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Abstrakt

Epigenetika je védni obor zabyvajici se studiem dédi¢nych zmén fenotypu, které
nejsou zplisobeny zménou v sekvenci DNA. Mezi hlavni epigenetické mechanismy spada
kovalentni modifikace DNA, zejména methylace, modifikace histoni a stim spojena
modifikace chromatinu, a RNA interference. Tyto mechanismy se mohou uplatnit béhem

tady procest, od transkripce az po translaci.

LEDGF/p75, z angl. Lens epithelium-derived growth factor, je vSudypiitomny
protein lidského téla povazovany za transkripéni koaktivator upregulovany za stresovych
podminek. Skladé se z nékolika domén, z nichZ na svém N-konci obsahuje PWWP doménu,
ktera je schopna vézat di- a trimethylovany lysin 36 na histonu 3 - tedy epigenetickou znacku
transkripéné aktivniho chromatinu. Mezi jeho interakéni partnery patii napiiklad HIV
integraza, MLL1-MENIN komplex nebo protein MeCP2. Kratsi izoformou tohoto proteinu
je LEDGF/p52 sdilici s LEDGF/p75 jeho N-koncovou ¢ést dilezitou pro interakci s DNA

a chromatinem.

MeCP2, zangl. Methyl-CpG-binding protein 2, je rovnéZ vSudypiitomnym
proteinem lidského téla, ovSem s nejvyssi koncentraci v mozku. Jedna se o transkripéni
modulator remodelujici chromatin, jehoz funkci je proto aktivace nebo represe genu
v zavislosti na molekuldrnim a bunééném kontextu. Mimo jiné je zapojen v regulaci sestfihu
RNA, pfi¢emz ovliviiuje sestfih genli glutamatového receptoru zprostiedkovéavajiciho
drtivou vétSinu vzrusivych synaptickych transmisi v mozku. Mutaci MeCP2 je pferusena
interakce s proteinem LEDGF probihajici v mozku a dale dochazi k zavaznému
neurodevelopmentdrnimu onemocnéni zvané Rettdv syndrom postihujici pfiblizné
1 210000 Zen. Je tudiz mozné, ze LEDGF hraje dulezitou roli v patogenezi tohoto
onemocneni.

V ramci této prace byla provedena heterologni exprese a purifikace vybranych
délkovych variant LEDGF a MeCP2, jenzZ byly déale pouZity pro interakéni experimenty mezi
zvolenymi proteiny. Pro ovéfeni vzniku vazby mezi jednotlivymi proteiny byla nejprve
zvolena gelova permeacéni chromatografie a nasledné NMR spektroskopie, kterd vznik vazby

prokazala.

Potvrzeni interakce mezi proteiny LEDGF a MeCP2 by mohlo pfispét k pochopeni

principii Rettova syndromu, a tedy 1 moznosti ndvrhu a vyvoji 1é¢iva pro toto onemocnéni.

Klic¢ova slova: Epigenetika, Epigenetické mechanismy, LEDGF/p75, LEDGF/p52, MeCP2,

Rettliv syndrom



Abstract

Epigenetics investigates heritable phenotype changes that are not caused by
alternations in DNA sequence. Major epigenetic mechanisms include covalent DNA
modifications (particularly methylation), histone and chromatin modifications and RNA
interference. These mechanisms are involved in number of processes from transcription

to translation.

Lens epithelium-derived growth factor (LEDGF/p75) is ubiquitously expressed in
human body and it is considered to be a transcriptional coactivator upregulated upon stress
conditions. LEDGF/p75 consists of several domains. The N-terminal PWWP domain plays
very important role from epigenetic point of view as it is able to bind di- and trimethylated
lysine 36 of histone 3, which is considered as an epigenetic marker of transcriptionally active
chromatin. LEDGF/p75 interaction partners include e.g. HIV integrase, MLL1-MENIN
complex or MeCP2. A shorter isoform of LEDGF/p75 called LEDGF/p52 shares with
LEDGF/p75 its N-terminal part that is responsible for interaction with DNA and chromatin.

Methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2) is present everywhere in human body with
the highest abundance in brain. MeCP?2 is a transcriptional modulator remodeling chromatin,
therefore its function is to activate or repress gene depending on the molecular and cellular
context. Among other things, MeCP2 is involved in the regulation of RNA splicing thus
affects the splicing of glutamate receptor genes that mediate the vast majority of excitatory
synaptic transmissions in the brain. Mutations in MeCP2 interfere with the interaction with
LEDGF in the brain and result in a serious neurodevelopmental disease called Rett
syndrome, which affects approximately 1 per 10 000 women. LEDGF might thus play

an important role in the pathogenesis of The Rett syndrome.

In this thesis, there were heterologously expressed and purified selected length
variants of LEDGF and MeCP2 which were. further used to verify interactions betweenboth
proteins.Size exclusion chromatography was initially employed to monitor complex

formation, however, only NMR spectroscopy proved the binding of LEDGF and MeCP2.

Revealing details of the LEDGF and MeCP2 interaction could contribute to
understand mechanisms of Rett syndrome, and thus could offer basisfor drug design and

development to eventually overcome this disease.

Key words: Epigenetics, Epigenetic mechanisms, LEDGF/p75, LEDGF/p52, MeCP2, Rett

syndrome
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1 Uvod

Deoxyribonukleova kyselina — DNA (z angl. deoxyribonucleic acid) je forma
genetické informace ulozena v jadie kazdé buiky. Eukaryotickh DNA se sklada
z jednotlivych nukleovych bazi, a kromé aktivné piepisovanych casti (tzv. exoni),

kodujicich jistou genetickou informaci, obsahuje i Casti aktivné nepfepisované (tzv. introny).

Pro projev dané genetické informace v organismu musi pfislusné geny kodujici
specifické proteiny projit procesy zvanymi transkripce a translace. Transkripci je oznacovan
piepis genetické informace z DNA do RNA — ribonukleové kyseliny (z angl. ribonucleic
acid) a translace je dé&j, pfi némz dochazi k piekladu genetické informace z mediatorové

RNA (mRNA) na protein.

Mezi proteiny pottebné pro spravnou transkripei patii i LEDGF/p75, fadici se mezi
transkripéni koaktivatory. LEDGF/p75 se Gcastni nékterych patogennich procest jako je
rakovina prostaty, HIV infekce nebo akutni leukemie [1, 2]. LEDGF/p75 se také
pravdépodobné podili na patogenezi Rettova syndromu zplisobeného mutacemi v proteinu
MeCP2, ktery s LEDGF/p75 interaguje. Cilem této prace je ovéfit a dale specifikovat jejich

interakci.

1.1 Organizace DNA

Dvousroubovice DNA je v eukaryotni bunice kondenzovand do chromozomt,
coz jsou supramolekularni a vysoce organizované struktury (Obrazek 1, str. 11). Samotny
chromozom je slozen ze stavebnich kamenii zvanych nukleosomy, jedna se o proteiny n€kdy
oznacované jako ,kordlky na niti“. Nukleosom tvoii usek DNA obtoceny kolem
oktamerniho komplexu tvotfeného vzdy dvéma kopiemi histonit H2A, H2B, H3 a H4. Histon
H1 se vaze z vnéjsi strany nukleosomu a plni funkci jakéhosi zdmku uzavirajiciho zavit
DNA obtoceného okolo histonového jadra [3]. Cely tento tutvar se oznacuje jako
chromatosom. Mezi jednotlivymi chromatosomy je Usek nekondenzované DNA o délce
10 az 100 part bazi. Takto poskladany fetézec z chromatosomti tvoii chromatin, ktery

kondenzuje do vyssich struktur aZ ke kone¢né struktute chromosomu.
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Sbaleni DNA do vysokomolekularni struktury vSak nesmi zabraifiovat transkripci.
Casti chromatinu musi byt tedy stericky dostupné pro potiebné faktory a enzymy potiebné
pro zminéné procesy [4]. Velmi dilezitou podminkou je také reverzibilnost celého procesu
kondenzace a rozbalovani, ktera umoziuje remodelaci molekuly DNA do kompaktnéjSiho
nebo naopak volné¢jsiho uspotadani. Naptiklad pti procesu pfechodu mezi 1 Inm nukleosomy
a 30nm vldknem (a jeho udrzovanim) hraje dilezitou roli acetylace histont, katalyzovana

enzymem histon-acetyltransferazou a zvratna enzymem histon-deacetylazou.

QOO Gkl

e~

nukleosomy
(11 nm)

viakno
(30 nm)

chromatosom
.\‘ (120 nm)

chromatin
(300-700 nm)

chromosom
(1400 nm)

Obrazek 1 Schematické zobrazeni postupné kondenzace DNA do supramolekularni
struktury chromosomu.




1.2 Epigenetika

Epigenetika je védni obor zabyvajici se studiem dédicnych zmén ve fenotypu, k nimz
dochdzi beze zmény v sekvenci DNA (Obrazek 2). Termin epigenetika byl poprvé pouzit
v prvni poloving 20. stoleti Conradem H. Waddingtonem, britskym biologem, ktery se
zabyval dédi¢nosti zivocCichu [5].

Hlavnimi mechanismy tohoto podoboru genetiky jsou kovalentni modifikace DNA,
zejména methylace, modifikace histonl, remodelace chromatinu a RNA interference,

z ¢ehoz jen prvni dva uvedené ovlivituji nukleosom a jsou charakterizovany chemickou

zmeénou.

GENETIKA EPIGENETIKA

TN I NN NN AN AN AN 7OV 70N
PAN AN TAN AN AN URIAN AN AN AN T2\

l mutace l alternace

remodeler

Obrazek 2 Znazornéni zisadniho rozdilu mezi genetikou a epigenetikou.
GENETIKA: na templatu DNA (modra dvousroubovice) dochazi k dédicnym bodovym
mutacim (Cervené hvézdy). EPIGENETIKA: dochéazi ke zménam v chromatinové strukture
na zdkladé methylace DNA (Me), modifikaci histonii (mod), remodelaci chromatinu
(remodeler) a obméné sloZeni histonu (zeleny nukleosom).

1.2.1 Methylace DNA

Methylace DNA probihd na nukleové bazi cytosinu kovalentnim pfipojenim
methylového zbytku. Cytosin je methylovan na paté pozici za piitomnosti enzymu DNA
methyltransferazy. Tato epigenetickd modifikace hraje roli naptiklad pfi genové expresi,
inaktivaci chromosomu X a stabilizaci struktury chromatinu [5]. Tento proces probiha
zejména v genomu Vv oblastech CpG ostrivkil, které se vyznacuji hojnym zastoupenim
cytosin-guanin dinukleotidl a vyskytuji se pfevazné v oblasti promotorti, kde jsou spojovany
s permanentni a dédicnou zménou. Hypermethylované ¢éasti genomu se objevuji
v repetitivnich ¢astech genomu a jsou transkripéné€ neaktivni, naopak hypomethylované ¢asti
se vyskytuji u ,,house-keeping® gend, tedy genli udrzujicich esencidlni funkce pro zivot
buriky, a jsou transkripéné aktivni [6].
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1.2.2 Modifikace histonu

Histony jsou globularni bilkoviny, které jsou bohaté na arginin a lysin, a maji tudiz
v neutralnim prostiedi kladny naboj, diky nému interaguji se zaporné nabitymi fosfatovymi
zbytky polydeoxyribonukleotidového ftetézce. Modifikace histoni probihaji na jejich
N-konci (angl. ,histon tail*), jsou reverzibilni a miizou ovlivnit genovou regulaci, opravy

DNA nebo kondenzaci chromozomu [7].
1.2.2.1 Methylace histonii

Methylace histoni probihd na argininovych a lysinovych zbytcich téchto
globularnich proteinti. S rostouci methylaci roste bazicita komplexu, a tim i podpora tvorby
heterochromatinu, tedy vysoce spiralizované a transkripcné neaktivni formy chromatinu.

