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Abstrakt: 

DNA-afinitní chromatografie je jednou z metod studia vzájemných interakcí nukleových 

kyselin s proteiny. Tato metoda je principiálně založena na afinitě proteinu ke konkrétní 

nukleotidové sekvenci případně struktuře nukleové kyseliny. Vhodným způsobem ukotvení 

této sekvence k pevnému nosiči lze zkonstruovat DNA-afinitní matrici a získat tak účinný 

nástroj k izolaci konkrétního proteinu případně celého proteomu. Ve spojení s metodami 

kvantitativní proteomiky a hmotnostní spektrometrie (MS) představuje DNA-afinitní 

chromatografie dostatečně účinnou a citlivou metodou pro izolaci a následnou identifikaci 

DNA vazebných proteinů. Tato disertační práce se věnuje použití metody DNA-afinitní 

chromatografie v izolaci a identifikaci proteinů hrajících roli v buněčných procesech replikace 

a zachováni stability fragilních míst DNA. Literární rešerše poskytuje souhrn dosavadních 

metod studia vzájemných interakcí nukleových kyselin s proteiny pomocí DNA a RNA afinitní 

chromatografie. Probrány jsou klíčové kroky konstrukce specifické afinitní matrice, 

experimentální přístupy samotného provedení DNA/RNA-afinitní chromatografie a také 

identifikace a kvantifikace specificky vázaných proteinů pomocí metod kvantitativní 
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proteomiky a hmotnostní spektrometrie. Součástí je také kapitola věnována replikačnímu stresu 

a fragilním místům DNA, která přibližuje problematiku poškození DNA a jejich opravných 

mechanizmů souvisejících s experimentální části práce. 

     V této práci byla aplikována metoda DNA-afinitní chromatografie v kombinaci 

s kvantitativní proteomikou a MS jako nástroj izolace a identifikace proteinů interagujících 

s fragilními místy DNA. Pro izolaci proteinů vázajících se k těmto místům byl navržen 

specifický DNA-afinitní ligand napodobující sekundární strukturu fragilního místa FRA16D a 

také kontrolní ligand se stabilní lineární strukturou. Oba ligandy byly modifikovány na 5´konci 

biotinem a následně imobilizovány k  magnetickým částicím pokrytým streptavidinem. S takto 

zhotovenými matricemi, specifickou a kontrolní, byla provedena DNA-afinitní chromatografie. 

K DNA afinitní purifikaci byly použity extrakty proteinů z jader pocházejících z buněk 

kultivovaných za normálních podmínek a z buněk vystavených replikačnímu stresu působením 

aphidicolinu. Kombinací DNA-afinitní chromatografie, metody relativní kvantifikace proteinů 

(izotopového značení proteinů v buňkách - SILAC) a MS byly identifikovány proteiny 

specificky vázané k  ligandu FRA16D-fragment za normálních kultivačních podmínek i po 

působení aphidicolinu. Identifikováno bylo několik nových kandidátních proteinů, ze kterých 

byl zvolen a detailně charakterizován XPC protein. Přínosem předkládané práce je nejen 

odhalení nové biologické funkce proteinu XPC během  replikačním stresu a v zachování 

stability fragilních míst, ale také unikátní přístup návrhu strukturně specifického ligandu 

FRA16D-fragment, který ve spojení s DNA-afinitní chromatografií a MS umožnil izolaci a 

následnou identifikaci zajímavých proteinů, jejichž role v zachování stability fragilních míst 

může být dále zkoumána pomocí molekulárně-biologických metod.   

Klíčová slova:   DNA-afinitní chromatografie, kvantitativní proteomika, hmotnostní   

                          spektrometrie, XPC protein, fragilní místa 

 

Počet stran:        92 

Počet příloh:      2 

Jazyk:                Český 
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DNA affinity chromatography is one of the methods used for study of nucleic acid-protein 

interactions. It is based on the affinity of the protein to the specific sequence of nucleotides or 

specific DNA structure. Immobilization of this specific sequence to the solid phase allows the 

construction of DNA affinity resin convenient for isolation of specific binding protein or whole 

proteome. DNA affinity chromatography in combination with quantitative proteomics and mass 

spectrometry (MS) is an efficient and sensitive tool for isolation and subsequent identification 

of DNA binding proteins. This thesis explores the usage of DNA affinity chromatography for 

isolation and identification of proteins with potential role in biological processes such a 

replication and maintenance of fragile sites. Survey of literature provides general knowledge of 

current methods for study of interactions of nucleic acids and proteins using DNA affinity 
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chromatography. Key parameters in the purification of DNA binding proteins such as 

construction of specific DNA affinity resin, experimental workflow of DNA affinity 

chromatography and subsequent methods for identification and quantification of DNA binding 

proteins by quantitative proteomics and mass spectrometry are described. The chapter about 

replication stress and fragile sites explains consequences of replication stress and DNA damage 

response pathways which are connected to the experimental part of the thesis.  

     In this thesis the DNA affinity chromatography in combination with quantitative proteomics 

and MS was used as a powerful tool for isolation and subsequent identification of proteins 

interacting with fragile sites. For the isolation of fragile sites’ binding proteins we designed a 

specific DNA affinity ligand mimicking a part of the secondary structure of the fragile site 

FRA16D and also a control ligand with stable linear structure. Both ligands were modified at 

the 5´end by biotin and immobilized to magnetic beads covered by streptavidin. These affinity 

resins, specific FRA16D-fragment and control, were used for DNA affinity chromatography. 

The extracts of nuclear proteins from cells cultivated under normal growth conditions and cells 

cultivated upon replication stress induced by aphidicolin were used for DNA affinity 

purification. DNA affinity chromatography coupled with a method of relative quantification of 

proteins (isotope labeling of proteins in cells - SILAC) and MS identified proteins specifically 

enriched at the FRA16D-fragment upon normal conditions and aphidicolin treatment. We 

identified several new protein candidates from which the XPC protein was chosen for further 

characterization.  

The importance of this thesis is not only in the evaluation of new biological role of XPC protein 

in replication stress and maintenance of fragile site stability , but also in the unique experimental 

design of the structural specific FRA16D-fragment ligand. In combination with DNA affinity 

chromatography and MS, it allows identification of interesting proteins, which role in 

maintenance of fragile sites could be further explored by methods of molecular biology.      

Keywords: DNA affinity chromatography, quantitative proteomics, mass spectrometry, XPC 

protein, common fragile sites  
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1. ÚVOD A CÍLE PRÁCE 
 

Vzájemné interakce nukleových kyselin s proteiny hrají významnou roli v řadě biologických 

procesů jako je transkripce, translace, replikace a regulace kontrolních a opravných 

mechanizmů DNA. Studium těchto interakcí tak umožnuje objasnit procesy podílející se na 

zachování stability genomu a přispět nejen k odhalení podstaty možného vzniku řady 

onemocnění, ale i způsobu možné terapie.    

     Zásadním procesem probíhajícím mezi dělícími se buňkami je přenos genetické informace 

replikací DNA. Replikace DNA je evolučně konservovaný dynamický proces zahrnující řadu 

kaskádovitých interakcí proteinů s DNA (Masai et al., 2010). Průběh replikace DNA podléhá 

různým vnitřním a vnějším vlivům, které mohou způsobit její zpomalení případně zastavení. 

Příčinou tohoto replikačního stresu (RS) může být deficit nukleotidů potřebných k syntéze 

DNA (Poli et al., 2012), nedostatek replikačních počátků (Cayrou et al., 2010) anebo působení 

chemických látek, které ovlivňují strukturu DNA případně aktivitu proteinů replisomu 

(Sanderson a Shield, 1996). Jednou z těchto látek je aphidicolin (APH), tetracyklinový 

diterpenoid izolovaný z houby Nigrospora sphaerica, který působí jako inhibitor DNA 

polymerázy α, β a δ, a tím ovlivňuje rychlost průběhu DNA replikace (Cheng a Kuchta, 1993). 

Jedná se také o látku indukující expresi většiny běžných fragilních míst (BFM)(Mrasek et al., 

2010).   

     BFM jsou specifické úseky genomu, u nichž působením RS dochází k deleci, translokaci a 

amplifikaci DNA (Arlt et al., 2006; Debatisse et al., 1998). Poškození v oblasti BFM je viditelné 

jako zlom nebo mezera přítomná na metafázních chromozomech (Glover et al., 1984). 

Strukturní analýza BFM odhalila, že se jedná o dlouhé oblasti genomu bohaté na báze adenin a 

thymin, a také oblasti chudé na replikační počátky (Becker et al., 2002; Letessier et al., 2011). 

Působením inhibitoru DNA polymerázy, aphidicolinu, v koncentracích jež způsobuje 

zpomalení replikační vidličky, dochází v těchto místech k tvorbě stabilních sekundárních 

struktur, které jsou těžce replikovatelné a náchylné k poškození (Schwartz et al., 2006; Zhang 

a Freudenreich, 2007). Dosavadní metody sloužící k identifikaci proteinů podílejících se na 

zachování stability BFM byly většinou založeny na uměle vytvořeném deficitu sledovaného 

proteinu a následné detekci počtu zlomů a mezer na metafázních chromozomech bez i s indukcí 

RS pomocí APH (Pirzio et al., 2008). Metoda DNA-afinitní chromatografie v kombinaci 

s kvantitativní proteomikou a MS jako nástroj izolace a identifikace proteinů vázajících se 

k fragilním místům nebyla dosud provedena.  



11 
 

     DNA/RNA-afinitní chromatografie (NK-afinitní chromatografie) je principiálně založena 

na afinitě vazebného místa proteinu ke konkrétní nukleotidové sekvenci anebo struktuře 

nukleové kyseliny. Vhodným způsobem ukotvení této sekvence k pevnému nosiči lze 

zkonstruovat afinitní matrici a získat tak účinný nástroj k izolaci konkrétního proteinu případně 

celého proteomu (Gadgil et al., 2001). Ve spojení s metodami kvantitativní proteomiky a 

hmotnostní spektrometrie představuje NK-afinitní chromatografie dostatečně účinnou a 

citlivou metodou pro izolaci a následnou identifikaci DNA/RNA vazebných proteinů (Butter et 

al., 2009; Mittler et al., 2009; Scheibe et al., 2013a). 

 

Cíle této disertační práce: 

 Zpracování literární rešerše zadané tématiky a její shrnutí ve formě přehledového 

článku 

 Zavedení metody DNA-afinitní chromatografie pro izolaci proteinů interagujících 

s fragilním místem FRA16D.  

 Identifikace a kvantifikace FRA16D vazebných proteinů kombinací metod 

kvantitativní proteomiky a MS  

 Ověření biologické role FRA16D-fragment vazebných proteinů v zachování stability 

fragilních míst pomocí molekulárně-biologických metod.  
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2. INTERAKCE NUKLEOVÝCH KYSELIN S PROTEINY 
 

Interakce nukleových kyselin (NK) s proteiny jsou založeny na vzájemné afinitě vazebných 

domén proteinu a specifické sekvence případně struktury NK. Tyto vazby umožnují regulaci 

životně důležitých procesů a jejich kaskádovité interakce jsou podstatou zachování integrity 

genomu. 

     Základní stavební jednotkou DNA je nukleotid složený z báze, monosacharidu 

2- deoxyribózy a fosfátové skupiny. Jednotlivé nukleotidy jsou navzájem spojeny 

fosfodiesterovou vazbou vznikající mezi 5´uhlíkem 2-deoxyribózy jednoho nukleotidu a 

3´uhlíkem 2-deoxyribózy sousedního nukleotidu, čímž vzniká polynukleotidové vlákno ve 

směru 5´-3´. DNA je složena ze dvou antiparalelních vláken spojených na základě 

komplementarity bází adenin-thymin a cytozin-guanin vodíkovými můstky. Strukturně se jedná 

o dvoušroubovici α-helix. DNA je v eukaryotické buňce součástí chromatinu. Chromatin je 

tvořen strukturními proteiny (histony), kolem nichž je DNA obtočena a tvoří tak vysoce 

kompaktní a organizovanou strukturu chromozomů. DNA a histony jsou spolu spojeny na 

základě nekovalentních vazeb mezi pozitivně nabitými postranními řetězci aminokyselin 

histonů a negativně nabitou fosfátovou skupinou DNA řetězce (Travers a Drew, 1997). Různé 

posttranslační modifikace (acetylace, metylace, fosforylace) těchto aminokyselin naruší vazby 

histonu k DNA molekule, a tím je DNA zpřístupněna regulaci genové exprese 

(Khorasanizadeh, 2004). Studium struktury chromatinu, jeho organizace stejně jako 

vzájemných interakcí nukleových kyselin s proteiny umožnuje objasnit významné biologické 

procesy jako je transkripce, replikace a oprava poškozené DNA. 

    Transkripce je hlavním mechanismem exprese genetické informace, která probíhá ve všech 

živých buňkách součinností transkripčních faktorů (TF). Přenos genetické informace, která má 

být transkribována je mezi buňkami zprostředkován procesem replikace DNA. Základním 

požadavkem pro průběh těchto mechanizmů je rozpoznání místa, které má být 

transkribováno/replikováno. Vzájemnými interakcemi proteinů se specifickými DNA 

sekvencemi dochází k tvorbě aktivačních komplexů, které tak označují možný začátek 

transkripce/replikace.  

     V případě transkripce je to řada TF, které tvoří komplex v místě promotoru a označují místo 

pro vazbu RNA polymerázy. RNA polymeráza se podílí na rozvolnění DNA řetězce, vazbě 

k promotoru a zahájení transkripce, prodlužování mRNA dle DNA templátu a odstranění chyb 
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ve vznikajícím transkriptu. Všechny tyto procesy jsou regulovány vzájemnými interakcemi s 

dalšími TF, které označují samotné místo promotoru anebo regulují aktivaci případně potlačení 

transkripce vazbou k tzv. regulačním oblastem (Hantsche a Cramer, 2016).    

     Stejně jako zahájení transkripce, tak i iniciace DNA replikace je umožněna tvorbou 

iniciačních komplexů v oblastech replikačních počátků, které mění konfiguraci chromatinu a 

označují počátek replikace. Vzájemnou interakcí těchto regulačních proteinů s DNA helikázou 

dochází k rozvolnění DNA řetězce, tvorbě replisomu a syntéze nového řetězce DNA pomocí 

DNA polymerázy. Také DNA replikace je regulována řadou mechanizmů, vzájemných 

interakcí proteinů s DNA, které ovlivňují její správný průběh a bezchybný přepis genetické 

informace (Masai et al., 2010). V případě, že dojde k poruše v některém z těchto regulačních 

mechanizmů a chybám nebo poškození v DNA dochází k zastavení replikační vidličky a 

zahájení opravných mechanismů. Vznikající chyby mohou být opraveny a dochází k restartu 

DNA replikace, v opačném případě je zastaven buněčný cyklu případně spuštěna apoptóza 

(Lukas et al., 2004; Paulsen a Cimprich, 2007; Sørensen et al., 2005). 

 

2.1   Vazebné motivy proteinů interagujících s nukleovými kyselinami 
 

DNA vazebné proteiny obsahují jednu nebo i více vazebných domén, které slouží nejen 

k  interakci s DNA, ale také pro vazbu k dalším interakčním partnerům. Tyto domény se liší 

specifickými vazebnými motivy, které zprostředkovávají vazbu k DNA. Většina těchto motivů 

obsahuje α-helix strukturu, která slouží k vazbě velkého žlábku dvoušroubovice DNA a k 

rozpoznání specifických párů bází. Struktura β-skládaného listu umožnuje nespecifickou 

vodíkovou vazbu mezi amidovými skupinami peptidů s fosfáty DNA v oblasti malého žlábku. 

K nejběžnějším vazebným motivům patří motiv zinkového prstu, leucinový zip, helix-otočka-

helix a helix-smyčka-helix.  

     Motiv zinkového prstu je tvořen jedním α-helixem a jedním β-skládaným listem, které jsou 

spojeny a stabilizovány různými počty zinečnatých iontů. Základní struktura je tvořena dvěma 

cysteiny oddělenými několika aminokyselinami, následuje delší řetězec aminokyselin a dva 

histidiny opět oddělené aminokyselinami. Tento základní motiv je označován Cys2His2. 

Histidiny a cystein vážící zinečnaté ionty tak tvoří zinkový motiv, zatím co ostatní 

aminokyseliny slouží k rozpoznání specifické sekvence DNA. Byla identifikována řada variant 

tohoto motivu lišící se především počtem cysteinů a histidinů jako Cys3His2, Cys3His a Cys4. 
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Většina proteinů obsahující tento motiv jsou transkripční faktory (Berg a Godwin, 1997; Laity 

et al., 2001).  

     Motiv leucinového zipu je tvořen dvěma α-helixy bohatými na leucin. Každý z α-helixů 

tvoří jeden monomer obsahující část tvořenou leuciny a vazebnou část obsahující ostatní 

aminokyseliny rozpoznávající specifické DNA sekvence. α-helixy jsou spojeny hydrofobní 

vazbou v leucinové oblasti. V případě, že vazebný motiv obou α-helixů rozpoznává stejnou 

DNA sekvenci, přítomnou ve velkém žlábku DNA, jedná se o homodimer. V případě 

rozdílných vazebných motivů rozpoznávajících dvě různé DNA sekvence mluvíme o 

heterodimeru (Alber, 1992) 

     Motiv helix-smyčka-helix je tvořen jedním delším a jedním kratším α-helixem, které jsou 

spojené smyčkou. Vazba k DNA je ve formě dimeru, tudíž jedna část slouží k dimerizaci a 

druhá k rozpoznání specifické DNA sekvence (Garrell a Campuzano, 1991). 

     Helix-otočka-helix motiv je tvořen dvěma α-helixy spojenými aminokyselinovým řetězcem 

do fixního úhlu. Jeden z helixů se váže k DNA a druhý kolmo k němu rozpoznává specifickou 

nukleotidovou sekvenci ve velkém žlábku nukleové kyseliny (Harrison a Aggarwal, 1990).  

     Rozhodujícími faktory pro vzájemnou interakci proteinů s konkrétní sekvencí DNA je 

charakter vazebného motivu proteinu a struktura nukleové kyseliny, která je ovlivněna sekvencí 

nukleotidů, prostředím a interakcemi s dalšími molekulami. Specifické vazby regulačních 

proteinů vznikají interakcí jejich vazebných domén s bázemi DNA v oblastech velkého žlábku 

a v menší míře v žlábku malém. Specifita vazby spočívá zejména ve schopnosti motivu 

rozpoznat sekvenci konkrétních párů bází, které poskytují zcela unikátní možnost vazby 

regulačního proteinu (Privalov et al., 2007; Rohs et al., 2010). 

      Vzájemné interakce RNA vazebných proteinů a RNA jsou ve srovnání s DNA vazebnými 

motivy méně objasněny a to jak z důvodu vysoké strukturní flexibility jednovláknových RNA 

molekul, tak i variabilitě vazebných domén RNA vazebných proteinů. Zatím co DNA vazebné 

proteiny rozpoznávají svými doménami konkrétní specifickou DNA sekvenci, RNA vazebné 

proteiny mohou svými doménami specificky rozpoznávat i několik sekvencí RNA (Murn et al., 

2016). O vazbě RNA vazebného proteinu často rozhoduje nejen sekvence RNA molekuly, ale 

také vzájemná konformace vazebné domény a RNA (Duss et al., 2014). Některé vazby proteinů 

k RNA jsou založeny na rozpoznání specifické struktury nikoliv sekvence (Vasilyev et al., 

2015). Vazebná afinita RNA vazebných proteinů je podstatně nižší, v některých případech 

zesílena přítomností více vazebných domén (Shamoo et al., 1994).  
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3. AFINITNÍ CHROMATOGRAFIE VE STUDIU INTERAKCE 

NUKLEOVÝCH KYSELIN S PROTEINY 
 

Jeden ze způsobů izolace DNA a RNA vazebných proteinů je afinitní chromatografie. Tato 

metoda je založena na principu afinity proteinu k specifické sekvenci případně struktuře 

nukleové kyseliny, která je imobilizována k pevné matrici. Pro správné provedení NK-afinitní 

chromatografie je zásadním krokem volba specifického DNA/RNA ligandu a konstrukce 

afinitní matrice vhodné k izolaci proteinu případně celého proteomu z komplexní proteinové 

směsi. Dále pak volba elučních podmínek a finální zpracování vzorku pro následnou analýzu 

pomocí MS.  

     Každý z uvedených kroků NK-afinitní purifikace prošel postupným vývojem, jehož cílem 

bylo zvýšit specifitu izolace a citlivost identifikace proteinů a tím zvýšit aplikovatelnost metody 

v praxi. Zásadního rozmachu dosáhla NK-afinitní chromatografie především díky zdokonalení 

metod MS, které se zvýšením citlivosti detekce proteinů umožnují nejen identifikaci minoritně 

zastoupených proteinů, ale v kombinaci s vhodně zvolenými přístupy kvantitativní proteomiky 

také jejich kvantifikaci a určení specifity vazby.  

 

3.1  Konstrukce DNA/RNA afinitní matrice 

 
Nejdůležitějšími částmi pro konstrukci DNA afinitní matrice je volba a návrh specifického 

afinitního ligandu, jeho syntéza a imobilizace k vhodně zvolené matrici. Prováděny jsou DNA-

afinitní chromatografie jak na krátkých a sekvenčně specifických oligonukleotidech, tak i na 

dlouhých strukturně specifických řetězcích DNA. Návrh a volba ligandu závisí na výsledku, 

který od metody očekáváme. Při izolaci konkrétního proteinu např. TF může být volen kratší 

sekvenčně specifický ligand, ke kterému má daný protein afinitu. Řada proteinů interaguje 

s DNA na základě kaskádovité vazby dalších proteinů k vzdálenějším regulačním oblastem 

DNA, a proto je k izolaci celého proteinového komplexu vhodné zvolit jako ligand delší úsek 

DNA (Babayeva et al., 2012; Jiang et al., 2006; Mittler et al., 2009). Během různých buněčných 

procesů jako je replikace, transkripce, rekombinace, ale také působením vnějších vlivů dochází 

k strukturálním změnám v řetězci DNA. Volbou strukturně specifických ligandů, tak získáme 

nástroj izolace proteinů hrajících roli v regulaci těchto fyziologických procesů (Fishel et al., 

1988; Gao et al., 2015). 
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     Izolace konkrétního RNA vazebného proteinu „in vitro“ pomocí sekvenčně specifické RNA 

je oproti izolaci DNA vazebných proteinů prováděna v menší míře. Úskalím je především volba 

specifického RNA ligandu, jelikož RNA molekuly mohou zaujímat různé konformace 

ovlivněné vazbou dalších proteinů a také nízká afinita RNA vazebných proteinů. Jako RNA 

ligandy jsou proto voleny dlouhé oligonukleotidy umožňující vazbu všech interakčních 

partnerů a schopné zaujmout potřebnou sekundární strukturu (Harris et al., 2006; Kar et al., 

2011; Ward et al., 2011). 

  

3.1.1  Návrh a volba DNA/RNA ligandu 

 

Charakteristickými vlastnostmi jednotlivých ligandů jsou specifická sekvence, délka a 

struktura. 

     Specifické DNA-afinitní ligandy mohou být navrhovány na základě již známé informace o 

sekvenci, kterou studovaný protein rozpoznává. Tyto sekvence lze zjistit například metodami 

DNase footprintingu anebo gelovou retardační analýzou. DNase footprinting je metoda, která 

umožňuje určit specifické vazebné místo proteinu v DNA sekvenci a to na základě vzniku úseku 

neštěpitelného enzymem DNázou, který je blokován právě navázaným proteinem. Toto místo 

je identifikováno jako chybějící úsek při elektroforetickém dělení enzymaticky štěpených 

fragmentů DNA (Hampshire et al., 2007). Gelová retardační analýza také známá pod zkratkou 

EMSA (z angl. Electrophoretic mobility shift assay) potvrzuje vazbu proteinu k specifické 

sekvenci na základě zpomalení elektroforetické mobility oligonukleotidu s vázaným proteinem 

oproti samotnému DNA řetězci tzv. shift. V případě, že potvrzujeme vazbu známého proteinu 

k určité DNA sekvenci lze použít specifickou protilátku a detekovat tzv. supershift, zpomalení 

komplexu protilátka-protein-DNA oproti volnému DNA řetězci (Ahmad a Lingrel, 2005). 

Dalším způsobem určení specifického vazebného místa proteinu je in silico predikce DNA-

ligandu s použitím bioinformatických nástrojů zpracovávajících informace o proteinech a jejich 

vazebných motivech dostupných v různých databázích (Matys et al., 2003; Teixeira et al., 2006; 

Tjong a Zhou, 2007)    

     Kromě sekvenčně specifických ligandů lze pro afinitní purifikaci použít i ligandy strukturně 

specifické. Řada proteinů rozpoznává charakteristické sekundární struktury nukleových kyselin 

jako je Z-DNA, G-kvadruplexy, vnitřní smyčky a vlásenky. Z-DNA struktura je levotočivá 

dvoušroubovice DNA vznikající z klasické pravotočivé B-DNA. Biologická role této struktury 

je spojována především s procesem DNA rekombinace a jako specifický ligand byla použita 
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právě pro izolaci proteinů podílejících se na rekombinaci (Fishel et al., 1988). G-kvadruplexy 

jsou sekundární struktury vyskytující se na DNA i RNA v oblastech bohatých na bázi guanin. 

Nejčastěji se jedná o promotorové oblasti genů a telomerické oblasti chromozomů a hrají tedy 

významnou roli v transkripci a regulaci telomer. G4-kvadruplex byl použit jako specifický 

ligand pro izolaci proteinů z buněčného lyzátu kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Ve spojení 

s hmotnostní spektrometrií byl identifikován již známý G4-kvadruplex vazebný protein G4p1 

a nový G4 vazebný protein Sub1, regulátor transkripce, jehož specifita vazby ke G4-

kvadruplexu byla zpětně potvrzena pomocí molekulárně-biologických metod (Gao et al., 2015).   

     Dalším parametrem, který je třeba zvážit je délka ligandu. V počátcích DNA-afinitní 

chromatografie byly jako DNA-ligandy voleny krátké sekvenčně specifické oligonukleotidy 

sloužící především k izolaci konkrétního transkripčního faktoru (TF), který byl dále 

charakterizován pomocí biochemických metod (Kadonaga a Tjian, 1986). Důležité bylo 

dostatečné množství TF ve vstupním materiálu, tak aby byla afinitní purifikace a obohacení 

proteinu na matrici dostačující. Vzhledem k tomu, že proteiny během interakce s DNA 

vzájemně kooperují, volba delších DNA ligandů usnadňuje požadovanou protein-DNA 

interakci a na afinitním ligandu dochází k bohacení celého interakčního komplexu (Mittler et 

al., 2009).  

     Jak již bylo zmíněno, pro aplikaci RNA-afinitní chromatografie jsou voleny dlouhé RNA 

ligandy. Tyto specifické ligandy jsou produkovány zejména in vitro anebo in vivo transkripcí. 

Během syntézy RNA ligandu lze do vznikajícího řetězce inkorporovat afinitní značku 

umožňující následnou imobilizaci k matrici případně afinitní purifikaci RNA ligandu 

z buněčného lyzátu. Inkorporovat lze značený ribonukleotidfosfát umožňující imobilizaci k 

částicím pokrytým streptavidinem (Goraczniak a Gunderson, 2008). Dalším způsobem je  

biotinylace vzniklého řetězce na 3´konci (Paingankar a Arankalle, 2015) anebo vložení 

specifického RNA aptameru s afinitou k streptavidinu nebo sephadexu. RNA aptamery jsou 

sekvence RNA, které rozpoznávají malé molekuly s dostatečnou selektivitou a specifitou. Tyto 

specifické aptamery lze získat metodou systematického vývoje ligandů na základě 

exponenciálního růstu (SELEX z angl. Systematic Evolution of Ligands by Exponential 

enrichment). Zjednodušeně se jedná o inkubaci proteinu/ligandu s knihovnou RNA 

oligonukleotidů a separaci komplexu RNA-protein/ligand s nejpevnější vazbou. Tento proces 

probíhá v několika cyklech, než dojde k izolaci RNA sekvence, k níž má daný protein/ligand 

největší afinitu (Tuerk a Gold, 1990; Walker et al., 2008). 
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     K správnému odlišení specifických NK-vazebných proteinů od proteinů vázaných 

nespecificky ať už k matrici nebo nukleové kyselině je třeba navrhnout kontrolní ligand. 

Vzájemným porovnáním proteinů identifikovaných na specifické NK-afinitní a kontrolní 

matrici pak získáme proteiny obohacené na specifickém NK ligandu. Jako kontrolní ligandy se 

často volí sekvence, které obsahují mutované nebo jinak pozměněné vazebné místo 

rozpoznávané cílovým proteinem/proteiny (Himeda et al., 2004; Meng et al., 2006; Ranish et 

al., 2003). V případě identifikace proteinů rozpoznávajících  specifické struktury NK je volen 

kontrolní ligand se zcela odlišnou většinou lineární strukturou (Gao et al., 2015). 

     V současné době a to především díky rozvoji metod kvantitativní proteomiky a MS jsou 

NK-afinitní chromatografie aplikovány jako nástroj izolace DNA/RNA vazebných proteinů v 

rámci necílených proteomických skríningů. Tyto skríningy jsou zaměřeny především na hledání 

nových proteinů vážících se k specifické sekvenci nebo struktuře nukleové kyseliny za 

přirozených podmínek případně jako odpověď na působení různých vnitřních a vnějších vlivů 

(Butter et al., 2009; Mittler et al., 2009; Ranish et al., 2003; Scheibe et al., 2013a). 

 

3.1.2 Imobilizace DNA/RNA ligandu k pevné fázi 

 

Dalším krokem konstrukce afinitní matrice je volba vhodné pevné fáze. Obecné požadavky 

kladené na pevnou fázi jsou dostatečná mechanická odolnost, stabilita a co nejmenší náchylnost 

k nespecifické adsorpci proteinů. Jednotlivé částice fáze by měli mít uniformní velikost a 

poskytovat dostatečně velký povrch vhodný ke kvantitativní imobilizaci ligandů.  

     První pevné fáze používané v DNA-afinitní chromatografii byly celulóza a sefaróza (Alberts 

et al., 1968; Gadgil a Jarrett, 1999). Obě tyto matrice ne zcela odpovídají hlavním požadavkům 

kladeným na vhodnou afinitní matrici. Celulóza se vyznačuje vysokou nespecifickou adsorpcí 

proteinů a mechanickou nestabilitou. Sefaróza je vhodnější z hlediska nízké nespecifické 

adsorpce proteinů, ale jako matrice vykazuje stejnou nestabilitu jako celulóza. Jako vhodnější 

fáze z hlediska uniformity povrchu, stability a nízké nespecifické adsorpce byly používány 

částice pokryté porézním křemenem a latexové částice (Goss et al., 1990; Inomata et al., 1994). 

Přelomovým materiálem v oblasti imobilizace DNA ligandu jsou magnetické mikročástice. 

Magnetické mikročástice mají ve srovnání s chromatografickými kolonami řadu výhod jako je 

rychlá a snadná imobilizace DNA ligandu, jednoduchá manipulovatelnost a možnost provedení 
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DNA-afinitní chromatografie s použitím malých promývacích a elučních objemů (Lu et al., 

2011; Mittler et al., 2009; Samuel et al., 2005; Tacheny et al., 2012). 

     Při volbě pevné fáze pro imobilizaci DNA-ligandu je třeba zvažovat také způsob samotné 

imobilizace. Od počátku DNA-afinitní chromatografie až do současnosti bylo použito několik 

technik imobilizace DNA ligandu. První DNA imobilizace byly založeny na nekovalentním 

charakteru vazby mezi DNA řetězcem a matricí (Litman, 1968; Rutberg a Ronai, 1992) nebo 

na zachycení DNA oligonukleotidu do polyakrylamidového gelu (Cavalieri a Carroll, 1970). 

Mnohem rozšířenějším způsobem se stala kovalentní imobilizace DNA ligandu, kdy byla 

chemickou reakcí aktivována funkční skupina povrchu pevné fáze a až poté provedena vazba 

DNA-ligandu (Kadonaga a Tjian, 1986). Dalším používaným způsobem je metoda tzv. DNA 

trappingu, která byla použita k izolaci proteinů interagujících s promotorovou oblastí genu. 

Podstata metody spočívá v tom, že nejprve dochází k inkubaci DNA ligandu s proteinovým 

lyzátem a až poté k jeho zachycení na matrici a to na základě komplementarity vazby mezi 

DNA ligandem značeným poly(T)oligonukleotidem a matricí pokrytou 

poly(A)oligonukleotidem (Jiang et al., 2006) anebo přímou vazbou neznačeného DNA ligandu 

s vázanými proteiny na aktivovanou hydrazidovou agarózu (Jia a Jarrett, 2015). V současné 

době je imobilizace DNA ligandů prováděna především pomocí biospecifické vazby 

streptavidin-biotin. DNA ligand je již během své syntézy modifikován biotinem, což umožnuje 

jeho následnou vazbu k  magnetickým částicím pokrytým streptavidinem (Lu et al., 2011; 

Samuel et al., 2005; Tacheny et al., 2012).  

     Imobilizace RNA ligandu je zcela obdobná metodám imobilizace DNA ligandů. Patří sem 

způsob chemické vazby ligandu k matrici (Talukdar et al., 2011; Ward et al., 2011). Imobilizace 

pomocí RNA trappingu (Bose et al., 2006) a imobilizace na základě biospecifické vazby biotin-

streptavidin (Blackwell et al., 2012; Goraczniak a Gunderson, 2008; Harris et al., 2006; Kar et 

al., 2011; Paingankar a Arankalle, 2015).   

 

3.2  In vitro izolace DNA a RNA vazebných proteinů  

 

Z hlediska způsobu provedení můžeme NK-afinitní chromatografii rozdělit na in vitro a in vivo. 

Rozdíl těchto metod je v prostředí, ve kterém dochází k vzájemné interakci NK s proteiny. 

Zatím co v in vitro provedení je DNA/RNA ligand pevně vázán k matrici, kde také probíhá 

vzájemná interakce s proteiny, při in vivo provedení je vznikající komplex NK a proteinů 
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stabilizován pomocí činidel umožňujících provázání nukleové kyseliny a proteinů tzv. kroslink 

např. formaldehydem. Následuje lyze buněk a komplex NK s proteiny je purifikován pomocí 

specifické afinitní matrice.  

     Použití DNA-afinitní chromatografie in vitro je založeno na vazbě specifické nukleotidové 

sekvence anebo struktury k  matrici a následné izolaci DNA vazebných proteinů. Nejčastěji je 

metoda využívaná k izolaci transkripčních faktorů, které se podílejí na regulaci genové exprese. 

Jako specifické DNA ligandy jsou voleny sekvence regulačních a promotorových oblastí, DNA 

sekvence obsahující jednobodové mutace nebo sekvence telomer (Ahmad a Lingrel, 2005; 

Butter et al., 2012; Casas-Vila et al., 2015; Makowski et al., 2016; Reed et al., 2008). Proteiny 

rozpoznávající posttranslační modifikace (PTM) DNA jako je 5-methylace 

cytozinu dinukleotidu CpG anebo proteiny interagující s oxidovanými formami 5-methyl 

cytozinu byly identifikovány na základě DNA afinitní purifikace s použitím DNA ligandů 

obsahujících 5-methyl cytozin a hydroxymetyl cytozin (Bartels et al., 2011; Spruijt et al., 2013).    

     Interakce proteinů s DNA jsou ovlivněny konfigurací chromatinu, a proto jsou v popředí 

zájmu také interakce proteinů s histony případně nukleozomy. Pomocí afinitní chromatografie 

na specifickém peptidu histonu (modifikovaného metylací lyzinu) byly izolovány proteiny 

rozpoznávající PTM histonu H3 a regulují transkripci genů (Vermeulen et al., 2010). Stejně tak 

afinitní matricí s ligandem tvořeným nukleozomem s metylovanou DNA případně 

metylovaným histonem byla umožněna identifikace proteinů podílející se na konfiguraci 

chromatinu a také sledování dynamiky vazby těchto proteinů v závislosti na konkrétní PTM 

(Bartke et al., 2010).  V oblastech bohatých na bázi guanin (oblast promotoru genu případně 

telomerické oblasti) dochází k tvorbě sekundárních struktur tzv. G-kvadruplexů. Volbou 

strukturně specifického DNA ligandu tak můžeme izolovat významné TF (Gao et al., 2015). 

