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Vzhledem k promichavani suspenze ajeji tendenci k usazovani je tfeba nalézt vhodny
pomér sklonu zkumavek arychlosti otacek v zavislosti na pouzité tiepacce. Také pouziti
zkumavek s kulatym dnem se ukéazalo vyhodnéjsi nez pouziti zkumavek se dnem Spicatym.
Ty jsou ale naopak lepsi pii pozdé€jsim odebirani spodni organické faze, obsahujici produkty.

Pii odebirani spodni organické faze se s vyhodou uplatituje nasledujici postup: Nej-
prve se odebere veskeré mnozstvi spodni faze do mikrozkumavky a nasledné se odebere
presné 950 ul do dalsich mikrozkumavky. Pfimé odebrani piesného mnozstvi spodni faze
je obtizné z diivodu protékani organické faze.

Pokud neni mozné provést cely pokus v jednom dni, da se pterusit po ptidani KCl
nebo po vysuseni vakuovym koncentratorem (zkumavky se umisti do -20 °C).

Financ¢ni a ¢asova naro¢nost

Cena jedné desky pro HP-TLC je 160 K¢, pfi¢emz na ni lze nanést az 10 vzorkd. Cena
fluorescencniho substratu se pohybuje v rozmezi 3,50 - 35 K¢ na vzorek, v zavislosti na typu
fluorescencniho substratu. Ostatni investice jsou v ramcei bézného laboratorniho vybaveni.

Cely pokus lze provést béhem 8 - 9 hodin.
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Uvod

Interakce bilkovin s DNA hraji klicové role v regulaci dilezitych procest v buiikach,
vcetné replikace DNA, transkripce, oprav DNA apod. Mezi vyznamné regulacni proteiny
interagujici specifickym zptisobem s DNA patii nadorovy supresor protein p53 (El-Deiry
1998, Apella a Anderson 2001). Tento protein, skladajici se z 393 aminokyselinovych
zbytkd, se vaze na DNA jako tetramer jednak sekvencné specificky (prostiednictvim své
centralni domény), jednak je schopen rozpoznavat urcité struktury DNA (C-koncovou
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i centralni doménou). Tyto aktivity proteinu p53 jsou regulovany prostiednictvim jeho
posttranslacnich modifikaci (Apella a Anderson 2001, Gohler et al. 2002).

Pro sledovani interakci bilkovin s DNA se ¢asto pouzivaji elektroforetické metody,
zalozené na zmeéné elektroforetické pohyblivosti molekul DNA po jejich vazbé na mole-
kulu proteinu (EMSA - electrophoretic mobility shift assay). Obvykle se pfitom vyuZziva
specificky navrzenych oligonukleotidii (pfedstavujicich vazebna mista pro zkoumany
protein), Casto radioaktivné znacenych, a elektroforézy v polyakrylamidovych gelech.
V nasi laboratofi byla pied nékolika lety objevena schopnost proteinu p53 vazat se selek-
tivné na nadsroubovicovou DNA (scDNA) (Palecek ef al. 1997, Brazdova et al. 2002).
Abychom mohli uéinn¢ sledovat interakce proteinu p53 s pomérné velkymi molekulami
plasmidové scDNA, vyuzivame horizontalni elektroforézu v agarosovém gelu, ktery ma
vhodnou velikost port. Ukazali jsme, Ze tato technika je vhodna i pro sledovéani vazby
proteinu p53 na specifické sekvence uvnitt dlouhych linearnich fragmentii DNA (stovky
az tisice paru bazi); takovéto molekuly mnohem 1épe napodobuji situaci v buiikach nez
kratké oligonukleotidy (obvykle desitky part bazi). Nasledny western prenos a imunode-
tekce bilkoviny umoziuje spolehlivou identifikaci nukleoproteinovych komplexa v gelu.