Heterochromatin ptevladé ve fazi déleni bunky.

Vazba methylové skupiny na zminéném N-konci histont, predev§im na H3,
je spojena s aktivaci i represi genl. Methylace argininu je spojovana hlavné s aktivaci,
zatimco methylace lysinu zpisobuje aktivaci i1 represi genu. Tento d&j probiha za tcasti

enzymu histon-methyltransferazy.
1.2.2.2 Acetylace histonti

Acetylovanym mistem histonu je €-aminoskupina lysinu. S rostouci acetylaci
se sniZzuje bazicita komplexu, a tim je podporovana tvorba euchromatinu, coz je
spiralizovand, rozvolnéna a transkripcné aktivni forma chromatinu. Acetylaci lysinu dojde
k oslabeni vazby histoni s DNA [8] a vzijemné interakci nukleosomu, coz vede
k rozvolnéni a destabilizaci struktury chromatinu. Acetylace probihd za pfitomnosti histon-

acetyltransferdz a donorem acetylové skupiny je acetylkoenzym A [9].
1.2.2.3 Fosforylace histoni

Fosforylace histonl na jejich serinovych a threoninovych zbytcich je spojovana
s kondenzaci chromatinu béhem bunécéného d¢leni, ¢ili vzniku heterochromatinu. Adice
fosfatové skupiny na zbytky aminokyseliny v histonovém jadfe je také zminovéana u celé
fady bunécnych procesti vcetné replikace DNA, pribéhu bunétného cyklu, regulace
transkripce, apoptosy, bunécné odpovédi na stres a dalSich [10]. Fosforylace je regulovana

fosfatdzami a kinazami.
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1.2.2.4 Dalsi histonové modifikace

Mezi relativné€ nové objevené histonové modifikace patii ubiquitinace, SUMOylace
a laktylace. Ubiquitin je vysoce konzervovany polypeptid o délce 76 aminokyselin
vyskytujici se ve vSech eukaryotnich buiikdach. Samotny proces ubiquitinace probiha
na histonovych lysinech prostfednictvim sekvencniho pisobeni 3 enzymu (E1, E2 a E3),
jehoz substratovou specifitu a stupeinl ubiquitinace urcuji enzymatické komplexy. U histonti
se jako nejdulezitéjsi jevi mono-ubiquitinace, kterd se v ptipad¢ histonu H2A podili na
umlcovani genti a v piipadé histonu H2B hraje roli v transkripéni iniciaci a elongaci. SUMO
(z angl. small ubiquitin-like modifier) je mald molekula podobna ubiquitinu a SUMOylace
je, stejné€ jako ubiquitinace, modifikace histonového lysinu. Zda se, ze kovalentni pfipojeni
SUMO molekuly funguje jako antagonista acetylace a ubiquitinace, které by se jinak mohly
vyskytnout na stejném lysinovém postrannim fetézci, ¢imz je SUMOylace spojovana

s represivnimi funkcemi.

K dne$nimu datu je histonova laktylace posledni objevenou epigenetickou
modifikaci, a tudiz jeji pfesné funkce a mechanismy nejsou plné pochopeny. Zhang a jeho
kolegové, kteti laktylaci lysint na histonech objevili [11], zjistili, Ze zvySeni intracelularni
hladiny laktatu v buiikdch makrofagl (stimulovany molekulami napodobujici bakteridlni
infekci) vede k laktylaci histont v sekvenci DNA promotoru. Také uvadéji, Zze zvySeni
lysinové laktylace je zpozdéno po stimulaci makrofagt, které koreluje se zménami v expresi
homeostatickych genii zapojenych do udrZzovani stabilniho biologického stavu.
Proto existuje predpoklad, Ze laktylace vytvaii ,laktatovy casovac™ k obnoveni normalni

tkanové funkce po infekci [12].

1.2.3 Chromatin remodelujici komplexy

Chromatin remodelujici komplexy jsou zapojeny do tady bunécnych procesii
zahrnujicich transkripéni aktivaci a represi, kondenzaci chromatinu a jeho organizaci

a buné&cnou diferenciaci. Komplexy ke své ¢innosti vyuZzivaji energii z hydrolyzy ATP.

Katalyzou ATP-dependentnich zmén v chromatinové struktufe napomahaji
chromatinové remodelery transkripénim faktoriim, a dalSim regula¢nim proteinlim, ziskat
pfistup k sekvencim DNA, které jsou jinak nepfistupné kvili své vazbé na histonové

proteiny.
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Mezi zakladni ¢tyfi mechanismy u¢inku chromatin remodelujicich komplext patii:
posun nukleosomu podél DNA, zména struktury nukleosomu vytvofenim smycky
a zptistupnénim DNA pro transkripci na jeho povrchu, vyména typu histonu za jiny
a poslednim a nejradikalnéjSim mechanismem je UpIlné vypuzeni nukleosomu
pro zptistupnéni velkého iseku DNA (Obrazek 3). Mechanismy jsou ¢asto zavislé na dalSich

proteinech [13].

a) posun nukleosomu b) zména typu histonu

QDD DRI
\ e Chmmm\

. remodelujici
kompl Ie'x

J/} JJ 8 JJ )
JJ\JJ\ \%LELL

c¢) vypuzeni nukleosomu d) zména struktury nukleosomu

Obrazek 3 Zobrazeni ATP-dependentnich chromatin remodelujicich mechanismii. Stiedovy
obrazek znazornuje pocateni stav chromatinu, kde je nukleosomalni DNA vyznacena
rizové a spojovaci DNA zluté. a) posun nukleosomi podél DNA, pro odhaleni diive
nedostupné ¢asti vldkna; b) zména sloZeni histonu; c) vypuzeni nukleosomu za tcelem
zptistupnéni vétsi ¢asti DNA; d) vytvoreni smycky DNA na povrchu nucleosomu. Obrazek
byl upraven dle [13].

1.3 LEDGF/p75

LEDGF/p75, z anglického Lens epithelium-derived growth factor, je vSudyptitomny
protein lidského téla, jehoz primdrni sekvenci tvoii 530 aminokyselinovych zbytki
o celkové molekulové hmotnosti kolem 60,5 kDa [14]. V plvodnich studijich byl
LEDGF/p75 definovan jako transkripcni koaktivator souvisejici se stresem [13, 14], ktery
podporuje pieziti bun¢k udrzovanim transkripce elementi odpovédnych za stresové
odpovédi [17], a je upregulovén za stresovych podminek [ 18] - mezi néz se mize fadit teplo,
hladovéni séra, radiace nebo chemoterapie [17, 18]. Dale je LEDGF/p75 spojovan
s autoimunitni odpovédi [21], ovlivnénim genové exprese v prub&éhu embryogeneze [22]

a ochranou rakovinné bunky pted lysozomdlni bunénou smrti [23]. Dulezitou roli ma
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1 v raznych patogennich procesech jako jsou autoimunitni poruchy, rakovina prostaty [24],

akutni leukemie, HIV infekce ¢i Rettliv syndrom [25].

HRP rodina, z angl. hepatoma-derived growth factor (HDGF) related protein family,
do které LEDGF/p75 patfi, je charakteristicka pfitomnosti konzervované homologni amino-
termindlni HDGF (HATH) domény. HATH doména, zndma také jako Pro-Trp-Trp-Pro
(PWWP) doména, je piitomna vraznych proteinech, vétSinou vazajicich DNA
a lokalizovanych v jadie [26]. LEDGF je diky PWWP domén¢ schopen specificky vazat di-
nebo trimethylovany lysin36 na histonu 3, coz je epigeneticka znacka transkripcné aktivniho
chromatinu. Kromé toho dokaze vazat nukleosomalni DNA, ¢imz se doména stava
nezbytnou pro dynamické skenovani chromatinu [27]. Mezi dalsi domény,
které LEDGF/p75 obsahuje, patfi: nabité oblasti 1-4 (CR1-4), jaderny lokalizacni signal
(NLS), AT-vazebné domény (AT-hooks) a integrazu vézajici doménu (IBD) [28]
(Obrazek 4, str. 17).

Mezi znamé interakéni partnery LEDGF/p75 patii HIV integraza, JPO2, regulator
fosfatidylinositol-3 kinazy (PI3K) katalyzujici vazbu fosfatové skupiny na fosfatidylinositol,
Cdc7-aktivator kinazy S-faze bunécného cyklu (CDC7-ASK), PogZ, protein se zinkovym
prstem, a MLL1-MENIN komplex [29]. VSichni zminéni partnefi interaguji s LEDGF/p75
pfes IBD doménou, kterd ziskala nazev dle prvniho objeveného vazebného partnera
(HIV integrazy) a vyskytuje se u C-konce tohoto proteinu. Diky této domén¢ jsou proteiny
a komplexy vazany a nasledn¢ zarazeny do chromatinu. Dal§im interakénim partnerem

LEDGF/p75 je protein MeCP2, ktery se ale nevaze na LEDGF pies IBD doménu.

1.3.1 LEDGF/p52

LEDGF/p75 a LEDGF/p52 jsou dvé izoformy jednoho proteinu, pficemz obé jsou
odvozeny od stejného PSIP1 genu. LEDGF/p52 je kratSi variantou LEDGF/p75 a jeho
primarni sekvenci tvofi 333 aminokyselin, proteiny sdili stejnou N-koncovou ¢ast [24]
(Obrazek 4, str 17). Sestiihove kratsi varianta proteinu tedy obsahuje stejné domény jako
delsi forma, s vyjimnkou IBD domény, coZ ma za nasledek zmenSeni poctu interak¢nich

partnert. Z dfive zminénych interakénich partnert interaguje LEDGF/p52 pouze s MeCP2.
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Obrazek 4 Znizornéni a porovnani struktury LEDGF/p52 a LEDGF/p75S.
PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro) doména na N-konci je nezbytnd pro dynamiku skenovani
chromatinu. Mezi domény nasledujici po PWWP doméné patii: nabité oblasti 1-4
(CR 1-4), jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), 2 AT-vazajici domény (AT-hooky) a integrazu
vazajici doména (IBD) nachazejici se v C-koncové ¢asti LEDGF/p75.

325

1.4 MeCP2

Nukledrni protein MeCP2, zanglického methyl-CpG-binding protein 2,
je charakteristicky vazbou methylované¢ho nukleotidu cytosinu nasledovaného guaninem.
V lidském téle je vSudypfitomny, nejvice je vSak zastoupen v mozku, kde je jeho hladina
kriticka pro spravny vyvoj jedince. Chova se jako transkripéni modulator, jehoz funkci je
proto aktivace nebo represe genu v zavislosti na molekularnim a bunééném kontextu [28].
Chromatin mtze ovlivnit zménu velikosti heterochromatinu udrzovanim chromatinové

smycky [30, 31] nebo plisobenim na kompaktni chromatin [32, 33].

Mezi dal$i funkce MeCP2 patii vazba a potlaceni methylovanych LTR (z angl. long
terminal repeats) promotorti. LTR promotory vznikaji reverzni transkripci retroviralni RNA
vyuzivané viry pro vlozeni vlastniho genetického materidlu do genomu hostitele. Tento
protein je také zapojen v regulaci sestithu RNA, konkrétné interaguje s faktory pro regulaci
sestifithu genti glutamatového receptoru, ktery zprostfedkovava drtivou vétSinu vzrusivych

synaptickych transmisi v mozku [34], jak bylo ukdzano u mySiho modelu Rettova syndromu.

