskytujících m o l e k u l j s o u f l a v o n o i d y , které j s o u 
s n a d n o dostupné v naší každodenní stravě a které j s o u považovány z a kandidáty n a nové 
netoxické léky p r o protinádorovou t e r a p i i . J a k o příklad l z e uvést l u t e o l i n , r u t i n n e b o právě 
k v e r c e t i n , které získaly v e l k o u p o z o r n o s t p r o své antiangiogenezní, antiproliferativní 
a antimetastatické účinky [ 1 1 0 ] . K v e r c e t i n ( 2 - ( 3 , 4 - d i h y d r o x y f e n y l ) - 3 , 5 , 7 - t r i h y d r o x y - 4 H -
c h r o m e n - 4 - o n ) , j e d e n z nejhojněji se vyskytujících flavonoidů, obsahují například rajčata, 
j a b l k a , k a p u s t a n e b o červené víno [ 1 1 1 ] . 

O 

O H 

Obrázek 13 : Strukturní v z o r e c k y s e l i n y ellagové [ 1 0 3 ] . 
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U k v e r c e t i n u b y l o pomocí spektroskopických m e t o d , fluorescence a N M R zjištěno, že může 
i n t e r a g o v a t s G - k v a d r u p l e x y [ 1 1 2 ] . Již dříve j e d n a z e studií prokázala i n t e r a k c i k v e r c e t i n u 
s monomerními a dimerními G - k v a d r u p l e x y tvořenými krátkými telomerickými r e p e t i c e m i 
[ 1 1 0 ] . S t u d i e s k u p i n y T a w a n i e t a l . v r o c e 2 0 1 7 p o s k y t l a příznivé důkazy o i n t e r a k c i k v e r c e t i n u 
s G 4 D N A c-myc g e n u a j e h o s t a b i l i z a c i p o navázání [ 1 1 0 ] . Dá se říct, že o d h a l i l a potenciál 
f l a v o n o i d u k v e r c e t i n u stát se vhodným protinádorovým t e r a p e u t i k e m , který b y m o h l r e g u l o v a t 
e x p r e s i c-myc g e n u [ 1 1 0 ] . 

Zajímavým l i g a n d e m j e také r u t i n , který se skládá z k v e r c e t i n u a d i s a c h a r i d u rutinózy. R u t i n 
i k v e r c e t i n b y l testován p r o t i telomerické G 4 D N A obsahující r e p e t i c i T T A G G G 
a o l i g o n u k l e o t i d d s D N A pomocí E S I - M S (hmotnostní s p e k t r o m e t r i e s e l e k t r o s p r e j o v o u 
ionizací). E x p e r i m e n t y ukázaly, že r u t i n i k v e r c e t i n vykazují srovnatelné h o d n o t y vazebné 
a f i n i t y k e G 4 a že obě sloučeniny tvoří k o m p l e x ligand-cíl 1 : 1 . Zatímco k v e r c e t i n váže také 
d s D N A , r u t i n selektivně i n t e r a g u j e s G 4 [ 1 1 3 ] . Porovnání chemických vzorců těchto d v o u 
sloučenin ( k v e r c e t i n u a r u t i n u ) znázorňuje Obrázek 1 4 . 

O H 

Kvercetin 
Rutin 

Obrázek 1 4 : S t r u k t u r a k v e r c e t i n u a r u t i n u [ 1 1 3 ] . 

2.4 Modelové systémy pro testování vlivu G4-ligandů 

K v a s i n k a Saccharomyces cerevisiae j e jednobuněčný o r g a n i s m u s tradičně využívaný 
p o staletí p r o výrobu fermentovaných nápojů a p o t r a v i n . V posledních l e t e c h však našla využití 
i j a k o t z v . „buněčná továrna" p r o funkční analýzu transkripčních faktorů [ 2 2 , 1 1 4 ] . Patří m e z i 
j e d e n z nejvíce využívaných modelových systémů p r o s t u d i u m velkého množství buněčných 
funkcí a pochodů in vivo [ 2 2 , 1 1 5 ] . 

K v a s i n k y b y l y vybrány j a k o modelový o r g a n i s m u s p r o t o , že se jedná o robustní systém 
s evolučně zachovanými základními částmi transkripčního aparátu. Díky t o m u z d e může být 
e k t o p i c k y exprimováno m n o h o transkripčních faktorů, včetně proteinů patřící d o r o d i n y p 5 3 
[ 2 2 , 1 1 5 ] . Bazálni f a k t o r y (např. p r o t e i n y vázající T A T A - B o x a největší p o d j e d n o t k a R N A 
polymerázy I I ) a k o m p l e x y modifikující c h r o m a t i n (např. histondeacetylázy) m e z i k v a s i n k a m i 
a lidskými buňkami j s o u dobře konzervovány [ 1 1 5 , 1 1 6 ] . Nicméně pozorování dokazují, že n e 
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všechny t y p y savčích transaktivačních domén účinně interagují s kvasinkovým transkripčním 
aparátem [ 1 1 5 , 1 1 6 ] . 

V kvasinkách umožňují e x p r e s i lidských transkripčních faktorů konstitutivní, inducibilní 
a represibilní p r o m o t o r y [ 1 1 5 , 1 1 7 - 1 1 9 ] . Klíčové p r o s t u d i u m proteinů r o d i n y p 5 3 b y l o využití 
inducibilního p r o m o t o r u GAL1, k d y může být ovlivněna r y c h l o s t j e h o t r a n s k r i p c e úpravou 
množství galaktózy v médiu [ 1 1 5 , 1 2 0 ] . Současně l z e bazálni e x p r e s e transkripčních faktorů 
z p r o m o t o r u GAL1 dosáhnout s použitím rafinózy j a k o z d r o j e uhlíku ( b u d o u se e x p r i m o v a t 
i b e z přítomnosti galaktózy) [ 1 1 5 , 1 2 1 ] . Všestranným přístupem p r o in-vivo m u t a g e n e z i 
u Saccharomyces cerevisiae j e t z v . Delitto perfetto [ 1 1 5 ] . Jedná se o místně specifický in vivo 
systém m u t a g e n e z e , který umožňuje účinně u p r a v o v a t kvasinkové k m e n y v e d v o u krocích, k d y 
se spoléhá n a homologní r e k o m b i n a c i k řízení změn v cílové D N A o b l a s t i [ 1 2 2 ] . Dochází t a k 
k rychlému zacílení požadovaných R E p r o t i směru o d minimálního p r o m o t o r u p r o řízení 
e x p r e s e reportérového g e n u [ 1 1 5 , 1 2 0 , 1 2 3 ] . 

Kvasinkový expresní systém umožňuje s n a d n o u e d i t a c i g e n o m u a j e t a k možné r y c h l e 
k o n s t r u o v a t kvalitativní n e b o kvantitativní reportérové systémy s využitím izogenních kmenů. 
T y se liší p o u z e n a úrovni specifického p 5 3 - R E p r o zkoumání sekvenční s p e c i f i t y t r a n s a k t i v a c e 
závislé n a p 5 3 . Další výhodou j e d o s t u p n o s t regulovaných systémů p r o e k t o p i c k o u e x p r e s i p 5 3 , 
což umožňuje hodnocení t r a n s a k t i v a c e v širokém r o z s a h u e x p r e s e p r o t e i n u [ 1 2 4 ] . U k v a s i n e k 
l z e p r o m o t o r y n a v r h n o u t t a k , a b y o b s a h o v a l y příbuzné cílové R E D N A , a může t a k být 
modulována r y c h l o s t e x p r e s e reportérových genů (Obrázek 1 5 ) [ 2 2 , 1 1 5 ] . L z e n a v r h n o u t takové 
reportérové k m e n y , u kterých j e možné s l e d o v a t d o p a d umístění s e k v e n c e vhodné k tvorbě G 4 , 
n a t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n u p 5 3 [ 1 4 ] . 

RE 

pCYCl L U C l 

Obrázek 1 5 : Příklad k o n s t r u k t u p r o kvasinkový k m e n s LU Cl reportérem a vloženým specifickým R E 
D N A . V našem případě mluvíme o R E p r o p r o t e i n p 5 3 p o d inducibilním p r o m o t o r e m GALL P C Y C l 

j e označení p r o minimální p r o m o t o r [ 1 2 4 ] . 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál a přístroje 

3.1.1 Chemikálie 

A g a r biotechnologický ( S I G M A A L D R I C H ) 
A g a r o s a ( S E R V A ) 
Základ p r o kompletní kvasinkové médium Y P D b r o t h ( S I G M A A L D R I C H ) 
Základní médium s dusíkem b e z o b s a h u a m i n o k y s e l i n - Y e a s t N i t r o g e n e B a s e ( S I G M A 
A L D R I C H ) 
Síran amonný ( D U C H E F A B I O C H E M I E ) 
Rafinóza pentahydrát ( V W R ) 
Galaktóza ( A L F A A E S A R ) 
1 0 0 % D M S O ( S I G M A A L D R I C H ) 
A l a m a r B l u e ( T H E R M O F I S H E R ) 
B a r v i v o G e l R e d N u c l e i c A c i d G e l S t a i n 1 0 0 0 0 x ( B I O T I U M ) 
Nosičova D N A - S a l m o n s p e r m ( T H E R M O F I S H E R ) 
Syntetické o l i g o n u k l e o t i d y P U M A , P U M A - K S H V , P U M A - K S H V - m u t l . 5 
( S I G M A A L D R I C H ) 
K u r k u m i n ( S I G M A A L D R I C H ) 
K y s e l i n a ellagová ( A P O L L O S C I E N T I F I C ) 
B e r b e r i n c h l o r i d ( A L F A A E S A R ) 
K v e r c e t i n dihydrát ( A L F A A E S A R ) 
T h i o f l a v i n T ( S I G M A A L D R I C H ) 

3.1.2 Biologický materiál 

Plazmidová D N A p R S - 3 1 5 (Biofyzikálni ústav a k a d e m i e věd ČR) ( T a b u l k a 1 ) 
Plazmidová D N A p R S - p 5 3 (laboratoř p r o f e s o r a A l b e r t a I n g a , C I B I O i n s t i t u t v T r e n t u , Itálie) 
( T a b u l k a 1 ) 

T a b u l k a 1 : Použitá plazmidová D N A s i n z e r t y . 

Plazmidová DNA Inzert Selekční marker 
pRS-315 - LEU2, p r o m o t o r p r o syntézu l e u c i n u 
pRS-p53 wtp53 LEU2, p r o m o t o r p r o syntézu l e u c i n u 

K m e n y Saccharomyces cerevisiae (Biofyzikálni ústav a k a d e m i e věd ČR) ( T a b u l k a 2 ) 

T a b u l k a 2 : Vybrané k m e n y Saccharomyces cerevisiae s vloženými s e k v e n c e m i . 

Kmen Vložená sekvence 
yLFM PUMA C T G C A A G T C C T G A C T T G T C C 
yLFM PUMA-

KSHV C T G C A A G T C C T G A C T T G T C C G G G G C G G G G G A C G G G G G A G G G G 

yLFM PUMA-
KSHV-mutl.5 C T G C A A G T C C T G A C T T G T C C G G A G C G G T G G A C G G T G G A G G A G 
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3.1.3 Ostatní materiály 

Izolační k i t E . Z . N . A . P l a s m i d D N A M i n i k i t ( O M E G A B I O - T E K ) 
B r i g h t G l o L u c i f e r a s e a s s a y s y s t e m k i t ( P R O M E G A ) 
Sterilní párátka 

3.1.4 Roztoky a jejich příprava 

Zásobní r o z t o k a d e n i n u - 0 , 5 % v 0 , 1 M N a O H 
Zásobní r o z t o k h i s t i d i n u - 1 % v e sterilní H 2 O 
Zásobní r o z t o k l y s i n u - 3 % v e sterilní H 2 O 
Zásobní r o z t o k u r a c i l u - 1 % v 0 , 1 M N a O H 
Zásobní r o z t o k t r y p t o f a n u - 1 % v e sterilní H 2 O 
T A E 5 0 x 1 1 - 2 4 2 g T r i s p . a . , 1 8 , 6 g E D T A , 5 7 , 1 m l k y s e l i n a octová, doplněná M i l l i - Q H 2 0 
Zásobní r o z t o k T E l x ; p H 7 , 5 
Zásobní r o z t o k 5 0 % P E G 
Zásobní 0 , 1 M r o z t o k L i A C ; p H 7 , 5 
P E G / L i A C / T E 3 m l - 3 0 0 u l T E ; 3 0 0 u l L i A C ; 2 , 4 m l P E G 
L i A C / T E 2 0 m l - 2 m l L i A C , 2 m l l x T E , 1 6 m l sterilní H 2 0 
P B S l x 
2 0 % d e x t r o s a 
1 M T r i s - H C l ; p H 7 , 5 
1 0 m M T r i s - H C l ; p H 7 , 5 
3 M K C l 

