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ABSTRAKT

V praci jsem se soustiedila na kvadruplexy a kiizové struktury DNA. Byly zkoumany plazmidy
pBluescript a od néj odvozené vlozenim oligonukleotidové sekvence. In silico analyzou
v QGRS Mapper a Palindrome analyser byly vyhledany sekvence tvofici kvadruplexy a kiizové
struktury. Plazmidy byly transformovany do E. coli, izolovany a poté podrobeny §tépeni
enzymy S1 nukledzou a restrikéni endonukleédzou Scal. Rozstépeni S1 nukleazou vypovidalo o
pritomnosti lokalni struktury. Kombinované st€peni S1/Scal nepiineslo presvédcivé vysledky
kvli ztrat¢ DNA pii precisténi.

KLICOVA SLOVA
DNA, kvadruplex, kiizova struktura

ABSTRACT

In this thesis | focused on quadruplexes and cruciforms formed by DNA. Plasmids pBluescript
and others derived from it by inserting oligonucleotid sequences were studied. Sequences
forming quadruplexes and cruciforms were found by in silico analysis by QGRS Mapper and
Palindrome analyser. Plasmids were transformed into E. coli, isolated and then cleaved with
enzymes S1 nuclease and restriction endonuclease Scal. Cleaving with S1 nuclease predicated
presence of local structure. Combined S1/Scal cleavage did not bring satisfying results due to
lost of DNA during purification.
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DNA, quadruplex, cruciform
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1 UVOD

Deoxyribonukleova kyselina je biomakromolekula nesouci genetickou informaci. Jeji struktura
je popisovana na nékolika urovnich. Velmi dulezité jsou tzv. lokalni struktury, mezi které patii
kvadruplexy, triplexy, kiizové struktury, vlasenky a T-smycky. Tato prace se zam¢etuje na dvé
z téchto struktur, kvadruplexy a kiizové struktury.

DNA podléha procesum replikace, transkripce a translace. Regulace téchto procest probiha
diky interakci s riznymi signalnimi molekulami, enzymy a proteiny. K interakci dochazi
mnohdy prave v mistech, kde se tvoii lokélni struktury. Studium a pochopeni souvislosti mezi
strukturou DNA a konkrétnimi interakcemi slouzi K vyvoji 1é¢iv pro fadu nemoci.

Cilem této bakalarské prace bylo analyzovat konkrétni sekvence DNA na piitomnost
kvadruplexti a kiizovych struktur. Bylo vybrano 16 sekvenci inzertovanych do plazmidu
pBluescript. Prvni ¢ast analyzy probéhla in silico pomoci webovych aplikaci QGRS Mapper a
Palindrome analyser. Dale byly plazmidy pBluescript a od néj odvozené transformovany do
bunék bakterie E. coli a plazmidova DNA z nich izolovana. Nasledovalo §tépeni enzymy
S1 nukledzou a restrikéni endonukle4dzou Scal.

In silico analyzou byly nalezeny sekvence s potencidlem tvorby kvadruplexi a kiizovych
struktur. Enzym S1 nukleaza rozstépil superhelikalni DNA v misté ssDNA (smycka
kvadruplexu a kiizovych struktur) a vznikla linearni molekula. Kombinované $tépeni S1/Scal
se nezdatilo kvili purifikaci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Struktura DNA
Deoxyribonukleova kyselina, z angli¢tiny oznacovana jako DNA (deoxyribonucleic acid),
obsahuje genetickou informaci a je zakladem dédi¢nosti [1]. Jedna se o polynukleotid, slozeny
ze Ctyf riznych deoxyribonukleotidii [2]. Struktura DNA je bézné popisovana na CEtyfech
urovnich: primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni struktura [3].

Zakladni stavebni jednotkou nukleovych kyselin jsou nukleotidy. Obsahuji cukernou slozku,
Vv ptipadé DNA se jedna o 2’-deoxy-f-D-ribozu, dale dusikatou bazi a kyselinu fosfore¢nou.
Dusikaté baze se v molekule DNA vyskytuji pfevazné ¢tyti, pyrimidinové baze thymin (T) a
cytosin (C), purinové baze adenin (A) a guanin (G) [2] V mens$im mnozstvi se objevuji i jiné,
tzv. minoritni baze, jako tieba 5-methylcytosin [4].

2.1.1 Primarni struktura
Pokud hovotfime o primarni struktuife DNA, zajima nas potadi nukleotidd v Fetézci [3].
Sekvence je oznaovana pismeny podle bazi A, T, G, C [1]. Nukleotidy polymeruji kondenzaci
za odstépeni vody. Vazba je tvofena mezi hydroxylem na C3’-uhliku deoxyribézy jednoho
nukleotidu a hydroxylem kyseliny fosfore¢né na C5’-uhliku druhého nukleotidu. Vznika tak 3°,
5’-fosfodiesterova vazba a dva konce oznaCované jako 3’-konec a 5’-konec. Tato vazba
spojujici nukleotidy se nazyva ,,patet polynukleotidu [3].

Molekula DNA neobsahuje stejné mnozstvi vSech Ctyf bazi, ale plati Chargaffova pravidla,
ze molovy obsah adeninu je stejny jako molovy obsah thyminu, a podobné¢ molovy obsah
guaninu se rovna molovému obsahu cytosinu [4].

2.1.2 Sekundarni struktura
Popis sekundarni struktury DNA patii mezi nejvyznamnéj$i objevy 20. stoleti. U¢inili ho
Watson a Crick v roce 1953 v navaznosti na rentgenovou analyzu provedenou Franklinovou a
Wilkinsonem [5]. Zjistili, ze molekula DNA ma tvar dvojité pravotocivé dvousroubovice, jinak
také dvojitého helixu, tvofené¢ho dvéma antiparalelnimi nukleotidovymi fetézci. Dvoufetézcova
DNA, dsDNA (z angl. double-stranded), byla experimentalné prokazana téméf ve vSech
piipadech, s vyjimkou nékterych fagh, ve kterych se nachédzi jednotetézcovd DNA, sSDNA
(single-stranded) [4]. Retézce jsou navzajem komplementarni. Komplementarita bazi je jejich
schopnost se parovat, a to vzdy dvojice adenin-thymin, cytosin-guanin. V jednom zavitu
dvousroubovice se nachazi asi 10,5 part bazi (bp), coz je tsek o délce 3,4 nm. Vng&jsi Cast
dvousroubovice je tvofena patefi, baze jsou orientovany smérem dovnitt. Tak mezi nimi mohou
vznikat vodikové mustky podilejici se na stabilité molekuly [3].

Geometricky muiZze byt pravotociva dvousroubovice uspofadana dvéma rtiznymi zpusoby.
U typu B jsou pary bazi témet kolmé na osu dvousroubovice, u typu A je thel jiny. Ve vodném
prostredi je stabilngjsi B-forma, coz vede k pfedpokladu, Ze nativni DNA se vyskytuje pievazné
ve form¢ B-DNA. Nékteré tseky molekuly vsak mohou mit jinou strukturu, levotodivou
zubovitou formu oznaCovanou pismenem Z [4]. Struktury DNA forem A, B a Zjsou
znazornény na obrazku 1.



Obrazek 1: Formy DNA,; vlevo: struktura DNA A-, B- a Z-forma; vpravo: rentgenové snimky DNA,
leva ¢ast A-DNA, prava cast B-DNA [6]

2.1.3 Terciarni struktura

Terciarni struktura DNA se vytvoii, jestlize se dvousroubovice smotd nadSroubovicovym
vinutim do superhelixu (nadsroubovice). Toto vinuti mize byt kladné nebo zaporné. Nesvinuta
molekula dsDNA je ve formé¢ linearni ¢i relaxované kruznice [3].