MeCP2 se sklada z 486 aminokyselinovych zbytki s molekulovou hmotnosti kolem
52 kDa a obsahuje n€kolik strukturnich domén: N-koncovou doménu (NTD), methyl-
vazajici doménu nezbytnou pro vazbu methylovanych CpG dinukleotidi (MBD),

intervenujici doménu (ID), transkripcni represni doménu (TRD) dtlezitou pro interakci
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s histonovymi modifikatory a korepresory a C-koncovou doménu (CTD). Mimo to se
v proteinu nachazi 3 AT-vazebné domény a NCoR/SMRT korepresorova interakéni doména

(NID) (Obrazek 5).

90 486
| |
- - H . I |I -
| ‘285 313
34 195 264 273 341 364
AT-hook AT-hook AT-hook

Obrazek 5 Schematické znazornéni struktury MeCP2 sestavajici se z N-koncové domény
(NTD), methyl-vazajici domény (MBD), intervenujici domény (ID), transkripéni represni
domény (TRD), C-koncové domény (CTD), 3 AT-vazebnych domén (AT-hook)
a NCoR/SMRT korepresorové interakéni domény (NID).

Pti poruchich exprese proteinu MeCP2 se projevuje takzvany MeCP2 duplikacni
syndrom, ktery postihuje pirevazné muze. Jedinci jsou diagnostikovani béhem prvnich let
zivota na zaklad¢€ symptoml mezi né€z patii: zpozdény motoricky vyvoj, epilepsie, zpozdéni
feCi a autismus [35]. Pfi mutaci MeCP2 dochazi k zdvazné neurodevelopmentarni poruse

zvané Rettliv syndrom.

1.4.1 Rettitv syndrom

Rettiv syndrom je gonozomalné dominantni onemocnéni spojené s chromozomem
X postihujici pfiblizné 1 z 10 000 Zen a fadi se mezi poruchy autistick¢ho spektra [13].
Je to progresivni neurologickd porucha, ktera je nej€ast&jsi pfi¢inou mentalniho postiZeni
divek. Déti se do 6 — 18 mésice po narozeni vyvijeji zcela normalnég, pak nésleduje zhorSeni
mozkové funkce, coz se projevuje jazykovou regresi, ztratou jemné motoriky a celkového
ucelného pohybu rukou, mikrocefalii a zachvaty [34]. MeCP2 mutace, Rettiv syndrom,
muZe postihovat i muze, ma vSak za nasledek téZké vrozené encefalopatie a smrt do dvou let

zivota [35].

Toto onemocnéni je zplsobeno mutaci v proteinu MeCP2, piesnéji v jeho MBD
a NID doméné [36]. Nejvyssi koncentrace tohoto proteinu je v mozku, kde byla také na
mysim modelu odhalena jeho fyzickd interakce s LEDGF [34]. Bylo zjisténo, Zze LEDGF
interaguje s MeCP2 pies svou PWWP-CR1 doménu, ale jakou ¢asti se naopak MeCP2 vaze
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k LEDGF neni pfesn¢ znamo. Nedavno [34] bylo jako interakéni misto MeCP2 s LEDGF
navrzeno ¢ast TRD a NID domény. LEDGF tedy muze hrat roli v patogenezi Rettova
syndromu - z diivodu mozného naruseni interakce s MeCP2 skrz mutovanou NID doménu.

Potvrzeni této teorie by mohlo pfispét k moznosti 1éCby Rettova syndromu.
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Cil

Vypracovat literarni reSerSi na téma ,Epigenetickd regulace transkripce
a biologické role proteini LEDGF/p75 a MeCP2*.

Ptiprava riznych variant LEDGF/p75 a MeCP2 proteinti v dostate¢né Cistoté pomoci
heterologni exprese v E. coli.

Ov¢tit vazbu téchto proteinli pomoci biochemickych a biofyzikalnich metod.
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3 Material a metody
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
2-merkaptoethanol (BME)
Akrylamid

Azid sodny

Ampicilin

Biotin

Bromfenolova modft
SimplyBlue SafeStain
D20

D-Glukosa
Dihydrogenfosforecnan draselny
Dodecyl siran sodny (SDS)
Dusi¢nan stiibrny
Hydrogenuhli¢itan sodny
Chlorid kobaltnaty

Chlorid manganaty
Chlorid méd’naty

Chlorid vépenaty

Chlorid zine¢naty

Chlorid Zelezity

Ethanol
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Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Biotika, Slovenska republika
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Invitrogen, USA
Euriso-top, France
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA

Penta, Ceska republika



Ethyl-B-D-thiogalaktosid (ETG)
Ethylendiamin tetraoctova kyselina (EDTA)
Formaldehyd

Glycerol

Glycin

N-2-hydroxyethylpiperazin- N'-2-ethansulfonova kyselina
(HEPES)

Hydroxid sodny

Imidazol

Kyselina chlorovodikova

Kyselina octova

Kyselina borita

Methanol

N,N,N’, N"’-tetramethylendiamin (TEMED)
Persiran amonny

Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-Free

Siran amonny-15N, >99 %

Siran hotfecnaty

Siran sodny

Thiamin

Thiosiran sodny
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Uhli¢itan sodny
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Carbosynth, UK
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Penta, Ceska republika

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Cambridge isotope
laboratories, UK

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Penta, Ceska republika



3.1.2 Enzymy a oligonukleotidy

TEV proteaza (rekombinantné¢ pfipravena ve Skolici laboratofi, obsahuje Hise¢ kotvu

na N-konci)

Lysozym chlorid (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.3 Bakterialni kmeny a expresni plazmidy

Escherichia coli BL21 (DE3) (New England BioLabs, Velk4 Britanie): E. coli s DE3
profagem A, nesoucim gen T7 RNA polymerasy pod transkripéni kontrolou promotoru
PucUVS; postradd membranovou proteazu OmpT a cytoplasmatickou proteazu lon;

je uzpusoben k expresi rekombinantnich proteint.

Plazmidy: Plazmidy (p1432, pl1508, pl1571, pl694, pl695, pl698, pl699 a pl1700)
pro heterologni exprese rtiznych forem proteint LEDGF a MeCP2 byly pfipraveny na
Skolicim pracovisti RNDr. Milanem Fabrym, CSc. Kazdy plazmid obsahuje synteticky gen
kodujici urcitou cast daného proteinu ve standardnim expresnim vektoru typu pET. Vektor
je pod kontrolou indukovatelného T7 promotoru (pochazejiciho z faga T7) a poskytuje
rekombinantni produkt ve formatu: histidinovad kotva (6xHis) — §tépné misto pro TEV
protedzu — dany protein. Po od$tépeni histidinové kotvy zlstadva na N-konci produktu

5 aminokyselinovych zbytkii SNAAS.

Tabulka 1 Ptehled pouZitych plazmidl a proteinovych ¢asti jez koduji

¢islo plazmidu protein kédované Cast histidinova kotva
proteinu
pl432 LEDGF/p52 1-333 aa ne
pl571 LEDGF 92-333 aa ano
pl1698 LEDGF 1-163 aa ano
p1699 LEDGF 1-22] aa ano
p1700 LEDGF 1-268 aa ano
p1508 MeCP2 153-335 aa ano
pl694 MeCP2 153-253 aa ano
pl695 MeCP2 253-355 aa ano
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3.1.4 Pouzita media, pufry a roztoky

TRANSFORMACE PLASMIDOVOU DNA A REKOMBINANTNI EXPRESE

LB (Luria-Bertani) agar: 35 mg/ml agar (Sigma, USA); 0,1 mg/ml ampicilin, 1% (w/v)
glukosa

LB (Luria-Bertani) médium: 20 g/l LB Broth (Sigma, USA); 0,1 mg/ml ampicilin, 0,4%
(v/v) glycerol

Minimalni médium: 7,6 mM (NH4)2SO4; 19 mM Na;HPOj4; 22 mM KH2POgs; 8,6 mM NacCl;
0,13 mM NaxSOs; 0,17 mM EDTA; 0,13 mM MnCly; 18 uM FeClz; 4 mM ZnCly;
0,6 uM CuClp; 0,78 uM CoCly, 1,6 mM H3BOs3; 0,98 mM MgSO4; 0,3 M CaCly;
4 mM d-Biotin; 3,8 mM Thiamin

IZOLACE ROZPUSTNEHO PROTEINU

Lyzacni pufir: 25 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,5; 0,05% (v/v) BME, 10 uM EDTA
NIKLOVA AFINITNI CHELATACNI CHROMATOGRAFIE

Ekvilibracéni pufi: 25 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,5; 0,05% (v/v) BME, 10 uM EDTA

Elucni pufr: 25 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,5; 0,05% (v/v) BME, 10 uM EDTA,
300 mM imidazol

GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

Chromatograficky pufr: 25 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, pH 7,5; 0,05% (v/v) BME,
10 uM EDTA

Chromatograficky pufr pro plazmid 1432: 50 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7,6;
0,05% (v/v) BME

HEPARINOVA AFINITNi CHROMATOGRAFIE

Lyzacni (nanaseci) pufr: 30 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7; 0,05% (v/v) BME
Elucni pufir: 30 mM Tris-HCI, 2 M NaCl, pH 7; 0,05% (v/v) BME

IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE MonoS

Nandseci pufr: 50 mM HEPES, pH 7,6; 0,05% (v/v) BME

Elucni pufir: 50 mM HEPES, 1 M NaCl, pH 7,6; 0,05% (v/v) BME
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ROZTOKY PRO PRIPRAVU POLYAKRYLAMIDOVEHO GELU

Deélici gel: 15% nebo 17,5% (w/v) AA; 375 mM Tris, pH 8,8; 1 mM EDTA; 5% (v/v)
glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (v/v) TEMED:; 0,1% (w/v) persiran amonny

Zaostiovaci gel: 5% (w/v) AA; 125 mM Tris pH 86,8; 1 mM EDTA; 5% (v/v) glycerol;
0,1% (w/v) SDS; 0,1% (v/v) TEMED; 0,1% (w/v) persiran amonny

ELEKTROFOREZA V POLYAKRILAMIDOVEM GELU
Elektrodovy pufi: 20 mM Tris-HCI, pH 8.,3; 200 mM glycin, 0,1% (w/v) SDS

Vzorkovy pufi: 125 mM Tris pH 6,8; 10% (v/v) BME, 20% (v/v) glycerol; 4% (w/v) SDS;

0,2% (v/v) bromfenolova modi

DETEKCE STRIBREM

Fixacni roztok: 12% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) methanol; 0,05% (v/v) formaldehyd
Roztok methanolu: 50% (v/v) methanol

Roztok NazS$:03: 0,8 mM NayS>03

Roztok AgNO3: 12 mM AgNOs; 0,07% (v/v) formaldehyd

Vyvolavaci roztok: 570 mM NaCOs; 0,05% (v/v) formaldehyd; 16 uM NaxS>203

Roztok zastavujici vyvolavani: 12% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) methanol
Uchovavaci gel: 50% (v/v) methanol

DETEKCE COOMASSIE BLUE

Barvici roztok: SimplyBlue SafeStain (Invitrogen, USA)