Schématické znázornění jednotlivých variant „In vitro“ afinitní purifikace DNA vazebných 

proteinů Obr. č. 1. 

     Samotný průběh DNA-afinitní purifikace zahrnuje několik důležitých kroků jako je příprava 

vzorku, inkubace afinitní matrice se vzorkem, promývání matrice, eluci DNA vazebných 

proteinů a přípravu eluátu pro následnou MS analýzu. Popisný přehled těchto klíčových bodů 

je součástí referátu Příloha I. 
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Obr. č. 1: Schématické znázornění jednotlivých způsobů provedení „In vitro“ afinitní 

purifikace a následné identifikace DNA vazebných proteinů. A) Jaderné proteiny jsou 

inkubovány s DNA afinitním ligandem představujícím specifickou sekvenci vazebného místa 

cílových proteinů, sekvencí obsahující PTM anebo jednobodovou mutaci. B) Jaderné proteiny 

jsou inkubovány s DNA afinitním ligandem tvořeným nukleozomem s posttranslačně 

modifikovanou DNA anebo histonem. C) Jaderné proteiny jsou inkubovány se strukturně 

specifickou DNA. Proteiny obohacené na specifické a kontrolní matrici jsou eluovány a poté 

identifikovány pomocí MS. V případě použití proteomické metody relativní kvantifikace mohou 

být eluáty se specifické a kontrolní matrice smíchány 1:1 a podrobeny společné analýze viz 

kapitola 3.4. Obrázek upraven dle Wierer and Mann, 2016. 

 

     Limitací metody in vitro DNA-afinitní chromatografie je právě samotný fakt, že interakce 

proteinů s DNA probíhají mimo fyziologické prostředí buňky. Důležité je pečlivě zvážit a 

navrhnout specifický DNA ligand a to na základě předem známé informace o specifické 

vazebné sekvenci (izolace TF). V případě proteinů rozpoznávajících specifickou strukturu je 

třeba navrhnout DNA ligand se strukturou, která zůstane zachována během provedení DNA-

afinitní chromatografie. I přesto DNA ligandy poskytují pouze možnou vazebnou sekvenci a 

samotná vazba proteinu je ovlivněna experimentálními podmínkami DNA-afinitní 

chromatografie. Řada interakcí závisí na vazbě dalších proteinů, které například regulují 
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strukturu DNA a stabilizují tak vznikající komplexy DNA s proteiny (Jagelská et al., 2008; Saiz 

a Vilar, 2006). Dalším limitujícím bodem in vitro provedení DNA-afinitní chromatografie je 

promývání matrice nespecificky vázaných proteinů, kdy může docházet k odstranění proteinů 

vázajících se specificky, ale s nízkou afinitou.  

     RNA-afinitní chromatografie slouží ve většině případů k izolaci celého proteinového 

komplexu, který interaguje se sekvenčně a strukturně specifickou RNA. Metoda byla 

aplikována například při studiu proteinů alternativního sestřihu primárního transkriptu RNA 

(Kar et al., 2011). Jako RNA afinitní ligand lze také zvolit specifickou sekvenci virového RNA 

řetězce a izolovat proteiny umožňující jeho replikaci v hostitelské buňce (Harris et al., 2006; 

Ward et al., 2011). Pomocí RNA ligandu, který odpovídá transkriptu telomerové DNA vázající 

se k oblasti telomer a regulující kondenzaci chromatinu, byly izolovány proteiny ovlivňující 

množství a lokalizaci tohoto transkriptu v místě telomer (López de Silanes et al., 2010; Scheibe 

et al., 2013a).  

     Samotný průběh RNA-afinitní chromatografie zahrnuje stejné kroky jako aplikace DNA-

afinitní chromatografie. Připravená afinitní matrice může být před afinitní purifikaci blokovaná 

pomocí BSA případně nespecifické RNA, čímž lze snížit možnost nespecifické adsorpce 

proteinů (Goraczniak and Gunderson, 2008). Stejně tak komplexnost vstupního materiálu 

(extrakt jaderných nebo cytoplazmatickými proteinů) může být snížena frakcionací. Vhodnost 

konkrétní frakce pro RNA-afinitní chromatografii tzn. potvrzení vazebné aktivity známých 

proteinů k RNA ligandu lze prověřit pomocí UV zářením vyvolaného svázání RNA s proteiny 

příslušné frakce „kroslinku“ anebo gelovou retardační analýzou. Metoda UV kroslinku je 

založena na principu provázání RNA s proteiny, které se nacházejí v její bezprostřední blízkosti 

působením UV záření. Přidáním RNázy dojde ke vzniku komplexu malých úseků RNA a 

proteinů. Tyto komplexy lze podrobit elektroforetické separaci a následné detekci proteinu 

western blotem (Bose et al., 2006).  

     K snížení nespecifických vazeb mohou být do vazebného pufru přidány také kompetitory, 

molekuly RNA, které vyváží RNA proteiny s potenciální vazbou k jakékoliv RNA sekvenci 

(Harris et al., 2006a). Eluce RNA vazebných proteinů může být provedena klasickými způsoby 

jako je volba systému pufrů se zvyšující se koncentrací solí, detergenty anebo přímo pomocí 

vzorkovacího pufru pro elektroforetické dělení. RNA ligandy obsahující aptamery s afinitou 

k streptavidinem pokrytým částicím lze eluovat přídavkem biotinu (Srisawat a Engelke, 2001).  
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3.3  In vivo izolace DNA a RNA vazebných proteinů  

 

Nedostatky in vitro DNA-afinitní chromatografie jsou eliminovány metodami chromatinové 

precipitace. Během těchto metod dochází k in vivo interakci proteinů s chromatinem a až poté 

je vznikající komplex chromatinu a proteinů izolován afinitní purifikací. Cílem chromatinové 

precipitace může být identifikace specifické sekvence, kterou konkrétní DNA vazebný protein 

rozpoznává anebo identifikace interakčních partnerů daného proteinu vázaných v stejné oblasti 

chromatinu. Identifikace interakčních partnerů proteinů in vivo umožňuje získat představu o 

reálných interakcích proteinu s DNA v konkrétním čase a zachytit tak celý proteom podílející 

se na určitém buněčném procesu.  

     K identifikaci specifické sekvence vázané konkrétním proteinem slouží metody 

chromatinové imunoprecipitace (ChIP), které ve spojení s metodami sekvenace 

pomocí  mikročipů (ChIP-chip) nebo s metodami tzv. nové generace sekvenování (ChIP-seq) 

určí specifické vazebné místo proteinu. Princip těchto metod spočívá v afinitní purifikaci 

komplexu konkrétního proteinu a DNA pomocí specifické protilátky, amplifikaci DNA a její 

sekvenaci (Mundade et al., 2014).  

     Chromatinové precipitace ve spojení s hmotnostní spektrometrií (ChIP-MS) 

umožnují identifikaci proteinových komplexů interagujících se specifickými oblastmi 

chromatinu případně identifikaci interakčních partnerů konkrétního proteinu na neurčitém 

úseku DNA. Cílové molekuly, jejichž interakční partneři mají být identifikováni pomocí ChIP-

MS, mohou být představovány endogenními proteiny případně rekombinantními proteiny s 

příslušnou značkou sloužící k jejich afinitní purifikaci (Lambert et al., 2009).  Dále se může 

jednat o úseky chromatinu, které obsahují určitou posttranslační modifikaci histonů (Ji et al., 

2015) anebo jiné endogenní nebo vnesené úseky DNA/RNA molekuly (Byrum et al., 2013; Chu 

et al., 2011). Schématické znázornění jednotlivých variant provedení „in vivo“ chromatinové 

precipitace Obr. č. 2. 

     Obecný postup provedení ChIP-MS metody lze rozdělit na dva základní kroky. První krok 

spočívá ve fixaci buněk formaldehydem a tím provázání vazby proteinů a chromatinu. 

Z buněčných lyzátů je získán chromatin, který je následně podroben sonikaci případně štěpení 

nukleázami. V druhém kroku dochází k afinitní purifikaci fragmentovaných úseků chromatinu 

pomocí specifické afinitní matrice. Eluce proteinů z afinitní matrice může být provedena 

enzymatickým štěpením v specifické oblasti ligandu anebo tryptickým štěpením proteinů přímo 
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na matrici (Tsai et al., 2011). Další možností je povaření matrice ve vzorkovacím pufru pro 

SDS-PAGE (Scheibe et al., 2013) anebo vytěsnění ligandu ze streptavidinem pokryté matrice 

pomocí biotinu (Butter et al., 2012). Získaná směs proteinů/peptidů je dále zpracována a 

připravena k identifikaci pomocí MS.  

     Metody ChIP-MS se liší zejména ve způsobu izolace proteinových komplexů. Jednou 

z možností izolace komplexu chromatinu s proteiny je pomocí specifické protilátky proti 

endogennímu proteinu imobilizované na afinitní matrici (Lambert et al., 2009) Aplikován je 

také postup ChIP-MS, kdy je obohacení komplexu chromatinu a proteinů na matrici založeno 

na biospecifické vazbě biotinylovaného proteinu a streptavidinem pokryté matrice (Wang et al., 

2013). Dalším způsobem je afinitní purifikace pomocí komplementárního (antisense) řetězce 

(Chu et al., 2011; Déjardin a Kingston, 2009) anebo pomocí značených proteinů, které „in vivo“ 

rozpoznávají cílovou sekvenci DNA (Byrum et al., 2013). 

 

 

 

Obr. č. 2: Schématické znázornění jednotlivých způsobů „in vivo“ afinitní 

purifikace. A) Izolace interakčních partnerů konkrétního proteinu (např. TF) pomocí 

specifické protilátky proti proteinu nebo jeho značce, případně purifikace pomocí biospecifické 

vazby biotin-streptavidin. B) Izolace proteinů interagujících se specifickým úsekem NK (např. 

úsekem dlouhé nekódující RNA molekuly) pomocí antisense oligonukleotidu. C) Izolace 
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proteinů interagujících se specifickými posttranslačně modifikovanými oblastmi nukleozomu 

pomocí specifické protilátky proti konkrétní PTM. D) Izolace proteinů interagujících se 

specifickou endogenní anebo vnesenou DNA/RNA. Vnesené DNA/RNA molekuly obsahují 

specifickou značku, která umožnuje jejich purifikaci pomocí magnetických částic pokrytých 

interakčním partnerem (streptavidin, IgG nebo antisense oligonukleotid k specifické sekvenci). 

Obrázek upraven dle Wierer and Mann, 2016. 

 

      Specifickým typem identifikace proteinů vázaných k chromatinu je modifikovaná 

chromatinová precipitace mChIP. Odlišnost metody je daná absencí křížově reagujícího činidla 

formaldehydu. Buňky jsou lyzovány, získaný chromatin fragmentován za velmi mírných 

podmínek sonikací a následně enzymatickým štěpením pomocí MNázy  nebo DNázy I. Cílové 

komplexy proteinů a chromatinu jsou purifikovány matricí se specifickou protilátkou proti 

značenému proteinu. Tato metoda byla použita k izolaci interakčních partnerů histonu H2A a 

jeho varianty Htz1p značených afinitní značkou TAP (z angl. tandem affinity purification) v 

kvasinkách Saccharomyces cereviciae. Díky nativním podmínkám afinitní purifikace byla 

identifikovaná řada nových proteinových interaktorů tohoto histonu a jeho varianty (Lambert 

et al., 2009). 

     K „in vivo“ afinitním purifikacím, jejichž cílem je identifikace proteinů interagujících se 

specifickým úsekem DNA patří metoda GENECAPP (z angl. Global ExoNuclease-based 

enrichment of chromatin associated proteins for proteomics). Princip metody spočívá 

v provázání komplexu chromatinu a proteinů pomocí formaldehydu a následné fragmentaci 

sonikací. Získané fragmenty jsou štěpeny pomocí exonukleázy III, což vede ke vzniku 

jednovláknového přesahu na 3´konci dvouvláknové DNA. Specifický úsek DNA je v tomto 

případě purifikován pomocí DNA čipu s komplementárními oligonukleotidy sledované 

sekvence. Po promytí čipu je provedena eluce, štěpení proteinu v roztoku a následná 

identifikace pomocí MS (Wu et al., 2011). 

      Další metodou identifikace proteinů vázaných k specifickému úseku DNA je metoda PICh 

(z angl. proteomics of isolated chromatin segments). Tato metoda byla použita pro izolaci 

proteinů zodpovědných za zachování stability telomer. Srovnáván byl proteom vážící se na 

telomery v přítomnosti funkční telomerázy a během alternativní dráhy prodlužování telomer. 

Podstatou metody je fixace buněk formaldehydem a solubilizace získaného chromatinu. 

Následuje denaturace DNA a hybridizace s desthbiotinem značeným oligonukleotidem 
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LNA (z angl. locked nucleic acid) komplementárním k telomerickému úseku. Izolace 

studovaného úseku DNA spolu s interagujícími proteiny je provedena na základě biospecifické 

vazby avidin-desthbiotin. Desthbiotin je analog biotinu s menší afinitou vůči avidinu, a proto 

je eluce DNA vazebných proteinů prováděna jeho vytěsněním přídavkem biotinu. Získané 

proteiny jsou separovány pomocí SDS-PAGE a identifikovány pomocí MS. Výhodou této 

metody je robustnost, jelikož použitá syntetická nukleová kyselina LNA je vysoce stabilní 

(Déjardin a Kingston, 2009). 

   K afinitní purifikaci proteinů, které vazbou k specifické sekvenci GAL1 promotoru regulují 

transkripci galaktózy, byl použit rekombinantní TAL protein (transkripční aktivátor GAL1 

promotoru) fúzovaný s proteinem A, který sloužil k afinitní purifikaci komplexu GAL1 

promotoru a jeho vazebných proteinů (Byrum et al., 2013).  

     Izolaci proteinů podílejících se na regulaci posttranslačně modifikovaných úseků 

chromatinu  lze provést pomocí afinitní purifikace s použitím specifické protilátky k dané 

posttranslační modifikaci. Izolované proteiny lze identifikovat pomocí MS a získanou DNA 

sekvenci podrobit sekvenaci (Ji et al., 2015).       

     Identifikace proteinů zodpovědných za děje probíhající na řetězci DNA během replikace je 

umožněno díky specifické metodě iPOND (z angl. Identification of proteins on nascent DNA) 

a její kombinací s MS. Princip metody spočívá v přídavku 5-ethynyl-2´deoxyuridinu (EdU), 

analogu tymidinu, do kultivačního media a jeho začlenění do nově syntetizovaného vlákna 

DNA. Nově syntetizovaný úsek DNA spolu s proteiny lze purifikovat a použitím specifické 

protilátky proti EdU. Tyto úseky je možné také purifikovat na základě vazby biotin-

streptavidin, jelikož EdU obsahuje alkynovou skupinu, která může být  biotinylována pomocí 

tzv. klik chemie a tím umožní izolaci DNA s proteiny pomocí streptavidinem pokrytých částic 

(Sirbu et al., 2013). 

     In vivo izolace RNA vazebných proteinů zahrnuje metody založené na UV kroslinku RNA 

molekuly s interagujícími proteiny a jejich následné afinitní purifikaci.  Izolovat lze proteiny 

interagující jak s endogenní RNA molekulou tak se specifickou sekvencí RNA, která byla do 

buněk vnesena pomocí plazmidové transfekce. Z hlediska obtížnosti provedení metody je 

jednodušším způsobem afinitní purifikace RNA-protein komplexů založená na hybridizaci 

sledované endogenní RNA sekvence s antisence RNA oligonukleotidy. Na druhou stranu ne 

všechny sekundární struktury RNA jednoduše interagují s antisense oligonukleotidy, což 

vyžaduje pečlivý a časově náročný návrh antisense sekvence. 
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    Specifická RNA sekvence může být do buněk vpravena pomocí plazmidové transfekce, kdy 

součástí RNA řetězce bývá také aptamer sloužící k jeho afinitní purifikaci. Příkladem je metoda 

MS2-BioTRAP, která byla aplikována pro identifikaci proteinů interagujících s tzv. IRES 

(z angl. internal ribosome entry site), což jsou vnitřní místa mRNA sloužící k nasednutí 

ribozomu a spuštění translace. Co-expresí specifického plazmidu pro expresi mRNA sekvence 

(IRES místa) značené MS2 aptamerem a plazmidu pro expresi MS2 proteinu fúzovaného se 

specifickou značkou pro in vivo biotinylaci lze získat systém vhodný k izolaci proteinů 

interagujících s IRES místem této RNA molekuly. MS2 protein slouží k interakci s MS2 

aptamerem specifické RNA sekvence a biotinylace k následné afinitní purifikaci komplexů 

RNA molekuly s proteiny (Tsai et al., 2011). 

     Několik studií poukázalo na význam dlouhých nekódující RNA molekul (lncRNAs) 

v regulaci interakce RNA vazebných proteinů s chromatinem, a tím regulaci genové exprese. 

ChIP-MS je jednou z aplikovaných metod ve studiu těchto molekulární mechanizmů. K afinitní 

purifikaci komplexu chromatin-lncRNA byl v tomto případě použit antisence oligonukleotid 

sledované lncRNA a ve spojení s MS bylo identifikováno několik zajímavých proteinů 

vázaných k RNA produktu genu XIST (Chu et al., 2011). 

    Pro afinitní purifikaci proteinů interagujících se specifickou RNA lze použít také nukleovou 

kyselinu PNA (z angl. peptide nucleic acid), která po vniknutí do buňky hybridizuje se 

sledovanou RNA molekulou. PNA nese fotoaktivní látku, která ozářením umožní kroslink 

komplexu RNA a proteinů. Buněčný lyzát je vystaven fragmentaci působením RNázy. 

Následuje purifikace komplexu RNA s proteiny pomocí matrice s antisense řetězcem PNA 

kyseliny (Zielinski et al., 2006).  

 

3.4   Identifikace DNA a RNA vazebných proteinů pomocí kvantitativní 

proteomiky a MS 
 

Identifikaci DNA a RNA vazebných proteinů lze provést, v případě afinitní purifikace známého 

proteinu, pomocí specifických protilátek například metodami gelové retardační analýzy nebo 

UV kroslinkem ve spojení s western blotem (Ahmad a Lingrel, 2005; Goraczniak a Gunderson, 

2008). V případě izolace neznámých proteinů v  necíleném proteomickém skríningu je metodou 

identifikace MS. K tomuto účelu se nejčastěji používají dva typy instrumentálního uspořádání 

hmotnostního spektrometru. První zahrnuje ionizaci analytu pomocí MALDI a to většinou ve 



28 
 

spojení s analyzátorem doby letu iontů MALDI-TOF (z angl. matrix assisted laser desorption 

ionization-time of flight) (Bose et al., 2006; López de Silanes et al., 2010). Druhý způsob 

identifikace určený především k analýze složitějších směsí je ionizace elektrosprejem 

v kombinaci a tandemovou hmotnostní spektrometrií ESI-MS/MS (z angl. electrospray 

ionization) (Harris et al., 2006; Mittler et al., 2009; Scheibe et al., 2013). 

 

3.4.1 Příprava vzorků k MS analýze  

 

     Vstupním materiálem k MS analýze je proteinová směs (eluát) získaná afinitní purifikací 

DNA a RNA vazebných proteinů. Může se stále jednat o vysoce komplexní směs, kde se řada 

cílových proteinů vyskytuje v minimálním množství a úspěšnost jejich detekce je snižována 

přítomností abundantních proteinů. Prvním krokem analýzy je tedy redukce komplexnosti 

těchto směsí.  

     Nejběžnějším způsobem snížení komplexnosti vzorku je elektroforetické dělení pomocí 

dvojrozměrné elektroforézy (2-DE) nebo jednorozměrné elektroforézy v přítomnosti 

dodecylsulfátu sodného SDS-PAGE (Laemmli, 1970; O’Farrell, 1975). Vybrané molekulové 

oblasti gelu jsou následně vyřezány a přítomné proteiny podrobeny proteolytickému štěpení 

v gelu (Shevchenko et al., 2006). Získané peptidové směsi jsou přečištěny pomocí špiček nebo 

kolonek plněných C18 reverzní fází a připraveny k MS analýze (Rappsilber et al., 2007).  

      Dalším způsobem jak lze redukovat komplexnost vzorku je kapalinová chromatografie, 

která může být provedena off-line anebo on-line ve spojení s iontovým zdrojem. První 

chromatografické frakcionace byly prováděny off-line pomocí mikrošpiček plněných reverzní 

fází, zatím co dnes je frakcionace prováděna zejména pomocí nanokapalinové chromatografie 

s dlouhými elučními gradienty v on-line spojení s MS (Erdjument-Bromage et al., 1998; Meng 

et al., 2006). K zlepšení separace peptidů v případech analýzy složitých buněčných lyzátů lze 

použít dvojrozměrné kapalinové chromatografie MudPIT (z angl. multidimensional protein 

identification technology) (Kar et al., 2011; Reed et al., 2008; Tsai et al., 2011). MudPIT 

separace je založena na dělení peptidové směsi pomocí dvou na sebe navazujících 

chromatografických kolon. Na první SCX koloně (katex) dochází k separaci okyseleného 

vzorku na základě izoelektrického bodu (pI) peptidů. Jednotlivé peptidové frakce jsou z SCX 

kolony eluovány systémem pufrů se zvyšujícím se obsahem solí tzn., postupně dle svého pI 
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přechází na druhou kolonu s reverzní fází. Z reverzní fáze jsou následně eluovány pomocí ACN 

a odváděny do iontového zdroje (Wolters et al., 2001). 

 

3.4.2 Metodické postupy identifikace DNA a RNA vazebných proteinů  

 

      Identifikace proteinů pomocí MS je založena na získání informace o molekulové hmotnosti 

peptidů případně informace o jejich aminokyselinové sekvenci. Tyto poznatky jsou následně 

porovnávány s teoretickými hodnotami získanými in silico nalýzou proteinů dostupných v 

databázi, čímž dochází k identifikaci proteinu (Keller et al., 2002; Perkins et al., 1999).  

     Hmotnostní analýza probíhá v hmotnostním spektrometru, který se skládá z iontového 

zdroje, analyzátoru a detektoru. Principem měření je ionizace vzorku v iontovém zdroji, kde 

jsou přítomné analyty převedeny na ionty. Následuje rozdělení iontů na základě hodnoty m/z 

(poměr hmotnosti látky a náboje získaného ionizací) v hmotnostním analyzátoru odkud putují 

k  detektoru. Výstupem MS analýzy je hmotnostní spektrum vyjadřující závislost intenzity 

detekovaného iontu na m/z. 

     K analýze makromolekulárních látek (proteiny a peptidy, oligonukleotidy, sacharidy, 

polymery) se nejčastěji používají měkké ionizační techniky jako je elektrosprej ESI a ionizace 

laserem za přítomnosti matrice MALDI.   

     ESI je založena na odpařování rozpouštědla z kapky analytu, který je přiváděn do iontového 

zdroje kovovou kapilárou. Vloženým napětím získává kapka analytu náboj a postupným 

odpařováním rozpouštědla (způsobeném zvýšením teploty nebo proudem sušícího plynu) 

dochází k zvýšení hustoty povrchového napětí kapky a tzv. Coulombické explozi. Vznikají 

vícenásobně nabité ionty, které jsou následně odváděny do analyzátoru. V současné době je 

používán systém využívajícího nízkého průtoku analytu tzv. nanoESI (Fenn et al., 1989; 

Kebarle a Verkerk, 2009).   

     V případě MALDI je analyt smíchán s matricí a nanesen na vzorkovací destičku. Matricí 

může být kyselina 2,5- dihydroxybenzoová (vhodná pro neutrální sacharidy), kyselina a-kyano-

4-hydroxyskořicová (vhodná pro peptidy < 10 kDa), kyselina sinapová (vhodná pro 

peptidy ˃10 kDa) anebo 3-hydroxypikolinová (vhodná pro oligonukleotidy). Po vysušení 

matrice s analytem dojde k vytvoření krystalků, z nichž působením krátkých pulsů laseru 

dochází k desorpci matrice a zároveň iontů analytu. Excitované molekuly matrice ionizují 
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analyt a dochází k přenosu protonu. Výsledkem ionizace jsou jednonásobně nabité ionty typu 

[M + H]+, které putují do analyzátoru (Baker et al., 2016; Karas a Hillenkamp, 1988). 

     Analýza iontů probíhá v hmotnostním analyzátoru za vysokého vakua. K nejběžnějším 

analyzátorům patří především analyzátor doby letu (TOF, z angl. time-of-flight), kvadrupólový 

analyzátor (Q, z angl. quadrupole) a iontová past (IT, z angl. ion trap). Tyto analyzátory jsou 

obvykle spojeny v tandemu Q-TOF, TOF-TOF, Q-IT (Chernushevich et al., 2001; Jonscher a 

Yates, 1997). K dalším hmotnostní analyzátorům tzv. analyzátorům nové generace patří 

iontová cyklotronová resonance s Fourierovou transformací FT-ICR (z angl. Fourier transform 

ion cyclotron resonance) a Orbitrap, které analyzují ionty na základě frekvenční rezonance 

iontů dle hodnoty m/z. Orbitrap ve spojení s lineární iontovou pastí (LTQ) vytváří hybridní 

systém LTQ-Orbitrap s vysokým rozlišením  (Scigelova a Makarov, 2006). 

     TOF analyzátor je principiálně založen na měření doby letu iontů průletovou trubicí. Ionty 

získávají určitou kinetickou energii a jsou rozděleny na základě rychlosti pohybu, s jakou 

proletí analyzátorem. Tato rychlost závisí na hodnotě m/z, čím je ion těžší a má nižší náboj tím 

putuje pomaleji. Měření průletu iontů trubicí analyzátoru lze provést ve dvou módech a to 

v lineárním a reflektronovém módu. Lineární mód je využíván pouze pro analýzu proteinů a 

velkých makromolekulárních struktur. Reflektronový mód má vyšší rozlišení a je využíván pro 

analýzu peptidů. Reflektronový mód využívá iontového zrcadla, které je umístěné na konci 

průletové trubice. V této části působí elektromagnetické pole se vzrůstající intenzitou pole a 

s opačnou polaritou, což způsobí zpomalovaní iontů a obrácení dráhy jejich letu. Principem je 

různá vzdálenost zanoření iontů se shodnou měrnou hmotností, ale s různou kinetickou energií 

do elektromagnetického pole zrcadla. Dochází tak k zaostření a ionty se shodnou měrnou 

hmotností vycházející z reflektronu dopadají společně na detektor (Radionova et al., 2016).  

     Kvadrupól tvoří čtyři paralelní pokovené tyče, na které je vložena kombinace 

stejnosměrného a frekvenčního elektrického napětí odpovídající stabilní oscilaci vybraným 

iontům s určitou hodnotou m/z. Tyto ionty jsou propuštěny dále na detektor, zatímco ostatní 

ionty zůstávají zachycené v analyzátoru. Postupnou změnou napětí dochází k analýze všech 

iontů. Tento analyzátor má v proteomice význam především v trojkombinaci (QqQ-trojitý 

kvadrupól) anebo v kombinaci s analyzátorem doby letu (Q-TOF). V tandemovém uspořádání 

slouží první analyzátor, jako hmotnostní filtr tzn., dochází zde k výběru prekurzorových iontů, 

které následně putují do kolizní cely, kde jsou fragmentovány. Fragmentované ionty putují do 

druhého hmotnostního analyzátoru, kde jsou separovány na základě hodnot m/z a následně 
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detekovány detektorem. Výstupem je fragmentační MS/MS spektrum peptidů (Hunt et al., 

1986; Jonscher a Yates, 1997)  

     Jedním z nejběžnějších způsobů fragmentace peptidů používaných v proteomice je kolizí 

indukovaná disociace CID (z angl. collision induced dissociation), která je spojována 

především s QqQ a Q-TOF analyzátory. Princip CID spočívá ve fragmentaci urychleného 

prekurzorového iontu peptidu vlivem srážek se vzácným plynem nacházejícím se v kolizní cele. 

Díky srážkám dochází ke štěpení peptidové vazby na fragmenty obsahující iontové série b/y. 

V případě, že náboj po fragmentaci zůstane na N-konci, vznikají fragmenty série b a pokud na 

C-konci, vznikají y- fragmenty. Z rozdílu hmotností mezi sousedními b-, resp. y- ionty získáme 

informaci o druhu aminokyseliny a tím můžeme následně získat informaci o sekvenci 

fragmentovaného peptidu (Biemann, 1990).  

     K dalším způsobům fragmentace patří techniky ECD (z angl. electron capture dissociation ) 

a ETD (z angl. electron transfer dissociation). ETD je využívána zejména v analýze PTM, 

jelikož během fragmentace dochází k přednostnímu štěpení peptidové kostry a modifikace 

zůstávají zachovány (Good et al., 2007). ECD fragmentace je nejčastěji spojována s hybridním 

systémem FT-ICR a je aplikována především v top-down proteomických přístupech (analýza 

intaktních proteinů) a taktéž při identifikaci PTM (Han et al., 2006). 

     Výsledkem MS/MS analýzy je fragmentační spektrum, které je dále zpracováno pomocí 

vyhodnocovacích algoritmů jako je např. Sequest, Mascot nebo PepFrag. Tyto algoritmy 

umožnují srovnání experimentálních fragmentačních spekter s teoretickými, získanými na 

základě in silico štěpení sekvence proteinů v databázi (UniProt, NCBI). Teoretická 

fragmentační spektra jsou vytvořena na základě parametrů vlastní experimentální analýzy jako 

je typ použitého enzymu, možnost chemické modifikace peptidů, a také na základě informace 

o typu použité ionizace a fragmentace. Pro teoretické peptidy jsou predikovány hodnoty m/z a 

jejich MS/MS spektra, která jsou následně srovnávána s experimentálními spektry. Výsledkem 

prohledávání je list identifikovaných proteinů, u nichž míru shody teoretických a 

experimentálních spekter peptidů udává skóre (Keller et al., 2002; Perkins et al., 1999). 
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3.4.3 Metodické postupy relativní kvantifikace DNA a RNA vazebných proteinů 

 

Cílem proteomického skríningu s aplikací NK-afinitní chromatografie je nejen izolace a 

identifikace proteinů interagujících se specifickým DNA/RNA ligandem, ale také studium 

dynamiky těchto interakcí a jejich změna vlivem různých podmínek. Informaci o tom, který 

protein interaguje specificky s afinitními ligandy případně, které proteiny změnily svou vazbu, 

jako odpověď na různé vlivy lze získat díky metodám relativní kvantifikace. Aplikací těchto 

metod lze srovnat proteiny interagující se specifickým ligandem s proteiny vázajícími se ke 

kontrolnímu ligandu před a po vystavení buněk různým stresovým podmínkám. Metody 

relativní kvantitativní proteomiky umožnují nejen identifikaci proteinů obohacených na 

specifické afinitní matrici, ale také odlišují proteiny nespecificky adsorbované k samotné 

DNA/RNA molekule nebo matrici, případně odlišují proteiny, které se dostaly do vzorku během 

afinitního procesu (proteiny použité k blokaci matrice, eluci apod.).  

     Principem metod relativní kvantifikace je použití aminokyselin nebo činidel s různým 

obsahem izotopů prvků (13C, 15N, 18O nebo 2H) k značení proteinů a peptidů. Toto značení 

umožnuje smíchaní jednotlivých vzorků 1:1 a společnou analýzu pomocí nLC-MS případně 

MS/MS. Inkorporace izotopově značených aminokyselin nebo vazba činidla s různými izotopy 

prvků nijak neovlivňuje chemické vlastnosti peptidů a jejich retenční čas zůstává během 

chromatografické separace neměnný, avšak během analýzy těchto peptidů dochází k jejich 

posunu v hmotnostním spektru o hodnotu m/z, která je různá díky rozdílným izotopům prvků. 

Relativní kvantifikace proteinu pak probíhá na základě srovnání intenzity píků značeného a 

neznačeného peptidu. Z hlediska způsobu provedení značení peptidů/proteinů lze metody 

relativní kvantifikace rozdělit na metabolické, enzymatické a chemické (Bantscheff et al., 

2012). Každý z uvedených způsobů má své klady i zápory a jejich volba závisí především na 

povaze biologického vzorku, který má být analyzován.  

     Aplikace metabolického značení vyžaduje schopnost biologického systému inkorporovat 

izotopově značené aminokyseliny, které jsou přidávány do kultivačního média případně do 

potravy. Výhodou metody je inkorporace značení během růstu buněčné kultury/organizmu, 

čímž odpadá náročné zpracování vzorků. Na druhou stranu je tím snížena aplikovatelnost 

metody, jelikož inkorporace izotopově značených aminokyselin je úspěšná u dobře se dělících 

buněk především živočišných a jen u některých organizmů. Dostačující inkorporace 

aminokyselin je dosaženo během jednoho až několika týdnů a jedná se o časově i finančně 

náročnou metodu (Gouw et al., 2010).  Oproti tomu volba chemického či enzymatického 
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značení nezávisí na původu vzorku a umožnuje přímé značení proteinů/peptidů po jejich afinitní 

purifikaci nebo extrakci.   

     Enzymatické značení je založeno na proteolytickém štěpení proteinů v prostředí H2
18O  

anebo H2
16O. Vznikající C-konce peptidů jsou tak naznačeny dvěma atomy 18O /16O, což 

způsobí jejich posun v hmotnostním spektru o 4 Da. Úskalím metody může být omezená vazba 

18O/16O (vlivem prostředí, konformací proteinů), kdy dochází k vazbě pouze jednoho atomu 

kyslíku a tím nedostatečnému posunu peptidu v hmotnostním spektru a znesnadnění 

kvantifikace (Miyagi a Rao, 2007).  

     Chemické značení proteinů/peptidů je založeno na vazbě stabilních izotopických značek 

k vybranému N-konci, C-konci anebo postranním řetězcům aminokyselin peptidů. Jako příklad 

chemického značení lze uvést metodu, která v současné době umožňuje srovnání až 8 vzorků 

v jedné analýze, iTRAQ (z angl. isobaric tags for relative and absolute 

quantification).  Kvantitativní srovnání je umožněno díky značení amino skupin peptidů 

izobarickými značkami lišícími se v hmotnosti „vyrovnávací“ a „reportérové“ skupiny. Právě 

reportérová skupina obsahuje různý počet izotopů prvků 13C, 15N, 18O , což umožnuje odlišení 

peptidů během analýzy. Na rozdíl od ostatních metod relativní kvantifikace, probíhá srovnání 

peptidů až po fragmentaci v MS/MS módu, kde dochází k štěpení reportérové skupiny (Choe 

et al., 2007). Výhodou metody je vhodnost pro všechny typy vzorků a možnost porovnávání až 

8 vzorků v jedné analýze. Nevýhodou je poměrně vysoká cena iTRAQ reagencií a náročnost 

na vyhodnocení fragmentačních spekter i přístrojové vybavení.  

