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Abstrakt

Podtiida ,,0* transkrip¢nich faktora forkhead box (FOXO) pfedstavuje skupinu proteinii, které
hraji zasadni roli v celé fadé¢ bunécnych procest souvisejicich se stresem, glukoneogenezi,
kontrolou bunécného cyklu, apoptoézou, senescenci a opravami poskozené DNA. Obecné jsou
povazovany za supresory nadort. Ukéazalo se vSak, ze mohou naopak podporovat tumorigenezi
a vyvolavat rezistenci na pouzitd chemoterapeutika. Navzdory mnoholetému vyzkumu
biologické role FOXO proteinti zistava stale cela fada otazek, které je tfeba zodpovédét.
Je naptiklad otdzkou, zda se nepatrné strukturni rozdily pozorované v jinak vysoce
homolognich DNA-vazebnych doménach jednotlivych zastupci FOXO promitaji do jejich
schopnosti vazat DNA. Neni zcela jasné ani to, jak vazbu na DNA ovliviluji protein-proteinové
interakce s vazebnymi partnery. Nedavno byla popséna interakce FOXO transkripénich faktorti
s proteinem p53, ktery byva nazyvan strdzcem genomu kvuli zprostfedkovavani reakce
na akutni poskozeni DNA. Zda se, Ze by vzdjemna interakce proteintt FOXO a p53 mohla mit
zasadni vliv na DNA vazebnou afinitu obou téchto proteinti. Na zaklad¢ toho byly v ramci této
prace exprimovany a purifikovdiny DNA-vazebné domény lidskych transkripénich faktori
FOXOI1, FOXO03 a FOX0O4 (FOXO1144-270), FOXO3(1422267) a FOXO4s6-211)) a transaktivacni
doména proteinu p53 (p53(1-93)), kterd s FOXO-DBD interaguje. Nasledné byly s témito
proteiny provedeny vazebné studie pomoci méfeni stacionarni anisotropie fluorescence, coz
vedlo ke stanoveni DNA-vazebnych afinit FOXO-DBD ke dvéma konsenzualnim sekvencim
(IRE a DBE). Vysledky ukazaly, Ze vSechny pfipravené FOXO-DBD vézaly sekvenci DBE
s vy$§i afinitou nez sekvenci IRE, av§ak mezi jednotlivymi FOXO-DBD nebyly pozorovany
vyrazné rozdily ve vazebné afinité. Dale bylo pozorovano mirné snizeni DNA-vazebné afinity

FOXO1-DBD, ale ne FOX03-DBD a FOX04-DBD, k sekvenci IRE v ptitomnosti p5S3-TAD.

Kli¢ova slova: FOXO, forkhead, p53, transkrip¢ni faktor, protein-protein interakce



Abstract

The forkhead box "O" (FOXO) proteins are a subclass of the Forkhead family of transcription
factors that play a critical role in a variety of cellular processes such as response to cellular
stress, gluconeogenesis, cell cycle control, apoptosis, senescence, and repair of DNA damage.
They are generally considered to be tumor suppressors. However, it has been shown that they
can promote tumorigenesis and induce resistance to the chemotherapeutic agents. Despite many
years of research into the biological role of FOXO proteins, a number of questions remain
to be answered. For example, whether the slight structural differences observed in the otherwise
highly homologous DNA-binding domains of individual FOXO transcription factors affect
their DNA binding affinity. Furthermore, it is unclear how protein-protein interactions affect
DNA binding affinity of FOXO proteins. Recent study has described the interaction of FOXO
transcription factors with the p53 protein. Protein p53 is called the guardian of the genome due
to its ability to mediate the response to acute DNA damage. The interaction of FOXO and p53
proteins appears to have a major effect on the DNA binding affinity of both these proteins.
Based on this, DNA-binding domains of the human transcription factors FOXO1, FOXO3
and FOX04 (FOXO1144-270), FOXO3 142267y and FOXO4s6-211)) and the transactivation domain
of p53 protein (p53(1-93)), which interacts with FOXO-DBD, were expressed and purified.
Subsequently, DNA-binding affinities of FOXO-DBD for two consensus sequences (IRE and
DBE) were determined using steady-state fluorescence anisotropy measurements. The results
showed that all prepared FOXO-DBDs bound the DBE sequence with higher affinity than
the IRE sequence, but no significant differences in binding affinity were observed between
the individual FOXO-DBDs. Furthermore, a slight decrease in the DNA-binding affinity
of FOXO1-DBD, but not FOX0O3-DBD and FOX04-DBD, to the IRE sequence was observed
in the presence of p53-TAD.

Keywords: FOXO, forkhead, p53, transcription factor, protein-protein interaction
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Seznam pouzitych zkratek

AKt/PKB.....coeviieienne protein kinasa B

ATP i adenosintrifosfat

BI21 (DE3) ..ovieiieeiiee kmen bakterii E. coli vhodny pro expresi proteinil

CBP oo CREB vézajici protein (z angl. CREB binding protein)

DAF-16.....cceiieeiieeiee ortholog FOXO proteint u Caenorhabditis elegans

DBD ..ot DNA-vazebnd doména

DBE...coooiiiiieieieee vazebny element rodiny DAF-16 (zangl. Daf-16 family
member-binding element)

DNA .o deoxyribonukleova kyselina

DTT oo, 1,4-dithiothreitol

E. coli oo, bakterie Escherichia coli

EDTA oo kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl.
ethylenediaminetetraacetic acid)

FOX it forkhead box transkrip¢ni faktory

FOXO oo , O podskupina forkhead box transkrip¢nich faktori

G R glutathion-S-transferasa

His-tag ....cccooovvviieiienne histidinova kotva

IPTG i isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

IRE ..o insulin responsivni element

IRS .o, proteiny uplatiiujici se v insulinové kaskad¢ (z angl. insulin receptor
substrate)

INK Jun N-koncova kinasa

1140 TP kilobaze, tedy tisic para bazi (z angl. kilobase pair)

LB medium...........ccu...... médium pro bakterie dle Luria-Bertani (z angl. lysogeny broth)

MDM2.....oooiiieeiieeieene ubikvitin ligasa FOX proteinti (z angl. mouse double minute 2)

MST .o Ste-20 podobna kinasa 1

NES oo nukledrni exportni sekvence

NLS o nukleérni lokaliza¢ni sekvence

NMR...oooiiiiiieieeee nukledrni magnetickd rezonance

PBS..oe, fostatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

| 3D) G I fosfoinositid-dependentni kinasa 1
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PIBK .o, fosfatidylinositol-3-kinasa

RNA e, ribonukleova kyselina

ROS ..o, reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)

SDS..iiieeeee e dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE.........cccovnneen. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS (z angl.
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

Ser i serin

SGK..ovveieieeieeeeeeen sérem a glukokortikoid-regulovana kinasa

SNP...ovieieiieieeeeeee, jednonukleotidové polymorfismy (zangl. single nucleotide
polymorphism)

TAD o transaktivacni doména

TEMED .....ccoovveeveneannn. N, N, N’, N’-tetracthylendiamin

TEV o proteasa viru tabdkové mozaiky (z angl. Tobacco Etch Virus)
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U e, jednotka (z angl. units)

VIV ettt objem/objem (z angl. volume/volume)

W/V eiteiiieeeiee et hmotnost/objem (z angl. weight/volume)
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1.Uvod

Genova exprese je regulovana na nékolika urovnich. Jedna se zejména o regulaci transkripcni
aktivity pomoci transkripénich faktorti, apravy mRNA a posttranslacni modifikace proteind.
Genova rodina forkhead box (FOX) koduje evolu¢né konzervované proteiny, které ovliviluji
transkripci celé fady gend, ¢imz se podileji na regulaci bunééné homeostazy, proliferaci, vyvoji

organismu a starnuti'.

Prvnim objevenym genem z FOX rodiny byl gen forkhead (fkh) nalezeny v Drosophila
melanogaster’. Nasledoval objev FOXAI u krysy® a na z4kladg srovnani téchto dvou genii byl
charakterizovén sdileny monomerni DNA-vazebny motiv tzv. forkhead doména, ktera je naptic¢

vSemi zéastupci FOX rodiny vysoce konzerovana®.

Postupem casu bylo vyfeSeno n¢kolik krystalovych struktur jednotlivych zastupct z FOX
rodiny a bylo nutné definovat nomenklaturu, dle niz budou FOX proteiny jednotné
pojmenovany a rozfazeny”. Na zakladé fylogenetické analyzy forkhead domény bylo vytvoteno
15 podtiid, které byly casem rozsiteny o dalsi 4 podtiidy. Aktudlné se tedy FOX proteiny d¢li

do 19 podttid, které se znaci ,,A* az ,,S*.

Rodina FOX se skldda celkem ze 44 genti mySiho genomu a z 50 gent lidského genomu,
ke kterym se navic fadi dva znamé pseudogeny'. Hraji dlileZitou roli v regulaci metabolismu,
imunitniho systému a proliferace a jejich disfunkce je spojovana s celou fadou lidskych chorob
véetné rakoviny. Tim se stdvaji potencionalnimi molekuldrnimi biomarkery s vyuzitim
pro diagnostiku, progndzu a 1é&ebné tcely®. Je viak zapotiebi dalsiho vyzkumu k identifikaci

protein-proteinovych interakci, mechanismil ti€¢inku a posttransla¢nich modifikaci.

Pomérné nedavno se navic ukazalo, Ze jednim z interak¢nich partnerit FOXO transkripcnich
faktori je protein p53, ktery ma vyznamnou roli v regulaci starnuti, apoptézy a opravy
poskozené DNA’. Aktivuje se predev$im v reakci na riizné typy bunééného stresu, ¢imZ chrani
buiiky pred tumorigenezi®. Gen kodujici protein p53 je nejéastéji mutovanym genem lidské
rakoviny, coz z néj €ini atraktivni cil vyzkumu. Navzdory intenzivnimu zkoumani vSak zlstava
mnoho otazek nejasnych. Mnoho z nich se tykéa i zminéné interakce proteinu p53 s FOXO, ktera

se zda byt naprosto kliCova pro regulaci senescence.
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2.Literarni prehled

2.1.  Transkripce

Transkripce je proces, pfi némz dochazi k ptepisu jednotlivych genti z DNA do RNA (Obr. 2.1,
str. 13). K pfepisu genetické informace dochazi vzdy pouze z jednoho tzv. pracovniho vldkna
DNA, které je vyuzito jako pfedloha (templat). Druhé vldkno DNA byva oznaCovano jako
pamétové a pro samotnou transkripci genu vyznam nemd. Noveé vzniklé vladkno mRNA
nazyvame primarnim transkriptem a je vytvoieno dle principu komplementarity bazi. Sekvence
mRNA je totoznd se sekvenci pamétového vlakna DNA s tim rozdilem, ze v mRNA jsou

vsechny thyminové nukleotidy nahrazeny uracilovymi.

rrrrr

DNA-dependentni RNA polymerasy do oblasti promotoru, coz je charakteristickd sekvence
DNA ptfed zacitkem genu. U prokaryot je promotor rozpozndn sigma faktorem RNA
polymerasy, ktera se vdze na konsenzualni sekvence v pozici -10 a -35 (10 a 35 nukleotida pied
mistem iniciace). Poté dojde k oddé€leni vlaken DNA a vytvofeni transkripéni bubliny, ¢imz je
transkripce zahdjena. U eukaryot se RNA polymerasa nemiize sama o sob¢ vazat pfimo na
sekvenci promotoru, ale vyZzaduje pfitomnost obecnych (bazélnich) transkripénich faktord,
ktery teprve umozni vazbu RNA polymerasy. VétSina eukaryotickych promotort obsahuje
sekvenci zvanou TATA box v pozici -25, ktera je, stejné jako konsenzualni sekvence -10 a -35

u prokaryot, bohata na adenin a thymin, coz usnadiiuje oddéleni vlaken DNA.

Jakmile je RNA polymerasa navazana v oblasti promotoru, mize zacit druhd elongacéni
faze, kdy se RNA polymerasa postupné posouva po negativnim vldkné¢ DNA ve sméru 3°-5¢
a katalyzuje pfipojovani jednotlivych nukleotidi na 3’konec rostouciho vlakna RNA.
U prokaryot najdeme jedinou RNA polymerasu, ktera syntetizuje vSechny typy RNA (mRNA,
rRNA, tRNA). Oproti tomu eukaryota vyuzivaji az 3 druhy RNA polymeras, které se 1isi jak
svymi chemickymi vlastnostmi a strukturou, tak typem RNA, kterou syntetizuji. Transkripci
kédujicich genil zajistuje RNA polymerasa II. Zbylé dvé RNA polymerasy (I, III) syntetizuji
rRNA a tRNA.

12



Posledni fazi je terminace, tedy ukonceni transkripce. K t¢ miize dojit bud’ vlivem
terminacnich sekvenci, které umozni vytvofeni stabilni vlasenky, jez zplsobi zastaveni
transkripce a destabilizaci RNA polymerasy, nebo u prokaryot prosttednictvim Rho faktoru,
ktery se vaze na vnikajici RNA a zptisobuje oddéleni transkriptu od RNA polymerasy.

Primérni transkript je bezprostfedné po svém vzniku podroben posttranskripénim
a kotranskripénim upravam, jako je piipojeni 7-methylguanosinové cepicky na 5‘konec,
posttranskripéni Upravou eukaryot a dochdzi pfi ném k vystépeni nekodujicich sekvenci
(introni) a naslednému spojeni kddujicich sekvenci (exonl) za vzniku funkéni mRNA, jez je
exportovana z jadra a dale vyuzita pro translaci. Oproti tomu u prokaryot zadné posttranskripéni
upravy neprobihaji a primarni transkripty jsou bezprostiedné po transkripci piipraveny

k translaci. Ta je, kvili absenci jaderné membrany, Casto realizovdna soucasné s transkripci.

RNA polymerasa

/ Pamétové vldkno
/]

DNA

Pracovni vlakno

RNA

Pamétové vldkno

RNA E] D

Pracovni vlakno

Obr. 2.1 — Schéma probihajici transkripce (elongaéni faze). Sedé je zndzornéna RNA polymerasa katalyzujici
pripojovani nukleotidi na 3’konec nové vznikajiciho vlakna RNA, které je syntetizovano dle templatového
(pracovniho) vldkna DNA. Pfevzato a upraveno’.
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2.2.  Transkripéni faktory

Transkripce a jeji regulace zavisi na proteinech zndmych jako transkripéni faktory. Jedna se
o proteiny, které rozpoznavaji a vazou regulacni sekvence DNA, ¢imz ovliviiuji miru genové

exprese. Délime je na obecné (bazélni) a specifické transkripéni faktory.

Obecné transkripcni faktory rozpoznavaji promotorové sekvence mnoha geni a spolecné
pro iniciaci transkripce. Specifické transkripéni faktory nerozpoznévaji promotor umistény
v blizkosti daného genu, ale cili na sekvence specifickych elementl, které mohou byt
od regulovaného genu vzdaleny stovky az tisice parti bazi. V zavislosti na tom, zda vazbou
transkripcnich faktorti na specifické elementy dochéazi k zesileni ¢i utlumeni transkripce,

se regulacni sekvence dé€li na zesilovace (z angl. enhancers) nebo tlumice (z angl. silencers).

Transkrip¢ni faktory jsou zdsadnimi regulatory genové exprese a maji rozhodujici vliv na
to, zda bude probihat transkripce jejich cilovych genli a v jakém rozsahu'®. Proto musi byt
ptisné regulovany, coz je zajisténo na dvou principidlné odliSnych urovnich. Bud’ se jedna
o regulaci jejich koncentrace nebo aktivity. Koncentrace transkripénich faktori muize byt
regulovana v jakémkoli kroku vedoucimu od DNA k proteinu, zahrnujici transkripci,
posttranskripéni upravy RNA, transport RNA do cytoplasmy, degradaci RNA a také translaci.
Jakmile je transkripcni faktor syntetizovéan, ptichdzi na tfadu regulace jeho aktivity. Ta je
modulovana mnoha zpisoby. Aby mohl ovliviiovat transkripci, musi byt pfenesen do jadra, coz
je zprosttedkovéano jadernou lokaliza¢ni sekvenci (NLS, z angl. nuclear localization signal).
Ta mlze byt maskovdna vazbou jiného proteinu nebo fosforylaci tak, Ze je znemoznéno
premisténi faktoru do jadra. K ovlivnéni transkripce je dale nezbytnéd schopnost faktoru vazat
DNA (ptfipadné schopnost dimerizace ¢i transaktivace), kterou lze ovlivnit posttranslacni

modifikaci, vazbou ligandu ¢i interakci s vazebnym partnerem.

Dle struktury DNA-vazebné domény, jez je zodpovédna za specifické rozpoznani cilové
nukleotidové sekvence, se transkripéni faktory déli do jednotlivych rodin!!. Mezi typické
DNA-vazebné motivy patii leucinovy zZip, Sroubovice-smycka-Sroubovice,
Sroubovice-otocka-Sroubovice, homeobox, ptipadné rizné typy tzv. ,,zinkovych prsta* tedy

zinek koordinujici domény.
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2.3.  Transkrip¢ni faktor p53

Protein p53 je sekvenéné specifickym regulatorem transkripce'?. V reakci na rtzné formy
bunécného stresu ovliviiuje expresi celé tfady cilovych geni zapojenych do bunécného
metabolismu. M4 vliv na kontrolu bunéného cyklu, opravu DNA, senescenci a také
na apoptozu. Casto byva nazyvan ,strazcem genomu® pravé diky kliGové roli v reakci
na poskozeni DNA. Naruseni jeho funkce vede ke genomové nestabilité a ke ztraté kontroly

nad pribéhem bunécného cyklu.