Odbarvovaci roztok: 10% (v/v) kyselina octova, 25% (v/v) methanol

SUSENi GELU

Susici roztok: 20% ethanol a 3% glycerol

NMR SPEKTROSKOPIE

NMR pufr: 25 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7,5; 1 mM TCEP, 10 uM EDTA, 0,01% NaN

HEPES pufr: 30 mM HEPES, 200 mM NacCl, pH 7,0; 1 mM TCEP
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3.1.5 Ostatni material

. celulosové dialyza¢ni membrana, mezni velikost port 12 kDa (Sigma-Aldrich, USA)

. HIS-selektivni niklovy afinitni gel (Sigma-Aldrich, USA)

. HiTrap Heparin HP 5 ml (GE Healthcare Life Sciences, Velka Britanie)

° koncentratory Microcon nebo Amicon Ultra, mezni velikost pért 3, 5, 10 a 30 kDa,
(Merck Millipore, USA)

. Mono S 5/50 (GE Healthcare Life Sciences, Velka Britanie)

o pfirodni celofan na suSeni gelti pro SDS-PAGE (Pemar, Ceska republika)

o standard molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE Broad Range (Bio-Rad, USA)

o standard molekulovych hmotnosti pro gelovou chromatografii (Sigma-Aldrich,
USA)

o Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences, Velka Britanie)

. Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences, Velka Britanie)

3.1.6 Pristroje

centrifugy Hettich EBA 12R, rotor 1412, (Zentrifugen, Némecko)
Mini Spin (Eppendorf, Némecko)
Beckman Avanti J-E, rotory JA 9.1, JA 20 (USA)
Beckman Avanti JXN-30, rotory JA 14 (USA)

spektrofotometry Ultrospec 3100pro UV/Visible Spectrophotometer
(Amersham Biosciences, Velka Britanie)
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA)

souprava na elektroforézu Mighty Small II SE250 (Hoefer™ Scientific
Instruments, USA)
Zdroj EV243 (Consort, Belgie)

vahy Kern PRS 620-3 (Némecko) Adventure TM Pro
AV2102CM (O’haus, USA)

sonikator Sonic Dismembrator (Dynatech, Francie)

rota¢ni inkubator Sanyo Orbital Incubator (Japonsko)

pH metr GMH 3531 (Greisinger Electronic, Némecko)
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inkubator TCH 100 (Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika)
vodni lazen GRANT (P-lab, Ceska republika)

vortex MS2 Minishaker (Schoeller Instruments, Ceské republika)
Stuart vortexmixer SAS8 (Stuart Scientific, UK)

magneticka michacka Jenway 1000 (Hotplate and Stirrer, Velka Britanie)
autoklav Unisteri HP 336 — 1 (Némecko)
kapalinové chromatografy Akta FPLC (GE Healthcare, Velka Britanie)

Akta pure chromatography system (GE Healthcare,
Velka Britanie)

3.2 Metody

3.2.1 Transformace bakterii plazmidovou DNA

Kompetentni bunky Escherichia coli BL21 (DE3) byly transformovany pfislusnou
plazmidovou DNA metodou teplotniho Soku. Do 100 pl suspenze téchto kompetentnich
bakterialnich bun¢k byl pipetovan 1 pl roztoku expresniho plazmidu (kapitola 3.1.3, str. 23).
Takto pfipravena bunéfnd suspenze byla 30 minut uloZena na ledu a poté pienesena
na 90 vtetfin do vodni lazn¢ vytemperované na 42 °C, aby byla nésledné¢ znovu ulozena
na 2 minuty na led. Tim byly buiiky vystaveny teplotnimu Soku a byla umoznéna jejich
transformace expresnim plazmidem. Déle bylo k suspenzi pfidano 900 pl LB media a cela
smés byla ponechdna na 1 hod v rota¢nim inkubatoru vytemperovaném na 37 °C pfi tfepani
200 RPM. Po uplynuti inkubace bylo 300 pl bunétné suspenze rozetieno na velkou LB
agarovou plotnu (primér 20 cm, 150 ml roztoku agaru) obsahujici ampicilin (0,1 mg/ml)

a glukosu (1% (w/v)). Plotna byla ponechéana v inkubatoru ptes noc pii 37 °C.

3.2.2 Rekombinantni exprese proteinu

Nasledujici den byly kolonie z plotny smyty 10 ml LB média, k némuz byl ptidan
ampicilin (0,1 mg/ml) a glycerol (0,4% (v/v)), ¢imz bylo ziskdno inokulum
a na spektrofotometru Ultrospec 3100pro byla zméiena jeho opticka denzita pii1 vinové délce
550 nm (ODsso). Nasledné bylo inokulem zaockovano 500 ml LB média (ve 2I
Erlenmayerovych bankach) obsahujici ampicilin (0,1 mg/ml) a glycerol (0,4% (v/v))
idedlné tak, aby vysledna ODsso startovni kultury byla kolem 0,1. Zao¢kované LB médium
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bylo umisténo do rotacniho inkubatoru Sanyo vytemperovaného na 37 °C s otackami 200

RPM.

Po dosazeni hodnoty ODsso 0,6 byly baiiky s kulturou pieneseny do rota¢niho
inkubdatoru vytemperovaného na 18 °C, kde byly ponechany 20 minut vytemperovat na tuto
teplotu pfi otdckach 200 RPM. Dale byla provedena indukce exprese — do kazdé¢ baiky byl
pipetovan roztok ETG (kapitola 3.1.1, str. 21) tak, aby jeho koncentrace v kultivacnim médiu
v ptipad¢ plazmidu kédujiciho protein LEDGF byla 400 umol/l a v ptipadé¢ plazmidu
kodujiciho protein MeCP2 byla 250 pmol/I.

Kultivace byla ukoncena po 20 hodinach. Banky s bunéénou kulturou byly vyjmuty
z rotacniho inkubdtoru a jejich obsah byl ptfenesen do centrifugacnich nadob o objemu 1 1,
v nichZ byl centrifugovan v pfedem vychlazené centrifuze Beckman Avanti J-E (5000xg,
20 min, 4 °C). Vznikly sediment bunécné biomasy byl resuspendovan na ledu a znovu
centrifugovan, tentokrat v centrifugacnich kyvetach o objemu 250 ml v pfedem vychlazené
centrifuze Beckman Avanti JXN-30 (5000xg, 25 min, 4°C). Vznikl¢é pelety byly zmraZeny
a uchovany pii -20 °C.

3.2.3 Rekombinantni exprese izotopové obohaceného "N MeCP2

Izotopové obohaceny "N MeCP2 byl pfipraven v minimalnim mediu obsahujici
ampicilin (0,1 mg/ml) s pouzitim '°N siranu amonného (1 g/1). Ptiprava bakteridlni suspenze
a nasledna rekombinantni exprese byla provedena obdobnym zpiisobem jako v piipadé

izotopové€ neobohaceného proteinu (kapitola 3.2.1 str. 27 a kapitola 3.2.2 str. 27).

3.2.4 Elektroforéza

3.24.1 SDS-PAGE

Diskontinuélni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (SDS-
PAGE) byla provedena ve vertikdlnim uspotfadani na aparatuie Mighty Small I SE 250.
Zaosttovaci gel obsahoval 5% (w/v) akrylamid (AA), délici gel pak 15% nebo 17,5% (w/v)

AA v zévislosti na velikosti proteinu.

Poté, co smés zaostrovaciho a déliciho gelu pln€é zpolymerovala, byl gel pfipevnén
do aparatury a zalit elektrodovym pufrem. Analyzované vzorky byly pfed nanesenim na gel

smichany se vzorkovym pufrem (v poméru 2:1) a kratce povaieny. Elektroforéza byla
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provadéna za laboratorni teploty pfi vykonu 7 W na zaostfovaci i d€lici gel, a byla ukon¢ena

pfi vyputovani vzorka z gelu.

Jako standard molekulovych hmotnosti byla pouzivana smés proteint ,,Broad
Range* (Bio-Rad), ktera obsahovala myosin (200 kDa), B-galaktosidasu (116,3 kDa),
fosforylasu b (97,4 kDa), sérovy albumin (66,2 kDa), ovalbumin (45 kDa), karbonickou
anhydrasu (31 kDa), trypsinovy inhibitor (21,5 kDa), lysozym (14,4 kDa) a aprotinin (6,5 kDa).

3.2.4.2 Detekce stfribrem

Prvnim krokem byla fixace gelu ve fixacnim roztoku po dobu 20 min. Poté byl gel
3x omyvan 50% (v/v) roztokem methanolu po dobu 5 min. Nasledné byl gel 20 s omyvan
roztokem Na»S>03 a parkrat oplachnut destilovanou vodou. Déle byl gel ponoien do roztoku
AgNOs, kde byl ponechan 15 min, aby byl poté omyt destilovanou vodou a vlozen do
vyvolavaciho roztoku. Barveni bylo zastaveno roztokem zastavujicim vyvolavani a ulozen

do 50% (v/v) methanolu pro uchovani.
3.24.3 Detekce Coomassie Blue

Nejprve byl gel 20 minut omyvan destilovanou vodou a nasledné byl ptesunut
do barviciho roztoku. Po dostatecném obarveni byl gel odbarven odbarvovacim roztokem

(kapitola 3.1.4, str. 24). Gel byl po odbarveni uchovavan v 50% (v/v) methanolu.
3.2.4.4 SuSeni gelu

Pro archivacni a dokumentacni Ucely byl gel macen 10 minut v suSicim roztoku

(kapitola 3.1.4, str. 24) a nasledné€ vysusen v napnuté celofanové folii.

3.2.5 Purifikace proteinu

Pelety bunécné biomasy byly resuspendovany v lyzaénim pufru (kapitola 3.1.4,
str. 24), kdy na kazdy gram biomasy bylo pfidano 10 ml pufru, ke kterému byly pfidany
inhibitory proteas a lysozym (1% w/v). Smés byla inkubovéana 30 minut pfi pokojové teploté,
aby doslo k poruSeni buné¢énych stén bakterii vlivem lysozymu. Nésledné bylo vzdy 30 ml
suspenze na ledu sonikovano (5x 2min) sonikatorem Dynatech pii 60% vykonu. Vznikly
bunéény lyzat byl centrifugovan v predem vychlazené centrifuze Beckman Avanti J-E

(25000xg, 30 min, 4 °C). Ziskané supernatanty bunéného lyzatu byly drzeny na ledu.
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3.2.5.1 Heparinova afinitni chromatografie

V ptipadé proteinu LEDGF/p52 délky 1-333 aa (plazmid 1432) byl bakterialni lyzat
z diivodu nepfitomnosti histidinové kotvy purifikovan v prvnim kroku afinitni chromatografii
na heparinové koloné¢ (HiTrap Heparin HP 5 ml, GE Healthcare). Tento purifika¢ni krok
nabohati LEDGF/p52 a pomize k odstranéni DNA. Kolonka byla piipojena k FPLC stanici Akta
Pure a ekvilibrovana nanasecim pufrem (kapitola 3.1.4, str. 24). Po naneseni vzorku na kolonu
nasledovala tiikrokova eluce. V prvnim kroku byla kolona promyta 10 ml 20% elu¢niho pufru
(kapitola 3.1.4, str. 24), v druhém kroku nasledoval gradient elu¢niho pufru do jeho 50% obsahu
béhem 25 ml a ve tietim kroku dosahl podil elu¢niho pufru 100 %, a to v pribéhu 15 ml.