    K chemickým metodám založeným na izotopickém značení proteinů patří také ICAT (z angl. 

isotope coded affinity tag) a ICPL (z angl. isotope-coded protein labeling).  ICAT je metoda, 

která umožňuje značení proteinů na postranním řetězci cysteinu činidlem, které je tvořeno 

iodoacetamidem zprostředkovávajícím vazbu k peptidu, linkerem s 8 atomy 2H nebo 1H a 

biotinovou skupinou pro afinitní purifikaci (Gygi et al., 1999). Výhodou ICAT metody je 

separace proteinů na základě značení cysteinů, a tím snížení komplexnosti vzorku, jelikož 

cystein je aminokyselina vyskytující se v proteinech méně. Na druhou stranu izolace pouze těch 

peptidů, které obsahují cystein, snižuje také úspěšnost identifikace proteinů. Při aplikaci ICPL 

metody jsou proteiny značeny v místech volných primárních aminoskupin pomocí nicotinyl-N-

hydroxysuccinimidu obsahujícího různé zastoupení izotopů 15N a 13C. Různými kombinacemi 

těchto prvků lze získat až 4 různé typy značení, což umožnuje současnou analýzu až 4 vzorků 

(Schmidt et al., 2005). Obě zmíněné metody ICAT, ICPL jsou jednoduše aplikovatelné, levné 

a časově nenáročné metody relativní kvantifikace. 
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     Pro relativní kvantifikaci NK vazebných proteinů je aplikována zejména metoda 

metabolické značení proteinů SILAC (Butter et al., 2009; Mittler et al., 2009; Ren et al., 2012), 

která byla taktéž použita v této disertační práci.  SILAC (z angl. stable isotope labeling of amino 

acids in cell culture) spočívá v obohacení kultivačního média o aminokyseliny nejčastěji lysin 

a arginin, obsahující stabilní izotopy prvků 15N a 13C. Tyto izotopově modifikované 

aminokyseliny jsou během kultivace buněk inkorporovány do nově vznikajících proteinů, čímž 

vzniká buněčná linie označovaná jako „heavy“. Buněčná linie, která je kultivována 

v přítomnosti aminokyselin s přirozeně se vyskytujícími základními izotopy prvků je 

označována jako „light“.  Díky různému izotopovému značení proteinů mohou být vzorky 

(buněčné lyzáty, eluáty po afinitní purifikaci) smíchány 1:1 a podrobeny společné proteomické 

analýze (Ong a Mann, 2006, 2007). 

    K relativní kvantifikaci NK vazebných proteinů byla rovněž aplikována metoda chemického 

značení ICAT (Himeda et al., 2004, 2010) případně metoda dimetylace (Cheng et al., 2010; 

Makowski et al., 2016). Principem dimetylace je alkylace primárních aminů N-konce a 

postranních řetězců lysinu peptidů pomocí formaldehydu a kyanborohydridu sodného, která 

převede všechny primární aminy na dimetyl. Zdrojem izotopického značení je v tomto případě 

použití (deuterovaného) formaldehydu „těžká“ forma a použití obyčejného formaldehydu 

k vytvoření „lehké“ formy (Hsu et al., 2003). 
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4. REPLIKAČNÍ STRES 
 

     Jako replikační stres (RS) označujeme děje probíhající na replikační vidličce, které vedou 

ke zpomalení nebo zastavení replikace DNA případně kolapsu replikační vidličky. Vnějších i 

vnitřních příčin RS může být celá řada. Může se jednat o nedostatek jednotlivých komponent 

replikace případně strukturní bariéry znesnadňující její průběh.  

     Zdrojem RS může být nedostatek deoxynukleotid di- a tri- fosfátů (dNTPs) potřebných 

k syntéze DNA. Tento nedostatek může mít endogenní příčinu jako je zvýšená replikace DNA, 

a tím vznik nedostatku volných dNTPs anebo exogenní příčinu a to působení močoviny, která 

inhibuje enzym ribonukleotid reduktázu, a tím přeměnu nukleotidů na deoxyribonukleotidy 

potřebné k syntéze nového DNA řetězce (Bester et al., 2011; Bianchi et al., 1986). Se zvýšenou 

aktivací replikačních počátků dochází také k vyčerpání aktuálního množství replikačního 

proteinu A (RPA) podílejícího se na stabilizaci vznikající jednovláknové DNA (ssDNA), což 

může vést ke kolapsu replikační vidličky případně zlomům (Toledo et al., 2013). Důležitý je 

také dostatek nově vznikajících histonů, které vytváří komplex kolem nového DNA řetězce. 

Nedostatek nově syntetizovaných histonů zpomaluje průběh replikace (Clemente-Ruiz et al., 

2011; Groth et al., 2007). Další příčinou RS může být malé množství replikačních počátků. 

V oblastech chudých na replikační počátky je mezi dvěma počátky velká vzdálenost pro DNA 

syntézu. Zde mohou vznikat replikační bariéry, které zapříčiní nekompletní DNA replikaci 

(Cayrou et al., 2010; Letessier et al., 2011). Specifickým typem vnitřního RS je kolize mezi 

replikačním a transkripčním aparátem.  DNA replikace i transkripce využívají pro svůj proces 

stejný templát DNA. Vzájemným kontaktem rozvolněné DNA v místě replikační vidličky a 

nově syntetizované mRNA může dojit ke vzniku hybridní molekuly DNA:RNA, 

potencionálního zdroje různých mutací, rekombinací a chromozomálních aberací (Aguilera a 

García-Muse, 2012).  

     K vnějším zdrojům RS, které způsobují zejména strukturní bariéry (vnitrořetězcové a 

meziřetězcové kroslinky, poškozené báze, sekundární struktury v DNA), patří ultrafialové 

záření případně působení různých chemických látek (Cadet et al., 2005; Sanderson a Shield, 

1996). 
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4.1  Buněčná odpověď na RS a poškození DNA  
 

Hlavními proteiny zodpovědnými za opravu poškozené DNA a zachování stability genomu jsou 

kinázy ATM (ataxia-telangiectasia mutated) a ATR (ataxia-telangiectasia RAD3-related) 

patřící do rodiny fosfatidylinositol-3-kináz. Jedná se o proteiny, které fosforylací 

(aminokyselinového motivu serinu a/nebo treoninu za nimiž následuje glutamin) svých 

substrátů signalizují dráhy buněčné odpovědi na poškození DNA (Kim et al., 1999; Matsuoka 

et al., 2007). ATR/ATM regulují kontrolní body buněčného cyklu tzv. checkpoint, a také 

zástavu buněčného cyklu a opravu poškozené DNA. Nevýznamnějšími substráty těchto 

proteinů jsou checkpoint kinázy Chk1 (substrát ATR) a Chk2 (substrát ATM). ATR a ATM se 

liší charakterem poškození, které preferenčně rozpoznávají. ATM je kinázou odpovědi na vznik 

dvouvláknových zlomů DNA, zatím co ATR kináza rozpoznává především oblasti ssDNA 

(Awasthi et al., 2015). ATR může být taktéž aktivována přítomností dvouvláknových zlomů a 

to díky činnosti MRN komplexu (MRE11-RAD50-NBS1), který má exo- a endonukleolytickou 

aktivitu a v okolí dvouvláknového zlomu tak vytváří úseky ssDNA (Jazayeri et al., 2008). ATR 

rozpoznává a stabilizuje také ssDNA vznikající v oblastech běžných fragilních míst, která jsou 

působením RS náchylná k tvorbě těžce replikovatelných sekundárních struktur a ke vzniku 

DNA poškození (Casper et al., 2002) 

     ATR kináza jako hlavní senzor replikačního stresu aktivuje kontrolní a opravné mechanizmy 

a zodpovídá tak za kompletní replikaci DNA během S fáze buněčného cyklu a přechod buňky 

do mitózy. Působením replikačního stresu ATR zpomaluje replikaci, spouští kontrolní 

mechanizmy a zástavu buněčného cyklu, podílí se na stabilizaci DNA, případné opravě DNA a 

restartu replikace (Lukas et al., 2004; Paulsen a Cimprich, 2007; Sørensen et al., 2005). 

Mechanizmus aktivace ATR je zahájen označením volné ssDNA pomocí proteinu RPA, který 

je dále rozpoznáván ATR interagujícím proteinem ATRIP  a dochází ke vzniku heterodimeru 

ATR/ATRIP (Cortez et al., 2001). Aktivovaná ATR kináza dále fosforyluje své substráty, 

z nichž nejvýznamnější je kináza Chk1, regulující G2/M kontrolní bod buněčného cyklu (Liu 

et al., 2000).  

     Aktivací Chk1 dochází k regulaci buněčného cyklu přes fosforylaci Cdc25 fosfatáz a cyklin 

dependentních kináz. Chk1 fosforyluje fosfatázu Cdc25A, což způsobí její degradaci 

proteasomem. Jelikož funkcí Cdc25A je defosforylace cyklin dependentních kináz 1,2 a tím 

umožnění progrese buněčného cyklu, dochází k jeho zástavě v G1/S a G2/M kontrolních 
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bodech. V tomto případě se jedná o tzv. akutní fázi checkpointové odpovědi (Mailand et al., 

2002; Sørensen et al., 2003). 

     Druhým způsobem regulace buněčného cyklu tzv. opožděné fáze checkpointové odpovědi 

je fosforylace proteinu p53 ať už přímo od ATR/ATM anebo přes Chk1/Chk2 kinázy (Shieh et 

al., 2000). Aktivací a stabilizací p53 proteinu dochází k zesílení jeho funkce transkripčního 

faktoru a expresi p21 proteinu, což vede k zástavě buněčného cyklu v G1 fázi (Lukas et al., 

2004). Dalším významným proteinem zvyšujícím stabilizaci p53 proteinu je ubiquitin ligáza 

Mdm2, substrát ATM kinázy. Fosforylací Mdm2 proteinu dochází k inhibici ubiquitinylace p53 

a jeho degradace proteasomem (Khosravi et al., 1999).  
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5. BĚŽNÁ FRAGILNÍ MÍSTA  
 

Běžná fragilní místa (BFM) jsou specifické úseky DNA, u nichž vlivem replikačního stresu 

dochází k poškození viditelnému jako mezery a zlomy na metafázích chromozomech (Glover 

et al., 1984). Detekce poškození v místě chromozomu se obecně označuje jako exprese 

fragilního místa. BFM jsou spojována s chromozomálními aberacemi, jako jsou delece a 

translokace (Arlt et al., 2006). Jedná se také o místa, kde může docházet k amplifikaci onkogenů 

a integraci viru do genomu (Hellman et al., 2002; Thorland et al., 2003). Navzdory tomu, že 

BFM jsou častým zdrojem nestability genomu, díky které může docházet ke vzniku 

prekancerózních lézí (Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al., 2005), jedná se o vysoce 

konzervované úseky, které nebyly během evoluce odstraněny jako nežádoucí a vyskytují se u 

několika savčích druhů (Krummel et al., 2002; Ruiz-Herrera et al., 2004). Skutečný význam 

těchto míst nebyl dosud objasněn. Existuje teorie, že BFM místa slouží jako senzory 

replikačního stresu a poškození DNA, čímž přispívají k aktivaci opravných mechanismů buňky 

a signalizaci jejího odstranění (Georgakilas et al., 2014). 

     V současné době bylo v lidském genomu identifikováno kolem 90 BFM a variabilita jejich 

výskytu a exprese vlivem replikačního stresu je buněčně specifická. Studium exprese BFM 

(přítomnost zlomu, mezery nebo zúžení v chromozomu) lze provést na základě cytogenetického 

pozorování fragilního místa, které je rozpoznáno na základě chromozomálního pruhování nebo 

metodou fluorescenční in situ hybridizace (Pirzio et al., 2008; Richards, 2001).  

 

5.1 Molekulární příčiny exprese BFM 
 

BFM místa jsou oblasti DNA, které jsou replikovány zejména v pozdní S fázi buněčného cyklu. 

Vlivem RS může v těchto místech docházet k  poškození DNA, nekompletní replikaci a 

neúplné kondenzaci chromatinu, což se projeví jako zlom, mezera anebo zúžení na metafázních 

chromozomech. 

     Molekulární analýzou BFM bylo odhaleno několik základních charakteristik, které mohou 

být příčinou jejich nestability/fragility. Nestabilita těchto míst může být způsobena jejich 

strukturními vlastnostmi. Bylo prokázáno, že se jedná o velmi dlouhé oblasti genomu bohaté 

na A-T repetice. Tyto oblasti se zároveň vyznačují vysokou DNA flexibilitou, která zapříčiní 

vznik superhelikální struktury a znesnadní tak průběh replikace (Gardiner, 1995; Mishmar et 

al., 1998). Další teorie se opírá o fakt, že BFM jsou oblasti chudé na replikační počátky, což 
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může mít za následek nekompletní replikaci DNA (Cayrou et al., 2010; Letessier et al., 2011a). 

Příčinou fragility může být také kolize replikace a transkripce na jednom templátu DNA a to 

zejména u BFM, které obsahují dlouhé geny (˃800kb) a nedokončí transkripci před replikací. 

Tato situace způsobí, že dojde k setkání replikace a transkripce na jednom DNA templátu a 

dojde ke vzniku RNA:DNA hybridních molekul tzv. R-loops, které vedou k nestabilitě 

fragilních míst (Helmrich et al., 2011) 

     Analýzou exprese fragilních míst v lymfoblastech, fibroblastech a epiteliálních buňkách 

bylo zjištěno, že zastoupení fragilních míst je tkáňově odlišné a stejně tak i míra jejich fragility. 

Tato tkáňová variabilita exprese BFM může být způsobena různým množstvím replikačních 

počátků v těchto místech, které se v rámci tkáně liší anebo také epigenetickými vlastnostmi 

jednotlivých buněčných linií (Hosseini et al., 2013; Le Tallec et al., 2011, 2013). Bylo zjištěno, 

že v některých oblastech BFM dochází k hypoacetylaci histonu, a tím zvýšené kompaktnosti 

chromatinu ve srovnání s okolními stabilními oblastmi. Tento jev může být příčinou 

znesnadněné replikace, která v kombinaci s RS vede ke vzniku nekompletně replikované DNA 

a následné fragilitě (Jiang et al., 2009).  

Látka indukující expresi většiny fragilních míst je aphidicolin (APH). Jedná se o tetracyklinový 

diterpenoid izolovaný z houby Nigrosphora sphaerica. APH působí inhibičně na DNA 

polymerázu α, δ, ε a v menších koncentracích způsobuje zpomalení nikoliv zastavení DNA 

replikace (Glover et al., 1984; Mrasek et al., 2010). Během této inhibice dochází k stálému 

rozvolňování DNA dvoušroubovice pomocí DNA helikázy a hromadění ssDNA, která tak 

vytváří stabilní těžce replikovatelné sekundární struktury náchylné k poškození (Zlotorynski et 

al., 2003). Mezi další induktory exprese BFM patří např. 5-azacytidin (analog cytozinu) nebo 

bromodeoxyuridin BrdU (analog thymidinu). Tyto látky jsou inkorporovány do DNA během 

její syntézy a v malých koncentracích taktéž způsobují zpomalení replikace (Sutherland et al., 

1985). 

 

5.2   Opravné mechanismy a kontrolní body podílející se na zachování 

stability BFM 
 

Exprese BFM je důsledkem poškození DNA nebo nekompletní DNA replikace, která nebyla 

rozpoznána kontrolními mechanismy buňky a unikla do mitózy. Právě mechanizmy 

zodpovědné za zachování stability BFM, význam BFM pro buňku a příčiny jejich fragility jsou 

předmětem současného studia těchto oblastí.   
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     Byla identifikována celá řada proteinů podílejících se na zachování stability BFM. Hlavním 

mechanizmem podílející se na kontrole replikace a taktéž zachování stability BFM je signální 

dráha ATR-Chk1 (viz. 4.1). Význam ATR kinázy v zachování stability fragilních míst byl 

potvrzen v buněčné linii pocházející z pacientů trpících Seckel syndromem, který se vyznačuje 

právě deficiencí tohoto proteinu. U těchto buněk bylo znatelné spontánní zvýšení exprese BFM, 

které bylo zesíleno působením APH (Casper et al., 2004). Stejně tak deficience ATR pomocí 

siRNA interference vedla k zvýšení exprese BFM bez i s indukcí RS pomocí APH. Srovnáním 

významu role ATR kinázy s ATM v zachování stability BFM bylo zjištěno, že deficience ATM 

na rozdíl od ATR neovlivní fragilitu těchto míst. Stejně tak deficience jejich hlavních substrátů 

kináz Chk1 a Chk2 potvrdila preferenční význam ATR-Chk1 signální dráhy v zachování 

stability BFM (Casper et al., 2002; Durkin et al., 2006).  

     ATR a její substráty vzájemně regulují mechanizmy opravy DNA a podílí se na obnovení 

procesu DNA replikace s cílem předejít vzniku potenciálně nebezpečných forem, jako jsou 

jednovláknové a dvouvláknové DNA zlomy. Významným proteinem, jehož role v zachování 

stability BFM byla také potvrzena je BRCA1. BRCA1 je fosforylován ATR kinázou jako 

odpověď na zástavu replikační vidličky a hraje zásadní roli v regulaci G2/M kontrolním bodu 

(Arlt et al., 2004; Tibbetts et al., 2000; Yarden et al., 2002). K dalším proteinům, substrátům 

ATR, jejichž role v zachování stability BFM je také potvrzena patří např. SMC1(Musio et al., 

2005), Claspin (Focarelli et al., 2009), WRN (Pirzio et al., 2008), FANCD2 (Howlett et al., 

2005) atd. 

      V případě, že dojde k porušení kontrolních mechanismů ATR-Chk1 signální dráhy může 

dojít ke kolapsu replikační vidličky a vzniku DSBs. Existují dvě základní dráhy opravy DSBs 

a to homologní rekombinace (HR) a přímé spojování DNA konců (NHEJ). Některé významné 

proteiny těchto drah jako je RAD51, DNA-PKcs a Ligáza IV hrají taktéž roli v  stabilitě BFM, 

což potvrzuje i význam obou opravných mechanismů v zachování integrity genomu v těchto 

oblastech (Schwartz et al., 2005). 

5.3  Spojitost BFM s nádorovým onemocněním 

 

Chromozomální aberace v oblastech BFM byly nalezeny v řadě nádorových linií. Jedná se 

především o delece, translokace a amplifikace genů. V některých případech je možným zdrojem 

tumorigeneze integrace viru do oblasti BFM (Callahan et al., 2003; O’Keefe a Richards, 2006; 

Wilke et al., 1996) 
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     FRA3B a FRA16D patří k nejčastěji exprimovaným a nejméně stabilním fragilním místům. 

Mnoho studií bylo věnováno jejich genetickému mapování a bylo zjištěno, že se jedná o 

rozsáhlé oblasti genomu, které obsahují dlouhé geny pokrývající velkou část jejich sekvence. 

Tyto geny kódují významné tumor supresory a ztráta případně změna genetické informace v 

těchto oblastech může vést ke vzniku nádorového onemocnění (Chang et al., 2003; Ishii et al., 

2004; Zanesi et al., 2001) 

     Významným genem v oblasti FRA3B je gen FHIT. Jedná se o gen s poměrně malým 

transkriptem, avšak jeho krátké exony jsou rozloženy v rozsáhlé oblasti intronů pokrývající 

téměř celou oblast tohoto místa. Analýzou delecí nestabilní oblasti FHIT genu bylo zjištěno, že 

většina těchto mutací se vyskytuje zejména v intronové části genu (Smith et al., 2007). Některé 

rakovinné buňky vytváří neúplný transkript tohoto genu, jiné nádorové linie vykazují delece 

v sekvencích intronů a vzniká kompletní transkript (Druck et al., 1997; Le Beau et al., 1998; 

Michael et al., 1997). V každém případě studované nádory vykazují sníženou nebo zcela 

potlačenou expresi genu FHIT (Sozzi et al., 1998). Předpokládaným důvodem vzniku 

tumorigeneze je deficit hydrolázy diadenosin trifosfátu, proteinu FHIT, který je touto oblastí 

kódován a jehož činností je ovlivněna proliferace buněk a signalizace apoptózy (Barnes et al., 

1996; Kisselev et al., 1998). Jako příklad lze uvést myší modely FHIT (+/-) 

případně FHIT (- /- ) u nichž působením N-nitrosomethylbenzylaminu došlo k zvýšené tvorbě 

nádorů. Také u myší s nefunkčním genem, které nebyly vystaveny stresovým podmínkám, 

došlo postupně ke vzniku spontánních nádorů (Zanesi et al., 2001). Integrace funkčního genu 

FHIT do FHIT deficientního myšího modelu má proapoptickou aktivitu a dochází k redukci 

růstu nádorů (Ishii et al., 2004). Tyto výsledky potvrzují, že gen FHIT je skutečně funkčním 

tumorsupresorem.  

     V oblasti dalšího hojně exprimovaného fragilního místa FRA16D byl identifikován dlouhý 

gen WWOX. Translokace v této oblasti genu jsou spojovány s mnohočetnými myelomi, delece 

se vznikem rakoviny prostaty a adenokarcinomy (Krummel et al., 2002; O’Keefe and Richards, 

2006; Qin et al., 2006). Bylo zjištěno, že WWOX protein se ve své fosforylované formě váže 

k fosorylovanému proteinu p53 a podílí se tak na aktivaci apoptózy (Chang et al., 2003). Jedná 

se tedy také o tumorsupresor. 

    Další BFM v jejichž oblasti dochází k deleci významných genů, jsou FRA6E a FRA9E. 

FRA6E obsahuje gen PARK2, jehož mutace byla odhalena u pacientů s Parkinsonovou 

chorobou a v rakovině vaječníků (Denison et al., 2003; Smith et al., 2007). S tímto typem 

rakoviny je taktéž spojovaná delece genu pro expresi proteinu PAPPA v oblasti fragilního místa 
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FRA9E (Callahan et al., 2003). Kromě delecí a translokací dochází také k amplifikaci genů 

přítomných v oblasti BFM, což může vést k aktivaci některých onkogenů (Hellman et al., 

2002). Oblast fragilního místa FRA3B byla označena jako místo integrace viru HPV-16, který 

je spojován se vznikem karcinomu děložního hrdla (Wilke et al., 1996). 

     Co je příčinou nestability BFM, a jaký je jejich význam pro organismus zůstává stále 

neobjasněno. Bylo zjištěno, že rakovinné buňky v rané fázi vykazují poškození v oblasti BFM 

a s tím související aktivaci opravných drah (ATR-Chk1, ATM-Chk2, p53), která signalizuje 

zastavení případně kolaps replikace, a tím zastavení buněčného cyklu (Bartkova et al., 2005; 

Gorgoulis et al., 2005). BFM lze tedy označit za oblasti, jejichž poškození v normálních 

buňkách signalizuje porušení stability genomu a aktivaci kontrolního bodů, opravu DNA, 

případně eliminaci buňky apoptózou. Zvýšená nestabilita těchto míst v rakovinných buňkách 

je pak důsledkem porušení některého z těchto signálních mechanizmů.     
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6. MATERIÁL A METODIKA 
 

6.1 Návrh specifického a kontrolního DNA ligandu 
 

Návrh specifického ligandu pro izolaci proteinů vázajících se k sekundární struktuře fragilního 

místa FRA16D a in silico predikce kontrolního ligandu, který nevytváří stabilní sekundární 

strukturu, byla provedena ve spolupráci s Dr. Jiřím Vollerem a detailní postup práce je 

vysvětlen v jedné z prvoautorských publikací (Beresova et al., 2016, příloha II).   

     Návrh specifického ligandu, sekundární struktury fragilního místa FRA16D, vycházel z již 

publikované sekvence fragilního úseku tohoto místa Obr. č. 3A (Zhang a Freudenreich, 2007). 

Pro syntézu ligandu byla vybrána strukturně variabilnější část sekvence, vlásenka B, C a část 

označená hvězdičkou Obr. č. 3B. Prvních 9 pozic z 5´konce vybraného úseku bylo nahrazeno 

cytosinem a slouží jako linker. Analýzou v programu Mfold (Zuker, 2003) bylo ověřeno, že 

navržená sekvence 68-mer (5´-3´) CCC CCC CCC GAT TGT GAT AAT CAT TAC ACA ATG 

TAT ATA GTA ATC AAA TCA TTA CTT TAT vytváří strukturu, která je v podstatě stejná 

jako struktura, kterou vytváří odpovídající část celé sekvence fragilního místa FRA16D. Na 

rozdíl od plné sekvence má nejstabilnější forma navržené sekvence spárované 2 další 

nukleotidové páry v oku vlásenky B. Vzhledem k tomu, že tyto dva páry jsou odděleny od 

dvouvláknové části vlásenky, lze očekávat, že toto párování nebude příliš stabilní. Analýza 

v Mfold programu probíhala s nastavením parametrů, které odpovídaly experimentálním 

podmínkám námi provedené DNA-afinitní purifikace (150 mM Cl-, 4°C, 1 mM Mg2+). 
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Obr. č. 3: Struktura specifického afinitního ligandu DNA. Finální struktura FRA16D-

fragment ligandu použitého pro afinitní purifikaci FRA16D vazebných proteinů B) vycházející 

ze známé sekundární struktury fragilního místa FRA16D A). 

 

     Základním požadavkem kladeným na kontrolní ligand byla absence tvorby stabilní 

sekundární struktury během experimentálních podmínek provedení DNA-afinitní purifikace. In 

silico predikce tohoto ligandu byla provedena  pomocí programu Mfold a k manipulaci s DNA 

sekvencemi byly použity skripty v programu R. Z jednoho milionu náhodně generovaných 

oligonukleotidů o délce 40 bází bylo vybráno 5% sekvencí s nejnižší hodnotou bodu tání (Tm). 

Pro vybrané sekvence byly vytvořeny všechny subsekvence o délce 20 bází a spojením 

náhodných dvojic byl vytvořen nový soubor 40-merů. Takto získané 40-mery byly opět 

podrobeny analýze v Mfold programu. Na základě nejnižší hodnoty Tm a zároveň nejvyšší 

variability (eliminace repetitivních sekvencí) bylo vybráno 5% 40-merů. Tyto sekvence byly 

opět rozděleny na subsekvence o délce 20 bází a jejich náhodným spojením byl vytvořen nový 

soubor 40-merů. Celkem 20 cykly rekombinace a selekce 40-merů byla postupně vybrána 

nukleotidová sekvence (5´-3´) CAA ATT TTA GCC AGT CAT CCC ATA GTA TCG TCC 

GTT CAA G, která vykazovala nejnižší Tm, dostatečnou variabilitu nukleotidů s minimem 

nukleotidových repetic a nejnižší možnost vazby transkripčních faktorů. Absence 
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promotorových oblastí byla testována aplikací TESS (z angl. Transcription Element Search 

Systém) programu (Schug 2008). Navržené sekvence, specifická i kontrolní, byly následně 

komerčně syntetizovány a modifikovány na 5´konci biotinem. 

 

6.2 Konstrukce afinitní matrice 
 

1 mg magnetických částic SIMAG-streptavidine (Chemicell) byl převeden do 1,5 ml 

mikrozkumavky a promyt 3x1 ml citrátového pufru (150 mM NaCl, 15 mM Na3C6H5O7, pH 7) 

k odstranění skladovacího pufru obsahujícího azid. Poté bylo k částicím přidáno 0,5 ml 

citrátového pufru a 200 pmol biotinem značených DNA oligonukleotidů. Imobilizace probíhala 

po dobu 15 minut při laboratorní teplotě za mírného míchání na rotační třepačce. Následovalo 

pomývání částic 3x1 ml citrátového pufru k odstranění nenavázaných DNA oligonukleotidů.  

Zhotovená DNA-afinitní matrice byla následně promyta 2x 1 ml vazebného pufru (25 mM 

HEPES, 150 mM NaCl a 1 mM MgCl2). Po druhém promytí matrice následovala inkubace 

s 1 ml vazebného pufru při 4°C po dobu 15 minut za mírného míchání na rotační třepačce. 

Takto připravená matrice byla ponechána v lednici při 4°C a okamžitě použita pro následnou 

afinitní purifikaci. 

6.3  Kultivace buněčných kultur 
 

Pro tuto práci byly použity buněčné linie: HeLa S3 (ATCC) epiteliální buňky karcinomu 

děložního čípku, U2OS (ATCC) buněčná linie izolovaná z lidského osteosarkomu, TIG-3 

(ATCC) primární linie plicních fibroblastů. Tyto kultury byly kultivovány v DMEM mediu se 

stabilním glutaminem a 4,5 g/l glukózy (Invitrogen), doplněném o 10% fetální sérum a 1% 

penicilin/streptomycin. Kultivace byla prováděna v inkubátoru s 5% CO2 při 37°C. 

U stabilně transfekované U2OS buněčné linie byla exprese shRNA namířená proti ATR 

indukována přídavkem doxycyklinu 1µg/ml po dobu 4 dní před plánovaným experimentem. 

Selekce stabilně transfekovaných buněk byla prováděna pomocí puromycinu 1µg/ml a 

blasticidinu 5 µg/ml.  

Metabolické značení proteinů (SILAC): 

HeLa S3 buněčná linie byla kultivována v RPMI 1640 mediu původně prostém na přítomnost 

aminokyselin lysinu a argininu, doplněném o 10% dialyzované fetální sérum a 1% 
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penicilin/streptomycin. Buněčná linie byla rozdělena na dvě pasáže, z nichž jedna byla 

podrobena metabolickému značení proteinů a to přídavkem L- (U-13C6, 15N4) argininu a L-(U- 

13C6, 15N2) lysinu (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) do kultivačního media k buněčné 

kultuře dále označované jako „heavy“. Druhá část buněčné kultury byla kultivována 

s přídavkem argininu a lysinu s přirozeně se vyskytujícími izotopy prvků a označena jako 

„light“. Po 5 pasážích buněk bylo pomocí MS analýzy ověřeno, zda došlo k správnému 

začlenění izotopově značených aminokyselin. Buněčné kultury byla rozpěstována na 

požadované množství buněk. 

Ošetření buněk aphidicolinem: 

Replikační stress byl indukován přídavkem aphidicolinu v koncentracích 0,2-0,8 µM 

(v závislosti na typu experimentu) a to po dobu 24 hodin.  

Transfekce pomocí siRNA: 

Transfekce byla provedena na 6 cm Petriho misce s konfluencí buněčné kultury 60-80% pomocí 

lipofectaminu RNAiMAX (Invitrogen) a komerčně dostupné směsi siRNA proti XPC proteinu 

(siXPC SMART pool (Dharmacon, M-016040-01-0010)), anebo kontrolní siRNA  

(Dharmacon, D-001220-01-05). Do dvou mikrozkumavek bylo  napipetováno 400 µl OPTI-

MEM roztoku (Invitrogen). Do jedné zkumavky bylo přidáno 8 µl lipofectaminu a do druhé 8 

µl 20 µM siRNA . Po 5 minutách inkubace byly obě mikrozkumavky smíchány a za občasného 

promíchání inkubovány 30 minut. Takto připravený transfekční roztok byl přidán k buněčné 

kultuře inkubované v 3 ml media bez antibiotik. Transfekce probíhala v inkubátoru po dobu 6 

hodin. Poté bylo medium s transfekčním roztokem odstraněno a přidáno 5 ml kompletního 

DMEM media. Úspěšnost transfekce byla ověřena western blotem.    

 

6.4  Příprava buněčného lyzátu a FRA16D-fragment afinitní chromatografie  
 

HeLa S3 „heavy“ a „light“ buněčné linie byly kultivovány za normálních podmínek a za 

podmínek způsobujících replikační stres tj. s přídavkem 0,4 µM aphidicolinu po dobu 24 h 

anebo 0,5% DMSO.  

Prvními kroky FRA16D-fragment afinitní chromatografie byla izolace jaderných proteinů, 

která byla provedena pomocí komerčně dostupného kitu NEP-PER nuclear and cytoplasmatic 

extraction kit (Thermo Scientific) a kvantifikace získaných proteinů pomocí Bradfordovy 

metody (Biorad). 
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1 mg „heavy“ jaderného lyzátu byl přidán do 1 ml vazebného pufru k FRA16D-fragment 

afinitní matrici a poté byla provedena inkubace (umožňující vzájemnou interakci FRA16D- 

fragment ligandu s proteiny) po dobu 1 hodiny při 4°C za pomalého míchání na rotační třepačce. 

Následovalo promytí matrice vazebným pufrem 5x 1 ml k odstranění nenavázaných proteinů a 

eluce proteinů vázaných k FRA16D-fragment afinitní matrici. Eluce vázaných proteinů byla 

provedena přímo do vzorkovacího pufru pro elektroforetické dělení a to tak, že 25 µl 

vzorkovacího pufru bylo napipetováno k magnetickým částicím a 10 minut při 95°C intenzivně 

třepáno. Po proběhlé eluci byl vzorkovací pufr obsahující vazebné proteiny pečlivě odpipetován 

od magnetických částic. Stejný postup byl proveden také se stejným množstvím „light“ 

jaderných proteinů inkubovaných s matricí s kontrolním DNA ligandem. Tento experiment je 

dále v textu označován jako „forward“. 

Při druhém opakování tohoto experimentu bylo značení jaderných proteinů přidávajících se 

k matrici obráceno. „Light“ jaderné proteiny byly inkubovány s FRA16D- fragment afinitní 

matricí a „heavy“ jaderné proteiny s kontrolní DNA matricí. Tento experiment je dále v textu 

označován jako „reverse“. 

Jednotlivé eluáty s FRA16D-fragment afinitní matrice a matrice s kontrolním DNA ligandem 

byly smíchány v poměru 1:1 a dále zpracovány pro následnou MS analýzu.  

DNA-afinitní chromatografie určená k izolaci FRA16D vazebných proteinů byla nejprve 

provedena s jadernými proteiny pocházejícími z buněk kultivovaných za normálních 

podmínek, a poté s proteiny z buněk vystavených replikačnímu stresu.  

 

6.5  Identifikace FRA16D-fragment vazebných proteinů pomocí MS 

 

6.5.1 SDS-PAGE a proteolytické štěpení proteinů v gelu 

 

SDS-PAGE 

Jednotlivé eluce proteinů z FRA16D-fragment afinitní matrice a kontrolní matrice smíchané 

v poměru 1:1 byly separovány pomocí elektroforetického dělení v polyakrylamidovém gelu 

(4 -15% BIS-TRIS SDS-PAGE (Biorad)). Po separaci byl gel obarven pomocí roztoku 

Commassie Briliant blue a oblasti detekovaných proteinů rozděleny na 13 částí, u nichž bylo 

provedeno proteolytické štěpení proteinů. 
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Proteolytické štěpení proteinů v gelu 

Proteolytické štěpení proteinů v gelu bylo provedeno dle již publikovaného metodického 

postupu (Sebela et al., 2006; Shevchenko et al., 2006).  

Jednotlivé části gelu obsahující separované proteiny byly přeneseny do 1,5 ml mikrozkumavky 

rozkrájeny na malé kousky a za intenzivního třepání v termomixeru (1000 rpm, 15 minut, 25°C) 

odbarveny přídavkem odbarvovacího roztoku (50% (v/v) acetonitril (ACN)/100 mM 

NH4HCO3). Odbarvovací roztok byl od gelových kousků odstraněn a gelové kousky byly 

následně dehydratovány přídavkem 100% ACN tzv. shrinking. Po dostatečné dehydrataci byly 

gelové kousky vysušeny ve vakuu.  

Následovala redukce pomocí redukčního činidla (10 mM dithiothreitol/ 100 mM NH4CO3) po 

dobu 30 minut při 56°C v termomixeru. Po redukci byl opět proveden shrinking gelových 

kousků následovaný alkylací proteinů přídavkem alkylačního činidla (55 mM iodoacetamid 

/100 mM NH4CO3) po dobu 20 minut ve tmě. Po proběhlé alkylaci byl roztok nahrazen 

deionizovanou vodou a gelové kousky promyty třepáním v termomixeru (1000 rpm, 15 minut, 

25°C). Poté následoval opět shrinking gelových kousků.  

Samotné enzymatické štěpení proteinů probíhalo po přidání štěpícího pufru (20 ng/µl trypsinu 

ve 20 mM NH4CO3/1 mM CaCl2) přes noc při 37°C. 

 

6.5.2 Příprava vzorků pro MS analýzu  

 

Po proběhlém proteolytickém štěpení byla provedena extrakce peptidů přídavkem 2x 100µl 

extrakčního pufru (30% (v/v) ACN/5% (v/v) kyselina mravenčí (FA)) a třepáním 

v termomixeru při 1400 rpm, 37°C po dobu 30 minut. Získané roztoky s extrahovanými peptidy 

byly odpařeny na vakuové centrifugační odparce.  

Odparky byly rozpuštěny přídavkem 50 µl 5% (v/v) FA a třepáním v termomixeru při 1400 

rpm. a laboratorní teplotě po dobu 5 minut. Následovala 5 minutová sonikace ve vodní lázni. 

Takto rozpuštěné peptidové směsi byly přečištěny pomocí, StageTips, špiček s C18 reverzní 

fází dle již publikovaného postupu (Rappsilber et al., 2007). 

