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1. Uvod

Interakce proteini s DNA hraji klicovou roli
v regulaci bunéénych mechanismi jako je replikace, tran-
skripce, rekombinace a reparace poSkozené DNA. Rizné
vnéj$i faktory, meziprodukty metabolismu a genetické
mutace mohou vést ke zméné vzajemné kooperace protei-
nt s DNA, poruseni regulace bunéénych mechanismi
amohou vyustit az k rozvoji nadorového onemocnéni'.
Taktéz fada virli vyuzivé interakce proteinli s DNA hosti-
telské buitky b&hem svého Zivotniho cyklu®. Izolace DNA
vazebnych proteintl, jejich naslednd identifikace a charak-
terizace biologické funkce tak pomaha objasnit fungovani
a vzajemnou synchronizaci Zivotné dilezitych bunéénych
mechanismil.
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Zdokonalovani metod studia proteinovych interakci
s DNA molekulami je v popfedi zdjmu fady molekuldrné-
biologickych oborti. Tyto metody mohou byt klasifikovany
na zakladé zpisobu provedeni (in vitro a in vivo), nebo na
zakladé vysledku, ktery ocekavame. Vysledkem mize byt
urceni specifické DNA sekvence, se kterou studovany
protein interaguje’, nebo naopak identifikace proteini in-
teragujicich se znamou DNA sekvenci*’.

Tento souhrnny referat je vénovan metoddm izolace
DNA vazebnych proteinii atechnikdm jejich nasledné
identifikace (DNA-afinitni chromatografii v kombinaci
s pristupy kvantitativni proteomiky a hmotnostni spektro-
metrie). Pozornost je vénovana i pfimym metoddm potvr-
zeni DNA-proteinové interakce, gelové retardacni analyze
a jejim soucasnym modifikacim. Zmin&ny jsou také postu-
py fluorescencni mikroskopie, které slouzi zejména
ke sledovani DNA-proteinové interakce s cilem objasnit
biologické funkce jiz pfedem identifikovanych DNA va-
zebnych proteint. Jednotlivé kapitoly jsou koncipovany
tak, aby Ctendf ziskal pfedstavu o soucasnych trendech
v metodach studia interakci proteinii s DNA, jejich kla-
dech i zaporech a potencialni aplikaci pii vlastni experi-
mentalni praci.

2. DNA-afinitni chromatografie

Izolaci a identifikaci proteinii schopnych interakce
s DNA lze provést pomoci metod DNA-afinitni chromato-
grafie v kombinaci s metodami kvantitativni proteomiky
aMS. Princip DNA-afinitni chromatografie spociva
v izolaci proteindl na zaklad¢ jejich interakce se specific-
kou DNA sekvenci — ligandem, ktery je imobilizovan na
pevném nosici. V souCasné dobé dosahla DNA-afinitni
chromatografie zna¢né obliby a to nejen diky variabilité
DNA usekd, které 1ze volit jako specificky ligand, ale pre-
devsim diky rozvoji modernich metod identifikace protei-
nd technikami hmotnostni spektrometrie. Ve spojeni
s metodami kvantitativni proteomiky piedstavuje DNA-
afinitni chromatografie vyznamnou, dostatené selektivni
a citlivou metodu k identifikaci ¢i pfipadné charakterizaci
minoritné zastoupenych proteini schopnych interakce jak
s kratkymi sekvenén& specifickymi DNA ligandy®’, tak
i s dlouhymi strukturné specifickymi DNA sekvencemi®.

Pro Uspésné provedeni DNA-afinitni chromatografie
je tfeba optimalizovat nékolik zésadnich krokid. Nejvy-
znamng&j$im krokem je navrh a konstrukce vhodné afinitni
matrice (vybér specifického DNA ligandu a jeho imobili-
zace). Nasleduje optimalizace zpisobu provedeni DNA-
afinitni chromatografie, kde je mozné zahrnout pfipravu
vzorkl, optimalizaci interakénich podminek, promyvani
matrice a eluci zachycenych proteinii. Neméné dulezité je
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také finalni zpracovani eluatu pro naslednou identifikaci
proteinti proteomickymi metodami a MS.