2.1.4 Kvartérni struktura
Kvartérni struktura se vyskytuje u eukaryot, kde DNA interaguje s proteiny (histony). Tvoii se
nukleozomy, které se splétaji do solenoidii a posléze vytvareji chromozoémy [3] [7].

2.1.5 Parovani bazi
Zakladni parovani bazi probiha podle Watsonova-Crickova pravidla. Adenin s thyminem se
paruji dvéma vodikovymi vazbami, guanin s cytosinem tfemi, viz obrazek 2.

Hoogsteenovo parovani bazi (obrazek 3) objasnuje vznik triad (triplexl) a tetrad
(kvadruplexti). Podstatou triplexti je to, Zze purinové baze mohou tvofit Watsonuv-Crickuv par
na jedné stran¢ a Hoogsteendv par na strané druhé. Kvadruplexy, jak uz nazev napovida, se
skladaji ze Ctyf bazi. NejCastéji jsou kvadruplexy v G-bohatych oblastech, tzv. G-kvadruplexy,
kdy se spojuji Ctyfi guaniny [3].
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Obrdazek 2: \Watsonovo-Crickovo pdrovdani bazi; upraveno podle [8]
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Obrazek 3: Hoogsteenovo parovani bazi; upraveno podie [8]

2.1.6 Lokalni struktury DNA

Jak uz bylo nastinéno Vv kapitole 2.1.2, soucasti molekuly B-DNA jsou struktury, které se
vymykaji klasickému dvojitému helixu. Tyto tzv. lokalni struktury jsou v genomech vsech
organismli bézné a hraji kritickou roli v regulaci mnoha zakladnich biologickych funkci.
Nejlépe popsany jsou kiizové struktury, levoto¢iva Z-DNA, triplexy a kvadruplexy [9].

2.1.6.1 G-kvadruplexy

G-kvadruplexy (dale jen ,,kvadruplexy*) jsou tvofeny opakovanym ohybanim nukleotidového
fetézce DNA ¢i RNA (ribonukleova kyselina) [10]. Zakladnim motivem jsou G-tetrady,
Ctvetice guaninovych bazi planarné spojenych vodikovymi vazbami (Hoogsteenovo parovani),
které se skladaji na sebe, viz obrazek 4. Guaniny mohou byt soucasti pouze jednoho vlakna,
pak se jedna o intramolekularni kvadruplex. Intermolekuldrni kvadruplexy jsou tvotfeny dvéma
nebo ¢tyfmi vlakny [11].

Kvadruplex mlize byt vytvofen jiz ze dvou tetrad, ovSem struktury se tfemi a vice tetrddami
jsou povazovany za stabilnéjsi [12]. V ohybech vlakna DNA vznikaji tzv. smycky obsahujici
libovolné nukleotidy [11]. Uprostied tetrady kvadruplexu se miize vyskytovat jednomocny
kation, ktery slouzi ke stabilizaci struktury [13].
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Obrdzek 4: G-tetrdda spojend Hoogsteenovymi vodikovymi vazbami, G-kvadruplex [14]

2.1.6.2 KiiZové struktury

Kfizové struktury vznikaji z obracenych (inverznich) repetic. Jestlize je obracena repetice bez
mezery je oznacovana jako palindrom. Inverzni repetice jsou useky DNA, ve kterych je
sekvence nukleotidl stejna pii Cteni zepfedu 1 zezadu. Z téchto sekvenci se tvoii vlasenky nebo

10



kiizové struktury (obrazek 5) tak, ze nukleotidy se paruji na jednom vlaknu mezi sebou.
Vlasenky vznikaji pouze na jednom z komplementarnich fetézcti. Kiizové struktury se tvoii na
obou fetézcich. Pokud spolu inverzni repetice bezprostfedné nesousedi, vznikaji vlasenky a
kiizové struktury se smyckou [3]. Kiizové struktury se mohou vytvofit z inverzni repetice
0 délce alesponi 6 nukleotidu [9].
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Obrazek 5: Vldsenka a kiizova struktura se smyckou, upraveno podle [15]

2.1.6.3 Vyznam kvadruplexit a kiiZovych struktur
Kvadruplexy a kitizové struktury nalezneme v DNA a RNA prokaryot i eukaryot. Bylo
prokazano, ze hraji dtlezitou roli v procesech jako replikace, transkripce a methylace. [16].

Kvadruplexy jsou casto spojovany s telomernimi oblastmi lidského genomu, jez se skladaji
pfevazné z guanint [11]. Jeden z prvnich popsanych kvadruplex byl nalezen v telomerni
oblasti [9]. Tvorba kvadruplexi je regulovana pomoci proteint, nékteré strukturu stabilizuji,
jiné destabilizuji. Proteiny, které stabilizuji kvadruplexy v telomerni oblasti, tak mohou
inhibovat aktivitu telomerdz a tudiz pisobit inhibi¢né u nadorovych onemocnéni se zvySenou
aktivitou telomeraz [13].

Mnoho proteint interagujicich s DNA vykazuje silnou preferenci vazby ke kvadruplexiim a
kiizovym strukturam oproti vazbé k B-DNA se stejnou sekvenci. Mezi né patii protein p53,
ktery je velmi dilezity pro regulaci bunééného cyklu a je velmi ¢asto mutovany u nadorovych
onemocnéni [9]. Dalsim takovym proteinem je BRCA1, nadorovy supresor [17]. Protein IFI16,
ktery se chova jako senzor virti a bakterii a je dalezity pro imunitni reakci, ma zvySenou afinitu
ke struktute kvadruplexu [18].

2.2 Analyza vyskytu kvadruplexu a k¥iZovych struktur

2.2.1 Insilico analyza

2.2.1.1 QGRS Mapper

QGRS Mapper (Quadruplex forming G-Rich Sequences) je webovy server, ktery predpovida
tvorbu kvadruplexi v nukleotidovych sekvencich bohatych na guanin. Aplikace je uzivatelsky
privétiva a volné pristupna. Poskytuje vice zpusobd, jak definovat a studovat kvadruplexy. Je
schopna analyzovat DNA i RNA, sekvence genomt, napf. promotory a telomerni oblasti. Je
vhodna také ke studiu oligonukleotidt [12].
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Nukleotidova sekvence muze byt vlozena uzivatelem v textové podobé nebo ve formatu
fasta. Program nabizi i moznost vyhledat pozadovanou sekvenci v databazi NCBI podle
genového ID, nazvu ¢i symbolu a dalSich parametrti. Kromé sekvence Ize definovat vyhledavaci
kritéria: délku sekvence tvofici kvadruplex (QGRS), minimalni pocet guanini ve skuping,
velikost a slozeni smycky [12].

Predpokladané kvadruplexy jsou identifikovany podle nasledujicich métitek. Motiv se sklada
ze Ctyf stejné dlouhych sad guanind, nazvanych G-skupiny, oddélenych libovolnymi
nukleotidy. G-skupina musi obsahovat alespon 2 guaniny, nejvyse 6. Obvyklé nastaveni délky
QGRS je maximaln€ 30 bazi, ovSem aplikace umoziiuje nastaveni az na 45. Mezery nebo také
smycky mezi G-skupinami mohou byt libovolné dlouhé, omezené jsou maximalni délkou celé
sekvence [12].