StageTip špičky byly naplněny C18 reverzní fází a umístěny do otvoru ve víčku 1,5 ml 

mikrozkumavky. Jednotlivé mobilní fáze procházely přes C18 reverzní fázi na základě 

odstředivé síly vznikající při centrifugaci. Reverzní fáze byla aktivována přídavkem 40 µl 
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isopropanolu (2000 rpm, 5 minut) a ekvilibrována 2x 40 µl 5% (v/v) FA (1500 rpm, 10 minut). 

Špička byla umístěna do nové 1,5 ml mikrozkumavky a následovalo nanesení vzorku 

(1000 rpm, 15 minut).  Po průchodu vzorku C18 fází bylo provedeno její promytí a to 2x 40 µl 

5% (v/v) FA (1500 rpm, 10 minut). Následovala eluce peptidů do nové 0,5 ml mikrozkumavky 

pomocí 2x 40 µl 50% (v/v) metanolu s 2% (v/v) FA (1000 rpm, 10 minut). Roztoky 

s přečištěnými peptidy byly odpařeny na rotační vakuové odparce a rozpuštěny v 0,5% FA před 

samotnou MS analýzou. 

6.5.3 Analýza peptidů pomocí nLC-MS/MS 

 

Analýza peptidových vzorků byla provedena pomocí nanokapalinové chromatografie 

(nanoEASY-nLC System, Thermo Fisher Scientific) ve spojení s UHR-Q-TOF maXis 

systémem vybaveným iontovým zdrojem nanoESI (Bruker Daltonik). Jednotlivé vzorky byly 

nastříknuty v objemu 5 µl na předkolonu (2 cm x 75 µm plněnou 5 µm částicemi ReproSil-Pur 

C18-AQ serbentem), kde byl vzorek zakoncentrován a následně separován na analytické koloně 

(15 cm x 75 µm plněné 3 µm částicemi ReproSil-Pur C18-AQ sorbentu). Separace probíhala 

185 minutovou gradientovou elucí s průtokem 200 nl/minutu. Gradient byl tvořen různým 

poměrem mobilní fáze A: 0,4% (v/v) FA a B: 0,4% (v/v) FA v 80% (v/v) ACN viz tabulka. 

Tabulka 1.: Gradient separace peptidů pomocí nLC-MS 

Čas (min.) Mobilní fáze A 

(%) 

Mobilní fáze 

B (%) 

0 98 2 

3 92 8 

80 82 18 

125 72 28 

135 68 32 

148 55 45 

157 35 65 

160 15 85 

165 15 85 

168 98 2 

185 98 2 
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     Při samotné MS analýze byly ionty tříděny v MS modu v rozsahu m/z 50-2500 Da za 1s. 

MS/MS data byla pořízena v rozsahu m/z 50-350 Da pro 5 nejintenzivnějších prekurzorových 

iontů s nábojem ≥2. Prekurzorové ionty skenované v MS/MS módu byly vyloučeny z další 

fragmentace po dobu 18s.  

Nastavení iontového zdroje: napětí kapiláry 1750 V, průtok sušícího plynu 1,5 l/minutu, teplota 

sušení 180°C. 

 

6.5.4 Zpracování MS dat a jejich vyhodnocení  

 

Data získaná MS analýzou byla vyhodnocena softwarem Data Analysis 4.2 SPI (Bruker 

Daltonik). Získané XML soubory dat obsahující prekurzory a jejich fragmentace byly dále 

zpracovány pomocí serveru Mascot v2.2.7 (Matrix Science) vyhledáváním proti UniProt 

databázi (20150107, 89706 seq; www.uniprot.org) doplněné o informace o přítomných 

kontaminantech jako keratiny, trypsin použitý k proteolytickému štěpení, hovězí sérový 

albumin a také o reverzní sekvence všech lidských proteinů pro stanovení false discovery rate 

(FDR). Parametry pro vyhledávání v Mascot serveru byly následující: tolerance 

MS módu ± 25 ppm a v MS/MS módu ± 0.05 Da, proteolytický enzym-trypsin, jedno 

vynechané štěpení, fixní modifikace karbamidometylace cysteinu, jako variabilní modifikace 

pak byla určena oxidace methioninu, N-terminální acetylace a značení peptidů 

13C(6)15N(2)lysinem a 13C(6)15N(4) argininem.    

     Proteiny identifikované prohledáváním pomocí Mascot serveru byly dále zpracovány 

v ProteinScape v2.1 programu dle následujících parametrů: Pro identifikaci proteinu byla 

požadována přítomnost minimálně dvou peptidů se skóre ≥ 15 a FDR 5%. Pro kvantifikaci 

proteinu pak bylo třeba minimálně 3 peptidových párů daného proteinu. 

     Relativní poměry proteinů identifikovaných v „forward“ a „reverse“ experimentu byly 

logaritmicky transformovány log2 a vyneseny proti sobě do grafů. Dle normálního rozdělení 

hodnot jednotlivých poměrů proteinů byly jako signifikantní (p< 0.01) určeny proteiny 

s hodnotou poměru větší jak 2.58 ϭ (Oppermann et al., 2009). Tyto proteiny se vyskytují 

v pravém horním rohu grafu a mohou být označovány za proteiny specificky se vázající k 

ligandu FRA16D-fragment. 
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Informace o molekulární a biologické funkci proteinů interagujících s ligandem FRA16D-

fragment byly analyzovány pomocí Cytoscape programu, plug-in CluGO oproti databázi 

genové ontologie (GO) (Bindea et al., 2009). 

 

6.6  Imunofluorescenční barvení vzorků 
 

Buňky byly fixovány 10% formalínem po dobu 15 minut. Následovala permeabilizace 

přídavkem 0,5% Triton X v PBS po dobu 5 min. Blokace vzorků bal provedena roztokem 1% 

BSA v PBS po dobu 20 minut na vertikální třepačce. Po blokaci byly přidány primární 

protilátky a inkubovány přes noc při 4°C v lednici. Po promytí roztokem PBS s 1% Tween 20 

byly přidány sekundární protilátky a následovala inkubace 1 hodinu při laboratorní teplotě.  

DNA byla obarvena pomocí roztoku Hoechst 33342 (Invitrogen) v PBS 5 μg/ml.  

 

6.7  Analýza mitotických buněk-detekce chromozomálního poškození 

pomocí γH2AX proteinu 

 

Transfekovaná buněčná linie byla vysazena na 24 jamkovou destičku a ošetřena pomocí 

0,4 µM APH anebo 0,5% DMSO po dobu 24h. Poté byly vzorky fixovány a barveny systémem 

protilátek. Primárními protilátkami pH3 (pSer10, Milipore, 6-570, 1:1000) a γH2AX (pSer139, 

Santa Cruze 07-146, 1:500). Sekundární protilátky proti myší Alexa Fluor 488 (A11001, 

Invitrogen, 1:1000) a králičí Alexa Fluor 568 (A11036, Invitrogen 1:1000).  

     Snímky byly pořízeny pomocí invertovaného fluorescenčního mikroskopu (Zeiss Cell 

Observer Spining disk konfokální mikroskop). Destička byla umístěna na posuvný stolek 

mikroskopu a jednotlivé pozice v jamkách automaticky skenovány s rozlišením 10x. Na 

základě pH3 pozitivity byly vyselektovány mitotické buňky, v nichž byly detailně (rozlišení 

63x) detekovány γH2AX fokusy. Analýza γH2AX fokusů v nejméně 150 mitózách byla 

provedena pomocí MatLab programu, softwarem navrženým Dr. Tomášem Fürstem. Každý 

experiment byl proveden minimálně ve třech biologických opakováních. 
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6.8    Imunofluorescenční detekce proteinů buněčné odpovědi na poškození  

   DNA  
 

Transfekovaná buněčná linie byla vysazena na 24 jamkovou destičku a ošetřena pomocí 0,2-

0,4 µM APH anebo 0,5% DMSO po dobu 24h. Poté byly buňky fixovány a obarveny systémem 

protilátek.  

     Detekce 53BP1 proteinu tzv. 53BP1 bodies v G1 buněčné populaci: 53BP1 (Santa Cruz, 

500x), cyklin A (Leica, 50x), sekundární protilátky Alexa Fluor 488 (A11001, Invitrogen, 

1:1000) a Alexa Fluor 568 (A11036, Invitrogen 1:1000). Snímky byly pořízeny pomocí 

invertovaného fluorescenčního mikroskopu BX71 (Olympus) a vyhodnoceny ScanR softwarem 

(Olympus). Jednotlivé buňky byly rozpoznány na základě barvení roztokem Hoechst 33342. 

Na základě detekce intenzity cyclin A proteinu byly odlišeny S/G2 buňky (cyklin A pozitivní) 

a cyklin A negativní G1 populace. Pouze v cyklin A negativních buňkách byl detekován počet 

fokusů 53BP1.  

     Při přípravě vzorků k detekci vazby ATR a ATRIP proteinů k chromatinu byly použity 

primární protilátky: ATR (Santa Cruz, sc-22760, 1:500), ATRIP (Cell Signaling, 2737, 1:250). 

U těchto vzorků byla před samotnou fixací provedena preextrakce (10 mM PIPES, 300 mM 

sacharóza, 1,5 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,5% Triton X, inhibitory proteáz a fosfatáz, 

inkubace 20 minut na ledu), která umožnila odstranit proteiny nevázané k chromatinu. Během 

analýzy byly buňky rozpoznávány na základě barvení roztokem Hoechst 33342.  Intenzita 

signálu ATR a ATRIP proteinu odráží množství proteinu přítomného na chromatinu. Každý 

experiment byl proveden minimálně ve třech biologických opakováních. 

 

6.9  Western blot 
 

Buněčné kultury byly vysazeny v počtu 35 x104 na 6 cm petriho misku. Lyze buněk byla 

provedena přímo přídavkem pufru pro elektroforetické dělení k buněčné kultuře. Vzorek byl 

převeden do 1,5 ml mikrozkumavky a buňky řádně lyzovány v termomixeru 1400 rpm při 95°C. 

Následovalo elektroforetické dělení pomocí 4-15% SDS-PAGE gradientových gelů (Biorad), 

20 mA 90 minut. Po separaci byl gel přenesen na nitrocelulosovou membránu pomocí semi-dry 

western blotu (150 mA 90 minut). Membrána byla blokována v 5% mléku po dobu 1 h. Primární 

protilátky byly inkubovány přes noc při 4°C, sekundární protilátka značená křenovou 
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peroxidázou při laboratorní teplotě 1 hodinu. Detekce proteinu byla provedena pomocí 

chemiluminiscenčního kitu ECL (Thermo Scientific).  

Použité primární protilátky: XPC (Novus Biological, NB100-477, 1:1000), pChK1 (Ser345, 

Cell Signalling, 2348, 1:500), ChK1 (Santa Cruz, sc-8408, 1:500), GAPDH (GeneTex, 

GTX30666, 1:2000), MCM7 (Santa Cruz, sc-65469, 1:100). Sekundární protilátky proti myší 

protilátce (GE-Healthcare, NA931V, 1:1000), proti králičí protilátce (GE-Healthcare, 

NA934V, 1:1000).  

 

6.10 Určení mitotického indexu pomocí průtokové cytometrie 
 

Transfekované buněčné linie byly vysazeny na 6 cm Petriho misky a ošetřeny 0,2 µM APH, 

0,4 µM APH, anebo 0,5% DMSO po dobu 24 h. 6 h před fixací buněk byl přidán nocodazol ve 

výsledné koncentraci 100 ng/ml. Buňky byly trypsinizovány, fixovány studeným 10% 

formalínem po dobu 15 minut při laboratorní teplotě. Následovala permeabilizace 0,5% 

Tritonem X 5 minut. Vzorky byly obarveny primární protilátkou na detekci pH3 (pSer10, 

Milipore, 6-570, 1:1000) 1 h při laboratorní teplotě. Poté následovalo barvení sekundární 

protilátkou (Alexa Fluor 488, Invitrogen A11034, 1:1000) taktéž 1h při laboratorní teplotě. 

Buňky byly centrifugovány a resuspendovány v roztoku PBS s 2% fetálního telecího séra a 

s přídavkem 0,5 µg/ml DAPI. Následovala analýza pomocí průtokového cytometru (BD 

FACSVerse). 
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7. KOMENTOVANÉ VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

7.1  Experimentální strategie k identifikaci proteinů interagujících s BFM 
 

Jedním z cílů této práce bylo zhotovit vhodný afinitní systém pro izolaci proteinů vázajících se 

k fragilním místům DNA.  Zásadním krokem byl návrh specifického DNA afinitního ligandu a 

konstrukce afinitní matrice. Hlavním myšlenkou při návrhu specifického afinitního ligandu 

bylo získat strukturu, která bude představovat oblast BFM během RS, a tedy znázorní stabilní 

sekundární strukturu, která představuje pro buňku bariéru znesnadňující průběh replikace. Jako 

předloha pro návrh takového ligandu byla zvolena část fragilního místa FRA16D. Pomocí 

kvasinkového modelu s uměle vloženým FRA16D místem byla v tomto místě identifikována 

oblast DNA s vysokou flexibilitou a sklonem k zvýšené fragilitě působením RS (Zhang a 

Freudenreich, 2007).  Z tohoto místa byl vybrán strukturně nejvariabilnější úsek a pomocí 

Mfold programu, který umožňuje analýzu strukturních vlastností DNA a RNA molekul, bylo 

ověřeno zachování sekundární struktury tohoto úseku během experimentálních podmínek námi 

provedené DNA-afinitní chromatografie (Zuker, 2003). 

     Dalším neméně podstatným krokem byl návrh kontrolního DNA ligandu, který by spolu 

s aplikací metody relativní kvantifikace SILAC umožnil identifikovat a odlišit proteiny vázané 

k specifickému ligandu FRA16D-fragment. Hlavním požadavky kladené na kontrolní ligand 

bylo zachování stabilní lineární struktury během experimentálních podmínek DNA-afinitní 

chromatografie a absence promotorových oblastí.  

     Finální vzhled specifického úseku fragilního místa, označovaného jako ligand FRA16D-

fragment, stejně jako postup návrhu kontrolního ligandu je součástí kapitoly materiál a 

metodika, a také přílohy č. II. Oba DNA afinitní ligandy byly během komerční syntézy 

modifikovány na 5´-konci biotinem, což umožnilo jejich následnou imobilizaci k magnetickým 

částicím pokrytým streptavidinem. 

     Samotná DNA afinitní chromatografie byla provedena paralelně na specifické FRA16D-

fragment a kontrolní afinitní matrici s jadernými proteiny získanými z buněk (HeLa S3) 

kultivovaných za normálních podmínek, a následně z buněk vystavených RS indukovanému 

pomocí 0,4 µM APH po dobu 24 hodin. Každý z experimentů (bez a s indukovaným RS) byl 

proveden ve dvou replikátech tzv. forward a reverse, během kterých bylo vyměněno SILAC 

značení proteinů vkládaných na specifickou a kontrolní matrici.  
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     Tato výměna poskytuje nejen opakování daného experimentu a nástroj k vyhodnocení 

specifických FRA16D-fragment vazebných proteinů, ale také eliminuje možné falešně 

pozitivní vazby proteinů způsobené inkorporací izotopicky značených aminokyselin. 

Schematické znázornění experimentálního provedení DNA-afinitní chromatografie Obr. č. 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 4: Experimentální schéma identifikace a kvantifikace FRA16D-fragment vazebných 

proteinů pomocí DNA-afinitní chromatografie a MS. Buňky byly kultivovány v „heavy“ a 

„light“ SILAC mediu. Jaderné proteiny izolované z těchto buněk byly podrobeny DNA-afinitní 
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chromatografii na afinitní matrici s ligandem FRA16D-fragment a kontrolním ligandem. Eluáty 

z afinitních matric byly smíchány v poměru 1:1, separovány pomocí SDS-PAGE a podrobeny 

proteolytickému štěpení v gelu. Získané peptidové směsi byly analyzovány pomocí nLC-MS/MS. 

Experiment byl proveden s jadernými lyzáty buněk kultivovaných za normálních podmínek a 

následně s jadernými proteiny buněk vystavených RS pomocí 0,4 µM APH po dobu 24 hodin. 

Každý z experimentů byl proveden ve dvou replikátech „forward a reverse“ se 

záměnou izotopově značených jaderných proteinů přidávaných k afinitním matricím. 

 

7.2  Identifikace proteinů obohacených na ligandu FRA16D-fragment 

 

Identifikace proteinů probíhala na základě analýzy fragmentačních spekter pomocí programu 

ProteinScape s využitím vyhodnocovacího algoritmu Mascot ve spojení s databází UniProt. Na 

základě stanovených podmínek pro identifikaci proteinů tj. identifikace minimálně 2 peptidů 

daného proteinu s hodnotou score ˃15 a FDR 5% byl získán seznam proteinů obohacených na 

FRA16D-fragment a kontrolní matrici. Pro následnou bioinformatickou analýzu, relativní 

kvantifikaci proteinů, byly vybrány pouze ty proteiny, u nichž bylo možné nalézt 3 peptidové 

páry.  

     V prvním experimentu DNA-afinitní chromatografie provedené s jadernými proteiny 

buněk, které nebyly vystaveny RS bylo identifikováno celkem 282 proteinů, z nichž 228 bylo 

kvantifikováno a 150 se vyskytlo v obou provedených replikátech (forward i reverse). 

     V druhém experimentu DNA-afinitní chromatografie provedené s jadernými proteiny 

buněk, které byly vystaveny působení 0,4 µM APH po dobu 24 h jsme získali 655 proteinů, 

z nichž 559 vyhovovalo stanoveným podmínkám kvantifikace a 410 se nacházelo v obou 

replikátech. 

      Aplikace proteomického přístupu relativní kvantifikace proteinů SILAC nám umožnila 

identifikovat proteiny obohacené na ligandu FRA16D-fragment (za normálních podmínek a po 

vystavení buněk RS) a zároveň odlišit proteiny nespecificky adsorbované k DNA ligandu anebo 

samotné matrici. Logaritmicky normalizované (log2) hodnoty poměru výskytu proteinu v směsi 

eluátů z ligandu FRA16D-fragment a kontrolní matrice smíchané (1:1) byly vyneseny do grafu 

(forward vs. reverse), což nám umožnilo odlišit proteiny specificky vázané k FRA16D-

fragment ligandu bez a s indukcí RS. Signifikantně obohacené proteiny v obou replikátech jsou 
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viditelné jako odlehlé body v oblasti pravého horního kvartálu, zatím co nespecifické proteiny 

se stejnými hodnotami poměrů v obou replikátech jsou lokalizovány ve středu grafu Obr. č. 5. 

     Celkem jsme získali 13 proteinů signifikantně obohacených na ligandu FRA16D-fragment. 

Z toho 3 proteiny (PARP-1, XRCC5, DNLI3) jsou společné pro oba experimenty, 2 proteiny 

(WDR76, TFAM) jsou přítomny pouze v experimentu bez indukce RS a zbylých 8 proteinů 

(WRN, XRCC1, XPC, MSH2, MSH3, Centrin-2, DDB1, XRCC6) je obohaceno na ligandu 

FRA16D-fragment po ovlivnění buněk pomocí APH.  

     S použitím programu Cytoscape, plug-in ClueGo (Bindea et al., 2009) byly FRA16D-

fragment vazebné proteiny prohledány v databázi genové ontologie, která umožnila jejich 

klasifikaci na základě biologické a molekulární funkce (příloha II, Obr. č. 4 A, B). Analýzou 

proteinů v KEGG (z angl. Kyoto gene encyclopedia of genes and genomes) databázi jsme 

získali informaci o signálních drahách, v nichž jsou proteiny zahrnuty (příloha II, Obr. č. 4 C). 

Z výsledků vyplývá, že identifikované FRA16D-fragment vazebné proteiny vykazují vazebnou 

afinitu vůči abnormálním strukturám DNA a jejich známá biologická funkce je především 

v opravných a rekombinačních mechanizmech DNA. Jedná se především o dráhu přímého 

spojování konců dvouvláknových zlomů DNA (non-homologous end-joining, NHEJ), dráhy 

excizní reparace chybného párování bází (mismatch repair), excizní reparace bází (base 

excision repair, BER) a excizní reparace nukleotidů (nucleotide excision repair, NER). Získané 

výsledky podporují správnost návrhu DNA-afinitní chromatografie a možnou identifikaci 

proteinů s potencionální rolí v zachování stability fragilních míst. Dalším významným 

validačním faktorem potvrzujícím správnost provedení experimentu je identifikace WRN a 

MSH2. Spojitost těchto proteinů se zachováním stability fragilních míst byla již detailně 

popsána (Pirzio et al., 2008; Turner et al., 2002). 
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Obr. č. 5: Identifikace FRA16D-fragment vazebných proteinů. V grafech jsou vyneseny 

hodnoty normalizovaných poměrů (log2) proteinů získané z forward a reverse experimentů. 

Nespecificky vázané proteiny lze pozorovat ve středu grafu, specificky obohacené se akumulují 

v pravém horním kvartálu. A) Proteiny specificky vázané k FRA16D-fragmentu bez přítomnosti 

RS. B) Proteiny specificky vázané k FRA16D-fragmentu vlivem RS.  
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     Hlavním cílem FRA16D-fragment afinitní chromatografie byla izolace proteinů 

zodpovědných za zachování stability fragilních míst především během působení RS. V dalším 

kroku jsme se tedy změřili na studium biologické funkce proteinů identifikovaných na ligandu 

FRA16D-fragment po působení APH. Na základě literatury bylo zjištěno, že téměř polovina 

těchto proteinů (DDB1, XPC, Centrin-2, XRCC1, LIG3 kooperuje v jedné opravné dráze a to 

globální genomové-NER (Global Genome-NER, GG-NER) (Nouspikel, 2009). 

     GG-NER je opravný mechanismus eliminující nejen (6-4) pyrimidin–pyrimidonové 

fotoprodukty (6-4PP) a cyklobutan-pyrimidinové dimery (CPD) vznikající působením UV 

záření, ale také vnitrořetězcové můstky a bublinové struktury vznikající v DNA působením 

různých chemických látek.  DDB1, XPC a Centrin-2 se podílí na rozpoznání poškozeného místa 

a aktivaci opravné dráhy tvorbou iniciačního komplexu XPC-RAD23B-Centrin 2 (Nishi et al., 

2005; Sugasawa et al., 1998).  

     DDB1 protein je součástí UV-DDB komplexu (DDB1, DDB2 a ubiquitin ligáza), který 

zprostředkovává vazbu XPC proteinu k místu poškození. Následuje ubiquitinylace DDB2 a 

XPC proteinu. Zatím co DDB2 je degradován proteasomem, ubiquitinylace XPC zvyšuje jeho 

stabilizaci a afinitu k DNA (Sugasawa et al., 2005). Tento mechanismus je většinou spojován 

s rozpoznáváním poškození, které vzniklo UV zářením a zároveň málo deformuje DNA 

strukturu např. CPD (Fitch et al., 2003). Naopak některé (6-4)PP fotoprodukty a další DNA 

poškození vyvolané různými chemickými látkami jsou rozpoznány přímo pomocí XPC bez 

následné ubiquitinylace. 

     Proteiny XRCC1 a LIG3 se podílí především na syntéze nového řetězce DNA vznikajícího 

až po excizi chybového úseku (Moser et al., 2007) 

     Souvislost XPC proteinu a stejně tak celé dráhy GG-NER s fragilními místy nebyla dosud 

ověřována. Ze současné literatury vyplývá, že XPC protein může představovat obecný senzor 

abnormálních struktur v DNA. Rozpoznává různé bubliny, smyčky, sekundárních struktury a 

to bez ohledu na původ poškození (Krasikova et al., 2013; Sugasawa et al., 2002, 2009). Právě 

tato substrátová variabilita podporuje také myšlenku jeho další biologické funkce mimo 

aktivaci GG-NER (Shell et al., 2013). Nové role XPC proteinu byly prokázány v regulaci BER 

(Melis et al., 2013), remodelaci chromatinu (Ray et al., 2009), proteolytické degradaci proteinů 

(Krzeszinski et al., 2014) a také v zachování stability telomer (Stout a Blasco, 2013).  

     Na základě dostupných informací o XPC proteinu a vlastních výsledcích proteomického 

skríningu byl tento protein vybrán jako vhodný kandidát k dalšímu studiu a jeho biologická role 
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v RS a zachování stability fragilních míst byla následně ověřována pomocí molekulárně-

biologických metod.  

      Jelikož působení APH vytváří stabilní sekundární struktury v oblasti fragilních míst, 

předpokládali jsme, že rozpoznání těchto struktur XPC proteinem by mohlo probíhat přímo, 

nezávisle na výše zmíněném UV-DDB komplexu. Pomocí buněčné frakcionace bylo ověřeno, 

zda působením 0,4 µM APH po dobu 24 h dochází k XPC ubiquitinylaci. Tuto posttranslační 

modifikaci lze pozorovat jako elektroforetický posun XPC proteinu během SDS-PAGE, který 

je detekován pomocí specifické protilátky následným western blotem. V případě vzorku, který 

byl vystaven RS pomocí APH nedošlo během elektroforetického dělení k posunu 

charakteristického bandu  ubiquitinylovaného XPC proteinu v porovnání se vzorkem, který byl 

vystaven působení UV záření (příloha II., doplněk Obr. č. 2). Na základě tohoto výsledku se 

můžeme domnívat, že působením APH nedochází k XPC ubiquitinylaci a případné rozpoznání 

sekundárních struktur DNA by mohlo být nezávislé na UV-DDB komplexu.  

    

7.3  Detekce exprese BFM na mitotických chromozomech 
 

Jednou z nejužívanějších metod pro studium role proteinu v zachování stability BFM je 

visuální detekce zlomů a mezer přítomných na metafázních chromosomech v uměle 

vytvořeném funkčním deficitu daného proteinu bez a s vlivem RS. Přítomnost mezer a zlomů 

na metafázních chromozomech se obecně označuje jako exprese fragilních míst. 

Chromozomální poškození je v oblasti fragilních míst rozpoznáváno pomocí  Giemsova 

barvení anebo pomocí FISH k danému místu (Durkin et al., 2006; Howlett et al., 2005; Pirzio 

et al., 2008). Limitacemi těchto metod je časová náročnost přípravy mitotických vzorků tzv. 

spreadů, které navíc vyžadují velkou zkušenost hodnotitele s detekcí chromozomálních aberací 

a samozřejmě mohou být ovlivněny jeho subjektivním názorem.  

     Druhou možností detekce chromozomálního poškození je identifikace dvouvláknových 

DNA zlomů pomocí markeru DNA poškození, fosforylovaného histonu H2AX (γH2AX) 

(Rogakou et al., 1998). Bylo potvrzeno, že 20 z nejvíce exprimovaných fragilních míst je 

spojeno s 80% dvouvláknových DNA zlomů detekovaných na metafázních chromozomech 

lymfoblastů po indukci RS pomocí APH (Glover et al., 1984), což podporuje možnost detekce 

fokusů γH2AX proteinu jako markeru exprese BFM na metafázních chromozomech. 
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     Pro detekci γH2AX proteinu v mitotických buňkách jsme použili již publikovanou metodu 

(Löffler et al., 2011), jejíž provedení jsme ve spolupráci s Dr. Martinem Mistríkem 

modifikovali a aplikovali pro naše účely. Princip metody spočívá v detekci mitotických buněk 

na základě pH3 mitotického markeru a následné detekci γH2AX fokusů v těchto mitotických 

buňkách (Obr. č. 6A, B). Aplikovatelnost metody byla ověřena detekcí exprese fragilních míst 

na mitotických chromozomech po indukci RS v ATR deficientní buněčné linii (U2OS shATR) 

(Obr. č. 6C). Zřetelný nárůst γH2AX fokusů v mitotických buňkách jako důsledek ATR 

deficience, který je zesílen působením APH je v souladu s již publikovanými výsledky (Casper 

et al., 2002). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 6 Automatizace metody detekce fokusů γH2AX proteinu v mitotických 

buňkách. A) Ilustrativní znázornění chromozomálního zlomu a přítomnost γH2AX v místě 

poškození. B) Výběr mitotických buněk na základě pH3 pozitivity a následná detekce exprese 

fragilního místa pomocí γH2AX markeru. C) Detekce γH2AX fokusů v shATR U2OS buněčné 

linii po indukci RS. 
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7.4   Studium role XPC proteinu v zachování stability fragilních míst 
 

Role XPC v zachování stability fragilních míst byla hodnocena pomocí automatizované metody 

detekce fokusů γH2AX proteinu v mitotických buňkách. Pomocí interferenční siRNA jsme v 

U2OS buněčné linii provedli specifické snížení exprese XPC genu na úrovni mRNA tzv. knock-

down (KD) a sledovali vliv na expresi fragilních míst v mitotických buňkách bez a s působením 

0,4 µM APH po dobu 24 hodin.  

     Působením RS dochází v XPC KD U2OS buněčné linii k poklesu γH2AX fokusů 

v mitotických buňkách ve srovnání s kontrolní XPC proficientní  linií (Obr. č. 7 A, B).  

 

 

 

Obr. č. 7: Analýza chromozomálního poškození v XPC deficientní U2OS buněčné linii. A) 

Detekce γH2AX fokusů v XPC KD mitotických buňkách pomocí imunofluorescenční 

mikroskopie B) Ilustrativní obrázek detekce pH3 pozitivní buňky a přítomných γH2AX fokusů. 

 

Snížení počtu γH2AX fokusů v mitotických XPC KD buňkách po indukci RS lze vysvětlit 

dvěma způsoby. V prvním případě by ztráta XPC proteinu představovala značnou genomickou 

nestabilitu, která by vedla k aktivaci G2/M kontrolního bodu buněčného cyklu, a tím zastavení 

buněčného cyklu a znemožnění vstupu buňky do mitózy. Tento fakt by se projevil následnou 

absencí poškození (γH2AX fokusů) v mitotických buňkách. V druhém případě by deficit XPC 
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mohl vést ke snížení signalizace DNA poškození a/nebo snížení aktivace opravných drah, a tím 

i detekce poškození v mitóze pomocí γH2AX proteinu. 

     Jak již bylo zmíněno hlavní kinázou v regulaci buněčné odpovědi na poškození vznikající 

během RS je ATR kináza, jejíž deficit způsobuje expresi fragilních míst a detekci γH2AX 

fokusů v mitotických buňkách. Použitím U2OS buněčné linie s doxycyklin indukovatelnou 

shRNA proti ATR proteinu jsme sledovali změnu exprese fragilních míst detekcí γH2AX 

v mitotických buňkách ATR deficientní linie a v mitotických buňkách se společnou deficiencí 

ATR a XPC proteinu.  

    Výsledkem je snížení detekce γH2AX fokusů v mitotických buňkách ATR/XPC KD oproti 

samotnému ATR KD, což poukazuje na možné porušení signalizace replikačních problémů a 

aktivace opravných drah z důsledku deficience XPC proteinu Obr. č. 8. 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 8: Analýza chromozomálního poškození v  U2OS-shATR buněčné linii se společným 

deficitem ATR a XPC proteinu. A) Detekce γH2AX fokusů v XPC a XPC/ATR KD mitotických 

buňkách pomocí imunofluorescenční mikroskopie B) Ověření úspěšnosti XPC/ATR KD pomocí 

western blotu. 
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     V oblastech fragilních míst může vlivem APH docházet k nekompletní replikaci DNA a 

vzniku tzv. replikačních intermediátů. Tyto replikační intermediáty nerozpoznané kontrolními 

mechanizmy buňky unikají do mitózy, kde se stávají potencionálním zdrojem DNA poškození. 

Takové DNA poškození je pozorovatelné v následující G1 buněčné populaci, kde je 

detekovatelné pomocí fokusů 53BP1 proteinu tzv. 53BP1 bodies a označené tak pro případnou 

opravu (Lukas et al., 2011).  

     Ověření, zda při  XPC deficienci dochází ke vzniku nekompletně replikované DNA a 

přenosu DNA poškození do další buněčné generace bylo provedeno detekcí  53BP1 bodies 

v cyklin A negativních (G1) XPC KD U2OS buňkách vystavených působení 0,4 µM APH po 

dobu 24 h (Obr. č. 9 A, B). Zvýšená detekce hladiny 53BP1 bodies v G1 populaci XPC 

deficientních buněk vystavených RS potvrdila předpokládanou hypotézu. Deficience XPC 

proteinu umožnuje vznik nedoreplikovaných úseků DNA, které unikají do mitózy.   

 

 

 

    Obr. č. 9: Analýza 53BP1 bodies v G1 buněčné fázi XPC deficientní U2OS buněčné linie. 

A) Detekce 53BP1 bodies v cyklin A- buňkách pomocí fluorescenční mikroskopie. B) 

Ilustrativní obrázek detekce cyklin A- negativních buněk a zvýšeného množství 53BP1 bodies  

XPC KD buňkách vystavených RS. 
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7.5   Úloha XPC proteinu v regulaci proteinů buněčné odpovědi na RS 
 

V další fázi experimentů jsme se zaměřili na ověření vlivu XPC proteinu na regulaci proteinů 

buněčné odpovědi na RS tzn. regulaci ATR-Chk1 signální dráhy a G2/M kontrolního bodu 

buněčného cyklu. Pomocí imunofluorescenční mikroskopie byla sledována schopnost vazby 

ATR kinázy a jejího interakčního partnera proteinu ATRIP  k chromatinu v XPC deficientní 

buněčné linii. Snížená schopnost vazby ATR/ATRIP proteinů k chromatinu a zároveň pokles 

fosforylace Chk1 kinázy potvrdili porušení aktivace ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy buněčné 

odpovědi (Obr. č. 10 A, B). Způsob jakým XPC interaguje s ATR, a tím ovlivňuje jeho vazbu 

k chromatinu, není dosud objasněn. Snížená aktivace ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy však 

poukazuje na roli XPC proteinu v regulaci buněčné odpovědi na RS. 

     Jedním z důsledků porušení funkce kontrolního bodu G2/M buněčného cyklu je únik 

poškozených buněk do mitózy. Množství buněk v M-fázi buněčného cyklu udává tzv. mitotický 

index (MI). Měřením MI v XPC KD buněčné linii vystavené působení 0,2 µM a 0,4 µM APH 

po dobu 24 h byl potvrzen nárůst mitotických buněk oproti kontrolním XPC proficientním 

buňkám (Obr. č. 10 C).  

     Stejného výsledku tj. snížení fosforylace Chk1 kinázy v XPC KD buňkách působením APH 

a zvýšení MI vlivem RS bylo dosaženo také v dalších testovaných liniích HeLa S3 a TIG-3 

(příloha II, doplněk Obr. č. 3 a 4).   Na druhou stranu zvýšený výskyt 53BP1 bodies v G1 

XPC KD buněčné linii TIG-3 a HeLa S3 nebyl vlivem APH potvrzen. Příčinou tohoto 

rozdílného výsledku je zřejmě biologického pozadí jednotlivých buněčných linií, u nichž mohla 

manifestace DNA poškození způsobená XPC deficiencí vyústit k eliminaci defektních buněk 

například apoptózou.  

     Získaná data snížené signalizace a aktivace ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy v XPC KD 

buněčné linii působením APH jsou v souladu s již publikovanými výsledky o roli XPC proteinu 

v  odpovědi na poškození vyvolané UV zářením. XPC deficientní buňky vykazují porušenou 

funkci signální dráhy buněčné odpovědi ATR-Chk1 a ATM-Chk2 na DNA poškození vyvolané 

UV zářením, a také porušení opravné dráhy HR. Stejně tak byla potvrzena také vzájemná 

interakce XPC proteinu s ATR/ATM kinázami jako odpověď na působení UV záření  (Ray et 

al., 2013). Tato práce byla později rozšířena, a význam role XPC proteinu pro opravu poškození 

DNA způsobeném UV zářením byl specifikován pouze pro G1 fázi buněčného cyklu, nikoli 

S fázi (Ray et al., 2016). 
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Obr. č. 10:  Analýza role XPC v regulaci ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy buněčné odpovědi 

na RS. A) Detekce snížení fosforylace Chk1 (Ser345) v XPC deficientní U2OS buněčné linii 

pomocí western blotu. B) Detekce snížení vazby ATR/ATRIP k chromatinu v XPC deficientní 

U2OS buněčné linii pomocí imunofluorescenční mikroskopie. C) Analýza mitotického indexu 

pomocí průtokové cytometrie-detekce pH3 pozitivních buněk.   