2.1. Konstrukce DNA-afinitni matrice

Pti konstrukci DNA-afinitni matrice hraje zasadni roli
pfedevs§im vybér a syntéza DNA ligandu a jeho ukotveni
k vhodné zvolené matrici tzv. imobilizace. Predikci speci-
fického DNA ligandu vhodného pro izolaci transkripénich
faktor a dalSich DNA vazebnych proteini lze ziskat
in silico analyzou. Na zadkladé znamé informace
o transkripénich faktorech a promotorovych sekvencich,
pfipadn¢ informacich o povrchovych ¢i strukturnich vlast-
nostech proteind lze predvidat jejich potencialni vazbu ke
konkrétni sekvenci DNA’. K nevyhodam téchto bioinfor-
matickych analyz patii predev§im fakt, ze Spatné zvole-
nym algoritmem ziskdme fadu faleSné pozitivnich
i negativnich vysledkt a také to, Ze in silico metody vy-
chazi jiz ze zndmych informaci a vétSinou se jedna jiz
o detailn¢ charakterizované proteiny.

Soucasné DNA-afinitni chromatografie jsou provade-
ny na riizné dlouhych sekven¢né ¢i strukturné specifickych
usecich DNA a slouzi ptedevsim k izolaci de novo DNA
vazebnych proteintl, jejichz biologickou funkci je tfeba
dale ov&Fit pomoci molekularn&-biologickych metod™'’.

Nezbytnym pozadavkem pro spravné odliSeni speci-
ficky a nespecificky zachycenych proteind je volba kon-
trolniho ligandu. Kontrolni DNA ligand by mél byt co
nejvice podobny specifickému avSak bez vazebného mista.
Tohoto zplisobu se nejcastéji uziva pii identifikaci tran-
skripénich faktor®, kdy kontrolni sekvenci ziskame mutaci
ve specifické regulacni oblasti, kterd ma byt proteinem
rozpoznana''. P¥i izolaci proteint vézajicich se specificky
k strukturované DNA je nutné ovéfit zachovani této struk-
tury za danych experimentalnich podminek, ale také na-
vrhnout kontrolni (vétSinou linearni) sekvenci, jejiz struk-
tura ziistane b&hem experimentu nezménéna®. V piipads,
ze sledujeme zménu schopnosti vazby proteinu ke konkrét-
ni sekvenci DNA za urcitych stresovych podminek, prove-
deme DNA-afinitni chromatografii s proteiny z bunck
kultivovanych za normalnich podminek, a poté s proteiny
bundk, které byly vystaveny stresovym podminkam'’.
Srovnavame tedy proteom (soubor proteinll) vazany ke
specifickému a kontrolnimu ligandu, pfipadné proteiny
vazané ke stejné sekvenci bez a po pusobeni stresového
faktoru.

Dalsim krokem konstrukce DNA-afinitni matrice je
imobilizace zvoleného ligandu. Pivodni zplsoby imobili-
zace byly provadény pomoci adsorpce molekul DNA
k matrici, nekovalentnimi vazbami mezi DNA ligandem
znaCenym poly(A)oligonukleotidem a matrici s poly(T)
oligonukleotidem, a také kovalentnimi vazbami vznikajici-
mi na zéklad€ chemické reakce mezi postrannimi skupina-
mi DNA ligandu (5"anebo 3’konec) a aktivovanym povr-
chem matrice". V soucasné dobé je imobilizace molekul
DNA, ve vétsing ptipadl, provadéna pomoci biospecifické
vazby biotin-streptavidin. Zvoleny DNA ligand je jiz bé-
hem syntézy modifikovan biotinem, coz umozni jeho pev-
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nou nekovalentni vazbu k nosi¢i pokrytému streptavidi-
nem. Vhodnym nosi¢em jsou zejména magnetické mikro-
castice. Hlavni vyhodou tohoto zpuisobu imobilizace je
snadnd piiprava DNA-afinitni matrice bez sloZzitych che-
mickych reakci a jednoduchd manipulace s magnetickymi
mikro¢asticemi, kterd umoznuje pouZiti malych promyva-
cich i eluénich objemi™®.

