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Abstrakt

Transkripcni faktory jsou specifické proteiny, které jsou schopny regulovat trankripci a které
se na zaklad¢ strukturnich motivii déli do jednotlivych rodin. Jednou z téchto rodin je i rodina
FOX, do kter¢ se fadi i transkrip¢ni faktor FOXK2, jez byl pfedmétem studia této prace. Protein
FOXK2 reguluje mnoho bunéénych déji vcetné bunécné proliferace a metabolismu a ma
neméné dulezitou roli pii karcinogenezi, nebot’ jeho zvysSena exprese byla zaznamendna v
ptipadech rakoviny plic, jater a ledvin. V rdmci této prace byla pfipravena DNA vazebna
doména trakripéniho faktoru FOXK2 rekombinantni expresi v bunkach Escherichia coli.
Ziskany protein byl poté purifikovan a byla studovana jeho interakce s DNA pomoci nativni

hmotnostni spektrometrie.
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Abstract

Transcription factors are specific proteins, which are able to regulate transcription and which
are divided into individual families based on structural motifs. One of these families is the FOX
family, which also includes the transcription factor FOXK2, which was the studying subject of
this work. The FOXK?2 protein regulates many cellular processes, including cell proliferation
and metabolism and plays an important role in carcinogenesis, as its high expression has been
reported in cases of lung, liver and kidney cancer. In this work, the DNA binding domain of the
transcription factor FOXK2 was prepared by recombinant expression of Escherichia coli cells.
The obtained protein was afterwards purified and its interaction with DNA was studied by

native mass spectrometry.
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H2A
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2-deoxyribonukleova kyselina

DNA vazebnd doména (z angl. DNA binding domain)
dvouvldknovd DNA (z angl. double-stranded DNA)
»dishevelled proteiny

kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor epidermalniho ristového faktoru

epitelidlné mezenchymalni piechod

estrogenovy receptor alfa

ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization)
epigenetickd studie (z angl. epigenome-wide association study)
forkhead doména

proteinova podjednotka AP-1

rodina transkripcnich faktorti obsahujicich ,forkhead box“ doménu

histonovy protein
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HCEF-1
HDACI1
HEPES
HIFla

HIV

HPV
ChIP-seq
[HC

IL-2

ILF
IPTG

LB

LTR
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mRNA
mTOR
mTORC1

NFAT

nGTBP
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NSCLC

hepatocelularni rakovina

transkrip¢ni reguléator (z angl. host cell factor 1)

histon deacetylasa 1

(4-(2-hydroxyethylamino)-1-piperazin) ethansulfonova kyselina
hypoxii indukovatelny transkripéni faktor 1 alfa

virus lidské imunitni nedostatecnosti (z angl. Human Immunodeficiency

Virus)

lidsky papilomavirus (z angl. Human papillomavirus)
chromatinova imunoprecipitacni sekvenaéni analyza
imunohistochemie

interleukin-2
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isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

médium pro kultivaci bakterii (z angl. Luria-Bertani broth)

dlouha konec¢na repetice (z angl. long terminal repeat)

methyl vazebnd doména (z angl. methyl binding domain)

hodnota limitu molekulové hmotnosti (z angl. molecular weight cut off)
messenger RNA

sav¢i varianta proteinu TOR (z angl. mammal target of rapamycin)
sav¢i varianta komplexu TOR1

komplex proteinii aktivovanych T- lymfocytii (z angl. nuclear factor of

activated T-cells)
specificky ,,G/T-mismatch” vazebny protein
nikotin N-methyltransferasa

nemalobunééna rakovina plic (z angl. non-small cell lung cancer)



NSL
PR-DUB
RNA
SDS

SDS-PAGE

SOX9

ssDNA

TBE

TCGA

TEMED

TET hydroxylasy
TFA

Tris

U208

jaderny lokalizacni signal (z angl. nuclear localization signal)
polykombni represivni deubikvitinazovy komplex
ribonukleova kyselina

dodecylsiran sodny

elektroforetickd separace v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti

dodecylsiranu sodné¢ho
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Atlas rakovinového genomu (z angl. The Cancer Genom Atlas)
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1. Teoreticky uvod
1.1 Proteiny

Proteiny jsou biopolymery slozené zaminokyselin propojenych peptidovou vazbou [1].
V lidském téle plni proteiny celou fadu funkci stavebni, zdsobni, transportni, zprostiedkovavaji
imunologickou odpovéd’ organismu aj. Ktomu aby doslo kjejich zuzitkovani, jsou
degradovany na aminokyseliny. RozliSujeme 22 proteinogennich aminokyselin, z ¢ehoz deset
jich je pro lidsky organismus neesencidlnich a dal$i dvé semiesencialni [2]. Ty mohou byt
vyuzity k syntéze nejen proteind, ale i kreatinu, nukleotidii, hormont, neurotransmiterti a

dalsich dualezitych metabolitti organismu [1].

S proteiny je Uzce spjat pojem transkripce, coz je proces, pii kterém dochézi k ptepisu
DNA do RNA. Jedna se o krok pii genové expresi, ktery je nasledovan posttranskripénimi
modifikacemi a translaci. Vyslednym produktem je funkéni protein. Transkripce hraje také roli

ve specifite, jelikoz v kazdé tkdni dochazi k tvorbé jinych proteinit [3].

1.1.1 Transkrip¢ni faktory

Samotna transkripce je regulovana pomoci specifickych proteinii tzv. transkripénich faktort.
K regulaci dochéazi navazanim transkripcnich faktort na specialni misto na DNA, v ¢emz hraje
zéasadni roli jejich struktura. Na zaklad¢ odlisnosti v téchto strukturach jsou transkripéni faktory
rozdéleny do jednotlivych rodin. Vazba na DNA je podstatnd, ale neni dostacujici k tomu, aby
ovlivnila transkripci, jelikoZ nésledné musi dojit k interakci transkripéniho faktoru s
dal$imi transkrip¢nimi faktory nebo RNA polymerasou. Pfi této interakci dochazi ve vétSiné

pripadu k aktivaci transkripce, ale jiz byla zaznamenana i jeji represe [3].

1.2 FOX rodina transkrip¢nich faktori

Do ,forkhead-box“ (FOX) rodiny patfi transkripéni faktory, které se déli do n€kolika podtiid
pomoci pismen a v kazdé podtiidé jsou mezi sebou rozliSeny arabskou cislici [4]. Proteiny z
této rodiny jsou typické svou ,winged helix“ DNA vazebnou doménou slozenou ze sta
aminokyselin, ktera je tvofend motivem helix-ohyb-helix s dvéma typickymi smyckami, které
pfipominaji kfidla a od nichZz byl odvozen jeji ndzev. Pivodné byl forkhead gen objeven u
Drosophila melanogaster a nasledné byly identifikovany geny ptfibuzné tzv. FOX geny, které
koduji transkripéni faktory nachézejici se v mnoha organismech, od kvasinek po ¢lovéka [5,6].
K funkci téchto genii se fadi regulace biologickych procesti a to béhem vyvoje 1 dospélosti
véetné regulace gastrulace, metabolismu a kontroly bunééného cyklu [6]. FOX transkripéni

faktory jsou podstatné pro spravnou specifikaci, diferenciaci a funkci tkani jako jsou jatra,
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vajecniky, plice, ledviny a mnohé dalsi. Mutace genli FOX jsou spojeny s lidskymi chorobami,
jako je napriklad rakovina ¢i Parkinsonova choroba a v mnoha piipadech je nepfitomnost

jediného transkrip¢niho faktoru smrtelné [6].

1.3 Transkripéni faktor FOXK2
Jednim ze zastupcl rodiny FOX je 1 transkripéni faktor FOXK2, ktery je slozeny z 660

aminokyselin a jez obsahuje ve své struktuie forkhead doménu (FHA), FOX doménu a uvnitt
ni jaderny lokalizacni signal (NLS) (obr. 1) [7]. FHA domény jsou fosforylované
aminokyselinové motivy nachézejici se u eukaryot a eubakterii a jsou jedinou skupinou, ktera
ma vyraznou specifitu pro fosfothreoninové zbytky (obr. 2). Tisice proteinli obsahujicich tuto
doménu jsou zapojeny do dilezitych bunéénych procest jako je naptiklad rist buné€k, signdlni
transdukce, odpoveéd’ organismu pii poskozeni DNA a regulace bunécného cyklu [8]. FHA
doména se vyskytuje i u proteinu FOXK1, pfi¢emz se ukazalo, Ze se tento protein shoduje

v aminokyselinové sekvenci s FOXK2 z 48,7 % [9].

5368 $423 K527 K633

1 47 155 258 353 % ’ * * 660

Foxkz NI fia T cox I - C
NLS
347-351

? fosforylaéni mista

FHRE:
GTAAACA

' sumoylacni mista

Obrazek 1- Doménova struktura FOXK?2 s vyznacenymi misty pro fosforylaci (S) a sumoylaci (K).
Upraveno dle [7]

Obrazek 2 - FHA doména Rad53 s navazanym fosfopeptidem (zelené) s postrannimi retézci (Cervené).
Upraveno dle [8]
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Na zékladé¢ homologie u DNA vazebnych domén pro interleukin enhancer vazebny
faktor (ILF) a forkhead nalezené pti hledani genti kodujicich bunééné faktory, které se vazi na
motivy bohaté na puriny v HIV dlouhé konecné repetici (LTR), byl FOXK2 popsan jako
interleukinovy enhancer vazebny faktor [7,10]. Dale byla objevena schopnost FOXK?2 vazat se
na promotor interleukinu 2 (IL-2) [10]. I pies tuto moznost vazby na IL-2 promotor nebylo
zaznamenano, ze by FOXK2 byl soucasti nebo pfimo interagoval s komplexem proteint
aktivovanych T-lymfocyti (NFAT), ktery je zasadni pro syntézu mRNA IL-2 [11]. Na
promotor se vaze pievazné v T-lymfocytech v klidovém stavu a muze dojit k pienosu
transkripénich faktorh pottebnych k aktivaci transkripce. Také ma svou roli pfi regulaci zmény
struktury chromatinu, pficemz takova zména nasledné usnadni aktivaci transkripce

zprostiedkovanou NFAT proteiny [11].