Podstata metody

Podstatou prvniho kroku metody je zména elektroforetické pohyblivosti molekul DNA
v agarosovém gelu v disledku tvorby komplexti s bilkovinou (v tomto ptipadé¢ s protei-
nem p53). ProtoZe nukleoproteinovy komplex ma vyss$i molekulovou hmotnost nez sa-
motna DNA, putuje v gelu pomaleji, coz se po obarveni DNA ethidiumbromidem projevi
vznikem retardovanych prouzkii (obr. 1, 2). Pokud se mtize na jednu molekulu DNA na-
vazat vice molekul proteinu, objevi se ,,zebficek* prouzkli odpovidajicich komplextim
o rizné stechiometrii p5S3:DNA (obr. 1). V pfipad¢, Ze se na komplex p53-DNA navaze
protilatka rozpoznavajici protein p53, jesté vice se snizi pohyblivost komplexa (obr. 1,
drdhy 5,6). Druhy krok metody je zaloZzen na vakuovém pienosu (bloting) komplexii
z agarosového gelu na nitrocelulézovou membranu. Molekuly proteinu p53 zakotvené na
membrané jsou poté detegovany pomoci protilatek (jako detekéni metodu vyuzivame tzv.
zesilenou chemiluminiscenci, kdy sekundarni protilatka je znacena peroxidasou katalyzu-
jici pfeménu substratu vedouci k emisi svétla, které je zachyceno na fotografickém fil-
mu). Srovnanim polohy prouzkti DNA (obarvené ethidiumbromidem v gelu) a prouzkd
p53 (zviditelnéné imunochemickou metodou) je mozno ptesn¢ identifikovat komplexy
p53-DNA (obr. 1, 2). Pfidanim kompetitorové DNA (napft. nespecifické linearni DNA) je
mozno odlisit nespecifickou interakci proteinu s DNA od jeho vazby na specifickou sek-
venci (pS3CON, obr. 2) ¢i strukturu DNA (scDNA, obr 1).

Pracovni postup

Ptiprava DNA a proteinu p53

Ke studiu interakci protein-DNA byla vyuzita nadSroubovicova DNA (plasmid
pBSK(,) a fragment DNA z plasmidu pPGM1 o velikosti 474 bp (vystépeny pomoci re-
striktasy Pvu 11, Takara), ktery obsahuje tzv. specifické vazebného misto pro protein p53
(p53CON) (Palecek et al. 1997). Kompetitorova nespecificka linearni DNA byla ziskana
Stépenim plasmidu pBSK(,) restrikéni endonukleasou Smal (Takara).
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Obr. 1. Vazba proteinu p53 na nadSroubovicovou DNA v pfitomnosti kompetitorové linedrni DNA
a monoklonalni protilatky ICA9. (A) Gel barveny ethidiumbromidem a (B) blot gelu: (draha 1)
kontrolni nad$roubovicova DNA (scDNA); (draha 2) kontrolni linearni DNA; (drahy 3 - 6) vazba
proteinu p53 (wild type) na scDNA v pfitomnosti kompetitorové linearni DNA (drahy 4 a 6)
a monoklonalni protilatky proti p53 ICA9 (drdhy 5 a 6). Pomér p53/DNA byl 5/1. Vzorky byly
inkubovany v prostiedi 50 mM KCI, 5 mM Tris-HCI, 0,5 M EDTA, 0,01 % Triton X-100, 2 mM
DTT (pH 7,8) pfi 0 °C po dobu 30 minut. Vzorky s protilatkou ICA9 byly pied pfidanim DNA
inkubovany pii 0 °C po dobu 20 minut za stejnych podminek. Pozice prouzkii proteinu na blotu
odpovida pozici retardovanych prouzki v gelu. Vice podrobnosti viz text.
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Obr. 2. Vazba proteinu p53 na fragmenty DNA pPGM1 o velikosti 474 bp v ptitomnosti kompeti-
torové linearni DNA. (A) Gel barveny ethidiumbromidem a (B) blot gelu: (drdha 1) kontrolni
DNA; (draha 2) pomér pS3/DNA byl 2 : 1; (draha 3) pomér p5S3/DNA byl 5 : 1. Vzorky byly inku-
bovany v prosttedi 50 mM KCI, 5 mM Tris-HCI, 0,5 M EDTA, 0,01 % Triton X-100, 2 mM DTT
(pH 7,8) pii 0 °C po dobu 30 minut. Pozice prouzkl proteinu na blotu odpovida pozici retardova-
nych prouzkt v gelu. Vice podrobnosti viz text.
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Protein p53 (wild type) byl exprimovan v bakteridlnich bunkach (Escherichia coli
BL/DE3 obsahujici pT7-7 Hup53), které byly péstovany pti 20 °C s vyuzitim dvoustup-
nové indukce, aby se omezila agregace proteintl, a izolovan podle protokolu (Hupp et al.
1992). Koncentrace proteinu byla zjisténa denzitometricky z SDS-PAGE obarveného
pomoci Coomassie Blue R-250. Jako standard pro uréeni koncentrace proteinu p53 byl na
gel nanesen protein BSA (hovézi sérovy albumin).

Tvorba komplexti

200 ng scDNA (obr. 1) nebo 35 ng fragmentu pPGM1 (obsahujici pS3CON, obr. 2)
a 200 ng kompetitorové linearni DNA bylo smichano s proteinem p53 o rizné koncentra-
ci (pomér p53/DNA byl 2 - 5) a smés byla ponechana 30 min na ledové lazni. Protein p53
byl pted tim inkubovan 15 minut pii 0 °C s 2 mM DTT ve vazebném pufru (5 mM Tris,
0,5 mM EDTA, 0,01 % Triton X-100, pH 7,6). V nékterych piipadech byl protein jeste
pred pfidanim DNA 20 minut inkubovan s monoklonélni protilatkou ICA-9 (10 pg.ml™).