2.2. Zpusob provedeni DNA afinitni chromatografie

Jednotlivé kroky DNA-afinitni chromatografie zahr-
nuji pfipravu vzorku a jeho inkubaci s DNA-afinitni matri-
ci, promyvani afinitni matrice a nakonec eluci zachyce-
nych proteinti.

Vstupnim materialem pro DNA-afinitni chromatogra-
fii je zpravidla bunécny lyzat zivociSného, bakteridlniho
anebo rostlinného ptivodu obsahujici proteiny v nativni
forme. Ve vétsiné ptipada se jedna o komplexni proteino-
vou smés, ve které fada majoritné zastoupenych proteind
mize ovliviiovat moznost interakce hledaného proteinu,
Casto minoritn¢ zastoupeného, nespecifickymi interakcemi
jak se samotnou matrici, tak i s DNA-ligandem. MoZnym
feSenim tohoto nezddouciho jevu je sniZzeni komplexnosti
vstupniho proteinového lyzatu. V pocatcich DNA-afinitni
chromatografie byly lyzaty nejprve separovdny pomoci
iontové vyménné chromatografie na jednotlivé frakce a az
poté podrobeny specifické DNA-afinitni chromatografii.
Hlavni nevyhodou tohoto postupu je pozadavek velkého
mnozstvi vstupniho materidlu a moZné ztrita minoritné
zastoupenych proteinti b&hem separa¢nich kroka'*". Dalsi
postupy, jimiz lze snizit mnozstvi nespecificky se vazaji-
cich proteind, je preinkubace vzorku s prazdnou matrici
anebo také s matrici obsahujici nespecifickou, mutovanou
nebo jinak zmé&nénou DNA sekvenci'> . Nespecifické
vazb¢ proteinti lze také zamezit blokaci matrice pomoci
hovéziho sérového albuminu (BSA). Nevyhodou je, Ze
spolu s izolovanymi proteiny dochazi k postupné eluci
BSA, ktery tak plsobi jako nechtény kontaminant a mutize
zté¢zovat podminky identifikace specificky vazanych pro-
teinti metodou MS'®. V sougasné dobé existuje fada postu-
pu i komeréné¢ dostupnych kitt, které umoznuji frakcionaci
biologického vzorku napt. oddéleni jadernych proteinti od
proteinii cytosolu. Rozvoj novych metod kvantitativni
proteomiky v kombinaci se stale modernéj$imi, rychlejsi-
mi a vysoce citlivymi analyzatory hmotnostni spektrome-
trie nabizi nové pristupy, které jsou schopny eliminovat
uskali nespecifickych interakci a zvySuji citlivost detekce
specificky interagujicich proteint (viz 2.3).

Zasadnim krokem pro zachyceni proteint interaguji-
cich se specifickym DNA ligandem je samotna inkubace
vzorku s DNA-afinitni matrici. Slozeni pufru pro inkubaci
vzorku s DNA-afinitni matrici by mélo co nejvice odpovi-
dat fyziologickym podminkam vhodnym pro zadanou in-
terakci proteinti s DNA ligandem. Dulezité je kontrolovat
obsah soli, detergentli a kovovych iontu, které mohou vy-
razné ovlivnit silu a specifitu interakce proteinti s DNA.
Vyssi koncentrace soli ve vazebném pufru zamezi vzniku
nespecifickych vazeb, avSak piili§ vysokd koncentrace
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mize zpusobit inhibici pozadované interakce a destabiliza-
ci vznikajicich komplexa'”.

Promyvani afinitni matrice po inkubaci s proteinovym
lyzatem slouzi predevSim k odstranéni nenavazanych
a nespecificky zachycenych proteind. K tomuto ucelu je
vhodné zvolit systém promyvacich pufri se zvySujici se
koncentraci soli'' as piidavkem tzv. kompetitort.. Jako
kompetitory oznacujeme jednovlaknové ptipadné dvou-
vlaknové fetézce DNA, které po pridani do promyvaciho
pufru vyvazi proteiny schopné nespecifické interakce
s jakymkoliv DNA fetézcem. Klicova je volba spravného
mnozstvi tohoto kompetitoru, jelikoz pfi vysokych kon-
centracich miize dojit k nechténému vyvazani hledaného
proteinu®’.