Je kdédovany genem 7P53 (tumor protein p53) o velikosti 20 kbp, ktery je slozen
z 11 exond a lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 17 (lokus 17p13.1)!*. Mutace
vtomto genu se vyskytuji az u poloviny pfipadi rakoviny u lidi. VétSinou se jedna
o jednonukleotidové tzv. missence mutace, které vedou ke vzniku defektniho proteinu. Tyto
mutace jsou Siroce distribuovany v celém genu, ale nejcastéji se nalézaji v oblasti kodujici

DNA-vazebnou doménu proteinu'“.

Co se tyce struktury, je lidsky protein p53 sloZen z 393 aminokyselinovych zbytki
a jeho aktivni formou je symetricky homotetramer'®. Kazdy monomer se sklada z neuspotrddané
N-koncové transaktivaéni domény, oblasti bohaté na prolin, DNA-vazebné domény, jaderné
lokalizacni sekvence, oligomerizacni domény a C-koncové domény. DNA-vazebnd doména je
zodpovédna za vazbu na specifické elementy DNA, které jsou umistény v blizkosti promotora
cilovych genil. Specifické elementy tvoii sekvence dvou dekamernich motivii v obecné podobé
5Y-RRRCWWGYYY-3" (kde: R=A, G; W=AT; Y =C,T), jez jsou od sebe oddéleny
sekvenci o délce 0-13 parii bazi'®. Na rozdil od jinych transkripénich faktori ma p53, krom
hlavni DNA-vazebné domény, jest¢ druhou doménu schopnou vazat DNA. Tou je C-koncova
doména obsahujici 9 bazickych aminokyselinovych zbytka. Ukdzalo se vSak, ze vdze DNA

nespecificky narozdil od hlavni domény rozpoznavajici zminénou konsenzualni sekvenci'’.

Jeho transkripéni aktivita je pfisné regulovana prostfednictvim celé fady posttranslacnich
modifikaci a protein-proteinovych interakci. Mezi dobfe prozkoumané posttranslacni
modifikace patii napiiklad fosforylace zbytkii Ser/Thr, acetylace, ubikvitinace a sumoylace
zbytki Lys'®. Bylo popsano, Ze posttranslaéni modifikace a interakce s jinymi proteiny
ovliviuji stabilitu proteinu i jeho schopnost vdzat DNA'. Hlavnim negativnim regulatorem

p53 je ubikvitin ligasa MDM2 (z angl. mouse double minute 2)"°.
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2.4. Forkhead box transkripni faktory

Transkripcni faktory forkhead box (FOX) jsou rodinou evolu¢né konzervovanych proteinii,
které¢ byly identifikovany ve vSech organismech napfi¢ Zivocisnou fis$i (od kvasinek az po
loveka)?. Jejich nazev je odvozen od genu forkhead (fkh), ktery byl poprvé popsan v roce
1989 u modelového organismu Drosophila melanogaster, u néhoz ma mutace fkh za nasledek
zménu tvaru piedni ¢4sti stieva na strukturu pfipominajici vidlicku (angl. fork)?. Alternativné
jsou tyto transkripéni faktory na zdkladé své struktury nazyvany ,,proteiny s okiidlenou

Sroubovici® (z angl. winged helix proteins)>!.

Vsichni zastupci FOX rodiny sdili charakteristickou vysoce konzervovanou DNA vazebnou
doménu (DBD, z angl. DNA binding domain) zvanou forkhead doména (Obr. 2.2) (cit.??).
Dé¢lka forkhead DBD je piiblizn€ 110 aminokyselinovych zbytkt. Tvoii ji tii a-helixy (H1-H3),
tf1 B-vlakna (S1-S3) a dvé velké flexibilni smycky, kterym se Casto piezdiva ,kiidla® (W1 a
W2). Elementy sekundarni struktury jsou v ramci forkhead DBD uspotfddany nasledovneé:

H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2 (Obr. 2.3, str. 17).

Obr. 2.2 — Trojrozmérna struktura forkhead DBD proteinu FOXO4 z ,,0¢ podskupiny (PDB ID: 1E17)%.
Forkhead doména lidského FOXO49.131y se sklada ze 3 a-helixti (H1-H3, modre), tii f-vlaken (S1-S3, Cervene) a
dvou velkych flexibilnich ohybt (W1 a W2, rizove€). Je zobrazena jako stuhovy model, ktery byl vytvoien
v programu Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, verze 2.3.3 Schrodinger, LLC).
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Obr. 2.3 — Topologické schéma forkhead domény. Modfe jsou zobrazeny o-helixy H1-H3, ¢ervené -vlakna
S1-S3 arizove flexibilni ohyby W1 a W2. Schéma zahrnuje i a-helixy H4 a HS, které se vyskytuji jen v n¢kterych
forkhead doménach. Pfevzato a upraveno®.

FOX proteiny reguluji mnoho biologickych procesti jak b&hem vyvoje organismu,
tak i v prib&hu dospélosti®®. Jejich piipadna disfunkce je spojena s celou fadou nemoci.
V mnoha ptipadech vede homozygotni delece jednoho z FOX genii k embryonalni
¢i perinatalni letalite. Krom toho dochédzi v dasledku mutace ¢i deregulace FOX geni
k vyvojovym vaddm a nemocem jako je rakovina®®, Parkinsonova nemoc®’ nebo defekty

imunitniho systému?®.

Rodina FOX transkripénich faktorti sestdva z vice jak 100 zastupct, ktefi jsou dle sekvencni
podobnosti jejich forkhead domén (a hlavné také oblasti mimo forkhead doménu) rozdé€leni
do 19 podtiid (oznatovanych abecedné FOXA-FOXS)>2!. Jednotlivi zastupci se déle v ramci
podtiidy oznacuji arabskymi Cislicemi. Do nazvu FOX proteinti se také ¢asteCné promita to,
z jakého organismu dany protein pochéazi. U lidskych proteinli ndzev tvoii jen velka pismena
(napt. FOXO1). V nazvu mysich proteint se piSe velké jen pocatecni pismeno (napi. Foxol)
a u FOX proteini, pochazejicich z jinych zivociSnych druhi, se piSe velké prvni a posledni

pismeno (napt. FoxOl).

V nasledujicim textu je, pro lepsi prehlednost, nazvoslovi zjednoduseno tak, ze jsou FOX
proteiny pochazejici z rtiznych zivocisSnych druht (nevyjimaje Clovéka a mys) jednotné

oznacovany velkymi pismeny.
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2.5. Forkhead box O transkrip¢ni faktory

Podtiida ,,0* transkripénich faktort FOX (FOXO) predstavuje skupinu intracelularnich
proteint, které¢ jsou nezbytné pro celou fadu bunécnych pochodl souvisejicich se stresem,
glukoneogenezi, kontrolou bun&ného cyklu, apoptdzou, senescenci a opravami DNA%. Tvofi
ji 4 zastupci, a témi jsou: FOXO1 (FKHR), FOXO3 (FKHRL1), FOX04 (AFX) a FOXO6.
Protein FOXO2 byl ptivodné identifikovan jako samostatny paralog, ale je homologni s FOXO3
a obdobné je FOX0S5 (FOXO03B) exprimovan pouze v Danio rerio*®. FOXO jsou sekvenéni
homology obratlovct k transkripénimu faktoru DAF-16, ktery byl nalezen v bezobratlém
organismu Caenorhabditis elegans®', u néhoz byla poprvé odhalena role t&chto transkrip&nich
faktorti na dlouhovékost. Uginek DAF-16 na dlouhovékost pravdépodobné souvisi s regulaci
gentl, které jsou zapojeny do odpovédi proti oxidaénimu a tepelnému stresu®’. U dalgich
modelovych organismii byl pozorovan vliv FOXO na délku Zzivota kmenovych bunék

a onemocnéni souvisejici s vékem jako je rakovina nebo diabetes®’.

Molekuly FOXO proteint jsou slozeny z nasledujicich ¢tyt domén: vysoce konzervovana
forkhead DBD, jaderny lokaliza¢ni signal (NLS, z angl. nuclear localization signal), jaderny
exportni signal (NES, zangl. nuclear export sequence) a transaktivatni doména (TAD,
z angl. transactivation domain) umisténa v C-koncové oblasti (Obr. 2.4) (cit?*). Sekvence
proteini FOXO1, FOX0O3 a FOXO6 maji podobnou délku, kterd ¢ini ptiblizné 650
aminokyselinovych zbytkt. Jediny FOXO4 je o néco kratsi a jeho sekvence dosahuje délky jen
500 aminokyselinovych zbytk.

Vazebné motivy pro

AKT/PKB proteiny 14-3-3  AKT/PKB  AKT/PKB
SGK//\SGK SGK
N L & (?) C— - C

S

~~ - NES TAD
Forkhead DBD N'LS

Obr. 2.4 — Schématické zobrazeni organizace jednotlivych domén FOXO proteinti. Je zde znazornéna
forkhead DBD, za niz bezprostfedné nasleduje jaderna lokaliza¢ni sekvence (NLS), dale jaderna exportni sekvence
(NES) a na C-koncovém segmentu transaktivacni doména (TAD). Ve schématu jsou také symbolem P naznacena
fosforylacni mista pro ptislusné kinasy, pti¢emz se fosforylaci téchto mist vytvari dvé vazebna mista pro proteiny
14-3-3. Pievzato a upraveno®*,
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Oblastmi, vykazujicimi nejvyssi miru homologie, jsou zejména N-koncova oblast obsahujici
fosforylaéni misto pro Akt/protein kindzu B (PKB) a sérum a glukokortikoid-regulovanou
kinasu (SGK), také forkhead DBD (Obr. 2.5), NLS a ¢ast TAD**.

H1 $1 H2 H4 H3

FOX01 151 _apnmmsywu'rumssnzm! I YEWMVKSVPYFKDKGDSNSSAGWKNS IRHNLSLH 220

FOXO3 148 RKCSSRRNAWGNLSPADLITRAIESSPDKRLTISQIYEWMVRCVPYFKDKGDSNSSAGHWLOMIGUNLELH 217
FOX04 22 RKGGSRRNAWGNQSYAELISQAIESAPEKRLTLAQIYEWMVRTVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLH 157
Foxo6 79 KAKSSRRNAWGNLSYADLITKAIESAPDKRLTLSQIYDWMVRYVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLH 148

FoxA3 114 ==-=PLTHAKPPYSHISLITMAIQQAPGKMLTISEIYQWIMDLFPYYREN===== e e RN SHRHEIS FNIRER
FoxD3 2 mmmme———— VKPPYSYIALITMAILQSPOKKLTLSGICEFISNRFPYYREK- -~ -~ FP. IRINLSLN 58
FOXKla 256 ======= DSZPP QLIVQAITMAPDKQL Iu'rux'rmpmm ----- DIGWQIRIE 313
FOXP2 503 -------- SPP TLIRQAIMESSDRQL Iuswna'rrau?m ----- 559
ko ok ks s kR L LA LT
FOXO1 221 SKFIRVON--EGTGKSSWWMLNPE ---sc’p 260
FOX03 218 SRFMZVON--EGTGKSSWZIINP ---SGl 257
FOXO4 158 SKFIKVHN--EATGKSSWWMLNPEGGK---S 197

Foxo6 14 TRFIRVQN—-EGTGKSS“HHLNPEGGK---TGKTPRRRAVSMDNG 188

FoxA3 175 DCFVKVARSPDKPGKGEYIALHPSSGNMFEN

FoxD3 59 DCFVISI PREPGNPGKGNYWTLDPQSEDMFDNGS

FOXKla 314 RYFIEV

FOXP2 560 KC N-—-—--- VK A
-

*ri:

Obr. 2.5 — Srovnani aminokyselinovych sekvenci forkhead DBD zastupci FOXO a dostupnych struktur
komplexi FOX-DNA. Prvky piislusné sekundarni struktury jsou zobrazeny nad sekvenci. Modrou barvou jsou
znageny aminokyselinové zbytky wGdastnici se interakce s DNA®. Sedé jsou oznaceny zbytky FOXO04, o kterych
se piedpokladalo, Ze se podileji na vazbé DNA na zakladé homologniho modelovani?*. Hnédé& jsou oznadena
fosforylaéni mista Akt/PKB a SGK. Cervené jsou vybarvena fosforyla¢ni mista jinych kinas nez Akt/PKB a zelené
acetylacni mista. Pod sekvenci je pomoci symbolu vyjadifena mira homologie v danych sekvencich. Symbol (*)
oznacuje identické aminokyselinové zbytky v ramci jednoho sloupce, symbol (:) konzervované substituce a
symbol (.) polokonzervované substituce. Pievzato®.

Transkripéni aktivita FOXO transkripénich faktor je regulovdna prostfednictvim
posttransla¢nich modifikaci v€etné fosforylace, acetylace a ubikvitinace a protein-proteinovych
interakci**. Pfesné mechanismy, kterymi posttransla¢ni modifikace reguluji funkci FOXO,
zatim nejsou zcela objasnény. Zda se vSak, Ze dochazi k ovlivnéni funkce NLS a NES, zméné

DNA-vazebné afinity ¢i interakce s vazebnymi partnery.

Proteiny FOXO jsou u savcl exprimovany ve vSech typech tkani béhem vyvoje embrya i
dospélosti, av§ak s riiznou mirou>. Vyssi troveti exprese mRNA pro FOXO1 byla detekovana
v jatrech, slezin¢ a hnédé¢ 1 bilé tukové tkéani, zatimco pro FOXO3 to bylo v srdci, mozku,
slezin¢ a ledvinach. Zvysena exprese mRNA pro FOXO4 byla zjiSténa v srdci a kosternim

svalstvu a pro FOXO6 ptfevazné ve vyvijejicim se mozku.
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Co se tyce cilovych oblasti DNA, vSechny FOXO proteiny rozpoznavaji dvé konsenzualni
sekvence®®. Jedna je znama jako vazebny element rodiny DAF-16 (DBE, z angl. Daf-16 family
member-binding element)*® o sekvenci 5'-GTAAA (T/C)AA-3' a druhd jako element
reagujici na inzulin (IRE, =zangl. insulin response element)’’ o sekvenci
5'-(C/A) (A/C)AAA(C/T)AA-3". Ackoli jsou si obé sekvence velmi podobné, vazou
FOXO proteiny DBE s vyssi afinitou®®. Studie krystalovych struktur FOXO1 ve vazbé na
sekvence IRE 1 DBE odhalily rozdily v tvorbé vodikovych mistkii a vodou zprostiedkovanych
interakci mezi forkhead DBD a obéma zminénymi sekvencemi DNA, coz je nejspiSe pfi¢inou

snizené afinity k sekvenci IRE.

2.5.1. Transkrip€ni faktor forkhead box O1

Prvnim identifikovanym ¢lenem ,,0° podskupiny FOX transkripcnich faktort byl FOXOI,
puvodné oznacovany jako FKHR (z angl. forkhead in rhabdomyosarcoma), nebot’ byl popsan
v souvislosti s chromozomalni translokaci u lidskych rhabdomyosarkomi®®. Gen kédujici

FOXO1 se u lidi nachazi na 13. chromozomu.

Protein FOXO1 ma diileZitou roli v metabolismu glukosy*’. Je vysoce exprimovan ve
tkanich citlivych na inzulin, tedy v jatrech, slinivce bfi$ni, kosternim svalstvu a kostni 1 tukové
homeostazy energetického metabolismu. Béhem pistu FOXO1 indukuje glukoneogenezi
v jatrech. Soucasné podporuje piechod z oxidace sacharidi na oxidaci lipidl ve svalech tim, Ze
reguluje expresi gent, které kodujici tfeba kinasu pyruvatdehydrogenasy a lipoprotein lipasu®*!.
Ve stavu nasyceni je transkripcni aktivita jaterniho a pankreatického FOXO1 inhibovana
inzulinem prostiednictvim aktivace inzulinové signaliza¢ni drahy, kdy dochazi k fosforylaci

pomoci PKB/Akt, coz vede k jadernému vylougeni FOXO1 a tim i k inhibici transkripce®.

Ukézalo se, Ze odstranéni jedné kopie genu FOXO! u mysi s deficitem inzulinového
receptoru obnovuje insulinovou senzitivitu a opravuje diabeticky fenotyp tim, ze se snizi
exprese glukoneogennich enzymi v buikach jater a zaroven se zvysi exprese
insulin-senzitivnich genti v adipocytech*?. Oproti tomu bylo pozorovéano, Ze¢ mutace zaméfena
na pankreatické buriky a jaterni B-bunky, kterd zptisobovala zvyseni aktivity FOXO1, vedla ke
vzniku diabetu mellitu typu 2 v disledku zvySené produkce glukosy a snizené kompenzace

B-bunikami.
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2.5.2. TranskriCpni faktor forkhead box O3

Dalsim clenem podskupiny FOXO proteinti je FOXO3, v literatuie dohledatelny také pod
nazvem FKHRL1. Gen FOXO34 byl identifikovan béhem studia chromozomalnich translokaci
u pacienta s akutni myeloidni leukémii*®. Je jednim z mala gend, ktery je spojovan s lidskou
dlouhovékosti. Jeho vliv na délku Zivota byl prokdzan u mnoha modelovych organisma**4°.
Mimo jiné se podili také na regulaci celé fady bunécnych procesi, které zahrnuji apoptozu,
proliferaci, regulaci bunétného cyklu, reakci na oxida¢ni stres a poskozeni DNA?.
S mnohostrannosti jeho funkce je vSak spojeno i riziko vzniku riznych onemocnéni v disledku
deregulace exprese ¢i poruchy aktivity. Ukazalo se, Ze nadméma exprese FOXO3 uc¢inng

inhibuje tumorigenezi u rakoviny prsu*®. Naopak inaktivace FOXO3 je spojovéna s iniciaci

a progresi rakoviny*’.

