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ABSTRAKT

V promotorech lidskych gena se vyskytuji sekundarni struktury DNA, jako jsou napftiklad
G-kvadruplexy. Dysfunkce téchto kvadruplexovych struktur byly pozorovany u nékolika
piipadti nadorovych onemocnéni, a proto jsou tyto struktury predmétem vyzkumu pro navrh
novych protinadorovych 1éCiv. Protein p53 je dulezitym regulacnim proteinem v procesu fizeni
bunécného cyklu a opravy DNA. Mutace v genu kodujici tento protein se objevuji u vice nez
50 % ptipadd onkologickych onemocnéni. V této praci byl zkouman vliv pfirodnich ligandu,
vazajici se na G-kvadruplexy, na vazbu a aktivitu proteinu p53.

V teoretické casti diplomové prace byla popsana struktura a vazebné vlastnosti proteinu p53,
struktura a role G-kvadruplext a byly popsany vybrané G4-ligandy vyskytujici se v potravinach
— kurkumin, kvercetin, berberin a kyselina ellagova. Cilem experimentalni casti této prace bylo
zjistit vliv téchto latek na transaktivacni aktivitu proteinu p53 in vivo na zaklad¢ jejich interakce
s G-kvadruplexy pomoci kvasinkovych izogennich systému. Interakce mezi vybranymi G-
kvadruplexovymi strukturami a ligandy byla nejprve ovéfena in vitro pomoci ThT testu
a cirkularniho dichroismu.

KLICOVA SLOVA
protein p53, G-kvadruplex, G4-ligandy, kvasinkovy izogenni systém

ABSTRACT

Secondary DNA structures, such as G-quadruplexes, occur in the promoters of human genes.
Dysfunctions of these quadruplex structures have been observed in several cases of cancer,
and therefore these structures are the subject of research for the design of new anticancer drugs.
The p53 protein is an important regulatory protein in the process of cell cycle control and DNA
repair. Mutations in the gene encoding this protein occur in more than 50 % of cancer cases.
In this thesis, the influence of natural ligands binding to G-quadruplexes on the binding
and activity of the p53 protein was investigated.

The theoretical part of the thesis describes the structure and binding properties of p53
protein, the structure and role of G-quadruplexes and describes selected G4-ligands occurring
in food - curcumin, quercetin, berberine and ellagic acid. The aim of the experimental
part of this thesis was to determine the effect of these substances on the transactivation activity
of the p53 protein in vivo based on their interaction with G-quadruplexes using yeast isogenic
systems. The interaction between selected G-quadruplex structures and ligands was first
verified in vitro using the ThT assay and circular dichroism.

KEY WORDS
p53 protein, G-quadruplex, G4-ligands, yeast isogenic system
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1 UVOD

Buriky lidského téla jsou neustale vystavovany fadé genotoxickych utokt zpusobujicich
poskozeni DNA. Chybna oprava DNA pak muze mit za nasledek rizné mutace nebo
chromozomalni aberace, které mohou ovlivnit nebo modifikovat funkce nadorovych
supresorovych proteinti nebo onkogent, a zptisobit tak rozvoj nadorového onemocnéni. Jednim
z nejstudovanéjsich centralnich nadorovych supresoru je naptiklad protein p53 [1].

V poslednich letech doSlo k obrovskému pokroku v oblasti objasnéni biochemickych
a biologickych vlastnosti proteinu p53 [2]. Protein p53 zastava klicovou regulacni roli
v bunéénych odpovédich na stres a jeho mutace a poruchy exprese patii mezi nej¢astejsi priciny
nadorovych onemocnéni [3]. Jeho interakce s DNA je pro spravnou regulaci klicova a je
schopen se vazat na rizné DNA struktury, vCetné G-kvadruplexi (G4) [4-6]. Proto by
se odpoveédi na lé€bu nadorovych onemocnéni mohly najit pravé ve spojeni mezi G4,
vyskytujicich se v promotorech gent a pfispivajicich k regulaci bunécnych déju, a proteinem
p53 [6].

V dnesni dobé jsou v riznych fazich preklinického a klinického testovani 1éCiva, ktera
se vazou na G4 a dokazi je stabilizovat. Mohou byt pouzita k inhibici prodluzovani telomer,
genové transkripce i translace u onkogenu. Stabilizovani G4 struktur vede k apoptoze
nadorovych bunék [7].

Jiz vice nez 40 let slouzi pfirodni produkty v boji proti nadorovym onemocnénim a hledani
novych 1éka v oblasti pfirodnich latek je jednim z prioritnich cili protinadorové terapie. Déje
se tak kvali rychlému rozvoji rezistence viuci chemoterapeutickym Iékiim, vysoké toxicité
chemoterapeutickych latek i jejich nezadoucim vedlejsim ucinkim. Hlavnim zdrojem téchto
uspesnych sloucenin jsou mikroby a rostliny, hlavné jejich sekundarni metabolity [8]. Pfirodni
latky jsou biologicky aktivni a jsou znamé pro své ruzné protinadorové, antioxidacni
i antibiotické ucinky. Mezi pfirodni slouCeniny, kterym se vénuje pozornost pro mozné
protinadorové ucinky a spojitost s G4, patii naptfiklad kurkumin, berberin, kvercetin nebo
kyselina ellagova [9].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Protein p53

Protein p53 se fadi mezi nadorové supresorové proteiny, ktery zastava nenahraditelnou roli
v procesech opravy DNA [1]. Poprvé byl popsan v roce 1979 jako protein, ktery se vaze
na velky T-antigen opic¢iho viru SV40 [10, 11]. Je aktivovan v reakci na nescetné mnozstvi
stresovych signalt, napfiklad pii poSkozeni bunék. V zavislosti na typu tkané a rozsahu
bunééného poskozeni spousti fadu procesu, které vedou bud k opravé/preziti bun€k nebo
naopak k programované bunécné smrti — apoptdze [11]. Spolu s proteinem p21 jsou
povazovany za klicové regulatory bunééného cyklu a bunééné senescence [12].

Nadorova onemocnéni patii mezi jednu z nejcastéjsi pri¢in umrti na svété a vice nez 50 %
ptipadt nadorovych onemocnéni je zptisobeno mutovanym proteinem p53 [13]. Pravé diky této
zasadni funkci pii udrzovani genetické stability ziskal pfezdivku ,,strazce genomu™ [14].

2.1.1 Struktura proteinu p53

Lidsky gen TP53, kodujici protein p53, obsahuje 11 exonil a 10 intront a je lokalizovan
na kratkém raménku chromozomu 17. Je to fosfoprotein o molekulové hmotnosti 53 kDa [3].
Spolu s proteiny p63 a p73 patii do rodiny p53 [11]. Sklada se z 393 aminokyselin a sedmi
funkénich domén, pti€emz kazda z nich zajiStuje jinou funkei [3]. Obecné lze fict, ze struktura
proteinu p53 sestava z N-terminalni domény, zodpovédné za transkripCni transaktivaci,
centralni domény, ktera je zodpovédna za specifickou vazbu na DNA, a C-terminalni domény
[15].

N-terminalni doménu tvoii dvé homologni transaktivaéni domény, které jsou nezbytné
k indukci odlisné podskupiny cilovych gent p53 [13, 14]. Transaktivacni domény
zprostiedkovavaji transkripcni aktivitu, mohou regulovat transkripci nékterych spolecnych
gend, ale také mohou pusobit nezavisle na sobé. Na N-konci se také nachazi vazebné misto
pro ubikvitin ligdzu a MDM2 [16], pfi¢emz proces regulace zahrnuje vazbu proteinu MDM?2
na transaktiva¢ni doménu p53, po které nasleduje ubikvitinace a zpétnovazebna regulace [13].
Strukturnim homologem MDM?2 je regulacni protein MDM4, ktery nezpusobuje degradaci
proteinu, ale zfejmé ovliviiuje transkativaéni potencidl proteinu [17]. Za transaktivacni
doménou nasleduje doména bohata na prolin, ktera se podili na potlaceni ristu a bunécné smrti
zprosttedkovanou p53 [16]. Dale protein p53 sestava z domény vazajici DNA a C-terminalni
domény slozené zdomény oligomerizacni a negativni regulacni domény [13, 14].
Oligomeriza¢ni doména je zodpovédna za tetramerizaci, ktera je nezbytna pro aktivitu p53 [18],
regulacni doména se podili na negativni regulaci centralni vazebné domény DNA [19]. P53
podléha né€kolika posttranslaénim modifikacim, jako je napiiklad acetylace, fosforylace (napf.
SER 15) nebo ubikvitinace [13]. Schématickou strukturu proteinu znazortuje Obrazek 1.

Lidsky gen TP53 muze kodovat 12 riznych izoforem, které se tvoii prostfednictvim
alternativni iniciace translace, vyuzitim alternativniho promotoru a alternativniho sesttihu [11,
13]. Jako prvni byla objevena izoforma p53a, ktera ma plnou délku 393 aminokyselin [14, 20].
Gen TP53 koduje dalSich 11 izoforem (napiiklad p53f, p53y, A40pS3a atd.), které se lisi
od kompletniho p53 ve svych N- nebo C-terminalnich oblastech, vétSina si udrzuje centralni



doménu vazajict DNA [16]. Jsou exprimovany v normalnich lidskych tkanich, abnormalné jsou
exprimovany v §iroké Skale typt onkologickych onemocnéni [20].

N || | | | | | C
| | | | |
1-30  63-92 100-300 323-358 363-393
Negativni
regulace

Obrazek 1: Schématické znazorméni domén proteinu p53. Sklada se ze tfi zakladnich domén s odlisnou
funkeci. Polypeptidovy fetézec je orientovany od N-terminalniho konce k C- konci, ¢iselné hodnoty
znazoruji aminokyselinové zbytky [15].

Mnoho mutaci genu TP53 muze mit onkogenni Gcinek [13, 21]. Asi 5 % mutaci TP53 bylo
detekovano v regulacnich doménach, zatimco vétsina mutaci (95 %) byla u nadort detekovana
v centralni oblasti, ktera je zodpovédna za sekvencné specifickou vazbu k DNA — nejcastéji
se jedna o mutace u aminokyselinovych zbytklh 102-292. Na rozdil od jinych nadorovych
supresorovych gent je vice nez 85 % mutaci TP53 zptusobeno substituci jedné aminokyseliny
[13]. K inaktivaci proteinu p53 u nadorového onemocnéni nemusi dojit pouze pfimou mutaci
nebo deleci, ale také narusenim kterékoli z drah, které reguluji protein pS3 [11].

Protein p53 je produktem genu TP53, nejCastéji mutovaného (inaktivovaného) genu
u lidskych nadort, kdy za deaktivaci jsou odpovédné dva hlavni mechanismy. Je to mutace
genu TP53 a negativni regulace , wild-type“ (wt) proteinového produktu po interakci
s regulacnimi proteiny, jako jsou MDM2 nebo MDM4 [16, 22].

2.1.2 Funkce proteinu p53

Protein p53 se uplatiiuje pii opravé DNA, metabolismu, myogenezi, ontogenezi, starnuti
bunék a reguluje bunécny cyklus (a to hlavné jeho zastavu ve fazi G1). Tim brani mnoZzeni
poskozenych bun¢k, které by mohlo vést ke vzniku onkologického onemocnéni [23, 24].
Protein p53 je transkripCni faktor, ktery se vaze na specifickd mista v DNA a indukuje expresi
gentll zapojenych do vyse zminénych procest, véetné navozeni apoptdzy bunek [16].

Jednou z roli proteinu p53 je monitorovat bunécny stres a podle potteby indukovat apoptozu
[3]. Progrese zdravého bunécného cyklu je fizena cyklin-dependentnimi kinazami (CDK),
CDK - cyklinovymi komplexy a signalizaci p53 a p21 [1, 25, 26]. Proces bunécného cyklu je
pfi poskozeni DNA pierusen na specifickych hranicich — kontrolnich bodech bunééného cyklu
[26]. To se uskuteciiuje v buikach, kde stresory generuji vazné a neodvratné poskozeni,
kde protein pS3 muze iniciovat apoptozu, a tim eliminovat poskozené buriky [3].



Poskozeni DNA podporuje fosforylaci proteinu p53 a blokuje degradaci zprostfedkovanou
MDM2 [25]. Mezi produkty apoptotickych gent, které jsou indukovany p53, patii napiiklad
BAX, Fas/CD95 nebo PIG3 a jsou velmi uzce spojeny s funkci p53. Jako prvni p53-regulovany
proapopticky clen rodiny Bcl-2 byl identifikovan gen BAX, vnémz byly jednoznacné
identifikovany prvky odpovédi pro protein p53 [3]. Kontrolni bod G1/S v dusledku své
zavislosti na p53 Casto byva ztracen v nadorovych burnkéch, coz vysvétluje vysokou turoven
jejich genomové nestability [26].

2.2 Sekundarni struktury DNA

Struktura DNA je znama od roku 1953, kdy byla popsana Watsonem a Crickem jako
pravotociva dvousroubovice, tzv. B-DNA [27]. DNA se ale mize vyskytovat i v nékolika
dal§ich alternativnich konformacich liSicich se od klasické kanonické struktury DNA, které jsou
zalozené na konkrétnich sekvencnich motivech a interakcich s riznymi proteiny. Ptivodné byly
tyto inter- a intramolekularni sekundarni struktury charakterizovany in vitro pomoci
biofyzikalnich technik (napt. cirkularni dichroismus — CD) [28, 29]. Tyto lokalni struktury
DNA jsou vSak béznou soucasti genomi u vSech organismu a uplatiiuji se pii regulaci riznych
biologickych funkeci [30, 31].

2.2.1 Vazebna aktivita proteinu p53 k DNA a jejim sekundarnim strukturam

Vazba proteinu p5S3 na DNA je zakladnim ptfedpokladem pro jeho transkripéné-regulacni
aktivitu [23]. P53 puisobi jako transkripéni faktor pro vice nez 60 svych cilovych genti, napt.
TSP-1, CDKNIA nebo BAX [32, 33]. Jeho funkci zajistuje predevsim jeho interakce s DNA
nebo jinymi proteiny — dal§imi transkripénimi faktory, napt. p21 nebo gen E2F7. Je soucasti
rozsahlé transkripéni sité, kterd koordinuje reakce na intracelularni i extracelularni napéti
a poskozeni [14, 33]. K regulaci genové exprese vyuziva transkripcni faktor pS3 pfimou vazbu
na DNA RE (RE - responzivni element — “prvek odpovédi®), ktery je tvofen dvéma
degenerovanymi dekamernimi sekvencemi, které oddé€luje variabilni mezernik [22].

Ve srovnani s dalSimi transkripénimi faktory, protein p53 necili pouze na jednu konkrétni
konsenzualni sekvenci DNA, ale je schopen vazat rizné DNA sekvence a sekundarni struktury
[23, 28]. Mnoho z téchto lokalnich DNA struktur bylo evoluc¢né uchovano a jejich existence je
zasadni v regulaci dulezitych biologickych procesu [23, 28, 34, 35]. Mezi tyto ,alternativni®
struktury DNA patfi kiizové struktury, T-smycka, levoto¢iva DNA (Z-DNA), triplexy nebo G4
[23]. Vybrané sekundarni struktury DNA znazoriiuje Obrazek 2. Podle mnoha
bioinformatickych analyz neni umisténi téchto struktur v genomu nahodné [23]. Vyskytuji
se napfiklad v replikaCnich pocatcich (kiizové struktury), oblastech promotort [23] (kfizové
struktury/triplexy/G4), intronech (triplexy) nebo telomerach (G4) [23, 36-39].
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Obrazek 2: Vybrané lokalni struktury DNA: A. KfiZova struktura se smyckami, B. Triplexova DNA,
C. G-kvadruplex, D. T-smycka [30].