Poslednim krokem, ktery je nasledovan samotnou
identifikaci izolovanych proteind, je jejich eluce z afinitni
matrice. Eluci provadime systémem pufrl se zvySujici se
koncentraci soli a detergentli nebo pfimo vzorkovacim
pufrem pro elektroforetické déleni proteini™'"'*'°. U mi-
krocastic pokrytych streptavidinem lze provést eluci DNA
vazanych proteind biotinem. V tomto piipadé je k samotné
imobilizaci DNA ligandu pouzity desthbiotin misto bioti-
nu, ktery vykazuje slabsi afinitu k streptavidinu. Po prove-
deni inkubace proteini s DNA-ligandem, a promyti DNA-
afinitni matrice, je samotny DNA ligand vcetné¢ navaza-
nych proteind vytésnén z matrice biotinem®. Dal3im cile-
nym zpusobem eluce proteinti je zavedeni restrikéniho
mista do sekvence DNA ligandu a pouZiti restrikéniho
enzymu k uvolnéni komplexu DNA-protein. Nevyhodou
muze byt faleSné pozitivni zachyceni proteint, které se
budou vazat k modifikovanému mistu a také nezanedbatel-
né mnozstvi kontaminantu v podob¢ restrikéniho enzymu
ptitomného ve vzorku béhem identifikace’.

2.3. Identifikace proteint interagujicich s DNA
pomoci kvantitativni proteomiky a hmotnostni
spektrometrie

Vystupem DNA-afinitni chromatografie je tzv. eluat,
smés zachycenych proteind, které jsou nasledn¢ identifiko-
vany proteomickymi technikami a MS.

Existuji dva zakladni postupy, jimiz lze ziskany eluat
zpracovat a pripravit tak k nasledné analyze. Prvni postup
zahrnuje elektroforetické déleni eludtu denaturacni gelo-
vou elektroforézou (SDS-PAGE), ktera umoznuje separaci
proteini na zakladé jejich molekulové hmotnosti (MW)
a zaroven vede ke snizeni komplexnosti proteinové smési.
Z takto rozdélené¢ho eluatu lze vybrat konkrétni oblast
MW (ptipadné cely gradient MW rozdélit na nékolik dilt)
a provést identifikaci pfitomnych proteinii. Vybrané oblas-
ti MW jsou vyfezany, odbarveny, proteiny redukovany,
alkylovany a podrobeny proteolytickému S$tépeni v gelu
in-gel digestion“?'**, Druhym zptisobem je piimé §t&peni
proteinti v roztoku ,,in-solution digestion®. Stépit lze pro-
teiny pfitomné v eludtu anebo pfimo vazané na DNA-
afinitni matrici'"®. V obou ptipadech ziskame peptidovou
smés, kterou je tieba precistit pomoci StageTip, Spicek s C18
reverzni fazi> a pripravit tak pro naslednou MS analyzu.
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Metody kvantitativni proteomiky v kombinaci s MS
umoznuji identifikaci vSech proteinti vazanych k DNA
ligandu a zaroven nabizi moznosti, jak odliSit proteiny
vazané specificky ¢i nespecificky at' uz k samotné DNA
anebo pomocnému nosici. Identifikace specificky vaza-
nych proteinil je zaloZena na relativnim porovnani mnoz-
stvi zachycenych proteintl vazanych k specifickému a kon-
trolnimu DNA ligandu. Toto porovnani je umoznéno pie-
devsim diky isotopovému znacéeni proteind, které lze pro-
vést metabolickou anebo chemickou cestou. Metabolické
znaceni (SILAC, z angl. stable isotope labeling of amino
acids in cell culture) predstavuje inkorporaci isotopové
znacenych aminokyselin pfi bunééné proteosyntéze a pro-
biha béhem kultivace bunééné kultury v médiu obsahuji-
cim isotopové modifikované aminokyseliny arginin a lysin
s riiznou kombinaci "N a "*C prvkia**. Podstatou chemic-
kého znaceni proteini nebo peptidi je kovalentni modifi-
kace téchto analyt zavedenim chemickych isotopovych
hmotnostnich znafek (,,mass tags®), které maji shodné
fyzikalné-chemické vlastnosti, ale lii se molekulovou
hmotnosti vlivem rtizného obsahu isotopti. K cilenému
znaceni dochdzi az béhem procesu zpracovani proteinti
eluovanych z DNA-afinitnich matric (specifické a kontrol-
ni) bud’ na Girovni samotnych proteint nebo nasledné az po
proteolytickém §tépeni na Grovni peptidﬁzs. Takto modifi-
kované vzorky, které obsahuji isotopové odlisné varianty
pouzité znacky, jsou smichény a nejastéji podrobeny ana-
lyze kapilarni kapalinovou chromatografii spojenou on-
line s MS detekei. Informace o kvantitativnim zastoupenti
jednotlivych proteinti v ptivodnich vzorcich je ziskano na
zaklad¢ porovnani MS intenzit nebo ploch charakteristic-
kych iontl, a to bud prekurzorovych iontl peptidd
v ,survey” MS spektru, anebo reportérovych iontl
v MSMS spektrech ziskanych fragmentaci prekurzorového
iontu v kolizni cele.