3.1.5 Média použitá ke kultivaci kvasinkových kultur 

Kompletní neselektivní tuhé Y P D A médium 
5 0 g / l Y P D , 4 0 m l / l 0 , 5 % a d e n i n , 2 % a g a r , sterilní v o d a 
Kompletní neselektivní tekuté Y P D A médium 
5 0 g / l Y P D , 4 0 m l / l 0 , 5 % a d e n i n , sterilní v o d a 
Syntetické l e u c i n selektivní médium ( 1 A ) 
6 , 7 g / l Y N B , 2 % a g a r , 2 % dextróza, 4 0 m l / l 0 , 5 % a d e n i n , 2 m l / l 1 % h i s t i d i n , 3 m l / l 3 % l y s i n , 
2 m l / l 1 % u r a c i l , 2 m l / l 1 % t r y p t o f a n , 2 , 5 g / l síran amonný, sterilní v o d a 
Syntetické selektivní médium ( S R 1 A ) 
6 , 7 g / l Y N B , 2 % rafinóza, 4 0 m l / l 0 , 5 % a d e n i n , 2 m l / l 1 % h i s t i d i n , 3 m l / l 3 % l y s i n , 2 m l / l 1 % 
u r a c i l , 2 m l / l l % t r y p t o f a n , 2 , 5 g / l síran amonný, sterilní v o d a 

3.1.6 Laboratorní přístroje a zařízení 

S p e k t r o f o t o m e t r N a n o d r o p 2 0 0 0 ( T H E R M O S C I E N T I F I C ) 
A u t o k l a v M i c r o j e t P e r s o n a l M i c r o w a v e A u t o c l a v e ( E N B I O ) 
C e n t r i f u g a 5 8 0 4 R ( E P P E N D O R F ) 
Dokumentační systém p r o focení gelů A m e r s h a m I m a g e r 6 8 0 ( G E H E A L T H C A R E ) 
Elektroforetická a p a r a t u r a M i n i P r o t e a n T e t r a C e l l S y s t e m ( B I O - R A D ) 
E L I S A r e a d e r - S y n e r g y H l H y b r i d M u l t i - M o d e M i c r o p l a t e R e a d e r ( B I O - T E K ) 
Inkubátor i n n o v a 4 4 ( N E W B R U N S W I C K S C I E N T I F I C ) 
M i n i S p i n p l u s ( E P P E N D O R F ) 
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S a d a m i k r o p i p e t ( V W R ) 
Multikanálová p i p e t a ( G I L S O N ) 
Automatická p i p e t a ( E P P E N D O R F ) 
T e r m o b l o k T e r m o m i x e r c o m f o r t ( E P P E N D O P v F ) 
Třepačka M i n i S h a k e r ( V W R L I F E S C I E N C E ) 
Váha analytická ( A & D I N S T R U M E N T S L T D ) 
Váha stolní S c o u t P r o S P U 4 0 2 ( O H A U S ) 
V o r t e x 4 d i g i t a l ( I K A ) 
V o r t e x M S 3 d i g i t a l ( I K A ) 
Z d r o j napětí P o w e r P a c 3 0 0 ( B I O - R A D ) 
S p e k t r o f o t o m e t e r ( I M P L E N ) 
S p e k t r o f o t o m e t r S P E C O R D 2 1 0 P L U S ( A N A L Y T I K J E N A ) 
C D s p e k t r o m e t r J A S C 0 8 1 5 ( 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 - B i o I I A d v a n c e P l u s ( T E L S T A R ) 

3.2 Metody 
3.2.1 ThT kompetiční test - ověření interakce ligandů a G4-sekvence i n vitro 

T h i o f l a v i n T ( T h T ) se využívá j a k o fluorescenční světelná s o n d a p r o t v o r b u G4rvadruplexů, 
k d y se stává fluorescenčním v přítomnosti G 4 s t r u k t u r y [ 1 2 5 ] . P r i n c i p T h T t e s t u znázorňuje 
Obrázek 1 6 . Syntetické o l i g o n u k l e o t i d y ( P U M A , K S H V , K S H V - m u t l . 5 ) b y l y z a k o u p e n y 
o d firmy S i g m a A l d r i c h a zředěny v o d o u k dosažení finální k o n c e n t r a c e 1 0 0 u M . Poté b y l y 
o l i g o n u k l e o t i d y zředěny v e 1 0 0 m M T r i s - H C l ( p H 7 , 5 ) a 1 0 0 m M K C 1 p u f r u n a k o n c e n t r a c i 
2 u M . V z o r k y b y l y zahřívány n a 9 5 °C p o d o b u 5 m i n u t a poté p o m a l u o c h l a z e n y n a laboratorní 
t e p l o t u . 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 y b y l y prováděny v triplikátech v černé 384-jamkové destičce při laboratorní 
teplotě. Vybrané o l i g o n u k l e o t i d y a T h T b y l y smíchány v molárním poměru 1:0 ,5 v konečném 
o b j e m u 2 0 u l a konečné k o n c e n t r a c i 1 u M p r o D N A a 0 , 5 u M p r o T h T ( s přídavkem 
1 , 3 , 6 a 1 2 u M vybraných ligandů - k u r k u m i n , k v e r c e t i n , k y s e l i n a ellagová a b e r b e r i n ) . 
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 . 

G 4 ds 

Obrázek 16 : P r i n c i p T h T t e s tu . T h T se přidá k e struktuře D N A vytvořené předem v prostředí T r i s - H C l 
a K C 1 p u f r u . T h T se s p e c i f i c k y naváže n a G 4 z a v z n i k u fluorescenčního signálu. Může se vázat i n a 
jednovláknové n e b o dvouvláknové o l i g o n u k l e o t i d y , k d y j e a le pozorováno výrazně nižší zvýšení 

f l u o r e s c e n c e v porovnání s G 4 [ 1 2 5 ] . 
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3.2.2 Cirkulární dichroismus - ověření interakce ligandů a G4-sekvence i n vitro 

Cirkulární d i c h r o i s m u s ( C D ) j e rozšířená biofyzikálni t e c h n i k a p r o s t u d i u m s t r u k t u r G 4 
a v a z b y l i g a n d u založená n a skutečnosti, že určité m o l e k u l y interagují odlišně s pravým a levým 
kruhově polarizovaným světlem. B y l a v y v i n u t a kvalitativní p r a v i d l a , která spojují spektrální 
v l a s t n o s t i C D s konkrétními t o p o l o g i e m i G 4 , jmenovitě paralelní, antiparalelní n e b o „hybridní" 
[ 1 2 6 , 1 2 7 ] . 

C D s p e k t r a b y l a zaznamenána n a d i c h r o g r a f u J a s c o 8 1 5 v mikrokyvetách o délce 1 c m 
při 2 0 °C. Syntetické o l i g o n u k l e o t i d y ( P U M A , K S H V , K S H V - m u t l . 5 ) b y l y naředěny v p u f r u 
obsahující T r i s - H C l ( 1 0 m M , p H 7 , 4 ) o k o n c e n t r a c i 6 x l 0 " 5 M n a n u k l e o t i d s výsledným 
o b j e m e m 2 2 0 u l . V z o r k y D N A b y l y připravovány zahřátím n a 9 5 °C p o d o b u 5 m i n u t a poté 
b y l y p o m a l u o c h l a z e n y n a laboratorní t e p l o t u . 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 r o k e m 1 n m a rychlostí skenování 1 0 0 n m / m i n , která 
b y l a zprůměrována, v y h l a z e n a a b y l o odečteno pozadí. K dosažení požadovaných účinků b y l y 
v krocích přidány a l i k v o t y všech čtyř ligandů v poměru 0 , 1 ; 1 ; 2 ; 3 ; 4 a 5 k u D N A ( 5 0 u M 
zředěné v D M S O ) . 

3.2.3 Izolace plazmidové DNA 

Z připravených křížových roztěrů cílových kmenů b y l y odebrané k o l o n i e a přeočkované 
d o 5 m l tekutého L B média se stejným a n t i b i o t i k e m ( a m p i c i l i n ) v poměru 1:1 0 0 0 . V z o r k y b y l y 
inkubovány p o d o b u 2 4 h o d i n při teplotě 3 7 °C a 1 4 0 r p m . Poté b y l y buňky postupně 
centrifugovány při 1 0 0 0 0 x g p o d o b u 1 m i n a přeneseny d o 2 m l z k u m a v e k . P o odstranění 
s u p e r n a t a n t u b y l a z p e l e t u izolovaná plazmidová D N A pomocí E . Z . N . A . P l a s m i d D N A M i n i 
K i t u značky O M E G A B I O - T E K . K buněčným peletům b y l o přidáno 2 5 0 u l r o z t o k u I , což j e 
lyzační p u f r s o b s a h e m RNázy, s u s p e n z e b y l a řádně vortexována a v z o r k y b y l y přeneseny 
d o nových z k u m a v e k o o b j e m u 1,5 m l . B y l o přidáno 2 5 0 u l r o z t o k u I I a v z o r k y b y l y šetrně 
promíchány pomalým otáčením z k u m a v e k a inkubovány a s i 3 m i n u t y při pokojové teplotě. 
N a k o n e c b y l o přidáno 3 5 0 u l r o z t o k u I I I a v z o r k y b y l y opět promíchány pomalým otáčením 
z k u m a v e k d o t v o r b y bílé sraženiny. Lyzáty b y l y následně 1 0 m i n u t centrifugovány 
při maximálních otáčkách c e n t r i f u g y ( 1 4 0 0 0 x g ) . K o l o n y HiBind® D N A M i n i C o l u m n b y l y 
vloženy d o 2 m l sběrných z k u m a v e k a celý o b j e m s u p e r n a t a n t u b y l opatrně přenesený 
n a k o l o n u t a k , a b y se p e l e t n e u v o l n i l . K o l o n y b y l y centrifugovány p o d o b u 1 m i n u t y 
n a maximálních otáčkách. Lyzáty b y l y přefiltrovány k o l o n o u a cílová plazmidová D N A zůstala 
navázána n a s i l i k a g e l v koloně. O b s a h sběrných z k u m a v e k b y l odstraněn a n a k o l o n y b y l o 
opatrně n a n e s e n o 5 0 0 u l H B C p u f r u s přidaným 1 0 0 % i z o p r o p a n o l e m a opět proběhla 
c e n t r i f u g a c e n a maximálních otáčkách. P o odstranění odpadního r o z t o k u a b y l o přidáno 7 0 0 u l 
promývacího p u f r u s přidaným 1 0 0 % e t a n o l e m . V z o r k y poté b y l y z n o v u centrifugovány 
při maximálních otáčkách p o d o b u 1 m i n u t y . K o l o n y b y l y vysušeny centrifugací 
při maximálních otáčkách a přemístěny d o nových 1,5 m l z k u m a v e k a b y l o přidáno 5 0 u l 
elučního p u f r u . P o 1 minutě i n k u b a c e b y l a p r o v e d e n a c e n t r i f u g a c e při maximálních otáčkách 
a b y l a získána izolovaná plazmidová D N A . U vzorků b y l a s t a n o v e n a k o n c e n t r a c e a čistota 
s p e k t r o f o t o m e t r i c k y n a přístroji N a n o D r o p . 
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3 . 2 . 3 . 1 Overení čistoty D N A pomocí gelové elektroforézy 
P r o ověření izolované plazmidové D N A b y l a využita gelová elektroforéza v agarozovém 

g e l u . Připraven b y l 1 % agarozový g e l - 1 g a g a r o z y rozpuštěn v e 1 0 0 m l 1 x T A E p u f r u , a r o z t o k 
b y l zahříván v mikrovlnné troubě t a k , a b y nezačal vřít, d o k u d n e b y l r o z t o k čirý. Agarozový g e l 
b y l z c h l a z e n p o d tekoucí v o d o u z a stálého míchání přibližně n a t e p l o t u 5 5 °C. B y l o přidáno 
interkalační činidlo G e l R e d v množství doporučeném výrobcem. G e l b y l n a l i t 
d o elektroforetické v a n y , b y l přidán hřebínek a tuhnutí probíhalo p o d o b u přibližně 3 0 m i n u t 
při laboratorní teplotě. V z o r k y D N A b y l y naředěny pomocí sterilní v o d y n a k o n c e n t r a c i 
1 0 0 n g / u l v e výsledném o b j e m u 6 u l . K n i m b y l y přidány 3 u l nanášecího p u f r u „Loading 
B u f f e r 6 x " . T a k t o připravené v z o r k y D N A b y l y n a n e s e n y n a g e l pomocí m i k r o p i p e t y . J a k o 
e l e k t r o l y t b y l použitý l x T A E a n a g e l b y l o použito napětí 9 0 V / 1 5 m i n u t a poté 
1 1 0 V / 3 0 m i n u t . P o doběhnutí elektroforézy b y l g e l vizualizován p o d UV-transluminátorem. 

3.2.4 Transformace buněk Saccharomyces cerevisiae pomocí lithium acetátové metody 

P r o sledování závislosti o d e z v y transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p 5 3 , n a základě přítomnosti 
slabšího n e b o silnějšího G 4 , b y l y vybrány následující k m e n y k v a s i n e k 
Saccharomyces cerevisiae - P U M A , P U M A - K S H V a P U M A - K S H V - m u t l . 5 . Všechny n e s o u 
označení y L F M , protože obsahují reportérovy g e n p r o luciferázu LUC1, j a k znázorňuje 
Obrázek 1 5 . K m e n P U M A n e o b s a h u j e G 4 , a l e R E D N A p r o p r o t e i n p 5 3 . 