2.2.2 K¥izova struktura

Negativni nadsSroubovicové vinuti mize vyvolat vznik Ctyiramenné kiizové sekundarni
struktury, tzv. kruciformy, ktera se podoba Hollidayové prechodu [28, 31]. Jeji strukturu
znazorfiuje Obrazek 2A.Vytvoreni kiizové struktury souvisi se sekvenci DNA a ptfitomnosti
invertovanych repetic v sekvenci DNA [30, 40]. Kfizové struktury se vyskytuji v blizkosti
replikacnich pocatkd, v oblasti zloma a promotort [28, 41, 42]. Kruciformy jsou schopny
ovlivilovat nadSroubovicové vinuti DNA, umisténi nukleozomu in vivo a v neposledni fadé
tvorbu i stabilizaci dalSich sekundarnich struktur DNA [30, 43].

2.2.3 Triplexova DNA

Nekanonickd DNA je charakteristicka pfitomnosti Hoogsteenovych vazeb mezi vodikovymi
mustky, které mezi sebou paruji nekomplementarni baze nebo i baze komplementarni,
ale v jinych polohach nez jsou vazby kanonické [44]. Triplexova DNA piedstavuje
nekanonickou DNA, ktera se sklada ze 3 fetézcti DNA, kdy se uplatiiuje jak Watson-Crickovo,
tak Hoogsteenovo parovani bazi [30, 45]. Hoogsteenovy vodikové vazby u jednovlaknové
DNA se tvoii ve velkém zlabku dvouvlaknové B-DNA bohaté na puriny [28, 46]. Schematicky
strukturu popisuje Obrazek 2B. Pokud je tieti vlakno antiparalelni k duplexu DNA, pak se tyto
triplexy tvoii pii fyziologickém pH a jsou stabilizovany negativnim nadSroubovicovym vinutim
[28, 46]. Sekvence tvorici triplexy jsou bézné u genomu eukaryot, vzacnéj$i u prokaryot [28,
47] . U savcu jsou triplexové motivy navic Castéji v intronech fady esencialnich gent, vCetné
téch podilejicich se na vyvoji a bunécné signalizaci [28, 48]. Predpoklada se, ze triplexy mohou
indukovat genomovou nestabilitu tak, ze zpuasobuji dvouvlaknové zlomy, které mohou vést
k riznym translokacim [28, 49] .

2.2.4 T-smycka

Konce linearni chromozomalni DNA jsou tvofeny specifickymi ochrannymi strukturami —
telomerami [23, 50]. Telomery sestavaji z telomerické DNA a proteind vazajici telomery.
Telomerni repetice jsou bohaté na guanin a mohou tvofit alternativni sekundarni strukturu,
jmenovité praveé G4 [51]. Jejich hlavnim ukolem je chranit konce chromozomu pted degradaci,
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rekombinaci, fizi a pfed rozpoznavacimi mechanismy, které by oznacily konce za poskozenou
DNA. Dale umoziiuji piistup enzymu telomeraze, ktera zajistuje pfipojovani telomerickych
repetic. Tento proces zajistuje udrzovatelnost délek telomer [52]. Struktura telomer je
zachovana téméf u vSech eukaryotnich organismu, kdy u telomer savcu se vyskytuje tzv. T-
smycky (Obrazek 2D) [23, 50, 52]. Pro vytvoreni T-smycky je vyzadovana ptitomnost proteinu
TRF2, telomerni spojeni tvorfené z3' jednofetézcového presahu a repetic TTAGGG
ohranicujicich dvoutetézcovou telomerni ¢ast [30, 53]. Telomerni smycky jsou pravdépodobné
mechanismem pro ochranu konct linearnich chromozomu pied degradaci [30].

2.2.5 G-kvadruplexy

Soucasny vyzkum zduraziiuje vliv a vyznam G-kvadruplexi u vazby a aktivity
transkripCnich faktort, jako je protein p53 [23]. Dysfunkce G4 struktur byly pozorovany
u neurodegenerativnich onemocnéni a nadorového onemocnéni prsu a jsou tak potencialnimi
cili pro terapie cilené na DNA, zejména pii navrhu protinadorovych 1ékt [54].

G4 jsou cCtyivlaknové, sekundarni struktury DNA, které se tvofi v oblastech bohatych
na guanin. Zakladnimi motivy G4 jsou dva nebo vice G-kvartetd, které se vytvari
prostfednictvim vlastni asociace Ctyf guanini za vzniku skladanych tetradovych struktur
spojenych jednovlaknovou DNA smyckou [51, 55, 56]. Jsou udrzovany Hoogsteenovymi
vodikovymi vazbami a jejich tvorba je podporovana ptfitomnosti monovalentnich kovovych
kationtti, predevsim K* a Na*, jak znazoriuje Obrazek 3 [57]. Jsou evolu¢né konzervované
a stabilni za fyziologickych podminek. G-kvadruplexy se vyskytuji v genomu pfiblizné jednou
za 10 kb a podileji se na nékolika zakladnich bunécnych procesech, jako je genova transkripce,
replikace DNA, translace, genomova nestabilita, epigeneticka regulace nebo prodluzovani
a udrzovani telomer [54, 58].

G-kvartet
G-lkvadruplex

Obrazek 3: G4 struktura. Ctyii guaniny vytvaieji G-kvartet prostiednictvim Hoogsteenovych
vodikovych vazeb. Dva, tfi nebo vice G-kvartetii se sklada za vzniku G-kvadruplexového
motivu. Monovalentni kationty (Na * nebo K *) v centralnim kanalu G-kvartetu stabilizuji jeho
strukturu. Retdzec DNA je orientovany od 5" k 3 konci [55].

G4 struktury se mohou vytvaret jako intramolekularni, v ramci jednoho fetézce DNA, nebo
jako intermolekularni, mezi vice fetézci DNA [55, 59]. Dle orientace fetézct nukleovych
kyselin béhem skladani se deli do rUznych konformaci — paralelnich, antiparalelnich
a hybridnich (Obrazek 4), v zavislosti na délce své smycky a slozeni sekvence [60, 61]. Lze
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fict, ze stabilita a konfigurace G-kvadruplext souvisi s délkou a slozenim sekvence tvofici dany
G4, s poctem fetézci DNA a v neposledni fad€ s typem vazebnych kationtt [55].

A B C

Paralelni Antiparalelni Hybridni

Obrazek 4: Mozné konformace G-kvadruplexi: A. Paralelni, B. Antiparalelni, C. Hybridni typ [62].

Zpocatku se G-kvadruplexim vénovala pozornost hlavné pro jejich spojeni s telomerami
a telomerazou, kde se mohou G4 struktury vytvafet v telomerickych repeticich bohatych
na guanin [51]. Nedavny vyzkum prokazal vyznam G4 v riznych bunécnych procesech a jejich
regulacni funkci, vCetné€ interakci s transkripénimi faktory [23]. U savci je genomova
distribuce G4 specificka pro specifické genomové oblasti jako jsou telomery, genové
promotory, vazebna mista transkripcnich faktorti a mista s dvouvlaknovymi zlomy DNA, jak
je znazoriuje Obrazek 5 [54, 63-65].

A B
D;j;‘ XOOK,
- Telomeraza
e Er >

3’konec ielomery

000K, DNA zlomy
IOL XSO

Vypnuto Vypnuto

Region
promotoru

Obrazek 5: A. Pokud helikaza neni pritomna, G4 zpusobi zastaveni DNA polymerazy, a to muze vést
k jednovlaknovym/dvouvlaknovym zlomum DNA.B.Na 3'konci chromozomu G4 interferuji
s telomerazou a ovliviiuji tak prodluZzovani a udrzovani telomer. C. Promotor obsahujici G4 interferuje
s transkripénim faktorem a aktivitou RNA polymerazy. To mize zménit genovou expresi na transkripcni
urovni, z komplementamiho fetézce se mohou tvorit dalsi nekanonické struktury nukleové kyseliny,
napf. i-motivy. D. Tvorba G4 v mRNA miZe inhibovat rozpoznavani ribozomil, ménit sestfih nebo

lokalizaci mRNA a tim regulovat genovou expresi [62].
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Bylo ukazano, ze 42,7 % promotoru lidskych gent obsahuje jeden nebo vice G4 motiva [22,
58]. Nejlépe studovany G4 v oblasti promotoru byl objeven v nukleazovém hypersenzitivnim
prvku III; (NHE III;) protoonkogenu c-myc. NHE III; se nachazi smérem k 5" konci DNA
od promotoru 1, a je zodpovédny za vétSinu regulace transkripce genu [5, 55, 66, 67]. Bylo
prokazano, ze sekvence bohaté na guanin v této oblasti tvori paralelni G4 [55, 68]. Poté byl
potvrzen vyskyt G-kvadruplexd i v dalSich promotorovych oblastech, jako jsou napf.
protoonkogeny VEGF, bcl-2 nebo HIF-1A. Tvorba G-kvadruplexi v téchto promotorovych
oblastech brani interakcim mezi DNA a jejimi transkripcnimi faktory, které reguluji transkripci
[55].

Regulacni drahy zprostfedkované G4 maji na buriky rtizné biologické aktivacni i inhibi¢ni
ucinky uplatiiujici se pii replikaci DNA, transkripci a translaci RNA [51]. Pfikladem 1ze uvést
regulaci opét u onkogenu c-myc u elementu NHE III;, kde se pfedpoklada, ze G4 motivy hraji
dvoji roli [51, 69, 70]. G4 funguji jako vazebna mista pro proteinové faktory, jako je napiiklad
protein CNBP nebo NM23-H2 [51, 71, 72]. Vazba téchto proteini umozni pfistup dalSich
transkripCnich faktor(, které mohou aktivovat transkripci. Tento proces souvisi se
strukturalnimi zménami v transkripénich oblastech. Vazba proteinu je casto spojena
s rozvijenim G4, protoze mnohdy samotné proteiny mohou rozvinout struktury G4 nebo mohou
tvorit sit€ se shodnou funkci. Naproti tomu nadmérna tvorba G4 mize inhibovat aktivitu c-myc,
kdy sekundarni struktury pusobi jako prekazky, které zabranuji vazbe transkripcnich faktort
s vyslednou inaktivaci genu [51, 69, 70]. Tento mechanismus byl popsan ve studii z roku 2009,
kde prostfednictvim stabilizace G4 dochazelo k inhibici exprese c- myc nukleolinem [51, 69].
Preferencni vazba proteinu p53 na jednovlaknovou DNA byla jednoznacné prokazana
a v navaznosti na to byla popséana i afinita p53 na lokalni struktury DNA pfitomné jako non-B
DNA, tedy ,,nedvouvlaknova“ DNA [23, 73]. Topologie DNA zna¢né pfispiva k regulaci
afinity a specificity proteinu p53 k DNA. Obecné je mozné fict, Ze se protein p53, jako
transkripcni faktor, vaze na rizné struktury DNA stabilizované topologickym stresem, jako jsou
napiiklad 1 sekvence tvorici G4 [22]. C-terminalni doména proteinu p53 je nezbytna pro jeho
ucinnou a strukturné selektivni vazbu na DNA. Proto se pfedpoklada, Ze je dulezitejsi pro vazbu
G4 na DNA v porovnani s centralni doménou proteinu p53 [23].
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Obrazek 6: Vazba proteinu p53 k lidské DNA. Protein p353 je zde vyobrazen ve své sekvenéni formé
s Cisly aminokyselinovych zbytku. Dale je vidét jeho primarni, sekundarni a terciarni struktura. Atom
zinku pochazi z centralni domény proteinu p53 [74].

Vazbu proteinu p53 na lidskou DNA znazoriiuje Obrazek 6. Vazba p53 na DNA ovliviluje
transkripci z regulacnich oblasti bohatych na guanin. Mutantni proteiny p53 dokazi
modifikovat troven transkripce diky interakcim s intronickymi a intergenovymi sekvencemi,
které maji predispozice k tvorbé non-B DNA struktur. Byly provedeny studie, které ukazaly
schopnost p53 rozpoznavat G4 DNA in vivo [23]. Protein p53 dokaze stabilizovat G4, nicméné
tato interakce muze byt stejné tak zprostfedkovana interakci s dal§imi G4-rozpoznavajicimi
transkripéni faktory, jako je ETS1 nebo SP1 [75-77]. U promotoru c-myc byla u jeho G4
sekvence prokazana interakce s proteinem p53, tato interakce inhibovala transkripci in vitro
a u lidskych bunéénych linii [23, 78]. Cileni na jedine¢nou G4 strukturu bylo proto navrzeno
jako slibny nastroj pro 1écbu raznych onemocnéni, vcéetné nékterych onkologickych
onemocnéni [54, 62].

2.3 G4-ligandy

Vyuziti regula¢nich funkci G4, pomoci chemickych a biologickych nastroju, by mohlo byt
uspésnou cestou k regulaci dulezitych bunécnych procestu [51, 57]. Za slibnou strategii pro
vyvo] novych protinadorovych 1 antivirovych 1éCiv je povazovana identifikace malych
organickych molekul schopnych selektivné se vazat a stabilizovat G4, tzv. G4-ligandt [57, 79].
Vysoky konformacni polymorfismus G4 zvySuje pocet moznych zptasobu vazby G4-ligandd,
coz je hlavni vyzvou pro soucasnou vyzkumnou cinnost [51, 57]. Navzdory komplikacim
spojenych s 1é¢bou, jedna z nejznaméjsich aktivnich sloucenin zacilend na G4, tzv. quarfloxin,
dosahla na klinické arovni velkého tspéchu a inspirovala tak k vyzkumu novych G4-liganda
[51, 80]. Vyuziti G4-ligandt graficky znazoriuje Obrazek 7.
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Mozné vyuziti G4-ligandi

Cilené G4-ligandy

RS JH = B

o Identifikace G4 v
Inhibice tumoru G4 DNA/RNA Sivch busikich

Obrazek 7: Potencialni vyuziti G4-ligandu, kdy je mozné cilit na konkrétni G4 sekvence a inhibovat
tak vznik nadora. Také tak mohou byt identifikovany G4 v zivych bunkach [51].

G4-ligandy mohou byt pfesné zacileny na rtizné G4 v riznych castech DNA sekvenci a
specificky regulovat konkrétni bunécné d&je. Mohou byt mifeny naptiklad na G4
v telomerickych repeticich s dopadem na inhibici telomerazy, v genovych promotorech
s dopadem na regulaci transkripce nebo se objevuji v sekvencich RNA s dopadem na genovou
expresi [51].

Tvorba, proliferace i migrace nadori ma komplikované regulacni mechanismy, béhem
kterych jsou hlavnimi kritickymi faktory poruchy regulace genové exprese. Bylo prokazano, ze
G4 jsou zapojeny do inhibice aktivity telomerazy a mohou tak zpasobit zkraceni telomer [51,
81]. U nadorovych bunék, s nezddouci nadmérnou expresi telomerazy, byla protinadorova
strategie indikovana stabilizaci telomernich G4 pomoci G4-ligandt. Stabilizované telomerické
G4 motivy ucini telomerické konce nevhodné pro vazbu telomerazy, coz vede k jeji inhibici
[51]. Blokované struktury G4 uvolriuji komplex proteint, tzv. shelterina z oblasti telomer, coz
vede k absenci ochrany telomer pfed degradacnimi mechanismy [51, 82, 83]. VSechny tyto
ucinky podporuji dysfunkci telomer v nadorovych burikach a mohou vést k jejich apoptoze.
Tato cesta se stala slibnym smérem pro vyvoj protinddorové terapie a byla vyvinuta fada G4-
ligandt — ptikladem lze uvést telomestatin, TMPyP4, Phen-DC, PDS nebo BRACO-19, jejich
chemické vzorce viz Obrazek 8 [51]. Dal§im potvrzenym ligandem je N-methyl mesoporfyrin
IX, ktery prokazatelné stabilizuje G4. Dokaze tak zesilit interakci proteinu p53 s timto G4
vytvarenym v lidskych telomerickych repeticich [23, 78].