Gen FOXK? se nachazi na lidském chromozomu 17g25.3 a kolektiv Hackmanna a spol.
prokazal u desetiletého ditéte Castecnou tetrasomii tohoto chromosomu, jehoz naruseni je spjato
s mentalnimi poruchami, malformacemi, syndaktyliemi a nizkou postavou postizeného jedince
[12]. Takeé bylo poukdzano na to, Ze FOXK2 gen miiZze byt methylovan na tzv. CpG ostrivcich
(oblasti s vysokym vyskytem cytosinu, fosfatu a guaninu) tukové tkén€, coz je spjato s hladinou
nikotin N-methyltransferasy (NNMT). Po ubytku hmotnosti bylo u pacientii pozorovano
snizeni exprese NNMT a genil souvisejicich se zanétem a zaroven 1 zména v expresi FOXK?2

[13].

1.4 Transkripéni aktivita FOXK?2

1.4.1 Specifita vaznosti na chromatin

FOXK2 se vaze na sekvence s jadernym motivem GTAAACA (obr. 1, str. 12) a celkové
vykazuje podobnou vazebnou specifitu jako FOXO3, z ¢ehoz vyplyva jejich vaznost na stejné
genomové oblasti. Specifita u FOXK2 je jesté navic ovlivnéna sekvenci lemujici jadernou
oblast, na kterou se mohou oba proteiny vazat. Byly zaznamenany rozsahlé piekryvy (obr. 3)
pfi vazbé na chromatin i pfes rozdilnou specifitu vazby na DNA a také role obou proteint pfi
regulaci genové exprese zavislé na FOXO3. Zaroven patii mezi FOX proteiny, které jsou

nejvice exprimovany v U20S buiikéach, coz jsou buniky lidského osteosarkomu [14].
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Obrazek 3 - Sdilené prekryvajici se vazebné oblasti mezi FOXK2 a FOXO3. Upraveno dle [14]

Byly provedeny chromatinové imunoprecipitacni sekvenacni (ChIP-seq) analyzy za
ucelem nalezeni oblasti genomu, které jsou obsazené FOXK2 in vivo a bylo zjisténo, ze
FOXK2 vazebné oblasti jsou rozsifené v celém genomu lidskych buncék. Geny spojené
s oblastmi, na které se vaze, souviseji se signalnimi drahami spojenymi s bunécnou adhezi a
motilitou, kontrolou transkripce a metabolismu a apoptézou. Z vyzkumu také vyslo najevo, ze
vazebné oblasti FOXK2 obsahuji vazebné motivy transkripéniho faktoru aktivatorového
proteinu-1 (AP-1), a to zejména v oblastech s euchromatinem. FOXK2 pozitivné¢ ovliviiuje
genovou expresi zavislou na AP-1 a zaroven jeho aktivitu. Pii ubytku FOXK?2 doslo ke snizeni
vaznosti slozky Fos, ktera je souasti AP-1 , z ¢ehoz vyplyvd, Ze FOXK2 miiZze podporovat
transkripéni aktivitu a je nutny pro ziskavani AP-1 na chromatin [15]. AP-1 zprostfedkovava
genovou regulaci v reakci na Sirokou skdlu podnéta a fidi bunécéné procesy zapojené predevsim
do rozhodovani o osudu bunék, tudiz mize mit FOXK2 dileZzitou roli pfi zménach v genové

expresi zavislé na signalu [15,16].

1.4.2 Interakce s BAP1

Bylo prok4zano, Ze dalSim partnerem interagujicim s FOXK2 je BAP1 (obr. 4, str.15), coZ je
dualezity tumor supresorovy protein, ktery je soucasti komplexu PR-DUB [17]. Tento komplex
ma dulezitou funkeci ptfi deubikvitinaci histonu H2A [18]. Mutace FOXK2 vyuZita pfi vyzkumu
poukdzala na jeji vliv na fosfat-dependentni interakce a dale na dtlezitost FHA domény pii
zprostifedkovani interakce mezi BAP1 a FOXK2. Aby k této interakci doSlo, musi byt BAP1
strukturné netknuty a vazba je uskute¢néna pies N-konec FHA domény FOXK?2 a threonin 493
na BAP1 [17,19]. Spoluprace téchto proteinli ma roli pfi transkripcni regulaci a FOXK2 slouZzi
1 jako prenase¢ BAPI na chromatin, ¢imZ podporuje lokalni histonovou deubikvitinaci [17].
Oproti tomu BAP1 ptendsi HCF-1 a vytvaii ternarni komplex, ve kterém je 1 FOXK2 a doslo
k potlaceni aktivace cilovych genti. Jako antagonista ptisobi Ring1B E3 ubikvitin ligasa, ktera

pii nedostatku BAP1 zptsobuje zvyseni regulace FOXK2 cilovych gent [19].
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BRCA1 ( BARDI1

Obrazek 4 - Proteinovi partneri BAP1. Upraveno dle [18]

1.4.3. Bunéény metabolismus

1.4.3.1 Autofagie
Krom¢é PR-DUB FOXK2 interaguje také s proteiny ze Sin3A komplexu a miize potlacovat
transkripci pomoci jeho slozky histon deacetylasy (HDAC1), coZ vede k histonové deacetylaci
[17]. Dalsi experimenty na mySich myoblastech a lidskych fibroblastech potvrdily schopnost
interagovat s komplexem Sin3A, ale ne Sin3B. FOXK2 je schopen potlacovat genovou expresi
u gend podilejicich se na atrofii a autofagii, ale pfi jeho ubytku dochézi ke zvySeni regulace
cilovych genil. K napodobeni hladovéni buiiky byla vyuZita sav¢i varianta proteinu TOR
(mTOR) a ze ziskanych vysledkl bylo zjisténo, Ze aktivace mTOR usnadnuje jaderny import
FOXK1, zatimco jeho inhibice zpiisobena napiiklad hladovénim, tento import blokuje.
Fosforylované motivy mTOR jsou ulozeny mezi FOXK1 a FOXK2, coz naznacuje, ze

wrwe

ze jak FOXK1, tak FOXK2 byly z chromatinu pfemistény [20].

Kolektivem Bowmana bylo stanoveno, ze kromé zvySeni u¢innosti translace, mTORC1
také reguluje hladinu hypoxii indukovatelného transkripéniho faktoru 1 alfa (HIF1a) pomoci
mechanismu zprostfedkovaného FOXK1 a 2. Takto dochézi k ovlivnéni metabolismu glukosy
a bunécné proliferace. Dalsi pozorovanou roli FOXKI1 a 2 byla regulace transkripce HIFla a
bunécna proliferace u RT-4 bunék karcinomu mocového méchyte. SniZeni hladiny FOXK1
nebo FOXK2 vedlo ke sniZeni hladiny HIF1a, pfi¢emz nepfitomnost obou proteinli zptsobila
jesté veétsi pokles. Z toho vyplynulo, ze snizeni exprese FOXKI1 1 2 potlacuje bunécnou
proliferaci [21]. Ubytek FOXK2 také zpuisobil snizeni exprese FOXKI1 a z tohoto diivodu
mohou FOXK1 a FOXK2 hrat nadbyte¢nou roli pii regulaci svych cilovych gent. At uz ubytek
FOXK2, FOXKI1 ¢i obou zvysil autofagicky tok piiblizné na stejnou troven, z ¢ehoz lze

usoudit, ze FOXK proteiny potlacuji autofagické procesy [20].
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1.4.3.2 Vliv na metabolismus glukosy
V nedavné studii Sukoniny a spol. byl zkoumén vliv FOXK2 na aerobni glykolyzu. Pokusy
byly provadény na mysich, které byly vyhladovény, pti¢emz vysledky ukézaly, ze ke zvyseni
regulace FOXK1 a FOXK2 doslo ve svalové a tukové tkani, také v kosternim svalstvu po
cviceni a v tukové tkani u obéznich mysi. ZvySena exprese obou proteint zpusobila zvyseni
absorpce glukosy v adipocytech, myoblastech a myotubulech. Vysledky ukazaly, ze glykolyza
byla vyvolana zvySenou expresi FOXK1 a FOXK2 a poukazuji na jejich roli pfi regulaci
glykolytickych enzymu a pyruvatdehydrogenasa kinasy. Zaroven dochdzi ke zvySeni produkce
laktatu a inhibici oxidace pyruvatu v mitochondriich, misto které je pyruvat redukovan na jiz
zminovany laktat. Naopak pfi snizeni exprese jsou vSechny procesy zvraceny. Pfi snizovani a
zvySovani exprese FOXKI1 nebo FOXK2 byly objeveny spolecné cilové geny s podobnou
expresi, z ¢ehoZ vyplyva, ze proteiny spolupracuji pti regulaci nékolika rizné exprimovanych
gend. DileZitym zjiSt€nim bylo také to, ze FOXK1 a FOXK2 maji roli pfi fizeni glukosy in
vivo a to pfi podminkéch, které¢ nezahrnovaly hladovéni. Tento zavér byl stanoven z vysledk
ziskanych z my$i postradajici expresi FOXK2. Tyto mysi mély niz$i hladinu laktatu v krvi,
zvySenou hladinu glukosy a insulinu a snizila se jim vdha. Také byla zaznamenana snizena
absorpce glukosy v n€kolika tkdnich v¢etné té svalové. Pii provedeni téchto pokust na lidskych
adipocytech byly ziskdny podobné vysledky, kdy pii nadmémé expresi FOXK2 doslo ke
zvysen¢ absorpci glukosy, vyvolani aerobni glykolyzy a zvySeni produkce laktatu. Jelikoz hraje
aerobni glykolyza dllezitou roli v tumorech a aktivaci T-lymfocytd, je tedy pfi téchto procesech

predpokladéana i role FOXK1 a FOXK2 [22].