Pomérné neddvno bylo nalezeno né&kolik jednonukleotidovych polymorfismi (SNP,
zangl. single nucleotide polymorphism) lidského FOXO3, které jsou spojeny
s dlouhovékosti*. Heterozygoti a homozygoti nesouci protektivni variantu alely méli 1,9 krat,
respektive 2,8 krat vétsi Sanci se dozit vice jak 95 let v porovnani s homozygotnimi nositeli
neprotektivni varianty. Dale byla studovéana souvislost protektivni alely s hlavnimi pfic¢inami
umrti souvisejicimi s vékem jako je ischemickd choroba srde¢ni, rakovina, hypertenze,
cukrovka, mrtvice apod*®. Ukazalo se, Ze riziko umrti je u nositeli protektivni alely o 10 %
niz$i, pfiCemz ischemicka choroba srde¢ni je jedinou pfi¢inou smrti spojenou s piitomnosti

neprotektivni varianty.

Dle teorie starnuti kmenovych bun¢k se predpoklada, Ze hlavni hnaci silou starnuti
organismu je postupna ztrata schopnosti dospélych kmenovych bun¢k ptispivat k homeostaze
tkani®*. Pro dosazeni dlouhovékosti je tedy naprosto zasadni schopnost udrzet homeostazu
kmenovych bunék. V tomto ohledu byla opakované prokazana role FOXO3. Naptiklad nezmar
obecny nevykazuje Zadné znamky starnuti, nebot’ neustale dochazi k velice €inné obnové
a proliferaci jeho kmenovych bunék v zavislosti na FOXO’!. Podobné je proliferace

kmenovych bunék regulovana také u C. elegans®* nebo Drosophila®>.

2.5.3. Transkrip€ni faktor forkhead box O4

Forkhead box O4 (FOXO04), také znamy jako AFX (z angl. acute leukemia fusion gene from

chromosome X) byl ptivodné popsan v disledku chromozomalni translokace u pacienta s akutni
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lymfoblastickou leukémii**. Savéi protein FOXO4 je exprimovan v riiznych tkdnich véetné
mozku, ledvin, kiize, plic, prostaty a svali. Nejvyssi miru exprese vSak vykazuje kosterni
svalovina®. Exprese FOXO4 je silné ovliviiovana malymi nekédujicimi molekulami RNA
(zejména mikroRNA)>*. V posledni dobé bylo popsdno velké mnoZstvi mikroRNA, které
snizuji hladinu mRNA FOXO4 a inhibuji jeho schopnost fidit bunécny cyklus. Snizena exprese
FOXO0O4 korelujici s vysokymi hladinami mikroRNA byla detekovana u bunéénych linii
riznych typt karcinoma*®>%. V budoucnu by proto zlepseni exprese FOX04 podavanim anti-
mikroRNA 1é¢iv mohlo byt potencidlni strategii v 1écbé celé tfady nemoci s vysokou
tmrtnosti®*. Je viak zapotiebi dalsiho vyzkumu k objasnéni komplexni regulace exprese

FOXO04 skrze mikroRNA a to nejen prostiednictvim pfimé vazby, ale i nepfimo.

JakoZzto transkripéni faktor ma FOXO4 klicovou roli v regulaci geni, které souviseji
s odpovédi na oxida¢ni stres, zastavou bunééného cyklu a s apoptozou™. Nejvyznamnéjsi
funkci je zprostfedkovani bunécné odpovédi na oxidacni stres. Soucasti antioxidacniho
programu je napiiklad aktivace transkripce antioxida¢nich enzymt jako je
superoxiddismutasa 2 nebo katalasa®. Na druhou stranu reaktivni formy kysliku (ROS, z angl.
reactive oxygen species) moduluji aktivitu FOXO4. Pfimétend hladina ROS specificky aktivuje
posttranslaéni modifikace FOXO4, které vedou k jeho jaderné translokaci®®. Naopak ptilis

velky oxida¢ni stres vede k inhibici FOXO4 a k inaktivaci antioxida¢niho programu®!.

Interakce transkripcnich faktor( forkhead box O4 a p53

Proteiny FOXO a p53 jsou transkripénimi faktory, jejichz funkce jsou uzce propojeny®.
Podileji se na fizeni bunéného cyklu, metabolismu i1 apoptdzy a reguluji fadu spole¢nych
cilovych genti véetné WIF1, FASLG, GADD45, PA26 a p21 (cit®®). Velkou pozornost posledni
dobou pfitahuje zejména jejich vliv na starnuti organismu. Starnuti neboli senescence je

definovéno jako bunécny stav, pii némz dochézi k ireversibilni zastavé bunééného cyklu.

V nedavné studii se ukazalo, ze interakce proteinu FOXO04 s p53 podporuje akumulaci
p21 v senescentnich bunikach, ¢imZ dochazi k zastaveni buné&fné¢ho cyklu a potlaceni
apoptozy®®. Ackoli jiz senescentni buiiky nemaji schopnost proliferovat, zlistavaji nadale
metabolicky aktivni. Od proliferujicich bunék se lisi svou odolnosti vii¢i apoptdze a sekrecnim
fenotypem asociovanym se senescenci (SASP, z angl. senescence-associated secretory
phenotype). S postupem Casu se senescentni buiiky hromadi a prostfednictvim SASP negativné
ovliviluji bunééné mikroprostiedi tim, Ze do néj uvoliluji prozanétlivé cytokiny, ristové faktory
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a proteasy®>®. V daisledku toho dochédzi k urychleni starnuti a rozvoji riiznych onemocnéni
souvisejicich s vékem (napf. rakoviny). Velké usili je proto vénovano vyzkumu a navrhim
1é¢iv, kterd by néjakym zplisobem zajistila eliminaci senescentnich bunék. V této souvislosti se
ukazalo, ze rozruSeni interakce proteinu FOXO4 s p53 zpiisobuje translokaci proteinu p53
z jadra, coz vede k apoptdze senescentnich bunék®. U mysich modeld se timto mechanismem

podaftilo obnovit homeostazu tkani a zlepsit hustotu srsti a rendlni funkci ledvin.

254, Transkrip€ni faktor forkhead box O6

Poslednim ¢lenem FOXO podskupiny je FOXO6, ktery, na rozdil od ostatnich ¢lent, ziskal ve
vyzkumu nejméné pozornosti. To plyne z ptivodnich zprav o tom, Ze je jeho exprese omezena
pouze na mozek®’. Pozdéji se vSak ukdzalo, Ze je exprimovén také v perifernich tkénich véetng
jater, stfev, pic, ledvin, svalti a tukovych bunék, coz odpovida Siroké tkanové distribuci typické

pro viechny FOXO proteiny®.

Ackoli se FOXO6 tadi do podskupiny FOXO, v nékterych ohledech se podstatné lisi od
ostatnich ¢lent®. Prvni odli$nosti je nizky stupen sekvenéni homologie, ktery €ini ptiblizné
30 %. Dalsim rozdilem je to, Ze jsou ve forkhead DBD obsaZena pouze dv¢ fosforyla¢ni mista
pro PKB/AKkt, zatimco ostatni ¢lenové obsahuji tfi vysoce konzervovana fosforylacni mista.
NejzasadnéjSim rozdilem je vSak absence motivu, ktery u ostatnich ¢lentt odpovida jadernému
exportnimu signalu (NES). To souvisi i s tim, ze FOXO6, navzdory fosforylaci, ziistava v jadie
bez ohledu na plisobeni insulinu, zatimco ostatni ¢lenové podstupuji subcelularni redistribuci’.
Ukézalo se, Ze prestoze FOXO6 nevystupuje z jadra, je pisobenim insulinu inhibovana jeho
schopnost vazat DNA. To naznacuje, Ze inhibice aktivity FOXO a transport z jadra jsou dvé

rozli¢né udalosti®®.

Pomérné nedavno byla popséna role FOXO6 jakozto regulatoru metabolismu glukosy
v jatrech®. Ukazalo se, ze FOXO6 stimuluje expresi klicovych enzymi glukoneogeneze
(konkrétn¢ expresi fosfoenolpyruvatkarboxykinasy a glukosa-6-fosfatasy). U hladovéjicich
mysi byla detekovana vyrazné zvySena aktivita jaterntho FOXO6, zatimco u nasycenych mysi

zustala na nizké arovni.
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2.5.5. Regulace aktivity forkhead box O proteinu

Proteiny FOXO jsou aktivovany metabolickym a oxida¢nim stresem a také absenci rtistovych
faktor*®. Podléhaji regulaci na nékolika Grovnich, které zahrnuji posttranslaéni modifikace
(v€etné¢ methylace, fosforylace, acetylace a ubikvitinace), jaderné-cytoplasmatickou lokalizaci
FOXO a jejich regulatorti a interakce s dalSimi transkripénimi faktory. Biologicka role FOXO
spociva v reakci na stresové podminky a obecné tedy plati, ze plisobi proti nim tak, aby byla
zachovana homeostdza. Zpocatku byly FOXO charakterizovany jako nadorové supresory.
Pozdéji se vSak prokadzalo, Ze mohou pusobit jako onkogeny. Tato dvoji role je

v souladu s postulatem, ze FOXO reguluji homeostdzu normalnich i rakovinnych bunék.

Fosforylace

FOXO proteiny jsou negativné regulovany pomoci inzulinové signaliza¢ni kaskady. Vazbou
inzulinu ¢i rastovych faktori na bunéény receptor s intracelularni tyrosinkinasovou doménou
se prostfednictvim signalnich proteini IRS (z angl. insulin receptor substrate) aktivuje
fosfatidylinositol-3-kinasa (PI3K) a dochéazi ke vzniku druhych poslt, ktefi dale aktivuji
fosfoinositid-dependentni kinasu 1 (PDK1) a PKB (také zndma4 jako Akt kinasa)**’!. Aktivni
PKB se translokuje do jadra a fosforyluje FOXO na tfech evolu¢né konzervovanych zbytcich
Ser a Thr, pfi¢emZ jeden je umistén blizko N-konce, druhy se nachédzi v oblasti NLS a treti
v oblasti konzervované sekvence NES. Vyjimku ptedstavuje FOXO6, kterému jedno
fosforylaéni misto, nachézejici se v oblasti NES, chybi’?. Stejné zbytky Ser a Thr, které
fosforyluje PKB, mohou byt fosforylovany sérem a glukokortikoid-regulovanou kinasou
(SGK)"!. Fosforylace FOXO pomoci PKB m4 za nésledek vznik dvou vazebnych mist pro
protein 14-3-3 (cit*°). Vazba proteinu 14-3-3 na FOXO poté zcela inhibuje jeho schopnost vazat
DNA a vznikly komplex FOXO:14-3-3 je translokovan z jadra do cytoplasmy (Obr. 2.6,
str. 25).
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Obr. 2.6 — Regulace aktivity a subcelularni distribuce FOXO pomoci insulinové signaliza¢ni kaskady.
V pfitomnosti insulinu ¢i ristovych faktorti dochazi k aktivaci proteinti IRS. Ty dale aktivuji PI3K-PKB drahu, v
jejimz diisledku je FOXO protein fosforylovan. Fosforylaci se vytvofi dvé vazebna mista pro protein 14-3-3, ktery
zpusobi vylouceni komplexu z jadra do cytoplasmy. Tim dojde k inhibici transkripéni aktivity FOXO. Homolog

fosfatasy a tenzinu (PTEN) podporuje aktivaci FOXO inhibici PI3K. Aktivita a jaderna lokalizace FOXO je

podporovéna reaktivnimi formami kysliku (ROS) prostfednictvim JNK. Pievzato a upraveno’!.

FOXO se mohou, zejména v obdobi velkého bunécného stresu, kdy se generuje velké
mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS) translokovat opa¢nou cestou z cytoplasmy smérem
do jadra®®. Vlivem Jun N-koncové kinasy (JNK) dochézi k inhibici inzulinové signalizace
a k fosforylaci FOXO, coz vede k jeho uvolnéni z komplexu s proteinem 14-3-3. Nasledn¢ je
FOXO translokovan do jadra, kde transaktivuje promotory cilovych genti. Podobny efekt ma
i sav&i Ste-20 podobna kinasa 1 (MST1)%.

Krom téchto zminénych kinas mtze byt FOXO fosforylovano celou fadou dalSich, jako je
naptiklad cyklin-dependentni kinasa 1, AMP-aktivovana proteinkinasa ¢i MAPK-aktivovana

proteinkinasa®’.
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Acetylace

Sav¢i FOXO proteiny jsou v reakci na oxidacni stres acetylovany pomoci p300 a CREB
vézajiciho proteinu (CBP, z angl. CREB binding protein)’!. Bylo zji§téno, Ze acetylace FOXO
proteinu miize zvySovat i snizovat jeho transkripéni aktivitu. Ukdzalo se, Ze acetylace pomoci
p300 zvysuje transkripéni aktivitu FOXO proteint a tento ucinek Ize zvratit pomoci deacetylasy
SIRT]1 (cit”). Oproti tomu acetylace pomoci CBP inhibuje transkripéni aktivitu FOXO a SIRT1
zmirtiuje G¢inek této inhibice’®. Piesny mechanismus modulace transkripéni aktivity FOXO
prostfednictvim acetylace a deacetylace neni zatim znadmy. Ukazalo se vSak, ze acetylace

zbytkli umisténych v oblasti forkhead DBD ovliviiuje schopnost FOXO vazat DNA”.

Ubikvitinace

Ubikvitin je evoluéné konzervovany, 76 aminokyselinovych zbytkti dlouhy polypeptid, ktery
je soucasti ubikvitin-proteasomového systému pro degradaci proteint. Jeho nazev je odvozen
z lat. ubique, coz znamena ,,vSude®, nebot” je exprimovan ve vSech eukaryotickych buiikach.
Ubikvitinace je tfistupfiovy proces, pii némZz dochazi ke konjugaci ubikvitinu s danym
proteinem. Nejprve musi dojit k pfipojeni ubikvitinu na ubikvitin-aktivujici enzym (proces
zavisly na ATP). Poté je aktivovany ubikvitin pfenesen na ubikvitin-konjugujici enzym a z ngj
pomoci ubikvitin ligasy na cilovy protein za vzniku isopeptidové vazby mezi lysinem substratu

a C-koncovym glycinem ubikvitinu.

Ubikvitin ligasy FOXO proteinit zahrnuji naptiklad MDM?2 (z angl. mouse double
minute 2) nebo Skp2 (z angl. S-phase kinase associated protein 2)’¢. Oba tyto enzymy vyzaduji
ptedchozi fosforylaci FOXO proteinu. Zajimavé je, z2 MDM2 mitiZe indukovat bud’ mono-
nebo polyubikvitinaci. Zatimco polyubikvitinace ma za nasledek degradaci FOXO proteinu,

monoubikvitinace umoZznuje jeho translokaci do jadra a zvySeni transkripcni aktivity.

26



2.5.6. Interakce forkhead box proteini s DNA

Prvni vyfesenou krystalovou strukturou forkhead domény vazané na konsenzuélni sekvenci
DNA byla struktura komplexu FOXA3-DNA (Obr. 2.7) (cit*®). Protein FOXA3 interaguje
s DNA jako monomer prostiednictvim piimych a vodou zprosttedkovanych interakci. Bylo
zjisténo, Zze hlavnim DNA-vazebnym elementem je a-helix H3, ktery interaguje s bazemi DNA
v oblasti velkého zlabku, do n¢hoz je vmezeien a orientovan témét kolmo k ose DNA. Vazba
proteinu FOXA3 indukuje ohyb DNA o 13° ¢imz dochazi k zizeni velkého zlabku, v némz

je a-helix H3 umistén.

Obr. 2.7 — Krystalova struktura komplexu FOXA3-DNA?. A) Forkhead DBD je zobrazena jako stuhovy model
a DNA jako sféricky model. B) Komplex byl otocen o 90° kolem vodorovné osy smérem ke Ctenafi. Jednotlivé
elementy sekundarni struktury jsou oznaceny dle nomenklatury FOX proteinil. Pfevzato a upraveno®®.