CX-3543 CX-5461 BRACO-19

Obrazek 8: Chemické vzorce vybranych G4-ligandu [55].
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Kromé inhibice telomerazy a regulace tvorby G4 souvisejici s dysfunkci telomer je cileni na
G4 motivy v genovych promotorech dal§im regula¢énim mechanismem zprostfedkovanym G4.
G4 motivy v promotorovych oblastech jsou Uzce spojeny s transkripci. Jejich tvorba zde
mnohdy znamena zvySeni jeji hladiny, a to odpovida nékterym pfipadam aktivace onkogenu.
G4 v oblastech promotoru onkogenu jsou dal§im dulezitym cilem pro protinadorova léCiva,
protoze regulace tvorby G4 prostfednictvim G4-ligandii by mohla mit dopad na genovou
transkripci a translaci v nadorovych bunék. Bylo navrzeno nékolik ucinnych G4-liganda jako
jsou napftiklad derivaty isaindigotonu [51].

Velka cast G4-ligandi ma spolecné definované strukturni rysy, jako je rozsifené aromatické
jadro, které uptednostiiuje n-7 interakce na terminalnich G-kvartetech, a jeden/vice flexibilnich
postrannich fetézcli [62]. Obecné nékteré navrzené ligandy obsahuji hlavni strukturu
s planarnim aromatickym jadrem jako je anthracen, fenanthrolin nebo naftalen [51]. VétSina
G4-ligandi nese jeden nebo vice kladnych naboja, které mohou byt dilezité pro elektrostatické
interakce se zaporné nabitou pateii DNA/RNA, nékdy i za cenu selektivity [62].

Velké mnozstvi G4-liganda vSak pusobi na vice G4. Maji sice vétsi sklon vazat se ke
konkrétnim cilim, avSak stale se Castecné€ vazou i na jiné nez cilené G4. Dosahnout uplné
selektivity je obtizné kvuli jiz zminéné konformacni podobnosti mezi riznymi G4 a kvuli
slozitosti bun€k. Kromé toho maji malé molekuly omezen4d mista interakce a vymezeni
jednotlivych G4 cil zistava naro¢né ve slozitych bunécnych prostiedich. Bylo vyvinuto
mnoho pfistupt zalozenych napft. na derivatizaci, screeningu nebo nove i na vyuziti nanocastic,
které relativné ucinné generuji selektivni G4-ligandy [51].

2.3.1 Syntetické G4-ligandy

G4-ligandy jsou malé molekuly, které se mohou vazat na G4 s vysokou afinitou. Byly
syntetizovany slouceniny schopné vazat a stabilizovat tyto struktury za fyziologickych
podminek a byl prokazan jejich potencial interferovat s telomerickymi sekvencemi nebo ménit
transkripci onkogenu [55, 62].

Za zminku stoji akridinovy derivat BRACO-19 (N,N°‘-(9-{[4-(dimethylami-
no)phenyl]amino }acridin-3,6-diyl)bis(3-pyrrolidin-1-ylpropanamid)), ktery je uc¢innym
a vysoce specifickym G4-ligandem syntetizovanym poprvé v roce 2006 [57]. Strukturni vzorec
slou¢eniny BRACO-19 znazortiuje Obrazek 9.

Obrazek 9: Struktura BRACO-19 [84].
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Nedavno byla prokazana schopnost BRACO-19 inhibovat aktivitu telomerazy, kdy u bun¢k
lidského glioblastomu dochazelo ke spusténi reakce na poskozeni DNA u telomer uvolnénim
telomernich G4 struktur a vystavenim chromozomalnich konct draze pro poskozeni DNA.
Rozvoliovani G4 bylo nasledovano degradaci struktury T-smycky, coz mélo za nasledek
zastaveni bunécného cyklu zprostfedkovaného proteinem p53 a p21, kratkodobou apoptdzou
a senescenci [12, 62].

Prikladem selektivniho G4-ligandu, ktery prokazal velmi slibné vysledky u preklinickych
testl, je Emicoron (benzo [ghi] perylen-diimid), chemickou strukturu znazorniuje Obrazek 10.
Vaze a stabilizuje G4 struktury u telomer a zptsobi tak jejich poskozeni, dale ma za nasledek
inhibici bunééné proliferace u nadorovych bunék, ovSem aniz by ovlivnil zivotaschopnost
bunék zdravych. Cili na G4 struktury rozptylené v genomu a jevi se tak jako slibné viceucelové
¢inidlo. Emicoronové slouceniny se vyuzivaji pii 1écbe nadort, které neexprimuji protein p53
nebo exprimuji jeho neaktivni formu [26, 85, 86].

O
O304
= og ~O

O
Obrazek 10: Struktura Emicoronu [85].

Emicoron pfedstavuje dobry piiklad protindadorového 1é¢iva schopného soucasné ovliviiovat
vice cilt acastnicich se nékolika odlisnych signalnich drah, a tim zjednodusuje zptsob 1écby
a zlepSuje selektivitu vici nadorovym bunkam [85].

2.3.2 Prirodni G4-ligandy

Pfiroda je zasobarnou ruznorodych chemickych sloucenin, které jsou potencialnimi
kandidaty na 1éCiva. Tyto pfirozené se vyskytujici malé molekuly jsou méné toxické oproti
syntetickym molekulam a maji lepsi biologickou dostupnost. Bylo mezi nimi identifikovano
i nékolik G4-ligandli se schopnosti stabilizovat G4 struktury [87]. Napiiklad isocholinové
alkaloidy, pfitomné v rostlinach z Celedi Fumariaceae, Papaveraceae nebo Ranunculaceae,
vykazuji rizné prispévky ke stabilizaci G4 [88]. Studovany byly kvartérni
benzo[c]fenantridinové alkaloidy, konkrétné¢ sanguinarin nebo chelerythrin, které jsou
pfedmétem zajmu v oblasti vyzkumu diky své biologické aktivité [88-90]. Bylo zjisténo, ze
sanguinarin (hotky a jedovaty alkaloid) a chelerythrin jsou dobrymi stabilizatory jak
antiparalelnich, tak paralelnich struktur, jako jsou ty, které jsou pfitomné v segmentu lidskych
telomer. Experiment provedla skupina JaroSova et. al. vroce 2018, kdy byla zkouméana
interakce mezi lidskou telomerickou DNA (HT22), modifikovanou strukturou promotorového
segmentu c-kitu (ckit21T21) a celkem Sesti benzo[c]fenantridinovymi alkaloidy pomoci
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raznych spektroskopickych technik — napf. fluorescencni titrace, nuklearni magneticka
rezonance (NMR) a kompetitivni dialyza [88].

Telomestatin je typickym pfikladem pfirodni makrocyklické slouCeniny izolované
z aktinomycety Streptomyces annulatus 3533-SV4 v roce 2001 a oznacené za silny inhibitor
telomerazy. Tento polyamin interaguje s G4, zvySuje stabilizaci telomerické G4 DNA a
inhibuje tak polymerazovou reakci [51, 91].

Jiz nékolik let se svét obraci k pouzivani bylinnych pfipravki a pfirodnich produktd
k ziskavani ucinnych biologickych slozek proti onkologickym onemocnénim. Tento trend je
zpusoben hlavné vaznymi vedlejSimi G¢inky konvenéni 1écby [13]. Od roku 1981 do roku 2010
bylo vyhodnoceno, ze pfiblizné 80 % protinadorovych 1€kt se izolovalo nebo napodobovalo
pfirodni produkty, zatimco pouze 20 % bylo syntetizovano v laboratofich [13, 92]. Interakce
ptirodnich alkaloidt s G4 strukturami je podrobné studovana [87]. V této praci byly otestovany
nize zminéné latky, u kterych byla prokazana jejich aktivita vici G4, a které se bézné vyskytuji
v potravinach nebo dopliicich stravy. Bude se jednat o berberin, kurkumin, kyselinu ellagovou
a kvercetin.

2.3.2.1 Berberin

Berberin je rostlinny benzylisochinolinovy sekundarni metabolit, alkaloid slozeny ze Ctyt
aromatickych kruht. Spolu s koptisinem a jatrorrhizinem patii do skupiny kvartérnich
protoberberinovych  alkaloidi,  které  jsou  produkovany  rostlinami  z Celedi
Papaveraceae, Berberidaceae nebo Fumariaceae [93]. Berberin nevykazuje zadnou toxicitu,
ale naopak ma mnoho biologickych vlastnosti — antibakterialni, antimikrobialni a potlacuje rist
Siroké skaly nadort [94-96]. Toho je vyuzivano v tradi¢ni ¢inské mediciné uz vice nez 2 000
let. Dnes se berberin bézn€ uziva jako doplnék stravy v podobé extraktu z kotfene Dristalu
indického (Berberis aristata) nebo jako potravinatské barvivo [94].

Nejucinngjsi, 1 kdyz méné zkoumanou, je jeho protinddorova aktivita [97]. Nukleové
kyseliny jsou povazovany za bunétné cile berberinu pfi projevovani jeho protinddorové
aktivity, a proto bylo v tomto sméru provedeno mnoho studii [92, 93, 98-100]. Ty potvrdily
vysokou afinitu berberinu ke G4, kdy byla studovana interakce berberinu s G4
v experimentalnich podminkach u syntetické dvouvladknové DNA a pfitomnost berberinu
zpusobila jasnou stabilizaci slozené struktury [93, 97, 98].

Berberin patii k nejaktivnéji studovanym G4-ligandim, ma asymetricky skelet se Ctyfmi
spojenymi aromatickymi kruhy a methylendioxy skupinou na jednom konci. Obsahuje
konkavni a konvexni stranu, pfi€emz konvexni strana nese centralni kvartérni dusik, ktery
zavadi (+1) kladny naboj vétSinou umistény na této strané molekuly [87]. Bylo prokazano, ze
se berberin vaze na lidské telomerické a promotorové G-kvadruplexy lidskych onkogend,
veetné MYC. Jeho vazbu do promotorové oblasti onkogenu MYC ukazuje Obrazek 11. Berberin
interaguje i s nékolika proteiny vetné telomerazy, DNA topoizomerazy, NF-kB (jaderny faktor
kappa B) a p53 [94]. Dokaze vyvolat hypomethylaci u promotoru TP53, ktera vede k apoptoze
v burikach lidského mnohocetného myelomu U266 [101, 102].
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Obrazek 11: Vazba G4-ligandu berberinu na DNA, konkrétn¢ do promotorové oblasti onkogenu MYC
[87].

Rada analogi berberinu, s aromatickymi skupinami inkorporovanymi v poloze 13, je pii
vyvijeni protinadorové aktivity zpomalujici vyvoj nadort ucinnéjsi nez samotny berberin —
napt. 13-pyridinealkyl berberin [97]. Substituované berberiny prokazatelné¢ selektivné induku;i
a stabilizuji tvorbu intramolekularnich paralelnich G4 [94]. Cini z nich tak slibné protinadorové
¢inidlo u nadort s wtp53 [97].
2.3.2.2 Kurkumin

Kurkuminoidy jsou piirodni fenoly zodpovédné za zlutou barvu kurkumy. Radime mezi né
i kurkumin (diferuloylmethan), coz je pfirozené se vyskytujici molekula v kofeni a oddenku
kurkumy dlouhé (Curcuma longa). Existuje v n€kolika tautomernich forméch, vcetné 1,3-
diketo formy a dvou ekvivalentnich enolovych forem [103]. Strukturni vzorec viz Obrazek 12.

Tento sekundarni rostlinny metabolit ma mnoho 1éCebnych uCinklh — protizanétlivé,
antioxidacni, antibakterialni a indukuje apoptézu v nadorovych bunkéach [104]. Po staleti je
§iroce vyuzivano jako kofeni, barvivo a v tradi¢ni indické mediciné k1écbé rtznych
onemocnéni, jako je revmatismus, poruchy jater nebo i kasel [105].

Jeho nizka cena a schopnost modulovat aktivitu vice cilt z n&j ¢ini vhodné ¢inidlo k prevenci
raznych onemocnéni a pro 1é¢bu onkologickych onemocnéni [13, 103]. Kurkumin je vSak
nerozpustny ve vodé a vykazuje nizkou biologickou dostupnost, coz je prekazkou pro jeho
uplatnéni pii 16¢b& onkologickych onemocnéni. ReSeni by se mohlo skryvat ve vyuziti
nanocastic, enkapsulace nebo pouziti polyethylenglykolu [103, 104, 106].

Obrazek 12: Strukturni vzorec kurkuminu [13].

Kurkumin ptsobi jako specificky ligand pro G4 regulujici aktivitu telomerazy, ¢imz reguluje
apoptozu bunék [107]. Jedna z vyzkumnych skupin analyzovala interakci pfirodnich polyfenola
—kurkuminu a kyseliny ellagové, s G4 KRAS genu, kdy kurkumin tuto G4 strukturu stabilizoval
[103]. Podobné se sledovaly vazebné ucinky kurkuminu a jeho analogt s biologicky relevantni
sekvenci v oblasti lidského promotoru c-myc tvofici G4 strukturu pomoci riznych
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spektroskopickych technik [108]. Byly studovany rtzné analogy kurkuminu, naptiklad
methoxy-benzylidenovy derivat kurkuminu, a sledovany interakce s G4 [105]. Pomoci CD bylo
prokazano, ze lidska telomericka sekvence AGs (T2AG3); interaguje s timto analogem a doslo
ke stabilizaci G4 pfitomného v sekvenci [104, 105]. Analog se v porovnani se samotnym
kurkumimen vaze na G4 s dvojnasobné snizenou afinitou [104].
2.3.2.3 Kyselina ellagova

Kyselina ellagova (dilakton kyseliny hexa-hydroxydifenové) patii mezi pfirodni polyfenoly
vyskytujici se naptiklad v ¢aji [102, 103]. Strukturni vzorec viz Obrazek 13. Tento pfirodni
antioxidant se nachazi ale i v fad€ druht ovoce — piikladem jsou maliny, jahody, ostruziny nebo
granatové jablko. Byla také nalezena v nékolika druzich medu, vlasskych a pekanovych ofeSich
[109]. Antiproliferativni vlastnosti kyseliny ellagové mohou byt zpisobeny jeji schopnosti
pfimo inhibovat vazbu DNA na urcité karcinogeny, vCetn€ nitrosamini a polycyklickych
aromatickych  uhlovodiki. Stejné jako u jinych  polyfenolovych  antioxidantd
se chemoprotektivni t¢inek kyseliny ellagové projevuje snizenim oxidacniho stresu [103].

O
HO O

O OH
o)

Obrazek 13: Strukturni vzorec kyseliny ellagové [103].