Soucasna identifikace a kvantifikace proteini ve
vzorcich izolovanych ze specifického a kontrolniho ligan-
du udava pomér mnozstvi proteinu vazaného na specifické
vs. nespecifické DNA sekvenci, ¢imz ziskdme nastroj
k odliseni nespecificky vazanych proteind, které jsou
v obou vzorcich zastoupeny ve stejném poméru®2°.

Finalnim vystupem celého procesu DNA-afinitni
chromatografie a proteomické kvantitativni analyzy je
seznam proteintt vazanych k specifické DNA sekvenci.
Dalsi otazkou tedy je, o jaky protein se jedna a jaka je jeho
biologicka funkce. Existuje fada volné dostupnych protei-
novych databazi jako napt. UniProt, kde jsou shrnuty zna-
mé informace o daném proteinu (sekvence, post-transla¢ni
modifikace, molekuldrni a biologické funkce)”’. Dals
moznosti je znazornéni interakéni sité identifikovanych
proteinti pomoci voln& dostupnych databazi String®® nebo
IntAct”, které na zakladé dostupnych experimentalnich
dat znazorni znamé piipadné mozné interakce jak s DNA,
tak 1 vz4djemné mezi proteiny. Na ziklad¢ in silico infor-
mace, informacich dostupnych z literatury a z vlastniho
experimentu lze de novo identifikovany protein dale studo-
vat a popsat jeho biologickou funkci v konkrétnim mecha-
nismu.
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3. Gelova retardacni analyza (EMSA)

K pfimym metodam potvrzeni DNA-proteinové inter-
akce zalozenym na elektroforetickém déleni patii gelova
retardacni analyza (EMSA, z angl. electrophoretic mobili-
ty shift assay).

Touto metodou 1ze ziskat nejen kvalitativni informaci
o vazb¢é proteinu k specifickému tuseku DNA, ale
v zavislosti na zvolenych experimentalnich podminkach
také kvantitativni informaci o kinetickych vlastnostech
vzniklého komplexu DNA-protein. Obecny princip meto-
dy spociva v rozdilné elektroforetické mobilit¢ komplexu
DNA-protein vici samotné DNA. Nenavazany usek DNA
se v nedenaturujicim polyakrylamidovém nebo agarozo-
vém gelu pohybuje podstatné rychleji nez komplex DNA-
protein, ktery je diky své velikosti v priichodu gelem zpo-
malen — retardovan. V pfipad¢€, ze se jedna o znamy pro-
tein, jehoz interakci s danou sekvenci pouze ovétujeme,
1ze vznikajici DNA-protein komplex potvrdit pfidanim
specifické protilatky. DNA-protein-protildtka komplex
vykazuje vétsi retardaci béhem elektroforetického pohybu
oproti komplexu DNA-protein tzv. super posun (z angl.
supershift)*’. Nasledna detekce DNA a komplexu DNA-
protein je umoznéna diky znaceni DNA sekvence radiois-
otopem **P anebo fluoroforem®".