Pravděpodobnost formování G 4 s t r u k t u r y b y l a v y h o d n o c e n a pomocí G 4 - H u n t e r skóre. 
K e stanovení G 4 - H u n t e r scóre b y l použit nástroj G 4 - H u n t e r p r o p r e d i k c i potenciálních G 4 
s t r u k t u r . Čím vyšší má s e k v e n c e G 4 - H u n t e r scóre, tím j e vyšší pravděpodobnost p r o t v o r b u G 4 . 
Nástroj G 4 - H u n t e r pomocí a l g o r i t m u přiřazuje guaninovým bázím k l a d n o u h o d n o t u , 
cytosinovým zápornou. Báze j s o u rozděleny d o s k u p i n sousedících bází a j e vypočten 
aritmetický průměr [ 1 2 8 ] . H o d n o t y G 4 - H u n t e r scóre p r o vybrané k m e n y uvádí T a b u l k a 3 . 
K m e n P U M A G 4 s e k v e n c i n e o b s a h u j e , p r o t o v t a b u l c e p r o t e n t o k m e n není u v e d e n a h o d n o t a 
G 4 - H u n t e r skóre. 

T a b u l k a 3: Vybrané k m e n y Saccharomyces cerevisiae s t y p e m vložené s e k v e n c e a příslušným G 4 -
H u n t e r scóre. K m e n P U M A k v a d r u p l e x o v o u s e k v e n c i n e o b s a h u j e , p r o t o v t a b u l c e p r o t e n t o k m e n 

není u v e d e n a h o d n o t a G 4 - H u n t e r skóre. S e k v e n c e P U M A j e vyznačena tučně. 

Kmen Vložená sekvence G4-Hunter 
skóre 

yLFM PUMA CTGCAAGTCCTGACTTGTCC p53 RE 

yLFM PUMA-
KSHV 

CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGGGCGGGGGACGGGGGAGGG 
G G4 3,182 

yLFM PUMA-
KSHV-mutl.5 CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG G4 1,091 

S e k v e n c e k m e n u P U M A - K S H V má vysoké G 4 - H u n t e r scóre, takže b u d e tvořit G 4 
s v y s o k o u pravděpodobností. N a o p a k s e k v e n c e u k m e n u P U M A - K S H V - m u t l . 5 j e mutovaná 
a d i s p o n u j e nízkým G 4 - H u n t e r skóre, takže G 4 b u d e tvořit s menší pravděpodobností. 

D o těchto kmenů b y l y transformovány p l a z m i d y p R S - 3 1 5 n e b o p R S - p 5 3 , jejichž i z o l a c e j e 
popsána v k a p i t o l e 3 . 2 . 3 I z o l a c e plazmidové D N A . 
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Z e zásobních k u l t u r příslušných kmenů Saccharomyces cerevisiae zmrazených n a - 8 0 °C 
b y l y sterilně odebrány buňky n a křížové roztěry. Křížové roztěry (Obrázek 1 7 ) b y l y připraveny 
roztěrem buněk n a m i s k y s Y P D A médiem a inkubovány n a 3 0 °C p o d o b u 3 dnů. 

Obrázek 1 7 : Křížové roztěry příslušných kmenů kvasinkových k u l t u r . 

Z těchto m i s e k b y l a odebrána k o l o n i e a přenesena d o 5 m l tekutého Y P D A média. S u s p e n z e 
b y l y inkubovány přes n o c při 3 0 °C a 1 1 0 r p m . K 5 m l i n o k u l a b y l o přidáno 4 5 m l tekutého 
Y P D A média a v erlenmeyerově baňce b y l y inkubovány při 3 0 °C a 1 1 0 r p m p o d o b u 4 h o d i n . 
P o 4 hodinách b y l y s u s p e n z e převedeny d o 5 0 m l centrifugačních z k u m a v e k a k u l t u r a b y l a 
centrifugována 3 m i n u t y n a 8 0 0 0 x g . B y l odstraněn s u p e r n a t a n t a p e l e t y b y l y dvakrát p r o m y t y 
sterilní v o d o u . Poté b y l p e l e t p r o m y t 3 m l r o z t o k u L i A C / T E . N a t e r m o b l o k u b y l a nahřáta 
nosičova D N A („salmon s p e r m " - 1 0 m g / m l ) n a 1 0 0 °C p o d o b u 1 0 m i n u t . Z promytého p e l e t u 
b y l o odebráno 5 0 u l kompetentních buněk, přemístěno d o nových z k u m a v e k a přidáno 5 u l 
předehřáté nosičové D N A . Dále b y l y přidány 4 u l p l a z m i d u ( p R S - p 5 3 a negativní k o n t r o l a 
p R S - 3 1 5 - v e stejné k o n c e n t r a c i ) a vše řádně vortexováno. Poté b y l o přidáno 3 0 0 u l r o z t o k u 
P E G / L i A C / T E a z k u m a v k y b y l y inkubovány n a 3 0 °C p o d o b u 3 0 m i n u t a 1 1 0 r p m 
v nakloněné rovině. Poté b y l y přemístěny d o vodní lázně n a 1 5 m i n u t při teplotě 4 2 °C, 
k d e proběhl tepelný šok, a p o něm centrifugovány p o d o b u 3 m i n u t n a 3 0 0 0 x g . Odsál se P E G 
a p e l e t b y l resuspendován v 1 0 0 u l sterilní H 2 O . N a m i s k y se syntetickým l e u c i n selektivním 
médiem 1 A b y l o rozetřeno 5 0 u l buněk a m i s k y b y l y inkubovány n a 3 0 °C p o d o b u 3 dnů. 

Z transformovaných buněk b y l y sterilně odebrány k o l o n i e a připraveny obdélníkové roztěry 
jednotlivých k u l t u r n a m i s k y s 1 A médiem. Inkubovány b y l y při 3 0 °C p o d o b u 3 dnů (Obrázek 
1 8 ) a využity p r o luciferázový reportérovy t e s t . 
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Obrázek 1 8 : Obdélníkové roztěry jednotlivých transformovaných kmenů Saccharomyces cerevisiae. 

3.2.5 Luciferázový reportérovy test 

P r o luciferázový reportérovy t e s t b y l y použity obdélníčkové roztěry z k a p i t o l y 3 . 2 . 4 
T r a n s f o r m a c e buněk Saccharomyces cerevisiae pomocí l i t h i u m acetátové m e t o d y . D o 9 6 -
jamkové destičky b y l o napipetováno 2 0 0 u l S R 1 A média. Sterilním párátkem b y l a odebrána 
vždy stejně velká část obdélníku z jednotlivých kmenů a řádně resuspendována v médiu 
v jamkách. Z každého t y p u transformantů b y l o připraveno vždy 5 opakování. D o dalších 9 6 -
jamkových destiček b y l o multikanálovou p i p e t o u přeneseno vždy 6 0 u l média s buňkami 
z prvního k r o k u a d o výsledného o b j e m u 1 2 0 [al b y l o přidáno médium s požadovaným 
přídavkem galaktózy - 0 %, 0 , 0 5 % a 0 , 5 %. U t a k t o připravených destiček b y l a změřena 
optická d e n s i t a při 6 0 0 n m v čase T O a luciferázová a k t i v i t a . Poté b y l y destičky o b a l e n y 
p a r a f i l m e m a inkubovány při 3 0 °C a 1 6 0 r p m p o d o b u 2 4 h o d i n . P o 6 a 2 4 hodinách b y l y 
s u s p e n z e buněk důkladně rozmixovány multikanálovou p i p e t o u a b y l a opět změřena optická 
d e n s i t a při 6 0 0 n m a luciferázová a k t i v i t a , a t o odebráním 2 0 u l k u l t u r y z 96-jamkové destičky 
multikanálovou p i p e t o u a přenesením d o 384-jamkové destičky, k d y d v a řádky n a 96-jamkové 
destičce odpovídaly j e d n o m u řádku n a 384-jamkové destičce. D o každé j a m k y b y l o přidáno 
2 0 u l 2 x koncentrovaného „Passive l y s i s b u f f e r " - lyzačního p u f r u . Destička b y l a inkubována 
n a 3 0 0 r p m p o d o b u 1 5 m i n při pokojové teplotě. Těsně před analýzou b y l o n u t n o přidat 2 0 u l 
luciferázového substrátu „Bright G l o L u c i f e r a s e a s s a y s y s t e m a " , k měření c h e m i l u m i n i s c e n c e . 
C h e m i l u m i n i s c e n c e b y l a změřená n a přístroji S y n e r g y H y b r i d M u l t i - M o d e M i c r o p l a t e R e a d e r . 
P r i n c i p t e s t u znázorňuje Obrázek 1 9 . I n t e n z i t a chemiluminiscenčního signálu j e vyjádřena j a k o 
relativní i n t e n z i t a c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání 
s příslušným prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) . 
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Obrázek 1 9 : K v a s i n k a Saccharomyces cerevisiae obsahující p l a z m i d p r o e x p r e s i p r o t e i n u p 5 3 p o d 
inducibilným p r o m o t o r e m GAL1. P r o t e i n b u d e exprimován p o u z e z a přítomnosti galaktózy. Označení 
p C Y C l j e p r o minimální p r o m o t o r . P o indukované e x p r e s i se p r o t e i n váže n a příslušné R E , k d y spustí 

t r a n s k r i p c i g e n u p r o e n z y m luciferázu, která přidaný luciferázový substrát o x i d u j e n a o x y l u c i f e r i n . 
T a t o r e a k c e j e doprovázena emitovaným zářením, které l z e d e t e k o v a t j a k o c h e m i l u m i n i s c e n c i [ 1 2 9 ] . 

3.2.6 Test viability buněk Saccharomyces cerevisiae 

3 . 2 . 6 . 1 Příprava buněk 
P r o t e s t y v i a b i l i t y buněk b y l y založeny k u l t u r y Saccharomyces cerevisiae, k m e n P U M A , 

d o tekutého Y P D A média. Sterilním párátkem b y l y odebrány buňky z křížových roztěrů 
popsaných v k a p i t o l e 3 . 2 . 4 T r a n s f o r m a c e buněk Saccharomyces cerevisiae pomocí l i t h i u m 
acetátové m e t o d y (Obrázek 1 7 ) a přeneseny d o 5 0 m l centrifugačních z k u m a v e k s 8 m l 
tekutého Y P D A média. Buňky b y l y inkubovány přes n o c n a 3 0 °C a 1 3 0 r p m d o druhého d n e . 
3.2.6.2 Testování působení G4-ligandů 

D o 96-jamkové destičky b y l a napipetována koncentrační řada příslušných ligandů a buněk, 
vždy v 3 opakováních, s výsledným o b j e m e m 2 0 0 p l . Nejvyšší k o n c e n t r a c e b y l a z v o l e n a 
5 0 0 , 0 0 u M a postupně ředěna tekutým Y P D A médiem až n a k o n c e n t r a c i 3 , 9 1 u M . Dále b y l o 
d o destičky napipetováno v e 3 opakováních p o u z e tekuté Y P D A médium a 1 % D M S O . D o 
každé j a m k y b y l o přidáno 1 0 0 p l buněk o optické densitě 0 , 0 2 při 6 0 0 n m . Následně b y l a 
měřena optická d e n s i t a při 6 0 0 n m p o d o b u 2 4 h o d i n , přičemž b y l a v y h o d n o c e n a růstová 
křivka. 

N a základě testů v i a b i l i t y , b y l a vybrána vhodná k o n c e n t r a c e ligandů - b e r b e r i n u , 
k u r k u m i n u , k y s e l i n y ellagové a k v e r c e t i n u . Každý t r a n s f o r m a n t b y l ošetřen z v o l e n o u 
koncentrací U g a n d u a b y l použit stejný p r o t o k o l p r o luciferázový reportérovy t e s t . B y l o t a k 
p r o v e d e n o u každého t r a n s f o r m a n t a a p r o každý l i g a n d zvlášť. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Testování interakce G4-ligandů i n vitro 

4.1.1 ThT kompetiční test 

I n t e r a k c e m e z i přítomným G 4 a G 4 - l i g a n d y b y l a n e j p r v e ověřena in vitro pomocí T h T 
kompetičního t e s t u . Při t e s t u se využívá sloučeniny t h i o f l a v i n u T , což j e b e n z o t h i a z o l , původně 
využívaný k d e t e k c i amyloidních f i b r i l . T h i o f l a v i n T f u n g u j e j a k o fluorescenční s o n d a , k d y 
se p o navázání T h T n a G 4 s t r u k t u r u d e t e k u j e zvýšení fluorescenčního signálu detekovaného při 
4 9 0 n m [ 1 2 5 ] . 