Studie, kde byla zkoumana stabiliza¢ni aktivita G4 u onkogenu KRAS a kurkuminu
a kyseliny ellagové in vitro, potvrzuji jejich vazbu na G-kvadruplexy [102]. Absorb¢ni
a fluorescencni spektroskopicka studie naznacila, ze kyselina ellagova a kurkumin mohou
stabilizovat strukturu G4 onkogenu KRAS. Tato skutecnost byla potvrzena zvySenou teplotou
tani struktury kvadruplexu. Kyselina ellagova vaze G4 s vyssi afinitou ve srovnani s keto i enol
formami kurkuminu [103]. Kurkumin vykazoval vyss§i specificitu ve vazbé s G4 ve srovnani
s duplexni DNA. Kyselina ellagova prokazala dvé vazebna mista v G4 DNA, jedno z nich
s mens$i afinitou [103].
2.3.2.4 Kvercetin

Jednou z hlavnich skupin pfirozené se vyskytujicich molekul jsou flavonoidy, které jsou
snadno dostupné v nasi kazdodenni stravé a které jsou povazovany za kandidaty na nové
netoxické léky pro protinadorovou terapii. Jako ptiklad lze uvést luteolin, rutin nebo prave
kvercetin, které ziskaly velkou pozornost pro své antiangiogenezni, antiproliferativni
a antimetastatické ucinky [110]. Kvercetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-
chromen-4-on), jeden z nejhojnéji se vyskytujicich flavonoidd, obsahuji napiiklad rajcata,
jablka, kapusta nebo Cervené vino [111].
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U kvercetinu bylo pomoci spektroskopickych metod, fluorescence a NMR zjisténo, ze muze
interagovat s G-kvadruplexy [112]. Jiz dfive jedna ze studii prokéazala interakci kvercetinu
s monomernimi a dimernimi G-kvadruplexy tvofenymi kratkymi telomerickymi repeticemi
[110]. Studie skupiny Tawani et al. v roce 2017 poskytla pfiznivé dikazy o interakci kvercetinu
s G4 DNA c-myc genu a jeho stabilizaci po navazani [110]. D4 se fict, ze odhalila potencial
flavonoidu kvercetinu stat se vhodnym protinadorovym terapeutikem, ktery by mohl regulovat
expresi c-myc genu [110].

Zajimavym ligandem je také rutin, ktery se sklada z kvercetinu a disacharidu rutindzy. Rutin
i kvercetin byl testovan proti telomerické G4 DNA obsahujici repeticic TTAGGG
a oligonukleotid dsDNA pomoci ESI-MS (hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou
ionizaci). Experimenty ukazaly, ze rutin i kvercetin vykazuji srovnatelné hodnoty vazebné
afinity ke G4 a ze obé€ slouceniny tvoii komplex ligand-cil 1:1. Zatimco kvercetin vaze také
dsDNA, rutin selektivné interaguje s G4 [113]. Porovnani chemickych vzorctu téchto dvou
slouCenin (kvercetinu a rutinu) znazoriuje Obrazek 14.

Kvercetin

Rutin

Obrazek 14: Struktura kvercetinu a rutinu [113].

2.4 Modelové systémy pro testovani vliva G4-ligandu

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae je jednobunéCny organismus tradi¢né vyuzivany
po staleti pro vyrobu fermentovanych napoju a potravin. V poslednich letech vSak nasla vyuziti
i jako tzv. ,bunétna tovarna“ pro funkcni analyzu transkripcnich faktorti [22, 114]. Patfi mezi
jeden z nejvice vyuzivanych modelovych systémi pro studium velkého mnozstvi bunéénych
funkci a pochodu in vivo [22, 115].

Kvasinky byly vybrany jako modelovy organismus proto, ze se jedna o robustni systém
s evolu¢né zachovanymi zakladnimi ¢astmi transkripéniho aparatu. Diky tomu zde muze byt
ektopicky exprimovano mnoho transkripcnich faktort, véetné proteind patiici do rodiny p53
[22, 115]. Bazélni faktory (napf. proteiny vazajici TATA-Box a nejvétsi podjednotka RNA
polymerazy II) a komplexy modifikujici chromatin (napf. histondeacetylazy) mezi kvasinkami
a lidskymi buiikami jsou dobte konzervovany [115, 116]. Nicmén¢ pozorovani dokazuji, ze ne
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vSechny typy savcich transaktivacnich domén ucinné interaguji s kvasinkovym transkripcnim
aparatem [115, 116].

V kvasinkach umoznuji expresi lidskych transkripcnich faktort konstitutivni, inducibilni
a represibilni promotory [115, 117-119]. Klicové pro studium proteinti rodiny p53 bylo vyuZiti
inducibilniho promotoru GALI, kdy muze byt ovlivnéna rychlost jeho transkripce upravou
mnozstvi galaktozy v médiu [115, 120]. Soucasné 1ze bazalni exprese transkripcnich faktorti
z promotoru GALI dosédhnout s pouzitim rafindzy jako zdroje uhliku (budou se exprimovat
i bez ptitomnosti galaktozy) [115, 121]. VSestrannym pfistupem pro in-vivo mutagenezi
u Saccharomyces cerevisiae je tzv. Delitto perfetto [115]. Jedna se o mistné specificky in vivo
systém mutageneze, ktery umoziiuje u€inné upravovat kvasinkové kmeny ve dvou krocich, kdy
se spoléha na homologni rekombinaci k fizeni zmén v cilové DNA oblasti [122]. Dochazi tak
k rychlému zacileni pozadovanych RE proti sméru od minimalniho promotoru pro fizeni
exprese reportérového genu [115, 120, 123].

Kvasinkovy expresni systém umoziiuje snadnou editaci genomu a je tak mozné rychle
konstruovat kvalitativni nebo kvantitativni reportérové systémy s vyuzitim izogennich kmend.
Ty se lisi pouze na urovni specifického pS3-RE pro zkoumani sekvenéni specifity transaktivace
zavislé na p53. Dalsi vyhodou je dostupnost regulovanych systému pro ektopickou expresi p53,
coz umoznuje hodnoceni transaktivace v Sirokém rozsahu exprese proteinu [124]. U kvasinek
lze promotory navrhnout tak, aby obsahovaly piibuzné cilové RE DNA, a muze tak byt
modulovana rychlost exprese reportérovych gent (Obrazek 15) [22, 115]. Lze navrhnout takové
reportérové kmeny, u kterych je mozné sledovat dopad umisténi sekvence vhodné k tvorbé G4,
na transaktivaci proteinu p53 [14].

—
RE

RE | pCYC1 LuUC1

Obrazek 15: Priklad konstruktu pro kvasinkovy kmen s LUC/ reportérem a vlozenym specifickym RE
DNA. V nasem pripad¢ mluvime o RE pro protein p53 pod inducibilnim promotorem GALI. PCYCI1

je oznaceni pro minimalni promotor [124].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Agar biotechnologicky (SIGMA ALDRICH)

Agarosa (SERVA)

Zaklad pro kompletni kvasinkové médium YPD broth (SIGMA ALDRICH)
Zakladni médium s dusikem bez obsahu aminokyselin — Yeast NitrogeneBase (SIGMA

ALDRICH)

Siran amonny (DUCHEFA BIOCHEMIE)

Rafinéza pentahydrat (VWR)

Galaktoza (ALFA AESAR)

100% DMSO (SIGMA ALDRICH)

Alamar Blue (THERMO FISHER)

Barvivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10 000x (BIOTIUM)
Nosi¢ova DNA — Salmon sperm (THERMOFISHER)
Syntetické oligonukleotidy PUMA, PUMA-KSHV, PUMA-KSHV-mutl.5

(SIGMA ALDRICH)

Kurkumin (SIGMA ALDRICH)

Kyselina ellagova (APOLLO SCIENTIFIC)
Berberin chlorid (ALFA AESAR)
Kvercetin dihydrat (ALFA AESAR)
Thioflavin T (SIGMA ALDRICH)

3.1.2 Biologicky material

Plazmidova DNA pRS-315 (Biofyzikalni Gstav akademie véd CR) (Tabulka 1)
Plazmidova DNA pRS-p53 (laboratot profesora Alberta Inga, CIBIO institut v Trentu, Italie)

(Tabulka 1)

Tabulka 1: Pouzita plazmidova DNA s inzerty.

Plazmidova DNA Inzert Selek¢éni marker
pRS-315 - LEU?2, promotor pro syntézu leucinu
pRS-p53 witpS3 LEU2, promotor pro syntézu leucinu

Kmeny Saccharomyces cerevisiae (Biofyzikalni ustav akademie véd CR) (Tabulka 2)

Tabulka 2: Vybrané kmeny Saccharomyces cerevisiae s vlozenymi sekvencemi.

Kmen Vlozena sekvence
yLFM PUMA CTGCAAGTCCTGACTTGTCC
yLFI“(’[SII’{UVM" CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG
YLEMPUMA- | 1A AGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG
KSHV-mutl.5
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3.1.3 Ostatni materialy

Izola¢ni kit E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini kit (OMEGA BIO-TEK)
Bright Glo Luciferase assay system kit (PROMEGA)
Sterilni paratka

3.1.4 Roztoky a jejich priprava

Zasobni roztok adeninu — 0,5% v 0,1M NaOH

Zasobni roztok histidinu — 1% ve sterilni H2O

Zasobni roztok lysinu — 3% ve sterilni H,O

Zasobni roztok uracilu — 1% v 0,1M NaOH

Zasobni roztok tryptofanu — 1% ve sterilni H.O

TAE 50x 1 1-242 g Tris p.a., 18,6 g EDTA, 57,1 ml kyselina octova, doplnéna Milli-Q H20
Zasobni roztok TE 1x; pH 7,5

Zasobni roztok 50% PEG

Zasobni 0,1 M roztok LiAC; pH 7,5

PEG/LiAC/TE 3 ml — 300 ul TE; 300 ul LiAC; 2,4 ml PEG
LiAC/TE 20 ml — 2 ml LiAC, 2 ml 1xTE, 16 ml sterilni H.O
PBS 1x

20% dextrosa

1 M Tris-HCI; pH 7,5

10 mM Tris-HCI; pH7,5

3 M KCl

3.1.5 Média pouzita ke kultivaci kvasinkovych kultur

Kompletni neselektivni tuhé¢ YPDA médium

50 g/l YPD, 40 ml/1 0,5% adenin, 2% agar, sterilni voda

Kompletni neselektivni tekuté YPDA médium

50 g/l YPD, 40 ml/1 0,5% adenin, sterilni voda

Syntetické leucin selektivni médium (1A)

6,7 g/l YNB, 2% agar, 2% dextroza, 40 ml/l 0,5% adenin, 2 ml/l 1% histidin, 3 ml/l 3% lysin,
2 ml/1 1% uracil, 2 ml/l 1% tryptofan, 2,5 g/l siran amonny, sterilni voda

Syntetické selektivni médium (SRIA)

6,7 g/l YNB, 2% rafinéza, 40 ml/l 0,5% adenin, 2 ml/l 1% histidin, 3 ml/1 3% lysin, 2 ml/l 1%
uracil, 2 ml/l 1%tryptofan, 2,5 g/l siran amonny, sterilni voda

3.1.6 Laboratorni pristroje a zarizeni

Spektrofotometr Nanodrop 2000 (THERMO SCIENTIFIC)

Autoklav Microjet Personal Microwave Autoclave (ENBIO)

Centrifuga 5804R (EPPENDORF)

Dokumentaéni systém pro foceni geli Amersham Imager 680 (GE HEALTHCARE)
Elektroforetické aparatura Mini Protean Tetra Cell System (BIO-RAD)

ELISA reader — Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader (BIO-TEK)
Inkubator innova44 (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC)

MiniSpin plus (EPPENDORF)
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Sada mikropipet (VWR)

Multikanalova pipeta (GILSON)

Automaticka pipeta (EPPENDORF)

Termoblok Termomixer comfort (EPPENDORF)

Ttepacka Mini Shaker (VWR LIFE SCIENCE)

Viéha analyticka (A&D INSTRUMENTS LTD)

Vaha stolni Scout Pro SPU 402 (OHAUS)

Vortex 4 digital (IKA)

Vortex MS3 digital (IKA)

Zdroj napéti PowerPac 300 (BIO-RAD)

Spektrofotometer (IMPLEN)

Spektrofotometr SPECORD 210 PLUS (ANALYTIK JENA)
CD spektrometr JASCOS815 (JASCO INTERNATIONAL CO.)
Flow-box — Bio II Advance Plus (TELSTAR)

3.2 Metody
3.2.1 ThT kompeticni test — ovéreni interakce ligandu a G4-sekvence in vitro

Thioflavin T (ThT) se vyuziva jako fluorescencni svételna sonda pro tvorbu G-kvadruplexd,
kdy se stava fluorescencnim v pfitomnosti G4 struktury [125]. Princip ThT testu znazoriuje
Obrazek 16. Syntetické oligonukleotidy (PUMA, KSHV, KSHV-mutl.5) byly zakoupeny
od firmy Sigma Aldrich a zfedény vodou k dosazeni finalni koncentrace 100 uM. Poté byly
oligonukleotidy zifedény ve 100 mM Tris-HCI (pH 7,5) a 100 mM KClI pufru na koncentraci
2 uM. Vzorky byly zahtivany na 95 °C po dobu 5 minut a poté pomalu ochlazeny na laboratorni
teplotu. Thioflavin T byl zfedén vodou na konecnou koncentraci 1 uM.

Experimenty byly provadény v triplikatech v ¢erné 384-jamkové desticce pti laboratorni
teploté. Vybrané oligonukleotidy a ThT byly smichany v molarnim poméru 1:0,5 v konecném
objemu 20 pul a konecné koncentraci 1 uM pro DNA a 0,5 uM pro ThT (s piidavkem
1,3,6a12 uM vybranych ligandi — kurkumin, kvercetin, kyselina ellagova a berberin).
Fluorescen¢ni emise byly méfeny pii 490 nm po excitaci pii 425 nm.

N’ — Q

Eosm )N . %

Thioflavin T (ThT)

O
N —> 1S
G4 ds
Obrazek 16: Princip ThT testu. ThT se pfida ke struktuie DNA vytvofené pfedem v prostfedi Tris-HCl
a KClI pufru. ThT se specificky navaze na G4 za vzniku fluorescenéniho signalu. Muze se vazat i na

jednovlaknové nebo dvouvlaknové oligonukleotidy, kdy je ale pozorovano vyrazng nizsi zvyseni
fluorescence v porovnani s G4 [125].
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3.2.2 Cirkularni dichroismus — ovéreni interakce ligandu a G4-sekvence in vitro

Cirkulami dichroismus (CD) je rozsifena biofyzikalni technika pro studium struktur G4
a vazby ligandu zalozena na skute¢nosti, ze ur¢ité molekuly interaguji odli§né s pravym a levym
kruhové polarizovanym svétlem. Byla vyvinuta kvalitativni pravidla, kterd spojuji spektralni
vlastnosti CD s konkrétnimi topologiemi G4, jmenovité paralelni, antiparalelni nebo ,, hybridni*
[126, 127].

CD spektra byla zaznamenana na dichrografu Jasco 815 v mikrokyvetach o délce 1 cm
pii 20 °C. Syntetické oligonukleotidy (PUMA, KSHV, KSHV-mutl.5) byly natedény v pufru
obsahujici Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) o koncentraci 6x10° M na nukleotid s vyslednym
objemem 220 pl. Vzorky DNA byly pfipravovany zahtatim na 95 °C po dobu 5 minut a poté
byly pomalu ochlazeny na laboratorni teplotu. Pro kazdy vzorek byla pofizena tada Ctyt skent
v rozsahu vinovych délek 240-320 nm, s krokem 1 nm a rychlosti skenovani 100 nm/min, ktera
byla zprimérovana, vyhlazena a bylo ode¢teno pozadi. K dosazeni pozadovanych ucinka byly
v krocich pfidany alikvoty vSech Ctyf ligandi v poméru 0,1; 1; 2; 3; 4 a 5 ku DNA (50 uM
zfedéné v DMSO).