 

     V naší práci jsme pro indukci RS použili APH v koncentracím 0,2 µM a 0,4 µM, což 

vyvolává zcela jiný typ DNA poškození než zmíněné UV záření.  Zatím co UV záření způsobuje 

zejména vznik fotoproduktů 6-4PP anebo CPD (Cadet et al., 2015), APH inhibuje DNA 
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polymerázu a tím zpomaluje postup replikační vidličky (Cheng a Kuchta, 1993). Působením 

APH v koncentracích, které zpomalují, nikoliv zastavují replikační vidličku, dochází v oblasti 

BFM ke vzniku těžce replikovatelných sekundárních struktur náchylných k poškození 

(Mishmar et al., 1998; Mrasek et al., 2010; Zhang a Freudenreich, 2007). Ovlivněna je tedy 

především S fáze buněčného cyklu.  

     Na základě získaných dat se tedy můžeme domnívat, že XPC protein hraje roli v buněčné 

odpovědi na RS, kdy se účastní rozpoznávání a signalizace replikačních bariér v oblastech BFM 

a také aktivace ATR/ATRIP-Chk1 kontrolní dráhy zodpovědné za zachování jejich stability.  
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8. ZÁVĚR 

 

Vzájemné interakce proteinů a nukleových kyselinami hrají zásadní roli v řadě biologických 

procesů jako je transkripce, replikace, a také v opravě poškození DNA, které tyto procesy 

mohou doprovázet. Studium interakce nukleových kyselin s proteiny umožnuje porozumět 

principiální podstatě těchto mechanizmů, jejichž nedostatečností může dojit k porušení 

homeostázy a vzniku různých onemocnění. Jednou z metod studia interakce nukleových 

kyselin s proteiny je DNA/RNA-afinitní chromatografie. Vhodnou volbou specifického 

afinitního ligandu lze izolovat proteiny vázané k určité sekvenci případně struktuře nukleové 

kyseliny a ve spojení s metodami MS provést identifikaci specificky vázaných proteinů.  

     Tato disertační práce je zaměřena na aplikaci metody DNA-afinitní chromatografie, která 

v kombinaci s metodou relativní kvantifikace proteinů SILAC a MS umožnuje izolaci a 

následnou identifikaci proteinů hrajících roli v zachování stability fragilních míst. Návrhem 

specifického ligandu FRA16D-fragment jsme získali DNA-afinitní matrici vhodnou k izolaci 

proteinů interagujících s BFM a s použitím kontrolního DNA ligandu a SILAC metody jsme 

pomocí nLC-MS/MS identifikovali proteiny specificky vázané k ligandu FRA16D-fragment 

před a po vystavení buněk RS.  

     Správnost návrhu a experimentálního provedení DNA-afinitní chromatografie byla 

potvrzena nejen identifikací několika zajímavých proteinových kandidátů, ale také identifikací 

WRN a MSH2 proteinů, jejichž úloha v zachování stability fragilních míst již byla publikována.  

     Více jak polovina identifikovaných FRA16D-fragment vazebných proteinů kooperuje 

v jedné DNA opravné dráze a to GG-NER. Souvislost GG-NER dráhy se zachováním stability 

BFM nebyla dosud ověřována a proto byl XPC protein, její hlavní iniciátor, zvolen k dalšímu 

studiu. 

    Na základě získaných výsledků jsme dospěli k hypotéze, že XPC proteinu hraje roli 

v zachování stability fragilních míst a také v buněčné odpovědi na RS. Zjistili jsme, že XPC 

deficientní buňky vykazují sníženou aktivaci buněčné odpovědi na RS, která vede ke zvýšení 

nestability genomu. Předpokládáme, že XPC protein rozpoznává těžce replikovatelné struktury 

v oblastech BFM vznikající působením RS a aktivuje tak kontrolní a opravné mechanizmy. 

XPC deficientní buňky vykazují porušení aktivace ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy, což 

vyústí v únik buněk s nekompletně replikovanou DNA do mitózy. Osud takto poškozených 

buněk závisí na biologickém pozadí konkrétní buněčné linie a schopnosti její odpovědi na 
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poškození DNA. V U2OS buněčné linii je toto poškození přeneseno do další buněčné generace, 

kde jsou vznikající dvouvláknové zlomy DNA viditelné jako fokusy 53BP1 bodies. U dalších 

testovaných liniích jako je TIG-3 a HeLa S3 se XPC deficience projevuje taktéž snížením 

ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy buněčné odpovědi na RS, avšak buňky s nekompletně 

replikovanou DNA nepřechází do další buněčné generace a jsou pravděpodobně eliminovány 

apoptózou. Tato možnost je v souladu s teorií, že BFM místa fungují jako senzory pro eliminaci 

buněk s nestabilním genetickým materiálem, čímž slouží jako ochranná bariéra před vznikem 

tumorigeneze.  

     Vědeckým přínosem předkládané práce je nejen unikátní použití strukturně specifického 

DNA afinitního ligandu FRA16D-fragment, který ve spojení s metodami kvantitativní 

proteomiky umožnil izolaci a následnou identifikaci XPC proteinu, ale také odhalení nové 

biologické role XPC proteinu v RS a zachování stability fragilních míst. 

     Komentované výsledky disertační práce jsou součástí publikace vydané v recenzovaném 

zahraničním časopise Journal of Proteome Research a to pod názvem „Role of DNA repair 

factor xeroderma pigmentosum protein group C in response to replication stress as revealed by 

DNA fragile site affinity chromatography and quantitative proteomics“ (příloha II). 

     Stručná literární rešerše o metodách DNA afinitní chromatografie, gelové retardační analýzy 

a fluorescenční mikroskopie, jejichž vzájemnou kombinací lze dospět ke konkrétnímu cíli a to 

izolaci, identifikaci a charakterizaci biologcké funkce DNA vazebných proteinů je 

součástí přehledového referátu publikovaného v českém recenzovaném časopise Chemické 

listy pod názvem „Pokročilé metody studia vzájemných interakcí proteinů s DNA“ (příloha I). 
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10. SEZNAM ZKRATEK 

 

ACN            acetonitril 

ATM            ataxia-telangiectasia mutated kinase 

APH             aphidicolin 

ATR             ataxia-telangiectasia RAD3-related kinase 

ATRIP         ataxia-telangiectasia RAD3-related interaction protein 

BER             excizní reparace bází (z angl. base excision repair) 

BFM            běžná fragilní místa 

BRCA1        breast cancer-1 protein 

BSA             hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumin) 

CID              kolizí indukovaná disociace (z angl. collision induced dissociation) 

CPD             cyklobutan pyrimidinový dimer 

DDB1           DNA vazebný protein 1 (z ang. DNA binding protein 1) 

2-DE             dvojrozměrná elektroforéza 

DMSO          dimethylsulfoxid 

DSBs            dvouvláknové zlomy DNA (z angl. double-stranded DNA breaks) 

EMSA           gelová retardační analýza (z angl. electrophoretic mobility shift assay) 

ESI                ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization) 

ECD              disociace záchytem elektronů (z angl. electron capture dissociation) 

ETD              disociace přenosem elektronů (z angl. electron transfer dissociation) 

FA                 kyselina mravenčí (z angl. formic acid) 

FANCD2       Fanconi anemia protein 2 

FHIT             fragile histidine triad 

FISH             fluorescenční in situ hybridizace 

FRA16D       fragilní místo FRA16D 

FRA3B         fragilní místo FRA3B 

FT-ICR         iontová cyklotronová resonance s Fourierovou transformací (z angl. Fourier  

                      transform ion cyclotron resonance mass spektrometry) 
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HR                  homologní rekombinace (z angl. homologous recombination) 

GENECAPP   Global ExoNuclease –based enrichment of chromatin associated proteins for   

                       proteomics 

GG-NER        globální genomová excizní reparace nukleotidů (z angl. global genome  

                       nucleotide excision repair) 

Chk1              checkpoint kinase 1  

Chk2              checkpoint kinase 2  

ICAT              isotope coded-affinity tag 

ICPL               isotope coded-protein labeling 

IF                    imunofluorescence 

iTRAQ            metoda chemického značení proteinů pomocí izobarických značek (z angl.  

                        isobaric tags for relative and absolute quantification) 

KEGG             Kyoto gene encyclopedia of genes and genomes 

LIG3               Ligase 3  

LNA                kyselina s uzamčenou konformací (z angl. locked nucleic acid) 

LTQ                lineární iontová past (z angl. linear trap quadrupole) 

MALDI           laserová desorpční ionizace s pomocí matrice (z angl. Matrix-assisted laser  

desorption/ionization) 

MS                  hmotnostní spektrometrie (z angl. mass spectrometry) 

MSH2             Mismatch repair protein 2 

MSH3             Mismatch repair protein 3 

MI                   mitotický index 

MudPIT          vícerozměrná identifikace proteinů (z angl. multidimensional protein  

                        identification technology) 

NK                  nukleové kyseliny 

NHEJ              přímé spojování DNA konců (z angl. non-homologous end joining) 

nLC                 nanokaplinová chromatografie 

PARP-1           Poly(ADP)ribose polymerase 1 

pH3                 fosforylovaný histon H3 

(6-4) PP           pyrimidin pyrimidonové (6-4) fotoprodukty 



88 
 

pI                  izoelektrický bod 

PNA             peptidová nukleová kyselina 

PTM             posttranslační modifikace 

P53               protein 53 

Q                   kvadrupól (z angl. quadrupole) 

QqQ              trojitý kvadrupól (z angl. triple quadrupole) 

RPA              replikační protein A 

RS                 replikační stress 

SCX              silný kationtoměnič (z angl. strong cation exchange) 

SELEX          metoda systematického vývoje ligandů na základě exponenciálního růstu  

                      (z angl. Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment) 

SDS-PAGE   polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti dodecylsulfátu sodného 

SILAC           izotopové značení proteinů v buněčné kultuře (z angl. stable isotope labeling of  

                      amino acids in cell culture  

SMC1            Structural maintenance of chromosomes protein 1 

ssDNA           jednovláknová DNA (z angl. single-stranded DNA) 

TF                  transkripční faktor 

TFAM            Mitochondrial transcription factor A 

Tm                 teplota tání  

UV                 ultrafialové záření 

WDR76         WD repeat domain 76 

WWOX         WW domain containing oxidoreductase 

WRN             Werner helicase  

XPC               Xeroderma pigmentosum complementing protein C 

XRCC1          X-ray repair cross-complementing group protein 1 

XRCC6          X-ray repair cross-complementing group protein 6 

53BP1            53-vazebný protein 1 (z angl. 53-binding protein 1) 

γH2AX           fosforylovaný histon H2AX 
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1. Úvod 
 

Interakce proteinů s DNA hrají klíčovou roli 
v regulaci buněčných mechanismů jako je replikace, tran-
skripce, rekombinace a reparace poškozené DNA. Různé 
vnější faktory, meziprodukty metabolismu a genetické 
mutace mohou vést ke změně vzájemné kooperace protei-
nů s DNA, porušení regulace buněčných mechanismů 
a mohou vyústit až k rozvoji nádorového onemocnění1. 
Taktéž řada virů využívá interakce proteinů s DNA hosti-
telské buňky během svého životního cyklu2. Izolace DNA 
vazebných proteinů, jejich následná identifikace a charak-
terizace biologické funkce tak pomáhá objasnit fungování 
a vzájemnou synchronizaci životně důležitých buněčných 
mechanismů.  

Zdokonalování metod studia proteinových interakcí 
s DNA molekulami je v popředí zájmu řady molekulárně-
biologických oborů. Tyto metody mohou být klasifikovány 
na základě způsobu provedení (in vitro a in vivo), nebo na 
základě výsledku, který očekáváme. Výsledkem může být 
určení specifické DNA sekvence, se kterou studovaný 
protein interaguje3, nebo naopak identifikace proteinů in-
teragujících se známou DNA sekvencí4,5.  

Tento souhrnný referát je věnován metodám izolace 
DNA vazebných proteinů a technikám jejich následné 
identifikace (DNA-afinitní chromatografii v  kombinaci 
s přístupy kvantitativní proteomiky a hmotnostní spektro-
metrie). Pozornost je věnována i přímým metodám potvr-
zení DNA-proteinové interakce, gelové retardační analýze 
a jejím současným modifikacím. Zmíněny jsou také postu-
py fluorescenční mikroskopie, které slouží zejména 
ke sledování DNA-proteinové interakce s cílem objasnit 
biologické funkce již předem identifikovaných DNA va-
zebných proteinů. Jednotlivé kapitoly jsou koncipovány 
tak, aby čtenář získal představu  o současných trendech 
v metodách studia interakcí proteinů s DNA, jejich kla-
dech i záporech a potenciální aplikaci při vlastní experi-
mentální práci.  

 
 

2. DNA-afinitní chromatografie 
 
Izolaci a identifikaci proteinů schopných interakce 

s DNA lze provést pomocí metod DNA-afinitní chromato-
grafie v kombinaci s metodami kvantitativní proteomiky 
a MS. Princip DNA-afinitní chromatografie spočívá 
v izolaci proteinů na základě jejich interakce se specific-
kou DNA sekvencí – ligandem, který je imobilizován na 
pevném nosiči. V současné době dosáhla DNA-afinitní 
chromatografie značné obliby a to nejen díky variabilitě 
DNA úseků, které lze volit jako specifický ligand, ale pře-
devším díky rozvoji moderních metod identifikace protei-
nů technikami hmotnostní spektrometrie. Ve spojení 
s metodami kvantitativní proteomiky představuje DNA-
afinitní chromatografie významnou, dostatečně selektivní 
a citlivou metodu k identifikaci či případné charakterizaci 
minoritně zastoupených proteinů schopných interakce jak 
s krátkými sekvenčně specifickými DNA ligandy6,7, tak 
i s dlouhými strukturně specifickými DNA sekvencemi8.  

Pro úspěšné provedení DNA-afinitní chromatografie 
je třeba optimalizovat několik zásadních kroků. Nejvý-
znamnějším krokem je návrh a konstrukce vhodné afinitní 
matrice (výběr specifického DNA ligandu a jeho imobili-
zace). Následuje optimalizace způsobu provedení DNA-
afinitní chromatografie, kde je možné zahrnout přípravu 
vzorků, optimalizaci interakčních podmínek, promývání 
matrice a eluci zachycených proteinů. Neméně důležité je 
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také finální zpracování eluátu pro následnou identifikaci 
proteinů proteomickými metodami a MS. 

 
2.1. Konstrukce DNA-afinitní matrice 

 
Při konstrukci DNA-afinitní matrice hraje zásadní roli 

především výběr a syntéza DNA ligandu a jeho ukotvení 
k vhodně zvolené matrici tzv. imobilizace. Predikci speci-
fického DNA ligandu vhodného pro izolaci transkripčních 
faktorů a dalších DNA vazebných proteinů lze získat 
in silico analýzou. Na základě známé informace 
o transkripčních faktorech a promotorových sekvencích, 
případně informacích o povrchových či strukturních vlast-
nostech proteinů lze předvídat jejich potenciální vazbu ke 
konkrétní sekvenci DNA9. K nevýhodám těchto bioinfor-
matických analýz patří především fakt, že špatně zvole-
ným algoritmem získáme řadu falešně pozitivních 
i negativních výsledků a také to, že in silico metody vy-
chází již ze známých informací a většinou se jedná již 
o detailně charakterizované proteiny.  

Současné DNA-afinitní chromatografie jsou provádě-
ny na různě dlouhých sekvenčně či strukturně specifických 
úsecích DNA a slouží především k izolaci de novo DNA 
vazebných proteinů, jejichž biologickou funkci je třeba 
dále ověřit pomocí molekulárně-biologických metod8,10.  

Nezbytným požadavkem pro správné odlišení speci-
ficky a nespecificky zachycených proteinů je volba kon-
trolního ligandu. Kontrolní DNA ligand by měl být co 
nejvíce podobný specifickému avšak bez vazebného místa. 
Tohoto způsobu se nejčastěji užívá při identifikaci tran-
skripčních faktorů, kdy kontrolní sekvenci získáme mutací 
ve specifické regulační oblasti, která má být proteinem 
rozpoznána11. Při izolaci proteinů vázajících se specificky 
k strukturované DNA je nutné ověřit zachování této struk-
tury za daných experimentálních podmínek, ale také na-
vrhnout kontrolní (většinou lineární) sekvenci, jejíž struk-
tura zůstane během experimentu nezměněna8. V případě, 
že sledujeme změnu schopnosti vazby proteinu ke konkrét-
ní sekvenci DNA za určitých stresových podmínek, prove-
deme DNA-afinitní chromatografii s proteiny  z buněk 
kultivovaných za normálních podmínek, a poté s proteiny 
buněk, které byly vystaveny stresovým podmínkám12. 
Srovnáváme tedy proteom (soubor proteinů) vázaný ke 
specifickému a kontrolnímu ligandu, případně proteiny 
vázané ke stejné sekvenci bez a po působení stresového 
faktoru.  

Dalším krokem konstrukce DNA-afinitní matrice je 
imobilizace zvoleného ligandu. Původní způsoby imobili-
zace byly prováděny pomocí adsorpce molekul DNA 
k matrici, nekovalentními vazbami mezi DNA ligandem 
značeným poly(A)oligonukleotidem a matricí s poly(T)
oligonukleotidem, a také kovalentními vazbami vznikající-
mi na základě chemické reakce mezi postranními skupina-
mi DNA ligandu (5´anebo 3´konec) a aktivovaným povr-
chem matrice13. V současné době je imobilizace molekul 
DNA, ve většině případů, prováděna pomocí biospecifické 
vazby biotin-streptavidin.  Zvolený DNA ligand je již bě-
hem syntézy modifikován biotinem, což umožní jeho pev-

nou nekovalentní vazbu k nosiči pokrytému streptavidi-
nem. Vhodným nosičem jsou zejména magnetické mikro-
částice. Hlavní výhodou tohoto způsobu imobilizace je 
snadná příprava DNA-afinitní matrice bez složitých che-
mických reakcí a jednoduchá manipulace s magnetickými 
mikročásticemi, která umožnuje použití malých promýva-
cích i elučních objemů5,8. 

 

2.2. Způsob provedení DNA afinitní chromatografie 
 
Jednotlivé kroky DNA-afinitní chromatografie zahr-

nují přípravu vzorku a jeho inkubaci s DNA-afinitní matri-
cí, promývání afinitní matrice a nakonec eluci zachyce-
ných proteinů. 

Vstupním materiálem pro DNA-afinitní chromatogra-
fii je zpravidla buněčný lyzát živočišného, bakteriálního 
anebo rostlinného původu obsahující proteiny v nativní 
formě. Ve většině případů se jedná o komplexní proteino-
vou směs, ve které řada majoritně zastoupených proteinů 
může ovlivňovat možnost interakce hledaného proteinu, 
často minoritně zastoupeného, nespecifickými interakcemi 
jak se samotnou matricí, tak i s DNA-ligandem. Možným 
řešením tohoto nežádoucího jevu je snížení komplexnosti 
vstupního proteinového lyzátu. V počátcích DNA-afinitní 
chromatografie byly lyzáty nejprve separovány pomocí 
iontově výměnné chromatografie na jednotlivé frakce a až 
poté podrobeny specifické DNA-afinitní chromatografii. 
Hlavní nevýhodou tohoto postupu je požadavek velkého 
množství vstupního materiálu a možná ztráta minoritně 
zastoupených proteinů během separačních kroků14,15. Další 
postupy, jimiž lze snížit množství nespecificky se vázají-
cích proteinů, je preinkubace vzorku s prázdnou matricí 
anebo také s matricí obsahující nespecifickou, mutovanou 
nebo jinak změněnou DNA sekvenci15–17. Nespecifické 
vazbě proteinů lze také zamezit blokací matrice pomocí 
hovězího sérového albuminu (BSA). Nevýhodou je, že 
spolu s izolovanými proteiny dochází k postupné eluci 
BSA, který tak působí jako nechtěný kontaminant a může 
ztěžovat podmínky identifikace specificky vázaných pro-
teinů metodou MS18. V současné době existuje řada postu-
pů i komerčně dostupných kitů, které umožnují frakcionaci 
biologického vzorku např. oddělení jaderných proteinů od 
proteinů cytosolu. Rozvoj nových metod kvantitativní 
proteomiky v kombinaci se stále modernějšími, rychlejší-
mi a vysoce citlivými analyzátory hmotnostní spektrome-
trie nabízí nové přístupy, které jsou schopny eliminovat 
úskalí nespecifických interakcí a zvyšují citlivost detekce 
specificky interagujících proteinů (viz 2.3). 

Zásadním krokem pro zachycení proteinů interagují-
cích se specifickým DNA ligandem je samotná inkubace 
vzorku s DNA-afinitní matricí. Složení pufru pro inkubaci 
vzorku s DNA-afinitní matricí by mělo co nejvíce odpoví-
dat fyziologickým podmínkám vhodným pro žádanou in-
terakci proteinů s DNA ligandem. Důležité je kontrolovat 
obsah solí, detergentů a kovových iontů, které mohou vý-
razně ovlivnit sílu a specifitu interakce proteinů s DNA. 
Vyšší koncentrace solí ve vazebném pufru zamezí vzniku 
nespecifických vazeb, avšak příliš vysoká koncentrace 
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může způsobit inhibici požadované interakce a destabiliza-
ci vznikajících komplexů19. 

Promývání afinitní matrice po inkubaci s proteinovým 
lyzátem slouží především k odstranění nenavázaných 
a nespecificky zachycených proteinů. K tomuto účelu je 
vhodné zvolit systém promývacích pufrů se zvyšující se 
koncentrací solí11 a s přídavkem tzv. kompetitorů. Jako 
kompetitory označujeme jednovláknové případně dvou-
vláknové řetězce DNA, které po přidání do promývacího 
pufru vyváží proteiny schopné nespecifické interakce 
s jakýmkoliv DNA řetězcem. Klíčová je volba správného 
množství tohoto kompetitoru, jelikož při vysokých kon-
centracích může dojít k nechtěnému vyvázání hledaného 
proteinu19. 

Posledním krokem, který je následován samotnou 
identifikací izolovaných proteinů, je jejich eluce z afinitní 
matrice. Eluci provádíme systémem pufrů se zvyšující se 
koncentrací solí a detergentů nebo přímo vzorkovacím 
pufrem pro elektroforetické dělení proteinů8,11,18,19. U mi-
kročástic pokrytých streptavidinem lze provést eluci DNA 
vázaných proteinů biotinem. V tomto případě je k samotné 
imobilizaci DNA ligandu použitý desthbiotin místo bioti-
nu, který vykazuje slabší afinitu k streptavidinu. Po prove-
dení inkubace proteinů s DNA-ligandem, a promytí DNA-
afinitní matrice, je samotný DNA ligand včetně naváza-
ných proteinů vytěsněn z matrice biotinem20. Dalším cíle-
ným způsobem eluce proteinů je zavedení restrikčního 
místa do sekvence DNA ligandu a použití restrikčního 
enzymu k uvolnění komplexu DNA-protein. Nevýhodou 
může být falešně pozitivní zachycení proteinů, které se 
budou vázat k modifikovanému místu a také nezanedbatel-
né množství kontaminantu v podobě restrikčního enzymu 
přítomného ve vzorku během identifikace5. 

 
2.3. Identifikace proteinů interagujících s DNA  

pomocí kvantitativní proteomiky a hmotnostní 
spektrometrie 
 
Výstupem DNA-afinitní chromatografie je tzv. eluát, 

směs zachycených proteinů, které jsou následně identifiko-
vány proteomickými technikami a MS.  

Existují dva základní postupy, jimiž lze získaný eluát 
zpracovat a připravit tak k následné analýze. První postup 
zahrnuje elektroforetické dělení eluátu denaturační gelo-
vou elektroforézou (SDS-PAGE), která umožňuje separaci 
proteinů na základě jejich molekulové hmotnosti (MW) 
a zároveň vede ke snížení komplexnosti proteinové směsi. 
Z takto rozděleného eluátu lze vybrat konkrétní oblast 
MW (případně celý gradient MW rozdělit na několik dílů) 
a provést identifikaci přítomných proteinů. Vybrané oblas-
ti MW jsou vyřezány, odbarveny, proteiny redukovány, 
alkylovány a podrobeny proteolytickému štěpení v gelu 
„in-gel digestion“21,22. Druhým způsobem je přímé štěpení 
proteinů v roztoku „in-solution digestion“. Štěpit lze pro-
teiny přítomné v eluátu anebo přímo vázané na DNA-
afinitní matrici11,6. V obou případech získáme peptidovou 
směs, kterou je třeba přečistit pomocí StageTip, špiček s C18 
reverzní fází23 a připravit tak pro následnou MS analýzu. 

Metody kvantitativní proteomiky v kombinaci s MS 
umožňují identifikaci všech proteinů vázaných k DNA 
ligandu a zároveň nabízí možnosti, jak odlišit proteiny 
vázané specificky či nespecificky ať už k samotné DNA 
anebo pomocnému nosiči.  Identifikace specificky váza-
ných proteinů je založena na relativním porovnání množ-
ství zachycených proteinů vázaných k specifickému a kon-
trolnímu DNA ligandu. Toto porovnání je umožněno pře-
devším díky isotopovému značení proteinů, které lze pro-
vést metabolickou anebo chemickou cestou. Metabolické 
značení (SILAC, z angl. stable isotope labeling of amino 
acids in cell culture) představuje inkorporaci isotopově 
značených aminokyselin při buněčné proteosyntéze a pro-
bíhá během kultivace buněčné kultury v médiu obsahují-
cím isotopově modifikované aminokyseliny arginin a lysin 
s různou kombinací 15N a 13C prvků24. Podstatou chemic-
kého značení proteinů nebo peptidů je kovalentní modifi-
kace těchto analytů zavedením chemických isotopových 
hmotnostních značek („mass tags“), které mají shodné 
fyzikálně-chemické vlastnosti, ale liší se molekulovou 
hmotností vlivem různého obsahu isotopů. K cílenému 
značení dochází až během procesu zpracování proteinů 
eluovaných z DNA-afinitních matric (specifické a kontrol-
ní) buď na úrovni samotných proteinů nebo následně až po 
proteolytickém štěpení na úrovni peptidů25. Takto modifi-
kované vzorky, které obsahují isotopově odlišné varianty 
použité značky, jsou smíchány a nejčastěji podrobeny ana-
lýze kapilární kapalinovou chromatografií spojenou on-
line s MS detekcí. Informace o kvantitativním zastoupení 
jednotlivých proteinů v původních vzorcích je získáno na 
základě porovnání MS intenzit nebo ploch charakteristic-
kých iontů, a to buď prekurzorových iontů peptidů 
v „survey“ MS spektru, anebo reportérových iontů 
v MSMS spektrech získaných fragmentací prekurzorového 
iontu v kolizní cele.  

Současná identifikace a kvantifikace proteinů ve 
vzorcích izolovaných ze specifického a kontrolního ligan-
du udává poměr množství proteinu vázaného na specifické 
vs. nespecifické DNA sekvenci, čímž získáme nástroj 
k odlišení nespecificky vázaných proteinů, které jsou 
v obou vzorcích  zastoupeny ve stejném poměru5,26. 

Finálním výstupem celého procesu DNA-afinitní 
chromatografie a proteomické kvantitativní analýzy je 
seznam proteinů vázaných k specifické DNA sekvenci. 
Další otázkou tedy je, o jaký protein se jedná a jaká je jeho 
biologická funkce. Existuje řada volně dostupných protei-
nových databází jako např. UniProt, kde jsou shrnuty zná-
mé informace o daném proteinu (sekvence, post-translační 
modifikace, molekulární a biologické funkce)27. Další 
možností je znázornění interakční sítě identifikovaných 
proteinů pomocí volně dostupných databází String28 nebo 
IntAct29, které na základě dostupných experimentálních 
dat znázorní známé případně možné interakce jak s DNA, 
tak i vzájemné mezi proteiny. Na základě in silico infor-
mace, informacích dostupných z literatury a z vlastního 
experimentu lze de novo identifikovaný protein dále studo-
vat a popsat jeho biologickou funkci v konkrétním mecha-
nismu.  
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3. Gelová retardační analýza (EMSA) 
 
K přímým metodám potvrzení DNA-proteinové inter-

akce založeným na elektroforetickém dělení patří gelová 
retardační analýza (EMSA, z angl. electrophoretic mobili-
ty shift assay).  

Touto metodou lze získat nejen kvalitativní informaci 
o vazbě proteinu k specifickému úseku DNA, ale 
v závislosti na zvolených experimentálních podmínkách 
také kvantitativní informaci o kinetických vlastnostech 
vzniklého komplexu DNA-protein. Obecný princip meto-
dy spočívá v rozdílné elektroforetické mobilitě komplexu 
DNA-protein vůči samotné DNA. Nenavázaný úsek DNA 
se v nedenaturujícím polyakrylamidovém nebo agarozo-
vém gelu pohybuje podstatně rychleji než komplex DNA-
protein, který je díky své velikosti v průchodu gelem zpo-
malen – retardován. V případě, že se jedná o známý pro-
tein, jehož interakci s danou sekvencí pouze ověřujeme, 
lze vznikající DNA-protein komplex potvrdit přidáním 
specifické protilátky. DNA-protein-protilátka komplex 
vykazuje větší retardaci během elektroforetického pohybu 
oproti komplexu DNA-protein tzv. super posun (z angl. 
supershift)30. Následná detekce DNA a komplexu DNA-
protein je umožněna díky značení DNA sekvence radiois-
otopem 32P anebo fluoroforem31.  

Samotné provedení EMSA metody spočívá 
v inkubaci celkového buněčného lyzátu anebo frakce pře-
dem upraveného lyzátu se specifickou DNA sekvencí, 
kompetitory k snížení nespecifické vazby a případně proti-
látkou. Tato směs je poté podrobena elektroforetické sepa-
raci a vznikající komplexy DNA-protein/DNA-protein-
protilátka jsou detegovány32.                   

K hlavním výhodám metody EMSA patří zejména její 
jednoduchost, rychlost provedení a možnost pracovat 
s celkovým buněčným lyzátem bez složitých purifikačních 
kroků. K nevýhodám patří fakt, že některé komplexy pro-
teinů s DNA řetězci mohou během elektroforetického dě-
lení rychle disociovat nebo naopak vznikat jen kvůli stabi-
litě, kterou jim nabízí prostředí gelu, ve kterém jsou sepa-
rovány33. Výsledný komplex DNA-protein poskytuje pou-
ze informaci o vazbě proteinu k specifické sekvenci 
a v případě, že jde o neznámý protein, je třeba provést jeho 
charakterizaci dalšími analytickými přístupy. V případě 
identifikace de novo DNA vazebných proteinů lze metodu 
EMSA využít k testování jednotlivých frakcí získaných 
předchozí separací komplexního lyzátu např. na heparin-
sepharosovém nosiči. Frakce pozitivní v EMSA metodě 
mohou být následně podrobeny DNA-afinitní chromato-
grafii, kdy výsledné DNA vazebné proteiny detegujeme 
přímo pomocí MS (viz 2.3.) anebo opět metodou EMSA34. 
EMSA v kombinaci s  SDS-PAGE umožní určit MW stu-
dovaného proteinu. Buněčný lyzát je nejprve podroben 
SDS-PAGE, proteiny z konkrétních molekulových oblastí 
jsou eluovány, renaturovány a podrobeny gelové retardač-
ní analýze. U proteinu, který vytvořil komplex DNA-
protein, tak známe jeho MW. Analogickým způsobem lze 
určit isoelektrický bod (pI) proteinu. Buněčný lyzát je po-
droben isoelektrické fokusaci, jednotlivé oblasti pI jsou 

separovány metodou EMSA. U proteinu, který vytvořil 
komplex DNA-protein tak zjistíme jeho pI. Provedeme-li 
dvojrozměrnou elektroforézu (2D ELFO), můžeme pomo-
cí již známé informace o MW a pI sledovaného proteinu 
předpokládat jeho pozici v gelu. Proteolytické štěpení této 
oblasti a následná hmotnostní spektrometrie umožní iden-
tifikaci DNA vazebného proteinu4. Velkou výhodou zmí-
něného postupu je absence jakýchkoliv složitých purifi-
kačních procesů a díky větší citlivosti detekce proteinů 
pomocí MS také nižší požadavek na koncentraci analyzo-
vaného proteinu. Limitací je optimalizace eluce a přede-
vším renaturace proteinů po SDS-PAGE a 2D ELFO tak, 
aby byly zachovány nativní vlastnosti proteinu pro vazbu 
k specifické DNA sekvenci při EMSA separaci. 

 
 

4. Fluorescenční mikroskopie 
 

Fluorescenční mikroskopie je optická metoda využí-
vající fyzikálního jevu označovaného jako fluorescence 
a v současné době je hojně aplikovaná v oblasti molekulár-
ní biologie. Na základě detekce fluorescenčního signálu 
umožnuje studovat protein z hlediska jeho translokace 
v rámci buňky, lokalizace/delokalizace k DNA, ale 
i vzájemné interakce s dalšími proteiny.  

Lokalizaci proteinu k DNA lze sledovat několika 
způsoby. Jedním je tzv. imunofluorescence (IF), kdy je 
protein detegován systémem protilátek. Primární protilátku 
sloužící k rozpoznání studovaného proteinu lze detegovat 
přímo jejím značením pomocí syntetického fluoroforu 
anebo nepřímo přes značenou sekundární protilátku. Dal-
ším způsobem je detekce proteinu fúzovaného s flu-
orescenčním proteinem např. GFP (z angl. green flu-
orescent protein)35. Zcela novým postupem je také detekce 
pomocí tzv. chromobody. Zmíněná technologie využívá 
protilátky specificky se vyskytující u zvířat z čeledi vel-
bloudovitých. Tyto protilátky se vyznačují velmi malou 
molekulovou hmotností (z důvodu absence lehkého řetěz-
ce) a lze je ektopicky exprimovat přímo v buňce včetně 
fluorescenční GFP značky. Jedná se tedy o systém, kdy 
pomocí plazmidové transfekce vnášíme do buňky informa-
ci pro expresi fluorescenčně značené protilátky proti stu-
dovanému proteinu. Lokalizace proteinu je pak sledována 
přímo v buňce díky interakci s touto protilátkou36.       

Z hlediska studia interakce proteinu s DNA lze meto-
dy fluorescenční mikroskopie rozdělit na přímé, kdy dete-
govaná fluorescence potvrzuje vazbu proteinu ke konkrét-
nímu místu v DNA a nepřímé metody, kdy vazbu proteinu 
k DNA/chromatinu předpokládáme na základě jeho lokali-
zace v jádře. Samotná detekce fluorescence proteinu pouze 
ukazuje jeho lokalizaci v jádře, avšak neumožnuje přímé 
potvrzení vazby proteinu k DNA. 

 
4.1. Přímá metoda detekce interakce proteinů s DNA  

 
Fluorescenční rezonanční přenos energie (FRET) je 

jednou z metod, která umožnuje přímé sledování interakce 
DNA-protein. Princip detekce vazby proteinu je založen 
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na přenosu energie mezi dvěma fluorescenčními molekula-
mi – donorem a akceptorem, které se nachází v těsné blíz-
kosti. Pohlcením monochromatického světla určité vlnové 
délky dojde k excitaci donoru a emisi světla, které je pohl-
ceno akceptorem. Akceptor je následně excitován a emitu-
je světlo o větší vlnové délce, které je detegováno. 
K tomuto jevu dochází pouze v případě, že donor a akcep-
tor jsou v bezprostřední blízkosti. Při kontaktu fluoroforu 
značeného proteinu s fluorescenční značkou v místě vazby 
k DNA, tzv. intermolekulární FRET, dojde k  přenosu 
energie a detekci interakce DNA-protein. Jinou možností 
je umístění obou fluoroforů na interagující protein, kdy 
vzájemná interakce DNA s proteinem vede ke konformač-
ní změně, při níž dojde ke kontaktu fluoroforů či naopak se 
již existující kontakt přeruší, tzv. intramolekulární FRET37.  