1.4.4. Methylace DNA

Kromé vztahu FOXK2 s chromatinem byla také zkoumdéna jeho schopnost vazat se na
methylovanou DNA. Tato schopnost byla potvrzena dvéma studiemi, pficemz ale kazda uvadi
jiné preference v modifikaci. Jedna popisuje vaznost proteinid s ,winged helix“ doménou na
5-methylcytosin [23], zatimco druh4 vaznost FOXK2 na 5-formylcytosin, ktery vzniké oxidaci
S-methylcytosinu za ptisobeni TET hydroxylas, a tento derivat hraje roli pii demethylaci DNA
[24]. Dale se zkoumala vaznost FOXK2 na methyl vazebnou doménu (MBD), o které je zndmo,
ze je odpovédna za ¢teni methylace DNA a proteiny patfici do této rodiny se prednostné vazi
na 5-methylcytosin [25]. FOXK2 funkéné interaguje konkrétn€ s PR-DUB a MBD6, ktery
spolu s nimi obsazuje ¢ast cilovych geni. MBDS5 a MBD6 byly popsany jako proteiny
interagujici s PR-DUB komplexem skrze svou MBD doménu a bylo také poukézano na ptenos

MBD6, ne MBDS5, na mista s poskozenim DNA v zavislosti na PR-DUB [26].
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1.5 Funkce FOXK2 pri opravé DNA a kontrole bunééného cyklu

Bylo prokazano, ze FOXK2 je spojen se tfemi dulezitymi molekuldrnimi faktory vzniku
rakoviny: Upravy pfiregulaci exprese genl, naruSeni regulace bunéného cyklu a procesu
opravy DNA. Po téchto zjiSténich lze uvazovat o FOXK2 jako o kandidatovi na tcast

v tumorigenezi [7].

1.5.1 Oprava DNA

Kolektiv Fujitho popsal FOXK?2 jako specificky ,G/T-mismatch® vazebny protein (nGTBP).
Bylo prokazéano, ze FOX2 se vaze s vysokou afinitou na ,,G/T-mismatched DNA“ pomoci FOX
domény s vysokou specificitou [27]. Vzhledem k tomu, ze korekce parovani bazi v DNA je
zasadnim krokem pii ochrané pied mutacemi, tak by FOXK2 mohl mit funkci pfi zajisténi
pfesnosti replikace a genomické stability [7,27]. Jelikoz FOXK2 neobsahuje katalytickou
doménu, kterou obvykle nalezneme u proteini slouzicich k opravé DNA, vychazi se
z predpokladu, Ze do opravnych kaskad je schopny zasahovat skrze svou FHA doménu [7]. Jak
uz bylo zjisténo diive FOXK2 interaguje s BAP1 [17], coz je protein, jehoz funkce je
koordinovana fosforylaci a pomahd bunce zotavit se po poSkozeni DNA. BAP1 je ziskdvan na
mista, kde je porusena dvouSroubovice DNA a podporuje jeji bezchybnou opravu [28]. Tato
zjiSténi svédci o tom, ze FOXK?2 a BAP1 navzajem spolupracuji a hraji roli nejen pii remodelaci
chromatinu a kontroly genové exprese, ale 1 opravnych drah DNA. Ve vysledku lze uvaZzovat o
ucasti FOXK2 pfi procesu opravy DNA. Zapojit se miZe vazbou na poskozend mista DNA,
interakci s molekulami, které jsou soucasti kaskady oprav a ziskdnim komplext potfebnych pfi

iniciaci této signalizani cesty [7].

1.5.2 Regulace bunécéného cyklu

Dalsi role a to pfi regulaci bunécného cyklu byla zaznamendna u proteint kvasinek Fkhl a
Fkh2, jedna se o homology lidskych FOXK1 a FOXK2. Fkh2 byl spojen s pseudohyfalnim
ristem a oba proteiny jsou exprimovany béhem S-fize, aby nasledn€¢ napomohly s regulaci
genl exprimovanych pfi ptechodu z M-faze [29]. Poté bylo také objeveno, ze Fkh2 je cilem
cyklin dependentnich kinas, konkrétné Cdc28p, a jeho fosforylace podporuje interakce
s koaktivatorem Nddlp (obr. 5, str. 18). Tato interakce hraje dalezitou roli pii expresi CLB2
klastru a transkripci regulovanou bunéénym cyklem. Navic fosforylace Ndd1p je dilezita pro

jeho ziskévani a aktivaci komplexu s Fkh2 [30]. Ndd1 je ter¢em polo kinasy Cdc5, ktera je
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ziskavana docasné do promotoru CLB2 genového klastru, a tato fosforylace je nutna pro expresi

n¢kterych gent [31].

Cdc28p-Clb5p
AE| —

Cdc28p-Clb2p
FAE|  tt—

Obrazek 5 - Schéma priibéhu regulace Fkh2 a Ndd1 komplexu Cdc28p-CIlb2p. Upraveno dle [30]

Marais a spol. jiz popisuji regulaci FOXK2 pomoci CDK-cyklin komplext u savct.
FOXK2 je exprimovan v U20S buikach, v jejichz jadie se také nachazi, zatimco vyskyt
v cytoplazmé je minimalni. Exprese probihd béhem bunééného cyklu a béhem ného hladiny
fosforylovaného FOXK2 kolisaji. Behem mitdzy je docasné€ odstranén z DNA, coz je spjato
s nizkou vaznosti na cilovy gen MCM3. Bylo ovéfeno, Zze FOXK2 je fosforylovan béhem
pozd¢jsich fazi bunééného cyklu a nejvyssi hodnoty byly zaznamenany pii mitéze. Béhem této
faze hlavnim cyklinovym komplexem pusobicim na FOXK2 je CDK1 a cyklin B in vivo.
Nasledné bylo pfi experimentech, pfi kterych doslo ke sniZzeni siRNA, také zachyceno, Ze
fosforylaci ovliviiuje 1 CDK2 a cyklin A, coz naznacuje, ze fosforylace mlze probihat pied
mitozou. Jako fosforyla¢ni mista na FOXK2 byly oznaceny serin 368 a 423 pomoci CDK-
CLNA komplexu in vitro a pfispivaji k fosforylaci in vivo. FOXK2 se projevuje jako transkripci
potlacujici protein a jeden z jeho cili je regulator bunééného cyklu p21. Fosforylace také
ovlivityje stabilitu FOXK2, pficemz forma fosforylovana je méné stabilni, transkripcni aktivitu
a degradaci. Nakonec se doslo ke zjisténi, ze pokud je zabranéno fosforylaci u mutantni formy

FOXK2, je snizena zivotaschopnost buniky nasledovana apoptézou [32].

Rovnéz byl zkouman vliv aktivniho a pasivniho mechanického stresu a stresu tepelného
na metabolismus. V konecném vysledku se prokazalo, ze pouze pasivni mechanicky stres
zvySuje regulaci FOXK2, ktery mé vliv na Wnt cestu, ktera je spojena s myogenezi, diferenciaci

svalovych vldken a ziskdvanim satelitnich bunék na mista poranéni [33].
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1.6 Onkogenni a tumor supresorova role FOXK2

Role FOXK2 jako surpresoru bunécné transformace a proliferace vychazi ze zjisténi, ze dochazi
k interakci mezi C-koncovou doménou E1A, ktera je soucasti adenoviru, a FOXK2 (obr. 6).
Jako motivy zprosttedkovavajici interakci pravdépodobné s FHA doménou FOXK2 jsou
identifikovany takové sekvence obsahujici serin a threonin a zaroven je jejich interakce
ovlivnéna fosforylaci E1A. S podobnym motivem také interaguji E6 proteiny obsazené ve dvou
papilomavirech HPV14 a HPV21. Tyto podtypy HPV koédujici protein E6 jsou spojeny s
benignimi koznimi lézemi. Lze usuzovat, ze interakce mezi E6 a FOXK2 muze mit vliv na
rovnovahu mezi proliferaci a diferenciaci, coz vede ke vzniku optimalniho prostfedi pro
virovou replikaci v epitelidlnich bunikach [34].

+—— Exon1 > +—— Exon2—*
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Obrazek 6 - Interakce bunécnych proteinit s E1A. Upraveno dle [34]

Exprese FOXK2 byla zachycena ve vSech bunécnych liniich v proliferujicich tkanich
zkoumanych van der Heidem a spol., ktefi dosli k zdvéru, ze sniZzeni exprese FOXK2 ma za
nasledek snizeni proliferace a vyvolava apoptoézu, coz poukazuje na dilezitou funkci tohoto

proteinu pii bunécné proliferaci a preziti [35].

1.6.1 Tumor supresor

Studiem zaméfenym na roli FOXK2 v rakoviné bylo ukazéno, Ze je schopny interagovat s
estrogenovym receptorem alfa (ERa), jednd se o regulator béhem vyvoje rakoviny prsu, a
inhibovat transkripci tim, ze zesiluje degradaci Era zprostfedkovanou ubikvitinem. Pfi tomto
procesu dochdzi k interakci mezi FOXK2 a BRCA1/BARDI, coz je E3 ubikvitin ligasa Era, a
FOXK2 soucasné vaze BRCA1/BARDI a Era. To ve vysledku zapficinilo sniZeni transkripéni
aktivity. Pfi zvySené expresi FOXK2 doslo k inhibici transkripéni aktivity ERa, sniZeni
transkripci cilovych genli ERa a potlaceni proliferace pozitivnich ERa bunék rakoviny prsu.

Tato zjisténi vyvozuji, Ze FOXK2 muliZze mit negativni vliv jako regulator Era [36].

Dalsi studie tyto vlastnosti FOXK2 potvrzuje a poukazuje na jeho podstatnou roli pfi

zprostifedkovani odpovédi na cytotoxické ucinky 1€kt u bunck rakoviny prsu. Indukce FOXK2
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zprostiedkovava aktivaci tumor supresoru FOXO3a a vaze se na jeho promotor. Bylo také
objeveno, ze je protein FOXK2 deregulovan a exprimovan ve vysokych hladinach v jadie u
I€kove rezistentnich buné€k, ve kterém se poté hromadi a neni jej mozné ziskéavat do cilovych
gent véetné FOXO3a [37]. V této souvislosti bylo zkoumano, jakou roli odehrava sumoylace
pii modulaci 1ékové citlivosti zptisobené FOXK?2. Byly nalezeny dva sumoyla¢ni motivy v
jeho sekvenci (lysin 527 a 633). Pomoci mutace FOXK2 na lysinu 527 a 633 bylo zji$téno, ze
se jedna o hlavni mista pro sumo konjugaci a FOXK2 muze byt modifikovano sumoylaci.
Sumoylace FOXK?2 zprostiedkovava cytotoxickou funkci a potlacuje transkripéni aktivitu
FOXK?2 v bunikach rakoviny prsu, coZ je spjato s neschopnosti vazat na sebe cilové geny. Tato

zjisténi ndm mohou pfiblizit, jak je FOXK2 regulovano posttranslaénimi modifikacemi [38].