3.2.3 Izolace plazmidové DNA

Z pripravenych kiizovych roztéri cilovych kment byly odebrané kolonie a preockované
do 5 ml tekutého LB média se stejnym antibiotikem (ampicilin) v pomeéru 1:1 000. Vzorky byly
inkubovany po dobu 24 hodin pfi teplot¢ 37 °C a 140 rpm. Poté byly buiiky postupné
centrifugovany pii 10 000 x g po dobu 1 min a pfeneseny do 2 ml zkumavek. Po odstranéni
supernatantu byla z peleti izolovana plazmidova DNA pomoci E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini
Kitu znacky OMEGA BIO-TEK. K bunécnym peletim bylo pfidano 250 ul roztoku I, coz je
lyza¢ni pufr s obsahem RNazy, suspenze byla fadné vortexovana a vzorky byly preneseny
do novych zkumavek o objemu 1,5 ml. Bylo pfidano 250 pl roztoku II a vzorky byly Setrné
promichany pomalym otd¢enim zkumavek a inkubovany asi 3 minuty pii pokojové teplote.
Nakonec bylo pfidano 350 pl roztoku III a vzorky byly opét promichany pomalym otadcenim
zkumavek do tvorby bilé srazeniny. Lyzaty byly nésledné 10 minut centrifugovany
pii maximalnich otackach centrifugy (14 000 x g). Kolony HiBind® DNA Mini Column byly
vlozeny do 2 ml sbémych zkumavek a cely objem supernatanti byl opatrné preneseny
na kolonu tak, aby se pelet neuvolnil. Kolony byly centrifugovany po dobu 1 minuty
na maximalnich otackach. Lyzaty byly prefiltrovany kolonou a cilova plazmidova DNA zistala
navazana na silikagel v koloné. Obsah sbérnych zkumavek byl odstranén a na kolony bylo
opatrné naneseno 500 ul HBC pufru s pfidanym 100% izopropanolem a opét probé&hla
centrifugace na maximalnich otackach. Po odstranéni odpadniho roztoku a bylo ptidano 700 ul
promyvaciho pufru s pfidanym 100% etanolem. Vzorky poté byly znovu centrifugovany
pfi maximalnich otackach po dobu 1 minuty. Kolony byly vysuSeny centrifugaci
pfi maximalnich otackach a premistény do novych 1,5 ml zkumavek a bylo pfidano 50 ul
elu¢niho pufru. Po 1 minuté inkubace byla provedena centrifugace pfi maximalnich otackach
a byla ziskana izolovana plazmidova DNA. U vzorkil byla stanovena koncentrace a Cistota
spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop.

27



3.2.3.1 Ovéreni Cistoty DNA pomoci gelové elektroforézy

Pro ovéfeni izolované plazmidové DNA byla vyuzita gelova elektroforéza v agarozovém
gelu. Piipraven byl 1% agarozovy gel — 1 g agarozy rozpustén ve 100 ml 1x TAE pufru, a roztok
byl zahfivan v mikrovinné troubé tak, aby nezacal viit, dokud nebyl roztok ¢iry. Agarozovy gel
byl zchlazen pod tekouci vodou za stalého michani pfiblizné na teplotu 55 °C. Bylo ptidano
interkalacni  ¢inidlo GelRed v mnozstvi doporueném vyrobcem. Gel byl nalit
do elektroforetické vany, byl pfidan hiebinek a tuhnuti probihalo po dobu pfiblizné 30 minut
pfi laboratorni teploté. Vzorky DNA byly nafedény pomoci sterilni vody na koncentraci
100 ng/ul ve vysledném objemu 6 pl. K nim byly pfidany 3 pl nanéasSeciho pufru ,,Loading
Buffer 6x“. Takto pfipravené vzorky DNA byly naneseny na gel pomoci mikropipety. Jako
elektrolyt byl pouzity 1x TAE a na gel bylo pouzito napéti 90 V/15 minut a poté
110 V/30 minut. Po dobéhnuti elektroforézy byl gel vizualizovan pod UV-transluminatorem.

3.2.4 Transformace bunék Saccharomyces cerevisiae pomoci lithium acetiatové metody

Pro sledovani zavislosti odezvy transaktivacni aktivity proteinu p53, na zakladé pfitomnosti
slab§tho nebo  silngsiho G4, byly vybrany nasledujici  kmeny  kvasinek
Saccharomyces cerevisiae — PUMA, PUMA-KSHV a PUMA-KSHV-mutl.5. VSechny nesou
oznaCeni yLFM, protoze obsahuji reportérovy gen pro luciferazu LUCI, jak znazoriuje
Obrazek 15. Kmen PUMA neobsahuje G4, ale RE DNA pro protein p53.

Pravdépodobnost formovani G4 struktury byla vyhodnocena pomoci G4-Hunter skore.
Ke stanoveni G4-Hunter score byl pouzit néstroj G4-Hunter pro predikci potencialnich G4
struktur. Cim vy$8i ma sekvence G4-Hunter score, tim je vy§si pravdépodobnost pro tvorbu G4.
Nastroj G4-Hunter pomoci algoritmu pfifazuje guaninovym béazim kladnou hodnotu,
cytosinovym zapornou. Béaze jsou rozdéleny do skupin sousedicich bazi a je vypocten
aritmeticky prameér [128]. Hodnoty G4-Hunter score pro vybrané kmeny uvadi Tabulka 3.
Kmen PUMA G4 sekvenci neobsahuje, proto v tabulce pro tento kmen neni uvedena hodnota
G4-Hunter skore.

Tabulka 3: Vybrané kmeny Saccharomyces cerevisiae s typem vlozené sekvence a prislusnym G4-
Hunter scére. Kmen PUMA kvadruplexovou sekvenci neobsahuje, proto v tabulce pro tento kmen
neni uvedena hodnota G4-Hunter skore. Sekvence PUMA je vyznacena tucng.

Kmen Vlozena sekvence G4-H}1 nter
skore
yLFM PUMA CTGCAAGTCCTGACTTGTCC p53 RE
yLFM PUMA- CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGGGCGGGGGACGGGGGAGGG
G4 3,182
KSHV G
YLLLIILL O s CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG G4 1,091
KSHV-mutl.5

Sekvence kmenu PUMA-KSHV ma vysoké G4-Hunter score, takze bude tvofit G4
s vysokou pravdépodobnosti. Naopak sekvence u kmenu PUMA-KSHV-mutl.5 je mutovana
a disponuje nizkym G4-Hunter skore, takze G4 bude tvofit s mensi pravdépodobnosti.

Do téchto kment byly transformovany plazmidy pRS-315 nebo pRS-p53, jejichz izolace je
popsana v kapitole 3.2.3 Izolace plazmidové DNA.
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Ze zasobnich kultur piislusnych kmena Saccharomyces cerevisiae zmrazenych na -80 °C
byly steriln€ odebrany buiky na kiizové roztéry. Kiizové roztéry (Obrazek 17) byly pfipraveny
roztérem bunék na misky s YPDA médiem a inkubovany na 30 °C po dobu 3 dnu.

Obrazek 17: Kfizové roztéry pfislusnych kment kvasinkovych kultur.

Z téchto misek byla odebrana kolonie a pfenesena do 5 ml tekutého YPDA média. Suspenze
byly inkubovany pies noc pii 30 °C a 110 rpm. K 5 ml inokula bylo pfidano 45 ml tekutého
YPDA média a v erlenmeyerové barice byly inkubovany pii 30 °C a 110 rpm po dobu 4 hodin.
Po 4 hodinach byly suspenze ptevedeny do 50 ml centrifugacnich zkumavek a kultura byla
centrifugovana 3 minuty na 8 000 x g. Byl odstranén supernatant a pelety byly dvakrat promyty
sterilni vodou. Poté byl pelet promyt 3 ml roztoku LiAC/TE. Na termobloku byla nahtata
nosicova DNA (,,salmon sperm* — 10 mg/ml) na 100 °C po dobu 10 minut. Z promytého peletu
bylo odebrano 50 pl kompetentnich bunék, premisténo do novych zkumavek a ptidano 5 ul
predehraté nosicové DNA. Dale byly ptidany 4 ul plazmidu (pRS-p53 a negativni kontrola
pRS-315 — ve stejné koncentraci) a vSe fadné vortexovano. Poté bylo pfidano 300 ul roztoku
PEG/LiAC/TE a zkumavky byly inkubovany na 30 °C po dobu 30 minut a 110 rpm
v naklonéné rovin€. Poté byly pfemistény do vodni lazn€ na 15 minut pii teploté 42 °C,
kde probéhl tepelny Sok, a po ném centrifugovany po dobu 3 minut na 3 000 x g. Odsal se PEG
a pelet byl resuspendovan v 100 pl sterilni H>O. Na misky se syntetickym leucin selektivnim
médiem 1A bylo rozetfeno 50 pl bunék a misky byly inkubovany na 30 °C po dobu 3 dnd.

Z transformovanych bun¢k byly steriln€ odebrany kolonie a pfipraveny obdélnikové roztéry
jednotlivych kultur na misky s 1A médiem. Inkubovany byly pii 30 °C po dobu 3 dna (Obrazek
18) a vyuzity pro luciferazovy reportérovy test.
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Obrazek 18: Obdélnikové roztéry jednotlivych transformovanych kment Saccharomyces cerevisiae.

3.2.5 Luciferazovy reportérovy test

Pro luciferazovy reportérovy test byly pouzity obdélnickové roztéry z kapitoly 3.2.4
Transformace bun€k Saccharomyces cerevisiae pomoci lithium acetatové metody. Do 96-
jamkové desticky bylo napipetovano 200 pul SRIA média. Sterilnim paratkem byla odebrana
vzdy stejné velka ¢ast obdélniku z jednotlivych kment a fadné resuspendovana v médiu
v jamkach. Z kazdého typu transformantt bylo pfipraveno vzdy 5 opakovani. Do dalSich 96-
jamkovych desticek bylo multikanalovou pipetou preneseno vzdy 60 ul média s buinkami
z prvniho kroku a do vysledného objemu 120 ul bylo pfidano médium s pozadovanym
pridavkem galaktézy — 0 %, 0,05 % a 0,5 %. U takto pfipravenych desticek byla zméfena
opticka densita pifi 600 nm v Case TO a luciferazova aktivita. Poté byly desticky obaleny
parafilmem a inkubovany pfi 30 °C a 160 rpm po dobu 24 hodin. Po 6 a 24 hodinach byly
suspenze bunék dikladné rozmixovany multikanalovou pipetou a byla opét zmétena opticka
densita pfi 600 nm a luciferazova aktivita, a to odebranim 20 pl kultury z 96-jamkové desticky
multikanalovou pipetou a pfenesenim do 384-jamkové desticky, kdy dva radky na 96-jamkové
desticce odpovidaly jednomu fadku na 384-jamkové desti¢ce. Do kazdé jamky bylo pfidano
20 ul 2x koncentrovaného , Passive lysis buffer — lyza¢niho pufru. Desti¢ka byla inkubovana
na 300 rpm po dobu 15 min pii pokojové teploté. Tésné pred analyzou bylo nutno ptidat 20 pl
luciferazového substratu ,,Bright Glo Luciferase assay systema“, k méfeni chemiluminiscence.
Chemiluminiscence byla zméfena na pfistroji Synergy Hybrid Multi-ModeMicroplate Reader.
Princip testu znazortiuje Obrazek 19. Intenzita chemiluminiscencniho signalu je vyjadfena jako
relativni intenzita chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s ptislusSnym prazdnym vektorem (pRS-315).
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Obrazek 19: Kvasinka Saccharomyces cerevisiae obsahujici plazmid pro expresi proteinu p53 pod
inducibilnym promotorem GALI. Protein bude exprimovan pouze za pritomnosti galaktozy. Oznaceni
pCYCl1 je pro minimalni promotor. Po indukovan¢ expresi se protein vaze na prislusné RE, kdy spusti

transkripci genu pro enzym luciferazu, ktera pridany luciferazovy substrat oxiduje na oxyluciferin.

Tato reakce je doprovazena emitovanym zafenim, které lze detekovat jako chemiluminiscenci [129].

3.2.6 Test viability bunék Saccharomyces cerevisiae

3.2.6.1 Priprava bunék

Pro testy viability bun€k byly zalozeny kultury Saccharomyces cerevisiae, kmen PUMA,
do tekutého YPDA média. Sterilnim paratkem byly odebrany bunky z kiizovych roztéra
popsanych v kapitole 3.2.4 Transformace bunék Saccharomyces cerevisiae pomoci lithium
acetatové metody (Obrazek 17) a preneseny do 50 ml centrifugacnich zkumavek s 8 ml
tekutého YPDA média. Buriky byly inkubovany pies noc na 30 °C a 130 rpm do druhého dne.
3.2.6.2 Testovani pitsobeni G4-ligandi

Do 96-jamkové desticky byla napipetovana koncentracni fada prislusnych liganda a bunék,
vzdy v 3 opakovanich, s vyslednym objemem 200 ul. Nejvyssi koncentrace byla zvolena
500,00 uM a postupné fedéna tekutym YPDA médiem az na koncentraci 3,91 uM. Dale bylo
do desticky napipetovano ve 3 opakovanich pouze tekut¢ YPDA médium a 1% DMSO. Do
kazdé jamky bylo pfidano 100 pl bunék o optické densité 0,02 pii 600 nm. Nasledné byla
méfena opticka densita pfi 600 nm po dobu 24 hodin, pficemz byla vyhodnocena ristova
krivka.

Na zakladé testi viability, byla vybrana vhodna koncentrace ligandi — berberinu,
kurkuminu, kyseliny ellagové a kvercetinu. Kazdy transformant byl oSetfen zvolenou
koncentraci ligandu a byl pouzit stejny protokol pro luciferazovy reportérovy test. Bylo tak
provedeno u kazdého transformanta a pro kazdy ligand zvlast.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Testovani interakce G4-ligandu in vitro
4.1.1 ThT kompetic¢ni test

Interakce mezi pritomnym G4 a G4-ligandy byla nejprve ovéfena in vitro pomoci ThT
kompetic¢niho testu. Pfi testu se vyuziva slouCeniny thioflavinu T, coz je benzothiazol, ptivodné
vyuzivany k detekci amyloidnich fibril. Thioflavin T funguje jako fluorescencni sonda, kdy
se po navazani ThT na G4 strukturu detekuje zvySeni fluorescencniho signalu detekovaného pri
490 nm [125].

Byly testovany syntetické oligonukleotidy PUMA, KSHV a KSHV-mutl.5. Oligonukleotid
PUMA neobsahuje G4 sekvenci, po pfidani ThT tedy nedo§lo k navazani, a proto je
fluorescencni signal méfeny pii 490 nm ze vsech tfi oligonukleotidi nejnizsi. Oligonukleotid
KSHYV obsahuje G4 sekvenci, z toho divodu byl jeho signal nejvyssi, mutovana G4 sekvence
KSHV-mutl.5 vykazuje oproti KSHV signal nizsi. Primérné hodnoty pro oligonukleotidy
s ptidanym ThT znazortiuje Graf 1.
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Graf 1: ThT kompeticni test pro syntetické oligonukleotidy PUMA, KSHV a KSHV-mutl.5.
Fluorescenéni emise byla sbirana pfi 490 nm po excitaci pii 425 nm. Na histogramu jsou zaznacené

smérodatné odchylky ze 3 opakovani.