Nasledovala gelova permeacni chromatografie na kolon¢ pro rozdéleni proteint
v intervalu od 20 do 600 kDa (Superdex 200 Increase 10/300 GL o objemu 24 ml) a byla
provadéna v chromatografickém pufru pro plazmid 1432 (kapitola 3.1.4, str. 24). Diky témto

kroktim byla ze vzorku odstranéna znacna ¢ast piitomné nezadouci bakterialni DNA.
3.2.5.2 Iontové vyménna chromatografie

Jako zavér purifikace proteinu LEDGF/p52 byla zvolena iontové vyménna
chromatografie na Mono S 5/50 GL. Kolona byla pfipojena k FPLC stanici Akta Pure
a ekvilibrovdna nandSecim a elu¢nim pufrem s 5% obsahem elu¢niho pufru (kapitola 3.1.4,
str. 24). Po naneseni vzorku byla provedena tfikrokova eluce za konstantniho pratoku
1,5 ml/min. Prvnim krokem byla gradientova eluce elu¢nim pufrem do jeho 60% obsahu béhem
20 ml, ve druhém kroku probihala gradientova eluce elu¢nim pufrem do jeho 100% obsahu

v pribéhu 5 ml a ve tfetim kroku byla udrzovana 100% hladina elu¢niho pufru po dobu 5 ml.

Tento krok purifikace byl pouZit také pii konecném docisténi proteinu MeCP2153.355,
a to z diivodu odstranéni DNA ze vzorku. Kolona Mono S 5/50 GL byla pfipojena k FPLC
stanici Akta Pure a ekvilibrovana nanaSecim a elu¢nim pufrem na 10% obsah elu¢niho pufru
(kapitola 3.1.4, str. 24). Po naneseni byla provedena tiikrokova eluce za konstantniho pritoku
1,5 ml/min. Prvnim krokem byla gradientova eluce elu¢nim pufrem do jeho 50% obsahu béhem
15 ml, ve druhém kroku probihala gradientova eluce elu¢nim pufrem do jeho 65% obsahu

v prabehu 10 ml a ve tfetim kroku bylo dosazeno 100% hladiny elu¢niho pufru v priabéhu 4 ml.

Jednotlivé jimané frakce byly analyzovany pomoci elektroforézy popsané v kapitole

3.2.4 (str. 28).

30



3.25.3 Niklova afnitni chelata¢ni chromatografie

Niklova afinitni chelata¢ni chromatografie byla provadéna v pfipad¢€ proteint
obsahujicich histidinovou kotvu a probihala v chladové mistnosti pfi teploté 4°C. Kolona (o
objemu 15 ml) s Ni-NTA Agarosou (o0 objemu 5 ml) byla ekvilibrovéana ekvilibraénim pufem
(kapitola 3.1.4, str. 24) a nasledn€ na ni byl nanesen bunécny lyzat. Rychlost pritoku byla
1 ml/min. Kolona byla poté promyta 50 ml ekvilibra¢niho pufru a 7 ml ekvilibra¢niho pufru
s ptfidavkem 10, 20, 30 a 40 mmol/l imidazolu. Pro eluci byl pouzit elucni pufr (kapitola
3.1.4, str. 24), a to 4x po 7 ml. Jednotlivé frakce byly jimany a ndsledn¢ analyzovany pomoci

elektroforézy popsané v kapitole 3.2.4 (str. 28).

Frakce s detekovanym proteinem byly spojeny a ptevedeny dialyzou do pufru

o slozeni 25 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,05% (v/v) BME, 10 uM EDTA a 1 M NaCl.
3.254 Stépeni TEV proteazou a afinitni chromatografie

Pied dal$im purifikaénim krokem bylo nutno odstépit histidinovou kotvu. Stépeni
probihalo soucasné s dialyzou v pufru bez imidazolu. K roztoku s proteinem byla pfidana
TEV proteaza v poméru 1:50 (v/v) k substratu. Stépeni probihalo pfes noc v chladové

mistnosti za teploty 4 °C a neustalého michani na magnetické michacce.

Poté byla opakovana niklova afinitni chelatacni chromatografie popsana v kapitole

3.2.5.3 za G€elem odstranéni odStépené histidinové kotvy a TEV protedzy.
3.2.5.5 Gelova permeacni chromatografie

Jako dalsi purifika¢ni krok byla provedena gelovéa permeacni chromatografie. Kolona
byla vybrana pro rozdéleni proteinli v intervalu od 3 do 70 kDa (Superdex 75 Increase

10/300 GL o objemu 24 ml) a byla pfipojena na FPLC stanici Akta Basic nebo Akta Pure.

Kolona byla ekvilibrovana chromatografickym pufrem, ktery byl pouzit i jako mobilni
faze (kapitola 3.1.4, str. 24). Nasledn¢ byl nanesen vzorek urceny k separaci. Pratok kolony byl
nastaven na 0,75 ml/min a elu¢ni profil byl sledovan spektrofotometricky pii vinovych délkach

280, 260 a 216 nm a elektroforézou popsané v kapitole 3.2.4 (str. 28).

Kolona Superdex 75 10/300 GL byla kalibrovana standardem molekulovych vah, ktery
obsahoval proteiny: dextran blue (2 MDa), hovézi sérovy albumin (66 kDa),
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karbonickou anhydrasu (29 kDa), cytochrom C (12,4 kDa) a aprotinin (6,5 kDa). Jako mobilni
faze byl pro kalibraci pouzit pufr o slozeni 50 mM Tris pH 7,5; 100 mM chlorid sodny.

3.2.6 Ovéreni vazby proteint

3.2.6.1 Gelova permeacni chromatografie

Ovéteni vazby proteint bylo provadéno téz gelovou permeac¢ni chromatografii, a to na
kolon¢ vhodné pro proteiny o velikosti 20 az 600 kDa (Superdex 200 Increase 10/300 GL
o objemu 24 ml), ktera byla p¥ipojena na FPLC stanici Akta Pure.

Kolona byla ekvilibrovana chromatografickym pufrem, ktery byl pouzit i jako mobilni
faze (kapitola 3.1.4, str. 24). Proteiny ur¢ené k analyze byly vzdy smichany v ur¢itém poméru,
ponechdny 30 min na ledu a teprve poté naneseny na kolonu, na které byl nastaven pritok

mobilni faze 0,75 ml/min.

Jednotlivé frakce byly detekovany spektrofotometricky pii vinovych délkach 280, 260
a 216 nm. Nasledné byla provadéna analyza pomoci elektroforézy popsané v kapitole 3.2.4

(str. 28).

Kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL byla kalibrovana standardem molekulovych
vah, ktery obsahoval proteiny: alkohol dehydrogendzu (150 kDa), hovézi sérovy albumin
(66 kDa), karbonickou anhydrasu (29 kDa), cytochrom C (12,4 kDa) a aprotinin (6,5 kDa).
Jako mobilni faze byl pro kalibraci pouzit pufr o slozeni 25 mM Tris pH 7,5; 200 mM NacCl,
10 uM EDTA, 0,05% BME.

3.2.6.2 NMR spektroskopie

SN nabohaceny MeCP2 vzorek byl pfeveden do pufru o slozeni 25 mM deuterovany
Tris, pH 7,5; 200 mM NaCl, 1 mM TCEP, 10 uM EDTA, 0,01% NaNj3 a byl zakoncentrovan
na celkovy objem 144 pl. Déle bylo ke vzorku ptidano 16 pl D>O a cely roztok byl prenesen
do 5 mm NMR kyvety.

Pro dalsi experimenty byl N nabohaceny MeCP2 vzorek byl pieveden do pufru
o slozeni 30 mM HEPES pH 7,0, 200 mM NaCl, I mM TCEP a byl zakoncentrovan na celkovy
objem 350 pl. Dale bylo ke vzorku ptidano 18 pl DO a cely roztok byl pienesen do 3 mm NMR
kyvety.
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NMR spektra byla méfena pfi teploté 298 K na ptistroji 850 MHz Bruker AVAVANCE
IIT spektrometru. P¥istroj je vybaveny kryosondou na méfeni jader 'N-"C-'H. Data byla
sniména pracovniky skupiny Strukturni biologie UOCHB. Byla méfena 1D vodikova a 2D
HSQC spektra, ktera informuji o vzajemné korelaci 'H amidovych vodikdi a >N dusikd

ucastnicich se peptidové vazby.
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4  Vysledky

4.1 Priprava a biofyzikalni charakterizace variant LEDGF

a MeCP2

4.1.1 Volba proteinovych konstrukti

Jednotlivé délkové varianty proteinu LEDGF byly voleny na zakladé jiz diive
provedenych vazebnych experimenti LEDGF s MeCP2 ve skolici laboratofi. Z nich bylo
patrné, ze na interakci se podili PWWP a ¢ast CR1 domény LEDGF proteinu. Z tohoto
divodu byly nasledné¢ interakéni experimenty provadény pievazné s konstrukty
LEDGF/p52, LEDGFi92 (PWWP doménou) a LEDGFi.163. Varianta LEDGF.221 byla
zvolena s ohledem na AT-hooky a jejich potencialni roli v interakci. TotéZ plati pro variantu
LEDGF obsahujici aminokyselinové zbytky 1-268, ktera slouzi pro ovéteni role domény
CR2. Posledni ptfipravena varianta LEDGF, obsahujici aminokyselinové zbytky 92-333, je
dulezitd k urceni role LEDGF/p52 bez PWWP domény na interakci mezi LEDGF a MeCP2
(Obrazek 6, str. 35).

Délkové varianty proteinu MeCP2 byly vybrany na zéklad¢ pfedpokladu vzniku
vazby pres NID doménu ze strany MeCP2 proteinu. Varianta MeCP2is53355 byla
zkonstruovana pro pocateni experimenty ovétujici samotny vznik vazby mezi proteiny
MeCP2 a LEDGF. Zbylé dvé varianty MeCP2 maji za ukol objasnit roli NID domény pfii
interakci MeCP2 a LEDGF. (Obrazek 6, str. 35).

4.1.2 Exprese proteint

Pti kultivaci Escherichia coli BL21 (DE3) v LB médiu bylo v zavislosti na vloZzeném
plazmidu vyprodukovano rizné mnozstvi bunééné biomasy obsahujici exprimovany protein
(Tabulka 2, str. 43). Priklad rtstové kiivky kultury E. coli je zobrazen na Obrazek 7 (A)
na str. 35. Bunétna biomasa byla nasledné pouzita k purifikaci rekombinantniho proteinu
(kapitola 3.2.2, str. 27). Jednotlivé vysledné produkty pfipravené heterologni expresi
obsahovaly na svém N-konci histidinovou kotvu (6xHis) a §t€pné misto pro TEV proteazu.
Vyjimkou byl LEDGF/p52, ktery neobsahoval histidinovou kotvou ani $tépné misto pro
TEV proteazu. Exprimované proteiny se nachazely pievdzné v rozpustné forme

v cytoplazmé bakterialnich bunék, ze které byly nasledné purifikovany.
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Obrazek 6 Piehled zvolenych délkovych variant proteinli urenych k interakcim.