 
4.2.  Nepřímá metoda detekce interakce proteinů  

s DNA  
 
Nepřímé metody fluorescenční mikroskopie používá-

me zejména k objasnění biologické funkce již známé pří-
padně předpokládané interakce DNA-protein. Na základě 
působení různých vnějších a vnitřních vlivů sledujeme 
změnu lokalizace proteinu s cílem zjistit jeho úlohu 
v konkrétním mechanismu. Interakci DNA s proteinem lze 
sledovat v konkrétním čase po fixaci buněk anebo 
v průběhu určitého časového úseku v živých buňkách tzv. 
„live cell imaging“. 

Podstatnou částí imunofluorescenční mikroskopie je 
příprava vhodného preparátu. Základní kroky přípravy 
vzorku zahrnují správnou kultivaci buněčné kultury, fixaci 
buněk k vhodně zvolenému materiálu, blokaci vzorku 
a volbu vhodného systému protilátek. Jedině správná opti-
malizace všech zmíněných kroků zaručuje dostačující kva-
litu mikroskopie a následnou analýzu dat38. Řada proteinů 
je vázána k DNA na základě interakce s dalšími proteiny, 
a proto lze ještě před fixací provést preextrakci vzorku 
a zvýšit tak možnost detekce proteinů skutečně vázaných 
k DNA39. 

Pro aplikaci in vivo pozorování lokalizace proteinu 
v jádře je třeba zhotovit systém s fluorescenčně značeným 
proteinem případně chromobody systém. Těchto systémů 
se využívá především ke studiu dynamických procesů. 
Příkladem může být metoda lokalizovaného poškození 
DNA, kdy se pomocí lokálního UV ozáření vyvolá poško-
zení DNA jen v určité části buněčného jádra a mikrosko-
picky se sleduje lokalizace/delokalizace proteinu k místu 
poškození v čase40.  

Zásadním požadavkem pro nepřímou fluorescenční 
mikroskopii je dostupnost specifické protilátky proti stu-
dovanému proteinu (v případě IF), v případě přímé vizuali-
zace může být limitací toxicita nebo prostá nefunkčnost 
ektopicky exprimovaného GFP-značeného proteinu či 
chromobody. 

I přes náročné optimalizace tvorby fluorescenčních 
systémů vykazuje fluorescenční mikroskopie obrovský 
přínos pro molekulárně-biologické obory. Především mož-
nost detailní obrazové analýzy jednotlivých buněk, pozo-

rování dynamických jevů jako jsou různé lokalizace/
delokalizace proteinu v jádře či v konkrétních subcelulár-
ních oblastech umožnuje objasnit řadu regulačních mecha-
nismů. 

 
 

5. Závěr 
 
Metody studia interakce mezi proteiny a DNA jsou 

významným nástrojem k porozumění řadě biologických 
procesů. Mohou být využity jak k identifikaci de novo 
DNA vazebných proteinů, jejichž úloha v integritě orga-
nismu musí být teprve zkoumána, ale také k prohloubení 
již známé informace o biologické funkci proteinu. Vzhle-
dem k tomu, že dochází k stále většímu zdokonalovaní 
metod hmotnostní spektrometrie a zvýšení citlivosti da-
ných technik, je kombinace DNA-afinitní chromatografie 
a kvantitativní proteomiky vhodným nástrojem k iden-
tifikaci nových DNA vazebných proteinů, jejichž biologic-
ká funkce může být dále charakterizována řadou moleku-
lárně-biologických metod. Jako neméně důležité lze ozna-
čit také přímé metody sledování DNA-proteinové interak-
ce. EMSA umožňuje nejen zpětné potvrzení předpokláda-
né interakce proteinu s DNA, ale v kombinaci s dalšími 
analytickými metodami také jeho identifikaci. Metody 
fluorescenční mikroskopie slouží především k vizualizaci 
lokalizace proteinu k DNA, čímž umožnují studovat odpo-
věď buňky na působení vnějších, ale i vnitřních vlivů 
a potvrdit tak biologickou funkci proteinu. Výše zmíněné 
metody se svou aplikovatelností vzájemně doplňují 
a vhodná kombinace jejich pracovních postupů je dostaču-
jící k izolaci, identifikaci a finální charakterizaci DNA 
vazebných proteinů. 
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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.  
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ABSTRACT: Replication stress (RS) fuels genomic instability and cancer development and may
contribute to aging, raising the need to identify factors involved in cellular responses to such stress.
Here, we present a strategy for identification of factors affecting the maintenance of common fragile
sites (CFSs), which are genomic loci that are particularly sensitive to RS and suffer from increased
breakage and rearrangements in tumors. A DNA probe designed to match the high flexibility island
sequence typical for the commonly expressed CFS (FRA16D) was used as specific DNA affinity
bait. Proteins significantly enriched at the FRA16D fragment under normal and replication stress
conditions were identified using stable isotope labeling of amino acids in cell culture-based
quantitative mass spectrometry. The identified proteins interacting with the FRA16D fragment
included some known CFS stabilizers, thereby validating this screening approach. Among the hits
from our screen so far not implicated in CFS maintenance, we chose Xeroderma pigmentosum
protein group C (XPC) for further characterization. XPC is a key factor in the DNA repair pathway
known as global genomic nucleotide excision repair (GG-NER), a mechanism whose several
components were enriched at the FRA16D fragment in our screen. Functional experiments revealed defective checkpoint
signaling and escape of DNA replication intermediates into mitosis and the next generation of XPC-depleted cells exposed to RS.
Overall, our results provide insights into an unexpected biological role of XPC in response to replication stress and document the
power of proteomics-based screening strategies to elucidate mechanisms of pathophysiological significance.

KEYWORDS: DNA affinity chromatography, SILAC proteomics, common fragile sites, replication stress, FRA16D, mitosis,
53BP1 bodies, γH2AX, DNA damage response, Xeroderma pigmentosum complementation group C (XPC) protein

■ INTRODUCTION

Common fragile sites (CFSs) are defined as a nonrandom
distribution of breaks, gaps, and constrictions visible on
metaphase chromosomes, especially under conditions of
replication stress.1 These sites are conserved among diverse
mammalian species2 and have been intensively studied mainly
owing to their association with chromosomal aberrations
(deletions, translocations, amplifications) that are found in
many types of cancer3 and may play a causative role in
tumorigenesis.4

The molecular basis of CFS-associated chromosomal
instability has been partially explained through structural
analyses. Many CFSs contain AT-rich stretches that form
highly flexible sequence islands. The common feature of all
these atypical sequences is the formation of unusual secondary
DNA structures that have been shown to compromise DNA
replication in vitro.5,6 Furthermore, an increased occurrence of

replication fork collapse and DNA double strand break (DSB)
formation in the flexible islands were reported for a yeast model
with artificially introduced human CFS, FRA16D, upon
replication stress.7 An additional explanation for CFSs’
instability may reflect frequent collisions between DNA
replication and transcription machinery due to very large
genes located in some of the CFSs.8

Aphidicolin (APH), an inhibitor of DNA polymerases α and
ε is the most potent inducer of the majority of known CFSs
and is used at a concentration that slows but does not arrest
replication fork progression.9,10 Such a RS scenario induces
long stretches of single-stranded DNA as a consequence of the
inhibited DNA polymerases lagging behind the advancing DNA
helicase during DNA replication.11 The cellular response to RS
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and stabilization of CFSs involves multiple cellular factors as
also documented by spontaneous expression of CFSs in cells
from patients with genetic instability disorders such as Seckel
syndrome.12 Furthermore, genetic models based on exper-
imental knock-down of checkpoint and/or DNA repair proteins
like ATR or Chk1 kinases,13,14 BRCA1,15 FANCD2,16 SMC1,17

WRN,18 and MSH219 show enhanced APH-induced CFS
expression. Importantly, oncogenic stress evoked by mutated
RAS,20 Cyclin E, and E2F21 overexpression leads to CFS-
associated instability and deletions, and rearrangements in CFS
areas are often detected in human premalignant lesions and
xenografts experiencing high oncogenic activity.22−24

The roles of the aforementioned factors in the protection
against fragility of CFSs were mostly discovered using methods
of visual detection of chromosomal breaks and gaps on mitotic
spreads. Several reports also utilized chromatin immunopreci-
pitation followed by quantitative PCR that allowed the
detection of the studied protein at the CFS sequences.25,26

Nevertheless, an unbiased proteome-wide screening for
identification of new protein candidates that could contribute
to CFS maintenance has not been reported.
As shown recently, quantitative mass spectrometry in

combination with nucleic acid-based affinity chromatography
is a powerful tool for proteome-wide screens of specific DNA
and RNA binding proteins pointing to new protein candidates
for deeper functional characterization.27−29 In this regard, stable
isotope labeling of amino acids in cell culture (SILAC) appears
to be a method of choice that is straightforward, minimizes
chances of bias caused by sample processing errors, and allows
simple distinguishing of specific interactors from background
binding proteins.30,31 Here, we present a new strategy
combining DNA-affinity chromatography with SILAC and
mass spectrometry to isolate potential CFS protein interactors.
Besides the advantages mentioned above, SILAC allowed us
not only to identify CFS binding factors but also to distinguish
between those bound under normal unperturbed cell growth
and those enriched under conditions of APH-evoked
replication stress. The results obtained with our combinatorial
screening approach and functional characterization of XPC as a
surprising new factor involved in CFS stability and overall
cellular response to RS are presented below.

■ MATERIALS AND EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals

All chemicals used in this study were of analytical grade and
purchased from Sigma-Aldrich unless stated otherwise.

Cell Culture

In this study, the following human cell types were used: cervical
cancer cell line (HeLa S3; ATCC), normal diploid fibroblast
strain (TIG3, ATCC), and osteosarcoma cell line (U-2 OS;
ATCC).
For the SILAC screen, HeLa S3 cells were grown in RPMI

1640 medium with omitted lysine and arginine (Biowest)
supplemented with 10% dialyzed fetal bovine serum and 1%
penicillin/streptomycin solution. For quantitative SILAC-based
MS analysis, the RPMI 1640 medium was supplemented
separately with L-arginine and L-lysine (Arg0, Lys0) or L-[U-
13C6, 15N4]arginine, L-[U- 13C6, 15N2]lysine (Arg10, Lys8)
(Cambridge Isotope Laboratories,Inc.). After five cellular
doublings, the success rate of protein labeling was verified by
in-solution digestion and a shotgun LC−MS/MS analysis.

The other cell types were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Invitrogen) supplemented with 10% fetal
bovine serum and 1% penicillin/streptomycin. The doxycy-
cline-inducible shRNA ATR knockdown model in the U-2 OS
cell line was characterized previously.32

Affinity Ligands and Immobilization on Chromatography
Media

As an affinity ligand mimicking CFS, an oligonucleotide with
the sequence (5′-3′) CCC CCC CCC GAT TGT GAT AAT
CAT TAC ACA ATG TAT ATA GTA ATC AAA TCA TTA
CTT TAT was used. With the exception of the first nine
cytosines that served as a linker, the sequence corresponds to a
part of the common fragile site FRA16D.7 The ability of the
sequence to form the same secondary structures as the
corresponding part of FRA16D was tested in the Mfold
program.33 Default parameters were modified to reflect our
experimental conditions (150 mM Cl−, 1 mM Mg2+, 4 °C).
As a second ligand, a control oligonucleotide with linear

structure, oligonucleotide (5′-3′) CAA ATT TTA GCC AGT
CAT CCC ATA GTA TCG TCC GTT CAA G, was used. The
oligonucleotide should not be able to form stable secondary
structure and was designed in silico as follows.
One million random 40-mers were generated and Tm

(melting temperature) of the most stable secondary structure
was calculated in MFold (settings same as above). Five percent
of sequences with the lowest Tm were selected, and all of the 20
bp subsequences were extracted. Another set of 40-mers was
created by concatenation of random pairs from this pool. For
avoiding the creation of oligonucleotides deprived of certain
nucleotides or dominated by repetitions, sequences with the
lowest variability (expressed as entropy) at the level of mono-,
di-, tri-, and tetranucleotides were removed. After 20 rounds of
this “selection” and “recombination”, 100 40-mers with the
lowest Tm together with their reverse sequences were selected
for closer inspection. Sequences predicted to interact with
single strand binding transcription factors by Transcription
Element Search System web service34 were removed. Final
selection took into consideration the following parameters: Tm

of the most stable structure, number of structures predicted by
MFold, and sequence variability. The selected 40-mer is not
able to form any structure with negative ΔG, and the
corresponding Tm are lower than −47 °C.
Both oligonucleotide sequences were custom synthesized

and modified with biotin at the 5′ end (Generi Biotech).
Affinity beads were prepared by immobilization of the
oligonucleotides to streptavidin-covered magnetic beads
(Chemicell) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, SIMAG-streptavidin beads (1 mg) were washed three
times with 1 mL of citrate buffer (150 mM NaCl, 15 mM
trisodium citrate, pH 7.0) and resuspended in 0.5 mL of citrate
buffer. Then, 200 pmol of the specific oligonucleotide was
added, and immobilization was performed at room temperature
under slow rotation of the beads in 15 min. Unbound
oligonucleotides were removed by washing of affinity beads
with three volumes of the citrate buffer. Before use, the
prepared affinity beads were finally equilibrated to a starting
condition for DNA affinity chromatography with 1 mL of a
binding buffer (25 mM HEPES with 150 mM NaCl2, 1 mM
MgCl2, pH 7.5) at 4 °C under slow rotation for 15 min.
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Preparation of Cell Lysate and DNA Affinity
Chromatography

Two differently labeled HeLa S3 cell populations, marked as
light and heavy, were both cultivated with or without the
presence of APH for induction of replication stress. In the first
experiment, the light and heavy labeled cell populations were
cultured under normal growth conditions and subsequently
used in the SILAC comparative analysis of specific CFS binding
proteins enriched by DNA affinity chromatography on the
FRA16D fragment and control beads covered by the linear
oligonucleotide. In the second experiment, both labeled cell
populations were exposed to 0.4 μM APH for 24 h before
harvesting and also employed for the isolation of specific CFS
binding proteins in the same way as in the first experiment.
Briefly, HeLa S3 cells, light and heavy, were harvested, and

the cellular pellets were resuspended in a buffer from a NEP-
PER nuclear and cytoplasmatic extraction kit (Thermo
Scientific) for isolation of nuclear proteins. The concentrations
of isolated nuclear proteins were determined by Bradford
protein assay (Biorad) with BSA as a standard. Equal amounts
of nuclear proteins (1 mg) isolated from light and heavy cell
populations were mixed with 1 mL of the binding buffer and
incubated with affinity beads containing either the FRA16D
fragment or a control linear sequence. The association of the
nuclear proteins with oligonucleotide beads was performed at 4
°C under continuous slow vertical rotation for 1 h. After the
interaction of the proteins with oligonucleotide baits, the
unbound proteins were removed by washing of the beads with
1 mL of the binding buffer (repeated five times). The retained
proteins were eluted from the beads directly by the addition of
25 μL of SDS-PAGE sample buffer and boiling at 95 °C with
continuous shaking for 10 min. The eluates were carefully
removed from the beads and mixed 1:1. All affinity experiments
were performed in two independent biological replicates. In
one replicate, the FRA16D fragment was incubated with the
heavy labeled nuclear proteins, and to the beads with control
linear sequence, the light labeled nuclear proteins were added.
In the second replicate, the labeled protein extracts added to
the resins were swapped. The same SILAC comparative
experiment with beads covered by the FRA16D fragment and
control linear sequence was carried out with both HeLa S3 cell
populations exposed to 0.4 μM APH for 24 h. This experiment
was repeated in two independent biological replicates with
swapping of the labeled nuclear proteins added to the affinity
beads as well.
Protein Separation and Digestion

Proteins retained and eluted from both oligonucleotide affinity
beads (FRA16D fragment sequence vs linear control sequence)
were mixed in a 1:1 ratio, separated on 4−16% BIS-TRIS SDS-
PAGE gradient gels (Biorad), and stained with colloidal
Coomassie Blue. Each sample line was divided into 13
fractions, which were further cut into small pieces. Then,
proteins were destained, reduced with DDT, and subsequently
alkylated with iodacetamide and digested with rafinose-
modified trypsin overnight.35,36 The released peptides were
extracted from the gel pieces with 5% formic acid in 30%
acetonitrile (v/v) and purified using C18 StageTips.37

Nanoflow Liquid Chromatography Mass Spectrometry

The desalted peptides were analyzed by nanoflow liquid
chromatography (nanoEASY-nLC System; Thermo Fisher
Scientific) coupled to a UHR-Q-TOF maXis instrument
equipped with online nanoESI source (Bruker Daltoniks).

Peptides loaded on a precolumn (2 cm × 75 μm packed with
ReproSil-Pur C18-AQ 5 μm resin) were eluted and separated
on an analytical column with a multistep gradient at a flow rate
of 200 nL/min for 185 min. The gradient was created by
mixing of 0.4% (v/v) formic acid (solvent phase A) and 0.4%
formic acid in 80% acetonitrile (v/v) (Table S-1). The
analytical column was prepared in a 15 cm fused silica emitter
with an inner diameter of 75 μm (New Objective) packed in-
house with reverse phase ReproSil-Pur C18-AQ 3 μm resin
(Dr. Maisch GmbH). The MS instrument was operated in data-
dependent acquisition mode using the top five precursors with
charge states ≥ 2. The selected precursors were fragmented
with the use of collision-induced dissociation. The fragmented
precursors were dynamically excluded for 18 s. Detailed settings
of the MS analyzer are described in the Supporting
Information. Each sample was analyzed in two technical
replicates.

Data Processing

The collected raw data were processed using the DataAnalysis v
4.2 SP1 software (Bruker Daltonik). The XML files containing
precursor and fragmentation data were created and used for
consequent bioinformatics analysis. The XML files were
uploaded to ProteinScape v 2.1 and searched by Mascot
v2.2.07 (in-house server; Matrix Science) against a custom-
prepared database containing human proteins downloaded
from UniProt (20150107, 89706 seq; www.uniprot.org)
supplemented with common contaminants (keratins, trypsin,
bovine serum albumin) and reversed sequences of all human
proteins for the determination of false discovery rate (FDR).
The Mascot search was carried out with the following
parameters: MS and MS/MS tolerances were set to ±25 ppm
and ±0.05 Da, respectively; protease specificity was set to
trypsin, and one missed cleavage was allowed; carbamidome-
thylation of cysteine was set as a fixed modification, and N-
terminal protein acetylation, methionine oxidation, and heavy
labeled 13C(6)15N(2)lysine and 13C(6)15N(4)arginine were set
as a variable modification. Proteins identified by Mascot
algorithm were subsequently processed in ProteinScape v2.1
with the following parameters: a minimum of two peptides with
a score ≥15 and the FDR at 5% at the protein level were
needed to accept protein identification. From the list of
identified proteins, only those associated with at least three
quantified peptide pairs were considered as quantifiable
proteins and used for subsequent bioinformatics analysis.
The relative ratios of quantified proteins identified in both

forward and reverse label-swap experiments were normalized by
log2 transformation and plotted in a scatter plot. For significant
differences in relative protein abundance, the normalized ratios
of the proteins were statistically evaluated for their normal
distribution, and protein abundance was considered as
significantly different (p < 0.01) in the case of ratios differing
from the mean by 2.58σ as determined from the normalized
ratio distributions of the biological replicate analyses.38 Such
proteins, clustered at the right top corner of the scatter plot,
represent candidates for FRA16D fragment-specific interactors.

Gene Ontology Annotation Analysis

To determine the significantly enriched gene ontology (GO)
molecular function and biological process terms related to
FRA16D fragment-associated proteins, ClueGO,39 a Cyto-
scape40 plug-in, was employed. A two-sided minimal-likelihood
test on the hypergeometric distribution, an equivalent to the
classical Fisher’s exact test, was utilized for the enrichment

Journal of Proteome Research Article

DOI: 10.1021/acs.jproteome.6b00622
J. Proteome Res. 2016, 15, 4505−4517

4507



analysis with the human genome set as a background gene
population. The p-values for all enriched GO terms were
adjusted with the Benjamini−Hochberg correction method.

Antibodies

For immunoblotting, the following antibodies were used: XPC
(Novus Biological, NB100-477, 1:1000), pChK1 (Ser345, Cell
Signaling, 2348, 1:500), ChK1 (Santa Cruz, sc-8408, 1:500),
GAPDH (GeneTex, GTX30666, 1:2000), and MCM7 (Santa
Cruz, sc-65469, 1:100). HRP-conjugated secondary antibodies
were as follows: antimouse (GE-Healthcare, NA931 V, 1:1000),
antirabbit (GE-Healthcare, NA934 V, 1:1000), and antigoat
(Santa Cruz, sc-2020, 1:1000).
For immunofluorescence microscopy, the following primary

antibodies were used: ATR (Santa Cruz (N-19) sc-1887,
1:250), ATRIP (Cell Signaling, 2737, 1:250), γH2AX (pSer139,
Millipore, 07-146, 1:500), 53BP1 (Santa Cruz, sc-22760,
1:500), Cyclin A (Leica, NCL-cyclinA, 1:200), and pH3
(pSer10, Millipore, 06-570, 1:1000). Secondary antimouse and
antirabbit antibodies were Alexa Fluor 488 (A11001) and Alexa
Fluor 568 (A11036) (Invitrogen, 1:1000).

Immunoblotting

For the analysis of checkpoint response, the same amounts of
cells were resuspended in the SDS-PAGE sample buffer and
incubated at 95 °C for 8 min with shaking (1400 rpm). The
samples were resolved by SDS-PAGE (4−15% gradient)
(Biorad) and subsequently transferred to a nitrocellulose
membrane for immunoblotting detection by specific antibodies.

Gene Silencing

siGenome Human XPC (7508) siRNA SMART pool was
purchased from Dharmacon (Cat. No. M-016040-01-0010),
and transfection was conducted using siRNA MAX (Invi-
trogen) following the manufacturer's instructions. As a control
siRNA, GGCUACGUCCAGGAGCGCACC from Eurofin
MWG operon or siGenome RISC FREE control siRNA from
Dharmacon (Cat. No. D-001220-01-05) were used. Both
control siRNAs were tested to exclude cytotoxicity using the
colony formation assay.

Biochemical Analysis of XPC Ubiquitination upon APH
Treatment

U-2 OS were transfected with siXPC pool or control siRNA.
Two days after the transfection, the cells were treated with 0.4
μM aphidicolin for 24 h and subjected to lysis or biochemical
cell fractionation and then analyzed by immunoblotting as
previously described.41 The primary antibody used in this study
was against XPC (Novus Biological, NB100-477).

Fluorescence Microscopy

Immunofluorescence Detection of DDR Factors. The
transfected cells were seeded in 24 well plates and treated with
0.4 μM APH or 0.5% DMSO 24 h before fixation. The cells
were either fixed directly with 10% formalin, followed by 5 min
permeabilization with 0.5% TritonX (staining for 53BP1, cyclin
A), or fixed after pre-extraction (ATR, ATRIP). Samples were
stained with primary antibodies at 4 °C overnight and then with
secondary antibodies at room temperature for 1 h and
incubated with Hoechst 33342 at room temperature for 5
min before mounting. Images were automatically recorded
using an inverted fluorescence microscope BX71 (Olympus)
and ScanR Acquisition software (Olympus), analyzed with
ScanR Analysis software (Olympus), and evaluated with
Statistica software (StatSoft). On the basis of DNA cyclin A

staining, the cell population was gated to G1 (cyclin A negative
cells). Number of foci or signal intensity of respective markers
was counted. Each experiment was performed with at least
three biological replicates.

Immunofluorescence Analysis of Mitotic Cells. The
transfected cells were seeded in a 24-well plate and treated with
either 0.4 μM APH or 0.5% DMSO for 24 h. After treatment,
the cells were fixed with 10% formalin, permeabilized by 0.5%
Triton X, and stained for the specific markers. Images were
taken using an inverted fluorescent microscope (Zeiss Observer
Z.1, 63× oil objective). The plates were placed onto the sliding
table of the microscope and automatically scanned. On the
basis of phospho-H3 marker positivity, approximately 150
mitotic cells were chosen and subsequently scanned for
phospho-H2AX (γH2AX) foci. γH2AX foci were analyzed in
custom-made software implemented in MatLab. Each experi-
ment was performed with at least three biological replicates.

Flow Cytometry Analysis of pH3-Positive Cells

The transfected cells were seeded on 6 cm diameter Petri dish
and treated with 0.2 μM APH, 0.4 μM APH, or 0.5% DMSO 24
h before fixation with 100 ng/mL of nocodazole added 6 h
before fixation. The cells were trypsinized, fixed with cold (4
°C) 10% formalin for 15 min at RT, and permeabilized with
0.5% Triton X for 5 min. Samples were stained with the
primary antibody against pH3 for 1 h at RT and then with the
secondary antibody for 1 h. Cells were centrifuged and
resuspended in PBS + 2% FBS with 0.5 μg/mL of DAPI.
Samples were analyzed with the BD FACSVerse flow
cytometer, and pH3-positive cells were gated as indicated in
Figure S-4.

■ RESULTS AND DISCUSSION

Experimental Strategy for the Identification of Potential
CFS Interactors

The main goal of this work was to identify candidate CFS
binding proteins and provide further insight into the biological
function of selected hits. To perform the first unbiased
proteome screen that would allow the detection of proteins
bound to the structurally specific CFS sequence, we designed
and performed DNA affinity chromatography28 in combination
with SILAC-based quantitative proteomics42,43 (Figure 1).
The crucial step of our experimental approach was the DNA

affinity chromatography that demanded the design and
synthesis of baits suitable for isolation of specific CFS
interacting proteins. We based our bait on the concept that
CFSs arise as a consequence of specific DNA sequences, which
under replication stress create stable secondary structures that
are difficult to replicate. Thus, we used a fragment mimicking
the high-flexibility island within the well-characterized CFS,
FRA16D,7 as the specific DNA bait. The ability of this sequence
to form the hard-to-replicate secondary structure under our
experimental conditions was verified in the Mfold program,33

(for the final form, see Figure S-1). For distinguishing the
candidate-specific CFS interactors from common DNA binding
proteins, control bait with linear structure was designed and
employed in parallel. Moreover, the nucleotide order was
selected in a way to avoid resemblance with known promoters
(for further details on control bait construction, see the
Experimental Procedures). Both baits were modified at the 5′
end by adding biotin to facilitate their immobilization to
streptavidin-covered magnetic beads. To identify FRA16D
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fragment binding proteins, we used the following experimental
strategy.
First, we performed an experiment to obtain a list of nuclear

proteins interacting with the FRA16D fragment-specific bait
from lysates of HeLa S3 cells grown under normal conditions.
In the next experiment, the HeLa S3 cells were exposed to
replication stress induced by 0.4 μM APH, a concentration of
the drug that reliably induces CFS expression.9,10 Importantly, a
comparison of FRA16D fragment interactors from cells under
normal versus replication stress conditions revealed multiple
interacting proteins (Figure 2), some of which have not yet
been associated with CFS biology.

Analysis of CFS-Enriched Proteins

Using a stringent threshold for FDR at less than 5%, we
identified in total 655 and 282 proteins binding to the FRA16D
bait in APH-treated and control cells, respectively. Protein
ratios for FRA16D fragment-specific versus control bait beads
could be assessed for at least 559 and 228 proteins from the
above two groups, of which 410 and 150 were detected in
independent biological replicates. As documented by scatter
plots of log2 transformed ratios (Figure 2), 13 distinct proteins
appeared to specifically and robustly interact with the FRA16D
fragment but not with the control bait.
Among these 13 selected hits, two and eight proteins were

bound to FRA16D exclusively under normal and APH-induced
stress conditions, respectively, and three proteins interacted
with FRA16D under both conditions (Figure 3). A validation in
the form of a proof of principle for our screen was provided by
the following two results. First, examination of the GO
annotations of the candidate CFS binders revealed a high
enrichment of proteins involved in binding to various DNA
structures and proteins implicated in mechanisms responsible
for genome maintenance (Figure 4A and B). This is in
agreement with the use of structured DNA as the specific bait.
A second and possibly even more important validation was
provided by the fact that our list of 13 hits included Werner
helicase (WRN) and mismatch repair protein 2 (MSH2), both
proteins previously characterized for their biological functions
in the maintenance of CFS stability.18,19

According to the Kyoto encyclopedia of genes and genomes
(KEGG) enrichment analysis, our 13 selected candidate
FRA16D interactors play roles in several DNA repair pathways,
including nonhomologous end-joining (NHEJ), mismatch
repair (MMR), base excision repair (BER), and nucleotide
excision repair (NER) (Figure 4C). The last mentioned, NER,
is the pathway that operates anywhere within the genome to
eliminate “bulky” DNA lesions.45 DNA damage-binding protein
1 (DDB1), XPC, and Centrin-2 (CETN2) form the so-called
initiation complex of global-genome NER (GG-NER), whereas
XRCC1 and LIG3 are involved in sealing nicks or gaps after
excision of the nucleotides.46−49 Our observation that these
proteins together accumulate at the FRA16D fragment under
replication stress conditions together with their high
interconnectivity (Figure 3) may suggest that GG-NER could
be involved in resolution of DNA structures that occur within
CFS regions under replication stress.
The GG-NER initiation is supported by XPC ubiquitylation,

which is promoted by the UV-DDB-ubiquitin ligase complex.47

This UV-DDB-mediated recognition of DNA damage by XPC
is particularly observed in the case of UV-induced cyclobutane
pyrimidine dimers and lesions that cause low distortion of DNA
helix,50 whereas direct recognition of (6−4) pyrimidine-
pyrimidone photoproducts and some other lesions caused by
chemical adducts could be UV-DDB independent. To verify
whether the DNA structures created upon APH treatment in
CFS loci are recognized through a process that involves XPC
ubiquitylation, we performed cell fractionation and assessed the
ubiquitylation status of chromatin-bound XPC after APH
treatment through the electrophoretic mobility of XPC. In
contrast to UV-induced ubiquitylation-mediated electropho-
retic mobility shift, XPC did not show such altered mobility
upon treatment of cells with APH (Figure S-2), indicating a
mechanism distinct from the UV response and potentially
direct recognition of these replication barriers by XPC.

Figure 1. Experimental strategy for identification and quantification of
specific FRA16D fragment interactors. Cells were grown in the SILAC
“heavy” and “light” medium. The extracts of nuclear proteins were
added to the resins covered by a specific FRA16D fragment as a bait
and control linear sequence. After the affinity purification step, the
eluates were mixed 1:1, separated by SDS-PAGE, and in-gel digested.
Resulting peptide mixtures were analyzed by LC−MS/MS. The
workflow was performed with cells cultured under normal conditions
and also upon 0.4 μM APH for 24 h.

Journal of Proteome Research Article

DOI: 10.1021/acs.jproteome.6b00622
J. Proteome Res. 2016, 15, 4505−4517

4509



Recent studies indicate that XPC is not only the main
initiator of NER, but thanks to its substrate versatility, it seems
to be a general sensor of aberrant structures such as DNA
cross-links and various “DNA bubbles”51,52 with the potential
to be involved in other cellular mechanisms besides NER.53 It

was shown that XPC plays a role in the elimination of oxidative
damage by regulating BER,54,55 in chromatin remodeling and
checkpoint response,56,57 in regulation of transcription,58 and in
the maintenance of telomere stability.59 On the basis of these
emerging reports, we next developed an automated approach to

Figure 2. Determination of FRA16D fragment interaction partners. Graphs contain logarithmic ratios from both replicates “forward” H/L and
“reverse” L/H plotted against each other. The specific FRA16D fragment interactors are clustered in the upper right corner (red points) because of
the high ratio in both replicates of the experiment. Background proteins are centered to the origin with a 1:1 ratio in both replicates, and
contaminants are observed in the upper left corner with a high ratio in the light form in both repetitions. (A) Cells cultured under normal conditions.
(B) Cells exposed to 0.4 μM APH for 24 h.
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assess mitotic CFSs and tested the possibility that CFS regions
(especially under replication stress) generate some secondary
DNA structures that are “sensed” by XPC.

Method for Automated Evaluation of CFS Expression in
Mitosis

The involvement of proteins in the maintenance of CFS
stability is usually determined by scoring for chromosomal
aberrations under unperturbed control and replication stress
conditions with the protein of interest either absent (mutant,
deleted, or knocked down) or overexpressed. For better
resolution of individual CFS regions, Giemsa staining or the
FISH method on mitotic spreads is usually used.14,16,18 A major
technical shortcoming associated with such standard ap-
proaches is high demand for the quality of mitotic spreads.
Furthermore, such evaluations are very time-consuming, and a
subset of smaller lesions may remain undetected. For these
limitations to be overcome, a more precise method for the
detection of phosphorylated histone H2AX (γH2AX) in mitosis
was developed60and further optimized in our present project
for our purposes (Figure S-5). γH2AX foci are commonly
accepted as a marker of DNA double-stranded breaks,61 and
quantification of γH2AX immunofluorescence signal intensity,
or rather the number of foci, can be used to estimate the extent
of DNA damage or repair kinetics.62

Our quantitative method for CFS expression is principally
based on the fact that, in APH-treated human lymphoblasts, the
20 most expressed CFSs account for 80% of all detectable
mitotic DNA double strand breaks.1 Because these mitotic
breaks are marked by the γH2AX signal (Figure S-5A), the
overall quantification of γH2AX foci in mitosis after APH
treatment correlates with CFS expression. Our method was

further optimized by combined immunofluorescence staining
for γH2AX and serine 10-phosphorylated histone H3 (pH3),
the latter a recognized marker of mitosis. Such a setup allows
for high throughput analysis using automated microscopy-based
detection of mitotic cells within the cell population followed by
detailed γH2AX foci scoring selectively in the mitotic cells
(Figure S-5B). The feasibility of our method for identification
of factors involved in CFS stability was validated in a cellular
model allowing inducible knockdown of ATR by shRNA. APH
treatment resulted in an increase of γ-H2AX in mitotic cells
that was strongly augmented after ATR depletion (Figure S-
5C), consistent with published data regarding the ATR kinase
and its involvement in CFS stability.13

XPC Participates in Replication Stress-Induced DNA
Damage Response and in the Maintenance of CFS Stability

For testing if XPC plays a role in CFS stability, the human U-2
OS cells depleted of XPC by RNAi-mediated knockdown were
treated with 0.4 μM APH for 24 h. The mitotic γH2AX foci
were quantified by the automated routine described above.
Surprisingly, in an analogous experiment as with ATR
knockdown, XPC deficiency caused a significant decrease in
the number of γH2AX foci after APH treatment (Figure 5A,B).
This observation has two possible explanations. Either the
depletion of XPC leads to such a prominent form of CFS-
associated instability that the G2/M checkpoint blocks such
cells from mitotic entry or the CFS-associated aberrant DNA
structures are sensed by a cellular mechanism that may involve
XPC and that is required for the signaling from such aberrant
DNA structures and thereby for generation of the ensuing
enhanced γH2AX signal. To address this intriguing observation
further, we also compared the number of γH2AX foci in XPC-

Figure 3. FRA16D fragment retained proteins and their mutual interactions. Interaction network for the proteins specifically enriched by the
FRA16D fragment under normal and replication stress conditions. The depicted interactions were drawn in Cytoscape software40 after importing the
data from Figure 2 and downloading the protein−protein interactions from the String database.44
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depleted and ATR/XPC codepleted U-2 OS mitotic cells after
APH treatment. XPC depletion resulted in decreased γH2AX
foci in mitotic cells compared to that in control mock-depleted
cells (Figure S-6). In addition, depletion of XPC in cells
codepleted for ATR further decreased the number of γH2AX
foci in mitotic cells compared to cells depleted of ATR alone
(Figure S-6).
Given that ATR is the major checkpoint kinase whose

signaling ensures arrest of cells with damaged DNA at the G2/
M boundary,63 we argued that the observed decrease or loss of
mitotic γH2AX signaling might reflect a previously unrecog-
nized positive role of XPC in promoting checkpoint signaling
within CFSs. On the basis of our results with mitotic γH2AX,
we suggest the possibility that XPC may bind to stalled
replication forks to initiate incision of the DNA structures,
which are difficult to replicate, such as the high-flexibility
islands within CFSs. The XPC-driven incision process could
then initiate and/or contribute to activation of the DDR
signaling and create structures marked by γH2AX foci in
mitosis. Thus, in the absence of XPC, at least a fraction of
stalled replication forks are not turned into such “visible”
lesions, leading to insufficient checkpoint response documented
here by the impaired γH2AX signal. Provided that this
proposed scenario is correct, XPC-deficient cells exposed to

replication stress should accumulate unresolved replication fork
intermediates, particularly in the vulnerable genomic loci in the
vicinity of CFSs. Importantly, ineffective checkpoint signaling
due to XPC depletion would make such cells largely
unreceptive (“blind”) to the accumulating aberrant and
potentially hazardous structures at CFSs and allow entry into
mitosis despite the danger of breaking the chromosomes.
To test if such unresolved abnormal replication intermediates

are indeed present and transferred through mitosis to the next
cell generation, we scored the so-called 53BP1 bodies in G1
cells, a commonly recognized feature of cells undergoing
enhanced replication stress in the previous cell cycle.64

Mechanistically, unresolved aberrant underreplicated loci that
escape into mitosis may result in DNA double strand breaks
during mitosis and then were recognized and stabilized in early
postmitotic daughter cells by 53BP1 and related proteins,
forming the microscopically recognizable G1 53BP1 bodies.64

Indeed, quantification of 53BP1 bodies in G1 cells in our
experiments revealed a significant increase in the XPC-depleted
cells upon 0.4 μM APH treatment, a result which is fully in line
with the above hypothesis (Figure 5C,D).
On the basis of the obtained data, we conclude that XPC

participates in detection and/or resolution of replication

Figure 4. Gene ontology annotation enrichment analysis of identified FRA16D fragment interaction partners. Most significantly enriched terms of
identified interaction proteins reveal structured DNA affinity, DNA damage signaling, and repair signatures as depicted in the graphs. (A) Molecular
functions, (B) biological functions, and (C) significantly enriched KEGG pathways with significance expressed as −log10 of the respective p values.
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barriers arising at CFS regions and promotes checkpoint
activation.