Vysledek analyzy v QGRS Mapper zahrnuje délku sekvence, pocet tsekd sekvence, které
mohou tvorit kvadruplex. Pod zalozkou ,,data view* (tj. piehled dat) je u kazdého kvadruplexu
uvedena pozice v sekvenci, délka a G-skore, viz obrazek 6 [12].

Pro tuto aplikaci byl vyvinut systém, ktery hodnoti pravdépodobnost tvorby stabilniho
kvadruplexu. Cislo je oznaceno jako G-skére. Cim vysii je hodnota G-skore, tim stabilngjsi
kvadruplex bude. Maximalni hodnota zavisi na nastaveni délky sekvence tvorici kvadruplex,
napf. pti horni hranici 30 mize G-skoére nabyt maximalni hodnoty 105 [12].

PostionLengtn]qars _____e-seore
32 14

GGCGGGTGTGGTGG 19
489 21 GGGAAGGGCGATCGGTGCGGG 20
532 25 GGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGG 1t
652 30 GGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGG 15
695 2 GGGGGGCTTTTTTCGGGGGGCGGGGGG 34
1026 12 GGGGAGAGGCGG 18
1089 23 GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGG 19
1128 30 GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG 7
1601 28 GGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGG 9
1649 29 GGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGG 11
1747 29 GGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGG 6

Obrazek 6: Prehled dat (data view) v aplikaci QGRS Mapper

2.2.1.2 Palindrome analyser

Webova aplikace Palindrome analyser byla vytvofena za ucelem vyhleddvani inverznich
repetic v nukleotidovych sekvencich podle tii zakladnich parametrti: délky inverzni repetice,
délky smycky (mezery) mezi inverznimi repeticemi a po¢tem neshod v inverzni repetici [16].

Palindrome analyser je voln¢ dostupny. Uzivatel mize vlozit analyzovanou sekvenci jako
text, ve fasta formatu, nebo vyuzit propojeni programu s databazi NCBI a najit sekvenci zde.
Analyzovat Ize DNA i RNA, kratké sekvence i celé genomy, véetné upiesnéni, zda se jedna o
kruhovou molekulu [16].

Vystupem je seznam nalezenych inverznich repetic definovanych tiemi ¢islicemi odd€lenymi
pomlckou, délka-smycka-neshody. Dale je uvedena pozice inverzni repetice v sekvenci a
energie potiebnd pro vytvoreni kiizové struktury, ktera muize byt uzitecnd k porovnani
pravdépodobnosti tvorby kiiZzové struktury. Program navic umoziuje vizualizaci odpovidajici
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kiizové struktury [16]. Na obrazku 7 je piiklad, jak muze vypadat vysledek analyzy kratké
nukleotidové sekvence.

Length - Spacer - Mismatches ¥ Position AG(cf) - AG(lin) Palindrome Details
9-0-1 Q2 8.91 Y GCTTGGGCA TGCCCAAAC - Show details
8-6-0 Qs 10.82 Y TGGGCATG CCCAAA CATGCCCA < Hide details

1 A 8-6-0

2: 6

3:C Sequence: TGGGCATG

a T cc Spacer: CCCAAA

5 TGGGCATG € Opposite: CATGCCCA

[ERRRRRR Position: 5
26: ACCCGTAC A Mismatches: 0
AA AG(cf) - AG(lin): 10.82

AG(lin): -31.08
AG(cf): -20.24

Obrdazek 1: Vysledek analyzy oligonukleotidu pomoci Palindrome analyser

2.2.2 Stépeni enzymy
Kombinované stépeni plazmidové DNA S1 nukledzou a restrikéni endonukledzou Scal lze
vyuzit k detekci mista vzniku lokalni struktury [19].

S1 nukledza je enzym §tépici ssDNA. Rozpozna smycku kiizové struktury ¢i kvadruplexu,
DNA je rozstépena a ze superhelikalni molekuly se stane linearni. Restrikéni endonukleaza Scal
poté rozstépi DNA na dva fragmenty v restrikénim misté. Z délky fragmentl se usuzuje pozice
lokalni struktury [19].

Restrikéni misto enzymu Scal je znazornéno na obrazku 8.

5...AGTVACT...3’
3’..TCAVTGA...5’

Obrazek 8: Restrikcni misto endonukledzy Scal [20]

2.3 Plazmidy

Plazmidy jsou malé molekuly DNA se vyskytujici se v builkkdch mikroorganismi, zejména
bakterii, vzacné u eukaryot. Bakteridlni plazmidy jsou obvykle mnohem mensi neZ
chromozomy a mohou se pienaset mezi riznymi bakterialnimi bunikami [21]. Co se tyce
struktury, jedna se zpravidla o kruznicové molekuly dsDNA [3]. Informace, které plazmidy
nesou, nejsou pro bakterie nezbytné dulezité, ale mohou byt velmi uzite¢né. Je to napf.
rezistence vici antibiotikiim ¢i virulentni faktory [21] [22]. Replikuji se autonomné, obsahuji
jeden ¢i vice pocatku replikace, tzv. mist ori [22].

Plazmidy jsou hojn€ vyuZivany jako klonovaci vektory. Tyto vektory vznikly Upravou
pfirozenych plazmida tak, aby spliiovaly specifické poZzadavky a byly pouzitelné k rliznym
ucelim [23]. Naptiklad jsou kratsi, aby byly odoIné&jsi [24]. Nekteré plazmidy se v bakterialni
buiice vyskytuji ve stovkach kopii. Ty jsou vhodné, pokud je tfeba ziskat velké mnozstvi DNA
pro dalsi préaci. Proces vloZzeni DNA do bakteridlni buiiky se nazyvé transformace. I za
optimalnich podminek se plazmid transformuje jen do malé ¢asti bun¢k. Dilezitou soucasti
plazmidid pouzivanych ke klonovani je marker podporujici selektivni rist UspéSné
transformovanych bakterii. Nejvice pouzivané markery jsou geny, které se fenotypove
projevuji dominantni rezistenci vuci antibiotiku, napf. ampicilinu, tetracyklinu nebo
chloramfenikolu [23].
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Plazmid pBluescript 1l SK(-) je fagemidovy vektor. Byl vytvofen proto, aby umoznil rychle
zmapovat inzertované DNA sekvence. Obsahuje 21 restrik¢nich mist, specifickych pro dané
enzymy, napt. Scal. Selekéni marker tohoto plazmidu je rezistence vici ampicilinu [25]. Mapa
plazmidu se nachazi na obrazku 9.
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Obrdzek 9: Plazmid pBluescript 11 SK(-) [26]

2.4 Gelova elektroforéza DNA

Elektroforéza je separacni technika, jejimz principem je pohyb nabitych molekul v elektrickém
poli. DNA nese zaporny naboj diky fosfatovym skupinam, jeji molekuly se budou pohybovat
smérem k anod¢. Pro separaci nukleovych kyselin o velikosti 100 bp az 50 kb (kilobazi, tzn.
50 000 bp) se vyuziva agardzovy gel. Mensi molekuly (10 az 1000 bp) byvaji separovany
V polyakrylamidovém gelu. VyuZiti je zejména pro stanoveni velikosti molekuly porovnanim
se standardem o znamé velikosti. Lze od sebe odlisit také rtizné konformace DNA.
Superhelikalni a linearni forma stejné molekulové hmotnosti se pohybuje gelem rtiznou
rychlosti [27].