K témto syntetickym oligonukleotidim byly ptidavany ctyfi ligandy (berberin, kvercetin,
kyselina ellagova a kurkumin) v riznych koncentracich — 1, 3, 6 a 12 uM. G4-ligand nahrazuje
ve vazbé na G4 thioflavin T, coz se projevi snizenim fluorescencniho signalu. Z vysledkt (Graf
2 a Graf 3) je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci ligandu fluorescencni signal klesal — ligand
nahradil ThT ve vazbé na G4. Hodnoty v grafech jsou vyjadfeny v procentech, pficemz signal
samotnych syntetickych oligonukleotidi s ThT vyjadiuje 100 %. U liganda byla odpocitana
autofluorescence jednotlivych liganda. Vysledky pro kmen PUMA uvadi Piiloha 1.
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Graf 2: ThT kompeticni test pro synteticky oligonukleotid KSHV a G4-ligandy berberin, kvercetin,
kyselinu ellagovou a kurkumin. Ligandy byly pfidavany vzdy v 1, 3, 6 a 12 uM koncentracich,
provedeno vzdy ve tfech opakovanich. Hodnoty jsou vyjadieny v procentech, kdy oligonukleotid
s ThT vyjadfuje 100 %. U ligandt byla odpocitana autofluorescence jednotlivych ligandt. Na
histogramu jsou zaznac¢ené smérodatné odchylky ze 3 opakovani.

U oligonukleotidu KSHV (Graf 2), obsahujici G4 sekvenci, je vidét pokles fluorescencniho
signalu po pridavani zvySujici se koncentrace vSech ¢tyt G4-ligandli v porovnani se samotnym
oligonukleotidem s ThT (100 %). Se zvySujici se koncentraci pridaného ligandu se vzdy signal
pii 490 nm snizoval. Napfiklad pfidavkem jiz 1 uM berberinu doslo ke snizeni fluorescence
ze 100 % na 44 %, ptidavkem 1 uM kurkuminu pouze na zhruba 80 %. Srovnatelné poklesy
signalu vykazuji pfidavky 12 pM berberinu a kurkuminu. U ligandu berberinu doslo k uplnému
vyvazani ThT jiz pfi 6 uM koncentraci, pficemz pro ostatni ligandy byla koncentrace vyssi.
Vsechny ligandy zpusobuji pokles ThT fluorescence, takze se vazi na G4 motiv, pfiCemz
berberin vykazoval nejlepsi vazebné vlastnosti.
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Graf 3: ThT kompeticéni test pro synteticky oligonukleotid KSHV-mut1.5 a G4-ligandy berberin,
kvercetin, kyselinu ellagovou a kurkumin. Ligandy byly pfidavany vzdy v 1, 3, 6 a 12 uM
koncentracich, provedeno vzdy ve tiech opakovanich. Hodnoty jsou vyjadfeny v procentech, kdy
oligonukleotid s ThT vyjadfuje 100 %. U ligandu byla odpocitana autofluorescence jednotlivych
ligandi. Na histogramu jsou zazna¢ené smérodatné odchylky ze 3 opakovani.

Podobné tomu bylo i u oligonukleotidu KSHV-mutl.5 (Graf 3), obsahujici mutovanou G4
sekvenci, kde doslo k poklesu fluorescen¢niho signalu po pridani vSech ¢ty G4-liganda
v porovnani se samotnym oligonukleotidem s ThT (100 %). Se zvysujici se koncentraci liganda
se fluorescencni signal méteny pii 490 nm snizoval. U oligonukleotidu KSHV-mutl.5 doslo
k poklesu signalu pfidavkem 1 uM berberinu ze 100 % na 63 %. U vyssich pridavka vsak
nejvyssi pokles signalu nevykazoval berberin, ale kurkumin — pfidavkem 3 uM kurkuminu
doslo ke snizeni fluorescence ze 100 % na 13 %, pfidavkem 12 uM kurkumin az na 2 %.
U kurkuminu doslo k tplnému vyvazani ThT jiz pfi 3 uM koncentraci, pfi¢emz pro ostatni
ligandy byla koncentrace vyssi. Kurkumin zde vykazoval nejlepsi vazebné vlastnosti. VSechny
ligandy zpusobily pokles ThT fluorescence, tudiz se navazaly na G4 motiv.

Vsechny ligandy nahradily thioflavin T ve vazbé na vybrané sekvence, jak u oligonukleotidu
KSHV, tak u KSHV-mutl.5 a vytvorily vazbu s pfitomnym G4. Z vysledki muazeme
fict, ze pro oligonukleotid KSHV byl nejucinnéj§im G4-ligandem berberin, protoze byl
detekovan nejvyraznéjsi pokles fluorescencniho signalu u jednotlivych pridavkd (Graf 2).
Pro oligonukleotid KSHV-mutl.5 se ukazal jako nejucinnéjsi G4-ligand kurkumin (Graf 3).

4.1.2 Cirkularni dichroismus

Afinita G4-ligandi k pfitomnym G4 strukturam byla ovétfena pomoci ThT kompeti¢niho
testu. Pomoci CD bylo mozné urcit konformaci pfislusnych G4 motivi — paralelni, antiparalelni
nebo hybridni. Ur€eni struktury oligonukleotida sbalenych do paralelnich a antiparalelnich G4
struktur pomoci CD spektroskopie popisuje naptiklad prace Vorlickové et al. [130].

Syntetické oligonukleotidy byly nafedény v pufru obsahujici Tris-HCI a zahraty na 95 °C,
poté ochlazeny a analyzovany. Vysledky formovanych G4 pro syntetické oligonukleotidy

34



PUMA, KSHV a KSHV-mutl.5 uvadi Graf 4. K oligonukleotidim byl v tomto pfipad€ pfidan
jeste KCl, kdy doslo ke stabilizovani struktury.
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Graf 4: CD spektroskopie G4 u oligonukleotidi PUMA, KSHV a KSHV-mutl.5 a jejich stabilizace
pomoci KCI.

G4 zaujima u oligonukleotidu KSHV hybridni konformaci. Je vidét paralelni pik pfi 265 nm
a antiparalelni pik pfi 295 nm. Naproti tomu G4 oligonukleotidu KSHV-mutl.5 zaujima
antiparalelni konformaci, charakteristicky viditelnym negativnim pikem pifi 265 nm
a pozitivnim pikem pii 295 nm [131]. U oligonukleotidu PUMA se zadny pik v oblasti 265 nm
ani 295 nm neukéazal, protoze neobsahuje G4 sekvenci.

K syntetickym oligonukleotidim KSHV a KSHV-mut1.5 byly postupné ptidavany ligandy
v ruznych koncentracich, jak je uvedeno v kapitole 3.2.2 Cirkularni dichroismus — ovéfeni
interakce liganda a G4-sekvence in vitro. Vysledky pro oligonukleotid PUMA uvedeny nejsou,
protoze zde neni pfitomna G4 struktura.

Vysledky CD spektroskopie pro oligonukleotid KSHV s pfidanymi ligandy znazortiuje Graf
5. V grafu jsou znazornény piidavky ligandd v molarnim poméru k DNA — 1:4 berberinu,
1:2 kurkuminu, 1:3 kvercetinu a 1:4 kyseliné ellagové, a KCI.
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Graf 5: CD spektra G4 u oligonukleotidu KSHV, KSHV s pridanym KCL a KSHV s pridavky ligandu
v molarnim poméru k DNA — 1:4 berberinu, 1:2 kurkuminu, 1:3 kvercetinu a 1:4 kyselin¢ ellagové.

Samotny oligonukleotid KSHV v Tris-HCI pufru nevykazuje zietelny pik charakteristicky
pro G4. Po pridani KCI doslo k formaci hybridni G4 konformace sekundarni struktury
s charakteristickymi piky pfi 265 a 295 nm. Pfidanim ligandi k sekvenci KSHV bez ptidavku
KCl dochazelo k posunu pikt do oblasti charakteristickych pikd pro hybridni konformaci G4.
NejlepSim G4-ligandem se dle grafu jevil berberin (s pfidavkem 1:4 molarniho poméru), ktery
podporoval stabilizaci G4 struktury v sekvenci KSHV. Tohle zji§téni podporuje vysledky ThT
kompeti¢niho testu pro oligonukleotid KSHV (Graf 2).

Vysledky CD spektroskopie pro oligonukleotid KSHV-mutl.5 s pfidanymi ligandy
znazornuje Graf 6. V grafu jsou znazornény pridavky ligandi v molarnim poméru k DNA —
1:3 berberinu, 1:3 kurkuminu, 1:3 kvercetinu a 1:2 kyseliné ellagové, a KCl. Samotny
oligonukleotid KSHV-mutl.5 v Tris-HCI pufru nevykazuje zfetelny pik charakteristicky pro
G4.
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Graf 6: CD spektra G4 u oligonukleotidu KSHV-mut1.5, KSHV-mut1.5 s pfidanym KCI a KSHV-
mutl.5 s pfidavky ligandi v molarnim poméru k DNA — 1:3 berberinu, 1:3 kurkuminu, 1:3 kvercetinu
a 1:2 kyselinég ellagové.

Sekvence KSHV-mutl.5 v pfitomnosti KCl vykazuje antiparalelni konformaci G4 struktury.
Pridavek G4-ligandd k sekvenci KSHV-mutl.5 bez pritomnosti KCl vedl ke zméné
konformace G4 struktury, zatimco bez téchto ligandu je vidét typicky pik pro antiparalelni
konformaci s maximem 295 nm. Po piidani G4-ligandt tento pik mizi a objevuje se maximum
okolo 265 nm typické pro paralelni G4 strukturu. Nejvyrazné€j§i pik se ukéazal u berberinu
(s pfidavkem 1:3 molarniho poméru), vSechny G4-ligandy mély na konformaci G4 podobny
vliv.

4.2 Priprava plazmidové DNA a transformace kvasinek

Vliv zkoumanych ligandi na transaktivaci proteinu p53 byl zkouman u kvasinkovych
expresnich systémua. Kvasinka Saccharomyces cerevisiae protein pS3 pfirozené neexprimuje,
a proto byla pro tento ucel cilené¢ modifikovana. Pfiprava a namnozeni plazmidové DNA
s cilovym genem nebyla soucasti této prace, nicmén¢ alespon stru¢ny popis je pro pochopeni
dalsich kroku dulezity.

Pro selekci uspésné transformovanych bunék byl pouzit plazmid pRS-315. Tento plazmid
ma velikost 6 018 bp a zastupuje prazdny vektor s promotorem pro syntézu selekcniho markeru
— leucinu (Obrazek 20). Dalsim plazmidem vyuzitym pfi transformaci byl pRS-p53, ktery byl
pouzit za cilem exprese proteinu p53 pod inducibilnim galaktézovym promotorem GALI.
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V plazmidu je obsazen promotor pro syntézu leucinu. Bylo tspé$né docileno transformace, kdy
selekce probihala na 1A (lecin selektivnich) miskach, kdy médium obsahovalo vSechny
potiebné ziviny, kromé aminokyseliny leucin.

pRS315

M13 fwd

o I

Oter
i

Obrazek 20: Komeréné dostupny plazmid pRS-315 s promotorem pro syntézu leucinu jako selekcniho
markeru. Velikost plazmidu je 6 018 bp a byl vyuzit k selekei transformovanych kvasinkovych bun¢k
[132].

Pred transformaci plazmidi do kvasinkového expresniho systému bylo nutné potiebné
plazmidy s obsahem cilovych gent k planované expresi namnozit. K tomu byly vyuzity
komer¢né dostupné kmeny bakterii Escherichia coli (STBL3).

Byly pfipraveny kompetentni buitky STBL3 a probé&hla transformace pomoci teplotniho
Soku. Transformované plazmidy obsahovaly misto rezistence pro antibiotikum ampicilin,
pomoci kterého bylo mozné uspésné selektovat transformované kolonie.

Po transformaci byla plazmidovda DNA izolovanad pomoci komeréniho kitu. Koncentraci
a Cistotu izolované plazmidové DNA uvadi Tabulka 4. Dle vysledku je ziejmé, ze plazmidy
byly izolovany o dostatecné Cistot¢ a koncentraci a byly tak vhodné pro transformaci do
kvasinkovych expresnich systému.

Tabulka 4: Koncentrace a Cistota plazmidové DNA namé&fena na pfistroji NanoDrop.

Plazmid Koncentrace [ng/pl] | Cistota 260/280
pRS-315 152 1,88
pRS-p53 203 1,83

Pro ovéfeni spravnosti a Cistoty izolované DNA byla provedena agarozova elektroforéza
(Obrazek 21).
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10 kb

6 kb

500 bp

Obrazek 21: Ovéfeni kvality plazmidové DNA agarézovou gelovou elektroforézou. Start 1 — Zebricek
(500 bp — 10 kb); 2 a3 — pRS-315; 4 a 5 -pRS-p53.

Takto pfipravena plazmidova DNA byla poté transformovana do vybranych kmena kvasinek
Saccharomyces cerevisiae auxotrofnich pro leucin.

4.3 Analyza transaktivace proteinu p53 in vivo

Transaktivacni aktivita proteinu p53 byla testovana pomoci luciferazového reportérového
testu. Princip luciferazového testu spociva ve schopnosti luciferinu emitovat zafeni po oxidaci
na oxyluciferin. K tomu je zapotiebi enzym luciferaza, k jejiz produkci dochazi pouze tehdy,
kdyz se protein p53 navaze na odpovidajici RE DNA a tim umoziiuje jeji biosyntézu (Obrazek
19). Mnozstvi emitovaného svétla indikuje transaktivacni aktivitu proteinu p53 [133].

Pro analyzu byly vybrany vhodné kmeny Saccharomyces cerevisiae s vazebnymi
vlastnostmi pro protein p53 s inkorporovanymi sekvencemi schopnymi tvorit G4.
Transformované byly celkem 3 kmeny (Tabulka 3) obsahujici reportér LUC, jak znazoriiuje
Obrazek 15. Kmen PUMA obsahuje RE DNA pro protein p53. Kmeny PUMA-KSHV
a PUMA-KSHV-mutl.5 navic u promotoru v blizkosti p5S3 RE obsahuji inkorporovanou
sekvenci schopnou tvofit G4, ktera ovliviiuje transkripci genu [14, 22].

Byla testovana transaktivacni aktivita proteinu p53. Do vybranych kment Saccharomyces
cerevisiae byly transformovany plazmidy pRS-315 nebo pRS-p53 pro expresi proteinu
pod inducibilnim  galaktozovym promotorem. Transformanti s plazmidem pRS-315
neexprimuji protein p53, tudiz vykazovaly velmi nizky chemiluminiscen¢ni signal
u luciferazového reportérového testu u vSech tii typt médii — s rafindzou, s pridavkem 0,05 %
galaktozy i 0,5 % galaktozy. Je tomu tak proto, Ze pokud se protein p53 netvoii, nemuze se
vazat na RE DNA u reportérového genu pro enzym luciferazu, a proto nemuze spustit
transkripci genu pro luciferazu (Obrazek 19).

Naopak transformanti s obsahem pRS-p53 protein p53 exprimuji, ale pouze za pfitomnosti
galaktézy. V médiu s pfitomnou rafindzou protein neni exprimovan. Proto lze detekovat
vysoky chemiluminiscenéni signal u médii s pifidanou galaktézou oproti transformantim
s pRS-315 nebo u bunék v médiu s rafindzou. S rostouci koncentraci galaktozy a s nartistajicim
Casem se signal u transformantt s obsahem pRS-p53 zvySoval, zatimco u transformantd s pRS-
315 byl konstantné nizky.