XPC Influences Checkpoint Response after Replication
Stress

To assess whether XPC depletion indeed influences checkpoint
signaling after APH-induced replication stress, we tested
phosphorylation of Chk1, the key ATR substrate and effector
kinase promoting G2/M checkpoint arrest.63 Consistent with
our conceptual predictions, knockdown of XPC in two human
cancer cell lines (U-2 OS, HeLa S3) and a diploid fibroblast

strain (TIG-3) resulted in a prominent negative impact on
Chk1 phosphorylation at early time points after treatment with
0.4 μM APH (Figure 6A and Figure S-3). In addition, the
mitotic indices in such experiments, measured as the
accumulation of nocodazole-arrested pH3 positive mitotic
cells, were shifted toward unscheduled mitotic entry, pointing
at impaired checkpoint function in the XPC-depleted cells
(Figure S-4A,B). XPC-depleted U-2 OS cells treated with APH
also showed elevated numbers of 53BP1 bodies in G1 phase
after aberrant mitotic progression. Similarly, XPC-depleted

Figure 5. Analysis of DNA damage in XPC-depleted cells. Replication stress-induced DNA damage signaling is significantly altered in XPC-silenced
cells. (A) Immunofluorescence detection shows a significant decrease of γH2AX foci signal in XPC-depleted mitotic cells. (B) Illustrative pictures
depicting the evaluation based on pH3 immunostaining of mitotic cells and γH2AX foci. (C) Immunofluorescence detection shows a significant
increase in G1 phase-associated 53BP1 bodies in XPC-depleted cells. (D) Illustrative pictures depicting the evaluation based on immunostaining of
the S-G2 marker (Cyclin A) and 53BP1 bodies. Only cells negative for Cyclin A (encircled) were analyzed. The asterisks mean significance with a p-
value < 0.05.

Figure 6. ATR-promoted checkpoint signaling is altered in XPC-depleted cells. (A) Western blot-based analysis of impaired phosphorylation of
direct ATR target Chk1 in XPC-silenced cells. Cells were treated by APH and harvested at various time points. MCM7 served as a loading control.
(B) Microscopy-based quantification of ATR and ATRIP recruitment to the chromatin shows a significant decrease in XPC-silenced cells under
normal conditions and also after APH-induced replication stress.
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APH-treated TIG3 and Hela S3 cells did not show a prominent
elevation of G1 53BP1 bodies, suggesting that this type of
readout is not manifested in all cell lines, probably due to rapid
elimination of the damaged cells (data not shown). As the
ATR-Chk1 cascade represents a major checkpoint signaling
“unit”, we also performed quantitative immunofluorescence
microscopy analysis of chromatin-bound ATR and its partner
ATRIP. The chromatin-bound signal of both proteins was
decreased in XPC-depleted cells (Figure 6B). How XPC
promotes binding of the ATR/ATRIP complex to chromatin
remains elusive, but it is known that the binding of ATR is a
necessary prerequisite for subsequent ATR-dependent check-
point activation,63 thereby providing a plausible explanation for
the impaired Chk1 phosphorylation detected in our experi-
ments with XPC-depleted cells under replication stress.
Altogether, the data set obtained in our present study

supports the idea of the XPC/ATR-Chk1 pathway interaction
in response to replication stress and their functional link in
promoting activation of checkpoint signaling. Notably, a
broadly analogous function of XPC was described for the
lesions induced by UV radiation where cells depleted for XPC
displayed impaired ATR activation and phosphorylation of its
downstream target Chk1.57 On the other hand, signaling of
UV-induced lesions reportedly relied on XPC during G1 phase
but not during S phase.65 Our data in response to APH on the
other hand demonstrate an S-phase relevant ATR/Chk1-
promoting role of XPC in checkpoint signaling, most likely
reflecting the different nature of the APH-induced relative to
UV-induced DNA lesions as well as the differential requirement
for XPC ubiquitylation, which are important mechanistic
differences demonstrated in our present study. In terms of
the impact on DNA, APH generates long stretches of single-
stranded DNA by uncoupling of DNA polymerases and
helicases, thereby creating vulnerable secondary structures,
especially at CFSs that become the substrate for XPC and
possibly GG-NER. Upon UV irradiation, on the other hand,
DNA cross-links are formed and rapidly processed either by
translesion synthesis66 or converted into DNA double-strand
breaks.67

Overall, we propose that, in the absence of XPC, the
replication problems that occur at CFSs are not properly
recognized and/or processed during the S phase and become
the source of subsequent genomic instability. Last but not least,
our results also illustrate the power of innovative high-
throughput screens based on quantitative proteomics and
hypothesis-driven strategies to identify new components of
fundamental mechanisms, such as cellular stress responses and
maintenance of genomic integrity.

■ CONCLUSIONS
In this study, we performed the first unbiased proteome-wide
screen to identify new putative proteins responsible for
maintenance of CFS stability. Besides previously characterized
WRN and MSH2 proteins, we also identified several additional
candidates whose role in CFS maintenance warrants deeper
characterization. Because of the fact that almost half of the
identified proteins are implicated in NER, the XPC protein as
the main initiator of the NER pathway was chosen for a follow-
up functional study.
On the basis of our results, we propose a hypothesis for the

role of XPC in preventing CFS expression by promoting
checkpoint signaling under replication stress. We show that
XPC deficient cells are incapable of proper checkpoint

activation in response to RS, leading to increased genomic
instability manifested as accumulation of specific DNA lesions
marked by 53BP1 bodies in G1 cells. We further suggest that
this phenotype may reflect a new role for XPC, or possibly the
whole GG-NER repair pathway, in sensing aberrant replication
structures and providing the incision step, a role that is
particularly required at hard-to-replicate structures in CFS loci
formed after RS. Thus, XPC deficiency leads to impaired CFS-
associated signaling through the ATR/ATRIP-Chk1 axis,
thereby allowing for inappropriate passage of cells with aberrant
structures associated with stalled replication forks through
mitosis. The fate of such damaged cells depends on the
respective genetic background and fitness of cellular DDR. In
the next cell generation of U-2 OS cells passing through the
unscheduled mitosis, such aberrant DNA structures can be
detected as DNA double strand breaks marked by focal
accumulation of 53BP1 in the form of the 53BP1 bodies. In
some other cell lines, represented here by HeLa S3 or TIG-3
cells, this aberrant scenario during the methaphase/anaphase
transition and/or immediately after mitosis of APH-exposed
cells is “solved” by elimination of such abnormal cells through
apoptosis. This is consistent with the notion that CFSs are
important sites of the genome that may serve as alarm sensors
for elimination of cells with unstable genetic material arising
upon replication stress. Through this mechanism, CFSs may
contribute to the intrinsic cellular barrier against tumori-
genesis.68

Apart from this important biological insight into the function
of XPC protein and its relevance for chromosomal (in)stability
and cancer, we also document that the strategy of using DNA
structure-specific baits, which can be successfully combined
with quantitative proteomics, can generate a wealth of results
valuable for contemporary biomedicine.
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 Souhrn 
 

DNA-afinitní chromatografie je jednou z metod studia vzájemných interakcí nukleových 

kyselin s proteiny. Tato metoda je principiálně založena na afinitě proteinu ke konkrétní 

nukleotidové sekvenci případně struktuře nukleové kyseliny. Vhodným způsobem ukotvení 

této sekvence k pevnému nosiči lze zkonstruovat DNA-afinitní matrici a získat tak účinný 

nástroj k izolaci konkrétního proteinu případně celého proteomu. Ve spojení s metodami 

kvantitativní proteomiky a hmotnostní spektrometrie (MS) představuje DNA-afinitní 

chromatografie dostatečně účinnou a citlivou metodou pro izolaci a následnou identifikaci 

DNA vazebných proteinů. Tato disertační práce se věnuje použití metody DNA-afinitní 

chromatografie v izolaci a identifikaci proteinů hrajících roli v buněčných procesech replikace 

a zachováni stability fragilních míst DNA. Literární rešerše poskytuje souhrn dosavadních 

metod studia vzájemných interakcí nukleových kyselin s proteiny pomocí DNA a RNA afinitní 

chromatografie. Probrány jsou klíčové kroky konstrukce specifické afinitní matrice, 

experimentální přístupy samotného provedení DNA/RNA-afinitní chromatografie a také 

identifikace a kvantifikace specificky vázaných proteinů pomocí metod kvantitativní 

proteomiky a hmotnostní spektrometrie. Součástí je také kapitola věnována replikačnímu stresu 

a fragilním místům DNA, která přibližuje problematiku poškození DNA a jejich opravných 

mechanismů souvisejících s experimentální části práce. 

     V této práci byla aplikována metoda DNA-afinitní chromatografie v kombinaci 

s kvantitativní proteomikou a MS jako nástroj izolace a identifikace proteinů interagujících 

s fragilními místy DNA. Pro izolaci proteinů vázajících se k těmto místům byl navržen 

specifický DNA-afinitní ligand napodobující sekundární strukturu fragilního místa FRA16D a 

také kontrolní ligand se stabilní lineární strukturou. Oba ligandy byly modifikovány na 5´konci 

biotinem a následně imobilizovány k  magnetickým částicím pokrytým streptavidinem. S takto 

zhotovenými matricemi, specifickou a kontrolní, byla provedena DNA-afinitní chromatografie. 

K DNA afinitní purifikaci byly použity extrakty proteinů z jader pocházejících z buněk 

kultivovaných za normálních podmínek a z buněk vystavených replikačnímu stresu působením 

aphidicolinu. Kombinací DNA-afinitní chromatografie, metody relativní kvantifikace proteinů 

(izotopového značení proteinů v buňkách - SILAC) a MS byly identifikovány proteiny 

specificky vázané k  ligandu FRA16D-fragment za normálních kultivačních podmínek i po 

působení aphidicolinu. Identifikováno bylo několik nových kandidátních proteinů, ze kterých 
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byl zvolen a detailně charakterizován XPC protein. Přínosem předkládané práce je nejen 

odhalení nové biologické funkce proteinu XPC během  replikačním stresu a v zachování 

stability fragilních míst, ale také unikátní přístup návrhu strukturně specifického ligandu 

FRA16D-fragment, který ve spojení s DNA-afinitní chromatografií a MS umožnil izolaci a 

následnou identifikaci zajímavých proteinů, jejichž role v zachování stability fragilních míst 

může být dále zkoumána pomocí molekulárně-biologických metod.   

 Summary 
 

DNA affinity chromatography is one of the methods used for study of nucleic acid-protein 

interactions. It is based on the affinity of the protein to the specific sequence of nucleotides or 

specific DNA structure. Immobilization of this specific sequence to the solid phase allows the 

construction of DNA affinity resin convenient for isolation of specific binding protein or whole 

proteome. DNA affinity chromatography in combination with quantitative proteomics and mass 

spectrometry (MS) is an efficient and sensitive tool for isolation and subsequent identification 

of DNA binding proteins. This thesis explores the usage of DNA affinity chromatography for 

isolation and identification of proteins with potential role in biological processes such a 

replication and maintenance of fragile sites. Survey of literature provides general knowledge of 

current methods for study of interactions of nucleic acids and proteins using DNA affinity 

chromatography. Key parameters in the purification of DNA binding proteins such as 

construction of specific DNA affinity resin, experimental workflow of DNA affinity 

chromatography and subsequent methods for identification and quantification of DNA binding 

proteins by quantitative proteomics and mass spectrometry are described. The chapter about 

replication stress and fragile sites explains consequences of replication stress and DNA damage 

response pathways which are connected to the experimental part of the thesis.  

     In this thesis the DNA affinity chromatography in combination with quantitative proteomics 

and MS was used as a powerful tool for isolation and subsequent identification of proteins 

interacting with fragile sites. For the isolation of fragile sites’ binding proteins we designed a 

specific DNA affinity ligand mimicking part of the secondary structure of fragile site FRA16D 

and also a control ligand with stable linear structure. Both ligands were modified at the 5´end 

by biotin and immobilized to the magnetic beads covered by streptavidin. These affinity resins, 

specific FRA16D-fragment and control, were used for DNA affinity chromatography. The 

extracts of nuclear proteins from cells cultivated under normal growth conditions and cells 

cultivated upon replication stress induced by aphidicolin were used for DNA affinity 
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purification. DNA affinity chromatography coupled with a method of relative quantification of 

proteins (isotope labeling of proteins in cells - SILAC) and MS identified proteins specifically 

enriched at the FRA16D-fragment upon normal conditions and upon aphidicolin treatment. We 

identified several new protein candidates from which the XPC protein was chosen for further 

characterization.  

The importance of this thesis is not only in the evaluation of new biological role of XPC protein 

in replication stress and maintenance of fragile site stability , but also in the unique experimental 

set-up of design of the structural specific FRA16D-fragment ligand. In combination with DNA 

affinity chromatography and MS, it allows identification of interesting proteins, which role in 

maintenance of fragile sites could be further explored by methods of molecular biology.      

 

 

 Cíle práce  
 

 Zpracování literární rešerše zadané tématiky a její shrnutí ve formě přehledového 

článku 

 Zavedení metody DNA-afinitní chromatografie pro izolaci proteinů interagujících 

s fragilním místem FRA16D.  

 Identifikace a kvantifikace FRA16D vazebných proteinů kombinací metod 

kvantitativní proteomiky a MS  

 Ověření biologické role FRA16D-fragment vazebných proteinů v zachování stability 

fragilních míst pomocí molekulárně-biologických metod.  
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 Teoretický úvod 
 

Vzájemné vazby proteinů s DNA jsou založeny na afinitě vazebných domén proteinů 

k specifické sekvenci případně struktuře nukleové kyseliny. Tyto vazby umožnují regulaci 

životně důležitých procesů a jejich kaskádovité interakce, které se vzájemně doplňují, jsou 

podstatou zachování integrity genomu. Studium interakcí nukleových kyselin a proteinů tak 

umožnuje objasnit mechanizmy podílející se na regulaci významných biologických procesů 

jako je transkripce, replikace a oprava poškozené DNA a tím také napomáhá odhalit podstatu 

vzniku řady onemocnění a způsobu jejich možné terapie.   

 

4.1 DNA-afinitní chromatografie ve studiu interakce DNA a proteinů 

 

Jeden ze způsobů studia vzájemných interakcí proteinů a DNA je afinitní chromatografie. Tato 

metoda je principiálně založena na afinitě proteinu k specifické sekvenci případně struktuře 

DNA, která je imobilizována k pevnému nosiči. V současné době dosáhla DNA-afinitní 

chromatografie značné obliby a to především díky rozvoji metod identifikace proteinů pomocí 

hmotnostní spektrometrie. V kombinaci s metodami kvantitativní proteomiky a MS je DNA 

afinitní chromatografie významným dostatečně citlivým a selektivním nástrojem k izolaci a 

identifikaci DNA vazebných proteinů.  

     Pro správné provedení DNA-afinitní chromatografie je zásadním krokem volba specifického 

ligandu a konstrukce afinitní matrice vhodné k izolaci proteinu případně celého proteomu 

z komplexní proteinové směsi. Dalšími významnými kroky jsou samotné provedení DNA 

afinitní purifikace a následná analýza DNA vazebných proteinů pomocí MS. 

4.1.1 Konstrukce DNA afinitní matrice 

 

Nejdůležitějšími částmi pro konstrukci DNA afinitní matrice je volba a návrh specifického 

afinitního ligandu, jeho syntéza a imobilizace k vhodně zvolené matrici.  

     Návrh DNA ligandu může vycházet z již známé informace o specifické sekvenci, která je 

rozpoznávána konkrétním proteinem anebo lze získat in silico predikcí na základě informací 

o struktuře proteinů a jejich vazebných vlastnostech dostupných v databázích (Matys et al., 

2003; Teixeira et al., 2006). Pro izolaci konkrétního proteinu např. transkripčního faktoru může 

být volen kratší sekvenčně specifický DNA ligand, ke kterému má daný protein afinitu. Řada 
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proteinů však interaguje s DNA na základě kaskádovité vazby dalších proteinů k vzdálenějším 

regulačním oblastem DNA a proto je k izolaci celého proteinového komplexu vhodné zvolit 

jako ligand delší úsek DNA (Babayeva et al., 2012; Jiang et al., 2006; Mittler et al., 2009). 

Kromě sekvenčně specifických ligandů lze pro afinitní purifikaci použít i ligandy strukturně 

specifické. Řada proteinů rozpoznává charakteristické sekundární struktury nukleových kyselin 

jako je Z-DNA, G-kvadruplexy, vnitřní smyčky a vlásenky (Fishel et al., 1988; Gao et al., 

2015).  

     Nezbytným požadavkem pro správnou identifikaci DNA vazebných proteinů je volba 

kontrolního ligandu. Tento ligand by měl být co nejvíce podobný specifickému avšak bez 

specifického místa, jehož vazebné proteiny hledáme. Jedná se většinou o oligonukleotid 

obsahující mutovanou nebo jinak pozměněnou specifickou sekvenci. V případě, že sledujeme 

proteiny rozpoznávající specifickou strukturu DNA, jako kontrolní volíme strukturně odlišný, 

většinou lineární ligand (Gao et al., 2015; Himeda et al., 2004; Mittler et al., 2009). 

     Imobilizace DNA afinitního ligandu je prováděna na základě vazby mezi řetězcem DNA 

oligonukleotidu a funkčními skupinami vhodně zvolené pevné fáze. Vznikající vazby mohou 

být nekovalentního i kovalentního charakteru (Cavalieri a Carroll, 1970; Jia a Jarrett, 2015; 

Litman, 1968). V současné době je nejčastějším způsobem imobilizace založená na 

biospecifické vazbě mezi biotinem-streptavidinem. DNA ligand je již během své syntézy 

modifikován biotinem, což umožnuje jeho následnou vazbu k  magnetickým částicím pokrytým 

streptavidinem (Himeda et al., 2004; Hubner et al., 2015; Mittler et al., 2009). 

 

4.1.2 DNA-afinitní chromatografie 

 

Samotný průběh DNA-afinitní purifikace zahrnuje několik důležitých kroků jako je příprava 

vzorku, inkubace afinitní matrice se vzorkem, promývání matrice, eluce DNA vazebných 

proteinů a přípravu eluátu pro následnou MS analýzu. 

     Vstupním materiálem je většinou buněčný lyzát živočišného, rostlinného nebo bakteriálního 

původu. Jedná se o velice komplexní směs, kde se cílové proteiny vyskytují ve velmi malém 

množství a jsou maskovány přítomností abundantních proteinů. Důležitým krokem je tedy 

příprava vzorku před samotnou afinitní purifikací. Jedním z možných postupů je frakcionace 

pomocí iontově výměnné chromatografie a testování jednotlivých frakcí na vazebnou aktivitu 

např. gelovou retardační analýzou. K samotné DNA afinitní purifikaci je pak možné použít 
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pouze konkrétní aktivní frakci (O’Neill et al., 1999; Yaneva a Tempst, 2003). Dalšími způsoby 

je preinkubace lyzátu se samotnou matricí nebo s matricí obsahující mutovanou nebo jinou 

nespecifickou sekvenci oligonukleotidu (Dobretsova et al., 2008; Meng et al., 2006). 

     Zásadním krokem je inkubace DNA afinitní matrice se vzorkem. Důležitý je obsah solí a 

iontů přítomných ve vazebném pufru zvolený tak, aby co nejlépe odrážel fyziologické prostředí 

interakce NK a proteinů. Vysoká koncentrace solí zamezuje vzniku nespecifických vazeb, ale 

také může snižovat možnost tvorby vazeb specifických (Yaneva a Tempst, 2003). 

     Následujícím krokem je promývání afinitní matrice, které slouží k odstranění nenavázaných 

nebo nespecificky vázaných proteinů. K tomuto účelu může být zvolen systém pufrů se 

zvyšující se koncentrací solí a detergentů. Vhodný je také přídavek tzv. kompetitorů. Jako 

kompetitory označujeme DNA molekuly, které neobsahují specifické vazebné místo a jejich 

přídavek do vazebného i promývacího pufru umožnuje vyvázání nespecificky vazebných 

proteinů (Meng et al., 2006; Yaneva a Tempst, 2003) 

     Eluce proteinů je posledním krokem DNA afinitní purifikace. Lze ji provést opět systémem 

pufrů s různou koncentrací solí, detergenty nebo rovnou pomocí vzorkovacího pufru pro 

elektroforetické dělení proteinů (Byrum et al., 2012; Scheibe et al., 2013a). Eluci lze provést 

také štěpením proteinů přímo na promyté afinitní matrici (Hubner et al., 2015; Mittler et al., 

2009) nebo v případě streptavidinových částic vytěsnit DNA ligand značený desthbiotinem 

pomocí biotinu, který vykazuje vyšší afinitu k streptavidinu (Déjardin a Kingston, 2009; Hirsch 

et al., 2002). 

 

4.2 Identifikace DNA vazebných proteinů pomocí kvantitativní 

proteomiky a MS 

 

     K identifikaci DNA vazebných proteinů získaných izolací pomocí DNA-afinitní 

chromatografie se nejčastěji používají dva typy instrumentálního uspořádání hmotnostního 

spektrometru. První zahrnuje ionizaci analytu pomocí MALDI a to většinou ve spojení s 

analyzátorem doby letu iontů MALDI-TOF (z angl. matrix assisted laser desorption ionization-

time of flight) (Bose et al., 2006; López de Silanes et al., 2010). Druhý způsob identifikace 

určený především k analýze složitějších směsí je ionizace elektrosprejem v kombinaci a 

tandemovou hmotnostní spektrometrií ESI-MS/MS (z angl. electrospray ionization) (Harris et 

al., 2006; Mittler et al., 2009; Scheibe et al., 2013).  
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     Samotná identifikace proteinů je principiálně založena na získání informace o molekulové 

hmotnosti analyzovaných peptidů případně informace o jejich aminokyselinové sekvenci. Tyto 

poznatky jsou následně porovnávány s teoretickými hodnotami získanými in silico nalýzou 

proteinů dostupných v databázi, čímž dochází k identifikaci proteinu (Keller et al., 2002; 

Perkins et al., 1999). 

     Aplikace metod kvantitativní proteomiky umožňuje srovnání proteinů vázaných 

k specifické DNA afinitní matrici a kontrolnímu DNA ligandu a tím odlišení proteinů vázaných 

nespecificky ať už k samotnému DNA řetězci anebo pomocnému nosiči. Toto srovnání je 

umožněno díky izotopovému značení proteinů, které lze provádět metabolickou anebo 

chemickou cestou. Metabolické značení SILAC (z angl. stable isotope labeling of amino acids 

in cell culture) je založeno na inkorporaci aminokyselin s různým obsahem izotopů prvků C13 

a N15 do proteinů během proteosyntézy buněčné kultury (Ong a Mann, 2006). Chemické 

značení probíhá na úrovni proteinů i peptidů a jeho podstatou je vazba chemických značek 

(„mass tags“), které mají shodné chemicko-fyzikální vlastnosti, ale liší se molekulovou 

hmotností díky různému obsahu izotopů prvků (Choe et al., 2007; Gygi et al., 1999).  

     Různé značení proteinů/peptidů získaných elucí ze specifické afinitní matrice a kontrolního 

ligandu umožňuje jejich smíchání v poměru 1:1 a společnou analýzu pomocí MS. Informace o 

kvantitativním zastoupení proteinů v původních vzorcích je získáno na základě porovnání MS 

intenzit nebo ploch charakteristických iontů, a to bud´ prekurzorových iontů peptidů v „survey“ 

MS spektru anebo reportérových iontů v MS/MS spektrech získaných fragmentací 

prekurzorového iontu v kolizní cele. Výslednou hodnotou je tedy poměr udávající zastoupení 

daného proteinu na specifické vs. kontrolní DNA sekvenci. Tento způsob vyhodnocení tedy 

umožnuje určit proteiny obohacené na specifické afinitní matrici a zároveň odlišuje 

nespecificky vázané proteiny, které jsou v obou vzorcích zastoupeny ve stejném množství 

(Hubner et al., 2015; Mittler et al., 2009). 

4.3 Replikační stres a běžná fragilní místa   

 

Replikační stres (RS) je považován za příčinu zvýšené genetické nestability rakovinných buněk 

a počátek tumorigeneze případně senescence (Burrell et al., 2013; Flach et al., 2014). Jako RS 

označujeme děje probíhající na replikační vidličce, které vedou ke zpomalení nebo zastavení 

replikace DNA případně kolapsu replikační vidličky. Vnějších i vnitřních příčin RS může být 

celá řada. Může se jednat o nedostatek jednotlivých komponent replikace případně strukturní 
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bariéry znesnadňující její průběh (Groth et al., 2007; Letessier et al., 2011a; Poli et al., 2012; 

Toledo et al., 2013). 

     Hlavním proteinem zodpovědným za regulaci mechanizmů odehrávajících se na replikační 

vidličce během RS je ATR (z angl. ataxia-telangiectasia RAD3-related) kináza patřící do rodiny 

fosfatidylinositol-3-kináz. Jedná se o protein, který fosforylací (aminokyselinového motivu 

serinu a/nebo treoninu za nimiž následuje glutamin) svých substrátů reguluje dráhy buněčné 

odpovědi na poškození DNA (Matsuoka et al., 2007; O’Neill et al., 2000).  

     ATR kináza aktivuje kontrolní a opravné mechanizmy a zodpovídá za kompletní replikaci 

DNA během S fáze buněčného cyklu a přechod buňky do mitózy. Působením replikačního 

stresu ATR zpomaluje replikaci, spouští kontrolní mechanizmy a zástavu buněčného cyklu, 

podílí se na stabilizaci DNA a případném restartu replikace (Dimitrova a Gilbert, 2000; Lopes 

et al., 2001). Mechanizmus aktivace ATR je zahájen označením volné ssDNA vznikající na 

replikační vidličce pomocí proteinu RPA. RPA je dále rozpoznáván ATR interagujícím 

proteinem ATRIP  a dochází ke vzniku heterodimeru ATR/ATRIP (Cortez et al., 2001). 

Aktivovaná ATR kináza dále fosforyluje své substráty, z nichž nejvýznamnější je kináza Chk1, 

a dochází tak k aktivaci homologní rekombinace (HR) a kontrolního bodu buněčného cyklu 

G2/M (Sørensen et al., 2005). ATR kináza rozpoznává a stabilizuje také ssDNA vznikající 

v oblastech běžných fragilních míst, která jsou působením RS náchylná k tvorbě těžce 

replikovatelných sekundárních struktur a ke vzniku DNA poškození. 

     Běžná fragilní místa (BFM) jsou specifické úseky DNA, u nichž vlivem replikačního stresu 

dochází k poškození viditelnému jako mezery a zlomy na metafázích chromozomech (Glover 

et al., 1984). Tento jev detekce poškození v místě chromozomu se obecně označuje jako 

exprese fragilního místa. BFM jsou spojována s chromosomálními aberacemi, jako jsou delece 

a translokace (Arlt et al., 2006). Jedná se také o místa, kde může docházet k amplifikaci 

onkogenů a integraci viru do genomu (Coquelle et al., 1997; Thorland et al., 2003). 

     Molekulární analýzou těchto míst bylo odhaleno několik základních charakteristik, které 

mohou být příčinou jejich nestability/fragility. Nestabilita BFM může být způsobena jejich 

strukturními vlastnostmi. Bylo prokázáno, že se jedná o velmi dlouhé oblasti genomu bohaté 

na A-T repetice. Tyto oblasti se zároveň vyznačují vysokou DNA flexibilitou, která zapříčiní 

vznik superhelikální struktury před replikační vidličkou a zamezí tak činnosti topoizomeráz a 

snadnému postupu replikačního komplexu (Gardiner, 1995; Mishmar et al., 1998). Druhá teorie 

se opírá o fakt, že se jedná o oblasti chudé na replikační počátky, což může mít za 
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následek nekompletní replikaci (Cayrou et al., 2010; Letessier et al., 2011). Příčinou fragility 

může být také kolize replikace a transkripce na jednom templátu DNA a to zejména u BFM, 

které obsahují dlouhé geny (˃800kb) a nedokončí transkripci před replikací. Tato situace 

způsobí, že dojde k setkání replikace a transkripce na jednom DNA templátu a dojde ke vzniku 

RNA:DNA hybridních molekul tzv. R-loops, které vedou k nestabilitě fragilních míst 

(Helmrich et al., 2011) 

     Látka indukující expresi většiny fragilních míst je aphidicolin (APH). Jedná se o 

tetracyklinový diterpenoid izolovaný z houby Nigrosphora sphaerica. APH působí inhibičně 

na DNA polymerázu α, δ a ε v menších koncentracích způsobuje zpomalení nikoliv zastavení 

DNA replikace (Glover et al., 1984; Mrasek et al., 2010). Během tohoto procesu dochází 

k stálému rozvolňování DNA dvoušroubovice pomocí DNA helikázy a hromadění ssDNA, 

která tak vytváří stabilní těžce replikovatelné sekundární struktury náchylné k poškození 

(Zlotorynski et al., 2003). 

     Byla identifikována celá řada proteinů podílejících se na zachování stability BFM. Mezi tyto 

proteiny patří ATR kináza a její substráty Chk1 (Durkin et al., 2006), BRCA1 (Turner et al., 

2002), WRN (Pirzio et al., 2008), FANCD2 (Howlett et al., 2005) apod. Nejčastějším způsobem 

potvrzení role proteinů v zachování stability fragilních míst je příprava buněčné linie 

s funkčním deficitem studovaného proteinu a detekce chromozomálních zlomů bez a s indukcí 

RS. Studium exprese BFM (přítomnost zlomu, mezery nebo zúžení v chromozomu) lze provést 

na základě cytogenetického pozorování fragilního místa, které je rozpoznáno na základě 

chromozomálního pruhování nebo metodou fluorescenční in situ hybridizace (Pirzio et al., 

2008). 

   Metoda DNA-afinitní chromatografie ve spojení s kvantitativní proteomikou a MS nebyla 

dosud ve studiu proteinů zodpovědných za zachování stability BFM aplikována.  
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 Metody 
 

5.1 Návrh specifického a kontrolního DNA ligandu 

 

Návrh specifického ligandu pro izolaci proteinů vázajících se k sekundární struktuře fragilního 

místa FRA16D a in silico predikce lineárního kontrolního ligandu byla provedena ve spolupráci 

s Dr. Jiřím Vollerem a detailní postup práce je vysvětlen v jedné z prvoautorských publikací 

(Beresova et al., 2016).   

     Návrh specifického ligandu, sekundární struktury fragilního místa FRA16D, vycházel z již 

publikované sekvence fragilního úseku tohoto místa Obr. č. 1A (Zhang and Freudenreich, 

2007). Pro syntézu ligandu byla vybrána strukturně variabilnější část sekvence, vlásenka B, C 

a část označená hvězdičkou Obr. č. 1B. Prvních 9 pozic z 5´konce vybraného úseku bylo 

nahrazeno cytosinem a slouží jako linker. Analýzou v programu Mfold (Zuker, 2003) bylo 

ověřeno, že navržená sekvence 68-mer (5´-3´) CCC CCC CCC GAT TGT GAT AAT CAT 

TAC ACA ATG TAT ATA GTA ATC AAA TCA TTA CTT TAT vytváří strukturu, která je 

v podstatě stejná jako struktura, kterou vytváří odpovídající část celé sekvence fragilního místa 

FRA16D. Na rozdíl od plné sekvence má nejstabilnější forma navržené sekvence spárované 2 

další nukleotidové páry v oku vlásenky B. Vzhledem k tomu, že tyto dva páry jsou odděleny 

od dvouvláknové části vlásenky, lze očekávat, že toto párování nebude příliš stabilní. Analýza 

v Mfold programu probíhala s nastavením parametrů, které odpovídaly experimentálním 

podmínkám námi provedené DNA-afinitní purifikace (150 mM Cl-, 4°C, 1 mM Mg2+). 
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Obr. č. 1: Struktura specifického afinitního ligandu DNA. Finální struktura FRA16D-

fragment ligandu použitého pro afinitní purifikaci FRA16D vazebných proteinů B) vycházející 

ze známé sekundární struktury fragilního místa FRA16D A). 

 

5.2 Konstrukce afinitní matrice 

 

1 mg magnetických částic SIMAG-streptavidine (Chemicell) byl převeden do 1,5 ml 

mikrozkumavky a promyt 3x1 ml citrátového pufru (150 mM NaCl, 15 mM Na3C6H5O7, pH 

7). K částicím bylo přidáno 0,5 ml citrátového pufru a 200 pmol biotinem značených DNA 

oligonukleotidů. Imobilizace probíhala po dobu 15 minut při laboratorní teplotě za mírného 

míchání na rotační třepačce. Následovalo pomývání částic 3x1 ml citrátového pufru k 

odstranění nenavázaných DNA oligonukleotidů.  

Zhotovená DNA-afinitní matrice byla následně promyta 2x 1 ml vazebného pufru (25 mM 

HEPES, 150 mM NaCl a 1 mM MgCl2). Po druhém promytí matrice následovala inkubace s 1 

ml vazebného pufru při 4°C po dobu 15 minut za mírného míchání na rotační třepačce. Takto 

připravená matrice byla ponechána v lednici při 4°C a okamžitě použita pro následnou afinitní 

purifikaci. 
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5.3 Kultivace buněčných kultur 

 

Pro tuto práci byly použity buněčné linie: HeLa S3 (ATCC) epiteliální buňky karcinomu 

děložního čípku, U2OS (ATCC) buněčná linie izolovaná z lidského osteosarkomu, TIG-3 

(ATCC) primární linie plicních fibroblastů. Tyto kultury byly kultivovány v DMEM mediu se 

stabilním glutaminem a 4,5 g/l glukózy (Invitrogen), doplněném o 10% fetální sérum a 1% 

penicilin/streptomycin. Kultivace byla prováděna v inkubátoru s 5% CO2 při 37°C. 