B y l y testovány syntetické o l i g o n u k l e o t i d y P U M A , K S H V a K S H V - m u t l . 5 . O l i g o n u k l e o t i d 
P U M A n e o b s a h u j e G 4 s e k v e n c i , p o přidání T h T t e d y nedošlo k navázání, a p r o t o j e 
fluorescenční signál měřený při 4 9 0 n m z e všech tří oligonukleotidů n e j nižší. O l i g o n u k l e o t i d 
K S H V o b s a h u j e G 4 s e k v e n c i , z t o h o důvodu b y l j e h o signál n e j vyšší, mutovaná G 4 s e k v e n c e 
K S H V - m u t l . 5 v y k a z u j e o p r o t i K S H V signál nižší. Průměrné h o d n o t y p r o o l i g o n u k l e o t i d y 
s přidaným T h T znázorňuje G r a f 1 . 

3 0 0 0 

£ 2 5 0 0 
H 
H 2 0 0 0 
o c 
§ 1 5 0 0 
O 

s 1 0 0 0 
' n c 
ä 5 0 0 

o 

G r a f 1 : T h T kompetiční t e s t p r o syntetické o l i g o n u k l e o t i d y P U M A , K S H V a K S H V - m u t l . 5 . 
Fluorescenční e m i s e b y l a sbírána 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 zaznačené 

směrodatné o d c h y l k y ze 3 opakování. 

K těmto syntetickým oligonukleotidům b y l y přidávány čtyři U g a n d y ( b e r b e r i n , k v e r c e t i n , 
k y s e l i n a ellagová a k u r k u m i n ) v různých koncentracích - 1 , 3 , 6 a 1 2 u M . G 4 - l i g a n d n a h r a z u j e 
v e vazbě n a G 4 t h i o f l a v i n T , což se projeví snížením fluorescenčního signálu. Z výsledků ( G r a f 
2 a G r a f 3 ) j e patrné, že se zvyšující se koncentrací ligandů fluorescenční signál k l e s a l - l i g a n d 
n a h r a d i l T h T v e vazbě n a G 4 . H o d n o t y v g r a f e c h j s o u vyjádřeny v p r o c e n t e c h , přičemž signál 
samotných syntetických oligonukleotidů s T h T vyjadřuje 1 0 0 %. U ligandů b y l a odpočítána 
a u t o f l u o r e s c e n c e jednotlivých ligandů. Výsledky p r o k m e n P U M A uvádí Příloha 1 . 
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lil lili .il. . . i . 
+ 1 u M + 3 \M +6\M + 12 u M 

B e r b e r i n • K v e r c e t i n K y s e l i n a ellagová K u r k u m i n 
G r a f 2 : T h T kompetiční t e s t p r o syntetický o l i g o n u k l e o t i d K S H V a G 4 - l i g a n d y b e r b e r i n , k v e r c e t i n , 

k y s e l i n u e l l a g o v o u a k u r k u m i n . L i g a n d y b y l y přidávány vždy v 1 , 3 , 6 a 1 2 u M koncentracích, 
p r o v e d e n o vždy v e třech opakováních. H o d n o t y j s o u vyjádřeny v p r o c e n t e c h , k d y o l i g o n u k l e o t i d 

s T h T vyjadřuje 1 0 0 %. U ligandů b y l a odpočítána a u t o f l u o r e s c e n c e jednotlivých ligandů. N a 
h i s t o g r a m u j s o u zaznačené směrodatné o d c h y l k y z e 3 opakování. 

U o l i g o n u k l e o t i d u K S H V ( G r a f 2 ) , obsahující G 4 s e k v e n c i , j e vidět p o k l e s fluorescenčního 
signálu p o přidávaní zvyšující se k o n c e n t r a c e všech čtyř G4-ligandů v porovnání se samotným 
o l i g o n u k l e o t i d e m s T h T ( 1 0 0 % ) . S e zvyšující se koncentrací přidaného U g a n d u se vždy signál 
při 4 9 0 n m snižoval. Například přídavkem již 1 u M b e r b e r i n u došlo k e snížení f l u o r e s c e n c e 
z e 1 0 0 % n a 4 4 %, přídavkem 1 u M k u r k u m i n u p o u z e n a z h r u b a 8 0 %. Srovnatelné p o k l e s y 
signálu vykazují přídavky 1 2 u M b e r b e r i n u a k u r k u m i n u . U U g a n d u b e r b e r i n u došlo k úplnému 
vyvázání T h T již při 6 u M k o n c e n t r a c i , přičemž p r o ostatní l i g a n d y b y l a k o n c e n t r a c e vyšší. 
Všechny l i g a n d y způsobují p o k l e s T h T f l u o r e s c e n c e , takže se váží n a G 4 m o t i v , přičemž 
b e r b e r i n v y k a z o v a l n e j lepší vazebné v l a s t n o s t i . 

H u o 
s 
o 
o 

1 0 0 

8 0 

6 0 

4 0 

c 2 0 

K S H V 
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1 2 0 

0 i l i l . 
K S H V - m u t l . 5 + 1 u M + 3 u M + 6 u M + 12 l i M 

• B e r b e r i n K v e r c e t i n K y s e l i n a ellagová K u r k u m i n 

G r a f 3 : T h T kompetiční t e s t p r o syntetický o l i g o n u k l e o t i d K S H V - m u t l . 5 a G 4 - l i g a n d y b e r b e r i n , 
k v e r c e t i n , k y s e l i n u e l l a g o v o u a k u r k u m i n . L i g a n d y b y l y přidávány vždy v 1 , 3 , 6 a 1 2 g M 

koncentracích, p r o v e d e n o vždy v e třech opakováních. H o d n o t y j s o u vyjádřeny v p r o c e n t e c h , k d y 
o l i g o n u k l e o t i d s T h T vyjadřuje 1 0 0 %. U ligandů b y l a odpočítána autofluorescénce jednotlivých 

ligandů. N a h i s t o g r a m u j s o u zaznačené směrodatné o d c h y l k y ze 3 opakování. 

Podobně t o m u b y l o i u o l i g o n u k l e o t i d u K S H V - m u t l . 5 ( G r a f 3 ) , obsahující m u t o v a n o u G 4 
s e k v e n c i , k d e došlo k p o k l e s u fluorescenčního signálu p o přidání všech čtyř G4-ligandů 
v porovnání se samotným o l i g o n u k l e o t i d e m s T h T ( 1 0 0 % ) . S e zvyšující se koncentrací ligandů 
se fluorescenční signál měřený při 4 9 0 n m snižoval. U o l i g o n u k l e o t i d u K S H V - m u t l . 5 došlo 
k p o k l e s u signálu přídavkem 1 u M b e r b e r i n u z e 1 0 0 % n a 6 3 %. U vyšších přídavků však 
nejvyšší p o k l e s signálu n e v y k a z o v a l b e r b e r i n , a l e k u r k u m i n - přídavkem 3 u M k u r k u m i n u 
došlo k e snížení f l u o r e s c e n c e z e 1 0 0 % n a 1 3 %, přídavkem 1 2 u M k u r k u m i n až n a 2 %. 
U k u r k u m i n u došlo k úplnému vyvázání T h T již při 3 u M k o n c e n t r a c i , přičemž p r o ostatní 
l i g a n d y b y l a k o n c e n t r a c e vyšší. K u r k u m i n z d e v y k a z o v a l nejlepší vazebné v l a s t n o s t i . Všechny 
l i g a n d y způsobily p o k l e s T h T f l u o r e s c e n c e , tudíž se navázaly n a G 4 m o t i v . 

Všechny l i g a n d y n a h r a d i l y t h i o f l a v i n T v e vazbě n a vybrané s e k v e n c e , j a k u o l i g o n u k l e o t i d u 
K S H V , t a k u K S H V - m u t l . 5 a vytvořily v a z b u s přítomným G 4 . Z výsledků můžeme 
říct, že p r o o l i g o n u k l e o t i d K S H V b y l nejúčinnějším G 4 - l i g a n d e m b e r b e r i n , protože b y l 
detekován n e j výraznější p o k l e s fluorescenčního signálu u jednotlivých přídavků ( G r a f 2 ) . 
P r o o l i g o n u k l e o t i d K S H V - m u t l . 5 se ukázal j a k o nejúčinnější G 4 - l i g a n d k u r k u m i n ( G r a f 3 ) . 

4.1.2 Cirkulární dichroismus 

A f i n i t a G4-ligandů k přítomným G 4 strukturám b y l a ověřena pomocí T h T kompetičního 
t e s t u . Pomocí C D b y l o možné určit k o n f o r m a c i příslušných G 4 motivů - paralelní, antiparalelní 
n e b o hybridní. Určení s t r u k t u r y o l i g o n u k l e o t i d u sbalených d o paralelních a antiparalelní c h G 4 
s t r u k t u r pomocí C D s p e k t r o s k o p i e p o p i s u j e například práce Vorlíčkové e t a l . [ 1 3 0 ] . 

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 obsahující T r i s - H C l a zahřátý n a 9 5 °C, 
poté o c h l a z e n y a analyzovány. Výsledky formovaných G 4 p r o syntetické o l i g o n u k l e o t i d y 
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P U M A , K S H V a K S H V - m u t l . 5 uvádí G r a f 4 . K oligonukleotidům b y l v t o m t o případě přidán 
ještě K C 1 , k d y došlo k e stabilizování s t r u k t u r y . 

5 0 , 0 n 

- 3 0 , 0 J 

X [ n m ] 

G r a f 4 : C D s p e k t r o s k o p i e G 4 u oligonukleotidů P U M A , K S H V a K S H V - m u t l . 5 a j e j i c h s t a b i l i z a c e 
pomocí K C 1 . 

G 4 zaujímá u oligonukleotidů K S H V hybridní k o n f o r m a c i . Je vidět paralelní pík při 2 6 5 n m 
a antiparalelní pík při 2 9 5 n m . N a p r o t i t o m u G 4 oligonukleotidů K S H V - m u t l . 5 zaujímá 
antiparalelní k o n f o r m a c i , charakteristický viditelným negativním p i k e m při 2 6 5 n m 
a pozitivním p i k e m při 2 9 5 n m [ 1 3 1 ] . U oligonukleotidů P U M A se žádný pík v o b l a s t i 2 6 5 n m 
a n i 2 9 5 n m neukázal, protože n e o b s a h u j e G 4 s e k v e n c i . 

K syntetickým oligonukleotidům K S H V a K S H V - m u t l . 5 b y l y postupně přidávány U g a n d y 
v různých koncentracích, j a k j e u v e d e n o v k a p i t o l e 3 . 2 . 2 Cirkulární d i c h r o i s m u s - ověření 
i n t e r a k c e ligandů a G 4 - s e k v e n c e in vitro. Výsledky p r o o l i g o n u k l e o t i d P U M A u v e d e n y n e j s o u , 
protože z d e není přítomna G 4 s t r u k t u r a . 

Výsledky C D s p e k t r o s k o p i e p r o o l i g o n u k l e o t i d K S H V s přidanými U g a n d y znázorňuje G r a f 
5 . V g r a f u j s o u znázorněny přídavky ligandů v molárním poměru k D N A - 1:4 b e r b e r i n u , 
1:2 k u r k u m i n u , 1:3 k v e r c e t i n u a 1:4 kyselině ellagové, a K C 1 . 
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G r a f 5: 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 K S H V , K S H V s přidaným K C L a K S H V s přídavky ligandů 
v molárním poměru k D N A - 1:4 b e r b e r i n u , 1:2 k u r k u m i n u , 1:3 k v e r c e t i n u a 1:4 kyselině ellagové. 

Samotný o l i g o n u k l e o t i d K S H V v T r i s - H C l p u f r u n e v y k a z u j e zřetelný pík charakteristický 
p r o G 4 . P o přidání K C 1 došlo k f o r m a c i hybridní G 4 k o n f o r m a c e sekundární s t r u k t u r y 
s charakteristickými píky při 2 6 5 a 2 9 5 n m . Přidáním ligandů k s e k v e n c i K S H V b e z přídavku 
K C 1 docházelo k p o s u n u píků d o o b l a s t i charakteristických píků p r o hybridní k o n f o r m a c i G 4 . 
Nejlepším G 4 - l i g a n d e m se d l e g r a f u j e v i l b e r b e r i n ( s přídavkem 1:4 molárního poměru), který 
p o d p o r o v a l s t a b i l i z a c i G 4 s t r u k t u r y v s e k v e n c i K S H V . T o h l e zjištění p o d p o r u j e výsledky T h T 
kompetičního t e s t u p r o o l i g o n u k l e o t i d K S H V ( G r a f 2 ) . 

Výsledky C D s p e k t r o s k o p i e p r o o l i g o n u k l e o t i d K S H V - m u t l . 5 s přidanými l i g a n d y 
znázorňuje G r a f 6 . V g r a f u j s o u znázorněny přídavky ligandů v molárním poměru k D N A -
1:3 b e r b e r i n u , 1:3 k u r k u m i n u , 1:3 k v e r c e t i n u a 1:2 kyselině ellagové, a K C L Samotný 
o l i g o n u k l e o t i d K S H V - m u t l . 5 v T r i s - H C l p u f r u n e v y k a z u j e zřetelný pík charakteristický p r o 
G 4 . 
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3 0 , 0 

1:3 k u r k u m i n 
- 3 0 , 0 J 

1:2 k y s e l i n a ellagová 
x [ n m ] 1:3 k v e r c e t i 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 K S H V - m u t l . 5 , K S H V - m u t l . 5 s přidaným K C 1 a K S H V -
m u t l . 5 s přídavky ligandů v molárním poměru k D N A - 1:3 b e r b e r i n u , 1:3 k u r k u m i n u , 1:3 k v e r c e t i n u 

a 1:2 kyselině ellagové. 