Identifikace separovanych molekul DNA se provadi obarvenim vhodnym fluorescenénim
barvivem. Bézné pouzivanad jsou ethidiumbromid, kyanova barviva SYBR nebo GelRed
(alternativa toxického ethidiumbromidu). Po ozareni ultrafialovym (UV) svétlem se molekuly
DNA o stejné velikosti po separaci zobrazi jako pruhy [27] [28].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Néplni experimentalni ¢asti této prace byla in silico analyza lokalnich struktur, izolace DNA a

jejich charakterizace. Byly vybrany plazmidy odvozené od pBluescript vlozenim sekvence,
ktera tvoii kvadruplex anebo je cilovou sekvenci pro protein p53.

3.1 Material

3.11

Chemikalie

Agar (Pliva-Lachema, CR, Brno)

Agardza (Serva, Némecko)

Ampicilin (Biotika, Slovensko)

Bromfenolova modf (Pliva-Lachema, CR, Brno)
Destilovana voda (FCH VUT, CR, Brno)

DNA standard (Malamité, CR, Moravské Prusy)
Ethylendiamintetraoctova kyselina EDTA (Penta, CR, Chrudim)
Fluorescenc¢ni barvivo GelRed (Biotium, USA)
Glukoéza (Lach-Ner s.r.0., CR, Neratovice)
Glycerol (SigmaAldrich, USA)

Chlorid draselny (Lach-Ner s.r.o., CR, Neratovice)
Chlorid hoteénaty (Lachema, CR, Brno)

Chlorid sodny (Lachema, CR, Brno)

Kvasinkovy extrakt (SigmaAldrich, USA)
Kyselina chlorovodikova (Lachema, CR, Brno)
Kyselina octova (Pliva-Lachema, CR, Brno)

Siran hote¢naty (Lach-Ner s.r.o., CR, Neratovice)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Serva, Némecko)
Tryptofan (SigmaAldrich, USA)

Trypton (SigmaAldrich, USA)

Xylencyanolova violet' (BDH Chemicals, UK)

Roztoky a pufry

LB médium (10 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu, 10 g NaCl, destilovana H20 na
objem 11)

SOC médium (20 g tryptofanu, 5 g kvasinkového extraktu, 0,58 g NaCl, 0,19 g KClI,
1,2 g MgSQOg, 0, 95 g MgCly, 3,6 g glokdzy, destilovana H20 na objem 1 1)

0,1 M roztok CaCl>

50krat koncentrovany TAE (242 g Tris-HCI + 18,6 g EDTA + 57,1 ml CH3COOH,
doplnéno na 1 1, pfed pouzitim 50krat nafedéno)

6krat koncentrovany nanaseci LB pufr (40 % sacharézy, 0,2 % bromfenolové modii,
0,2 % xylencyanolové violeti)

IM Tris-HCI (12,1 g Tris -hydroxymethyl-aminotmethanu doplnéno na 100 ml
destilovanou H>0, upraveno HCI na pH 7,8)
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3.1.3

e Bé&zné laboratorni sklo, plastové, kovové pomiicky

Pomiicky a pristroje

e Centrifuga chlazena Centurion 5430 R (Eppendorf, Némecko, Hamburg)
e Centrifuga MiniSpin®Plus (Eppendorf, Némecko, Hamburg)

e Inkubacni box Titramax 1000 (Heidolph, Némecko, Schwabach)

e Laboratorni vahy Scout Pro (Ohaus, USA, New Jersey)

e Lednice a mrazici box CRC 340 (Calex, Slovensko, Zlaté Moravce)

e Mikropipety raznych objemu (pipetd4u, Némecko, Nordhausen)

e MikrovInna trouba MT1705 B (Professor, Ceska republika, Dobiis)

e Spektrofotometr Nanodrop 2000 UV-VIS Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
e Transiluminator ULTRA LUM, INC. (USA, Claremont)

e Ttepacka vortex s adaptérem Vortex-Genie 2 (Mo Bio, USA, Carlsbad)
e Zafizeni pro elektroforézu (Owl, USA, Portsmouth)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu MP-500P (Major Science, USA, Saratoga)

3.14

Bakterialni kmen

e E. coli STLB4 (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

3.15

Plazmidy

Plazmidy byly poskytnuty Biofyzikalnim stavem AV CR, Brno.
pBluescript 11 SK(-) [25], od n&j odvozené viz tabulka 1

Tabulka 1: Seznam plazmidii

Plazmid VlozZena sekvence do Hindl Il mista Poznamka
pB-3MYC TTCCCCACCCTCCCCACCCTCA 3x22bp, sekvence tvorici kvadruplex
pB-htel24 GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAA 25bp, sekvence tvorici kvadruplex
pPGM1 [29] | AGACATGCCTAGACATGCCT 20bp, cilova sekvence pro p53
pPGM2 [30] | AGACATGCCTAGGCATGTCT 20bp, cilova sekvence pro p53
pB-3GC TGGGCGGGCGGGCGGGT 19bp, sekvence tvotici kvadruplex
pB-6GC TGGGGGGCGGGGGGCGGGGGGCGGGGGET | 19bp, sekvence tvorici kvadruplex
pB-5GA TGGGGGAGGGGGAGGGGGAGGGGGT 19bp, sekvence tvotici kvadruplex
pB-3GCNK | TGGGCTTTCGGGCGGGT 19bp, sekvence tvotici kvadruplex
pB-4GCNK | TGGGGCTTTTCGGGGCGGGGT 19bp, sekvence tvotici kvadruplex
pB-6GCNK | TGGGGGGCTTTTTTCGGGGGGCGGGGGGT | 19bp, sekvence tvorici kvadruplex
pB-XT [19] | TTTCATGCCCGGGCATGCCC 20bp, cilova sekvence pro p53
pB-XG [19] | GGGCATGCCCAAACATGCCC 20bp, cilova sekvence pro p53
pB-XA[19] |TTTCATGCCCGGGCATGCCC 20bp, cilova sekvence pro p53
pB-TT [19] | GGGCATGTCTGGGCATGCCC 20bp, cilova sekvence pro p53
pB-WC [19] | GGGCACGCCCGGGCATGCCC 20bp, cilova sekvence pro p53
pB-GCG [19] | GCGCATGCCCGGGCATGCCC 20bp, cilova sekvence pro p53
3.1.6 Enzymy pro Stépeni

e SI nukle4za (Promega, USA, Madison): roztok S1 nukleazy, pufr pro S1 nukleazu

e Restrikéni endonukleaza Scal (Biolabs, USA, Ipswich): roztok Scal, pufr pro Scal, stop

pufr
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3.2 Metody

3.2.1 Insilico analyza vyskytu kvadruplexi a kfiZovych struktur

Pro analyzu mozného vyskytu kvadruplext ¢i kiizovych struktur v nukleotidovych sekvenci
byly pouzity dvé volné dostupné webové aplikace. Prvni z nich byla QGRS (Quadruplex
forming G-Rich Sequences) Mapper, dostupna na adrese
http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php. Kritéria pro vyhledavani byla: délka
sekvence tvorici kvadruplex (QGRS) maximaln¢ 30, velikost G-skupiny minimalné 2, velikost
smycky 0-36. Druhym pouzitym nastrojem byl Palindrome analyser, dostupny na adrese
http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php. Vyhledavani probihalo podle
prednastavenych kritérii: délka 6-30, mezera 0-10, neshody 0-1.