(A) Konstrukty LEDGF. (B) Konstrukty MeCP2.
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Obriazek 7 (A) Ristova kiivka bakterii exprimujicich MeCP2153.355. (B) SDS-PAGE analyza
obsahu proteinu v bakteridlnich buiikach v prubéhu exprese. Std — standard molekulovych
vah, Pfed I — frakce bakterialnich bun€k pfed indukci ETG, 1h — frakce bakterialnich bun¢k
1 hodinu po indukci, 4h — frakce bakteridlnich bun€k 4 hodiny po indukci, 23h — frakce
bakterialnich bunék 23 hodin po indukei. Sipkou je ozna¢en protein o velikosti odpovidajici
MeCP2153355 s histidinovou kotvou. Protein byl detekovan Coomassie Blue.
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4.1.3 Purifikace MeCP2 variant

Jednotlivé varianty MeCP2 obsahovaly histidinovou kotvu a byly ucinné
purifikovany s vyuzitim niklové afinitni chelatacni chromatografie. Protein byl z kolony
eluovén gradientem 0-300 mM imidazolu v 9 frakcich o riiznych objemech (Obrazek 8 (A))
(kapitola 3.2.5.3, str. 31). Kdalsi purifikaci byly vybrany pouze frakce, které
obsahovaly nejvice daného proteinu s relativnim minimem nezadoucich kontaminant
(frakce W2-E3 na Obrazek 8 (A)). Histidinova kotva byla odsStépena TEV proteazou.
Za UcCelem odstranéni odstépené histidinové kotvy a TEV protedzy od proteinu byl
proteinovy roztok znovu nanesen na niklovou afinitni chetala¢ni chromatografii (Obrazek 8
(B)), protein po odstépeni histidinové kotvy ziistal pfevazné v proteklé a promyvaci frakei.

(A) (8)
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Obrazek 8 SDS-PAGE analyza pribéhu purifikace proteinu MeCP2is3.355 niklovou afinitni
chetlatacni chromatografii. Proteiny byly detekovany Coomassie Blue. Oranzové oznacené frakce
z jednoho kroku byly spojeny a pouzity do kroku dalsiho. (A) Prvni krok purifikace MeCP21s3.355
z bakterialniho lyzatu: Std — standard molekulovych vah, L — nanos (z angl. load), FT — protekla
frakce (z angl. flowthrough), W1 — frakce po promyti promyvacim pufrem, W2-E4 — frakce
s koncentraénim gradientem imidazolu 10-300 mM, SED - sediment, nerozpustnd frakce
bakterialnich bunék po lyzi. (B) Druhy krok purifikace po odstépeni histidinové kotvy
z MeCP2,53355: Std — standard molekulovych vah, Pfed S — vzorek pred §tépenim TEV proteazou
obsahujici MeCP2is3.355 s histidinovou kotvou, L — vzorek po $tépeni TEV protedzou obsahujici
MeCP2is3355s po odstépeni histidinové kotvy naneseny na niklovou afinitni chelata¢ni
chromatografii, FT — protekla frakce, W1, W2 — frakce po promyti promyvacim pufrem, E1, E2 —
frakce eluci 300 mM imidazolem. Sipkou je oznagen protein o velikosti odpovidajici MeCP2s3.355
s histidinovou kotvou (A) a po jejim odStépeni (B).

Proteinovy roztok tvofeny frakcemi FT, W1 a W2 byl zakoncentrovan a dale ¢istén
gelovou permeaéni chromatografii na koloné Superdex 75 10/300 GL (kapitola 3.2.5.5,
str. 31). Na chromatogramech pro jednotlivé varianty proteini MeCP2 (ptiklad
chromatogramu na Obrazek 9 (A), str. 37), byly pozorovany vrcholy pfi riznych elu¢nich
objemech. Vybrané frakce z gelové permeacni chromatografie byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE (Obrazek 9 (B), str. 37). Izotopov€ znacend i1 neznacend varianta proteinu
MeCP2153355 byla nasledné jeSt€é nanesena na iontoménicovou chromatografii Mono
S z diivodu odstranéni DNA a dalSich proteinovych kontaminant ze vzorku. Koncentrace
proteinll byla urcena spektrofotometricky méfenim absorbance pti vinové délce 280 nm.
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Obrazek 9 Zobrazeni chromatogrami z jednotlivych purifikacnich kroki MeCP21s3.355 a jejich
nasledné SDS-PAGE analyzy pro jednotlivé frakce naznatené vertikalnimi ¢arami. Sipkou je
oznacen protein o velikosti odpovidajici MeCP253.355. Oranzovée oznacené frakce byly v kazdém
kroku spojeny a pouzity do nasledného kroku, totéz bylo provedeno s frakcemi oznacenymi
modie. Protein byl detekovan Coomassie Blue a stiibrem. (A) Chromatogram z purifikace
gelovou permeacni chromatografii Superdex 75 10/300 GL, frakce 1-9. (B) SDS-PAGE analyza
z purifikace gelovou permeacni chromatografii: Std — standard molekulovych vah, 1-9 — frakce,
L — nénos. (C) Chromatogram z purifikace ionexovou chromatografii Mono S, frakce 1 — 12.
(D) SDS-PAGE analyza z purifikace ionexovou chromatografii Mono S. Std — standard
molekulovych vah, L — ndnos, 1-12 — frakce. (E) Chromatogram z purifikace "N MeCP2is3.355
gelovou permeacni chromatografii Superdex 75 10/300 GL, frakce 1-10. (F) SDS-PAGE analyza
z purifikace "N MeCP2;s3355. Std — standard molekulovych vah, L — nanos, 1-10 — frakce.
(G) Chromatogram z purifikace "N MeCP2;s3.355 na ionexové chromatografii Mono S, frakce
1-12. (H) SDS-PAGE analyza zpurifikace "N MeCP2is3.355 na ionexové chromatografii
Mono S. Std — standard molekulovych vah, L — nanos, 1-12 — frakce.
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Izotopové obohaceny SN MeCP2is3355 byl piipraven dle optimalizovaného
protokolu (kapitola 3.2.5, str. 29) v minimalnim mediu s pouzitim'’N siranu amonného.
Vytézek byl témetr o 60 % mensi nez u proteinu neznaceného a tento protein byl pouzit

pro méieni NMR experimentt. (Tabulka 2, str.43)

Ostatni ptipravované varianty MeCP2 byly purifikovany obdobn¢ jako MeCP2153355
vyjma posledni iontoméniCové chromatografie. Na Obrazku 10 jsou zobrazeny
chromatogramy z gelovych permeacnich chromatografii a SDS-PAGE analyzy ostatnich

MeCP2 variant.
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Obrazek 10 Zobrazeni chromatogramil z jednotlivych purifika¢nich kroktt MeCP2 variant
a jejich nasledné SDS-PAGE analyzy pro jednotlivé frakce naznacené vertikalnimi Carami.
Sipkou je oznaden protein o velikosti odpovidajici purifikované varianté MeCP2. Oranzové
oznacené frakce byly spojeny a pouzity do nasledného kroku, totéz bylo provedeno s frakcemi
oznacenymi modfe. (A) Chromatogram z purifikace MeCP2is3252 na gelové permeacni
chromatografii HilLoad Superdex 75 16/600 GL, frakce 1-11. (B) SDS-PAGE analyza
z purifikace MeCP2153.252. Std — standard molekulovych vah, L — nénos,1-11 — frakce. Protein
byl detekovan Coomassie Blue a sttibrem. (C) Chromatogram z purifikace MeCP2,s.355 gelovou
permeacni chromatografii Superdex 75 10/300 GL, frakce 1-10. (D) SDS-PAGE analyza
z purifikace MeCP2252.355. Std — standard molekulovych vah, L — nanos, 1-10 — frakce. Protein
byl detekovan stiibrem.
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4.1.4 Purifikace LEDGF/p52

Varianta LEDGF/p52 byla kviili nepfitomnosti histidinové kotvy purifikovana jinym
zpisobem. Prvnim krokem byla purifikace na heparinové kolon¢ HiTrap. Pti nastavovani
metody byl gradient chybné nastaven na 0,4-2 M NaCl (misto 0,1-2 M NaCl), i pfesto
se vSak podatrilo ziskat relativné ¢isty protein. Jimané frakce byly analyzovany pomoci SDS-
PAGE (Obrazek 11). Frakce 3-13 byly spojeny do dvou frakci, zakoncentrovany a dale
¢iStény na koloné pro gelovou permeacni chromatografii Superdex 200 Increase 10/300 GL
(kapitola 3.2.5.1, str. 30). Na chromatogramu byl pozorovan jeden dominantni pik obsahujici
LEDGF/p52. Frakce z gelové permeacni chromatografie byly analyzovany pomoci SDS-
PAGE (Obrazek 12 (A, B), str. 40). Pro uplné docisténi proteinu byly frakce 6-9 z gelové
permeacni chromatografie spojeny a naneseny na ionexovou chromatografii Mono S. Frakce
z Mono S byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obrazek 12 (C, D), str. 40) a zahustény
do dvou frakci. Frakce jedna se sklddala z frakci 4-6 a frakce dvé vznikla spojenim frakci
3 a 7-11. Koncentrace proteinu byla uréena spektrofotometricky méfenim absorbance

pfi vinové délce 280 nm.
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Obrazek 11 (A) Chromatogram z purifikace LEDGF/p52 na heparinové koloné HiTrap Heparin.
Vertikdlnimi ¢arami jsou naznaceny jimané frakce 1-20. (B) SDS-PAGE analyza frakci
z purifikace LEDGF/p52. Std — standard molekulovych vah, L — nénos, FT — protekla frakce,
W — proteklé, 1-20 — frakce. Sipkou je ozna¢en protein o velikosti odpovidajici LEDGF/p52.
Oranzov€ oznacené frakce byly spojeny a pouzity do dalSiho kroku, totéZ bylo provedeno
s frakcemi oznacenymi modre. Protein byl detekovan Coomassie Blue.
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Obrazek 12 Zobrazeni chromatogramu z jednotlivych purifika¢nich kroka a jejich nasledné
SDS-PAGE analyzy pro jednotlivé frakce naznacené vertikalnimi ¢arami. Sipkou je oznaden
protein o velikosti odpovidajici LEDGF/p52. Oranzové oznacené frakce byly v kazdém kroku
spojeny a pouzity do kroku nasledného, totéz bylo provedeno s frakcemi oznacenymi modre.
(A) Chromatogram z purifikace LEDGF/p52 na gelové permeacni chromatografii Superdex 200
Increase 10/300 GL, frakce 1-10. (B) SDS-PAGE analyza z purifikace LEDGF/p52 gelovou
permeacni chromatografii. Std — standard molekulovych vah, L — nanos, 1-10 — frakce. Protein
byl detekovan Coomassie Blue. (C) Chromatogram z purifikace LEDGF/p52 na ionexové
chromatografii Mono S, frakce 1-11. (D) SDS-PAGE analyza z purifikace LEDGF/p52
ionexovou chromatografii na Mono S. Std — standard molekulovych vah, L — nanos,
1-11 — frakce. Protein byl detekovan stiibrem.