S e k v e n c e K S H V - m u t l . 5 v přítomnosti K C 1 v y k a z u j e antiparalelní k o n f o r m a c i G 4 s t r u k t u r y . 
Přídavek G4-ligandů k s e k v e n c i K S H V - m u t l . 5 b e z přítomnosti K C 1 v e d l k e změně 
k o n f o r m a c e G 4 s t r u k t u r y , zatímco b e z těchto ligandů j e vidět typický pík p r o antiparalelní 
k o n f o r m a c i s m a x i m e m 2 9 5 n m . P o přidání G4-ligandů t e n t o pík mizí a o b j e v u j e se m a x i m u m 
o k o l o 2 6 5 n m typické p r o paralelní G 4 s t r u k t u r u . N e j výraznější pík se ukázal u b e r b e r i n u 
(s přídavkem 1:3 molárního poměru), všechny G 4 - l i g a n d y měly n a k o n f o r m a c i G 4 podobný 
v l i v . 

4.2 Příprava plazmidové DNA a transformace kvasinek 

V l i v zkoumaných ligandů n a t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n u p 5 3 b y l zkoumán u kvasinkových 
expresních systémů. K v a s i n k a Saccharomyces cerevisiae p r o t e i n p 5 3 přirozeně n e e x p r i m u j e , 
a p r o t o b y l a p r o t e n t o účel cíleně modifikována. Příprava a namnožení plazmidové D N A 
s cílovým g e n e m n e b y l a součástí této práce, nicméně alespoň stručný p o p i s j e p r o pochopení 
dalších kroků důležitý. 

P r o s e l e k c i úspěšně transformovaných buněk b y l použit p l a z m i d p R S - 3 1 5 . T e n t o p l a z m i d 
má v e l i k o s t 6 0 1 8 b p a z a s t u p u j e prázdný v e k t o r s p r o m o t o r e m p r o syntézu selekčního m a r k e r u 
- l e u c i n u (Obrázek 2 0 ) . Dalším p l a z m i d e m využitým při t r a n s f o r m a c i b y l p R S - p 5 3 , který b y l 
použit z a cílem e x p r e s e p r o t e i n u p 5 3 p o d inducibilním galaktózovým p r o m o t o r e m GAL1. 
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V p l a z m i d u j e obsažen p r o m o t o r p r o syntézu l e u c i n u . B y l o úspěšně docíleno t r a n s f o r m a c e , k d y 
s e l e k c e probíhala n a 1 A ( l e c i n selektivních) miskách, k d y médium o b s a h o v a l o všechny 
potřebné živiny, kromě a m i n o k y s e l i n y l e u c i n . 

Obrázek 2 0 : Komerčně dostupný p l a z m i d p R S - 3 1 5 s p r o m o t o r e m p r o syntézu l e u c i n u j a k o selekčního 
m a r k e r u . V e l i k o s t p l a z m i d u j e 6 0 1 8 b p a b y l využit k s e l e k c i transformovaných kvasinkových buněk 

[ 1 3 2 ] . 

Před transformací p l a z m i d u d o kvasinkového expresního systému b y l o nutné potřebné 
p l a z m i d y s o b s a h e m cílových genů k plánované e x p r e s i namnožit. K t o m u b y l y využity 
komerčně dostupně k m e n y bakterií Escherichia coli ( S T B L 3 ) . 

B y l y připraveny kompetentní buňky S T B L 3 a proběhla t r a n s f o r m a c e pomocí teplotního 
šoku. Transformované p l a z m i d y o b s a h o v a l y místo r e z i s t e n c e p r o a n t i b i o t i k u m a m p i c i l i n , 
pomocí kterého b y l o možné úspěšně s e l e k t o v a t transformované k o l o n i e . 

P o t r a n s f o r m a c i b y l a plazmidová D N A izolovaná pomocí komerčního k i t u . K o n c e n t r a c i 
a čistotu izolované plazmidové D N A uvádí T a b u l k a 4 . D l e výsledků j e zřejmé, že p l a z m i d y 
b y l y izolovány o dostatečné čistotě a k o n c e n t r a c i a b y l y t a k vhodné p r o t r a n s f o r m a c i d o 
kvasinkových expresních systémů. 

T a b u l k a 4 : K o n c e n t r a c e a čistota plazmidové D N A naměřená n a přístroji N a n o D r o p . 

Plazmid Koncentrace [ng/ul] Čistota 260/280 
pRS-315 1 5 2 1 ,88 
pRS-p53 2 0 3 1 ,83 

P r o ověření správnosti a čistoty izolované D N A b y l a p r o v e d e n a agarozová elektroforéza 
(Obrázek 2 1 ) . 
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5 0 0 b p i 

Obrázek 2 1 : Ověření k v a l i t y plazmidové D N A agarózovou g e l o v o u elektroforézou. S t a r t 1 - žebříček 
( 5 0 0 bp - 10 k b ) ; 2 a 3 - p R S - 3 1 5 ; 4 a 5 - p R S - p 5 3 . 

T a k t o připravená plazmidová D N A b y l a poté transformována d o vybraných kmenů k v a s i n e k 
Saccharomyces cerevisiae auxotrofních p r o l e u c i n . 

4.3 Analýza transaktivace proteinu p53 i n vivo 

Transaktivační a k t i v i t a p r o t e i n u p 5 3 b y l a testována pomocí luciferázového reportérového 
t e s t u . P r i n c i p luciferázového t e s t u spočívá v e s c h o p n o s t i l u c i f e r i n u e m i t o v a t záření p o o x i d a c i 
n a o x y l u c i f e r i n . K t o m u j e zapotřebí e n z y m luciferáza, k jejíž p r o d u k c i dochází p o u z e t e h d y , 
když se p r o t e i n p 5 3 naváže n a odpovídající R E D N A a tím umožňuje její biosyntézu (Obrázek 
1 9 ) . Množství emitovaného světla i n d i k u j e transaktivační a k t i v i t u p r o t e i n u p 5 3 [ 1 3 3 ] . 

P r o analýzu b y l y vybrány vhodné k m e n y Saccharomyces cerevisiae s vazebnými 
v l a s t n o s t m i p r o p r o t e i n p 5 3 s inkorporovanými s e k v e n c e m i schopnými tvořit G 4 . 
Transformované b y l y c e l k e m 3 k m e n y ( T a b u l k a 3 ) obsahující reportér UJCI, j a k znázorňuje 
Obrázek 1 5 . K m e n P U M A o b s a h u j e R E D N A p r o p r o t e i n p 5 3 . K m e n y P U M A - K S H V 
a P U M A - K S H V - m u t l . 5 navíc u p r o m o t o r u v blízkosti p 5 3 R E obsahují i n k o r p o r o v a n o u 
s e k v e n c i s c h o p n o u tvořit G 4 , která ovlivňuje t r a n s k r i p c i g e n u [ 1 4 , 2 2 ] . 

B y l a testována transaktivační a k t i v i t a p r o t e i n u p 5 3 . D o vybraných kmenů Saccharomyces 
cerevisiae b y l y transformovány p l a z m i d y p R S - 3 1 5 n e b o p R S - p 5 3 p r o e x p r e s i p r o t e i n u 
p o d inducibilním galaktózovým p r o m o t o r e m . T r a n s f o r m a n t i s p l a z m i d e m p R S - 3 1 5 
neexprimují p r o t e i n p 5 3 , tudíž v y k a z o v a l y v e l m i nízký chemiluminiscenční signál 
u luciferázového reportérového t e s t u u všech tří typů médií - s rafinózou, s přídavkem 0 , 0 5 % 
galaktózy i 0 , 5 % galaktózy. J e t o m u t a k p r o t o , že p o k u d se p r o t e i n p 5 3 netvoří, nemůže se 
vázat n a R E D N A u reportérového g e n u p r o e n z y m luciferázu, a p r o t o nemůže s p u s t i t 
t r a n s k r i p c i g e n u p r o luciferázu (Obrázek 1 9 ) . 

N a o p a k t r a n s f o r m a n t i s o b s a h e m p R S - p 5 3 p r o t e i n p 5 3 exprimují, a l e p o u z e z a přítomnosti 
galaktózy. V médiu s přítomnou rafinózou p r o t e i n není exprimován. P r o t o l z e d e t e k o v a t 
vysoký chemiluminiscenční signál u médií s přidanou galaktózou o p r o t i transformantům 
s p R S - 3 1 5 n e b o u buněk v médiu s rafinózou. S rostoucí koncentrací galaktózy a s narůstajícím 
časem se signál u transformantů s o b s a h e m p R S - p 5 3 zvyšoval, zatímco u transformantů s p R S -
3 1 5 b y l konstantně nízký. 

Výsledky luciferázového reportérového t e s t u j s o u u každého k m e n e u v e d e n y j a k o relativní 
i n t e n z i t a c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání 
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s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) . T o znamená, že detekovaný chemiluminiscenční signál j e 
vždy vztažen k příslušnému prázdnému v e k t o r u , t e d y k buňkám obsahující p l a z m i d p R S - 3 1 5 , 
k d e p r o t e i n exprimován není. H o d n o t y v čase 0 z a h r n u j e Příloha 2 . Výsledky získané 
p o 6 a 24hodinové i n k u b a c i znázorňuje G r a f 7 a G r a f 8 . Statistická významnost j e vztažena 
vždy k příslušnému prázdnému v e k t o r u a znázorněna v g r a f e c h hvězdičkami 
(p h o d n o t a < 0 , 0 5 *, p h o d n o t a < 0 , 0 1 **, p h o d n o t a < 0 , 0 0 1 * * * ) . P r o každého t r a n s f o r m a n t a 
b y l o p r o v e d e n o vždy 5 opakování p r o každý t y p médií, e x p e r i m e n t b y l p r o potvrzení 
o p a k o v a t e l n o s t i p r o v e d e n třikrát. 

8 0 

p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A P U M A - K S H V P U M A - K S H V - m u t l . 5 

• S R 1 A S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R 1 A + 0 , 5 % galaktóza 

G r a f 7 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o óhodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae. H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou h o d n o t u relativní i n t e n z i t y 

c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání s prázdným v e k t o r e m 
( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická významnost j e vztažena vždy k 

příslušnému prázdnému v e k t o r u ( p R S - 3 1 5 ) a v g r a f u znázorněna hvězdičkami (p < 0 , 0 5 *,p < 0 , 0 1 
**,p< 0 , 0 0 1 * * * ) . 

4 0 



4 0 0 

H 3 6 0 
ň *** 

p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A P U M A - K S H V P U M A - K S H V - m u t l . 5 

• S R 1 A S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R 1 A + 0 , 5 % galaktóza 

G r a f 8: Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o 24hodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae. H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou h o d n o t u relativní i n t e n z i t y 

c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnaní s prázdným v e k t o r e m 
( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická významnost v i z G r a f 7 . 

Statistické srovnání d a t ukázalo, že t r a n s f o r m a n t i s o b s a h e m p R S - p 5 3 k m e n e P U M A 
vykazují n e j vyšší signál z e všech tří kmenů. P r o t e i n p 5 3 se navázal n a R E D N A u reportérového 
g e n u p r o e n z y m luciferázu (LUC1) a docházelo k t r a n s k r i p c i g e n u , což odpovídá vysokému 
chemiluminiscenčnímu signálu. 

K m e n P U M A - K S H V s transformovaným p l a z m i d e m p R S - p 5 3 o b s a h u j e G 4 s e k v e n c i , která 
negativně ovlivňuje v a z b u p r o t e i n u p 5 3 n a odpovídající R E D N A a brání t a k t r a n s k r i p c i g e n u 
p r o e n z y m luciferázu [ 1 4 ] . P r o t o b y l detekován nižší chemiluminiscenční signál o p r o t i k m e n i 
P U M A p o 6 hodinách i n k u b a c e ( G r a f 7 ) , p o 2 4 hodinách ( G r a f 8 ) j e vidět p o k l e s markantně. 

K m e n P U M A - K S H V - m u t l . 5 s transformovaným p l a z m i d e m p R S - p 5 3 má G 4 s e k v e n c i 
m u t o v a n o u . V porovnání s k m e n e m P U M A - K S H V j e signál vyšší. Došlo k navázání p r o t e i n u 
p 5 3 n a R E , a l e zároveň signál n e d o s a h u j e stejných h o d n o t v porovnání se signálem p r o k m e n 
P U M A b e z o b s a h u G 4 s t r u k t u r y . Rozdíl v signálu můžeme vidět p o óhodinové i n k u b a c i ( G r a f 
7 ) , p o 24hodinové i n k u b a c i ( G r a f 8 ) j e rozdíl opět výrazný. 