Elektroforéza

Do vzorkt byl pfidan nanaseci pufr (0,25 % bromfenolova modt, 0,25 % xylene cya-
nol, 40 % sacharosa) a vzorky byly naneseny na 1 - 1,3 % agarosovy gel v 0,33 x TBE
pufru 30 mM Tris, 30 mM H;BO;, 0,7 mM EDTA, pH 8,0). Elektroforéza probihala
3 - 10 hodin pfi 4 °C pii napéti 120 V. Hustota gelu a doba trvani je zavisla na typu pou-
zité DNA (napf. cely plasmid vyzaduje delsi elektroforézu nez kratky fragment). Gel byl
obarven ethidiumbromidem a sniman dokumenta¢nim systémem s CCD kamerou.

Western ptenos a imunodetekce

Gel byl zpracovan ve vakuovém pienosovém systému (1,5 hodiny, podtlak 80 mPa)
nitrocelulosovou membranou BioTrace NT PALL v prostfedi 3 M NaCl s 0,3 M citratem
sodnym (10xSSC). Membrana byla poté inkubovana 45 minut s 5 % mlékem v 1x PBS
(0,14 M NaCl, 3 mM KCI, 4 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO4, pH 7,4). V dalsim kroku
byla do mléka ptfidana mysi primarni monoklonalni protilatka proti p53 DO-1 (obr. 2)
nebo krali¢i primarni polyklonalni protilatka CM1 (obr. 1) zfedéné na urcitou koncentra-
ci, ktera byla empiricky zjisténa z kontrolnich experimentd. Po 2 hodinach byla membra-
na 4 x po péti minutach promyta v PBST (PBS, 0,05 % Tween 20). Komplex protein-
primarni protilatka byl rozpoznan sekundarni protilatkou anti-mouse 1gG nebo anti-rabbit
IgG konjugovanou s peroxidasou. Tato protilatka byla fedéna 5% mlékem v PBS
vpoméru 1 : 1 000 az 1 : 10 000. Nasledovalo opét promyti v PBST.

Vlastni detekce proteinu byla provedena pomoci zesilené chemiluminiscence (ECL).
Membrana byla vlozena do filmové kazety, prevrstvena ECL detekénimi roztoky 1 a2
(Amersham), smichanymi v poméru 1 : 1, pfekryta folii a rentgenovym filmem (v temné
komote). Expozice trvala 1 hodinu. Poté byl RTG film vyvolan v pozitivni vyvojce
a ustalen v kyselém ustalovaci.

Z vysledku je patrno, ze protein pS3 (wild type) se v ptitomnosti kompetitorové li-
nearni DNA piednostné vaze na nadSroubovicovou DNA (obr. 1) a na fragmenty, které
obsahuji specifické vazebné misto (p5S3CON) (obr. 2).
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Zhodnoceni metody

Tato metoda umoznuje velmi snadno a presné sledovat interakci riznych typi DNA
s normalnimi i mutovanymi proteiny, v zavislosti na ptidavku redukénich ¢inidel (dithio-
threitol), oxidacnich ¢inidel (diamid) (Fojta et al. 1999) nebo specifickych monoklonal-
nich protilatek (Brazda et al. 2000 ).

Dalsi vyhodou tohoto postupu je, Zze nemusime pouzivat radioaktivni znaceni DNA,
¢imz Setfime jak své zdravi, tak finan¢ni prostiedky.

Experimenty obvykle nevyzaduji naro¢nou optimalizaci.

Casova naro¢nost zavisi na velikosti molekul DNA pouzité v experimentu (délka elektro-
forézy) a na vlastnostech primarni protilatky (imunodetekeni krok; celkem 10 az 48 hodin).

Kromé zékladniho laboratorniho vybaveni jsou zapotfebi elektroforetické aparatury
pro agarosovou a polyakrylamidovou gelovou elektroforézu, chlazena centrifuga, FPLC
pro izolaci proteinu, vakuovy pienosovy (blotovaci) systém, kazety na fotografické sni-
mani membran, UV transiluminator s detekénim systémem nebo fotoaparatem, pocitac
(s programem Image-Quant umoziujicim kvantitativni vyhodnoceni obrazki).
aroztoky pro ECL. Z dalsiho potfebného vybaveni jsou pomémé drahé nitrocelulosové
membrany a soupravy pro izolaci DNA.
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