3.2.2 Priprava kompetentnich bunék

Ve 100 ml Erlenmeyerovych barkach bylo pies noc pii 37 °C kultivovano 10 ml bakterialnich
bunék E. coli kmene STBL4 v LB médiu. Poté bylo do 500 ml Erlenmeyerovych banék za
stalého michani pieneseno 0,5 ml této kultury do 50 ml LB média. Nasledovala inkubace na
tiepacce 3 hodiny pii 37 °C do dosazeni optické hustoty 0,5-0,7. Bunky byly dale ve
zchlazenych 50 ml zkumavkach chlazeny na ledu po dobu 10 minut. Po centrifugaci (10 min,
6000 x g, 4 °C) byl odsat supernatant a pelet bun¢k rozsuspendovan v 10 ml vychlazené¢ho
0,1 M roztoku CaCl,. Inkubace na ledu probihala 25 minut. Po opétovné centrifugaci (10 min,
6000 x g, 4 °C) a odsani supernatantu byl pelet resuspendovan v 1 ml roztoku CaCl,. Suspenze
byla opatrné zamichana s 0,2 ml sterilniho glycerolu a na ledu rozdélena po 100 pl do sterilnich
eppendorfek. Tyto mikrozkumavky byly ulozeny do hlubokomraziciho boxu —80 °C.

3.2.3 Transformace plazmidové DNA do kompetentnich bunék

Do bunék E. coli kmene STBL4 byly transformovany plazmidy. Nejdtive byly z mrazaku
(—80 °C) vytaZzeny kompetentni buriky do krabicky s ledem a ponechany 20 min. Vzapéti byly
rozmrazeny také plazmidy. Do eppendorfek bylo rozpipetovano po 50 ul kompetentnich bunék
a 50 ng plazmidu. Do kazdé zkumavky bylo crvhknuto. Vzorky byly inkubovany na ledu po
dobu 25 minut. Poté¢ byly pro vyvolani teplotniho Soku pifesunuty na vyhfaty termoblok
na 42 °C na 50 s a vraceny zpatky na led na 3 minuty. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 250 pl
SOC média. Nasledovalo tiepani pti 300 rpm v termobloku pfi 37 °C 1 hodinu. Na Petriho
misky s agarem obsahujicim LB médium a ampicilin (1:1000) bylo vyseto 100 ul kultury a
inkubovano 20 hodin pii 37 °C.

3.2.4 Kultivace bakterialnich bunék

Z Petriho misek byly $pi¢kou pipety odebrany jednotlivé KTJ do falkonek, které obsahovaly
5 ml LB média a ampicilin. V sikmé poloze a s pootevienym vickem probihala inkubace na
trepacce (110 rpm) po dobu 16 hodin pti 37 °C.

3.2.5 lzolace plazmidové DNA

Z bakterialnich bunék, do kterych byly transformovany plazmidy, byla izolovana DNA pomoci
kitu NucleoSpin® Plasmid. LB kultura bun&k E. coli byla 2 min centrifugovéna pfi otackach
11 000 x g a supernatant byl slit. Bunéény pelet byl resuspendovan v 250 pl pufru Al a smés
prenesena do eppendorfky. Homogenita smési byla podpofena vortexovanim. Bylo pfidano
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250 ul pufru A2 a obsah zkumavky opatrné promichan opatrnym obracenim 6krat. Po
Sminutové inkubaci pii pokojové teploté prob&hlo stejné zamichani s 300 pl pufru A3.

Vzorky byly centrifugovany 10 minut pii 11 000 X g. Do nové eppendorfky s kolonkou
obsahujici silikonovou membranu bylo odpipetovano 750 ul supernatantu. Nasledovala
centrifugace 1 minutu pii otackach 11 000 x g a filtrat byl vylit. V dal$im kroku byla membrana
promyvana nejdiive 500 pl pufru AW a poté 2krat 600 pl pufru A4, pti¢emz vzdy néasledovala
2minutova centrifugace pifi 11000x g a wvyliti filtrdtu. Pro vysuSeni membrany byly
eppendorfky centrifugovany jesté 2 minuty (11 000 x g).

Kolonka se silikonovou membranou byla pfesunuta do Cisté eppendorfky. Nakonec bylo
pouzito 50 ul elu¢niho pufru AE. Po kratké minutové inkubaci probéhla centrifugace pii
otackach 11 000 x g po dobu 1 minuty. Kolonka se silikonovou membranou byla odstranéna a
zkumavka s plazmidovou DNA uchovana v mrazaku.

3.2.6 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty plazmidové DNA
Koncentrace a Cistota izolované plazmidové DNA byla métena spektrofotometricky. Méfeni
probihalo v rozmezi 230 az 320 nm. Eluéni pufr AE z Kitu pro izolaci NucleoSpin® Plasmid byl
pouzit jako referencni vzorek. Kazdy vzorek byl pfed méfenim zvortexovan a na Cocku
spektrofotometru byly naneseny 2 ul roztoku. Z absorbance pti 260 nm vyhodnotil ptistroj
koncentraci DNA a z pomé&ru absorbanci pii 260 nm a 280 nm byla stanovena jeji ¢istota.

3.2.7 Agarozova gelova elektroforéza plazmidové DNA

Pro elektroforézu byl pfipraven 1% agardzovy gel z vhodného mnoZstvi agar6zy a lkrat
koncentrovaného TAE pufru. Suspenze byla opakované rozvafena v mikrovinné troubé do
uplného rozpusténi agardzy. Po kratkém chladnuti bylo ptidano barvivo GelRed (1 ul na
100 ml) a smé&s nalita do pfipraveného elektroforetické vanicky s hiebinkem. Kdyz gel ztuhnul,
hiebinek byl opatrné vyjmut.

Béhem tuhnuti gelu byly pfipraveny nanaseci vzorky. Do eppendorfek byl odpipetovan
ptislusny objem vzorku plazmidi, aby obsahoval 100 ng DNA, doplnén na 10 ul sterilni
destilovanou vodou a pfidan 1 pl nandseciho LB pufru. Zebiigek byl pfipraven z 0,5 pl DNA
standardu, 4,5 ul sterilni destilované vody a 1 ul nanaseciho LB pufru.

Ztuhnuty gel byl pfesunut do elektroforetick¢ vany a zalit lkrat koncentrovanym TAE
pufrem. Do jednotlivych jamek byly napipetovany ptipravené vzorky. Elektroforéza probihala
pod napétim 110 V po dobu 80 minut. Nakonec byl gel vyhodnocen a byla pofizena
fotograficka dokumentace pomoci transiluminatoru pod UV zafenim o vinové délce 305 nm.

3.2.8 Stépeni plazmidové DNA

3.2.8.1 Stépeni SI nukledzou

Plazmidova DNA byla $tépena S1 nukledzou. Do sterilnich eppendorfek byl napipetovan
odpovidajici objem vzorku plazmidu, aby jeho mnozstvi bylo 1 ug. Na 1 ug DNA je tieba
pouzit 4U S1 nukleazy, ¢emuz odpovidalo 0,05 pl. Smés byla doplnéna pufrem pro Sl
nukleazu, aby tvotil 10 % celkového objemu. Inkubace probihala v 37 °C po dobu 2 hodin.
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3.2.8.2 Stépeni restrikéni endonukledzou Scal

Stépeni restrikéni endonukleazou bylo provedeno s 1 ug DNA, 1 ul Scal, 5 pl pufru pro Scal a
doplnéno sterilni destilovanou vodou na objem 50 pl. Vzorky byly ponechany v inkubatoru
40 minut pfi 37 °C. Nakonec bylo ptidano 10 ul stop pufru.

3.2.8.3 Kombinované stépeni S1/Scal

Plazmidy byly S§tépeny nejdiive S1 nukleazou a poté restrikéni endonukleazou Scal. Mezi
témito Stépenimi mély byt vzorky piecistény, a to pomoci kitu QIAquick® PCR Purification
Kit, srazenim ethanolem nebo pomoci magnetickych ¢astic.