B y l o p r o v e d e n o statistické srovnání d a t p r o t r a n s f o r m a n t y p R S - p 5 3 v z h l e d e m k e k m e n i 
P U M A , který d o s a h o v a l nejvyšších h o d n o t relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e . P o 
6 hodinách i n k u b a c e b y l y rozdíly m e z i k m e n y P U M A a P U M A - K S H V - m u t l . 5 s t a t i s t i c k y 
nevýznamné, významné b y l y m e z i k m e n e m P U M A a P U M A - K S H V . P o 2 4 hodinách b y l y 
prokázány s t a t i s t i c k y významné rozdíly m e z i k m e n e m P U M A a P U M A - K S H V i m e z i k m e n e m 
P U M A a P U M A - K S H V - m u t l . 5 u média s nejvyšším přídavkem galaktózy. 

Výsledky ukázaly, že experimentální podmínky j s o u opakovatelné, a že vybrané k m e n y 
a zvolené přídavky galaktózy b y l y vhodné p r o další analýzu v l i v u G4-ligandů. 
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4.4 Testy viability kvasinkových buněk 

A b y m o h l být testován v l i v G4-ligandů n a t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n u p 5 3 v kvasinkových 
buňkách pomocí luciferázového reportérového t e s t u , b y l o nutné n e j p r v e určit v h o d n o u 
k o n c e n t r a c i těchto G4-ligandů, která n e b u d e výrazně ovlivňovat životaschopnost kvasinkových 
buněk a zároveň b u d e mít v l i v n a G 4 s t r u k t u r y . Z a tímto účelem b y l y p r o v e d e n y t e s t y v i a b i l i t y 
v přítomnosti zvyšující se k o n c e n t r a c e vybraných G4-ligandů. 

P r o testování životaschopnosti buněk b y l o využito měření optické d e n s i t y při 6 0 0 n m 
p o d o b u 2 4 h o d i n . Časový i n t e r v a l b y l z v o l e n kvůli luciferázovému reportérovému t e s t u , k d y 
se buňky inkubují 2 4 h o d i n . N e j vyšší t e s t o v a n o u koncentrací u všech ligandů b y l a 5 0 0 u M , 
nejnižší 3 , 9 1 u M . P r o každou k o n c e n t r a c i b y l a p r o v e d e n a 3 opakování. Zároveň b y l testován 
i v l i v 1 % D M S O a t o z důvodu, že všechny U g a n d y b y l y v D M S O rozpuštěny. J a k o výchozí 
h o d n o t a optické d e n s i t y buněk při 6 0 0 n m b y l a z v o l e n a 0 , 0 2 [ 1 3 4 ] . 

Z výsledků b y l y vytvořeny růstové křivky kvasinkových buněk p r o každý l i g a n d , j a k o 
příklad j e u v e d e n a růstová křivka kvasinkových buněk p o přidání různých koncentrací l i g a n d u 
b e r b e r i n u ( G r a f 9 ) . 

0 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 

Čas/hod 

buňky v médiu - l % D M S O - 3 , 9 1 u M 7 , 8 1 u M 

15 ,63 u M 3 1 , 2 5 u M 6 2 , 5 0 u M 1 2 5 , 0 0 u M 
2 5 0 , 0 0 u M 5 0 0 , 0 0 u M 

G r a f 9 : Růstová křivka kvasinkových buněk k m e n e P U M A p r o l i g a n d b e r b e r i n . B y l a měřena optická 
d e n s i t a při 6 0 0 n m p o d o b u 2 4 h o d i n . Testované k o n c e n t r a c e b e r b e r i n u b y l y o d 5 0 0 u M p o 3 , 9 1 u M . 

B y l testován i v l i v 1 % D M S O , a t o z t o h o důvodu, že l i g a n d y b y l y rozpuštěny v D M S O . J a k o výchozí 
h o d n o t a optické d e n s i t y buněk při 6 0 0 n m b y l a z v o l e n a 0 , 0 2 . 

Pomocí růstových křivek b y l y určeny vhodné k o n c e n t r a c e ligandů p r o následující 
e x p e r i m e n t y , a t o n a základě sledování změn v p r o f i l u růstové křivky. S l e d o v a l a se t o x i c i t a 
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přidaných látek p r o kvasinkové buňky n a základě rozdílu o p r o t i klasickému m o d e l u růstové 
křivky mikroorganismů. 

Zvolené k o n c e n t r a c e uvádí T a b u l k a 5 . Z růstové křivky p r o l i g a n d b e r b e r i n ( G r a f 9 ) b y l a 
vybrána k o n c e n t r a c e 6 2 , 5 0 u M , stejně t a k p r o l i g a n d k u r k u m i n . G r a f růstové křivky p r o l i g a n d 
k u r k u m i n znázorňuje Příloha 3 , p r o k v e r c e t i n Příloha 4 a p r o k y s e l i n u e l l a g o v o u Příloha 5 . 
Kvasinkové buňky měly vyšší t o l e r a n c i p r o l i g a n d k v e r c e t i n , k d e b y l a j a k o vhodná určena 
k o n c e n t r a c e 1 2 5 u M . K y s e l i n a ellagová se p r o kvasinkové buňky ukázala j a k o nejtoxičtější 
l i g a n d , k d y u této látky b y l a vybrána k o n c e n t r a c e p o u z e 3 1 , 2 5 u M . 

T a b u l k a 5 : Zvolené k o n c e n t r a c e ligandů vybrané z příslušných růstových křivek. 

Ligand Zvolené koncentrace 
[uM] 

Berberin 6 2 , 5 0 
Kurkumin 6 2 , 5 0 
Kvercetin 1 2 5 , 0 0 
Kyselina 
ellagová 3 1 , 2 5 

4.5 Analýza transaktivace proteinu p53 po ošetření buněk G4-ligandy i n vivo 

P r o sledování změn t r a n s aktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p 5 3 p o přidání vybraných G4-ligandů 
b y l zopakován luciferázový reportérovy t e s t , k d y b y l o použito shodného p o s t u p u , kmenů 
Saccharomyces cerevisiae i přídavků galaktózy ( 0 , 0 5 a 0 , 5 % ) , j a k j e popsáno v k a p i t o l e 4 . 3 
Analýza t r a n s a k t i v a c e p r o t e i n u p 5 3 in vivo. Vhodné k o n c e n t r a c e G4-ligandů b y l y vybrány n a 
základě testů v i a b i l i t y popsaných v k a p i t o l e 4 . 4 T e s t y v i a b i l i t y kvasinkových buněk. D o S R 1 A 
média b y l y jednotlivě přidány l i g a n d y v koncentracích, j a k j e uvádí T a b u l k a 5 . T e s t b y l 
p r o v e d e n p r o každý l i g a n d zvlášť, správnost naměřených výsledků b y l a ověřena opakováním 
e x p e r i m e n t u . Výsledky z luciferázového reportérového t e s t u j s o u u v e d e n y j a k o relativní 
i n t e n z i t a c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) . Statistická významnost j e vztažena vždy k příslušnému 
prázdnému v e k t o r u a znázorněna v g r a f e c h hvězdičkami (p h o d n o t a < 0 , 0 5 *, 
p h o d n o t a < 0 , 0 1 **, p h o d n o t a < 0 , 0 0 1 * * * ) . P r o každého t r a n s f o r m a n t a b y l o p r o v e d e n o vždy 
5 opakování u každého t y p u médií. Průměrné h o d n o t y n a počátku analýzy uvádí Příloha 6 , 
Příloha 7 , Příloha 9 a Příloha 1 1 . 

P o přídavku 6 2 , 5 0 u M b e r b e r i n u p o 6 hodinách i n k u b a c e ( G r a f 1 0 ) j e vidět rozdíl o p r o t i 
luciferázovému reportérovému t e s t u b e z přidaných ligandů ( G r a f 7 ) , k d y h o d n o t y relativní 
i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e u přidaného b e r b e r i n u j s o u výrazně nižší. J e t o způsobeno tím, že 
se buňky přizpůsobovaly novým podmínkám p o přidání ligandů d o média. Nicméně j e již jasně 
vidět, že buňky k m e n e P U M A s transformovaným p l a z m i d e m p R S - p 5 3 b e z G 4 s e k v e n c e mají 
výrazně vyšší h o d n o t y o p r o t i transformantům P U M A - K S H V a P U M A - K S H V - m u t l . 5 
s o b s a h e m p R S - 5 3 , které G 4 s e k v e n c i obsahují. 
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p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A P U M A - K S H V P U M A - K S H V - m u t l . 5 

• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

G r a f 10 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o óhodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 6 2 , 5 0 u M b e r b e r i n e m . H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnaní 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakovaní. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 

P o 24hodinové i n k u b a c i ( G r a f 1 1 ) j e však vidět, že h o d n o t y relativní i n t e n z i t y 
c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 p r o t r a n s f o r m a n t y p R S - p 5 3 k m e n e P U M A 
j s o u výrazně vyšší o p r o t i buňkám neošetřených l i g a n d y ( G r a f 8 ) . U neošetřených buněk b y l a 
průměrná h o d n o t a p r o t r a n s f o r m a n t y p R S - p 5 3 k m e n e P U M A o k o l o 3 2 0 , p o přídavku b e r b e r i n u 
o k o l o 6 0 0 . Přídavek b e r b e r i n u n a k m e n P U M A působil pozitivně, předmětem zájmu b y l y a l e 
k m e n y obsahující G 4 s e k v e n c i . U k m e n e P U M A - K S H V obsahující G 4 s e k v e n c i j s o u h o d n o t y 
relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e výrazně nižší p r o t r a n s f o r m a n t y p R S - p 5 3 . 
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p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A P U M A - K S H V P U M A - K S H V - m u t l . 5 

• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

G r a f 1 1 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o 24hodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 6 2 , 5 0 u M b e r b e r i n e m . H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakovaní. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 

P o óhodinové i n k u b a c i p o přídavku 3 1 , 2 5 u M k y s e l i n y ellagové (Příloha 8 ) , 6 2 , 5 0 u M 
k u r k u m i n u (Příloha 1 0 ) a 1 2 5 u M k v e r c e t i n u (Příloha 1 2 ) b y l vidět podobný průběh j a k o 
u předchozího U g a n d u . Buňky se opět přizpůsobovaly nově vytvořeným podmínkám, a p r o t o 
b y l y naměřeny nižší h o d n o t y o p r o t i neošetřeným buňkám ( G r a f 7 ) . P r o t o n e b y l o možné 
objektivně v y h o d n o t i t relativní i n t e n z i t u c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 a 
buňky b y l y dále inkubovány a transaktivační a k t i v i t a b y l a vyhodnocována p o 2 4 hodinách. 

P o 24hodinové i n k u b a c i buněk ošetřených 3 1 , 2 5 u M k y s e l i n o u e l l a g o v o u ( G r a f 1 2 ) j s o u 
h o d n o t y p r o t r a n s f o r m a n t y p R S - p 5 3 k m e n e P U M A a P U M A - K S H V - m u t l . 5 výrazně vyšší 
o p r o t i buňkám b e z přídavku ligandů, a l e n a o p a k nižší v e srovnání s l i g a n d e m b e r b e r i n e m . U 
k m e n e P U M A - K S H V obsahující G 4 s e k v e n c i j s o u h o d n o t y relativní i n t e n z i t y 
c h e m i l u m i n i s c e n c e opět nižší p r o t r a n s f o r m a n t y p R S - p 5 3 . 
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• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

G r a f 1 2 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o 24hodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 3 1 , 2 5 u M k y s e l i n o u e l l a g o v o u . H i s t o g r a m znázorňuje 

průměrnou h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) 
v porovnaní s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická 

významnost v i z G r a f 7 . 

P o 2 4 hodinách i n k u b a c e buněk s přidaným 6 2 , 5 0 u M k u r k u m i n e m ( G r a f 1 3 ) b y l y rozdíly 
m e z i t r a n s f r o m a n t y p R S - p 5 3 všech tří kmenů výrazné, nejnižší h o d n o t y b y l y detekovány 
u k m e n e P U M A - K S H V . V porovnání s l i g a n d e m k y s e l i n o u e l l a g o v o u b y l y nejvyšší průměrně 
h o d n o t y nepatrně vyšší, a l e nižší v porovnání s b e r b e r i n e m . 
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p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A P U M A - K S H V P U M A - K S H V - m u t l . 5 

• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

G r a f 13 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o 24hodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 6 2 , 5 0 u M k u r k u m i n e m . H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 

Výsledky p r o kvasinkové buňky s přídavkem 1 2 5 u M k v e r c e t i n u v médiu p o 2 4 hodinách 
i n k u b a c e znázorňuje G r a f 1 4 . L i g a n d pozitivně působil n a k m e n P U M A , u k m e n e P U M A -
K S H V j s o u h o d n o t y výrazně nižší, k m e n P U M A - K S H V - m u t l . 5 d o s a h u j e nižších h o d n o t 
v porovnání s k m e n e m P U M A . 
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G r a f 1 4 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o 24hodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 1 2 5 u M k v e r c e t i n e m . H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 

P o 24hodinové i n k u b a c i k m e n P U M A s o b s a h e m p R S - p 5 3 d o s a h o v a l nejvyšších h o d n o t 
relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 p o přídavku 6 2 , 5 0 p M 
b e r b e r i n u . T y t o h o d n o t y b y l y nejvyšší z e všech kmenů i přidaných ligandů. Druhé nejvyšší 
h o d n o t y b y l o dosaženo p o přídavku 6 2 , 5 0 p M k u r k u m i n u , poté p o přídavku 3 1 , 2 5 p M k y s e l i n y 
ellagové. Nejnižší h o d n o t y b y l y p r o k m e n P U M A s o b s a h e m p R S - p 5 3 naměřeny u přídavku 
1 2 5 p M k v e r c e t i n u . Stejně t o m u t a k b y l o p r o k m e n P U M A - K S H V - m u t l . 5 . U k m e n e P U M A -
K S H V s o b s a h e m p R S - p 5 3 b y l y u všech ligandů naměřeny podobné h o d n o t y , markantně 
snížené o p r o t i zbylým dvěma kmenům. 