Pti dal$im zkoumani funkci FOXK2 v karcinogenezi prsu bylo odhaleno, Ze dochazi ke
zvySeni bunééné proliferace pii snizeni exprese FOXK2, dale k vyvolani epitelidlné-
mezenchymalniho pfechodu (EMT) a k zvySeni migrace a invaze u rakovinovych buné¢k prsu.
Byla prozkoumana role i ve vyvoji a progresu u rakoviny prsu in vivo. Byly vyuzity bunky
MDA-MB-231, které vykazuji nizkou expresi FOXK2 a které byly infikovany a nésledné
implantovany do my$i. Byl pozorovan rychlejsi riist nadoru a vznik metastazi v jatrech a
ledvinach. FOXK2 je spojovan s mnoha komplexy korepresorti: NCoR/SMRT, SIN3A, NuRD
a REST/CoREST, pfi¢emz za interakci s nimi je zodpovédna FHA doména in vivo. Celkove
ziskana data poukazuji na to, Ze FOXK2 v interakci s komplexy potlacuje karcinogenezi prsu
pomoci cileni na hypoxické drahy a je transaktivovdn ERa v rakovinovych buiikéch prsu.

Kolektiv Shana tedy piedvedl funkci FOXK2 jako represoru a tumor supresoru (obr. 7) [39].
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Obrazek 7 - Schématické znazorneni tumor supresorové role FOXK2 u rakoviny prsu. Upraveno dle
1391
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Neméné byla zkoumdna role FOXK2 u bun¢k karcinomu ledvin (¢ccRCC). U téchto
bun¢k byla zaznamenana nizkd hladina mRNA FOXK?2 i samotného proteinu v porovnani
s nenadorovymi tkdnémi. FOXK2 potlacuje bunéénou proliferaci, migraci a invazni schopnosti
buné¢k a vyvolava apoptdzu in vitro. Nicméné bylo objeveno, ze nadmérna exprese FOXK2
zpusobuje inhibici nadorového riistu a podporuje apoptoézu in vivo. Pomoci analyzy bylo
zjisténo, ze exprese EGFR, tyrosin kinasovy receptor, je regulovana FOXK2. Vysledky
poukdzaly, ze za pomoci inhibice EGFR v ¢ccRCC, je FOXK2 schopen potlacovat maligni

fenotyp a vyvolavat apoptozu. Presto je jesté potieba tento mechanismus blize prozkoumat [40].

Udaje ziskané pii vyzkumu role FOXK2 u rakoviny Zaludku poukéazaly na jeho
schopnost potlacit proliferaci, migraci a invazi rakovinovych bunék zaludku. Jeho snizeni m¢lo
za nasledek zvySeni exprese N-kadherinu a snizeni E-kadherinu. Byla pfedstavena mozZnost
vyuziti FOXK2 jako nadorového supresoru, zatimco jeho nedostatek miZze vyvolat rhst
rakovinovych buné¢k [41]. Data ziskana kolektivem Wanga popisuje podobné vysledky, kdy pfi
nedostatku FOXK2 doslo ke zvySeni bunécné proliferace, invaze a migrace u glioma a pfi
zvySené expresi tomu bylo naopak. Stejné tak bylo pozorovano zvyseni exprese E-kadherinu a
sniZzeni N-kadherinu a vimentinu, coZ souvisi s inhibici EMT u gliom a z toho FOXK2 vychazi
jako hlavni prostfednik téchto procest [42]. Pfi snizeni regulace FOXK2 pro zisk cilovych gent
doslo ke zvyseni exprese u proteini CDH2, Snail, CCND1 a CDK4 a naopak pfi zvySeni
regulace nastala situace opacnéd. Vysledné bylo stanoveno, ze se FOXK2 chové jako tumor

supresor i u nemalé rakoviny plic [43].

Ve studit EWAS zkoumajici hladinu nikotinu a jeho metabolit se doslo k zavéru, Ze
gen FOXK?2 je u kutdkt methylovan v kolujicich leukocytech [44]. Z toho je moZzné vyvodit
vliv epigenetickych modifikaci na uml¢eni genové exprese FOXK2 a to miiZze mit dopady na

patogenezi plic [7].

1.6.2 Onkogen

Nekteré studie také poukazuji na roli FOXK2 jako onkogenu. Bylo dokdzdno, ze FOXK2
interaguje s DVL a pozitivné reguluje Wnt/B-katenin signalni drahu tim, ze pfendsi DVL do
jéadra (obr. 8, str. 22). Tato interakce je zavisla na fosforylaci DVL, ktera je vyvolana Wnt3A.

Zvysend hladina FOXK2 byla pozorovana u kolorektdlni rakoviny a souvisi s umisténim

Mrwe
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inhibici bunécné proliferace a nadorovy riist. Naopak jeho podminéna exprese vyvolala u mysi

sttevni hyperproliferaci. Celkové vysledky zachycuji moZznou onkogenni roli FOXK2 [45].

Wnt signalizace
s
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Obrazek 8 - Grafické znazorneni regulace Wnt signalni drahy. Upraveno dle [45]

Experimenty in vitro ukédzaly, ze FOXK2 miize podporovat bunéénou proliferaci a co
vic, Ze za jeho zvySenou regulaci je zodpovédny onkogen SOXO tim, Ze se vaze piimo na jeho
promotor. Také bylo pozorovéano spojeni mezi expresi FOXK2 a expresi SOX9 v kolorektalni
rakovinové tkani. Ze studie vyplyva, ze transkripcné aktivovany FOXK2 za pomoci SOX9 je
zapojeny do patogeneze kolorektalni rakoviny a miZze do budoucna fungovat jako cil pfi terapii

[46].

Nejen ze FOXK2 pisobi jako onkogen u kolorektalni rakoviny, ale i u rakoviny
hepatoceluldrni (HCC). U tohoto typu rakoviny se zjistilo, ze podporuje bunécnou proliferaci a
migraci za pomoci PI3K/AKT signalni drahy. Aktivace této drahy byla zachycena pfi nadmérné
expresi FOXK?2 a to mélo dale za nasledek zvySenou expresi fosforylovaného AKT, survivinu,
p27 atd. [47] FOXK2 bylo rozpoznano jako pfimy cil pro miR-1271 touto a dalsi studii [43].
Dohromady vysledky poukazuji na regulaci FOXK2 pomoci miR-1271 a na podporu vyvoje
HCC pomoci PI3K/AKT signalni drahy, coZ ptedstavuje mozny terapeuticky cil pro 1écbu HCC
[47].

1.7 Pohled na expresi FOXK2 u pacientii s rakovinou

Vyzkumy zabyvajici se roli FOXK2 u rakoviny patii mezi nedavné, a proto neni k dispozici
mnoho udaju [7]. Ve vzorcich pacientl s rakovinou prsu byla exprese FOXK2 analyzovana
imunohistochemicky a bylo zjiSténo, Ze exprese jaderného FOXK2 vykazuje dominanci.

Zaroven byl FOXK2 spojen s celkovou hladinou FOXO3a u pacientdi, ktefi obdrzeli
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chemoterapii a jeho exprese prokazala souvislost se stidiem nadoru. Také byl u téchto pacienti
pozorovan horsi klinicky vysledek. Pfi analyze pteziti bylo poukdzano na vyznamnou roli
FOXK2 pti vyvoji rakoviny prsu a Iékové rezistenci. Vysledky jsou v souladu s témi ziskanymi
pii pozorovani nadmérné exprese FOXK2 v bunkéach s lékovou rezistenci in vitro, které
podavaji informaci o spojitosti vysoké hladiny exprese jaderného FOXK2 s 1¢ékovou rezistenci
a hor§im klinickym vysledkem [37]. Tato studie spolu s jednou dal$i navic popsala, pomoci
chi-kvadratovych testli, vztah mezi expresi FOXK2 a ERa [36,37], ktery ale tieti studie
nepotvrzuje [39]. Pti porovnani tkdn¢ odebrané pacientlim s karcinomem prsu a tkan¢ okolni
bylo objeveno, Ze ve vzorcich rakovinové tkané€ byla snizena exprese, ktera je spjata s hor$imi
prognozami [39]. Pric¢inou odlisnosti u nékterych vysledka v téchto studiich miize byt vyuziti
raznych protilatek FOXK2, které se odliSuji specifitou a schopnosti rozpoznat jiné formy

FOXK2, ¢i riznymi skupinami testovanych pacientt [7].

Bylo pozorovano, ze hladina mRNA FOXK2 byla vyrazné nizsi u vysokostupnovych
glioml, u nizkostupiovych tomu bylo naopak. Analyza poukazala na negativni souvislost
FOXK2 s nadorovym stupném a indikatorem Ki67 a u pacientil s vyssi expresi FOXK2 byla
zaznamenana del$i mira pieziti [42]. Kolektivem Liu, ktery se zaméfil na rakovinu zaludku,
byla zjisténa pozitivni souvislost exprese FOXK2 s diferenciaci nadoru a jeho zvySena exprese
se zlepSenim v prognoze [41]. Podobné vysledky byly ziskany u vzork pacientl s
nemalobunécnou rakovinou plic (NSCLC), kdy doslo ke sniZeni hladiny FOXK2 v tkanich
s NSCLC oproti tém okolnim nenadorovym a pii vys$si expresi byla zaznamenéana vy$§i mira
preziti [43]. Stejna analyza probéhla 1 u bunck s ccRCC a okolnich nenadorovych, u kterych
byla zkoumdna exprese FOXK2 a u tkani s ccRCC byla vyrazné potlacena a zaroven byla
nalezena nizsi hladina FOXK2 (obr. 9). Nizkd exprese FOXK2 znamenala niz8i miru pteziti u

pacientii s ccRCC [40].
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Obrazek 9 - Porovnani exprese FOXK?2 za pomoci IHC u rakovinové tkdané (ccRCC) a tkane zdrave
s navic provedenou negativni kontrolou. Upraveno dle [40]
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Naopak studie Jia a spol. ukdzala, ze FOXK2 souvisi s pohlavim a nadorovym stadiem a jeho
exprese s horsi mirou pieziti. Také jeho expresi popsala jako nezavisly prognosticky faktor pro

pacienty s ccRCC [48].