4.1.5 Purifikace ostatnich LEDGF variant

Ostatni pfipravované varianty proteinu LEDGF obsahovaly histidinovou kotvu
a byly aspésn¢ purifikovany s vyuzitim niklové afinitni chelatacni chromatografie. Vzorek
byl nanesen na kolonu a byl eluovan skokovym gradientem imidazolu (0-300 mM)
v 9 frakcich o riiznych objemech (Obrazek 13 (A), str. 41). Frakce s nejmensSim relativnim
zastoupenim kontaminant a s nejvysS§im obsahem daného proteinu byly vybrany k dalsi
purifikaci. Histidinova kotva byla odstépena TEV protedzou. Nasledn€ byl proteinovy
roztok znovu nanesen na niklovou afinitni chelatacni chromatografii za u¢elem odstranéni

odstépené histidinové kotvy a TEV protedzy (Obrazek 13 (B), str. 41).
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Vybrané frakce byly zahustény a déle Cistény na koloné pro gelovou permeacni
chromatografii Superdex 75 10/300 GL (kapitola 3.2.5.5, str. 31). Na chromatogramech pro
jednotlivé varianty proteinu LEDGF, byly pozorovany vrcholy pfi riznych objemech
elucniho pufru. Vybrané frakce z gelové permeacni chromatografie byly analyzovéany
pomoci SDS-PAGE (Obrazek 13 (C, D), a Obrazek 14, str. 42). Koncentrace proteini byla

urcena spektrofotometricky métenim absorbance pti vinové délce 280 nm.
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Obrazek 13 Zobrazeni pribéhu purifikace LEDGFi.21. Oranzové oznacené frakce byly
v kazdém kroku spojeny a pouzity do kroku ndsledného, totéz bylo provedeno s frakci
oznacenou modie. (A) Prvni krok purifikace z bakterialniho lyzatu: Std — standard
molekulovych vah, L — nadnos, FT — protekla frakce, W1 — frakce po promyti promyvacim
pufrem, W2 - E4 — frakce s koncentra¢nim gradientem imidazolu 10-300 mM, SED — sediment,
nerozpustna frakce bakterialnich bunék po 1yzi. Protein byl detekovan Coomassie Blue. (B)
Druhy krok purifikace po odstépeni histidinové kotvy: Std — standard molekulovych vah, Pfed
S — protein o velikosti odpovidajici LEDGF 21 pied ptidanim TEV proteazy, L — protein o
velikosti odpovidajici LEDGF1.221 po odStépeni histidinové kotvy, FT — protekla frakce, W1 —
frakce po promyti promyvacim pufrem, E1, E2 — frakce eluci 300 mM imidazolem. Protein byl
detekovan Coomassie Blue. Sipkou je ozna¢en protein o velikosti odpovidajici LEDGF .21
s histidinovou kotvou (A) a po jejim odstépeni (B). (C) Chromatogram z purifikace na gelové
permeacni chromatografii Superdex 75 10/300 GL. Vertikdlnimi ¢arami jsou naznaceny jimané
frakce 1-8. (D) SDS-PAGE analyza frakci z purifikace gelovou permeacni chromatografii. Std
— standard molekulovych vah, L — nénos, 1-8 — frakce. Sipkou je oznagen protein o velikosti
odpovidajici LEDGF1.221. Protein byl detekovan stfibrem.
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Obrazek 14 Zobrazeni chromatogramui z jednotlivych purifika¢nich kroki LEDGF variant
a jejich nasledné SDS-PAGE analyzy pro jednotlivé frakce naznacené vertikalnimi Carami.
Sipkou je oznagen protein o velikosti odpovidajici purifikované LEDGF variant&. Oranzové
oznacené frakce byly vkazdé purifikaci spojeny a pouzity do dalSiho kroku, totéz bylo
provedeno s frakcemi oznaCenymi modie. Protein byl detekovan stiibrem. (A) Chromatogram
z purifikace LEDGFo,.333 na gelové permeacni chromatografii Superdex 200 Increase 10/300
GL, frakce 1-13. (B) SDS-PAGE analyza z purifikace LEDGFo»333. Std — standard
molekulovych vah, L —néanos, 1-13 — frakce. Protein byl detekovan Coomassie Blue a stfibrem.
(C) Chromatogram z purifikace LEDGF1.163 na gelové permeacni chromatografii Superdex 75
10/300 GL, frakce 1-8. (D) SDS-PAGE analyza z purifikace LEDGF.163. Std — standard
molekulovych vah, L — nanos, 1-8 — frakce. (E) Chromatogram z purifikace LEDGF.268
na gelové permeacni chromatografii Superdex 75 10/300 GL, frakce 1-9. (F) SDS-PAGE
analyza z purifikace LEDGF.263. Std — standard molekulovych vah, L —nanos, 1-9 — frakce.
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Tabulka 2 Ptehled vysledkt kultivace jednotlivych délkovych variant proteinti a jejich
purifikaci.

protein mnozstvi mnozstvi biomasy | vytézek proteinu
média (1) na litr média (g/l) | na litr média (mg/I)
LEDGF/p52 4 4,9 6,1
LEDGF9>.333 3 4,9 1,9
LEDGF.163 3 4.6 8,6
LEDGFi-221 3 3,5 5,4
LEDGF.263 3 3,7 4.9
MeCP2153-355 2 5,5 5,6
MeCP2153-252 3 4.4 1,9
MeCP2353-355 3 3,8 4.2
SN MeCP21532355 3 6.2 2.4

4.2 Ovéreni interakce proteini

Jako prvni metoda pro ovéfeni vazby mezi proteiny LEDGF a MeCP2 byla zvolena
gelova permeacni chromatografie na koloné Superdex 200 Increase 10/300 GL. Tato kolona
byla pouzita misto kolony Superdex 75 10/300 GL pouzivané pti purifikaci, kviili pfedpokladu
vzniku komplexu o vétsi molekulové hmotnosti, nez maji samotné proteiny. Vznik
komplexu by se mél projevit diivEjsi eluci pti gelové permeacni chromatografii oproti
elucim samotnych proteind, coZz by mélo byt zifejmé zporovnani chromatogramu
smichanych interakénich partnerd s chromatogramy samotnych proteinti. Nasledna SDS-
PAGE analyza vybranych frakci ma slouzit pro potvrzeni vysledku, frakce odpovidajici

komplexu by mély obsahovat oba proteiny.

Na zacatek byla provedena analyza kazdého proteinu samostatné v konstantnim
mnozstvi 0,023 umol a objemu 200 pl. Nasledn€ byly proteiny smichany v ur¢itych pomérech
(Tabulka 3, str. 44) dopInény do objemu 200 ul a ponechany inkubovat 30 minut na ledu. Takto
pfipraveny vzorek byl nanesen na kolonu a vysledny chromatogram byl porovnan

s chromatogramy samotnych proteint (Obrazek 15, str. 45).

Pfed samotnymi interak¢énimi experimenty byly na zaklad€¢ provedené kalibrace
kolony vypocitany molekulové hmotnosti z elu¢nich objemi zkoumanych proteint. Tyto
vypoctené hodnoty molekulovych hmotnosti ov§em byly mnohonasobné vyssi nez hodnoty

ocekavané. (Tabulka 4, str. 45).
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Tabulka 3 Ptehled provedenych experimentil interakci mezi proteiny a vysledky porovnani
chromatogramu mozného komplexu s chromatogramy samotnych proteind.

_ ) molarni pomér « .
varianta LEDGF | varianta MeCP2 posun elu¢niho objemu
LEDGF /MeCP2 jednoho z proteinii
1:1 ne
1-333 aa 153-355 aa 1:2 ano
1:4 ne
1:1 ne
1-92 aa
153-355 aa 1:4 ne
(PWWP doména)
1:8 ne
1-163 aa 153-355 aa 1:4 ano
(A) (B)
® MeCP2453.355 80 ® MeCP24g53.355
801 ® P524333 ] ® p521333
5 601 &  komplex 5 60- ® komplex
E E
& &
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Obrazek 15 Porovnani chromatogramii samotnych vazebnych partnerti s chromatogramem
proteinlt po interakci. Analyzovano na koloné¢ Superdex 200 Increase 10/300 GL.
(A) Interakce LEDGF/p52 s MeCP2is3:355 v poméru 1:1. (B) Interakce LEDGF/p52
s MeCP2is53355 v poméru 1:2 (C) Interakce LEDGFi.163 s MeCP2153.355 v poméru 1:4.
Svislymi ¢arami jsou naznaceny analyzované frakce 1-6 na SDS-PAGE. (D) SDS-PAGE
analyza frakci interakce LEDGFi.163 s MeCP2is53.355 v poméru 1:4. Std — standard
molekulovych vah, 1-6 — frakce. Sipkami jsou oznageny proteiny o velikosti odpovidajici
LEDGF1.1632a MeCP2153.355. Protein byl detekovan stiibrem.



Tabulka 4  Porovnani  teoretickych  molekulovych ~ hmotnosti  proteint
s hmotnostmi vypoctenych z dat gelové permeacni chromatografie.

) ) ) vypoctena M proteinu
protein teoretickd M proteinu (kDa)
(kDa)
LEDGF/p52 37,7 207,8
LEDGF].163 18,8 60,0
LEDGFi.92 (PWWP doména) 11,2 16,6
MeCP253.355 22,2 121,0

Vsechny zkoumané interakce mezi proteiny LEDGF a MeCP2 na gelové permeacni
chromatografii byly po porovnani chromatogramu jest¢ analyzovany na SDS-PAGE
pro potvrzeni vysledku chromatografie. Vznik komplexu, vzhledem k porovnani
chromatogramit a SDS-PAGE, méla jen analyza interakce LEDGFi.163 s MeCP2153.355
vpoméru 1:4. Pii tomto poméru doslo jak k viditelnému posunu elué¢niho objemu
na chromatogramu proteint po interakci, tak byl posun patrny i na polyakrylamidovém gelu
SDS-PAGE analyzy (Obrazek 15, str. 44). Pti opakovani tohoto experimentu bylo z divodu
nedostatku proteinii pouzito jen poloviéni mnozstvi proteinu (0,012:0,048 pumol) a tvorbu
komplexu LEDGFi.163 s MeCP2is3.355 se nepodafilo za téchto podminek na gelové
permeaéni chromatografii zachytit. Bylo tedy pfistoupeno k citlivéj$§i metodé stanovent,

a to NMR spektroskopii.

Nejprve bylo nasniméano jednodimensionélni (1D) 'H a dvoudimensionalni (2D) 'H
5’N NMR spektrum volného izotopové obohaceného "N MeCP2is53355 v NMR pufru
(25 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7,5; 1 mM TCEP, 10 uM EDTA, 0,01% NaN3)
a koncentraci 150 pM. Poté byla snimdna stejna 1D s 2D spektra pii postupné zvySujici se
koncentraci vazebného partnera— LEDGF1.163. ProtoZe nebyla pozorovana Zddnd zména mezi
spektrem samotného izotopové obohaceného "N MeCP2;s3.355 a spektrem SN MeCP25s3.355
s LEDGF1.163, byly zménény interakéni podminky, ve kterych byla v pfedchozich pokusech

ve Skolici laboratofi interakce obou proteinii detekovana.

Nasledné experimenty sledujici interakce mezi obéma proteiny byly méteny v pufru
o slozeni 30 mM HEPES pH 7,0, 200 mM NaCl, 1 mM TCEP. Znovu byla nasnimana 1D
a 2D spektra volného izotopové obohaceného "N MeCP2is3.355 0 koncentraci 150 uM
(Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. 16, str. 46) a spektra se zvySujicim se molarnim podilem
LEDGFj.163 titrovanych v molarnich pomérech 1:2, 1:4, 1:8. Pti téchto méfenich byly patrné
zmény mezi spektrem samotného "N MeCP2,s3.355 a spektry >N MeCP21s3.355 s LEDGF.-
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163 (Obrazky 16, 17, 18). Doslo ke vzniku novych signalii, coz znaci, ze béhem interakce
obou proteinil se stava dalsi ¢ast MeCP2 strukturovanou. Nejvétsi nartist novych signala ve
spektru s pridanym ligandem byl pozorovan u poméru 1:8 a 1:4. Mensi zmény s klesajicim
molarnim zastoupenim LEDGFi.163 nasvédcuji relativné nizké afinité vazby (vyssi

mikromolarni az nizkomilimolérni) obou proteint.