U transformantů p R S - p 5 3 kmenů obsahující G 4 s e k v e n c i došlo p o přídavku všech čtyř G 4 -
ligandů k výraznější i n h i b i c i t r a n s a k t i v a c e p r o t e i n u p 5 3 o p r o t i k m e n i P U M A v e srovnání 
s neošetřenými buňkami. P r o k m e n P U M A - K S H V u neošetřených buněk j e 
chemiluminiscenční signál z h r u b a poloviční o p r o t i k m e n i P U M A , u k m e n e P U M A - K S H V -
m u t l . 5 j s o u h o d n o t y v z h l e d e m k e k m e n i P U M A mírně snížené ( G r a f 7 ) . O p r o t i t o m u například 
p o přídavku b e r b e r i n u došlo u t r a n f o r m a n t u p R S - p 5 3 k m e n e P U M A - K S H V k p o k l e s u signálu 
n a čtvrtinu, u k m e n e P U M A - K S H V - m u t l . 5 z h r u b a n a p o l o v i n u ( G r a f 1 0 ) . S t r u k t u r a G 4 b y l a 
pomocí b e r b e r i n u stabilizována a b y l o detekováno snížení relativní i n t e n z i t y 
chemiluminisceního signálu p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 . 
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5 ZÁVĚR 

V této práci b y l testován v l i v G4-ligandů n a t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n u p 5 3 m e t o d a m i in vivo, 
a f i n i t a vybraných G4-ligandů k e G 4 b y l a p o t v r z e n a t e c h n i k a m i in vitro. Teoretická část práce 
s h r n u j e dosavadní p o z n a t k y o nejčastěji mutovaném supresorovém nádorovém p r o t e i n u p 5 3 . 
B y l a popsána j e h o s t r u k t u r a i vazebné v l a s t n o s t i k D N A . Dále b y l a s h r n u t a s t r u k t u r a 
sekundárních s t r u k t u r D N A , n e j d e t a i l n e j i p a k G-kvadruplexů, které se vyskytují například 
v p r o m o t o r e c h lidských genů a onkogenů. C e s t a k novým protinádorovým terapeutikům 
b y m o h l a vést právě přes spojení G 4 s t r u k t u r a p r o t e i n u p 5 3 , u kterého b y l a p o t v r z e n a j e h o 
s c h o p n o s t vázat G 4 s t r u k t u r y . Hledají se p r o t o G 4 - l i g a n d y , které j s o u schopné se n a G 4 navázat 
a s t a b i l i z o v a t j e . Směr výzkumu se kvůli častým nežádoucím účinkům a r e z i s t e n c i 
n a konvenční chemoterapeutické léky upírá k přírodním sloučeninám. 

V experimentální části b y l y vybrány G 4 - l i g a n d y vyskytující se v potravinách a doplňcích 
s t r a v y , konkrétně k u r k u m i n , k v e r c e t i n , b e r b e r i n a k y s e l i n a ellagová, u kterých b y l a v m i n u l o s t i 
p o t v r z e n a j e j i c h a f i n i t a k e G 4 strukturám. N e j p r v e b y l a otestována j e j i c h v a z b a k e G 4 in vitro 
u vybraných syntetických oligonukleotidů. B y l využit T h T kompetiční t e s t , k d y všechny 
l i g a n d y n a h r a d i l y t h i o f l a v i n T v e vazbě n a přítomnou G 4 s t r u k t u r u , což se p r o j e v i l o snížením 
fluorescenčního signálu. N e j výraznější p o k l e s signálu v t e s t u v y k a z o v a l b e r b e r i n a k u r k u m i n , 
t y t o l i g a n d y se dobře vázaly n a přítomný G 4 . K o n f o r m a c e G-kvadruplexů b y l a určena pomocí 
C D s p e k t r o s k o p i e . U syntetického oligonukleotidů K S H V se G 4 f o r m o v a l d o hybridní 
k o n f o r m a c e , všechny l i g a n d y jasně s t a b i l i z o v a l y G 4 . U syntetického oligonukleotidů se G 4 
f o r m o v a l d o antiparalelní k o n f o r m a c e , přídavek ligandů změnil k o n f o r m a c i G 4 s t r u k t u r y 
n a paralelní. 

K testování v l i v u těchto ligandů n a t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n u p 5 3 in vivo b y l o využito 
izogenních systémů k v a s i n e k Saccharomyces cerevisiae. N e j p r v e b y l zjišťován v l i v G 4 
s e k v e n c e n a t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n u b e z přítomnosti ligandů. P r o vyhodnocení výsledků 
transaktivačního potenciálu p 5 3 b y l využit luciferázový reportérovy t e s t . Výsledky b y l y 
v y h o d n o c e n y j a k o relativní i n t e n z i t a c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 , k d y 
detekovaný chemiluminiscenční signál b y l vztažen k buňkám příslušného k m e n e obsahující 
p l a z m i d p R S - 3 1 5 , k d e p r o t e i n n e b y l exprimován. N e j vyšších h o d n o t d o s a h o v a l y buňky k m e n e 
P U M A transformovány p R S - p 5 3 . N a o p a k nejnižší h o d n o t y v y k a z o v a l y buňky k m e n e P U M A -
K S H V s o b s a h e m p R S - p 5 3 , k d y k m e n o b s a h u j e G 4 s t r u k t u r u . K m e n P U M A - K S H V - m u t l . 5 
s transformovaným p R S - p 5 3 j e mutován v j e d n o m n u k l e o t i d u , a p r o t o v y k a z o v a l vyšší signál 
než k m e n P U M A - K S H V , a l e stále nižší než k m e n P U M A . G 4 s e k v e n c e jasně o v l i v n i l a v a z b u 
p r o t e i n u p 5 3 n a příslušný R E D N A , což k o r e s p o n d u j e s výsledky publikovanými v odborné 
literatuře [ 1 4 , 2 2 ] . Statistické srovnání d a t p r o t r a n s f o r m a n t y s p R S - p 5 3 ukázalo, 
že p o 2 4 hodinách i n k u b a c e b y l y s t a t i s t i c k y významné rozdíly m e z i k m e n e m P U M A a P U M A -
K S H V i m e z i k m e n e m P U M A a P U M A - K S H V - m u t l . 5 u média s nejvyšším přídavkem 
galaktózy. 

Poté b y l y n a základě testů v i a b i l i t y vybrány vhodné k o n c e n t r a c e G4-ligandů p r o ošetření 
buněk a b y l zopakován luciferázový reportérovy t e s t . Obecně l z e k výsledkům b e z ligandů 
i s přidanými G 4 - l i g a n d y říct, že s rostoucí koncentrací galaktózy a s narůstajícím časem 
se signál u transformantů s o b s a h e m p R S - p 5 3 zvyšoval, n a o p a k u transformantů s o b s a h e m 
p R S - 3 1 5 b y l stále nízký. U transformantů s o b s a h e m p R S - 3 1 5 nedochází k e x p r e s i 
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p r o t e i n u p 5 3 , který b y se navázal n a R E D N A , tím pádem nemůže docházet k t r a n s k r i p c i g e n u 
p r o e n z y m luciferázu. P r o t r a n s f o r m a n t y s o b s a h e m p R S - p 5 3 k e x p r e s i p r o t e i n u docházelo, p 5 3 
se m o h l navázat n a R E D N A , došlo k t r a n s k r i p c i g e n u p r o e n z y m a b y l detekován vyšší 
chemiluminiscenční signál. 

P o přídavku ligandů se p o 6 hodinách i n k u b a c e kvasinkové buňky přizpůsobovaly nově 
vytvořeným podmínkám (přídavku ligandů a galaktózy d o média), p r o t o b y l y h o d n o t y relativní 
i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e o p r o t i neošetřeným buňkám výrazně nižší. P o 2 4 hodinách 
i n k u b a c e však h o d n o t y relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 
d o s a h o v a l y m n o h e m vyšších h o d n o t p o ošetření U g a n d y o p r o t i neošetřeným buňkám. 

U všech čtyř přírodních látek s v a z b o u n a G 4 s t r u k t u r y došlo u transformantů p R S - p 5 3 
k m e n e P U M A , neobsahující G 4 , k e zvýšení t r a n s a k t i v a c e p r o t e i n u p 5 3 v porovnání se zbylými 
dvěma k m e n y i neošetřenými buňkami. M e z i U g a n d y b y l y průměrné h o d n o t y různé. Nejvyšší 
h o d n o t y relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 v y k a z o v a l y 
t r a n s f o r m a n t i ošetření 6 2 , 5 0 u M b e r b e r i n e m p o 24hodinové i n k u b a c i . Druhý nejvyšší signál 
b y l zaznamenán u přídavku 6 2 , 5 0 u M k u r k u m i n u , poté u 3 1 , 2 5 u M k y s e l i n y ellagové, 
n e j nižších výsledků b y l o naměřeno u přídavku 1 2 5 u M k v e r c e t i n u . Přídavek G4-ligandů 
působil n a buňky pozitivně. Nárůst t r a n s a k t i v a c e p 5 3 b y m o h l být způsoben například 
vytvořenými podmínkami, které b y m o h l y p o d p o r o v a t zvýšenou e x p r e s i p r o t e i n u p 5 3 
k v a s i n k a m i Saccharomyces cerevisiae j a k o r e a k c i n a s t r e s . Dosavadní s t u d i e se m n o h e m více 
zaměřují n a v l i v b e r b e r i n u , k u r k u m i n u , k v e r c e t i n u i k y s e l i n y ellagové n a změnu e x p r e s e 
p r o t e i n u p 5 3 u různých typů nádorových linií [ 1 3 5 - 1 4 0 ] . V této práci však b y l o zaměřeno 
n a k m e n y s G 4 sekvencí. 

U k m e n e P U M A - K S H V s o b s a h e m p R S - p 5 3 , tvořící G 4 s e k v e n c i , j e zajímavé, 
že p o 24hodinové i n k u b a c i b y l a naměřena vždy podobná průměrná h o d n o t a relativní i n t e n z i t y 
c h e m i l u m i n i s c e n c e u všech čtyř ligandů, stejně t a k j a k o u neošetřených transformantů p R S -
p 5 3 . G 4 s e k v e n c e zřejmě stále negativně ovlivňuje v a z b u p r o t e i n u p 5 3 n a odpovídající R E 
D N A , brání t a k t r a n s k r i p c i g e n u p r o e n z y m luciferázu a j e detekován výrazně nižší 
chemiluminiscenční signál o p r o t i transformantům p R S - p 5 3 zbylých d v o u kmenů. 

K m e n P U M A - K S H V - m u t l . 5 s transformovaným p R S - p 5 3 o b s a h u j e G 4 s e k v e n c i 
m u t o v a n o u , p r o t o j e v porovnání s k m e n e m P U M A - K S H V signál vyšší, k d y se p r o t e i n p 5 3 
váže n a responzivní e l e m e n t , a l e zároveň n e d o s a h u j e stejně vysokých h o d n o t j a k o u k m e n e 
P U M A b e z G 4 s t r u k t u r y . Pořadí průměrných h o d n o t u p r o jednotlivé U g a n d y b y l o stejné j a k o 
p r o k m e n P U M A . 