Vysledky luciferazového reportérového testu jsou u kazdého kmene uvedeny jako relativni
intenzita chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani

39



s prazdnym vektorem (pRS-315). To znamend, ze detekovany chemiluminiscenéni signal je
vzdy vztazen k pfislusnému prazdnému vektoru, tedy k buitkdm obsahujici plazmid pRS-315,
kde protein exprimovan neni. Hodnoty v ase O zahrnuje Pfiloha 2. Vysledky ziskané
po 6 a 24hodinové inkubaci znazoriiuje Graf 7 a Graf 8. Statistickd vyznamnost je vztazena
vzdy kpfisluSnému  prazdnému vektoru a znazornéna v grafech hvézdickami
(p hodnota < 0,05 *, p hodnota < 0,01 **, p hodnota < 0,001 ***), Pro kazdého transformanta
bylo provedeno vzdy 5 opakovani pro kazdy typ médii, experiment byl pro potvrzeni
opakovatelnosti proveden tfikrat.
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Graf 7: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 6hodinové inkubaci v ruiznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae. Histogram znazoriuje pramérmou hodnotu relativni intenzity
chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani s prazdnym vektorem
(pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statistickd vyznamnost je vztazena vzdy k
prislusnému prazdnému vektoru (pRS-315) a v grafu znazomeéna hvézdickami (p < 0,05 *, p < 0,01
4 p < 0,001 #k),
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Graf 8: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 24hodinové inkubaci v raznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae. Histogram znazorruje prumémou hodnotu relativni intenzity
chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani s prazdnym vektorem
(pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz Graf 7.

Statistické srovnani dat ukézalo, ze transformanti s obsahem pRS-p53 kmene PUMA
vykazuji nejvyssi signal ze vSech tii kment. Protein p53 se navazal na RE DNA u reportérového
genu pro enzym luciferazu (LUCI) a dochazelo k transkripci genu, coz odpovida vysokému
chemiluminiscen¢nimu signalu.

Kmen PUMA-KSHYV s transformovanym plazmidem pRS-p53 obsahuje G4 sekvenci, ktera
negativné ovliviiuje vazbu proteinu p53 na odpovidajici RE DNA a brani tak transkripci genu
pro enzym luciferazu [14]. Proto byl detekovan nizsi chemiluminiscen¢ni signal oproti kmeni
PUMA po 6 hodinach inkubace (Graf 7), po 24 hodinach (Graf 8) je vidét pokles markantng¢.

Kmen PUMA-KSHV-mutl.5 s transformovanym plazmidem pRS-p53 ma G4 sekvenci
mutovanou. V porovnani s kmenem PUMA-KSHYV je signal vyssi. Doslo k navazani proteinu
pS53 na RE, ale zaroven signal nedosahuje stejnych hodnot v porovnani se signalem pro kmen
PUMA bez obsahu G4 struktury. Rozdil v signalu muzeme vidét po 6hodinové inkubaci (Graf
7), po 24hodinové inkubaci (Graf 8) je rozdil opét vyrazny.

Bylo provedeno statistické srovnani dat pro transformanty pRS-p53 vzhledem ke kmeni
PUMA, ktery dosahoval nejvysSich hodnot relativni intenzity chemiluminiscence. Po
6 hodinach inkubace byly rozdily mezi kmeny PUMA a PUMA-KSHV-mutl.5 statisticky
nevyznamné, vyznamné byly mezi kmenem PUMA a PUMA-KSHV. Po 24 hodinach byly
prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi kmenem PUMA a PUMA-KSHYV i mezi kmenem
PUMA a PUMA-KSHV-mutl.5 u média s nejvyssim pridavkem galaktozy.

Vysledky ukézaly, ze experimentalni podminky jsou opakovatelné, a ze vybrané kmeny
a zvolené piidavky galaktozy byly vhodné pro dalsi analyzu vlivu G4-ligandu.
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4.4 Testy viability kvasinkovych bunék

Aby mohl byt testovan vliv G4-ligandi na transaktivaci proteinu p53 v kvasinkovych
bunkach pomoci luciferazového reportérového testu, bylo nutné nejprve uréit vhodnou
koncentraci téchto G4-ligandu, ktera nebude vyrazné ovliviiovat zivotaschopnost kvasinkovych
bunék a zaroven bude mit vliv na G4 struktury. Za timto ucelem byly provedeny testy viability
v pritomnosti zvySujici se koncentrace vybranych G4-liganda.

Pro testovani zivotaschopnosti bunék bylo vyuzito méfeni optické density pii 600 nm
po dobu 24 hodin. Casovy interval byl zvolen kvali luciferazovému reportérovému testu, kdy
se buriky inkubuji 24 hodin. Nejvyssi testovanou koncentraci u vSech liganda byla 500 uM,
nejnizsi 3,91 uM. Pro kazdou koncentraci byla provedena 3 opakovani. Zaroven byl testovan
i vliv 1% DMSO a to z divodu, ze vSechny ligandy byly v DMSO rozpustény. Jako vychozi
hodnota optické density bunek pii 600 nm byla zvolena 0,02 [134].

Z vysledka byly vytvoreny rustové kiivky kvasinkovych bunék pro kazdy ligand, jako
priklad je uvedena rastova kiivka kvasinkovych bunék po pfidani riznych koncentraci ligandu
berberinu (Graf 9).
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Graf 9: Ristova kfivka kvasinkovych bun¢k kmene PUMA pro ligand berberin. Byla méfena opticka
densita pfi 600 nm po dobu 24 hodin. Testovan¢ koncentrace berberinu byly od 500 uM po 3,91 uM.
Byl testovan i vliv 1% DMSO, a to z toho duvodu, Ze ligandy byly rozpustény v DMSO. Jako vychozi
hodnota optické density bun¢k pfi 600 nm byla zvolena 0,02.

Pomoci rastovych kiivek byly urCeny vhodné koncentrace ligandi pro nasledujici
experimenty, a to na zaklad¢ sledovani zmén v profilu ristové kfivky. Sledovala se toxicita
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pfidanych latek pro kvasinkové buriky na zakladé rozdilu oproti klasickému modelu ristové
ktivky mikroorganismu.

Zvolené koncentrace uvadi Tabulka 5. Z ristové kiivky pro ligand berberin (Graf 9) byla
vybrana koncentrace 62,50 uM, stejné tak pro ligand kurkumin. Graf ristové kiivky pro ligand
kurkumin znazortiuje Ptiloha 3, pro kvercetin Ptiloha 4 a pro kyselinu ellagovou Piiloha 5.
Kvasinkové buriky mély vyssi toleranci pro ligand kvercetin, kde byla jako vhodna urCena
koncentrace 125 uM. Kyselina ellagova se pro kvasinkové buriky ukazala jako nejtoxictejsi
ligand, kdy u této latky byla vybrana koncentrace pouze 31,25 uM.

Tabulka 5: Zvolené koncentrace ligandu vybrané z pfislusnych rastovych kiivek.

Ligand Zvolené koncentrace
[uM]

Berberin 62,50
Kurkumin 62,50
Kvercetin 125,00

Kyselin

el{:geovz 31,25

4.5 Analyza transaktivace proteinu p53 po oSetfeni bunék G4-ligandy in vivo

Pro sledovani zmén transaktivacni aktivity proteinu p53 po pfidani vybranych G4-ligandu
byl zopakovan luciferazovy reportérovy test, kdy bylo pouzito shodného postupu, kment
Saccharomyces cerevisiae i ptidavka galaktozy (0,05 a 0,5 %), jak je popsano v kapitole 4.3
Analyza transaktivace proteinu p53 in vivo. Vhodné koncentrace G4-ligandu byly vybrany na
zakladé testt viability popsanych v kapitole 4.4 Testy viability kvasinkovych bunék. Do SRIA
média byly jednotlivé pfidany ligandy v koncentracich, jak je uvadi Tabulka 5. Test byl
proveden pro kazdy ligand zvlast’, spravnost naméfenych vysledka byla ovéfena opakovanim
experimentu. Vysledky z luciferazového reportérového testu jsou uvedeny jako relativni
intenzita chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315). Statistickd vyznamnost je vztazena vzdy k pfislu§nému
prazdnému vektoru a znazornéna v grafech hvézdickami  (p hodnota < 0,05 *,
p hodnota < 0,01 **, p hodnota < 0,001 **%), Pro kazdého transformanta bylo provedeno vzdy
5 opakovani u kazdého typu médii. Primérné hodnoty na pocatku analyzy uvadi Pfiloha 6,
Priloha 7, Priloha 9 a Priloha 11.

Po pridavku 62,50 uM berberinu po 6 hodinach inkubace (Graf 10) je vidét rozdil oproti
luciferazovému reportérovému testu bez pridanych ligandu (Graf 7), kdy hodnoty relativni
intenzity chemiluminiscence u pfidaného berberinu jsou vyrazné€ nizsi. Je to zptsobeno tim, ze
se buriky pfizpusobovaly novym podminkam po pfidani ligandu do média. Nicméne je jizjasné
vidét, ze butiky kmene PUMA s transformovanym plazmidem pRS-p53 bez G4 sekvence maji
vyrazn¢ vys$si hodnoty oproti transformantim PUMA-KSHV a PUMA-KSHV-mutl.5
s obsahem pRS-53, které G4 sekvenci obsahuyji.

43



—
\&

% %k %k

—
(=)

e}

% %k %k
EE X 2

% %k %k

LTI

0

pRS-315 PRS-wtp53 pRS-315 PRS-wtp53 pRS-315 PpRS-wtp53
PUMA PUMA-KSHV PUMA-KSHV-mutl.5

Relativni intenzita chemiluminiscence
[\ (@)

m SRIA SRIA + 0,05% galaktéza SRIA+0,5% galaktoza

Graf 10: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 6hodinové inkubaci v raznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 62,50 uM berberinem. Histogram znazoriuje praimérnou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz
Graf 7.

Po 24hodinové inkubaci (Graf 11) je vSak wvidét, Ze hodnoty relativni intenzity
chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 pro transformanty pRS-p53 kmene PUMA
jsou vyrazné vyS§si oproti burikam neosetfenych ligandy (Graf 8). U neoSetfenych bunék byla
prumérna hodnota pro transformanty pRS-p53 kmene PUMA okolo 320, po piidavku berberinu
okolo 600. Pridavek berberinu na kmen PUMA pusobil pozitivn€, predmétem zajmu byly ale
kmeny obsahujici G4 sekvenci. U kmene PUMA-KSHYV obsahujici G4 sekvenci jsou hodnoty
relativni intenzity chemiluminiscence vyrazné€ nizsi pro transformanty pRS-p53.
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Graf 11: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 24hodinové inkubaci v riznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 62,50 uM berberinem. Histogram znazoriuje primérnou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz
Graf 7.

Po 6hodinové inkubaci po pfidavku 31,25 uM kyseliny ellagové (Priloha 8), 62,50 uM
kurkuminu (Pfiloha 10) a 125 uM kvercetinu (Pfiloha 12) byl vidét podobny prabéh jako
u predchoziho ligandu. Bunky se opét piizpusobovaly nové vytvorenym podminkam, a proto
byly naméfeny niz$i hodnoty oproti neoSetienym burikam (Graf 7). Proto nebylo mozné
objektivné vyhodnotit relativni intenzitu chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 a
buriky byly dale inkubovany a transaktivacni aktivita byla vyhodnocovana po 24 hodinach.

Po 24hodinové inkubaci bun¢k oSetfenych 31,25 uM kyselinou ellagovou (Graf 12) jsou
hodnoty pro transformanty pRS-p53 kmene PUMA a PUMA-KSHV-mutl.5 vyrazné€ vyssi
oproti bunkam bez pridavku ligandl, ale naopak nizsi ve srovnani s ligandem berberinem. U
kmene PUMA-KSHV obsahujici G4 sekvenci jsou hodnoty relativni intenzity
chemiluminiscence opét nizsi pro transformanty pRS-p53.
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Graf 12: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 24hodinové inkubaci v riznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 31,25 uM kyselinou ellagovou. Histogram znazorriuje
pramérnou hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53)
v porovnani s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka
vyznamnost viz Graf 7.

Po 24 hodinach inkubace bunék s pfidanym 62,50 uM kurkuminem (Graf 13) byly rozdily
mezi transfromanty pRS-p53 vSech tfi kmenl vyrazné, nejniz§i hodnoty byly detekovany
u kmene PUMA-KSHYV. V porovnani s ligandem kyselinou ellagovou byly nejvyssi primérné
hodnoty nepatrné vyssi, ale nizsi v porovnani s berberinem.
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Graf 13: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 24hodinové inkubaci v riznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 62,50 uM kurkuminem. Histogram znazomiuje primérnou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz
Graf 7.

Vysledky pro kvasinkové buriky s pfidavkem 125 uM kvercetinu v médiu po 24 hodinach
inkubace znazornuje Graf 14. Ligand pozitivné pusobil na kmen PUMA, u kmene PUMA-
KSHYV jsou hodnoty vyrazné nizsi, kmen PUMA-KSHV-mutl.5 dosahuje nizSich hodnot
v porovnani s kmenem PUMA.
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Graf 14: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 24hodinové inkubaci v riznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 125 pM kvercetinem. Histogram znazoriiuje primérnou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz
Graf 7.

Po 24hodinové inkubaci kmen PUMA s obsahem pRS-p53 dosahoval nejvyssich hodnot
relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 po pridavku 62,50 uM
berberinu. Tyto hodnoty byly nejvyssi ze vSech kment i pfidanych ligandid. Druhé nejvyssi
hodnoty bylo dosazeno po ptidavku 62,50 uM kurkuminu, poté po ptidavku 31,25 uM kyseliny
ellagové. Nejnizsi hodnoty byly pro kmen PUMA s obsahem pRS-p53 naméfeny u piidavku
125 uM kvercetinu. Stejné tomu tak bylo pro kmen PUMA-KSHV-mutl.5. U kmene PUMA-
KSHV s obsahem pRS-p53 byly u vsSech ligandii naméfeny podobné hodnoty, markantné
snizené oproti zbylym dvéma kmentim.

U transformantd pRS-p53 kmena obsahujici G4 sekvenci doslo po piidavku vSech ¢tyi G4-
ligandt k vyraznéjsi inhibici transaktivace proteinu p53 oproti kmeni PUMA ve srovnani
s neoSettenymi  buitkkami. Pro kmen PUMA-KSHV u neoSetfenych bunék je
chemiluminiscencni signal zhruba polovi¢ni oproti kmeni PUMA, u kmene PUMA-KSHV-
mutl.5 jsou hodnoty vzhledem ke kmeni PUMA mirné snizené (Graf 7). Oproti tomu napiiklad
po pridavku berberinu doslo u tranformantu pRS-p53 kmene PUMA-KSHYV k poklesu signalu
na ctvrtinu, u kmene PUMA-KSHV-mutl.5 zhruba na polovinu (Graf 10). Struktura G4 byla
pomoci berberinu stabilizovana a bylo detekovano snizeni relativni intenzity
chemiluminisceniho signalu po transaktivaci proteinem p53.
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5 ZAVER

V této praci byl testovan vliv G4-liganda na transaktivaci proteinu pS3 metodami in vivo,
afinita vybranych G4-liganda ke G4 byla potvrzena technikami in vitro. Teoreticka Cast prace
shrnuje dosavadni poznatky o nejcastéji mutovaném supresorovém nadorovém proteinu p53.
Byla popséana jeho struktura i vazebné vlastnosti k DNA. Daéle byla shrnuta struktura
sekundarnich struktur DNA, nejdetailnéji pak G-kvadruplexu, které se vyskytuji naptiklad
v promotorech lidskych genti a onkogent. Cesta k novym protinadorovym terapeutikim
by mohla vést pravé pres spojeni G4 struktur a proteinu p53, u kterého byla potvrzena jeho
schopnost vazat G4 struktury. Hledaji se proto G4-ligandy, které jsou schopné se na G4 navazat
a stabilizovat je. Smér vyzkumu se kvili Castym nezadoucim ucCinkim a rezistenci
na konvencni chemoterapeutické 1éky upira k pfirodnim slouceninam.