Samotné provedeni EMSA metody spociva
v inkubaci celkového bunééného lyzatu anebo frakce pre-
dem upraveného lyzatu se specifickou DNA sekvenci,
kompetitory k snizeni nespecifické vazby a pfipadné proti-
latkou. Tato smés je poté podrobena elektroforetické sepa-
raci a vznikajici komplexy DNA-protein/DNA-protein-
protilatka jsou detegovany®>.

K hlavnim vyhodam metody EMSA patii zejména jeji
jednoduchost, rychlost provedeni a moznost pracovat
s celkovym bunéénym lyzatem bez slozitych purifika¢nich
krokt. K nevyhodam patii fakt, Zze n€které komplexy pro-
teinll s DNA fetézci mohou béhem elektroforetického dé-
leni rychle disociovat nebo naopak vznikat jen kvili stabi-
lit€, kterou jim nabizi prostiedi gelu, ve kterém jsou sepa-
rovany™. Vysledny komplex DNA-protein poskytuje pou-
ze informaci o vazb& proteinu k specifické sekvenci
a v pripadé, Ze jde o neznamy protein, je tfeba provést jeho
charakterizaci dal§imi analytickymi pfistupy. V piipadé
identifikace de novo DNA vazebnych proteint 1ze metodu
EMSA vyuzit k testovani jednotlivych frakci ziskanych
predchozi separaci komplexniho lyzatu napf. na heparin-
sepharosovém nosi¢i. Frakce pozitivni v EMSA metodé
mohou byt nasledné podrobeny DNA-afinitni chromato-
grafii, kdy vysledné DNA vazebné proteiny detegujeme
pfimo pomoci MS (viz 2.3.) anebo opét metodou EMSA™.
EMSA v kombinaci s SDS-PAGE umozni urcit MW stu-
dovaného proteinu. Bunécny lyzat je nejprve podroben
SDS-PAGE, proteiny z konkrétnich molekulovych oblasti
jsou eluovany, renaturovany a podrobeny gelové retardac-
ni analyze. U proteinu, ktery vytvofil komplex DNA-
protein, tak zndme jeho MW. Analogickym zpisobem lze
ur¢it isoelektricky bod (p/) proteinu. Bunécny lyzat je po-
droben isoelektrické fokusaci, jednotlivé oblasti p/ jsou
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separovany metodou EMSA. U proteinu, ktery vytvofil
komplex DNA-protein tak zjistime jeho pl. Provedeme-li
dvojrozmérnou elektroforézu (2D ELFO), miizeme pomo-
ci jiz zndmé informace o MW a pI sledovaného proteinu
predpokladat jeho pozici v gelu. Proteolytické S§tépeni této
oblasti a naslednd hmotnostni spektrometrie umoZzni iden-
tifikaci DNA vazebného proteinu®. Velkou vyhodou zmi-
néného postupu je absence jakychkoliv slozitych purifi-
kacnich procesi a diky vétsi citlivosti detekce proteind
pomoci MS také nizsi pozadavek na koncentraci analyzo-
vaného proteinu. Limitaci je optimalizace eluce a prede-
v§im renaturace proteinii po SDS-PAGE a 2D ELFO tak,
aby byly zachovany nativni vlastnosti proteinu pro vazbu
k specifické DNA sekvenci pti EMSA separaci.

4. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je optickd metoda vyuZzi-
vajici fyzikalniho jevu oznacovaného jako fluorescence
a v soucasné dobé¢ je hojné aplikovana v oblasti molekular-
ni biologie. Na zaklad¢ detekce fluorescencniho signalu
umoznuje studovat protein z hlediska jeho translokace
vramci bunky, lokalizace/delokalizace k DNA, ale
i vzajemné interakce s dal$imi proteiny.