Závěrem l z e říct, že u všech čtyř ligandů b y l a i n vitro prokázána j e j i c h a f i n i t a k e G 4 . Pomocí 
T h T kompetičního t e s t u b y l p r o o l i g o n u k l e o t i d K S H V v y h o d n o c e n j a k o U g a n d s nejvyšší 
a f i n i t o u k e G 4 b e r b e r i n , u kterého b y l a pomocí C D p o t v r z e n a i j e h o s c h o p n o s t in vitro 
s t a b i l i z o v a t přítomný hybridní G 4 . U o l i g o n u k l e o t i d u K S H V - m u t l . 5 způsobil n e j výraznější 
změnu k o n f o r m a c e G 4 z antiparalelní n a paralelní opět přídavek b e r b e r i n u . Pomocí 
kvasinkových izogenních systémů b y l prokázán v l i v G 4 s e k v e n c e n a t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n u 
p 5 3 . P o přidání ligandů došlo k výraznější i n h i b i c i t r a n s a k t i v a c e p r o t e i n u p 5 3 a k e snížení 
chemiluminiscenčního signálu. J a k o vhodný p r o další testování se ukázal U g a n d b e r b e r i n 
a otázkou p r o další výzkum zůstává, z a jakých podmínek probíhá j e h o i n t e r a k c e s G 4 in vivo. 
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h u m a n c e l l s . Nature Chemistry [ o n l i n e ] . 2 0 1 3 , 5 ( 3 ) , 1 8 2 - 1 8 6 . I S S N 1 7 5 5 - 4 3 4 9 . 
D o s t u p n e z : d o i : 1 0 . 1 0 3 8 / n c h e m . l 5 4 8 

[ 6 6 ] G O N Z A L E Z , V e r o n i c a a L a u r e n c e H . H U R L E Y . T h e c - M Y C N H E I I I 1 : F u n c t i o n a n d 
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S Z E K E L Y , E . K I S E L E V A , G . K L E I N , L . T E R E N I U S a K . G . W I M A N . p 5 3 b i n d s 
s i n g l e - s t r a n d e d D N A e n d s a n d c a t a l y z e s D N A r e n a t u r a t i o n a n d s t r a n d t r a n s f e r . 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 

5 7 



[ o n l i n e ] . 1 9 9 4 , 91(1), 4 1 3 - 4 1 7 . I S S N 0 0 2 7 - 8 4 2 4 . Dostupné 
z : d o i : 1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 9 1 . 1 . 4 1 3 

[ 7 4 ] TP 5 3 I gene \ Britannica [ o n l i n e ] . [ v i d . 2 0 2 2 - 0 2 - 1 4 ] . Dostupné 
z : h t t p s : / / w w w . b r i t a n n i c a . c o m / s c i e n c e / T P 5 3 

[ 7 5 ] S A M P A T H , J a n a r d h a n , D a x i S U N , V i n c e n t J . K I D D , J o s e G R E N E T , A m i s h a G A N D H I , 
L i n d a H . S H A P I R O , Q i n g j i a n W A N G , G e r a r d P . Z A M B E T T I a J o h n D . S C H U E T Z . 
M u t a n t p 5 3 C o o p e r a t e s w i t h E T S a n d S e l e c t i v e l y U p - r e g u l a t e s H u m a n M D R 1 N o t 
M R P 1 *. Journal of Biological Chemistry [ o n l i n e ] . 2 0 0 1 , 276(42), 3 9 3 5 9 - 3 9 3 6 7 . 
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RENČIUK, M i c h a e l a VORLÍČKOVÁ a M a r i e BRÁZDOVÁ. p 5 3 b i n d s h u m a n 
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9 0 8 4 . Dostupné z : d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . b i o c h i . 2 0 1 6 . 0 7 . 0 0 4 
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46(7), 3 2 7 0 - 3 2 8 3 . I S S N 1 3 6 2 - 4 9 6 2 . Dostupné z : d o i : 1 0 . 1 0 9 3 / n a r / g k y l 8 7 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH 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 
m R N A - mediátorová ribonukleová k y s e l i n a 
G 4 - G - k v a d r u p l e x 
C D K - cyklin-dependentní kináza 
E S I - M S - hmotnostní s p e k t r o m e t r i e s e l e k t r o s p r e j o v o u ionizací 
C D - cirkulární d i c h r o i s m u s 
N M R - nukleární magnetická r e z o n a n c e 
M D M 2 - myší dvouminutový 2 h o m o l o g , negativní regulátor p 5 3 
M D M 4 - myší dvouminutový 4 h o m o l o g , negativní regulátor p 5 3 
N H E I I I i - n u c l e a r h y p e r s e n z i t i v e e l e m e n t I I I i - nukleázový hypersenzitivní p r v e k I I I i 
VEGF - vaskulární endotheliální růstový f a k t o r 
bcl-2 - regulátor apoptózy b c l - 2 
HIF-1A - hypoxií indukovatelný f a k t o r 1 a l f a 
E T S 1 - h o m o l o g o n k o g e n u v i r u ptačí erytroblastózy E 2 6 ( V - E t s ) - l , transkripční f a k t o r 
S P I - transkripční f a k t o r S p i 
MYC - p r o t o o n k o g e n M Y C , transkripční f a k t o r b H L H 
T M P y P 4 - 5 , 1 0 , 1 5 , 2 0 - t e t r a ( 7 V - m e t h y l - 4 - p y r i d y l ) p o r f y r i n 
P h e n - D C - N 2 , N 9 - b i s ( l - m e t h y l c h i n o l i n - 3 - y l ) - l , 1 0 - f e n a n t h r o l i n - 2 , 9 - d i k a r b o x a m i d 
P D S - 3 - { l - [ 3 - ( d i m e t h y l a m i n o ) p r o p y l ] - 2 - m e t h y l - l h - i n d o l - 3 - y l } - 4 - ( 2 - m e t h y l - l h - i n d o l - 3 - y l ) -
1 h - p y r r o l - 2 , 5 - d i o n 

N F - K B - jaderný f a k t o r k a p p a B 
TP 5 3 - g e n kódující p r o t e i n p 5 3 
K + - k a t i o n draslíku 
N a + - k a t i o n sodíku 
TSP-1 - t r o m b o s p o n d i n 1 
CDKN1A - i n h i b i t o r c y k l i n dependentní kinázy 1 A 
BAX - B C L 2 asociovaný s X , regulátor apoptózy 
k D a - k i l o d a l t o n 
E2F7 - E 2 F transkripční f a k t o r 7 
R E - z a n g . „response e l e m e n t " - p r v e k odpovědi, cílová s e k v e n c e D N A 
k b - kilobáze 
C N B P - z a n g . „cellular n u c l e i c a c i d b i n d i n g p r o t e i n " 
N M 2 3 - H 2 - z a n g . „Nucleoside d i p h o s p h a t e k i n a s e B " 
T R F 2 - z a n g . „telomeric r e p e a t - b i n d i n g f a c t o r 2 " 
c D N A - komplementárni deoxyribonukleová k y s e l i n a 
T h T - t h i o f l a v i n T 
K S H V - h e r p e s v i r u s spojený s K a p o s i h o s a r k o m e m 
F a s / C D 9 5 - signalizační r e c e p t o r buněčné s m r t i 
P I G 3 - p53-indukovatelný g e n 3 
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8 PRÍLOHY 

120 
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u 

o 
ě 
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6 0 

4 0 

2 0 i . i i h i h i . . . 

P U M A + l n M + 3 u M + 6 u M + 12 u M 

• B e r b e r i n i K v e r c e t i n K y s e l i n a ellagová K u r k u m i n 

Príloha 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 P U M A a G 4 - l i g a n d y b e r b e r i n , k v e r c e t i n , k y s e l i n u 
e l l a g o v o u a k u r k u m i n . L i g a n d y b y l y pridávaný vždy v 1 , 3 , 6 a 1 2 u M koncentracích, p r o v e d e n o 

vždy v e třech opakováních. H o d n o t y j s o u vyjádřeny v p r o c e n t e c h , k d y o l i g o n u k l e o t i d s T h T 
vyjadřuje 1 0 0 %. U ligandů b y l a odpočítána a u t o f l u o r e s c e n c e jednotlivých ligandů. N a h i s t o g r a m u 

j s o u zaznačené směrodatné o d c h y l k y z e 3 opakování. 

3.5 

B 
u u 

2.5 

0> x -G o 
B 
•g 1,5 

r 1 

•2 0 5 
Pá ni IM m i i m I I 

p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A P U M A - K S H V P U M A - K S H V - m u t l . 5 

• S R 1 A S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza • S R 1 A + 0 , 5 % galaktóza 
Příloha 2 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u v čase 0 h o d i n v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae. H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou h o d n o t u relativní i n t e n z i t y 

c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnaní s prázdným v e k t o r e m 
( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická významnost v i z G r a f 7 . 
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2 

O 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 

Čas/hod 

buňky v médiu - l % D M S O - 3 , 9 1 u M 7 , 8 1 u M 

15 ,63 n M - 3 1 , 2 5 u M 6 2 , 5 0 u M 1 2 5 , 0 0 u M 
2 5 0 , 0 0 u M 5 0 0 , 0 0 u M 

Příloha 3 : Růstová křivka kvasinkových buněk k m e n e P U M A p r o l i g a n d k u r k u m i n . B y l a měřena 
optická d e n s i t a při 6 0 0 n m p o d o b u 2 4 h o d i n . Testované k o n c e n t r a c e k u r k u m i n u b y l y o d 5 0 0 u M p o 

3 , 9 1 u M . B y l testován i v l i v 1 % D M S O a t o z t o h o důvodu, že l i g a n d y b y l y rozpuštěny v D M S O . 
J a k o výchozí h o d n o t a optické d e n s i t y buněk při 6 0 0 n m b y l a z v o l e n a 0 , 0 2 . 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 
Čas/hod 

-buňky v médiu 

15 ,63 u M 

- 2 5 0 , 0 0 u M 

1 % D M S O 

3 1 , 2 5 u M 

- 5 0 0 , 0 0 u M 

3 , 9 1 u M 
- 6 2 , 5 0 u M 

7 , 8 1 u M 

• 1 2 5 , 0 0 u M 

Příloha 4 : Růstová křivka kvasinkových buněk k m e n e P U M A p r o l i g a n d k v e r c e t i n . B y l a měřena 
optická d e n s i t a při 6 0 0 n m p o d o b u 2 4 h o d i n . Testované k o n c e n t r a c e k v e r c e t i n u b y l y o d 5 0 0 u M p o 

3 , 9 1 u M . B y l testován i v l i v 1 % D M S O a t o z t o h o důvodu, že l i g a n d y b y l y rozpuštěny v D M S O . 
J a k o výchozí h o d n o t a optické d e n s i t y buněk při 6 0 0 n m b y l a z v o l e n a 0 , 0 2 . 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 
Čas/hod 

buňky v médiu 1 % D M S O 3 , 9 1 u M 7 , 8 1 u M 

15 ,63 u M - 3 1 , 2 5 u M 6 2 , 5 0 u M 1 2 5 , 0 0 u M 

2 5 0 , 0 0 u M 5 0 0 , 0 0 u M 

Příloha 5 : Růstová křivka kvasinkových buněk k m e n e P U M A p r o l i g a n d k y s e l i n u e l l a g o v o u . B y l a 
měřena optická d e n s i t a při 6 0 0 n m p o d o b u 2 4 h o d i n . Testované k o n c e n t r a c e k y s e l i n y ellagové b y l y 

o d 5 0 0 u M p o 3 , 9 1 u M . B y l testován i v l i v 1 % D M S O a t o z t o h o důvodu, že l i g a n d y b y l y rozpuštěny 
v D M S O . J a k o výchozí h o d n o t a optické d e n s i t y buněk při 6 0 0 n m b y l a z v o l e n a 0 , 0 2 . 

p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A P U M A - K S H V P U M A - K S H V - m u t l . 5 

• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

Příloha 6 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u v čase 0 h o d i n v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 6 2 , 5 0 ( í M b e r b e r i n e m H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 

6 9 



8 2 ,5 

o 
ta 

(U 

1,5 

1 
c 

.ž I 0,5 
Pá 

0 
p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A 

p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A - K S H V 

p R S - 3 1 5 p R S - w t p 5 3 

P U M A - K S H V - m u t l . 5 

• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

Příloha 7 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u v čase 0 h o d i n v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 3 1 , 2 5 u M k y s e l i n o u e l l a g o v o u . H i s t o g r a m znázorňuje 

průměrnou h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) 
v porovnání s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická 

významnost v i z G r a f 7 . 
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• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

Příloha 8 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o óhodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 3 1 , 2 5 u M k y s e l i n o u e l l a g o v o u . H i s t o g r a m znázorňuje 

průměrnou h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) 
v porovnání s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická 

významnost v i z G r a f 7 . 
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• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

Příloha 9 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u v čase 0 h o d i n v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 6 2 , 5 0 u M k u r k u m i n e m . H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnaní 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakovaní. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 
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• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

Příloha 1 0 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o óhodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 6 2 , 5 0 u M k u r k u m i n e m . H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnaní 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakovaní. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 
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• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

Príloha 1 1 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u v čase 0 h o d i n v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 1 2 5 u M k v e r c e t i n e m . H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnaní 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakovaní. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 
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• S R 1 A • S R 1 A + 0 , 0 5 % galaktóza S R l A + 0 , 5 % galaktóza 

Příloha 1 2 : Vyhodnocení transaktivační a k t i v i t y p r o t e i n u p o óhodinové i n k u b a c i v různých k m e n e c h 
Saccharomyces cerevisiae ošetřených 1 2 5 u M k v e r c e t i n e m . H i s t o g r a m znázorňuje průměrnou 

h o d n o t u relativní i n t e n z i t y c h e m i l u m i n i s c e n c e p o t r a n s a k t i v a c i p r o t e i n e m p 5 3 ( p R S - p 5 3 ) v porovnání 
s prázdným v e k t o r e m ( p R S - 3 1 5 ) a směrodatné o d c h y l k y z pěti opakování. Statistická významnost v i z 

G r a f 7 . 
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