Od vyfteseni prvni struktury proteinu z rodiny FOX bylo v priibéhu let popsdno mnoho
dalSich struktur, u nichZ byl pozorovan velmi podobny zpiisob rozpoznavani DNA jako u
komplexu FOXA3-DNA3®. V této praci je pozornost vénovana predev§im ,,0% podskupiné
FOX proteind, u niz bylo (dle ocekavani) zjisténo, ze vétSinu bazoveé-specifickych kontakta
zprostfedkovava a-helix H3 prostfednictvim jak pfimych vodikovych vazeb, tak van der
Waalsovych interakci. Zbylé interakce s DNA tvofi pfevazné kiidla W1 a W2, ty vSak vykazuji
podstatné vyssi variabilitu (Obr. 2.8, str. 28). V komplexu FOXA3-DNA se W1 a W2 ucastni
piimych i vodou zprosttedkovanych interakci s bazemi DNA¥, zatimco ve vSech komplexech
FOXO-DNA vytvéii pouze nespecifické interakce s fosfatovou pateti DNA37>77 Toto zjisténi
naznacuje, ze oblasti kiidel pomahaji ke stabilizaci komplexu protein-DNA, ale vyznamné
nepftispivaji k rozpoznavéani cilové DNA. Struktura FOXO3-DNA ukazala, ze tfi bazické
zbytky argininu v pozicich 248, 249 a 250 tvoii iontové interakce s fosfatovymi skupinami
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velkého zlabku, aniz by specificky interagovaly s bazemi DNA”®. P¥ipadné zkraceni kiidla W2
(umisténého na C-konci) nebo substituce uvedenych argininovych zbytkd alaninem vede
k vyraznému snizeni vazebné afinity FOXO k DNA, coz vypovida o jejich dulezitosti pro
stabilizaci komplexu FOXO-DNA?®*7. Krom a-helixu H3 a kiidel W1 a W2 ma dileZitou
stabiliza¢ni roli N-koncovy segment forkhead DBD3®. Nékolik aminokyselinovych zbytki
umisténych na N-konci tvofi ptimé i vodou zprostfedkované interakce s fosfatovymi skupinami

DNA a jsou tedy nedilnou soucasti DNA-vazebného povrchu.

A) B)

H3

Lys207

Trp234 'Arg211
Arg222 "

. Ser215

C-koncova
oblast

/—\ _{His212
Ser253

Arg250 -

Arg249 Tyr162
Arg248

Lys245]

<

Obr. 2.8 — Piehled interakci v ramci komplexu FOXO3-DNA. A) Schéma kontaktd mezi forkhead DBD
proteinu FOXO3 a DNA. Oranzové jsou vybarveny baze, které jsou soucasti konsenzudlni sekvence DNA
specificky rozpoznavané FOXO proteiny. V zelenych rameccich jsou vypsany aminokyselinové zbytky ucastnici
se interakce s DNA. PIné ¢ary znazornuji vodikové mustky a pferusované van der Waalsovy interakce. Pokud je
plna ¢&i preruSovand cara zakoncena Sipkou, jedna se o pfimy kontakt aminokyselinového zbytku s bazi DNA.
Pokud ne, jedna se o interakci s fosfatovou pateti DNA (fosfatové zbytky znazornény jako Cervené koule).
Pfevzato a upraveno”. B) Komplex FOXO3-DNA (PDB ID: 2UZK) zobrazeny véetné aminokyselinovych zbytkd
ucastnicich se interakce s DNA. FOXO3-DBD je zobrazen jako stuhovy model s ¢ervené zbarvenymi a-helixy a
zluté zbarvenymi B-skladanymi listy. Vytvofeno v programu PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System,
verze 2.3.3 Schrodinger, LLC).
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VSichni c¢lenové ,,0“ podtfidy FOX transkripénich faktort rozpoznavaji dvé
konsenzudlni sekvence: 5'-GTAAA (T/C)AA-3' znadmou jako vazebny element rodiny
DAF-16 (DBE)* a 5"~ (C/A) (A/C)ARAA (C/T)AA-3" znamou jako element reagujici na
inzulin (IRE)*’. Obé& sekvence jsou si velmi podobné a obsahuji hlavni sekvenci
5'-(A/C)AA(C/T)A-3" rozpoznavanou vSemi forkhead proteiny?’. Na zakladé studii
krystalovych struktur komplextit FOXO-DNA bylo zjisténo, ze FOXO proteiny vazou sekvenci
DBE s vyssi afinitou. Predpoklada se, ze je to disledkem rozdila v tvorbé vodikovych mustki
a vodou zprosttedkovanych interakci mezi DNA a forkhead DBD (Obr. 2.9).
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Obr. 2.9 — Piehled interakci mezi a-helixem H3 forkhead DBD proteinu FOXO1 a DNA obsahujicimi
konsenzuilni sekvence. Nahoie jsou znazornény interakce mezi H3 FOXOl a sekvenci DBE
5'-GTAAACA-3"'. Dole jsou znazornény interakce mezi H3 FOXOI1 a sekvenci IRE 5'-CAAAAACA-3'.
Sekvence DNA je vzdy uvedena vpravo. Molekuly vody jsou znazornény jako ervené koule. Prevzato®®.
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3.Cile prace

= Exprese a purifikace DNA-vazebnych domén proteinit FOXO1, FOX0O3 a FOX04
= Exprese a purifikace transaktivacni domény proteinu p53

= Charakterizace DNA-vazebnych afinit FOXO proteint

= Posouzeni vlivu interakce p53 s FOXO na DNA-vazebnou afinitu FOXO-DBD
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4.Material a pristroje

41. Pouzité chemikalie

1,4-dithiotreitol (DDT).....ccccocvveviieviieiiiiieeene Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
AMPICTIN ..o Sigma-Aldrich Corporation (USA)
CILTAL SOANY .o PENTA (Ceska republika)

Coomassie Briliant Blue G 250............ccc...... Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného .......... PENTA (Ceska republika)
dihydrogenfosforecnan draselny ....................... PENTA (Ceska republika)
dodecylsiran sodny (SDS)......ccccceeviiiiiieninnncnns Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
EDTA .ot Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
ethanol .........coooiiiiiiii, PENTA (Ceska republika)
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF).................. Sigma-Aldrich Corporation (USA)
glutathion........c.coovveveiieiiiiiicie e Sigma-Aldrich Corporation (USA)
ELYCETOL ...t Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
hovézi sérovy albumin ..........cceeeeeviieniiniennen. Sigma-Aldrich Corporation (USA)
hydroxid SOANY .......c.cveveeeeveeeeeeeeeeee e PENTA (Ceska republika)
chloramfenikol ..o Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
chlorid draselny ........cccccceeevviiiicieeiiiieeieeeieee Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
chlorid sodny ........ccceeeeiieeiiiiiiieceeeeeeee Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
1MIAAZOl ..o Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
1SOPTOPANOL ...veiiiiiiiiieiieciee e LACHNER a.s. (Ceska republika)
isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG).....EMD Biosciences, Inc. (Némecko)
Kanamycin .........ceceveeveienieeniieniieie e Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
kyselina chlorovodikova ...........cccceevveviieenenn. PENTA (Ceska republika)

LB médium......ccccceevviiiniiieiiieieeceeeee e Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
1YSOZYM .o SERVA Electrophoresis Gmbh (Némecko)
peroxodisiran amonny ...........ccccceeeveecieeneeeneennnn. Sigma-Aldrich Corporation (USA)
PreScission Proteasa...........ccceceevieviienieenieenen. vlastni vyroba v laboratofi

Protease inhibitor coctail tablet (EDTA free) ...Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Rotiphorese Gel 30.......cccceeveiieviiieiiieeieeeee, Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
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sepharosa (Chelating Sepharose Fast Flow) .....Sigma-Aldrich Corporation (USA)
sepharosa (Glutathion Sepharose Fast Flow)....Sigma-Aldrich Corporation (USA)

siran nikelnaty ........ccoecveviieiiieniiciee e PENTA (Ceska republika)

TEMED ..ottt Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
TEV Proteasa.......cccceeeeveeevvieecieeerreeeeeee e vlastni vyroba v laboratofi
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)........... Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
tEOMDIN .. Sigma-Aldrich Corporation (USA)
TWEEN-20.....ccciieiieeiieiieere ettt Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
B-merkaptoethanol...........c..cccoeevieiienieiiiennne, Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)

4.2.  Pouzité pfistroje a pomucky

analytické vahy ABS 120-4.......c..ccocoviviinnnne. KERN & SOHN (Némecko)

centrifuga 5804 R (rotor A-4-44).........cccveeuee. Eppendorf AG (Némecko)

centrifuga K80 (rotor S6/6,6).......c.cccccvvevureennnn. MLW (Némecko)

centrifuga MiniSpin PL-109...........ccccocvveennnns Eppendorf AG (Némecko)

centrifuga Universal 4 x 100 Z323K................. HERMLE Labortechnik GmbH (Némecko)
FPLC AKTAPIME .......oveevereerceeeeeeeeereeenn, GE Healthcare (USA)

inkubator HT Multitron...........ccccceeeveeeeieeennen. Infors (Svycarsko)

peristalticka pumpa .........cccoecveeviieeniieeeee, IDEX Health & Science (Svycarsko)
pH-metr JENWAY 3505 ..., P-LAB (Cesko)

piedvazky EG-420 NM .......ccccoovviviiieeieeee, KERN & SOHN (Némecko)
Sonicator3000 MiSONiX ........cccveeeveveeeerveeeeneeennne. Cole-Parmer (USA)

spektrofotometr Agilent 8453 .........cccoeeivenennne. Agilent technologies, Inc. (USA)
spektrofotometr IMPLEN P300 ........................ BioTech (USA)

spektrofotometr NanoDrop ........c.cccocceevieeenne Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
VOItEX ZX3 oottt Velp Scientifica (Italie)

aparatura pro vertikalni elektroforézu............... Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
automatickeé pipety .......ccoecveevieriienieeiieie e Eppendorf AG (Némecko)

dialyza¢ni membréana Spectra/Por..................... SERVA Electrophoresis Gmbh (Némecko)
buniky E.coli BL21(DE3) ..ccccovveeiieiiieeieeee, Stratagene Corporation (USA)

buiiky Rosetta™ 2 (DE3).....cccccecvvveviieeieeenee. Novagen (Némecko)
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filtry o poérovitosti 0,45 M ........cccccvveeeveeennenns GE Healthcare (USA)

koncentratory VIVASPIN TURBOIS .............. Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG
(Némecko)

Chelating Sepharose Fast Flow ............cccc.c...... GE Healthcare (Svédsko)

injekeni Stikacky ......cooevveevieeiiiiieieeeeeeiee B. Braun Melsungen AG (Némecko)

kolona HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 pg.....GE Healthcare (USA)

kolona HiTrap™ Heparin HP............................ GE Healthcare (USA)

kifemenné Kyvety .......ccoccveevieriienieniieieeeeee, Agilent technologies, Inc. (USA)

svorky na dialyzacni membrany........................ SERVA Electrophoresis Gmbh (Némecko)

plastové mikrozkumavky ............ccccccveevienennen. Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)

mikrodesti¢ky Corning® 384 ..........ccccoveveeren Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Mono-Q Sepharose Fast Flow...........cccceeeenneee. Amersham Biosciences (Svédsko)

piistroj CLARIOStar®............ccooevevevevereeerennen. BMG labtech (Némecko)
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5.Pouzité metody a pracovni postupy

Nasledujici kapitola je ¢lenéna do ¢ty podkapitol. Prvni z nich je vénovana proteinové expresi
a naslednému zpracovani bunck. Tato cCast postupu je v podstaté jednotna pro vSechny
pfipravované proteiny, narozdil od zbytku postupu (purifikace), ktery je specificky pro
jednotlivé proteiny. Proto je prvni kapitola formaln¢ oddé€lena. Néasledujici dvé podkapitoly
popisuji purifikacni kroky, které vedly k ziskdni DNA-vazebnych domén FOXO proteint
a transaktivatni domény proteinu p53(1-93), a posledni podkapitola shrnuje postup méfeni

DNA-vazebnych afinit pomoci stacionarni anisotropie fluorescence.

Purifikace DNA-vazebnych domén lidskych FOXO proteinti, konkrétné FOXO1144-270),
FOXO3(142:267y @ FOXO4s6-211), se li§i pouze v néckolika drobnych detailech a bylo by
nadbytecné psat postup piipravy kazdé z nich zvlast. Z tohoto divodu je v této praci uveden

pouze jeden postup a pripadné odlisnosti jsou popsany piimo v textu prace.

5.1.  Exprese proteinu a lyza bunék

5.1.1. Transformace bakterii

Transformace bakterii je horizontdlnim genovym pienosem, pii némZ bakteridlni bunky
piijimaji cizi geneticky material z okolniho prostfedi. Diky tomu mohou bakterie ziskavat nové
vlastnosti, které zvySuji jejich adaptabilitu (naptiklad rezistenci na antibiotika). AvSak ne
vSechny bakterie jsou transformace schopny. Je proto zapotiebi vyuZit tzv. kompetentni buiiky,
které maji propustnou bunécnou sténu a umi piijimat exogenni DNA. V nasledujicim postupu
prace byly pouZzity kompetentni buniky E. coli B121 (DE3) a Rosetta™ 2 (DE3). Do bun¢k BL21
(DE3) byly zavedeny nésledujici plasmidy:

= pET-27b s genem pro FOXO1-DBD44-270) obsahujici na N-koncovou histidinovou
kotvu, rezistenci na kanamycin a TEV §tépné misto

= pET-27b s genem pro FOXO04-DBDss-211) obsahujici N-koncovou histidinovou kotvu,
rezistenci na kanamycin a TEV §tépné misto

* pGEX-6P-1 s genem pro p53-TAD(.93) obsahujici glutathion-S-transferasu (GST),

rezistenci na ampicilin a §t€pné misto pro PreScission Proteasu (PP)
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Do bun¢k Rosetta™ 2 (DE3), nesoucich rezistenci na chloramfenikol, byl zaveden pouze
plasmid pET-27b s genem pro FOXO3-DBD(142-267) obsahujici N-koncovou histidinovou kotvu,
rezistenci na kanamycin a TEV S§tépné misto. Jind varianta bunék byla pouzita proto,

ze se v nich protein exprimoval 1épe nez v buitkach BL21 (DE3).
Provedeni

Ke 30 pl kompetentnich bun€k byl pfidan 1 pl pfislusné plazmidové DNA. Vznikla smés byla
poté jemné promichana a inkubovéna na ledu po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byla
mikrozkumavka s buitkami pfemisténa na 45 s do vodni 1azn€ o teploté 42 °C, ¢imz bylo
docileno teplotniho Soku. Nasledné byla mikrozkumavka vyjmuta z 14zn€ a uchovéna na ledu
po dobu dvou minut. Dale bylo ptidano 300 pl sterilniho média dle Luria-Bertani (LB), které
bylo pfedem vytemperovano na laboratorni teplotu. Smés byla inkubovéana 1 hodinu pti 37 °C

za stalého tiepani 180 ot./min.

Po inkubaci bylo ze smési odebrano 100 pl a asepticky pirevedeno na Petriho misku s LB
agarem, ktery obsahoval piisluSné antibiotikum o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Petriho

miska byla poté inkubovana v obracené poloze jakoZto ,,zavéSeny agar* pies noc pii 37 °C.

5.1.2. Exprese rekombinantnich protein(

Exprese rekombinantnich proteind je Siroce vyuZivanou metodou k ziskani velkého mnoZstvi
daného proteinu, ktery se poté vyuZziva pro strukturni a funkéni studie. Vyhodou exprese
rekombinantnich proteint je to, ze je lze exprimovat ve fuzi s afinitnimi znackami, které
usnadnuji jejich nésledné Cisténi.

Pro expresi DNA-vazebnych domén FOXO proteinti a transaktivaéni domény proteinu
p53 byly jakozto expresni systémy vyuzity bakterie E. coli kmene Bl121 (DE3) a Rosetta™ 2
(DE3). V piedchozim kroku byly do téchto bakteridlnich bun¢k separatné zavedeny plasmidy
nesouci geny pro rezistenci na piislusné antibiotikum, coZ umoziuje jejich naslednou selekci.
Na Petriho miskach s antibiotikem se tedy pies noc vytvorily kolonie pouze z téch bunék, které

ziskaly rezistenci pfijetim plasmidu. Ty byly dale pouzity v nasledujicim postupu.
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Provedeni

Do sklenéné zkumavky se sterilnim tekutym LB médiem o objemu 5 ml bylo ptidano 5 ul
ptislusného antibiotika. Z Petriho misky byla poté v aseptickém prostiedi pomoci sterilni
ockovaci klicky odebrana jedna bakteridlni kolonie, ktera byla pfenesena do zkumavky
s médiem a antibiotikem. Zkumavka byla opatiena vickem a nésledné inkubovana za stalého
michani 180 ot./min pii 37 °C ptes noc. Takto bylo vzdy ptipraveno nékolik zkumavek, jejichz
pocet zavisel na tom, v kolika litrech média exprese proteint nasledujici den probihala (5 ml

kultury pfipadd na 1 1 LB média). Obvykle se jednalo o 8-12 litri LB média.