3.2.9 Agaro6zova gelova elektroforéza produktu Stépeni
Elektroforéza produkti St€peni byla provedena stejné jako Vv kapitole 3.2.7. Na gel byly
nanaSeny vzorky ptivodni nestépené DNA a vedle produkty Stépeni obéma enzymy.

3.3 Vysledky a diskuze

3.3.1 Insilico analyza vyskytu kvadruplexi a kiiZovych struktur

3.3.1.1 Insilico analyza oligonukleotidii

Na ptitomnost kvadruplexti a inverznich repetic bylo analyzovano 32 nukleotidovych sekvenci
o délce v rozmezi 19-57 bp, o kterych je jiz zndmo, Ze dané struktury tvoii anebo Ze jsou
cilovymi sekvencemi pro protein p53. K tomu byly pouZity volné dostupné webové aplikace,
QGRS Mapper a Palindrome analyser, jak je popsano v kapitole 3.2.1.

Ve 26 analyzovanych sekvenci byla nalezena jedna z hledanych struktur, v 6 sekvencich ani
jedna. Zadna ze sekvenci neobsahovala oba typy struktur. Kvadruplex byl nalezen ve 13
sekvencich, z toho v 1 sekvenci dva kvadruplexy. Hodnota G-skore se pohybovala v rozmezi
15—105 Nejvyééi hodnota byla pro sekvenci 6GC, vysledek je na obrazku 10. Mezi sekvence

V jinych 13 sekvencich byla nalezena inverzni repetice, ktera muie tvortit kiiZovou strukturu.
Z toho 6 sekvenci obsahovalo dvé inverzni repetice S danymi parametry. Jsou charakterizovany
Cislicemi ve formé délka repetice — mezera — pocet neshod. Inverzni repetice sekvence XG1
vcetné predikovanych struktur jsou na obrazku 13.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce na obrazku 12. Lze si povSimnout, ze kvadruplexy byly
nalezeny v sekvencich obsahujicich znaény pocet guaninu, inverzni repetice naopak
v sekvencich s vy$$im vyskytem adeninu a thyminu.

S nékterymi z téchto sekvenci se pracovalo dale. Byly inzertovany do plazmidu pBluescript.

rosonLongiots _Jascore

GGGGGGCGGGGGGCGGGGGGCGGGGGG 105
Obrazek 10: Analyza sekvence 6GC pomoci QGRS Mapper

posionLengtn QGRS - Sore

GGGGCTTTTCGGGGCGG 15

Obrdzek 11: Analyza sekvence NK4G pomoci QGRS Mapper
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Nazev Sekvence Kvadruplex | G-skére | Inverzni repetice
3GC TTGGGCGGGCGGGCGGGTT 1 42 -
4GC TTGGGGCGGGGCGGGGCGGGGTT 1 63 -

TTGGGGGCGGGGGCGGGGGCGGGG 1 84 )
5GC GTT

TTGGGGGGCGGGGGGCGGGGGGCG 1 105 )
6GC GGGGGTT

TTGGGGGAGGGGGAGGGGGAGGGG 1 84 )
5GA GTT

TTGGGGGTGGGGGTGGGGGTGGGG 1 84 )
5GT GTT

TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGA 1 a1 )
PKcMYC AGG
NK3G TTGGGCTTTCGGGCGGGTT - - -
NK4G TTGGGGCTTTTCGGGGCGGGGTT 1 15 -

TTGGGGGCTTTTTCGGGGGCGGGGG 1 21 )
NK5G T

TTGGGGGGCTTTTTTCGGGGGGCGG 1 34 )
NK6G GGGGTT

AGCTTGAGGGTGGGGAGGGTGGGG 1 a1 )
mycPU21 1 AAA

AGCTTTTCCCCACCCTCCCCACCCTC
mycPU21 2 A ) )

AGCTTGGGTTAGGGTTAGGGTTAGG 1 42 )
hTel24 1 GTTAA

AGCTTTAACCCTAACCCTAACCCTA
hTel24 2 ACCCA . i i

AGCTTGGGTTAGGGTTAGGGTTAGG

GTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 2 42,42 -
hTel511 TTAGGGA

AGCTTCCCTAACCCTAACCCTAACC

CTAACCCTAACCCTAACCCTAACCC - - -
hTel51 2 TAACCCA

BRCA1lcon(GADDA45G)-A

CCTGGTAACACCCCAACAAAAGCGG
CAGATTC

CCCTCGAGGCATGCCTAGGCATGCC

p53con(pPGM3)-A TCCGCCC ) ) /01 | 11-0-0
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
polyA31 AAAAAAA ) ) ) )
AGCTTTTTCATGCCCGGGCATGCCC ] ] 700 ]
XT1 A
AGCTTGGGCATGCCCGGGCATGAAA ] ] 700 ]
XT 2 A
AGCTTAAACATGCCCGGGCATGCCC ] ] 700 ]
XA 1 A
AGCTTGGGCATGCCCGGGCATGTTT ] ] 700 ]
XA 2 A
AGCTTGGGCATGCCCAAACATGCCC ] ] 860 | 9:041
XG 1 A
AGCTTGGGCATGTTTGGGCATGCCC ] ] 600 | 86.0
XG 2 A
AGCTTGGGCATGTCTGGGCATGCCC
XGTT 1 A - - 6-0-0 | 10-2-1
AGCTTGGGCATGCCCAGACATGCCC
%G TT 2 A - - 6-0-0 | 10-2-1
AGCTTGGGCACGCCCGGGCATGCCC ] ] 1101 ]
XG WC 1 A
AGCTTGGGCATGCCCGGGCGTGCCC ] ] 1101 ]
XG WC 2 A
AGCTTGCGCATGCCCGGGCATGCCC
%G GCG 1 A - - 6-0-1 | 11-0-1
AGCTTGGGCATGCCCGGGCATGCGC ] ] 1101 ]
XG GCG 2 A

Obrazek 12: In silico analyza pritomnosti kvadruplexii (pomoci QGRS Mapper) a inverznich repetic

(pomoci Palindrome analyser) v oligonukleotidovych sekvencich
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26:

1 A WN B

8-6-0

< 1 A

2 Sequence: TGGGCATG 2:

C Spacer: CCCAAA

T cc  Opposite: CATGCCCA =
TGGGCATG €  Position: 5 2: /:
NRRRARY Mismatches: 0 S
ACCCGTAC A AG(cf) - AG(lin): 10.82 23: ¢

AA AG(lin): -31.06 24: ¢
AG(cf): -20.24

GCTTGGGCA

CAAACCCGT

9-0-1

Sequence: GCTTGGGCA

Opposite: TGCCCAAAC

Position: 2
Mismatches: 1

AG(cf) - AG(lin): 8.91

AG(lin): -24.53
AG(cf): -15.62

Obrazek 13: Analyza sekvence XG 1 pomoci Palindrome analyser

3.3.1.2 In silico analyza inzertovanych sekvenci
Pro ptehlednost jsou do tabulky 2 shrnuty vysledky pouze pro sekvence, které byly dale
pouzivany. V sekvencich, které mély tvofit kvadruplex, byl opravdu nalezen, kromé 3MYC
a 3GCNK. V cilovych sekvencich pro p53 byly nalezeny inverzni repetice.