Lokalizaci proteinu k DNA lze sledovat nékolika
zpusoby. Jednim je tzv. imunofluorescence (IF), kdy je
protein detegovan systémem protilatek. Primarni protilatku
slouzici k rozpoznani studovaného proteinu lze detegovat
pfimo jejim znaenim pomoci syntetického fluoroforu
anebo nepfimo pres znacenou sekundarni protilatku. Dal-
$im zpusobem je detekce proteinu fuzovaného s flu-
orescennim proteinem napf. GFP (zangl. green flu-
orescent protein)*>. Zcela novym postupem je také detekce
pomoci tzv. chromobody. Zminénd technologie vyuziva
protilatky specificky se vyskytujici u zvitat z Celedi vel-
bloudovitych. Tyto protilatky se vyznacuji velmi malou
molekulovou hmotnosti (z divodu absence lehkého fetéz-
ce) a lze je ektopicky exprimovat piimo v bunice vcetné
fluorescencni GFP znacky. Jedna se tedy o systém, kdy
pomoci plazmidové transfekce vnasime do bunky informa-
ci pro expresi fluorescenné znacené protilatky proti stu-
dovanému proteinu. Lokalizace proteinu je pak sledovana
ptimo v buiice diky interakei s touto protilatkou®®.

Z hlediska studia interakce proteinu s DNA 1ze meto-
dy fluorescen¢ni mikroskopie rozd¢€lit na pfimé, kdy dete-
govana fluorescence potvrzuje vazbu proteinu ke konkrét-
nimu mistu v DNA a nepiimé metody, kdy vazbu proteinu
k DNA/chromatinu pfedpokladame na zakladé jeho lokali-
zace v jadre. Samotna detekce fluorescence proteinu pouze
ukazuje jeho lokalizaci v jadie, avSak neumoznuje pfimé
potvrzeni vazby proteinu k DNA.

4.1. Pfima metoda detekce interakce proteinti s DNA
Fluorescencni rezonancni ptenos energie (FRET) je

jednou z metod, kterd umoznuje pfimé sledovani interakce
DNA-protein. Princip detekce vazby proteinu je zalozen
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na prenosu energie mezi dvéma fluorescenénimi molekula-
mi — donorem a akceptorem, které se nachdzi v tésné bliz-
kosti. Pohlcenim monochromatického svétla urcité vinové
délky dojde k excitaci donoru a emisi svétla, které je pohl-
ceno akceptorem. Akceptor je nasledné excitovan a emitu-
je svétlo o vétsi vinové délce, které je detegovano.
K tomuto jevu dochézi pouze v ptipadé, ze donor a akcep-
tor jsou v bezprostiedni blizkosti. Pfi kontaktu fluoroforu
znaceného proteinu s fluorescencni znackou v misté vazby
k DNA, tzv. intermolekularni FRET, dojde k pfenosu
energie a detekci interakce DNA-protein. Jinou moznosti
je umisténi obou fluoroforti na interagujici protein, kdy
vzajemna interakce DNA s proteinem vede ke konformac-
ni zméné¢, pfi niz dojde ke kontaktu fluorofort ¢i naopak se
jiz existujici kontakt prerusi, tzv. intramolekularni FRET?’.

4.2. Nepfimé metoda detekce interakce proteind
s DNA

Nepiimé metody fluorescenc¢ni mikroskopie pouziva-
me zejména k objasnéni biologické funkce jiz zndmé pfi-
padné predpokladané interakce DNA-protein. Na zakladé
pusobeni riznych vnéjSich a wvnitinich vlivi sledujeme
zménu lokalizace proteinu s cilem zjistit jeho ulohu
v konkrétnim mechanismu. Interakci DNA s proteinem lze
sledovat v konkrétnim case po fixaci bunc¢k anebo
v pribéhu urcitého ¢asového tseku v Zivych bunkach tzv.
,live cell imaging*.

Podstatnou casti imunofluorescenc¢ni mikroskopie je
pfiprava vhodného preparatu. Zakladni kroky ptipravy
vzorku zahrnuji spravnou kultivaci bunééné kultury, fixaci
bun¢k k vhodné zvolenému materialu, blokaci vzorku
a volbu vhodného systému protilatek. Jediné spravna opti-
malizace v§ech zminénych krokii zarucuje dostacujici kva-
litu mikroskopie a naslednou analyzu dat*®. Rada proteini
je vazana k DNA na zéklad€ interakce s dalSimi proteiny,
aproto lze jeSté pred fixaci provést preextrakci vzorku
a zvysit tak moznost detekce proteind skutecné vazanych
k DNAY.