(A) (B)

o
]
o
-

1 tppm1

8.5 8.0 7.5 7.0 F2 [ppm]

Obriazek 16 Nasnimana spektra izotopové znaeného "N MeCP2. (A) 1D 'H spektrum
volného izotopové obohaceného "N MeCP2is3.355. (B) 2D 'H >N spektrum volného
izotopové obohaceného SN MeCP2;s3355. (C) Porovnani 2D 'H-'>N spektra izotopové
obohaceného "N MeCP2is5335s5 s 'H-'°N spektry s postupné pfibyvajici koncentraci
LEDGF.163. (A) >N MeCP2;53.355 (modie) byl postupné titrovan v molarnich pomérech 1:2
(Cervene), 1:4 (zeleng) a 1:8 (fialové) proteinem LEDGF .63
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Obrizek 17 Porovnani 2D 'H-'>N spektra izotopové obohaceného >N MeCP2s3.355 s 'H-
5N spektry s postupné pribyvajici koncentraci LEDGF1.163. "N MeCP2,53.355 (modie) byl
postupné titrovan v molarnich pomérech 1:2 (Cervene€), 1:4 (zelen€) a 1:8 (fialove) proteinem
LEDGF1.163. (A) (B) Ptiblizeni riznych ¢asti spektra zobrazeného na Obrazku 16 (C) na str.
46. Sipkami jsou vyzna¢eny posuny ptvodnich piki nebo piky nové vzniklé pii vyssim
poméru LEDGF.163.
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Obriazek 18 Porovnani 2D 'H-'°N spektra izotopové obohaceného "N MeCP2s3.355 s 'H-
SN spektry s postupné pribyvajici koncentraci LEDGF.163. "N MeCP2,53.355 (modie) byl
postupné titrovan v molarnich pomérech 1:2 (Cerveng), 1:4 (zelené) a 1:8 (fialové) proteinem
LEDGF.163, PiibliZeni &asti spektra zobrazeného na Obrazku 16 (C) na str. 46. Sipkami jsou
vyznaceny posuny puvodnich pikil nebo piky nové vzniklé pii vyssim poméru LEDGF;.jss.
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5  Diskuse

V této bakalarské praci byl uspéSn€¢ vypracovan protokol na pfipravu raznych
délkovych variant rekombinantnich proteini LEDGF a MeCP2. Vsech zkoumanych
proteintd bylo pfipraveno dostate¢né mnozstvi pro potfebné experimenty. Zhotovené vzorky
obsahovaly minimum kontaminaci DNA a celkové odpovidaly standardim Skolici

laboratofe.

Dle optimalizovaného protokolu byl piipraven '°N izotopové obohaceny MeCP2
klic¢ovy pro experimenty méfené metodou NMR. Vytézek izotopoveé obohaceného MeCP2
je vyrazné niz$i nez vytézek neobohaceného proteinu, a to z ditvodu mensiho obsahu Zivin
v minimalnim médiu na rozdil od LB média. Vytézek byl vSak dostate¢ny pro provedeni

NMR experimentu.

Pfi vypoctu molekulovych hmotnosti proteini LEDGF/p52, LEDGFi.163
a MeCP2i53.355 z elucnich ¢ast pfed samotnymi interakénimi experimenty vyslo najevo,
ze vypoctené hodnoty jsou mnohondsobné vyssi nez hodnoty teoretické (Tabulka 4, str. 45).
Tento jev je pravdépodobné zplsoben nestrukturovanosti zkoumanych proteini,
kdy proteiny obsahuji jen sbalené domény spojené nestrukturovanymi tseky a pusobi
na gelové permeacni chromatografii vétsi, nez ve skuteCnosti jsou. Vysokd zdanliva
molekulova hmotnost by také mohla znamenat pfitomnost multimeru, coz bylo vylouceno
naslednou NMR spektroskopii, protoze proteiny nad 50 kDa nevykazuji rozliSené spektrum,

jakeé bylo pozorovano v tomto piipadé.

Prvni zvolenou metodou pro ovéfeni interakce LEDGF a MeCP2 byla gelova
permeacni chromatografie. Predpokladany komplex ma mit vétsi molekulovou hmotnost nez
samotné proteiny a chromatogram komplexu by se mél 1iSit od chromatogramii samotnych
interakénich partneri. Pfevazna vétSina zprovedenych experimentd interakce mezi
jednotlivymi variantami LEDGF a MeCP2 vsak vysla negativng, tedy elu¢ni casy smiSenych
interak¢nich partnerti byly identické s elucnimi ¢asy samotnych proteinti. Vyjimkou byl
experiment interakce LEDGF/p52 s MeCP2153.355 v poméru 1:2, ale nasledna SDS-PAGE
vznik komplexu vyvrétila. Tvorba komplexu byla zaznamendna pii analyze interakce
LEDGF1.163 s MeCP21s53.355 v poméru 1:4. Pti pouziti polovicniho mnozstvi obou proteinti
nez v pfedchozim experimentu vSak jiz nebyla interakce detekovana. Pro zopakovani pokusu
v pivodnim nastaveni uz nebyl dostatek Ccistych proteini a bude proto provedeno

v néslednych experimentech.
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Pravdépodobny diivod nezachyceni interakce mezi proteiny pomoci gelové
permeaéni chromatografie, je nizka afinita vazby. Ta muze byt zplisobena chybéjicim
interakénim parterem, jenz dosud neni zndm. Dal§im vysvétlenim by mohla byt minimalni
koncentrace interak¢nich partnerti pro samotny vznik vazby, kterd neni znama a nebyla pii
experimentu dosazena. MoZznou pfi¢inou mohou byt také Spatné¢ zvolené podminky

interakce, jako naptiklad iontova sila ¢i pH hodnota pufru.

Vzhledem k tomu, Ze gelova permeacni chromatografie nebyla pro detekci sledované
interakce mezi proteiny LEDGF a MeCP2 vhodna, byla pro dal§i méfeni zvolena NMR
spektroskopie. Tato metoda byla vybrana diky své vysoké citlivosti, nedestruktivnimu
charakteru méfeni a moznosti piesné urcit, které aminokyselinové zbytky se podileji na

interakeci.

NMR spektroskopické méfeni potvrdilo interakci mezi proteiny. Pii porovnani
spektra samotného zna¢eného "N MeCP2;s3.355 a '°’N MeCP21s3.355 s pfidanym interakénim
partnerem LEDGF|.163 bylo patrné, Ze ve spektru doslo ke vzniku novych signalii izotopové
znaceného N MeCP2s3.355, coz dokazuje interakci obou proteinll. Ze vzniku novych
signal lze usuzovat, ze dfive nestrukturovand cast MeCP2is3355 se po interakci
s LEDGF1.163 sbaluje a dochazi ke konformacnim zméndm MeCP2. Pfi prvotnich NMR
métenich v Tris pufru pfi pH 7,5 nebyla interakce znatelnd, ale pii pouziti HEPES pufru
o niz§im pH byla interakce zfejma. Zbyva objasnit, zda vznik komplexu je zptsoben niZ§im

pH pufru nebo hraje vliv 1 samotné pufrovaci medium.

Pro dalsi ovéfeni vzniku komplexu mezi MeCP2 a LEDGF by bylo moZné vyuzit
metodu izotermalni titraéni kalorimetrie, kterd byla pivodné zavrhnuta kvili vysoké
spotiebé vzorku a jejimu destrukénimu charakteru, metodu cross-link, u které je nevyhodou
nizka specifita, nebo imunoprecipitaci. Imunoprecipitace je metoda, pfi které je zapotiebi
pfichytit jednoho z interak¢nich partneri na pevnou matrici (napf. pfes His-kotvu)
a nasledné se k pfichycenému proteinu piida jeho potencialni interakéni partner. Vznikly
komplex se oCisti od kontaminant a uvolni se z pevné matrice. Komplex je nasledné
detekovan pomoci Western blotu, kdy se vyuziji bud’ specifické protilatky pro jednotlivé
partnery nebo protilatku pro nékterou ze znacek pfitomnych na proteinech (napi. His-kotvu
nebo Flag znacku). Vysledek imunoprecipitace lze vyhodnotit i pomoci hmotnostni

spektrometrie.
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Dalsimi kroky v projektu je reprodukovat zachyceni interakce proteinti na gelové
permeacni chromatografii, v podminkach, ve kterych byl komplex detekovan v NMR
experimentech. Dale budou vyuZzity ostatni pfipravené varianty proteini k urceni

minimalnich usekl obou interak¢nich partner nutnych pro vznik vazby.

Pozitivnim diikazem interakce mezi proteiny MeCP2 a LEDGF lze potvrdit jiz diive
publikované vysledky ohledné této problematiky zvetejnéné roku 2012 [28] a 2015 [34],
které piinesly jedny z prvnich informaci o interakci mezi zminénymi proteiny a dokladaly
interakci MeCP2 s obéma izoformami LEDGF proteinu. V ¢lancich byla také uvetejnéna
pravdépodobna mista vzniku interakce, a to jak ze strany LEDGF, kde se jedna o PWWP-
CR1 doménu, tak ze strany MeCP2, kde byla navrhnuta jako interakéni ¢ast TRD doména,
presnéji jeji soucast, NID doména. Prave tyto ¢asti MeCP2 jsou mutovany pii onemocnéni
znamém jako Rettiv syndrom, pii némz je naruSena interakce mezi proteiny MeCP2
a LEDGF. Je proto mozné, ze LEDGF ma vyznamnou roli v patogenezi tohoto onemocnéni

a detailni prozkoumani této interakce by mohlo prispét k moznosti 1é¢by Rettova syndromu.
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6 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo vypracovat literarni reSersi na téma ,,Epigeneticka
regulace transkripce a biologické role proteinit LEDGF/p75 a MeCP2*, piipravit rtizné
délkové varianty proteini LEDGF/p52 a MeCP2 v dostatecné Cistoté pomoci heterologni
exprese v E. coli a ovéfit vazbu téchto proteinii pomoci biochemickych a biofyzikalnich

metod.

Pti ptipravé proteint byly nejprve optimalizovany podminky pro expresi a purifikaci
nativnich proteini MeCP2 a LEDGF. Dle téchto protokolii byly nasledn¢ ptipraveny dané
proteiny, véetné MeCP2 v izotopové obohaceném "N minimalnim mediu. Interakci MeCP2
a LEDGF variant se nepodatilo v testovanych podminkach pozorovat pomoci gelové
permeacni chromatografie. K nasledné NMR spektroskopické analyze vazby obou proteini
byla vyuZita izotopové znafend varianta >N MeCP2. P¥i NMR analyze "N MeCP2
s ptidanym LEDGF1.163 byly detekovany nové signdly, které potvrzuji interakci mezi

proteiny a konformaci MeCP2 pfi interakci.

Potvrzeni interakce MeCP2 s modulatorem sestithu LEDGF by mohlo vést
k osvétleni mechanismu zavazného onemocnéni zndmého jako Rettlv syndrom, jenz
postihuje ptiblizn€ 1 z 10 000 Zen a je pti¢inou zhorSeni mozkoveé funkce vedouci naptiklad
k jazykové regresi nebo celkovému ticelnému pohybu rukou. Klicovym krokem k pochopeni
principli tohoto onemocnéni, a tedy imoznosti navrthu a vyvoji lé€iva, je detailni
prozkoumani interakce mezi vySe zminénymi proteiny, a zahrnuje odhaleni konkrétniho
useku kazdého z interakénich partnerti nutného ke vzniku vazby, ¢imz se budu zabyvat

nasledujici experimenty.
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