Nasledujici den byly zkumavky s kulturou vyjmuty z inkubatoru. Kazda zkumavka byla
promichana pomoci vortexu a piidana k 1 1 tekutého sterilniho LB média, které jiz obsahovalo
ptislusné antibiotikum o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Nadoby s médiem a kulturou byly
poté inkubovany pii 37 °C za stalé¢ho tiepani 190 ot./min. V prubéhu kultivace byla méfena
opticka denzita (OD) pti 600 nm (slepym vzorkem bylo ¢isté LB médium). Kdyz bylo dosazeno
ur¢ité hodnoty OD (viz dale), zapocalo snizovani teploty uvniti tiepacky. V pripadé bakterii
nesoucich geny pro FOXO proteiny byla hrani¢ni hodnota OD 0,6 cm™ a teplota se po jejim
dosaZzeni sniZzovala na 20 °C. U bakterii nesoucich plasmid s genem pro protein p53 byla
hrani¢ni hodnota OD 0,3 cm™! a teplota se nasledné snizovala na 25 °C. Pfi sniZené teploté byly
nadoby s kulturou inkubovany, dokud OD nedoséhla hodnoty 0,8 cm™ (bakterie s geny pro
FOXO proteiny) a 0,7 cm™' (bakterie s genem pro protein p53). Po dosazeni zminéné hodnoty
OD byla vkazdé nadobé indukovana exprese piidavkem IPTG (isopropyl-B-D-1-
thiogalaktopyranosid) o koncentraci 0,5 mol-dm™. Piidavek ¢inil 1 ml pro bakterie s geny pro
FOXO proteiny (vysledna koncentrace IPTG v bani byla 0,5 mmol-dm™) a 2 ml pro bakterie
s genem pro protein p53 (vysledna koncentrace IPTG v bani byla 1 mmol-dm™>). Po indukci

byla kultura inkubovéna ptes noc pfi snizené teploté za stalého michani 190 ot./min.

Dalsi den byly kultury 20 minut centrifugovany pii 4 °C a 2073xg. Supernatant byl poté
odstranén a pelety byly pomoci vortexu Setrn¢ resuspendovany v lyza¢nim pufru (Tab. 5.1 na
str. 37). Peleta ziskana centrifugaci 1 1 kultury byla resuspendovana ve 30 ml lyza¢niho pufru.
Resuspendované buiiky byly ptelity do plastovych lahvi a zamrazeny v —80 °C. Tabulka 5.2 na
str. 37 shrnuje sloZeni fosfatového pufru (PBS), ktery byl pouZit pro pfipravu lyzaéniho pufru.
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Tabulka 5.1 — Slozeni lyzaéniho pufru

Slozka Vysledna koncentrace

PBS 1 X koncentrovany
NaCl 1 mol-dm™
B-merkaptoethanol 4 mmol-dm™
imidazol 2 mmol-dm™

Doplnéno deionizovanou vodou.

Tabulka 5.2 — Slozeni 10x koncentrovaného PBS pufru (pH = 7,4)

Slozka Hmotnost [g]

NaCl 80,0
KCl1 2,0
KH:2PO4 2,4

Na:HPO42H:0 | 144

NaN3 0,4

Doplnéno deionizovanou vodou na vysledny objem 1 L.

5.1.3. Sonikace

Sonikace je Siroce pouzivana laboratorni metoda, kterou lze vyuzit k rozbiti velkych ¢astic
v roztoku. Jednd se o chemicky a fyzikalni proces vychazejici z procesu akustické kavitace, coz
je jev, pti némz ultrazvukové viny vytvareji v roztoku mikroskopické bubliny, které ptisobenim
akustického pole kolabuji. Tim vytvareji silné vibra¢ni viny, které rozbijeji velké Castice.
Obvykle se vyuzivaji ultrazvukové frekvence (>20 kHz) a tak se n¢kdy této metod¢ prezdiva
ultrasonikace. Lze ji provadét pomoci ultrazvukové lazné nebo ultrazvukové sondy
(sonikatoru). V prubéhu sonikace se vytvaii teplo, a tak je zapotiebi vzorek po celou dobu

uchovavat na ledu, aby nedoslo k denaturaci proteint.
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Provedeni

Zmrazeny roztok bun€k byl pii laboratorni teploté ponechan rozmrznout. Poté byl za stalé¢ho
michéni inkubovéan s lysozymem (o celkové koncentraci 0,1 mg/ml) po dobu 40 minut
pii 4°C ve sklenéné kéadince. Po wuplynuti doby inkubace byl piidan PMSF
(fenylmethylsulfonylfluorid) o celkové koncentraci 1 mmol-dm™ a kadinka s roztokem byla
umisténa do ledové lazné. Dale byl vzorek sonikovan pomoci ultrazvukové sondy. Sonikace
vzorku o objemu 100 ml trvala celkem 15 minut pii vykonu 55 W s tim, Ze byla v poloviné
pferusena kvili promichani vzorku. Cyklus byl nastaven na 10 s ultrazvukovych pulst
a 30 s pauzy. Pot¢ byl sonikat pfeveden do centrifugacnich kyvet a 45 minut centrifugovén pii
4 °C a 20 000xg. Centrifugaci byl ziskan supernatant, ktery byl uchovan pti 4 °C a pouzit

v dal§im kroku.

5.2.  Purifikace DNA-vazebnych domén FOXO

5.2.1. Niklova chelatacni chromatografie

Niklovéa chelataéni chromatografie je typem afinitni chromatografie, ktera vyuziva afinity
nékterych aminokyselin k iontim téZkych kovii imobilizovanych na pevném nosici. V tomto
pfipadé se jednd o vznik koordinac¢né-kovalentni vazby mezi nikelnatymi ionty na nosici
a dusikovymi atomy postranniho fetézce histidinu proteinu. S rostoucim poctem histidind
v proteinu roste i sila, s jakou se dany protein na matrici vaze. Proto se rekombinantni proteiny
pfipravuji ve fuzi s tzv. histidinovou kotvou (his-tagem), coZ je sekvence Sesti histidini

umoziujici oddéleni Zadouciho proteinu od zbytku bunééné smési.
Provedeni

Pti purifikaci jednotlivych FOXO-DBD byla pouzita kolona naplnéné sepharosou (Chelating
Sepharose Fast Flow) o objemu 3 ml. Kolona byla nejprve pfipojena k peristaltické pumpé
apromyta dle nésledujiciho postupu: 15 ml deionizované vody, 60 ml roztoku siranu
nikelnatého (o koncentraci 0,1 mol-dm™), 15 ml deionizované vody a 15 ml pufru E (Tab. 5.3
na str. 39). Poté byla sepharosa z kolony vyjmuta a za stalého michani inkubovéana s bunéénym
extraktem po dobu jedné hodiny pii 4 °C. Po uplynuti doby inkubace byla kolona umisténa na
led a za nizké pratokové rychlosti byl pfiddvan bunécny extrakt s matrici. Nasledovalo

promyvani: 50 ml pufru E a poté 300 ml 10% (v/v) pufru F v pufru E. To vedlo k odstranéni
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nespecificky véazanych proteini. Poté byla kolona odpojena od peristaltické pumpy
a nasledovala eluce proteinu pomoci pufru F (15 ml) plsobenim gravitace. Pfitomnost
zadouciho proteinu v roztoku byla ovétena metodou SDS-PAGE v 15% polyakrylamidovém

gelu.

Tabulka 5.3 — slozeni pufri E a F pro niklovou chelata¢ni chromatografii

Pufr E: Pufr F:
Vysledna Vysledna
Slozka koncentrace Slozka koncentrace
PBS pufr 1% PBS pufr 1%
NaCl 0,5 mol-dm™ NaCl 0,5 mol-dm™
B-merkaptoethanol | 2 mmol-dm™ p-merkaptoethanol | 2 mmol-dm™
imidazol 1 mmol-dm™ imidazol* 0,5 mol-dm™

Oba roztoky byly do pozadovaného objemu doplnény deionizovanou vodou. Hodnota pH pufru F byla upravena
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na 8,0. Slozeni 10x PBS pufru je uvedeno v Tab. 5.2 na str. 37.

*Uvedena koncentrace imidazolu plati pro purifikaci FOXO3142-267), pro purifikaci FOXO4ss.211) byla pouzita
koncentrace 0,6 mol-dm= a pro FOXO1144-270) 0,4 mol-dm™,

5.2.2. Dialyza

Dialyza je separa¢ni metoda umoznujici oddéleni malych molekul (jako jsou napftiklad soli ¢i
redukéni ¢inidla) od makromolekul (proteiny, DNA) pomoci difuze skrze polopropustnou
membranu. Zatimco malé molekuly pronikaji otvory v dialyzaéni membrané po svém
koncentracnim spadu, makromolekuly jsou pfilis velké na to, aby otvory prosly, a tak zlstavaji
zachyceny uvnitf. Proces vymény malych molekul se zastavi v okamziku, kdy dojde
k vyrovnadni koncentraci vné€ a uvnitf membrany. Proto je nutné pouzit, vzhledem k objemu

vzorku, dostatecné mnoZzstvi dialyza¢niho pufru.
Provedeni

Roztok proteinu ziskany piedchozim krokem byl pfeveden do dialyzacni membrany

s propustnosti molekul mensich nez 6-8 kDa. Nasledné byl dialyzovan dvé hodiny pii4 °Cv 1 1
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pufru pro heparinovou afinitni chromatografii (Tab. 5.4 na str. 41). Po uplynuti této doby byla
zmeétena absorbance vzorku pfi 280 nm proti dialyza¢nimu pufru a pomoci Lambert-Beerova
zakona byla vypoctena pfibliznd molarni koncentrace proteinu. Dle mnozstvi proteinu byla poté
pro odstépenti histidinové kotvy ptidana TEV proteasa (proteasa viru tabakové mozaiky, z angl.
Tobacco Etch Virus), pficemz 250 U (odpovidajici 31,25 ul) bylo pouzito na Stépeni 1 mg
fazniho proteinu. Poté byla dialyza¢ni membrana s roztokem proteinu pfesunuta do 1 I nové
ptipraveného dialyza¢niho pufru a dialyzovédna ptes noc pii 4 °C. OdStépeni histidinové kotvy

bylo nésledujici den ovéteno metodou SDS-PAGE v 15% polyakrylamidovém gelu.

5.2.3. Heparinova afinitni chromatografie

Heparin je vysoce sulfatovany polysacharid fadici se do rodiny glykosaminoglykanti. Jeho
biologickou funkci je inhibice koagulaéni kaskady, avSak jeho schopnost interagovat s celou
fadou proteini se vyuzivd pro purifikaci rekombinantnich proteinti. V ptipad¢ afinitni
chromatografie se heparin pouziva kovalentné navazany na poréznich kuli¢kach. Plisobi jednak
jako specificky ligand, ale diky pfitomnosti velkého mnoZstvi sulfatovych skupin funguje také
jako katex (iontoméni¢). Vyhodou pouZiti heparinové afinitni chromatografie je, Ze neni nutna
pfitomnost afinitni znacky, a navic tak dochazi ke zkoncentrovdni roztoku proteinu, coz

zjednodusuje provedeni nésledujicich purifika¢nich krokd.
Provedeni

Heparinova afinitni chromatografie byla provedena na kolon€ HiTrap™ Heparin HP pfipojené
k AKTAprime pro FPLC. Roztok proteinu i pufry byly piefiltrovany pres filtry s velikosti port
0,45 um. Kolona byla ekvilibrovana pufrem pro heparinovou afinitni chromatografii (Tab. 5.4
na str. 41) a pratok mobilni faze byl nastaven na 1 ml/min. Nasledn¢ byl roztok proteinu
postupné nanesen na kolonu a poté eluovan gradientem koncentrace chloridu sodného pomoci
elu¢niho pufru (Tab. 5.5, na str. 41). Frakce obsahujici Zaddouci protein byly uchovany v 1,5ml
plastovych mikrozkumavkéch na ledu. Pfitomnost proteinu byla ovéfena metodou SDS-PAGE

v 15% polyakrylamidovém gelu.
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Tabulka 5.4 — slozeni pufru pro heparinovou afinitni chromatografii (také dialyza¢ni pufr)

Slozka Vysledna koncentrace

1 mol-dm™3 Tris-HCI (pH = 7,5) | 20 mmol-dm

NaCl 100 mmol-dm™

0,5 mol:dm= EDTA (pH=8,0) 1 mmol-dm™

B-merkaptoethanol 2 mmol-dm

glycerol 10% (w/v)

Do vysledného objemu doplnéno deionizovanou vodou.

Tabulka 5.5 — slozeni elu¢niho pufru

Slozka Vysledna koncentrace

1 mol-dm™3 Tris-HCI (pH = 7,5) | 20 mmol-dm

NaCl 1 mol-dm™

0,5 mol-dm>EDTA (pH=8,0) 1 mmol-dm™

B-merkaptoethanol 2 mmol-dm

glycerol 10% (w/v)

Do vysledného objemu doplnéno deionizovanou vodou.

5.2.4. Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je separa¢ni metoda, pii niz dochdzi k déleni slozek smési
dle jejich tvaru a velikosti. Stacionarni fazi tvofi porézni gel na bazi polysacharidii nebo
polyakrylamidu. Mobilni faze obsahuje d€lené latky rozpusténé v pufru. Principem metody je,
ze molekuly s malou molekulovou hmotnosti difunduji do pért gelu, ¢imz jsou na koloné
zadrzovény. Oproti tomu molekuly s velkou molekulovou hmotnosti jsou pfilis velké na to, aby
difundovaly do pori, a tak prochazi kolonou bez zadrZeni a jsou eluovany diive neZ mensi

molekuly.
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Provedeni

Roztok proteinu z piedeslého kroku byl ptfeveden do centrifugani zkumavky s membranou
(s propustnosti molekul mensich nez 10 kDa) a zkoncentrovan centrifugaci pti 1400—1600xg
a 4 °C na objem mensi nez 2 ml. Mezitim byla kolona HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 pg
(o objemu 320 ml a maximalnim vnitinim tlaku 0,3 MPa) pfipojena k AKTAprime pro FPLC
a ekvilibrovana pufrem pro gelovou permeacni chromatografii 1 (Tab. 5.6). Rychlost pritoku
mobilni faze byla 1,5 ml/min. Pufr i roztok proteinu byly pied pouzitim ptefiltrovany ptes filtry
s porovitosti 0,45 pm. Eluovany protein byl jiméan do plastovych 1,5ml zkumavek, které byly
poté uchovany na ledu. Pfitomnost a Cistota proteinu byla ovéfena v 15% polyakrylamidovém
gelu, ktery byl pfipraven metodou SDS-PAGE. Ve frakcich obsahujici protein v dostatecném
mnozstvi a Cistoté byla zmétfena absorbance pii 280 nm proti pouzitému pufru. Z hodnoty
absorbance byla pomoci Lambertova-Beerova zdkona vypoctena molarni koncentrace a vzorky

byly skladovéany v —80 °C.

Tabulka 5.6 — Slozeni pufru pro gelovou permeacni chromatografii 1 (pH = 7,5)

Slozka Vysledna koncentrace
Tris-HCI (pH = 7,5) 20 mmol-dm™

0,5 mol-dm= EDTA (pH = 8,0) 1 mmol-dm™

DTT 2 mmol-dm™

NaCl 100 mmol-dm™
glycerol 10% (wW/v)

Do vysledného objemu doplnéno deionizovanou vodou.
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5.3.  Purifikace transaktivacni domény proteinu p53
5.3.1. GST afinitni chromatografie

Glutathion-S-transferasa (GST) je 211 aminokyselinovych zbytkli dlouhy enzym, ktery se
hojn€ vyuziva jako afinitni znacka. Jeho substratem je redukovany glutathion, jez se pro potieby
purifikace proteinti imobilizuje na pevny nosi¢. Proteiny se exprimuji ve fuzi s GST afinitni
kotvou, kterd se pii prichodu kolonou navaze na imobilizovany glutathion, ¢imz dojde
k oddéleni proteinu od zbytku bunécné smési. K eluci se ndsledné vyuziva roztok redukovaného

glutathionu.
Provedeni

Pti purifikaci transaktivacni domény proteinu p53 pomoci GST afinitni chromatografie byla
pouzita kolona obsahujici 5 ml sepharosy (Glutathion Sepharose Fast Flow). Nejdiive byl
ptipraven GST pufr pro afinitni chromatografii (Tab. 5.7, str. 44). Poté byla kolona pfipojena
k peristaltické pumpé a promyta dle néasledujiciho postupu: 15 ml deionizované vody a 20 ml
GST pufru pro afinitni chromatografii. Po promyti byla sepharosa z kolony vyjmuta a pfesunuta
do sklenéné kadinky, v niz byla za stdlého michani inkubovana s bunéénym extraktem piti 4 °C
po dobu 40 minut. Po uplynuti doby inkubace byla kolona umisténa na led a za nizké pritokové
rychlosti byl pfidavan bunécny extrakt s matrici. Nésledovalo promyvani 300 ml GST pufru
pro afinitni chromatografii. B€Zné se po promyvacim kroku pfistupuje k eluci fuzniho proteinu
a az poté ke Stépeni afinitni znacky, ale dle zkuSenosti z nasi laboratote se vice osvédcilo
odstépovat protein od GST afinitni znacky ve chvili, kdy je navazana na sepharose, nebot’ jediné
tak 1ze efektivné dosdhnout jejiho oddéleni. Proto byla po promyvani sepharosa s navazanym
faznim proteinem vyjmuta z kolony a pfesunuta do malé sklenéné kadinky, do niz byla pfidana
PreScission proteasa (pro St€peni fizniho proteinu ziskaného zpracovanim Sesti litrii bunééné
kultury bylo pouzito 100 pul PreScission proteasy o koncentraci 3030 U/ml). Inkubace probihala
za stalého michani dvé hodiny pii 4 °C. Poté bylo pomoci metody SDS-PAGE ovéieno
odstépeni GST afinitni znacky. Obsah kadinky byl nanesen zpét na kolonu a bylo ptidano jesté
15 ml GST pufru pro afinitni chromatografii. Eluat byl jiman do plastovych mikrozkumavek
umisténych na ledu. Kolona byla poté regenerovdna vymyvacim pufrem (Tab. 5.8, str. 44).