Tabulka 2: In silico analyza pritomnosti kvadruplexii (pomoci QGRS Mapper) a inverznich repetic
(pomoci Palindrome analyser) v inzertovanych sekvencich

Plazmid VloZena sekvence K G-skdre Inverzni AG(cf) - AG(lin)
vadruplexu | repetice

pB-3MYC TTCCCCACCCTCCCCACCCTCA
pB-htel24 GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAA 42
pPGM1 AGACATGCCTAGACATGCCT 7-0-1 0,19
pPGM?2 AGACATGCCTAGGCATGTCT 10-0-0 2,33
pB-3GC TGGGCGGGCGGGCGGGT 42
pB-6GC TGGGGGGCGGGGGGCGGGGGGCGGGGGGT 105
pB-5GA TGGGGGAGGGGGAGGGGGAGGGGGT 84
pB-3GCNK | TGGGCTTTCGGGCGGGT
pB-4GCNK | TGGGGCTTTTCGGGGCGGGGT 15
pB-6GCNK | TGGGGGGCTTTTTTCGGGGGGCGGGGGGT 34
pB-XT TTTCATGCCCGGGCATGCCC 7-0-0 4,13
pB-XG GGGCATGCCCAAACATGCCC 7-6-0 10,82
pB-XA TTTCATGCCCGGGCATGCCC 7-0-0 4,13
pB-TT GGGCATGTCTGGGCATGCCC 9-2-1 11,09
pB-WC GGGCACGCCCGGGCATGCCC 10-0-1 10,08
pB-GCG GCGCATGCCCGGGCATGCCC 10-0-1 12,22

3.3.1.3 Insilico analyza plazmidi
Zpisobem popsanym v kapitole 3.2.1 bylo analyzovano 17 plazmidi. Tabulka 3 ukazuje pocty
nalezenych kvadruplexid a inverznich repetic. Na obrazku 14 je vysledek analyzy plazmidu
pBluescript v programu QGRS Mapper. Kvadruplex v tomto plazmidu mtze tvofit 10 sekvenci.
Téchto 10 sekvenci bylo nalezeno i U vSech ostatnich plazmidl, odvozenych od pBluescript,
v souladu s o¢ekavanim.

V 7 plazmidech bylo nalezeno 11 kvadruplexii. Jednalo se o plazmidy pB-htel24, pB-3GC,
pB-6GC, pB-5GA, pB-3GCNK, pB-4GCNK, pB-6GCNK, do nichZ byla vlozena sekvence,
kterd by kvadruplex méla tvofit. Nalezené QGRS (obrazek 15) v plazmidech svymi G-skore
odpovidaly analyze vlozenych sekvenci (tabulka 2). U plazmidu pB-6GC je G-skore 105, coz
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G-skore, hodnotu 6, mél plazmid pB-3GCNK, piipadna kvadruplexova struktura nebude piilis
stabilni. Ve vlozené sekvenci 3GCNK ani kvadruplex nalezen nebyl.

Tabulka 3: Pocet nalezenych potencidlnich kvadruplexii a inverznich repetic v plazmidech, nastaveni
programui viz kapitola 3.2.1

Plazmid Délka sekvence | Kvadruplexy | Inverzni repetice
pBluescript 2961 10 96
pB-3MYC 3089 10 96
pB-htel24 3023 11 94
pPGM1 2987 10 97
pPGM2 2987 10 97
pB-3GC 2971 11 95
pB-6GC 2983 11 94
pB-5GA 2979 11 94
pB-3GCNK 2971 11 95
pB-4GCNK 2975 11 96
pB-6GCNK 2983 11 95
pB-XT 2987 10 95
pB-XG 2987 10 96
pB-XA 2987 10 95
pB-TT 2987 10 96
pB-WC 2987 10 95
pB-GCG 2987 10 96

Plazmid pB-3MYC obsahuje 3krat vlozenou sekvenci tvofici kvadruplex, oviem QGRS
Mapper zde zadnou sekvenci podezielou z tvorby kvadruplexu nenalezl. To bylo zptisobeno
tim, ze vlozena sekvence neobsahovala zadny guanin, ale cytosin, a kvadruplex bude tvoien
komplementarnim fetézcem DNA. Pro potvrzeni byla analyzovdna reverzni sekvence
k inzertované sekvenci, ktera ukazuje kvadruplex s G-skore 41, viz obrazek 16. Odpovida tak
oligonukleotidu mycPU21 1 na obrazku 12.

Inverznich repetic bylo v plazmidu pBluescript nalezeno 96, v ostatnich se poc¢et pohyboval
mezi 94 a 97. Nejdelsi inverzni repetice byla tvofena 16 nukleotidy.
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32 14 GGCGGGTGTGGTGG 19

489 21 GGGAAGGGCGATCGGTGCGGG 20
539 30 GGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG 11
653 29 GGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGG 15
1004 12 GGGGAGAGGCGG 18
1067 23 GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGG 19
1106 30 GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG 7
1579 28 GGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGG 9
1627 29 GGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGG 11
1725 29 GGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGG 6

Obrazek 14: Vysledek analyzy plazmidu pBluescript v aplikaci QGRS Mapper

pB-htel24 695 21 GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 42
pB-3GC 695 15 GGGCGGGCGGGCGGG 42
pB-6GC 695 27 GGGGGGCGGGGGGCGGGGGGCGGGGGG 105
pB-5GA 695 23 GGGGGAGGGGGAGGGGGAGGGGG 84

pB-3GCNK 703 28 GGGCGGGTTAATTCCTGCAGCCCGGGGG 6

pB-4GCNK 697 15 GGCTTTTCGGGGCGG 15

pB-6GCNK 695 27 GGGGGGCTTTTTTCGGGGGGCGGGGGG 34

Obrazek 15: Potencialni kvadruplexy nalezené ve viozenych sekvencich plazmidii pB-htel24, pB-
3GC, pB-6GC, pB-5GA, pB-3GCNK, pB-4GCNK, pB-6GCNK

4 16 GGGTGGGGAGGGTGGG 41

Obrazek 16: Analyza reverzni inzertované sekvence plazmidu pB-3MYC

3.3.2 lzolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovana z bakterialnich bungk, viz kapitola 3.2.5. Neprodlené byla
spektrofotometricky zméfena jeji koncentrace a Cistota, dle postupu v kapitole 3.2.6. Ptitomnost
DNA byla ovéiena elektroforézou v agarézovém gelu, postup v kapitole 3.2.7.

Nameéfena koncentrace a Cistota izolovanych plazmidi je uvedena v tabulce 4. Kazda hodnota
byla zméfena tiikrat a vysledky byly zprimérovany. Hodnoty koncentraci se pohybovaly
vrozmezi 43,0 az 162,0 ng/pl. Siroké rozpéti koncentraci mohlo byt zplisobeno tim, Ze
v odebranych koloniich pro izolaci nemuselo byt stejné mnoZstvi bun€k. Dal§im divodem
mohla byt rozdilna viabilita jednotlivych kultur. DNA byva povaZovana za Cistou, pokud se
pomér absorbanci pii 260 nm a 280 nm (Azeo/A2g0) nachazi v rozmezi 1,8 az 2. Hodnoty, jak je
patrné z tabulky 4, se pohybovaly v rozmezi 1,81 az 1,87. Izolovana DNA byla dostatec¢né Cista.

Agardzovou gelovou elektroforézou byla detekovana DNA ve vSech vzorcich. Obraz gelu je
nize na obrazku 17. Superhelikalni DNA se pohybuje gelem pomaleji nez linearni. Proto
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velikost molekul vzorki je ve skute¢nosti vy$si nez molekuly linearniho zebficku, ktera
doputovala do stejné vzdalenosti.