Pro aplikaci in vivo pozorovani lokalizace proteinu
v jadte je tieba zhotovit systém s fluorescenéné znacenym
proteinem piipadné¢ chromobody systém. Téchto systémil
se vyuziva predevSsim ke studiu dynamickych procesu.
Prikladem mize byt metoda lokalizovaného poskozeni
DNA, kdy se pomoci lokalniho UV ozafeni vyvola posko-
zeni DNA jen v urcité ¢asti bunééného jadra a mikrosko-
picky se sleduje lokalizace/delokalizace proteinu k mistu
poskozeni v case™.

Zasadnim pozadavkem pro nepfimou fluorescenéni
mikroskopii je dostupnost specifické protilatky proti stu-
dovanému proteinu (v pifipadé IF), v ptipad¢ ptimé vizuali-
zace muize byt limitaci toxicita nebo prosta nefunkcénost
ektopicky exprimovaného GFP-znacené¢ho proteinu C¢i
chromobody.

I ptes narocné optimalizace tvorby fluorescencnich
systéml vykazuje fluorescencni mikroskopie obrovsky
pfinos pro molekularné-biologické obory. Pfedev§im moz-
nost detailni obrazové analyzy jednotlivych buné€k, pozo-
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rovani dynamickych jevi jako jsou rizné lokalizace/
delokalizace proteinu v jadie ¢i v konkrétnich subcelular-
nich oblastech umoznuje objasnit fadu regulacnich mecha-
nisma.

5. Zavér

Metody studia interakce mezi proteiny a DNA jsou
vyznamnym nastrojem k porozuméni fad¢ biologickych
procesi. Mohou byt vyuzity jak k identifikaci de novo
DNA vazebnych proteind, jejichz tloha v integrité¢ orga-
nismu musi byt teprve zkoumadna, ale také k prohloubeni
jiz znamé informace o biologické funkci proteinu. Vzhle-
dem ktomu, ze dochazi k stale vétSimu zdokonalovani
metod hmotnostni spektrometrie a zvyseni citlivosti da-
nych technik, je kombinace DNA-afinitni chromatografie
a kvantitativni proteomiky vhodnym nastrojem k iden-
tifikaci novych DNA vazebnych proteint, jejichz biologic-
ka funkce mtze byt dale charakterizovana fadou moleku-
larné-biologickych metod. Jako neméné dillezité 1ze ozna-
¢it také pfimé metody sledovani DNA-proteinové interak-
ce. EMSA umoziuje nejen zpétné potvrzeni predpoklada-
né interakce proteinu s DNA, ale v kombinaci s dalSimi
analytickymi metodami také jeho identifikaci. Metody
fluorescen¢ni mikroskopie slouzi predevsim k vizualizaci
lokalizace proteinu k DNA, ¢imz umoznuji studovat odpo-
véd’ bunky na pusobeni vné&jSich, ale i vnitinich vliva
a potvrdit tak biologickou funkci proteinu. VySe zminéné
metody se svou aplikovatelnosti vzajemné dopliuji
a vhodna kombinace jejich pracovnich postupti je dostacu-
jici kizolaci, identifikaci a finalni charakterizaci DNA
vazebnych proteint.
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DNA-protein interactions play an essential role in
many regulatory mechanisms such as replication, tran-
scription or translation and are responsible for the mainte-
nance of the genome integrity. Isolation, identification and
subsequent characterization of the biological function of
DNA binding proteins propose insight into the pathologi-
cal mechanisms that underlie various diseases. This review
brings an overview of methods used for isolation and iden-
tification of DNA binding proteins (DNA-affinity chroma-
tography coupled with quantitative proteomics and mass
spectrometry) and subsequent methods for the characteri-
zation of their biological functions (fluorescence micros-
copy). Principles, advantages and disadvantages of indi-
vidual methods are briefly discussed.