Diky tomu doSlo k odstranéni GST afinitni kotvy navazané na sepharose.
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Tabulka 5.7 — Slozeni GST pufru pro afinitni chromatografii (pH = 7,5)

Slozka Vysledna koncentrace

Tris-HCI (pH = 7.5) 20 mmol-dm™
0,5 mol-‘dm= EDTA 1 mmol-dm™
DTT 10 mmol-dm
NaCl 500 mmol-dm
glycerol 10% (w/v)

Do vysledného objemu doplnéno deionizovanou vodou.

Tabulka 5.8 — Slozeni vymyvaciho pufru (pH = 8,0)

Slozka Vysledna koncentrace

glutathion 10 mmol-dm™

Do vysledného objemu doplnéno GST pufrem pro afinitni chromatografii, jehoZz slozeni je uvedeno v Tab. 5.7.
Hodnota pH byla upravena na 8,0.

5.3.2. Dialyza
Princip dialyzy je vysvétlen v kapitole 5.2.2. na str. 39.

Provedeni

Roztok proteinu ziskany piedchozim krokem byl pieveden do dialyza¢ni membrany
s propustnosti molekul menSich nez 6-8 kDa a dialyzovan ptes noc pii 4 °C ve 2 1 pufru pro

aniontové vyménnou chromatografii (Tab. 5.9, str. 45).

5.3.3. Aniontové vyménna chromatografie

Aniontove vyménnd chromatografie je metoda, jejiz podstatou jsou elektrostatické interakce.
Stacionarni fazi je iontoménic, v tomto piipadé anex, coz je matrice obsahujici bazické funkéni
skupiny, které pti styku s vodnou mobilni fazi disociuji. Pii aniontové vyméné dochazi

k uvolnéni zadporn¢ nabitych iontl stacionarni faze a k jejich nahrazeni zdporn¢ nabitymi ionty
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z roztoku. Béhem tohoto procesu ma zasadni vliv jednak povaha stacionarni faze a také pH
a iontova sila mobilni faze. Pro oddéleni zddouciho proteinu ze smési je tieba zajistit, aby byl
ve form¢ aniontu. Toho je dosazeno pouzitim pufru, jehoz pH je vyssi nez pl proteinu, coz je

hodnota pH, pfi niZ je celkovy naboj proteinu roven nule.
Provedeni

Teoretickd hodnota pl TAD proteinu p53 (po odstépeni GST afinitni kotvy) ziskand pomoci
nastroje ProtParam tool je 3,47. Proto byl pro aniontové vyménnou chromatografii zvolen pufr
s pH rovno 8,0. SloZeni pufru pro aniontové vyménnou chromatografii je uvedeno v Tab. 5.9.
Chromatografie byla provedena na koloné naplnéné Mono-Q Sepharosou, ktera byla ptipojena
k AKTAprime pro FPLC. Roztok proteinu byl vyjmut z dialyzaéni membrany a prefiltrovan
ptes filtr s porovitosti 0,45 um. Stejnym zplsobem byly filtrovany 1 vSechny pouzité pufry.
Rychlost pritoku mobilni faze ¢inila 1 ml/min. Eluce proteinu bylo docileno gradientem
iontové sily pomoci eluéniho pufru s vysokou koncentraci chloridu sodného (Tab. 5.10).

Pritomnost proteinu v jednotlivych frakcich byla ovéfena metodou SDS-PAGE.

Tabulka 5.9 — Slozeni pufru pro aniontové vyménnou chromatografii (pH = 8,0)

Slozka Vysledna koncentrace

Tris-HCI (pH = 8,0) 50 mmol-dm™
0,5 mol-dm= EDTA (pH = 8,0) 1 mmol-dm™
DTT 1 mmol-dm™

Do vysledného objemu doplnéno deionizovanou vodou.

Tabulka 5.10 — SloZeni elu¢niho pufru pro aniontové vyménnou chromatografii

Slozka Vysledna koncentrace
Tris-HCI (pH = 8,0) 50 mmol-dm™

0,5 mol-dm= EDTA (pH = 8,0) 1 mmol-dm™

DTT 1 mmol-dm™

NaCl 1 mol-dm™

Do vysledného objemu doplnéno deionizovanou vodou.
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5.3.4. Gelova permeacni chromatografie
Princip gelové permeacni chromatografie vysvétlen v kapitole 5.2.4. na str. 41.

Provedeni

Roztok proteinu byl pfeveden do centrifugaéni zkumavky s membranou (s propustnosti
molekul menSich nez 5 kDa) a zkoncentrovan centrifugaci pii 1500xg a 4 °C na objem mensi
nez 2 ml. Mezitim byla kolona HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 pg (o objemu 320 ml
a maximalnim vnitinim tlaku 0,3 MPa) piipojena k AKTAprime pro FPLC a ekvilibrovana
pufrem pro gelovou permeacni chromatografii 2 (Tab. 5.11). Rychlost prutoku mobilni faze
byla nastavena na 1,5 ml/min. Roztok proteinu byl, stejné jako pouzity pufr, pfed pouzitim
prefiltrovan pfes filtr s porovitosti 0,45 pm. Eluovany protein byl uchovan na ledu. Pfitomnost
a Cistota proteinu byla ovéfena v 15% polyakrylamidovém gelu, ktery byl pfipraven metodou
SDS-PAGE. Ve frakcich obsahujici protein v dostatecném mnozstvi a Cistoté byla zméfena
absorbance pii 280 nm proti pouzitému pufru. Z hodnoty absorbance byla pomoci
Lambertova-Beerova zdkona vypoctena moldrni koncentrace a vzorky byly zamrazeny

a skladovany v —80 °C.

Tabulka 5.11 — SloZeni pufru pro gelovou permeacni chromatografii 2 (pH = 7,5)

Slozka Vysledna koncentrace
Tris-HCI (pH =17,5) 25 mmol-dm

0,5 mol-dm= EDTA (pH = 8,0) 1 mmol-dm™

DTT 1 mmol-dm™

NaCl 150 mmol-dm™
glycerol 10% (w/v)

Do vysledného objemu doplnéno deionizovanou vodou.
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5.3.5. SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE,
z angl. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) je elektroforetickd metoda,
ktera se vyuziva kseparaci proteinti dle jejich velikosti na zadklad¢ rozdilné migrace
polyakrylamidovym gelem v elektrickém poli. Elektroforetickd pohyblivost proteint je zavisla
piedevsim na naboji a délce polypeptidového fetézce. Krom toho vSak zavisi i na stupni
denaturace. Dodecyl siran sodny (SDS) je aniontovym detergentem, ktery zajist'ujice denaturaci
proteinu a udéluje mu zaporny naboj rovnomérné na jednotku hmoty. Tim se piekryje vlastni
naboj proteinu a vSechny proteiny putuji v elektrickém poli smérem k anodé. Polyakrylamidovy
gel funguje na principu molekulového sita. Velikost porii v gelu je dana pomérem pouzitého
akrylamidu a bisakrylamidu. Proteiny o malé molekulové hmotnosti putuji skrz pory v gelu
snaz nez ty s velkou molekulovou hmotnosti. Proto doputuji za stejny ¢as do vétsi vzdalenosti
od startu migrace. Kombinované pouziti SDS a polyakrylamidového gelu umoznuje eliminovat

vliv struktury a naboje a proteiny jsou tak separovéany jen na zaklad¢ své molekulové hmotnosti.

Metoda SDS-PAGE byla vramci této prace vyuzivana pro kontrolu piitomnosti
a Cistoty purifikovanych proteintli. Pro analyzu vSech FOXO proteinti i proteinu p53 byl vzdy
vyuzivan 15% (v/v) separacni a 5% (v/v) zavadéci gel a standard Black Protein Ladder (Central

European Biosystems s.r.0.) obsahujici proteinové fragmenty o velikosti 11-245 kDa.

Provedeni

Vzorky pro SDS-PAGE byly vZdy pfipravovany smichdnim 15 pl roztoku proteinu a 5 pl
5%SDS vzorkového pufru (Tab. 5.12, str. 48). Aby bylo docileno Gplné denaturace proteinu,
byly vzorky 5 minut inkubovany pii 95 °C. Poté bylo zkazdého vzorku odebrano 15 pl
a naneseno do jamek zavadéciho gelu. Do jedné z prazdnych jamek byly naneseny 3 pl
standardu. Elektroforéza byla provedena v pufru pro elektroforézu (Tab. 5.13, str. 48) za stalého
napéti 200 V ajeji pribeh trval 60 minut. Slozeni 15% (v/v) separacniho a 5% (v/v) zavadéciho
gelu je uvedeno v Tab. 5.14 na str. 48 a pufry pro jejich piipravu v Tab. 5.15, oboji na str. 49.
Proteiny v gelu byly poté vizualizovany pomoci roztoku barviva Coomassie Briliant Blue R 250
(Tab. 5.16, str. 49). Gel byl nejprve povaten v 200 ml destilované vody a nasledné v barvicim
roztoku. Po dosazeni bodu varu byl gel ponechan 5 minut obarvit. Nasledovalo odbarveni

povarenim gelu v destilované vode.
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Tabulka 5.12 — Slozeni 5XSDS vzorkového pufiu

Slozka Odméreny objem [ml]
1 mol-dm= Tris-HCI (pH = 6,8) 0,6
50% (w/v) glycerol 5,0
10% (w/v) SDS 2,0
p-merkaptoethanol 0,5
1% (w/v) bromfenolova mod¥r 1,0
dH20 0,9

Tabulka 5.13 — SloZeni pufru pro elektroforézu

Slozka Hmotnost [g]

Tris 30
glycin 144
SDS 10

Doplnéno deionizovanou vodou do 1 1.

Tabulka 5.14 — Slozeni 15% (v/v) separac¢niho a 5% (v/v) zavadéciho gelu

15% (v/v) Separacni gel

5% (v/v) Zavadéci gel

Odméreny Odméreny
Slozka objem [ml] Slozka objem [ml]
Pufr pro separacni gel 2,00 Pufr pro zavadéci gel 1,00
Rotiphorese Gel 30 3,75 Rotiphorese Gel 30 0,50
dH:0 1,75 dH:0 2,25
10% (w/v) APS 45-1073 10% (w/v) APS 45-10°7
TEMED 5-107 TEMED 5-107
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Tabulka 5.15 — SloZeni pufrd pro pfipravu separaéniho a zavadéciho gelu

Pufr pro separacni gel Pufr pro zavadéci gel
Odméreny Odméreny
e objem [m] | SloZka objem [ml]
2M Tris-HCl (pH=38,8) 75 1 M Tris-HCI (pH =6,8) | 50
10% (w/v) SDS 4,0 10% (w/v) SDS 4,0
dH:20 21 dH:0 46

Tabulka 5.16 — SloZeni roztoku barviciho roztoku pro vizualizaci geld

Slozka Odmérené mnozstvi
CBB G-250 80 mg
35% HCIl 3ml

Doplnéno deionizovanou vodou do 1 1.
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5.4. Meéreni stacionarni anisotropie fluorescence

Fluorescence je spinové dovolenym piechodem atomu ¢i molekuly vétSinou ze zakladni
vibra¢ni hladiny energeticky vyssiho stavu S do n€které z vibracnich hladin zdkladniho stavu
So. Do excitovaného stavu se Castice dostane absorpci svételného zafeni ¢i chemickou reakci.
K deexcitaci nasledn¢ dochdzi bud’ zativymi ¢i nezéafivymi piechody. Fluorescence je

piikladem zafivého piechodu, jez ma dobu Zivota excitovaného stavu fadové 1078 s.

V ptipadé, zZe systém ozafime linedrné polarizovanym svétlem (coz je
elektromagnetické zéfeni, jehoz vektor intenzity elektrického pole osciluje v jedné roving),
dojde k absorpci svétla pouze témi molekulami, jejichZ pfechodny absorpéni dipélovy moment
je orientovan rovnobézné s rovinou polarizace excitacniho zafeni. Budou tedy excitovany
pouze ty molekuly, které jsou vic¢i excitaénimu zafeni vhodné orientovany. Tomuto jevu se fika
fotoselekce. Pokud by nedochézelo k rotaci molekul v roztoku (napt. ve zmrazeném vzorku),
emitované zatfeni by bylo rovnéZ polarizované. AvSak za béznych podminek molekuly
v roztoku vykonavaji rota¢ni difuzi a v disledku toho je emitované zateni depolarizované. Mira
depolarizace zafeni je kvantifikovana veli¢inou anisotropie fluorescence. Cim rychleji dana
molekula rotuje, tim je mira depolarizace vyssi. Proto lze tuto metodu vyuZit ke studiu protein-
proteinovych interakci, nebot” vznikly proteinovy komplex rotuje pomaleji neZ proteiny
samotné. Anisotropie fluorescence (rs) je definovdna hodnotou intenzity fluorescence naméeiené

ve vertikalni a horizontalni roviné vzhledem k celkové intenzité zareni dle vztahu:

ST+ 21,

kde I je intenzita zafeni, jeZ bylo emitovano horizontaln€ vzhledem k rovin€ polarizace

excitacniho zafeni a I, je intenzita zafeni, jeZ bylo emitovano vertikaln€ vzhledem k roving

polarizace excitacniho zareni.

Na rychlost rotace molekul ma krom jejich efektivniho molekulového objemu vliv také

viskozita prostiedi a teplota. Nejvyssi hodnotu anisotropie 1ze naméfit pti velmi nizké teploté

v roztoku s velkou viskozitou.
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Provedeni

Pfed samotnym méfenim byly nejprve pfipraveny dvé dvouvlaknové fluoresceinem znacené
DNA (IRE a DBE), které jsou rozpoznavany vsemi FOXO proteiny. Pro hybridizaci byly

pouzity jednovlaknové oligonukleotidy, jejichZ sekvence jsou uvedeny niZe:

Flc-IRE-up: Flc-5'-GACTATCAAAACAACGC-3'
IRE-down: 5'"-GCGTTGTTTTGATAGTC-3"'
Flc-DBE-up: Flc-5"-GACTATGTAAACAACGC-3"'
DBE-down: 5'"-GCGTTGTTTACATAGTC-3"'

Nukleotidy v lyofilizované formé byly rozpustény ve sterilni deionizované vode¢.
Roztoky nukleotidi byly nafedény na vyslednou koncentraci 1 mmol-dm>. Nasledovala
pfiprava dvou hybridiza¢nich smési. Kazda z nich obsahovala dvojici komplementarnich
oligonukleotidli, pficemz jeden z nich byl na 5°-konci znafen fluoresceinem. Slozeni
hybridiza¢ni smési a hybridiza¢niho pufru shrnuje Tab. 5.17. Hybridiza¢ni smés byla nasledné
po 50 ul pipetovana do plastovych mikrozkumavek. Poté byla ve vodni l4zni zahtata na 95 °C

a ponechana postupné vychladnout, ¢imz doslo ke vzniku dvouvlaknové DNA.

Tab. 5.17 — Slozeni pufru pro hybridizaci a slozeni hybridizacni smési

Pufr pro hybridizaci “ Hybridiza¢ni smés
Slozka Vysledna koncentrace | Slozka Odméreny
[mmol-dm3] objem [ul]
HEPES (pH=7,5) | 100 Fle-(IRE/DBE)-up 50
NaCl 500 (IRE/DBE)-down 50
EDTA (pH =8,0) 10 Pufr pro hybridizaci | 100
Doplnéno sterilni deionizovanou vodou. ddH:0 800

Hybridiza¢ni smési byly pfipraveny dvé — jedna obsahovala oligonukleotidy Flc-IRE-up + IRE-down a druha
Flc-DBE-up + DBE-down.
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Proteiny FOXO1-DBD, FOXO3-DBD, FOX04-DBD a p53-TAD byly pfipraveny
postupy uvedenymi v predeslych kapitolach této prace. Den pfed samotnym méfenim byly
vSechny proteiny ptes noc dialyzovany ve 2 I pufru A (Tab. 5.18) pti 4 °C v dialyzacnich
membrandch s propustnosti molekul menSich nez 6-8 kDa. Poté byly proteiny ptfevedeny
do centrifugacnich zkumavek s membrdnou propoustéjici molekuly mensi nez 10 kDa
(pro vSechny FOXO-DBD) a 5 kDa (pro p53-TAD). Nasledovala centrifugace pii 1292xg
a 4 °C. Roztoky proteinii byly nafedény HBS pufrem (Tab. 5.19). Vyslednd koncentrace
zasobnich roztoki vsech FOXO-DBD byla 10 pmol-dm™. Zasobni roztok p53-TAD mél
vyslednou koncentraci 134 umol-dm™. V Tab. 5.19 je krom HBS pufru uveden i roztok
10xHBS pouzity k jeho ptipravé.