Na druhou stranu pii srovnani kolorektalni rakovinové (CRC) tkané se zdravou tkéani
tlustého stieva bylo zjisténo, ze je u tkdn¢ s CRC zvysend exprese FOXK2 a ta souvisi
s jadernym DVL [45]. V jiné testované skupiné byla pozorovéana interakce mezi SOX9 a
FOXK2 u kolorektalni rakovinové tkan¢€, kde byla exprese jak SOX9, tak FOXK?2 zvySena na
rozdil od tkan¢ nerakovinné (obr. 10). Pfi shrnuti ziskanych dat byla exprese FOXK2 a SOXK9
spojena s malou mirou pfeziti u pacientti s timto typem rakoviny [46]. U tkané s hepatocelularni
rakovinou bylo zjisténo, Ze obsahuje vysokou hladinu jak mRNA, tak proteinu FOXK2 v
porovnani se zdravou jaterni tkani (obr. 11. str. 25). Exprese FOXK2 byla spojena s nddorovou
velikosti, stadiem a vaskularni invazi a pfi jejim zvySeni i s nizkou mirou pteziti. Ta byla
nasledné propojena s miR-1271 majici roli jako tumor supresor u HCC. Podle TCGA bylo 21
% pripadt hepatocelularni rakoviny doprovazeno genovou amplifikaci FOXK2 nebo zvySenou
regulaci mRNA, zatimco u 25 % piipadii byla zaznamenan typicky onkogen u tohoto typu
rakoviny, MYC [47].

N
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nizka exprese § ,'*
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-
vysoka exprese | L'E:

Obrdzek 10 - Porovnani nizké a vysoké exprese FOXK2 a SOX9 u kolorektdlni rakovinové (T) a
nerakovinove (N) tkané. Upraveno dle [46]
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Obrdazek 11 - Porovnani exprese FOXK2 u hepatoceluldrni rakovinové (T) a nerakovinové (N) tkané
pomoci IHC barveni. Upraveno dle [47]
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2. Cile prace

1. Priprava DNA vazebné domény transkripcniho faktoru FOXK2 rekombinantni

expresi v buiikach Escherichia coli
2. Studium tvorby komplexu dvouvldknové DNA s DNA vazebnou doménou

transkripéniho faktoru FOXK2 metodami nativni hmotnostni spektrometrie

s vysokym rozliSenim a nativni elektroforetické separace
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3. Materialy
3.1. Chemikalie

acetonitril

agar

akrylamid (99,5 %)

bromfenolova modf (ACS kvalita)

coomassie Brilliant Blue R 250 (65%, ultrapure)
1,2-bis(dimethylamino)ethan (TEMED) (99,5%, GC)
1,4-dithiothreitol (DTT)

dodecylsiran sodny (SDS)

ethanol (HPLC kvalita, p. a. kvalita)

GelRed

glycerol

HEPES (99,5%)

hovézi sérovy albumin (BSA)

hydroxid sodny (p. a. kvalita)

chloramfenikol

chlorid sodny (p. a. kvalita)

imidazol (p. a. kvalita)

isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) (98%)
kanamycin

kyselina bicincholinova

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
kyselina chlorovodikova (37%, ASC kvalita)

kyselina mravenci

Merck, Némecko
Oxford, USA
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko

VWR International, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA
Lach-Ner, CR

Biotium, USA

Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR

Jarsey Lab Supply, USA
Lach-Ner, CR

Fluka, Svycarsko

VWR International, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
VWR International, USA
Sigma-Aldrich, USA

Fluka, Svycarsko
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kyselina octova (99,7%, ACS kvalita)
kyselina trifluoroctova (99%)

methanol (LC-MS grade)
N,N-methylen-bis-akrylamid (99%)
peroxodisiran amonny

Prestained Protein MW Marker

seeBlue™ Plus2 Pre-stainedProtein Standard
siran méd’naty (4%)

TEV proteasa
tris(hydroxymethyl)aminomethan (99,8%)
voda (neionizovand, LC-MS kvalita)

yeast extrakt (extrakt z kvasnic)

3.2 Pristroje a laboratorni vybaveni

analytické vahy AL54-1C

automatické pipety

BioFrac Fraction Collector

centrifuga 5920R s vyménnymi rotory
centrifugacni koncentratory
centrifugacni kyvety 11

centrifugacni zkumavky (15 ml, 50 ml)
fotodokumentacni systém

hmotnostni spektrometr solariX XR 15T
chladnic¢ka s mraznickou
chromatograficky systém NGC Quest 10

inkubator

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
FischerScientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
ThermoScientific, USA
Invitrogen, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA

Merck, Némecko

Oxoid, USA

Mettler Toledo, Svycarsko

Gilson, USA

Bio-Rad, USA
Eppendorf, Némecko
Millipore, USA
Beckamn Coulter, USA
Corning, USA
Bio-Rad, USA

Bruker Daltonics, USA
Samsung, Jizni Korea
Bio-Rad, USA

BMT, CR
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kolona Bio-Scale Mini Nuvia (Ni-Charged)
kolona ENrich SEC 70 10x300 mm

kolona MicroTrap™ — proteinova

ledova¢ Powericer XL

magnetickd michacka C-MAG HS10 digital
membranové filtry (0,45 pm)

mikrostiikacka (250 pul, 500 pl, 1000 pl)
odsolovaci kolony Zeba™ Micro Spin Desalting
pH elektroda InLab Expert Mettler

pH metr Orion Star A111 Thermo

predvazky HF 1200G

pipetovaci $pi¢ky pro nanaseni na gel (0,5-20 ul)
souprava pro SDS-PAGE

spektrofotometr DeNovix DS-11 FX +

stolni minicentrifuga minikin

termostat s tfepackou Thermomixer komfort

ultracentrifuga Avanti j-26 XP s vyménnymi rotory

ultrazvukova sonda UP200S
ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex
uhlovy rotor JLA-9.1000

vykyvny rotor S-4x 1000

vortex

zdroj napéti Power Pac Universal

zdroj napéti MP-250V Cleaver

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Michrom Bioresources, USA

Klarstein, Némecko
Ika, Némecko

Merck, Némecko
Hamilton, USA
ThermoScientific, Svédsko
Toledo, Svycarsko
Scientific, USA

AND, USA

Eppendorf, Némecko
Bio-Rad, USA
DeNovix, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
Hielscher, Némecko
Maneko, CR

Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Scientifica, Italie
Bio-Rad, USA

Scientific, UK
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3.3 Bakterialni kmeny

E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL Stratagene, USA
Genotyp: F ompT hsdS(rB- mB") dem" Tet" gal M(DE3)

endA Hte [argU proL Cam'] [argU ileY leuW Strep/Spec’]

3.4 Vektory a oligonukleotidy

pET-28a(+)-DBD FOXK?2 Gene Universal, USA
DAF16 f (5'-GAACAAATGGGTT-3) Sigma-Aldrich, USA
DAF16 1 (5‘-AACCCATTTGTTC-3°) Sigma-Aldrich, USA

3.5 Roztoky, pufry a média
Akrylamidova smés pro SDS-PAGE (30%)

29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) N,N-methylen-bisakrylamid

Barvici roztok pro SDS-PAGE gely

45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova, 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant
Blue R-250

Dialyzacni pufr

41, 20 mmol/l HEPES, 50 mmol/l NaCl, pH 8,0

Ekvilibracni pufr pro afinitni chromatografii

750 ml, 20 mmol/l HEPES, 500 mmol/l NaCl, 20 mmol/l imidazol, pH 7,5
Ekvilibracni pufr pro druhou afinitni chromatografii

500 ml, 20 mmol/l HEPES, 150 mmol/l NaCl, 20 mmol/l imidazol, pH 7,5
Elucni pufr pro afinitni chromatografii

250 ml, 20 mmol/l HEPES, 500 mmol/l NaCl, 50 mmol/l imidazol, pH 7,5
Elucni pufr pro druhou afinitni chromatografii

250 ml, 20 mmol/l HEPES, 150 mmol/l NaCl, 500 mmol/l imidazol, pH 7,5
LB médium

1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) extrakt z kvasnic (yeast extrakt), 1% (w/v) NaCl, pH 7,4



LB médium s agarem

LB médium s 1,25% (w/v) agaru

Lyzacni roztok

ekvlibracni pufr pro afinitni chromatografii, protedzové inhibitory
Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE

55% (v/v) H20, 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova

TBE pufr 10x koncentrovany

0,89 mol/l Tris, 0,89 mol/l kyselina borita, 0,02 mol/l EDTA, pH 8,3
Tris-Glycin SDS pufr

25mM Tris, 192mM glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3

Vzorkovy pufr pro nativni gelovou elektroforézu

10 mmol/l Tris, 0,03% (w/v) bromfenolova modt, 60% (v/v) glycerol,

60 mmol/l EDTA, pH 7,6

Vsechny pufry pouzité pti chromatografiich byly nejprve filtrovany a odvzdus$nény.
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4. Metody

4.1 Transformace kompetentnich bunék a priprava no¢ni kultury

Prvnim krokem pftipravy proteinu FOXK?2 byla transformace kompetentnich buné¢k metodou
teplotniho Soku. K transformaci byly pouzity buiiky BL21 RIPL, které byly uchovavany
v mrazaku pii -80 °C a pfed samotnou transformaci byly vlozeny na led, aby rozmrzly. Tento
ukon byl proveden i s plasmidem pET 28a(+). Mezitim byla piipravena vodni lazen, ktera je
potiebna k tepelnému Soku. Po rozmrznuti bun¢k a plasmidu bylo k 40 pl bunék ptidano 0,4 ul
plasmidu (0,5 pg/ul). Takto pripravend smés byla ponechéna se inkubovat na ledu a poté byla
vlozena do vodni 1azn€ na 45 s pti 42 °C. Po vyjmuti z vodni lazn¢ byl vzorek ulozen zpét na
led na dv€ minuty. Ve sterilnim prostiedi bylo pifevedeno 40 pl vzorku do 360 pl sterilniho LB
média a roztok byl ponechén se inkubovat v tiepacce na 1 hodinu pti 37 °C a 200 ot./min. Jako
negativni kontrola slouzilo pfevedeni 40 pl bunék bez plasmidu do 360 pl sterilniho LB média.
Vzorky byly naneseny na agarové plotny s chloramfenikolem (25 pg/ml) a kanamycinem
(50 pg/ml) a byly po ni rovnomérné rozetieny. Plotny byly ponechany pies noc pii 37 °C dnem

vzhuru.

Nasledujici den byly inokulovany tii kolonie bunck sterilnim pardtkem do 5 ml
sterilniho LB média obsahujici kanamycin (50 pg/ml) a chloramfenikol (25 pg/ml) a byly

ponechany na ttepacce pii 37 °C a 200 ot./min pifes noc.