Tabulka 4: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty plazmidové DNA

Plazmid Koncentrace| Cistota
ng/ ul Azso/ Azso
pBluescript 101,1 1,81
pB-3MYC 162,0 1,87
pB-htel24 74,1 1,82
pPGM1 139,9 1,86
pPGM2 134,6 1,86
pB-3GC 43,0 1,88
pB-6GC 66,7 1,86
pB-5GA 75,7 1,83
pB-3GCNK 105,7 1,86
pB-4GCNK 97,5 1,87
pB-6GCNK 72,0 1,85
pB-XT 97,1 1,84
pB-XG 68,1 1,81
pB-XA 122,2 1,85
pB-TT 89,8 1,85
pB-WC 1275 1,86
pB-GCG 128,0 1,86

—
- ——

3kb i

25kb & [ —

i w-ﬂﬂﬂuuuunuﬁ'. i ey
15kb W™

1 kb o

0,5 kb -

Obrazek 17: Agarozova gelova elektroforéza izolovanych plazmidu. Zleva: zZebricek, pPGM1,
pPGM2, pB-3MYC, pBluescript, pB-3GC, pB-6GC, pB-5GA, pB-3GCNK, pB-4GCNK, pB-6GCNK,
pB-hTel24, pB-XT, pB-XG, pB-XA, pB-TT, pB-WC, pB-GCG

3.3.3 Stépeni plazmidové DNA
Plazmidova DNA byla §t€pena dvéma enzymy, S1 nukledzou a restrikéni endonukledzou Scal.
Postup je popsan v kapitole 3.2.8. Produkty $té€peni byly zobrazeny pomoci elektroforézy
v agar6zovém gelu, viz obrazek 18, obrazek 19, obrazek 20. Na gel byly naneseny vzdy tfi
vzorky daného plazmidu, ptfed Stépenim, po Stépeni S1 nukledzou a po Stépeni restrikéni
endonukledzou Scal.

Enzym S1 nukledza specificky $t€pi SSDNA. U vSech plazmidl se ze superhelikdlni DNA
stala linearni. K tomu mohlo dojit ve smy¢kéach kvadruplexi ¢i kiiZzovych struktur.

gtépeni restrikéni endonukledzou Scal mélo rovnéz za vysledek linearizaci molekul DNA,
protoze vSechny zkoumané plazmidy obsahuji restrikéni misto Scal. Na obrazcich 18 — 20 jsou
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na gelu patrné dva pruhy. Nizsi a vyraznéjsi pruh odpovida nerozstépené DNA Vv ptivodni
superhelikalni formé¢, slabsi pruh DNA, ktera se rozstépila. Pravdépodobné nebyly pro Stépeni
vytvoreny idealni podminky, proto byla rozstépena jen mensi ¢ast molekul.

1 2a 2b 2c 3a 3b 3c 4a 4b 4c 5a 5b 5¢c 6a 6b 6¢c 7a 7b 7c 8a 8b 8c 9a 9b 9c

We W Ne G W- W -
o W W Y v wy wyg w

LJ
W
s

Obrazek 18: Agarozova gelova elektroforéza DNA pred a po stépeni; a) pred Stépenim, b) po
Stepent S1 nukledzou, c) po Stépeni restrikcni endonukledazou Scal; Poradi vzorkii: 1) Zebricek,
2) pBluescript, 3) pB-3MYC, 4) pB-htel24, 5) pPGM1, 6) pPGM2, 7) pB-3GCNK, 8) pB-4GCNK,
9) pB-6GCNK

1 2a2b2c 3a 3b 3c 4a 4b 4c 5a 5b 5c¢

Vet oud v
bty (S v (") -

Obrdzek 19: Agarézova gelova elektroforéza DNA pied a po Stépeni; a) pred Stépenim, b) po
Stépeni S1 nukledzou, c) po Stépeni restrikcéni endonukledzou Scal; Poradi vzorkii: 1) Zebricek,
2) pBluescript, 3) pB-3GC, 4) pB-6GC, 5) pB-5GA

1 2a 2b 2c 3a 3b 3c 4a 4b 4c 5a 5b 5¢c 6a 6b 6¢ 7a 7b 7c

Obrazek 20: Agarozova gelova elektroforéza DNA pred a po Stépeni; a) pred Stépenim, b) po
Stépeni S1 nukledzou, c) po Stépeni restrikcni endonukledzou Scal; Poradi vzorki: 1) Zebricek, 2) pB-
XT, 3) pB-XG, 4) pB-XA, 5) pB-TT, 6) pB-WC, 7) pB-GCG
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Stépeni obéma enzymy po sobé neprobéhlo uspésné. Chyba byla pravdépodobné v piedisténi
mezi jednotlivymi $t€penimi. Byly vyzkouSeny téi metody: pomoci kitu QIAquick® PCR
Purification Kit, srdzeni ethanolem a pomoci magnetickych ¢astic. Pti piecisténi DNA doslo
K jejim ztratam, a tak bylo detekovano jen malé mnozstvi DNA, viz obrazek 21. Prouzky DNA
byly velmi slabé, a tak nebylo mozno urcit velikosti fragmentii po St€peni obéma enzymy, které
slouzi k identifikaci mista vzniku lokalni struktury [19].

1 2a2b2c 3a3b3c

Cveast

HE

-l

Obrazek 21: Agarozova gelova elektroforéza produktii Stépeni: a) po Stepeni S1 nukledzou, b) po
Stépeni restrikcni endonukledazou Scal, ¢) po Stépeni obéma enzymy, Poradi vzorkii: 1) Zebricek,
2) pB-pGM1, 3) pB-PMG2
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4 ZAVER
V experimentalni ¢asti byla zkoumana ptitomnost kvadruplexti a kiizovych struktur v plazmidu
pBluescript 11 SK(-) a 16 plazmidech z n¢&j vytvofenych vlozenim oligonukleotidové sekvence.

Jedna cast analyzy byla provedena in silico pomoci webovych aplikaci QGRS Mapper a
Palindrome analyser. V plazmidech pB-3MYC, pB-htel24, pB-3GC, pB-6GC, pB-5GA, pB-
3GCNK, pB-4GCNK, pB-6GCNK bylo ovéieno, Ze inzertovand sekvence muze tvofit
kvadruplex. Nejvyssi pravdépodobnost a stabilita kvadruplexové struktury byla stanovena pro
az 97, pticemz nejdelsi se skladala z 16 nukleotidt. Ve vlozenych sekvenci cilovych pro protein
p53 byly nalezeny inverzni repetice.

V dalsi casti byly plazmidy izolované z bunék E. coli podrobeny Stépeni enzymy S1
nukleazou a restrikéni endonukleazou Scal. Stépenim jednotlivymi enzymy bylo dosaZeno
linearizace molekul DNA, ¢imz byla potvrzena ptitomnost kvadruplext ¢i kiizovych struktur.
Z kombinovaného §tépeni S1/Scal nebyly ziskany piesvéd¢ivé vysledky, protoze bez precisténi
enzym Scal danou DNA nestépil a pii precisténi doslo ke znaénym ztratdm DNA.

Navazanim na tuto praci by mohlo byt precisténi optimalizovano, provedeno S1/Scal §tépeni
a popsano umisténi lokalnich struktur. Dale by pak plazmidy byly analyzovany zobrazenim
pomoci mikroskopie atomarnich sil.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
A —adenin
AV CR — Akademie véd Ceské republiky
bp — par bazi
C — cytosin
DNA — deoxyribonukleova kyselina
dsDNA — dvoufetézcova DNA
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
G — guanin
kb — kilobaze
QGRS — sekvence tvoftici kvadruplex bohata na guanin
RNA — ribonukleova kyselina
SSDNA — jednotetézcova DNA
T — thymin
TAE — Tris-acetat-EDTA
UV — ultrafialové (zafeni)
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