Tab. 5.18 — Slozeni dialyza¢niho pufru A

Slozka Odmérené mnozstvi

10xHBS (pH=7,4) | 100 ml

dH:20 900 ml

TCEP 0,287

Slozeni 10xHBS pufru je uvedeno v Tab. 5.19

Tab. 5.19 — Slozeni roztokti 10xHBS (pH = 7,4) a HBS pufru

10xHBS (pH =7,4) ‘ HBS pufr
Vysledna koncentrace Vysledna
Slozka [mol-dm3] Slozka koncentrace
HEPES (pH =17,5) 0,1 10xHBS (pH =7,4) 1x
NaCl 1,5 Tween-20 0,1% (v/v)
Oba roztoky doplnény sterilni deionizovanou vodou. BSA 0,1% (W/v)
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Roztoky dvouvldknovych fluoresceinem znacenych DNA (Flc-dsIRE a Flc-dsDBE)
byly nasledng ziedény HBS pufrem. Redénim byly ziskany roztoky obou DNA o koncentraci
5 umol-dm™a 50 pmol-dm™. Poté bylo piipraveno nékolik roztokd s obsahem FOXO-DBD
pro meéfeni stacionarni anisotropie fluorescence. Pro kazdy FOXO-DBD (FOXO1-DBD,
FOXO03-DBD, FOX04-DBD) byly ptipraveny 3 roztoky (Al, B1, CI) dle Tab. 5.20. Celkem
bylo tedy pfipraveno 9 roztokii s obsahem FOXO-DBD. Nasledovala ptiprava roztoka
s obsahem zna¢nych dvouvlaknovych DNA (A2, B2, C2) dle Tab. 5.21 na str. 54.

Tab. 5.20 — SloZeni roztokt obsahujicich FOXO-DBD pro méfeni stacionarni anisotropie fluorescence

Roztok ’ Slozka Odméreny objem [pl]

FOXO-DBD (10 pmol-dm™) 40
Al | Flc-dsIRE (5 pmol-dm™) 2
HBS pufr 158
FOXO-DBD (10 pmol-dm™) 40
Flc-dsIRE (5 pmol-dm™) 2
B1
p53-TAD (134 pmol-dm™) 59,8
HBS pufr 98,2
FOXO-DBD (10 pmol-dm™) 40
C1 Flc-dsDBE (5 pmol-dm™) 2
HBS pufr 158
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Tab. 5.21 — Slozeni roztokl s obsahem znacnych dvouvlaknovych DNA (Flc-dsIRE, Flc-dsDBE)

Roztok ’ Slozka Odméreny objem [pl]

Flc-dsIRE (50 pmol-dm™) 2

A2
HBS pufr 1998
Flc-dsIRE (50 pmol-dm™) 2

B2 | p53-TAD (134 pmol-dm™) 597
HBS pufr 1401
Flc-dsDBE (50 pmol-dm™) 2

C2
HBS pufr 1998

Me¢éfeni stacionarni anisotropie fluorescence probihalo v kvadruplikatech v destickach
Corning® 384 Round Bottom Black Polystyrene. Do prvni jamky fadku byl vzdy pipetovan
jeden z roztokli obsahujici protein (dle Tab. 5.20, str. 53) o objemu 40 ul. Do posledni
24. jamky kazdého fadku desticky bylo pipetovano 20 ul HBS pufru (Tab. 5.19, str. 52), ktery
slouzil jako slepy vzorek (,,blank*). Do jamek 2.-23. bylo pipetovano 20 pl roztoku s obsahem
znacené dvouvldknové DNA (Tab. 5.21), pficemz tento roztok je oznacen shodnym pismenem
jako roztok proteinu v 1. jamce. Pokud byl tedy do 1. jamky pipetovan naptiklad roztok Al,
do jamek 2.-23. byl pipetovan roztok A2 (Obr. 5.1).

@ A1 (s obsahem FOXO-DBD)
@ A2 (s obsahem Flc-dsDNA)

() HBS pufr (,blank”)

Obr. 5.1 — Schéma pipetovani roztokl pro mefeni stacionarni anisotropie fluorescence. Cisla 1-24 oznacuji poradi

dané jamky v ramci fadku.
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Nasledn¢ bylo z prvni jamky odebrano 20 ul a ptfeneseno do druhé jamky. Obsah jamky
byl opatrné promichan a stejny objem byl poté ptenesen do nasledujici jamky. Tento postup byl
opakovan az do 22. jamky, ¢imz bylo docileno poklesu koncentrace FOXO-DBD v jamkéach
1.-22. dvojkovou fedici fadou. Nésledovalo méfeni pomoci pfistroje CLARIOstar® od firmy

BMG labtech pii vinové délce excitace 480 nm a vinové délce emise 530 nm.

Vyhodnoceni ziskanych dat

Meéieni bylo provedeno pomoci pfistroje CLARIOstar®, k némuz byl dodan také stejnojmenny
software CLARIOstar. Pomoci tohoto softwaru byla ziskdna hodnota anisotropie fluorescence
jednotlivych vzorki (rs). Od této hodnoty byla nasledné odectena nejnizsi hodnota anisotropie
fluorescence (rs)o naméfend pro fluorescenéné znacenou dvouvldknovou DNA v jamce bez
pritomnosti FOXO-DBD. Tim byla ziskana hodnota zmény anisotropie fluorescence (Ars)

pro dvouvlaknovou DNA v pfitomnosti FOXO-DBD.

Pro hodnoty (Ars) ziskané ¢tyfmi ¢i osmi méfenimi s pouzitim DNA DBE ¢i IRE
(v tomto pofadi) byl poté vypocitan aritmeticky primeér a ten byl pomoci programu GraphPad
Prism 8.0.1 vynesen v zavislosti na koncentraci FOXO-DBD. Tato zavislost byla nasledné

prolozena rovnici 5.1, ¢imz byly ziskany hodnoty Kp a (Ars)max:

— (Ars)max'[FOXO]

Ar,
§ Kp+[FOXO]

[5.1]

kde (Ars)max znaci maximalni hodnotu zmény staciondrni anisotropie fluorescence pfii saturacni
koncentraci ligandu, [FOXO] zna¢i molarni koncentraci FOXO-DBD a Kp disociacni

konstantu.
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6.Vysledky

V prvni ¢asti této kapitoly jsou prezentovany vysledky purifikaci jednotlivych FOXO-DBD
a pS3-TAD. V druhé casti jsou shrnuty vysledky meétfeni vazebnych afinit pfipravenych
FOXO-DBD ke dvéma konsenzudlnim sekvencim v pfitomnosti i nepfitomnosti pS3-TAD.
Vsechny tii konstrukty FOXO-DBD byly navrzeny tak, aby mély jejich N- a C-koncové
sekvence stejnou délku. Oba konce se totiz ucastni vazby k DNA a ptipadné rozdily v délce by
mohly zna¢né zkreslovat vysledky méfeni. Zkraceni koncovych sekvenci se vSak promitnulo
v naro¢nosti ptipravy takto navrzenych proteini. Pro expresi proteinti bylo zapotiebi pouzivat
velké objemy LB média a nasledné purifikace bylo nutné, vzhledem k pomérné nizkym

vytézkiim, mnohokrat opakovat.

6.1.  Purifikace proteinu FOXO1 144-270)

Purifikace DNA-vazebné domény transkripcniho faktoru FOXO1144-270) zahrnovala nasledujici
kroky: niklovou chelata¢ni chromatografii, heparinovou afinitni chromatografii a gelovou
permeacni chromatografii. Pfitomnost a Cistota produktu byla po kazdém tomto kroku ovéfena
metodou SDS PAGE (kap. 5.3.5, str. 47). Vyté€zek €inil celkem 18 mg proteinu z 20 1 bakterialni
kultury.

6.1.1. Niklova chelatacni chromatografie

Protein FOXO1-DBD byl exprimovan ve fuzi s histidinovou kotvou, ktera byla vyuzita
k provedeni niklové chelata¢ni chromatografie. Eluce proteinu bylo docileno promytim kolony
15 ml pufru s koncentraci imidazolu odpovidajici 0,4 mol-dm. Ziskany roztok byl uchovéan
na ledu v plastovych mikrozkumavkéch po 1,5 ml. Nasledné byla metodou SDS-PAGE pomoci
15% (v/v) polyakrylamidového gelu ovéfena ptitomnost a Cistota FOXO1-DBD v jednotlivych
frakcich. Z gelu na Obr. 6.1. na str. 57 je patmé, ze se protein FOXO1-DBD exprimoval
v dostatecném mnozstvi. Zfeteln¢ jsou vSak vidét také redundantni proteiny, proto se
ptistoupilo k nasledujicimu purifikanimu kroku. Vybrané frakce (2-9) byly sjednoceny

a dialyzovany s TEV proteasou pro odstépeni histidinové kotvy.
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Obr. 6.1 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po niklové chelatacni
chromatografii FOXO1-DBD. Prvni jamka obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti Black Protein
Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbylé jamky obsahovaly roztok

proteinu FOXO1-DBD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce (2-9) a 5 pl 5xSDS-vzorkového pufru.
Vybrané frakce byly poté sjednoceny a dialyzovany s TEV proteasou pro odstépeni histidinové kotvy.

6.1.2. Heparinova afinitni chromatografie

Nasledujicim purifikaénim krokem byla heparinova afinitni chromatografie. Ta byla provedena
na kolon& HiTrap™ Heparin HP ptipojené k AKTAprime pro FPLC. Protein FOXO1-DBD byl
eluovan gradientem koncentrace chloridu sodného. Objem jimanych frakei ¢inil 1 ml
a mikrozkumavky byly po celou dobu uchovavany na ledu. Ziaznam pribéhu této
chromatografie je zobrazen na Obr. 6.2 na str. 58. Cistota frakci oznaenych Eervenym
rdmeckem byla nasledné charakterizovana pomoci 15% (v/v) polyakrylamidového gelu
metodou SDS-PAGE (Obr. 6.3, str. 58). Z obrazku gelu je zfetelné videt, Ze se podatilo oddélit
prevaznou ¢ast kontaminujicich proteint. Cistota produktu byla ale piesto pro potieby méfeni
anisotropie fluorescence nedostacujici, a tak se pfistoupilo k provedeni gelové permeacni

chromatografie.
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Obr. 6.2 — Zaznam prib¢hu heparinové afinitni chromatografie FOXO1-DBD. Oranzové je znazornéna kiivka
zavislosti konduktivity na objemu mobilni fdze a modie je zavislost absorbance pfi vinové délce 280 nm na objemu
mobilni faze. Frakce oznacené cervenym rameckem byly vybrany pro analyzu metodou SDS-PAGE v 15% (v/v)
polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 6.3 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po heparinové afinitni
chromatografii FOXO1-DBD. Prvni jamka obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti Black Protein
Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbylé jamky obsahovaly roztok
proteinu FOXO1-DBD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce a 5 pl 5xSDS-vzorkového pufru. Vsechny
frakce byly nasledné sjednoceny a uchovany na ledu pro dalsi pouZiti.
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6.1.3. Gelova permeacni chromatografie

Poslednim purifika¢ni krokem byla gelovd permeacni chromatografie. Byla provedena na
kolon& HiLoad Superdex 75 26/600 pfipojené k AKTAprime pro FPLC. Vzorky byly pied
aplikaci na kolonu zkoncentrovany ultrafiltraci na objem mensi nez 2 ml. Protein eluovany
z kolony byl jiman do plastovych mikrozkumavek, které byly poté uchovany na ledu. Zaznam
pribéhu chromatografie je zobrazen na Obr. 6.4. Cistota roztoku proteinu byla nasledné
charakterizovana metodou SDS-PAGE v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu (Obr. 6.5, str. 60).
Z gelu je patrné, ze bylo dosazeno dostate¢né Cistoty, nebot’ se podafilo oddélit vSechny

nezadouci proteiny. VSechny frakce (B1-B9) byly spojeny, zamrazeny a uchovany v —80 °C.
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Obr. 6.4 — Zaznam gelové permeacni chromatografie FOXO1-DBD. Kfivka znazornuje zavislost absorbance pfi
vinové délce 280 nm na objemu mobilni fize. Cervenym rameckem jsou oznaGeny frakce vybrané pro analyzu
metodou SDS-PAGE v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 6.5 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po gelové permeacni
chromatografii. Prvni jamka obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti Black Protein Ladder (Central
European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznafen jako M. Zbylé jamky obsahovaly roztok proteinu
FOXO1-DBD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce a 5 ul 5xSDS-vzorkového pufru. Vybrané frakce
(B1-B9) byly nasledné sjednoceny, zamrazeny a skladovany v —80 °C.

6.2.  Purifikace proteinu FOXO3142-267)

Purifikace DNA-vazebné domény transkripéniho faktoru FOXO3(142-267) byla témét identicka
jako purifikace FOXO1 144270y (viz vyS$e). Purifikacni kroky tvotila opét niklova chelataéni
chromatografie, heparinova afinitni chromatografie a gelovd permeacni chromatografie.
Pritomnost a Cistota produktu byla po kazdém tomto kroku ovéfena metodou SDS PAGE

(kap. 5.3.5, str. 47). VytézZek €inil celkem 8 mg proteinu z 26 1 bakterialni kultury.

6.2.1. Niklova chelatacni chromatografie

Protein FOXO3-DBD byl exprimovan ve fazi s histidinovou kotvou, coz umoznilo provedeni
niklové chelata¢ni chromatografie. Protein byl eluovan 15 ml pufru s koncentraci imidazolu

odpovidajici 0,5 mol-dm™

. Ziskany roztok proteinu byl uchovan na ledu v plastovych
mikrozkumavkach po 1,5 ml. Cistota jednotlivych frakci byla charakterizovana metodou
SDS-PAGE pomoci 15% (v/v) polyakrylamidového gelu. Z gelu na Obr. 6.6. na str. 61 lze
vidét, Ze se protein FOXO3-DBD exprimoval v dostatecném mnozstvi. Ve vzorku je také
pfitomno pomérné mnozstvi necistot. Vybrané frakce (3-9) byly sjednoceny a dialyzovéany

s TEV proteasou pro odstépeni histidinové kotvy.
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Obr. 6.6 — Qizu?tlizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po niklové chelataéni
chromatografii FOXO3-DBD. Prvni jamka obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti Black Protein
Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbyl¢ jamky obsahovaly roztok

proteinu FOXO3-DBD vznikly smichanim 15 ul roztoku dané frakce a 5 ul 5xSDS-vzorkového pufru. Vybrané
frakce byly poté sjednoceny a dialyzovany s TEV proteasou pro odstépeni histidinové kotvy.

6.2.2. Heparinova afinitni chromatografie

DalSim purifikacnim krokem byla heparinova afinitni chromatografie provedena na kolon¢
HiTrap™ Heparin HP. Eluce proteinu FOXO3-DBD bylo docileno gradientem iontové sily.
Objem kazdé frakce odpovidal 1 ml. Roztok proteinu byl uchovan v plastovych
mikrozkumavkach, které byly umistény na ledu. Pribéh chromatografie je zndzornén na
Obr. 6.7 na str. 62. Cistota frakci oznalenych Gervenym rameckem byla naslednd
charakterizovana pomoci 15% (v/v) polyakrylamidového gelu metodou SDS-PAGE (Obr. 6.8,
str. 62). Z obrazku gelu je patrné, ze se podafilo snizit kontaminaci vzorku necistotami. Stale
jsou tu vSak viditelné prouzky odpovidajici proteiniim s vyssi molekulovou vahou. Bylo proto

zapotiebi ptistoupit k dalSimu purifikaénimu kroku.
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Obr. 6.7 — Zaznam heparinové afinitni chromatografie FOX03-DBD. Cerné je znazornéna kiivka zavislosti
konduktivity na objemu mobilni faze a modte je zavislost absorbance pfi vinové délce 280 nm na objemu mobilni
faze. Frakce oznacené Cervenym rameckem byly vybrany pro analyzu metodou SDS-PAGE v 15% (v/v)
polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 6.8 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po heparinové afinitni
chromatografii FOXO3-DBD. Prvni jamka obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti Black Protein
Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbylé jamky obsahovaly roztok
proteinu FOXO3-DBD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce a 5 pl 5xSDS-vzorkového pufru. Vybrané
frakce byly nasledné sjednoceny a zkoncentrovany.
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6.2.3. Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie predstavovala posledni purifika¢ni krok. Pro optimalni
separaci jednotlivych proteind byla pouzita kolona HiLoad Superdex 75 26/600. Vzorky byly
pred nanesenim na kolonu zkoncentrovany ultrafiltraci. Protein eluovany z kolony byl jiman do
plastovych mikrozkumavek. Aby se ptfedeSlo degradaci proteinu, byly mikrozkumavky
uchovavany na ledu. Zaznam pribshu chromatografie shrnuje Obr. 6.9. Cistota produktu byla
nasledné charakterizovana pomoci 15% (v/v) polyakrylamidového gelu metodou SDS-PAGE
(Obr. 6.10, str. 64). Z obrazku gelu Ize soudit, Ze bylo dosazeno optimalni Cistoty. Ve frakcich
D5-D8 je viditelny maly prouzek odpovidajici produktu degradace, proto byly tyto frakce

zamrazeny zvlast. Frakce C7-D4 byly spojeny, zamraZeny a uchovany v —80 °C pro dalsi

pouziti.
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Obr. 6.9 — Zaznam gelové permeacni chromatografie FOXO3-DBD. Ktivka znazornuje zavislost absorbance pti
vinové délce 280 nm na objemu mobilni fize. Cervenym rameckem jsou oznaceny frakce vybrané pro analyzu
metodou SDS-PAGE v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 6.10 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamio ho gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po gelové permeacni
chromatografii. Prvni jamka obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti Black Protein Ladder (Central
European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznaéen jako M. Zbylé jamky obsahovaly roztok proteinu
FOXO03-DBD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce a 5 ul 5xSDS-vzorkového pufru. Vybrané frakce
byly nasledné sjednoceny, zamrazeny a skladovany v —80 °C.