U stabilně transfekované U2OS buněčné linie byla exprese shRNA namířená proti proteinu 

ATR indukována přídavkem doxycyklinu 1µg/ml po dobu 4 dní před plánovaným 

experimentem. Selekce stabilně transfekovaných buněk byla prováděna pomocí puromycinu 

1µg/ml a blasticidinu 5 µg/ml.  

Metabolické značení proteinů (SILAC): 

HeLa S3 buněčná linie byla kultivována v RPMI 1640 mediu původně prostém na přítomnost 

aminokyselin lysinu a argininu, doplněném o 10% dialyzované fetální sérum a 

1% penicilin/streptomycin. Buněčná linie byla rozdělena na dvě pasáže, z nichž jedna byla 

podrobena metabolickému značení proteinů a to přídavkem L- (U-13C6, 15N4) argininu a L-(U- 

13C6, 15N2) lysinu (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) do kultivačního media (linie dále 

označována jako „heavy“) a druhá část buněk byla kultivována s přídavkem argininu a lysinu 

s přirozeně se vyskytujícími izotopy prvků (linie dále označována jako „light“).  

Ošetření buněk aphidicolinem: 

Replikační stress byl indukován přídavkem aphidicolinu v koncentracích 0,2-0,8 µM 

(v závislosti na typu experimentu) a to po dobu 24 hodin.  

Transfekce pomocí siRNA: 

Transfekce byla provedena na 6 cm Petriho misce s konfluencí buněčné kultury 60-80% pomocí 

lipofectaminu RNAiMAX (Invitrogen) a komerčně dostupné směsi siRNA proti XPC proteinu 

(siXPC SMART pool (Dharmacon, M-016040-01-0010)), anebo kontrolní siRNA  

(Dharmacon, D-001220-01-05). Do dvou mikrozkumavek bylo  napipetováno 400 µl OPTI-

MEM roztoku (Invitrogen). Do jedné zkumavky bylo přidáno 8 µl lipofectaminu a do druhé 

8 µl 20 µM siRNA. Po 5 minutách inkubace byly obě mikrozkumavky smíchány a za občasného 

promíchání inkubovány 30 minut. Takto připravený transfekční roztok byl přidán k buněčné 

kultuře inkubované v 3 ml media bez antibiotik. Transfekce probíhala v inkubátoru po dobu 6 
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hodin. Poté bylo medium s transfekčním roztokem odstraněno a přidáno 5 ml kompletního 

DMEM media. Úspěšnost transfekce byla ověřena western blotem.    

 

5.4 Příprava buněčného lyzátu a FRA16D-fragment afinitní 

chromatografie  

 

HeLa S3 „heavy“ a „light“ buněčné linie byly kultivovaný za normálních podmínek a za 

podmínek způsobujících replikační stres tj. s přídavkem 0,4 µM aphidicolinu po dobu 24 h 

anebo 0,5% DMSO.  

     Prvními kroky FRA16D-fragment afinitní chromatografie byla izolace jaderných proteinů, 

která byla provedena pomocí komerčně dostupného kitu NEP-PER nuclear and cytoplasmatic 

extraction kit (Thermo Scientific) a kvantifikace získaných proteinů pomocí Bradfordovy 

metody (Biorad). 

     1 mg „heavy“ jaderného lyzátu byl přidán do 1 ml vazebného pufru k FRA16D-fragment 

afinitní matrici a poté byla provedena inkubace (umožňující vzájemnou interakci FRA16D- 

fragment ligandu s proteiny) po dobu 1 hodiny při 4°C za pomalého míchání na rotační třepačce. 

Následovalo promytí matrice vazebným pufrem 5x 1 ml k odstranění nenavázaných proteinů a 

eluce proteinů vázaných k FRA16D-fragment afinitní matrici. Eluce vázaných proteinů byla 

provedena přímo do vzorkovacího pufru pro elektroforetické dělení a to tak, že 25 µl 

vzorkovacího pufru bylo napipetováno k magnetickým částicím a 10 minut při 95°C intenzivně 

třepáno. Po proběhlé eluci byl vzorkovací pufr obsahující vazebné proteiny pečlivě odpipetován 

od magnetických částic. Stejný postup byl proveden také se stejným množstvím „light“ 

jaderných proteinů inkubovaných s matricí s kontrolním DNA ligandem. Tento experiment je 

dále v textu označován jako „forward“. 

     Při druhém opakování tohoto experimentu bylo značení jaderných proteinů přidávajících se 

k matrici obráceno. „Light“ jaderné proteiny byly inkubovány s FRA16D- fragment afinitní 

matricí a „heavy“ jaderné proteiny s kontrolní DNA matricí. Tento experiment je dále v textu 

označován jako „reverse“. 

     Jednotlivé eluáty s FRA16D-fragment afinitní matrice a matrice s kontrolním DNA 

ligandem byly smíchány v poměru 1:1 a dále zpracovány pro následnou MS analýzu.  
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     DNA-afinitní chromatografie určená k izolaci FRA16D vazebných proteinů byla nejprve 

provedena s jadernými proteiny pocházejícími s buněk kultivovaných za normálních podmínek, 

a poté s proteiny z buněk vystavených replikačnímu stresu.  

5.5 SDS-PAGE 

 

Jednotlivé eluce proteinů s FRA16D-fragment afinitní matrice a kontrolní matrice smíchané 

v poměru 1:1 byly separovaný pomocí elektroforetického dělení v polyakrylamidovém gelu (4-

15% BIS-TRIS SDS-PAGE (Biorad)). Po separaci byl gel obarven pomocí roztoku Commassie 

Briliant blue a oblasti detekovaných proteinů rozděleny na 13 částí, u nichž bylo provedeno 

proteolytické štěpení proteinů. 

5.6 Proteolytické štěpení proteinů v gelu 

 

Proteolytické štěpení proteinů v gelu bylo provedeno dle již publikovaného metodického 

postupu (Sebela et al., 2006; Shevchenko et al., 2006). Jednotlivé části gelu obsahující 

separované proteiny byly přeneseny do 1,5 ml mikrozkumavky rozkrájeny na malé kousky a za 

intenzivního třepání v termomixeru (1000 rpm, 15 minut, 25°C) odbarveny přídavkem 

odbarvovacího roztoku (50% (v/v) acetonitril (ACN)/100 mM NH4HCO3). Odbarvovací roztok 

byl od gelových kousků odstraněn a gelové kousky byly následně dehydratovány přídavkem 

100% ACN tzv. shrinking. Po dostatečné dehydrataci byly gelové kousky vysušeny ve vakuu.  

Následovala redukce pomocí redukčního činidla (10 mM dithiothreitol/ 100 mM NH4CO3) po 

dobu 30 minut při 56°C v termomixeru. Po redukci byl opět proveden shrinking gelových 

kousků následovaný alkylací proteinů přídavkem alkylačního činidla (55 mM iodoacetamid 

/100 mM NH4CO3) po dobu 20 minut ve tmě. Po proběhlé alkylaci byl roztok nahrazen 

deionizovanou vodou a gelové kousky promyty třepáním v termomixeru (1000 rpm, 15 minut, 

25°C). Poté následoval opět shrinking gelových kousků.  

Samotné enzymatické štěpení proteinů probíhalo po přidání štěpícího pufru (20 ng/µl trypsinu 

ve 20 mM NH4CO3/1 mM CaCl2) přes noc při 37°C. 

5.7  Příprava vzorků pro MS analýzu  

 

Po proběhlém proteolytickém štěpení byla provedena extrakce peptidů přídavkem 2x 100µl 

extrakčního pufru (30% (v/v) ACN/5% (v/v) kyselina mravenčí (FA)). Získané roztoky 

s extrahovanými peptidy byly odpařeny na vakuové centrifugační odparce a rozpuštěny v 50 µl 
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5% (v/v) FA. Získané peptidové směsi jsou přečištěny pomocí špiček nebo kolonek plněných 

C18 reverzní fází a připraveny k MS analýze (Rappsilber et al., 2007). 

     StageTip špičky byly naplněny C18 reverzní fází a umístěny do otvoru ve víčku 1,5 ml 

mikrozkumavky. Jednotlivé mobilní fáze procházely přes C18 reverzní fázi na základě 

odstředivé síly vznikající při centrifugaci. Reverzní fáze byla aktivována přídavkem 40 µl 

isopropanolu (2000 rpm, 5 minut) a ekvilibrována 2x 40 µl 5% (v/v) FA (1500 rpm, 10 minut). 

Špička byla umístěna do nové 1,5 ml mikrozkumavky a následovalo nanesení vzorku 

(1000 rpm, 15 minut).  Po průchodu vzorku C18 fází bylo provedeno její promytí a to 2x 40 µl 

5% (v/v) FA (1500 rpm, 10 minut). Následovala eluce peptidů do nové 0,5 ml mikrozkumavky 

pomocí 2x 40 µl 50% (v/v) metanolu s 2% (v/v) FA (1000 rpm, 10 minut). Roztoky 

s přečištěnými peptidy byly odpařeny na rotační vakuové odparce a rozpuštěny v 0,5% FA před 

samotnou MS analýzou. 

 

5.8 Analýza peptidů pomocí nLC-MS/MS 

 

Analýza peptidových vzorků byla provedena pomocí nanokapalinové chromatografie 

(nanoEASY-nLC System, Thermo Fisher Scientific) ve spojení s UHR-Q-TOF maXis 

systémem vybaveným iontovým zdrojem nanoESI (Bruker Daltonik). Jednotlivé vzorky byly 

nastříknuty v objemu 5 µl na předkolonu (2 cm x 75 µm plněnou 5 µm částicemi ReproSil-Pur 

C18-AQ serbentem), kde byl vzorek zakoncentrován a následně separován na analytické koloně 

(15 cm x 75 µm plněné 3 µm částicemi ReproSil-Pur C18-AQ sorbentu). Separace probíhala 

185 minutovou gradientovou elucí s průtokem 200 nl/minutu. Gradient byl tvořen různým 

poměrem mobilní fáze A: 0,4% (v/v) FA a B: 0,4% (v/v)  FA v 80% (v/v) ACN.  

     Při analýze byly ionty tříděny v MS modu v rozsahu m/z 50-2,500 Da za 1s. MS/MS data 

byla pořízena v rozsahu m/z 50-350 Da pro 5 nejintenzivnějších prekurzorových iontů 

s nábojem ≥2. Prekurzorové ionty skenované v MS/MS modu byly vyloučeny s další 

fragmentace po dobu 18s.  

Nastavení iontového zdroje: napětí kapiláry 1750 V, průtok sušícího plynu 1,5 l/minutu, teplota 

sušení 180°C. 
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5.9 Zpracování MS dat a jejich vyhodnocení  

 

Data získaná MS analýzou byla vyhodnocena softwarem Data Analysis 4.2 SPI (Bruker 

Daltonik). Získané XML soubory dat obsahující prekurzory a jejich fragmentace byly dále 

zpracovány pomocí serveru Mascot v2.2.7 (Matrix Science) vyhledáváním proti UniProt 

databázi (20150107, 89706 seq; www.uniprot.org) doplněné o informace o přítomných 

kontaminantech jako keratiny, trypsin použitý k proteolytickému štěpení, hovězí sérový 

albumin a také o reverzní sekvence všech lidských proteinů pro stanovení false discovery rate 

(FDR). Parametry pro vyhledávání v Mascot serveru byly následující: tolerance 

MS módu ±25 ppm a v MS/MS módu ±0.05 Da, proteolytický enzym-trypsin, jedno vynechané 

štěpení, fixní modifikace karbamidometylace cysteinu, jako variabilní modifikace pak byla 

určena oxidace methioninu, N-terminalní acetylace a značení peptidů 13C(6)15N(2)lysinem a 

13C(6)15N(4) argininem.    

Proteiny identifikované prohledáváním pomocí Mascot serveru byly dále zpracovány 

v ProteinScape v2.1 programu dle následujících parametrů: Pro identifikaci proteinu bylo 

požadována přítomnost minimálně dvou peptidů se skóre ≥ 15 a FDR 5%. Pro kvantifikaci 

proteinu pak bylo třeba minimálně 3 peptidových párů daného proteinu. 

Relativní poměry proteinů identifikovaných v „forward“ a „reverse“ experimentu byly 

logaritmicky transformovány log2 a vyneseny proti sobě do grafů. Dle normálního rozdělení 

hodnot jednotlivých poměrů proteinů byly jako signifikantní (p< 0,01) určeny proteiny 

s hodnotou poměru větší jak 2.58 ϭ (Oppermann et al., 2009). Tyto proteiny se vyskytují 

v pravém horním rohu grafu a mohou být označovány za proteiny specificky se vázající 

k FRA16D-fragment ligandu. 

5.10 Imunofluorescenční barvení vzorků 

 

Buňky byly fixovány 10% formalínem po dobu 15 minut. Následovala permeabilizace 

přídavkem 0,5% Triton X v PBS po dobu 5 min. Vzorky byly blokovány roztokem 1% BSA v 

PBS po dobu 20 minut na vertikální třepačce. Po blokaci byly přidány primární protilátky a 

inkubovány přes noc při 4°C v lednici. Po promytí roztokem PBS s 1% Tween 20 byly přidány 

sekundární protilátky a následovala inkubace 1 hodinu při laboratorní teplotě.  DNA byla 

obarvena pomocí roztoku Hoechst 33342 (Invitrogen) v PBS 5 μg/ml.  
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5.11 Analýza mitotických buněk - detekce chromozomálního poškození 

pomocí γH2AX proteinu 

 

Transfekovaná buněčná linie byla vysazena na 24 jamkovou destičku a ošetřena pomocí 

0,4 µM APH anebo 0,5% DMSO po dobu 24h. Poté byly vzorky fixovány a barveny systémem 

protilátek. Primárními protilátkami pH3 (pSer10, Milipore, 6-570, 1:1000) a γH2AX (pSer139, 

Santa Cruze 07-146, 1:500). Sekundární protilátky proti myší Alexa Fluor 488 (A11001, 

Invitrogen, 1:1000) a králičí Alexa Fluor 568 (A11036, Invitrogen 1:1000).  

Snímky byly pořízeny pomocí invertovaného fluorescenčního mikroskopu (Zeiss Cell Observer 

Spining disk konfokální mikroskop). Destička byla umístěna na posuvný stolek mikroskopu a 

jednotlivé pozice v jamkách automaticky skenovány s rozlišením 10x. Na základě pH3 

pozitivity byly vyselektovány mitotické buňky, v nichž byly detailně (rozlišení 63x) 

detekovány γH2AX fokusy. Analýza γH2AX fokusů v nejméně 150 mitózách byla provedena 

pomocí MatLab programu, softwarem navrženým Dr. Tomášem Fürstem. Každý experiment 

byl proveden minimálně ve třech biologických opakováních. 

 

5.12 Imunofluorescenční detekce proteinů buněčné odpovědi na poškození 

DNA  

 

Transfekovaná buněčná linie byla vysazena na 24 jamkovou destičku a ošetřena pomocí 0,2 -

0,4 µM APH anebo 0,5% DMSO po dobu 24h. Poté byly buňky fixovány a obarveny systémem 

protilátek.  

Detekce 53BP1 bodies v G1 buněčné populaci: 53BP1 (Santa Cruz, 500x), cyklin A (Leica, 

50x), sekundární protilátky Alexa Fluor 488 (A11001, Invitrogen, 1:1000) a Alexa Fluor 568 

(A11036, Invitrogen 1:1000). Snímky byly pořízeny pomocí invertovaného fluorescenčního 

mikroskopu BX71 (Olympus) a vyhodnoceny ScanR softwarem (Olympus). Jednotlivé buňky 

byly rozpoznány na základě barvení roztokem Hoechst 33342. Na základě detekce intenzity 

cyclin A proteinu byly odlišeny S/G2 buňky (cyklin A pozitivní) a cyklin A negativní G1 

populace. Pouze v cycklin A negativních buňkách byl detekován počet fokusů 53BP1 proteinu 

tzv. 53BP1 bodies. 

Při přípravě vzorku k barvení ATR (Santa Cruz, sc-22760, 1:500), ATRIP (Cell Signaling, 

2737, 1:250) proteinů předcházela preextrakce vzorku (10mM PIPES, 300 mM sacharóza, 
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1,5 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,5% Triton X, inhibitory proteáz a fosfatáz inkubace 20 minut 

na ledu) samotné fixaci. Během analýzy byly buňky rozpoznány na základě barvení roztokem 

Hoechst 33342.  Intenzita signálu ATR a ATRIP proteinu reflektuje množství proteinu 

vázaného k chromatinu. Každý experiment byl proveden minimálně ve třech biologických 

opakováních. 

5.13 Western blot 

 

Elektroforetické separace vzorků byla provedena v 4-15% SDS-PAGE gradientovém gelů 

(Biorad), (20 mA 90 minut). Po separaci byl gel přenesen na nitrocelulosovou membránu 

pomocí semi-dry western blotu (150 mA 90 minut). Membrána byla blokována v 5% mléku po 

dobu 1 h. Primární protilátky byly inkubovány přes noc při 4°C, sekundární protilátka značená 

křenovou peroxidázou při laboratorní teplotě 1 hodinu. Detekce proteinu byla provedena 

pomocí chemiluminiscenčního kitu ECL (Thermo Scientific).  

Použité primární protilátky: XPC (Novus Biological, NB100-477, 1:1000), pChk1 (Ser345, 

Cell Signalling, 2348, 1:500), Chk1 (Santa Cruz, sc-8408, 1:500), GAPDH (GeneTex, 

GTX30666, 1:2000), MCM7 (Santa Cruz, sc-65469, 1:100). Sekundární protilátky proti myší 

protilátce (GE-Healthcare, NA931V, 1:1000), proti králičí protilátce (GE-Healthcare, 

NA934V, 1:1000).  

 

5.14 Určení mitotického indexu pomocí průtokové cytometrie 

 

Transfekované buněčné linie byly vysazeny na 6 cm Petriho misky a ošetřeny 0,2 µM APH, 

0,4 µM APH, anebo 0,5% DMSO po dobu 24 h. 6 h před fixací buněk byl přidán nocodazol ve 

výsledné koncentraci 100 ng/ml. Buňky byly trypsinizovány, fixováný studeným 

10% formalínem po dobu 15 minut při laboratorní teplotě. Následovala permeabilizace 

0,5% Tritonem X 5 minut. Vzorky byly obarveny primární protilátkou na detekci pH3 (pSer10, 

Milipore, 6-570, 1:1000) 1 h při laboratorní teplotě. Poté následovalo barvení sekundární 

protilátkou (Alexa Fluor 488, Invitrogen A11034, 1:1000) taktéž 1h při laboratorní teplotě. 

Buňky byly centrifugovány a resuspendovány v roztoku PBS s 2% fetálního telecího séra a 

s přídavkem 0,5 ug/ml DAPI. Následovala analýza pomocí průtokového cytometru (BD 

FACSVerse). 
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 Komentované výsledky a diskuze  
 

6.1 Experimentální strategie k identifikaci proteinů interagujících s BFM 

 

Jeden z hlavních požadavků pro izolaci a následnou identifikaci proteinů interagujících s BFM 

byla konstrukce specifické a také kontrolní afinitní matrice. Hlavním požadavkem při návrhu 

specifického afinitního ligandu bylo získat strukturu, která bude představovat oblast BFM 

během RS, a tedy znázorní stabilních sekundární strukturu, která představuje pro buňku bariéru 

znesnadňující průběh replikace. Jako předloha pro návrh ligandu byla zvolena část fragilního 

místa FRA16D (Zhang a Freudenreich, 2007). Z tohoto místa byl vybrán strukturně 

nejvariabilnější úsek (FRA16D-fragment) a pomocí Mfold programu, který umožňuje analýzu 

strukturních vlastností DNA a RNA molekul, bylo ověřeno zachování sekundární struktury 

tohoto místa během experimentálních podmínek námi provedené DNA-afinitní chromatografie 

(Zuker, 2003). Dalším krokem byl návrh kontrolního DNA ligandu, který by spolu s aplikací 

metody relativní kvantifikace SILAC umožnil identifikovat a odlišit proteiny vázané 

k specifickému DNA ligandu. Hlavním požadavky kladené na kontrolní ligand bylo zachování 

stabilní lineární struktury během experimentálních podmínek DNA-afinitní chromatografie a 

absence promotorových oblastí. DNA afinitní ligandy byly během komerční syntézy 

modifikovány na 5´-konci biotinem, což umožnilo jejich následnou imobilizaci k magnetických 

částicím pokrytým streptavidinem. 

     Samotná DNA afinitní chromatografie byla provedena paralelně na specifické (FRA16D-

fragment) a kontrolní afinitní matrici s jadernými proteiny získanými z buněk (HeLa S3) 

kultivovaných za normálních podmínek, a následně z buněk vystavených RS indukovanému 

pomocí 0,4 µM APH po dobu 24 hodin. Každý z experimentů (bez a s indukovaným RS) byl 

proveden ve dvou replikátech tzv. forward a reverse, během kterých bylo vyměněno SILAC 

značení proteinů vkládaných na specifickou a kontrolní matrici Obr. č. 2.  
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Obr. č. 2: Schéma experimentální strategie izolace a následné identifikace proteinů 

interagujících s FRA16D-fragment afinitním ligandem. Buněčná kultura byla kultivována v 

„heavy“ a „light“ SILAC mediu. DNA-afinitní chromatografie byla provedena paralelně na 

DNA afinitní matrici obsahující specifický ligand FRA16D-fragment a DNA afinitní matrici 

s kontrolním ligandem. Jednotlivé eluáty, ze specifické a kontrolní matrice, byly smíchány 1:1 

a podrobeny elektroforetické separaci. Následovalo proteolytické štěpení proteinů v gelu a 

analýza peptidů pomocí nLC MS/MS. Proteiny obohacené na specifické FRA16D matrici byly 

vyhodnoceny aplikací metody relativní kvantifikace SILAC. Experiment byl proveden ve dvou 

replikátech tzv. forward a reverse, během kterých bylo vyměněno SILAC značení proteinů 

vkládaných na specifickou a kontrolní matrici. 
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6.2 Identifikace proteinů obohacených na ligandu FRA16D-fragment 

 

Identifikace proteinů probíhala na základě analýzy fragmentačních spekter pomocí programu 

ProteinScape s využitím vyhodnocovacího algoritmu Mascot ve spojení s databází UniProt. Na 

základě stanovených podmínek pro identifikaci proteinů tj. identifikace minimálně 2 peptidů 

daného proteinu s hodnotou score ˃15 a FDR 5% byl získán seznam proteinů obohacených na 

FRA16D-fragment a kontrolní matrici. Pro následnou bioinformatickou analýzu, relativní 

kvantifikaci proteinů, byly vybrány pouze ty proteiny, u nichž bylo možné nalézt 3 peptidové 

páry 

     V prvním experimentu DNA-afinitní chromatografie provedené s jadernými proteiny buněk, 

které nebyly vystaveny RS bylo identifikováno celkem 282 proteinů, z nichž 228 bylo 

kvantifikováno a 150 se vyskytlo v obou provedených replikátech (forward i reverse). 

     V druhém experimentu DNA-afinitní chromatografie provedené s jadernými proteiny 

buněk, které byly vystaveny působení 0,4 µM APH po dobu 24 h jsme získali 655 proteinů, 

z nichž 559 vyhovovalo stanoveným podmínkám kvantifikace a 410 se nacházelo v obou 

replikátech. 

     Celkem jsme získali 13 proteinů signifikantně obohacených na ligandu FRA16D-fragment. 

Z toho 3 proteiny (PARP-1, XRCC5, DNLI3) jsou společné pro oba experimenty, 2 proteiny 

(WDR76, TFAM) jsou přítomny pouze v experimentu bez indukce RS a zbylých 8 proteinů 

(WRN, XRCC1, XPC, MSH2, MSH3, Centrin-2, DDB1, XRCC6) je obohaceno na ligandu 

FRA16D-fragment po ovlivnění buněk pomocí APH.  

     Na základě literatury bylo zjištěno, že téměř polovina těchto proteinů (DDB1, XPC, Centrin-

2, XRCC1, LIG3 kooperuje v jedné opravné dráze a to globální genomové-NER (Global 

Genome-NER, GG-NER) (Nouspikel, 2009). Souvislost XPC proteinu a stejně tak celé dráhy 

GG-NER s fragilními místy nebyla dosud ověřována, a proto byl XPC protein, její hlavní 

iniciátor, vybrán k následné charakterizaci. Biologická role XPC proteinu v RS a zachování 

stability fragilních míst byla ověřována pomocí molekulárně-biologických metod. 
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6.3 Studium role XPC proteinu v zachování stability fragilních míst 

 

Jednou z možností detekce chromozomálního poškození v oblasti BFM je identifikace 

dvouvláknových DNA zlomů pomocí markeru poškození, fosforylovaného histonu H2AX 

(γH2AX) (Glover et al., 1984; Rogakou et al., 1998). Princip metody spočívá v detekci buněk 

na základě pH3 mitotického markeru a následné detekci fokusů γH2AX proteinu pouze 

v mitotických buňkách.  

     Pomocí interferenční siRNA jsme provedli specifické snížení exprese XPC genu na úrovni 

mRNA tzv. knock-down (KD) v U2OS buněčné linii a sledovali vliv na expresi fragilních míst 

v mitotických buňkách bez a s působením 0,4 µM APH po dobu 24 hodin. Působením RS 

dochází v XPC KD U2OS buněčné linii k poklesu γH2AX fokusů v mitotických buňkách ve 

srovnání s kontrolní XPC proficientní  linií. Snížení počtu γH2AX fokusů v mitotických XPC 

KD buňkách po indukci RS lze vysvětlit dvěma způsoby. V prvním případě by ztráta XPC 

proteinu představovala značnou genomickou nestabilitu, která by vedla k aktivaci G2/M 

kontrolního bodu buněčného cyklu, a tím zastavení buněčného cyklu a znemožnění vstupu 

buňky do mitózy, což by se projevilo následnou absencí poškození (γH2AX fokusů) 

v mitotických buňkách. V druhém případě by deficit XPC mohl vést ke snížení signalizace 

DNA poškození a/nebo snížení aktivace opravných drah, a tím i detekce poškození v mitóze 

pomocí γH2AX proteinu. 

     Hlavní kinázou v regulaci buněčné odpovědi na poškození vznikající během RS je ATR 

kináza, jejíž deficit způsobuje expresi fragilních míst a detekci γH2AX fokusů v mitotických 

buňkách (Casper et al., 2002). Použitím U2OS buněčné linie s doxycyklin indukovatelnou 

shRNA proti ATR proteinu jsme sledovali změnu exprese fragilních míst detekcí γH2AX 

v mitotických buňkách ATR deficientní linie a v mitotických buňkách se společnou deficiencí 

ATR a XPC proteinu. Výsledkem bylo opět snížení detekce γH2AX fokusů v mitotických 

buňkách s ATR/XPC KD oproti samotnému ATR KD.  

     Na základě těchto výsledků, snížení přítomnosti fokusů γH2AX v mitotických buňkách 

v U2OS buněčné linii a U2OS shATR linii se společným ATR/XPC KD, se můžeme domnívat, 

že XPC protein hraje roli v rozpoznání replikačních bariér v oblastech fragilních míst během 

RS, kdy spouští signální dráhu buněčné odpovědi. Při XPC KD tak nedochází k rozpoznání a 

označení replikačních problémů a aktivaci příslušných kontrolních mechanizmů.  
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     V oblastech fragilních míst může vlivem APH docházet k nekompletní replikaci DNA a 

vzniku tzv. replikačních intermediátů. Tyto replikační intermediáty nerozpoznané kontrolními 

mechanismy buňky unikají do mitózy, kde se stávají potencionálním zdrojem DNA poškození. 

Takové DNA poškození je pozorovatelné až v následující G1 buněčné populaci, kde je 

detekovatelné pomocí fokusů 53BP1 proteinu tzv. 53BP1 bodies a označené tak pro případnou 

opravu (Lukas et al., 2011). Ověření, zda při  XPC deficienci dochází ke vzniku nekompletně 

replikované DNA a přenosu DNA poškození do další buněčné generace bylo provedeno detekcí  

53BP1 bodies v cyklin A negativních (G1) XPC KD U2OS buňkách vystavených působení 

0,4 µM APH po dobu 24 h. Zvýšená detekce hladiny 53BP1 bodies v G1 populaci buněk 

potvrdila předpokládanou hypotézu vzniku replikačních intermediátů v XPC deficientní U2OS 

buněčné linii. 

 

6.4 Úloha XPC proteinu v regulaci proteinů buněčné odpovědi na RS 

 

 V další fázi experimentů jsme se zaměřili na ověření vlivu XPC proteinu na regulaci proteinů 

buněčné odpovědi na RS tzn. regulaci ATR-Chk1 signální dráhy buněčné odpovědi. Pomocí 

imunofluorescenční mikroskopie byl pozorován snížený jaderný signál pro detekci proteinu 

ATR a ATRIP v XPC deficientní linii. Stejně tak imunodetekce fosforylace hlavního efektoru 

ATR kinázy, Chk1 (Ser345), taktéž potvrdila sníženou aktivaci. Oba výsledky jednoznačně 

potvrzují předpoklad porušení ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy buněčné odpovědi na RS.  

    Důsledkem porušení funkce kontrolních bodů buněčného cyklu je také únik poškozených 

buněk do mitózy. Měřením mitotického indexu (MI) buněk vystavených působení 0,2 µM a 

0,4 µM APH po dobu 24 h byl zjištěn zvýšený počet mitotických buněk v  XPC KD buněčné 

linii oproti kontrolním XPC proficientním buňkám. Stejného výsledku tj. snížení fosforylace 

Chk1 kinázy v XPC KD buňkách působením APH a zvýšení MI vlivem RS bylo dosaženo také 

v dalších testovaných liniích HeLa S3 a TIG-3. Na druhou stranu zvýšený výskyt 53BP1 bodies 

v G1 XPC KD buněčné populaci TIG-3 a HeLa S3 linie nebyl vlivem APH pozorován. Příčinou 

může být rozdílné biologického pozadí jednotlivých linií, u nichž mohla manifestace DNA 

poškození způsobená XPC deficiencí vyústit k eliminaci defektních buněk například 

apoptózou.  
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     Na základě získaných dat můžeme předpokládat, že XPC protein rozpoznává těžce 

replikovatelné bariéry vznikající v oblasti BFM působením APH a spouští signalizaci a aktivaci 

ATR/ATRIP-ChK1 dráhy buněčné odpovědi.    

 

 Závěr 
 

V této práci byla optimalizována a aplikována metoda DNA-afinitní chromatografie, které  v 

kombinaci s metodou kvantitativní proteomiky SILAC a MS umožnila izolovat a následně 

identifikovat proteiny interagující s fragilními místy DNA.  

     Konstrukce specifické a kontrolní afinitní matrice byla provedena na základě in silico návrhu 

DNA ligandů. Specifický DNA afinitní ligand (FRA16D-fragment) byl zhotoven na základě již 

známé sekvence fragilního místa FRA16D, jehož vybraná část byla testována v Mfold 

programu a tím ověřena, zda zachovává stabilní sekundární strukturu během experimentálních 

podmínek DNA-afinitní chromatografie. Jako kontrolní ligand byla navržena sekvence 

oligonukleotidu se stabilní lineární strukturou. Oba DNA ligandy byly během komerční syntézy 

modifikovány biotinem, což umožnilo jejich následnou vazbu k streptavidinem pokrytým 

magnetickým částicím. 

     DNA afinitní purifikace byla provedena paralelně na specifické a kontrolní matrici a to 

nejprve s lyzáty buněk kultivovaných za normálních podmínek, následně z buněk vystavených 

působení RS. Aplikací kvantitativní metody SILAC a MS analýzy byly identifikovány proteiny 

obohacené na ligandu FRA16D-fregment.  

     K identifikovaným proteinům patří proteiny WRN a MSH2, jejichž funkce v zachování 

stability fragilních míst již byla publikována. Ostatní identifikované proteiny představují 

potenciální kandidáty vhodné pro další charakterizaci a ověření jejich role v zachování stability 

BFM. Vzhledem k tomu, že více jak polovina těchto proteinů se účastní jedné opravné dráhy 

DNA a to GG-NER, XPC protein, její hlavní iniciátor, byl vybrán k podrobné charakterizaci 

pomocí molekulárně biologických metod. 

    Na základě získaných výsledků jsme dospěli k hypotéze, že XPC proteinu hraje roli 

v zachování stability fragilních míst a také v buněčné odpovědi na RS. Zjistili jsme, že XPC 

deficientní buňky vykazují sníženou aktivaci buněčné odpovědi na RS, která vede k zvýšení 

nestability genomu. Předpokládáme, že XPC protein rozpoznává replikační bariéry vznikající 
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v oblastech BFM působením RS a aktivuje tak kontrolní a opravné mechanizmy. XPC 

deficientní buňky vykazují porušení aktivace ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy, což vyústí 

v únik buněk s nekompletně replikovanou DNA do mitózy. Osud takto poškozených buněk 

závisí na biologickém pozadí konkrétní buněčné linie a schopnosti její odpovědi na poškození 

DNA. V U2OS buněčné linii je toto poškození přeneseno do další buněčné generace, kde jsou 

vznikající dvouvláknové zlomy DNA viditelné jako fokusy 53BP1 bodies. U dalších 

testovaných liniích jako je TIG-3 a HeLa S3 se XPC deficience projevuje taktéž snížením 

ATR/ATRIP-Chk1 signální dráhy buněčné odpovědi na RS, avšak buňky s nekompletně 

replikovanou DNA nepřechází do další buněčné generace a jsou pravděpodobně eliminovány 

apoptózou. Tato možnost je v souladu s teorií, že BFM místa fungují jako senzory pro eliminaci 

buněk s nestabilním genetickým materiálem, čímž slouží jako ochranná bariéra před vznikem 

tumorigeneze.  

     Vědeckým přínosem předkládané práce je nejen unikátní použití strukturně specifického 

DNA afinitního ligandu FRA16D-fragment, který ve spojení s metodami kvantitativní 

proteomiky umožnil izolaci a následnou identifikaci XPC proteinu, ale také odhalení nové 

biologické role XPC proteinu v RS a zachování stability fragilních míst. 

     Výsledky disertační práce jsou součástí publikace vydané v recenzovaném zahraničním 

časopise Journal of Proteome Research a to pod názvem „Role of DNA repair factor xeroderma 

pigmentosum protein group C in response to replication stress as revealed by DNA fragile site 

affinity chromatography and quantitative proteomics“. 
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 Seznam zkratek 
 

ACN            acetonitril 

ATM            Ataxia-telangiectasia mutated kinase 

APH             aphidicolin 

ATR             Ataxia-telangiectasia RAD3-related kinase 

ATRIP          Ataxia-telangiectasia RAD3-related interaction protein 

BFM             běžná fragilní místa 

BRCA1        Breast cancer-1 protein 

BSA              hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumin) 

DDB1           DNA vazebný protein 1 (z ang. DNA binding protein 1) 

FA                kyselina mravenčí (z angl. formic acid) 

FANCD2      Fanconi anemia protein 2 

FDR              false discovery rate 

FISH             fluorescenční in situ hybridizace 

FRA16D       fragilní místo FRA16D 

GG-NER       globální genomová excizní reparace nukleotidů (z angl. global genome  

                       nucleotide excision repair) 

Chk1             checkpoint kinase 1  

Chk2             checkpoint kinase 2  

IF                  imunofluorescence 

LIG3             Ligase 3  

MS                hmotnostní spektrometrie (z angl. mass spectrometry) 

MSH2           Mismatch repair protein 2 

MSH3           Mismatch repair protein 3 

MI                 mitotický index 

NK                nukleové kyseliny 

SDS-PAGE   polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti dodecylsulfátu sodného 

SILAC           izotopové značení proteinů v buněčné kultuře (z angl. stable isotope labeling of  

                      amino acids in cell culture  

WDR76         WD repeat domain 76 
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WWOX         WW domain containing oxidoreductase 

WRN             Werner helicase  

XPC               Xeroderma pigmentosum complementing protein C 

XRCC1          X-ray repair cross-complementing group protein 1 

XRCC6          X-ray repair cross-complementing group protein 6 

53BP1            53-vazebný protein 1 (z angl. 53-binding protein 1) 

γH2AX           fosforylovaný histon H2AX 
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