V experimentalni ¢asti byly vybrany G4-ligandy vyskytujici se v potravinach a doplicich
stravy, konkrétné kurkumin, kvercetin, berberin a kyselina ellagové, u kterych byla v minulosti
potvrzena jejich afinita ke G4 strukturam. Nejprve byla otestovana jejich vazba ke G4 in vitro
u vybranych syntetickych oligonukleotidi. Byl vyuzit ThT kompeti¢ni test, kdy vSechny
ligandy nahradily thioflavin T ve vazbé na pfitomnou G4 strukturu, coz se projevilo snizenim
fluorescen¢niho signalu. Nejvyraznéjsi pokles signalu v testu vykazoval berberin a kurkumin,
tyto ligandy se dobfe vazaly na pfitomny G4. Konformace G-kvadruplext byla ur¢ena pomoci
CD spektroskopie. U syntetického oligonukleotidu KSHV se G4 formoval do hybridni
konformace, vSechny ligandy jasné stabilizovaly G4. U syntetického oligonukleotidu se G4
formoval do antiparalelni konformace, pfidavek ligandi zmeénil konformaci G4 struktury
na paralelni.

K testovani vlivu téchto ligandG na transaktivaci proteinu p53 in vivo bylo vyuzito
izogennich systému kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Nejprve byl zjistovan vliv G4
sekvence na transaktivaci proteinu bez pfitomnosti ligandi. Pro vyhodnoceni vysledkt
transaktivacniho potencidlu p53 byl vyuzit luciferazovy reportérovy test. Vysledky byly
vyhodnoceny jako relativni intenzita chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53, kdy
detekovany chemiluminiscen¢ni signal byl vztazen k burikam pfislusného kmene obsahujici
plazmid pRS-315, kde protein nebyl exprimovan. Nejvyssich hodnot dosahovaly buiiky kmene
PUMA transformovany pRS-p53. Naopak nejnizsi hodnoty vykazovaly butiky kmene PUMA -
KSHYV s obsahem pRS-p53, kdy kmen obsahuje G4 strukturu. Kmen PUMA-KSHV-mutl.5
s transformovanym pRS-p53 je mutovan v jednom nukleotidu, a proto vykazoval vyssi signal
nez kmen PUMA-KSHYV, ale stale nizsi nez kmen PUMA. G4 sekvence jasn€ ovlivnila vazbu
proteinu p53 na prislusny RE DNA, coz koresponduje s vysledky publikovanymi v odborné
literatufe [14, 22]. Statistické srovnani dat pro transformanty s pRS-p53 ukazalo,
ze po 24 hodinach inkubace byly statisticky vyznamné rozdily mezi kmenem PUMA a PUMA-
KSHV imezi kmenem PUMA a PUMA-KSHV-mutl.5 u média s nejvys$S§im piidavkem
galaktozy.

Poté byly na zaklad¢€ testd viability vybrany vhodné koncentrace G4-liganda pro oSetfeni
bunek a byl zopakovan luciferazovy reportérovy test. Obecné lze k vysledkim bez ligandu
i s pfidanymi G4-ligandy fict, Zze s rostouci koncentraci galaktézy a s narUstajicim Casem
se signal u transformantti s obsahem pRS-p53 zvySoval, naopak u transformantd s obsahem
pRS-315 byl stale nizky. U transformanti s obsahem pRS-315 nedochazi k expresi
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proteinu p53, ktery by se navazal na RE DNA, tim padem nemuze dochazet k transkripci genu
pro enzym luciferazu. Pro transformanty s obsahem pRS-p53 k expresi proteinu dochazelo, p53
se mohl navazat na RE DNA, doslo k transkripci genu pro enzym a byl detekovan vyssi
chemiluminiscen¢ni signal.

Po ptidavku ligandi se po 6 hodinach inkubace kvasinkové buriky piizptisobovaly nove
vytvorenym podminkam (pfidavku ligandu a galaktozy do média), proto byly hodnoty relativni
intenzity chemiluminiscence oproti neoSetfenym buiikdm vyrazn€ niz§i. Po 24 hodinach
inkubace vSak hodnoty relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53
dosahovaly mnohem vysSich hodnot po oSetfeni ligandy oproti neoSetfenym burikam.

U vSech c¢tyt ptirodnich latek s vazbou na G4 struktury doslo u transformanti pRS-p53
kmene PUMA, neobsahujici G4, ke zvySeni transaktivace proteinu pS3 v porovnani se zbylymi
dvéma kmeny i neoSetfenymi buiikami. Mezi ligandy byly primérné hodnoty rizné. Nejvyssi
hodnoty relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 vykazovaly
transformanti oSetfeni 62,50 uM berberinem po 24hodinové inkubaci. Druhy nejvyS$si signal
byl zaznamenan u pfidavku 62,50 uM kurkuminu, poté u 31,25 uM kyseliny ellagové,
nejnizsich vysledkli bylo naméfeno u piidavku 125 uM kvercetinu. Pfidavek G4-ligandt
pusobil na bunky pozitivné. Narast transaktivace p53 by mohl byt zpusoben napftiklad
vytvofenymi podminkami, které by mohly podporovat zvySenou expresi proteinu p53
kvasinkami Saccharomyces cerevisiae jako reakci na stres. Dosavadni studie se mnohem vice
zamétuji na vliv berberinu, kurkuminu, kvercetinu i kyseliny ellagové na zménu exprese
proteinu p53 u riznych typd nadorovych linii [135-140]. V této praci vSak bylo zaméfeno
na kmeny s G4 sekvenci.

U kmene PUMA-KSHV sobsahem pRS-p53, tvorici G4 sekvenci, je zajimavé,
ze po 24hodinové inkubaci byla naméfena vzdy podobna prumérna hodnota relativni intenzity
chemiluminiscence u vSech ¢tyt ligandu, stejné tak jako u neoSetfenych transformanti pRS-
pS53. G4 sekvence zfejme stale negativné ovliviiuje vazbu proteinu p53 na odpovidajici RE
DNA, brani tak transkripci genu pro enzym luciferazu a je detekovan vyrazné€ nizsi
chemiluminiscencni signal oproti transformantim pRS-p53 zbylych dvou kmend.

Kmen PUMA-KSHV-mutl.5 s transformovanym pRS-p53 obsahuje G4 sekvenci
mutovanou, proto je v porovnani s kmenem PUMA-KSHYV signal vyssi, kdy se protein p53
vaze na responzivni element, ale zaroven nedosahuje stejné vysokych hodnot jako u kmene
PUMA bez G4 struktury. Poradi prumémych hodnotu pro jednotlivé ligandy bylo stejné jako
pro kmen PUMA.

Zaveérem lze fict, Zze u vSech CtyT ligandt byla in vitro prokazana jejich afinita ke G4. Pomoci
ThT kompeti¢niho testu byl pro oligonukleotid KSHV vyhodnocen jako ligand s nejvyssi
afinitou ke G4 berberin, u kterého byla pomoci CD potvrzena i jeho schopnost in vitro
stabilizovat pfitomny hybridni G4. U oligonukleotidu KSHV-mutl.5 zptsobil nejvyrazngjsi
zménu konformace G4 =z antiparalelni na paralelni opét pridavek berberinu. Pomoci
kvasinkovych izogennich systému byl prokazan vliv G4 sekvence na transaktivaci proteinu
p53. Po piidani ligandi doslo k vyrazngjsi inhibici transaktivace proteinu p53 a ke snizeni
chemiluminiscen¢niho signalu. Jako vhodny pro dalsi testovani se ukazal ligand berberin
a otazkou pro dalsi vyzkum zlstava, za jakych podminek probiha jeho interakce s G4 in vivo.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DNA - deoxyribonukleova kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

G4 — G-kvadruplex

CDK - cyklin-dependentni kinaza

ESI-MS — hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci

CD - cirkularni dichroismus

NMR - nuklearni magneticka rezonance

MDM?2 — mySi dvouminutovy 2 homolog, negativni regulator p53

MDM4 — mysi dvouminutovy 4 homolog, negativni regulator p53

NHE III | — nuclear hypersenzitive element III | — nukleazovy hypersenzitivni prvek III |
VEGF — vaskularni endothelialni ristovy faktor

bcl-2 — regulator apoptozy bcl-2

HIF-1A — hypoxii indukovatelny faktor 1 alfa

ETS1 — homolog onkogenu viru ptaci erytroblastozy E26 (V-Ets)-1, transkripéni faktor
SP1 — transkrip¢ni faktor Spl

MYC — protoonkogen MYC, transkrip¢ni faktor bHLH

TMPyP4 - 5,10,15,20-tetra(N-methyl-4-pyridyl)porfyrin

Phen-DC — N2,N9-bis(1-methylchinolin-3-yl)-1,10-fenanthrolin-2,9-dikarboxamid
PDS — 3-{1-[3-(dimethylamino)propyl]-2-methyl-1h-indol-3-yl}-4-(2-methyl-1h-indol-3-yl)-
lh-pyrrol-2,5-dion

NF-«xB — jaderny faktor kappa B

TP53 — gen kodujici protein p53

K* — kation drasliku

Na* — kation sodiku

TSP-1 — trombospondin 1

CDKNIA — inhibitor cyklin dependentni kinazy 1A

BAX — BCL2 asociovany s X, regulator apoptozy

kDa — kilo dalton

E2F7 — E2F transkrip¢ni faktor 7

RE -z ang. ,response element“— prvek odpovédi, cilova sekvence DNA

kb — kilobaze

CNBP - z ang. , cellular nucleic acid binding protein®

NM23-H2 -z ang. ,,Nucleoside diphosphate kinase B

TRF2 — z ang. , telomeric repeat-binding factor 2

cDNA - komplementarni deoxyribonukleova kyselina

ThT - thioflavin T

KSHYV - herpesvirus spojeny s Kaposiho sarkomem

Fas/CD95 — signaliza¢ni receptor bunécné smrti

PIG3 — p53-indukovatelny gen 3
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8 PRILOHY
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Priloha 1: ThT test pro synteticky oligonukleotid PUMA a G4-ligandy berberin, kvercetin, kyselinu
ellagovou a kurkumin. Ligandy byly pfidavany vzdy v 1, 3, 6 a 12 uM koncentracich, provedeno
vzdy ve tfech opakovanich. Hodnoty jsou vyjadieny v procentech, kdy oligonukleotid s ThT
vyjadiuje 100 %. U ligandi byla odpocitana autofluorescence jednotlivych ligandu. Na histogramu
jsou zaznacené smerodatné odchylky ze 3 opakovani.
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mSRIA  ®mSRIA +0,05% galaktoza = SRIA + 0,5% galaktéza

Priloha 2: Vyhodnoceni transaktivaéni aktivity proteinu v ¢ase 0 hodin v ruiznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae. Histogram znazoriuje prumémou hodnotu relativni intenzity
chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani s prazdnym vektorem
(pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz Graf 7.
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Priloha 3:

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Cas/hod
——buiky v médiu 1% DMSO 3,91 yM 7.81 uM
— 15,63 uM —31,25 uM —62,50 uM — 125,00 pM
——250,00 pM —500,00 pM

Rustova kfivka kvasinkovych bunck kmene PUMA pro ligand kurkumin. Byla méfena

opticka densita pii 600 nm po dobu 24 hodin. Testované koncentrace kurkuminu byly od 500 uM po
3,91 uM. Byl testovan i vliv 1% DMSO a to z toho duvodu, Ze ligandy byly rozpustény v DMSO.

Opticka densita pii 600 nm
e e o bty
o vV R & o~ Vo r o
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Priloha 4:

Jako vychozi hodnota optické density bun¢k pii 600 nm byla zvolena 0,02.

-

2

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Cas/hod
——bunky v médiu —— 1% DMSO 3,91 yM 7.81 uM
— 15,63 uM —31,25 uM —62,50 uM — 125,00 pM

——250,00 M —— 500,00 uM

Rustova kiivka kvasinkovych bunck kmene PUMA pro ligand kvercetin. Byla méfena

opticka densita pfi 600 nm po dobu 24 hodin. Testované koncentrace kvercetinu byly od 500 pM po
3,91 uM. Byl testovan i vliv 1% DMSO a to z toho divodu, Ze ligandy byly rozpustény v DMSO.

Jako vychozi hodnota optické density bun¢k pii 600 nm byla zvolena 0,02.
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Priloha 5: Rustova kiivka kvasinkovych bun¢k kmene PUMA pro ligand kyselinu ellagovou. Byla
meétena opticka densita pfi 600 nm po dobu 24 hodin. Testované koncentrace kyseliny ellagové byly
od 500 uM po 3,91 uM. Byl testovan i vliv 1% DMSO a to z toho ditvodu, Ze ligandy byly rozpustény
v DMSO. Jako vychozi hodnota optické density bun¢k pii 600 nm byla zvolena 0,02.
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Priloha 6: Vyhodnoceni transaktivaéni aktivity proteinu v ¢ase 0 hodin v ruiznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 62,50 uM berberinem Histogram znazoriuje primémou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz
Graf 7.
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Priloha 7: Vyhodnoceni transaktivaéni aktivity proteinu v ¢ase 0 hodin v ruiznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 31,25 uM kyselinou ellagovou. Histogram znazorriuje
pramérnou hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53)
v porovnani s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka
vyznamnost viz Graf 7.
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mSRIA  mSRIA +0,05% galaktoza = SRIA+0,5% galaktdza

Priloha 8: Vyhodnoceni transaktivaéni aktivity proteinu po 6hodinové inkubaci v riznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 31,25 uM kyselinou ellagovou. Histogram znazorriuje
pramérnou hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53)
v porovnani s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka
vyznamnost viz Graf 7.
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Priloha 9: Vyhodnoceni transaktivaéni aktivity proteinu v ¢ase 0 hodin v ruiznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 62,50 uM kurkuminem. Histogram znazoruje prumérnou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz

Graf 7.
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Priloha 10: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 6hodinov¢ inkubaci v ruiznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 62,50 uM kurkuminem. Histogram znazomiuje primérnou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz
Graf 7.
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Priloha 11: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu v ¢ase 0 hodin v riznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 125 uM kvercetinem. Histogram znazorfiuje prumérnou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz
Graf 7.
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Priloha 12: Vyhodnoceni transaktivacni aktivity proteinu po 6hodinové inkubaci v riznych kmenech
Saccharomyces cerevisiae oSetfenych 125 uM kvercetinem. Histogram znazorfiuje prumérnou
hodnotu relativni intenzity chemiluminiscence po transaktivaci proteinem p53 (pRS-p53) v porovnani
s prazdnym vektorem (pRS-315) a smérodatné odchylky z péti opakovani. Statisticka vyznamnost viz
Graf 7.
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