4.2 Produkce DNA vazebné domény FOXK2 ve velkém objemu média

Do 21 Erlenmeyerovych lahvi se zahyby s 1 | LB média, 1 ml chloramfenikolu (25 pg/ml) a
kanamycinu (50 ng/ml) byly pfidany 2 ml bunééné no¢ni kultury a byly ponechény inkubovat
se na ttepacce pii 37 °C a 200 ot./min. Z lahvi byl postupné odebiran 1 ml a byla métena opticka
denzita pfi 600 nm (ODegoo) na spektrofotometru DeNovix DS-11. Poté co dosdhla ODeoo
hodnoty 0,9, bylo do lahvi pfidano 500 pul 1M IPTG a lahve byly ponechény pifes noc na
tiepacce pii 18 °C a 200 ot./min. Druhy den byly kultury centrifugovany na centrifuze Avanti
v rotoru typu JLA-9.1000 po dobu 15 min na 7000x g a pii 4 °C. Supernatant byl nasledné
odstranén, pelety byly resuspendovéany v pufru obsahujici 20mM HEPES a 50mM NaCl a
vznikly roztok byl centrifugovan na stolni centrifuze pti 4 °C na 10 000x g po dobu 15 minut.

Po centrifugaci byl odstranén supernatant a pelety byly zamraZeny na -80°C.
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4.3 Purifikace

4.3.1 Izolace proteint z bunécné kultury

Bunky byly rozmrazeny a resuspendovany ve 25 ml ekvilibraéniho pufru pro afinitni
chromatografii a byly lyzovany pomoci ultrazvuku po dobu 2x5 minut s hodnotou aplitudy 70,
piicemz cela prace probihala na ledu. Lyzat byl centrifugovan 45 minut pti 40000x g a dale se

pracovalo jen se supernatantem.

4.3.2 Afinitni chromatografie

Pii afinitni chromatografii se pracovalo s kolonou s imobilizovanymi nikelnatymi ionty
Bio-Scale Mini Nuvia (Bio-Rad), ktera by m¢la vazat protein a to diky afinité histidini k témto
iontim na N-konci proteinu. Nejprve byla kolona ekvilibrovana ptislusnym ekvilibraénim
pufrem (vizte seznam roztokill). Poté byl na kolonu externi pumpou nanesen lyzat pfi prutoku
1 ml/min a nasledn¢ byly proteiny zachycené na koloné eluovany pfislusSnym elu¢nim pufrem
pomoci zvySovani gradientu imidazolu pii prutoku 1 ml/min. Frakce byly sbirany po 0,5 ml a
dle méfené absorbance pti 280 nm a vysledku elektroforetické separace v polyakrylamidovém
gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodném (SDS-PAGE) byly vybrany ty, se kterymi se dale

pracovalo.

4.3.3 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS
Analyza pomoci SDS elektroforézy byla vyuZzivana k vyhodnoceni Cistoty frakei ziskanych u
kazdé chromatografie. Z jednotlivych frakci byly ptipraveny vzorky a to tak, ze bylo 20 ul
vzorku smichéno s 5 pl 5% koncentrovaného vzorkového pufru. Vzorky byly vzdy zahtaty na
95 °C na 5 min a centrifugovany na stolni centrifuze 5 min pti 10000x g. Vzorky byly nandseny
na polyakrylamidovy gel slozeny z 5% zaostfovaciho a 15% separa¢niho gelu (Tab. 1). Nejprve
byl ptipraven 15% separacni gel, ktery byl nanesen mezi skla elektroforetické aparatury a byl
pievrstven vodou. Po polymerizaci, kterd trvala piiblizné¢ 30 minut, byl pfipraven 5%
zaostfovaci gel, kterym se prevrstvil separa¢ni gel a do kterého byl vlozen hieben s 10 jamkami.
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 200 V v Tris-Glycin SDS pufru. Gely byly
barveny a nasledné odbarveny pomoci roztoki pro SDS-PAGE zaloZené na barveni Coomassie
Brilliant Blue. Ze ziskanych vysledkl byly vybrany nejCistsi frakce, se kterymi se pracovalo
dale.

Tabulka 1 — Objemy slozek potrebnych pro pripravu 15% separacniho a 5% zaostrovactho gelu

objemy slozek (ml)
slozka
15% separacni gel | 5% zaostifovaci gel
dH20 1,1 0,68 ml
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doska objemy slozek (ml)
15% separacni gel | 15% separacni gel
30% akrylamidova smés 2,5 0,17 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 1,3 -

IM Tris (pH 6,8) - 0,13

10% SDS 0,05 0,01

10% APS (peroxodisiran amonny) 0,05 0,01
TEMED 0,002 0,001

4.3.4 Stépeni histidinové kotvy

Zvolen¢ frakce z afinitni chromatografie byly smichdny a byla k nim pfidana TEV proteasa,
kterd rozpoznava sekvenci ENLYFQG a §tépi mezi glutaminem a glycinem, v hmotnostnim
poméru 1:50. Roztok byl dialyzovan za stalého michani ptes noc v chladové mistnosti (8 °C).
Pfi netiplném rozstépeni byla k roztoku ptidavana opét TEV proteasa v hmotnostnim poméru

1:50, dokud nedoslo k uplnému dostépeni.

4.3.5 Hmotnostné spektrometricka analyza produktii Stépeni

Zjisténi miry odSté€peni histidinové kotvy bylo stanoveno hmotnostni spektrometrii s ESI
ionizaci. Vzorek byl nejdiive odsolen pomoci proteinové kolony MicroTapTM. K tomu bylo
nutné 20 pl vzorku vytedit 200 ul 0,1% roztokem kyseliny trifluoroctové (TFA) (v/v). Pred
samotnym nanesenim vzorku byla kolona ekvilibrovana 0,1% roztokem TFA. Stejnym
roztokem byla kolona promyta i po naneseni vzorku a nakonec byl odsoleny vzorek z kolony
eluovan roztokem 80% acetonitrilu s 0,1% TFA (v/v). Roztoky byly na kolonu nanéaseny
mikrostiikackou. Ziskany eluat byl vyfedén roztokem 50% methanolu s 0,1% kyselinou

mravenci (v/v). Samotné méfeni bylo provedeno Mgr. Zdetikem Kukackou, Ph.D.

4.3.6 Druha afinitni chromatografie

Po odstépeni histidinové kotvy z proteinu bylo pfistoupeno k dal§im purifikaénim kroktim. Tim
nasledujicim byla druha afinitni chromatografie, jeZ byla vyuzita pro odstranéni piebytecné
TEV proteasy, ktera na rozdil od FOXK2 obsahuje histidinovou kotvu na N-konci, tudiZ byla
op€t vyuzita kolona s imobilizovanymi nikelnatymi ionty. Kolona byla ekvilibrovana
ptisluSnym ekvilibracnim pufrem a nasledné€ na ni byl nanesen vzorek injekéni stiikackou.
Jelikoz protein neobsahuje jiz histidinovou kotvu, dochéazi k jeho eluci hned, zatimco TEV
proteasa je z kolony eluovéana pfisluSnym eluénim pufrem a to gradientem imidazolu pii

prutoku 1 ml/min. Frakce zachycené béhem separace byly analyzovany pomoci SDS-PAGE dle
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postupu popsaného v kapitole 4.3.3. na stran¢ 33. Na zaklad¢ jejich vysledkt byly pro dalsi
praci vybrany ty frakce, které odpovidaly studovanému proteinu v co nejCistsi kvalité.

4.3.7 Gelova permeaéni chromatografie

Pied provedenim gelové permeacni chromatografie byly vybrané frakce z druhé afinitni
chromatografie zakoncentrovany pomoci koncentratoru Amicon® Ultra 4mL (MWCO 3 kDa)
na objem 1 ml. Pfi této chromatografii byla vyuzita kolona ENrich Sec-70 10300 mm (Bio-
Rad), ktera byla ekvilibrovana piislusnym ekvilibracnim pufrem pfii pritoku 1 ml/min. Vzorek
byl aplikovan pomoci injek¢ni stiikacky a frakce byly sbirany po 1 ml. Frakce zachycené béhem
gelové permeacni chromatografie byly opét analyzovany pomoci SDS-PAGE. Na zakladé
jejich vysledki byly pro dalsi praci vybrany ty frakce, které odpovidaly studovanému proteinu

-----

4.4 Analyza DNA vazebné domény FOXK2 s dvouvklaknovou DNA

4.4.1 Nativni elektroforéza

Oligonukleotid DAF16, jez byl vybran pro studium vazby s proteinem na zakladé ptedeslého
studia [14], byl zahtat v termostatu na 95 °C pfti 300 ot/min na 5 min. Po uplynuti této doby
bylo vyc¢kano na klesnuti teploty zpét na 25 °C. Byly pfipraveny vzorky se samotnou
jednovladknovou DNA (ssDNA r1/f), dvouvldknovou DNA (dsDNA, vznikla smisenim
jednovlaknovych) a proteinem. Zbylé vzorky byly smési proteinu o riznych koncentracich
dvouvldknové DNA (1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM). Protein byl 90uM a byl
pridavan ve stejném objemu. Na zavér byly ke vzorkim ptidany 2 pl vzorkového pufru pro
nativni elektroforézu a byly doplnény na 12 ul pufrem obsahujicim HEPES. Byl pfipraven
polyakrylamidovy gel (Tab. 2), do jehoZ jamek vytvotenych hiebenem byly vzorky nanaSeny.
Elektroforéza byla provedena v ledové lazni za konstantniho napéti 100 V a v pfitomnosti
1x koncentrovaného TBE pufru. Po ukonceni byl gel oplachnut v dH>O a nasledné byl barven
fluorescenénim barvivem GelRed po dobu 15 minut. Vizualizace byla provedena ve
fotodokumenta¢nim systému (Bio-Rad).

Tabulka 2 — Objemy slozZek potiebnych k piipravé gelu pro nativni elektroforézu

slozka objem slozky (ml)
dH20 5
30% akrylamidova smés 4
10x TBE (ph 8,3) 1
10% peroxodisiran amonny 0,08
TEMED 0,008
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4.4.2 Nativni hmotnostni spektrometrie

Pro potfeby méfeni nativni spektrometrie bylo nutné nejprve protein prevést do pufracniho
(ThermoScientific) (MWCO 7 kDa, 75 pul). Nejprve byly tii kolony Zeba Micro Spin pievedeny
do roztoku 150mM octanu amonného. Toho bylo docileno opakovanou centrifugaci 3x1 minuta
pii 1000x g, piicemZ na kazdou kolonu bylo po kazdé naneseno 50 pl octanu amonného.
Mezitim byl piipraven 0,5mM oligonukleotid DAF16 (dsDNA), ktery byl nejprve zahtat na
95 °C na pét minut pii 300 ot/min a poté ponechan zchladnout na laboratorni teplotu. Po
ekvilibraci octanem amonnym bylo na jednu kolonu naneseno 12 pl proteinu, zatimco do
dalSich dvou 3 pl oligonukleotidu a byly centrifugovany 2 minuty na 1000% g. U ziskané¢ho
proteinu bylo potieba zjistit koncentraci, ¢ehoz bylo docileno bicincholinovou metodou (BCA).
Bylo ptipraveno BCA ¢inidlo smichanim 4% roztoku siranu méd’natého (w/v) a bicincholinové
kyseliny v poméru 1:50 a nasledné bylo 80 pl ¢inidla ptidano ke 4 pl vzorku nebo standardu
hovéziho sérového albuminu. Takto ptipravené smési byly ponechany inkubovat 30 minut pfi
37 °C v termostatu a poté byla zmétfena absorbance pii 560 nm pomoci spektrofotometru
DeNovix DS-11 FX+. Nejdiive byly zméteny standardy o riiznych koncentracich (0,0; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8 a 1,0 mg/ml) a z téchto hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka. Z kalibracni kiivky
byla stanovena koncentrace proteinu, kterd ¢inila 0,07 mg/ml (6uM). Pomoci spektrofotemetru
DeNovix DS-11 FX+ byla zjisténa koncentrace také dsDNA, ktera ¢inila 300 uM, a zfedénim
300uM dsDNA se 150mM octanem amonnym byla ziskana 6uM dsDNA. Protein o znamé
koncentraci byl analyzovan pomoci nativni hmotnostni spektrometrie. Nasledné bylo smichano
5 pl 6uM proteinu s 5 pul 6uM dsDNA. Analyzou tohoto roztoku byla zkoumana piitomnost

komplexu.
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5. Vysledky

5.1 Afinitni chromatografie

Exprimovany protein FOXK?2 byl purifikovan sérii chromatografickych krokt. Tim tivodnim,
ktery mél za cil zachytit protein pomoci histidinové kotvy a tak ho oddé¢lit od dalSich proteinti
v bunécném lyzatu, byla afinitni chromatografie. Jeji zdznam (obr. 12) zobrazuje namétenou
absorbanci pfi 280 nm a jsou v ném patrnd 2 elu¢ni maxima. Prvni které pravdépodobné

odpovida proteinim z bunécného lyzatu a poté maximum odpovidajici DBD FOXK2.
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Obrazek 12 — Zaznam z afinitni chromatografie s vyznacenymi frakcemi 3-12 — modrd krivka -

absorbance pri 280 nm, Cerna kifivka - zvysujici se obsah imidazolu v pufru (20mM-0,5M)

Ze ziskanych frakci byla provedena SDS elektroforéza, pfi¢emz na obr. 13 (str. 38) je zobrazen
zni ziskany gel. Lze z n¢ vycist, Ze DBD FOXK2, jehoZ molekulovd hmotnost odpovida
13,9 kDa, se uspésné zachytil na koloné¢ a odpovidd druhému eluénimu maximu
v chromatogramu (obr. 12). Z gelu lze také pozorovat, Ze nejCist§imi frakcemi byly frakce

10-12, které byly pouZity pro dalsi praci.
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Obrazek 13 — Polyakrylamidovy gel z provedené SDS elektroforéezy — M — marker,; 1 - vzorek pred
provedenim afinitni chromatografie; 2 - vzorek po zachycent na kolonu, 3-12 — sbirané frakce

5.2 Stépeni histidinové kotvy na N-konci

Po prvni afinitni chromatografii byly vybrané frakce smichany a byla provedena jejich analyza
pomoci hmotnostniho spektrometru s ESI ionizaci. Na naméfeném spektru je k vidéni DBD
FOXK2 v nestépené forme. Majoritnim pikem spektra je nabojovy stav 16+ (obr. 14, str. 39).
Experimentalné zjisténa monoizotopicka hodnota (M+H") m/z u vzorku &inila 13 759,993 Da,
coz se lisi od teoretické hodnoty DBD FOXK2 (13 759,974 Da) o 1,4 ppm. Lze tedy s vysokou
mirou pravdépodobnosti predpokladat, ze ziskanym proteinem je skute¢né¢ DBD FOXK2. K
smichanym frakcim byla ptfidana TEV proteasa za soucasné dialyzy v dialyza¢nim pufru. Prvni
piidavek TEV proteasy byl v pomé&ru 1:50 a v namétenych spektrech (obr. 15A, str. 39) je stale
vidét izotopova obalka odpovidajici nepostépenému proteinu. Proto byl k proteinu dodan druhy
piidavek TEV proteasy v poméru 1:50. Nasledujici den byl pozorovan ubytek nepostépené
formy DBD FOXK2 (obr. 15B, str. 39) nicméné byla tato forma stale pfitomna, a proto byla ke
vzorku pfidana tieti davka proteasy v poméru 1:50. Po tomto pfidavku jiz nebylo pozorovano
zadné zastoupeni nepostépené formy proteinu (obr. 15C, str. 39), nicméné bylo zjisténo, Ze
v priubéhu stépeni doslo k ¢astecné degradaci proteinu, jelikoz naméfend hodnota m/z odpovida

proteinu, u né¢hoZ na C-konci doslo k odStépeni 3 aminokyselin (RPR).
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Obrazek 14 — Hmotnostni spektrum smeésné frakce po afinitni chromatografii, izotopovy profil odpovida

DBD FOXK?2 v nestépené formé
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Obrazek 15 — Spektra z hmotnostniho spektrometru s ESI ionizaci zobrazujici priibéh Stépeni histidinové

kotvy na N-konci — vievo celé spektrum a vpravo priblizené spektrum — A — spektra po prvnim pridavku

TEV proteasy, B — spektra po druhém pridavku TEV proteasy, C — spektra po tretim pridavku TEV

proteasy
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5.3 Druha afinitni chromatografie

Dalsim purifikacnim krokem byla druha afinitni chromatografie, jejimz cilem bylo odstranéni
TEV proteasy, ktera se na rozdil od studovaného proteinu na afinitni koloné zachycuje. Z druhé
afinitni chromatografie byl ziskan chromatogram, na kterém je k vidéni namétend absorbance
pfi 280 nm i s jedinym eluénim maximem, které odpovida frakci nezachycené na kolon¢ (obr.

16), coz by naznacovalo, Ze se miize jednat o DBD FOXK2.
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Obrazek 16 — Chromatogram ziskany pri druhé afinitni chromatografii s vyznacenymi frakcemi 1-9 —
modra kiivka - absorbance pri 280 nm, cCernd krivka - zvysujici se obsah imidazolu v pufru (20mM-
0,5M)

Ze ziskanych frakci byla provedena SDS elektroforéza (obr. 17, str. 41). Z gelu lze vy¢cist, ze
ziskané frakce DBD FOXK?2 obsahovaly, jelikoZ pozorujeme silny pruh odpovidajici hmotnosti
proteinu. Nicméné& u nékterych frakci jsou patrné pruhy dva, coZ miize byt vznikem dalsi formy

tohoto proteinu. Pro dalsi studium byly vybrany frakce 3 a 4.
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Obrazek 17 — Polyakrylamidovy gel po provedeni SDS elektroforézy po druhé afinitni chromatografii —
M — proteinovy marker, 1-9 - sbirané frakce

5 .4 Gelova permeacni chromatografie

Poslednim purifikacnim krokem bylo provedeni gelové permeaéni chromatografie, jejiz
zaznam zobrazujici absorbanci namétenou pii 280 nm s pikem odpovidajicim DBD FOXK2 se

naléza na obrazku 18.
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Obrazek 18 — Chromatogram z gelové permeacni chromatografie s vyznacenymi frakcemi 2-6 — modra
kFivka - absorbance pri 280 nm

Z frakci byla provedena SDS elektroforéza (obr. 19, str. 42). Na gelu Ize pozorovat silny pruh,
jehoZ molekulova hmota odpovida DBD FOXK2. I v tomto pfipad¢ je na gelu vidét vice forem

tohoto proteinu.
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Obrdazek 19— Polyakrylamidovy gel frakci z gelové permeacni chromatografie — M — proteinovy marker;
1 - vzorek pred gelovou permeacni chromatografii; 2 — 6 - sbirané frakce

Za nejCistsi frakce byly vybrany frakce 4 a 5, které byly smichany a vzorek byl analyzovan na
hmotnostnim spektrometru (obr. 20). Na naméteném spektru je mozné vidét izotopovy profil
DBD FOXK2 po dokonceni vSech purifikacnich krokd. Experimentalné zjisténa
monoizotopicka hodnota (M+H") m/z u vzorku ¢inila 11 270,820 Da, coz se lisi od teoretické

hodnoty o 3 aminokyseliny (RPR) z C-konce kratsi DBD FOXK?2 (11 270,827 Da) o 0,6 ppm.
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Obrazek 20 — Spektrum z hmotnostniho spektrometru zobrazujici DBD FOXK?2 o 3 aminokyseliny kratsi
s nabojovym cislem 13+
5.5 Nativni elektroforéza
Ke studiu interakce proteinu s oligonukleotidem DAF16 byla vyuZita nativni elektroforéza
(vizte kapitola 4.4.1, str. 35), ze které byl ziskéan gel (obr. 21, str. 43). Na gelu Ize pozorovat jak
samostatné DNA (drédhy 1-3), tak vznikajici komplex jiz pfi nizkych koncentracich dsDNA

(drahy 5-6), pricemz se zvysSujici se koncentraci dsDNA je pruh odpovidajici komplexu

42



vyraznéjsi a to az do doby, kdy koncentrace dSDNA prevysila koncentraci proteinu. Déle uz je

vidét, Zze pruh odpovidajici komplexu nenartista a naopak nartista pruh odpovidajici dsDNA.

komplex

dvouvlaknova DNA

jednovlaknova DNA

Obrazek 21 — Polyakrylamidovy gel z nativni elektroforézy — 1 — ssDNA r; 2 — ssDNA f; 3 - dsDNA;
4 — protein; 5 — 1 uM dsDNA + 9 uM protein; 6 - 3 uM dsDNA + 9 uM protein; 7 - 5 uM dsDNA + 9
uM protein; 8§ — 10 uM dsDNA + 9 uM protein; 9 — 20 uM dsDNA + 9 uM protein; 10— 40 uM dsDNA
+ 9 uM protein

5.6 Nativni hmotnostni spektrometrie

Druhou technikou, kterou byla studovana interakce DBD FOXK2 s oligonukleotidem DAF16
byla nativni hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim. Protein ziskany po ptevedeni do
octanu amonného byl analyzovan samostatné (obr. 22A, str. 44), kde pozorujeme nékolik
nabojovych stavii jednoho proteinu, kterda hodnotami m/z (11 270,841 Da) odpovida
nedenaturované formé¢ DBD FOXK2 s majoritnim ndbojovym ¢islem 6+. Nasledné byl
analyzovan samotny oligonukleotid DAF16 (obr. 22B, str. 44). V tomto piipad¢ je patrny
izotopovy profil odpovidajici pfedevSim cCtyfikrat nabitému oligonukleotidu s primérnou
hodnotou m/z 7 904,402 Da. Bohuzel tento profil také naznacuje velké mnozstvi aduktt, které
hmotou odpovidaji molekule HEPES, ktery vzorek patrné stile obsahoval. Spektrum vzorku
obsahujici smés proteinu s dsSDNA v poméru 1:1 (obr. 22C, str. 44) potvrzuje tvorbu komplexu
s nabojovym ¢islem 7+ odpovidajici molekulové hmotnosti m/z 19 180,402 Da, ale 1 v tomto

ptipadé je moZné sledovat velké mnoZzstvi adukti, které se na komplex vazi.
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Obrazek 22 — Spektra z nativai hmotnostni spektrometrie — A — protein DBD FOXK2, B - oligonukleotid
DAF16, C - komplex DBD FOXK? s oligonukleotidem DAF16
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6. Diskuze

Jednim z ukoli této prace byla ptiprava DNA vazebné domény transkripcniho faktoru FOXK2.
Nejprve byla provedena jeho rekombinatni exprese v bakteridlnich buikdch BL21-CodonPlus
kmene RIPL pomoci plasmidu pET-28a(+). DalSim krokem byla produkce proteinu ve velkém
objemu média nasledovéna sérii purifikacnich kroki. Jelikoz pii prvni afinitni chromatografii
na kolon¢ s imobilizovanymi nikelnatymi ionty, kde by se mél protein DBD FOXK?2 zachytit
pomoci histidinové kotvy, bylo zaznamenéano vyrazné elu¢ni maximum, existoval piedpoklad,
ze exprese byla uspésna. To bylo posléze potvrzeno néaslednou analyzou elektroforetickou
separaci v polyakrylamidovém gelu a hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim
zachycenych frakci, kde byl sledovan pruh respektive izotopova obdlka odpovidajici
molekulové hmotnosti studovaného proteinu (13 760 Da). Nicméné samotny proces piipravy
proteinu by urcité mohl byt 1épe provedeny a zaslouzil by do budoucna optimalizaci postupu.
Prostor by v tomto ohledu mohl sméfovat jednak k samotné produkci bunék (délka, teplota)
anebo k jejich rozbiti a naslednému resuspendovani ziskaného proteinu. Dale bylo provedeno
Stépeni histidinové kotvy na N-konci proteinu TEV proteasou soucasné s dialyzou v chladové
mistnosti (8 °C), ale jelikoz $tépeni nebylo Uplné, bylo nutné Stépeni zopakovat jest¢ 2x. Po
analyze vzorku pomoci hmotnostni spektrometrie po tetim St€peni bylo zjisténo, Ze doslo
k degradaci proteinu, jelikoz pfisel o tii aminokyseliny na C-konci, coz lze vysvétlit dlouhou
dobou Stépeni, kterd dohromady c¢inila 4 dny. Po druhé afinitni a gelové permeacni
chromatografii bylo na polyakrylamidovych gelech patrné, ze frakce obsahovaly vice forem
proteinu, nebot’ doSlo kjiz dfive zminéné degradaci. Degradaci by moZznad §lo pfede;jit
zkracenim doby S$tépeni, ke které by mohla pomoci zména teploty, béhem které Stépeni
probihalo. Dal$imi purifikacnimi kroky byla druha afinitni chromatografie, kde byl protein
uspésné zbaven TEV proteasy a gelova permeacéni chromatografie, ktera slouzila k docCisténi a
predevsim pievedeni proteinu do pufru bez imidazolu. JelikoZ byla vysoka ¢istota pozorovana
Jjiz po provedeni SDS elektroforézy po druhé afinitni chromatografii, bylo by mozné tento krok
nahradit dialyzou. Konen¢ny vytézek proteinu byl odhadovan na 2 mg. Je mozné, ze by vytézek
mohl byt vyssi a to naptiklad zménou podminek pii dialyze a koncentrovani, jelikoZ u téchto
krokti dochézelo k nejvétsim ztratam zplisobenych precipitaci proteinu. Mezi dalsi ztraty lze
uvazovat také nevyuziti vSech frakci ziskanych béhem chromatografii. Nicméné to by mohlo
byt na ukor kvality ziskaného preparatu, jelikoz byly k dalSimu postupu vybrany vzdy jen ty

nejCistsi frakce.
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Druhym ukolem této studie bylo analyzovat vazbu ptipravené DNA vazebné domény s
oligonukleotidem DAF16, ktery byl vybran na zakladé piedeslych studii [14]. Vazba byla
uspésné oveétena jak pomoci nativni elektroforézy, tak pomoci nativni hmotnostni
spektrometrie. Z vysledki nativni elektroforézy lze usuzovat, ze se dsSDNA vazala v poméru
1:1 s 9uM proteinem pii koncentraci 3 uM. Od této koncentrace se jiz pruh odpovidajici
komplexu neméni a se zvysujici se koncentraci dsSDNA ptibyva vice jeji volné formy. Zaroven
je mozné, Ze byla vaznost ovlivnéna neptesnosti pti ptiprave studovaného vzorku, pficemz tato
chyba mohla nastat pfi fedéni proteinu, ktery byl aplikovan ke vzorkim, méfeni jeho
koncentrace ¢i kontaminaci oligonukleotidu. RovnéZ u nativni hmotnostni spektrometrie bylo
mozné sledovat samostatnou dsDNA v ptipadé, ze byla namichdna ekvimolarni smés protein-
dsDNA. To bohuzel nahrava stejnému zavéru, jako u vysledkt nativni elektroforézy. Nicméné
v piipadé¢ meétfeni dsDNA a komplexu bylo pozorovdno velké mnozstvi aduktl, které
hmotnostné odpovidali molekuldam HEPES. Tento trend vSak nebyl sledovan ve spektrech
samotného proteinu. To by naznacovalo, ze oligonukleotid DAF16 nebyl pfed analyzou
dostate¢n¢ kvalitné odsolen. Avsak tento fakt by nemél mit na tvorbu komplexu zasadni vliv.
Mohl by ovSem naznacit, Ze pii piipravé oligonukleotidu doslo k jizZ zminéné kontaminaci.
Zaveérem muze byt konstatovano, ze DBD FOXK2 (obr. 23, str. 46) a DAF16 komplex vytvari
ato1v pripadé€ o 3 aminokyseliny z C-konce zkracené formy proteinu. Tato ¢astecna degradace
by na prvni pohled vazbu a jeji afinitu neméla ovlivilovat, protoZe je od vazebného mista
vzdalena. AvSak FOXK2 vykazuje rozsahlé prekryvy ve vaznosti na genomové oblasti in vivo
s dal§imi zastupci FOX rodiny a to FOXO3 a FOXJ3. Jeden z poznatkll popisuje, Ze je mozné,
aby se vice proteinll (nejen 3 zminéné) z rodiny FOX vazalo na stejné misto, coz by vedlo k jeho
casteCnému obsazeni. Preference ve vaznosti jsou zaméfeny na jaderny motiv
5‘-GTAAACA-3* [14]. Toto tvrzeni bylo potvrzeno vyuzitim oligonukleotidu DAF16, ktery
tuto sekvenci obsahuje. Stejna sekvence byla vyuzita i u dalsi publikace, ktera popisuje jako
hlavni misto pro navazani DNA tieti helix (obr. 24, str. 46). Nicméné¢, se ukdzalo, ze dalSimi
c¢astmi DBD FOXK2, které vaznost mohou ovliviiovat jsou smycka mezi druhym a tfetim
snizend schopnost DBD FOXK?2 vézat se na DNA, kdy v sekvenci chybélo praveé poslednich 6
aminokyselinovych zbytkl. K tomuto poznatku byl pfidan dalsi, jelikoz bylo zjiSténo, Ze
C-konec pozmeénil orientaci téchto aminokyselinovych zbytkli a doslo k jejich kontaktu
s malym zlabkem DNA [49]. Tato tvrzeni by mohla znamenat, ze pfi vzniku komplexu DBD
FOXK2 s DNA mohla byt ovlivnéna jeji vaznost, jelikoz doSlo k degradaci tii

aminokyselinovych zbytkli z C-konce. Na druhou stranu ze studie neni patrné, v jaké mife ¢i
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jestli viibec nepfitomnost pouze tii mize vaznost ovlivnit. V nasem piipadé¢ se DBD FOXK2

vazalo, z ¢ehoz 1ze minimaln¢ usuzovat to, Ze néjaké ovlivnéni nebylo na prvni pohled zietelné.

Obrazek 23 — Struktura DBD FOXK?2 z databaze trojrozmérnych struktur proteinii — modre je zabarveny
N-konec na prvaim helixu, zelené druhy helix, Zluté treti helix a cervené ctvrty helix s C-koncem (2C6Y)

Obrazek 24 — Struktura DBD FOXK2 navazand na dvousroubovici DNA z databadze trojrozmérnych
struktur proteinit (2C6Y) — modre je oznaceny tieti helix navdazany na velky zlabek DNA
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7. Zavér

1. Byla pfipravena DNA vazebnd doména transkripéniho faktoru FOXK2

rekombinantni expresi v bunikkach Escherichia coli.

2. Byla ovéfena tvorba komplexu dvouvldknové DNA s DNA vazebnou doménou
transkripéniho faktoru FOXK2 metodami nativni hmotnostni spektrometrie s vysokym

rozliSenim a nativni elektroforetické separace
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