6.3. Purifikace proteinu FOX0O4sg6-211)

Poslednim purifikovanym proteinem z FOXO podskupiny transkripénich faktor byl protein
FOXO04, konkrétn¢ jeho DNA-vazebnd doména (FOX0O4-DBDse-211)). Purifikacni postup se
skladal zrGznych chromatografickych metod vcetné niklové chelatacni chromatografie,
heparinové afinitni chromatografie a také gelové permeacni chromatografie. Ptitomnost
a Cistota produktu byla po kazdém tomto kroku charakterizovana metodou SDS PAGE
(kap. 5.3.5, str. 47). Vytézek €inil celkem 7 mg proteinu z 20 1 bakteridlni kultury.

6.3.1. Niklova chelatacni chromatografie

Protein FOX0O4-DBD byl, stejné¢ jako FOXO1-DBD a FOXO3-DBD, exprimovan ve fuzi
s histidinovou kotvou. Pomoci této afinitni znacky doslo k zachyceni FOXO4-DBD na kolong,
zatimco prevazna vétSina necistot byla vymyta. Eluce proteinu bylo docileno pomoci 15 ml
pufru s koncentraci imidazolu odpovidajici 0,6 mol-dm . Ziskany roztok byl uchovéan na ledu
v plastovych mikrozkumavkach po 1,5 ml. Nasledné¢ byla metodou SDS-PAGE pomoci
15% (v/v) polyakrylamidového gelu ovétena ptitomnost a Cistota FOX0O4-DBD v jednotlivych
frakcich. Z gelu na Obr. 6.11 na str. 65 lze vidét, Ze se protein FOX0O4-DBD exprimoval
v dostate€ném mnozstvi. V porovnani se vzorky, ziskanymi po niklové chelatacni

chromatografii FOXO1-DBD a FOXO3-DBD, je zde pfitomno podstatné menSi mnoZstvi
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necistot. Vybrané frakce (1-9) byly sjednoceny a dialyzovany s TEV proteasou pro odstépeni

histidinové kotvy.
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Obr. 6.11 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po niklové
chelata¢ni chromatografii FOXO4-DBD. Prvni jamka obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti Black
Protein Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbylé jamky obsahovaly

roztok proteinu FOX04-DBD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce a 5 pl 5xSDS-vzorkového pufru.
Vybrané frakce byly poté sjednoceny a dialyzovany s TEV proteasou pro odstépeni histidinové kotvy.

6.3.2. Heparinova afinitni chromatografie

Dal$im purifika¢nim krokem byla heparinova afinitni chromatografie. K jejimu provedeni byla
pouzita kolona HiTrap™ Heparin HP, jeZ byla piipojena k AKTAprime pro FPLC. Protein
FOXO04-DBD byl eluovan gradientem koncentrace chloridu sodného. Objem jimanych frakci
byl 1 ml a mikrozkumavky byly po celou dobu uchovavany na ledu. Pribéh chromatografie je
zobrazen na Obr. 6.12 na str. 66. Cistota frakci ozna¢enych &ervenym rameckem byla nasledné
charakterizovana pomoci 15% (v/v) polyakrylamidového gelu metodou SDS-PAGE
(Obr. 6.13, str. 66). Na obrazku gelu je vidét nékolik prouzki, které odpovidaji necistotdm
s vys§i 1 niz8§i molekulovou hmotnosti, nez ma FOXO4-DBD. Tyto necistoty se pomoci
heparinové afinitni chromatografie nepodatfilo bohuzel oddélit, a proto se pfistoupilo

k provedeni gelové permeacni chromatografie.
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Obr. 6.12 — Zaznam heparinové afinitni chromatografie FOX04-DBD. Cerné je znézornéna kiivka zavislosti
konduktivity na objemu mobilni faze a modfe je zavislost absorbance pii vinové délce 280 nm na objemu mobilni
faze. Frakce oznacCené Cervenym rameCkem byly vybrany pro analyzu metodou SDS-PAGE v 15% (v/v)

polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 6.13 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po heparinové
afinitni chromatografii FOXO4-DBD. Prvni jamka obsahovala 3 ul standardu molekulovych hmotnosti Black
Protein Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbylé jamky obsahovaly
roztok proteinu FOX04-DBD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce a 5 pl 5xSDS-vzorkového pufru.
Vybrané frakce byly nasledné sjednoceny a zkoncentrovany.

66



6.3.3. Gelova permeacni chromatografie

Posledni purifikacni krok pfedstavovala gelova permeacni chromatografie. K separaci byla
pouzita kolona HiLoad Superdex 75 26/600. Vzorky byly pfed nanesenim na kolonu
zkoncentrovany ultrafiltraci. Eluat byl uchovan v plastovych mikrozkumavkach, pfi¢emz
objem jednotlivych frakci ¢inil 1,5 ml. Zdznam prib&éhu chromatografie je zobrazen na
Obr. 6.14. Cistota roztoku proteinu byla naslednd charakterizovana metodou SDS-PAGE
v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu (Obr. 6.15, str. 68). Z gelu je patrné, ze bylo dosazeno
dostatecné Cistoty. Ve frakcich E7-E10 a F7-F8 je vidét nepatrny prouzek odpovidajici neCistoté
s vyssi molekulovou hmotnosti. Tyto frakce nebyly pro potieby dalSich experimentd pouzity.
Oproti tomu frakce E11-F6 obsahovaly protein o optimalni Cistoté 1 vytézku, a proto byly
spojeny, zmrazeny a skladovany v —80 °C pro dalsi pouziti.
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Obr. 6.14 — Zaznam gelové permeacni chromatografie FOXO04-DBD. Ktivka znazoriiuje zavislost absorbance pti
vinové délce 280 nm na objemu mobilni fize. Cervenym rameckem jsou oznaceny frakce vybrané pro analyzu

metodou SDS-PAGE v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 6.15— Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po gelové permeacni
chromatografii. Prvni jamka gelu vlevo a druha jamka gelu vpravo obsahovaly 3 ul standardu molekulovych
hmotnosti Black Protein Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbylé
jamky obsahovaly roztok proteinu FOXO4-DBD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce a5 pl
5xSDS-vzorkového pufru. Vybrané frakce (E11-F6) byly nasledné sjednoceny, zamrazeny a skladovany v —80 °C.

6.4. Purifikace proteinu p53(1-03)

Purifikace transaktiva¢ni domény transkripéniho faktoru p53(i-93) zahrnovala nésledujici kroky:
GST afinitni chromatografii, aniontové vymeénnou chromatografii a gelovou permeacni
chromatografii. Pfitomnost a €istota produktu byla po kazdém tomto kroku ovéfena metodou

SDS PAGE (kap. 5.3.5, str. 47). Vytézek ¢inil celkem 5 mg proteinu z 12 1 bakterialni kultury.

6.4.1. GST afinitni chromatografie

Protein p53-TAD byl exprimovan ve fuzi s glutathion-S-transferasou (GST), ¢ehoz bylo
vyuzito v prvnim purifikaénim kroku, kterym byla GST afinitni chromatografie.
Chromatografie byla provedena na kolon¢€ naplnéné sepharosou, pfi¢emz se obvykle pfistupuje
k odstépeni afinitni znacky az poté, co je protein z kolony eluovan. Odchylkou od bézného
postupu bylo §tépeni afinitni znacky ve chvili, kdy byl skrz ni protein vazan na matrici. Pomoci
15% (v/v) polyakrylamidového gelu byla ovéfena uspéSnost odstépeni afinitni znacky
PreScission proteasou v pritbéhu GST afinitni chromatografie (Obr. 6.16, str. 69). Jamka ¢. 1
obsahovala vzorek matrice snavdzanym fuznim proteinem GST-p53-TAD. Jamka ¢. 2
obsahovala vzorek proteinu p53-TAD a odstépenou GST znacku, ktera byla v tu chvili stale

vazana na matrici.
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Obr. 6.16 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po GST afinitni
chromatografii. Jamka oznaéena ,,M* obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti Black Protein Ladder
(Central European Biosystems s.r.0.). Jamka ¢. 1 obsahovala smés 15 pl roztoku proteinu GST-p53-TAD vazaného
na matrici a 5 pl 5xSDS-vzorkového pufru. Jamka €. 2 obsahovala smés 15 pl roztoku proteinu p53-TAD
s odstépenou GST znackou (v tu chvili stale vazanou na matrici) a 5 pul 5xSDS-vzorkového pufru.

6.4.2. Aniontové vymeénna chromatografie

Nasledujicim purifikacnim krokem byla aniontové vyménnad chromatografie, ktera byla
provedena na koloné napInéné Mono-Q Sepharosou pfipojené k AKTAprime pro FPLC. Eluce
proteinu byl docileno gradientem iontové sily. Frakce byly jimany po 1 ml do plastovych
zkumavek umisténych na ledu. Zaznam prib&hu chromatografie je zndzornén na Obr. 6.17
na str. 70. Cistota frakci ozna¢enych &ervenym ramedkem byla nasledné analyzovana metodou
SDS-PAGE v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu (Obr. 6.18, str. 70). Z obrazku je ziejmé,
ze se podatilo odd¢lit vétSinu redundantnich proteini, ale ¢istota produktu zatim neni optimalni.
Patrné jsou predevsim necistoty s vyssi molekulovou hmotnosti odpovidajici ptiblizné 70 kDa.

Pro jejich odd€leni bylo zapotiebi provést gelovou permeacni chromatografii.
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Obr. 6.17 — Zaznam pribéhu aniontové vyménné chromatografie proteinu p53-TAD. Cerné je znazornéna kfivka
zavislosti konduktivity na objemu mobilni fize a modie je zavislost absorbance pti vinové délce 280 nm na objemu
mobilni faze. Frakce ozna¢ené cervenym rameckem byly vybrany pro analyzu metodou SDS-PAGE v 15% (v/v)
polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 6.18 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE po aniontové
vyménné chromatografii proteinu p53-TAD. Prvni jamka obsahovala 3 pl standardu molekulovych hmotnosti
Black Protein Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbylé jamky
obsahovaly roztok proteinu pS3-TAD vznikly smichanim 15 pl roztoku dané frakce a 5 pul 5xSDS-vzorkového
pufru. Vybrané frakce byly nasledné sjednoceny a zkoncentrovany.
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6.4.3. Gelova permeacni chromatografie

K oddéleni zbylych necistot byla pouzita gelova permeacni chromatografie. Probihala
na kolon¢ HiLLoad Superdex 75 26/600. Vzorky byly pfed nanesenim na kolonu zkoncentrovany
ultrafiltraci na objem mensi nez 2 ml. Eludt byl uchovan v plastovych mikrozkumavkach
o objemu 1,5 ml. Teplotni degradaci proteinu se pfedeslo umisténim mikrozkumavek na led.
Pribéh chromatografie je znazornén na Obr. 6.19. Cistota roztoku proteinu byla nasledné
charakterizovana metodou SDS-PAGE v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu (Obr. 6.20,
str. 72). Z gelu je patrné, Ze se témét vSechny necistoty, vcetné téch o molekulové hmotnosti
priblizn¢ 70 kDa, podaftilo odd¢lit. Ve frakcich B12-C1 je vidét nepatrny prouzek odpovidajici
necistoté¢ s vy$$i molekulovou hmotnosti. Tyto frakce nebyly radéji pro potieby dalSich
experimentll pouZity. Frakce C2-D2 mély optimalni Cistotu, a tak byly spojeny, zmraZeny a

skladovéany v —80 °C pro dalsi pouziti.

100

80

4

Objem [ml]
Obr. 6.19 — Zaznam gelové permeacni chromatografie p53-TAD. Kftivka zndzormuje zavislost absorbance pfi
vinové délce 280 nm na objemu mobilni fize. Cervenym rameckem jsou oznaceny frakce vybrané pro analyzu

metodou SDS-PAGE v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 6.20 — Vizualizace 15% (v/v) polyakrylamidového gelu ziskaného metodou SDS-PAGE ;)o gigové permeacni
chromatografii. Prvni jamka gelu vlevo a ¢tvrta jamka gelu vpravo obsahovaly 3 pl standardu molekulovych
hmotnosti Black Protein Ladder (Central European Biosystems s.r.0.), ktery je na obrazku oznacen jako M. Zbylé
jamky obsahovaly roztok proteinu p53-TAD vznikly smichanim 15 ul roztoku dané frakce a 5 pl
5xSDS-vzorkového pufru. Vybrané frakce (C2-D2) byly nasledné sjednoceny, zamrazeny a skladovany v —80 °C.

6.5. Mérfeni stacionarni anisotropie fluorescence

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit, zda je vzajemna interakce izolovanych domén p53-TAD
a FOXO-DBD schopna ovlivnit DNA-vazebné vlastnosti DBD jednotlivych FOXO proteind.
DalSim cilem bylo charakterizovat DNA-vazebné afinity DBD jednotlivych FOXO proteinti
a zjistit, zda se né&jak 1isi jejich chovani naptiklad v disledku odlisnych interakei s pS3-TAD.
Za témito ucely bylo provedeno méfeni stacionarni anisotropie fluorescence. Pro méfeni byly
pouzity dvé konsenzualni sekvence DNA, které jsou rozpoznavany vSemi zastupci FOXO
proteinti. Prvni sekvence je zndma jako vazebny element rodiny DAF-16 (DBE) a druha je
znama jako element reagujici na inzulin (IRE). Vazebna afinita FOXO-DBD k ob¢éma
zminénym sekvencim DNA byla stanovena pomoci zmén staciondrni anisotropie fluorescence
fluoresceinu, ktery byl vzdy pfipojen k 5°-konci jednoho z oligonukleotidi. V prubéhu
dokoncovani této diplomové prace byla publikovana studie, kterd ukéazala, ze interakce
transaktivacni domény p53 a DNA-vazebné domény FOXO4 je zasadni pro stabilitu komplexu
p53:FOXO04 a e tvorba tohoto komplexu mé vliv na DNA-vazebnou afinitu obou proteint’®.
Zatim vSak zlstava otdzkou, zda jsou DNA-vazebné vlastnosti FOXO1-DBD a FOX0O3-DBD
v disledku interakce s p53-TAD ovlivnény stejnou mirou jako u FOX04-DBD.
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6.5.1. Méreni DNA-vazebné afinity FOXO-DBD k sekvenci Flc-IRE

Nejprve byla stanovena afinita vSech pfipravenych FOXO-DBD (konkrétné¢ FOXO1 144-270),
FOXO3(142267y a FOXO46211)) ksekvenci DNA Flc-IRE, a to jak v pfitomnosti,
tak nepfitomnosti proteinu p53-TAD1.93) 0 vysledné koncentraci 40 pmol/l. Kazdé méfeni bylo
provedeno osmkrat (ze dvou nezavislych purifikaci, pficemz z kazdé purifikace bylo méteni
opakovano ctytikrat). Hodnoty Kp byly ziskdny proloZzenim experimentalné ziskanych bodt

rovnici 5.1 na str. 55.

Pro protein FOXO1-DBD (Obr. 6.21) byla v podminkach bez ptidavku p53 ziskana
hodnota Kp = 23 + 0,8 nmol-dm™. V pfitomnosti proteinu p53-TAD byla ziskdna hodnota
Kp =33 + 2 nmol-dm, coZ zna¢i mirné snizeni DNA-vazebné afinity v porovnani s méfenim

bez ptidavku p53-TAD.

FOXO1-DBD:Flc-IRE
60
40—
Lo
<] FOXO1-DBD, Kp = 23+0,8 nM
20 FOXO1-DBD + 40 uM p53-TAD , Kp = 33+2 nM
I
0 T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 20
C Foxo1-pep [HM]
Obr. 6.21 — Graf zavislosti zmény stacionarni anisotropie fluorescence (Ars) na molarni koncentraci

FOXO1-DBD. Z obrazku je patrné, ze v pfitomnosti proteinu p53-TAD dochazi k mirnému snizeni vazebné afinity
k pouzité sekvenci Flc-IRE v porovnani s méfenim bez ptidavku p53-TAD. Vynesené hodnoty jsou aritmetickymi
prumeéry z osmi méfeni a uvedené chyby jsou smérodatné odchylky.

Pro protein FOXO3-DBD (Obr. 6.22, str. 74) byla v podminkdch bez ptidavku
p53-TAD ziskana hodnota Kp = 31 + 1 nmol-dm™. V pfitomnosti proteinu p53-TAD byla

ziskana hodnota Kp = 35 + 2 nmol-dm™, vazebn4 afinita se tedy téméf nezménila.
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FOXO3-DBD:Flc-IRE

60
40
0
—
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20 FOXO3-DBD + 40 uM p53-TAD, K = 352 nM
O_I I 1 | 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
C Foxo3-pep [MM]
Obr. 6.22 — Graf zavislosti zmény stacionarni anisotropie fluorescence (Ars) na molarni koncentraci

FOXO03-DBD. Z obrazku je patrné, ze v pritomnosti proteinu p53-TAD nedochazi k signifikantni zmén¢€ vazebné
afinity k pouzité sekvenci Flc-IRE v porovnani s méfenim bez piidavku p53-TAD. Vynesené hodnoty jsou
aritmetickymi priméry z osmi méfeni a uvedené chyby jsou smérodatné odchylky.

Pro protein FOX04-DBD (Obr. 6.23) byla v podminkach bez ptidavku p53-TAD ziskana
hodnota Kp = 30 £ 2 nmol-dm™>. V pfitomnosti p53-TAD byla ziskdna hodnota
Kb =32+ 1 nmol-dm, tedy nebyl pozorovan 74dny efekt na DNA-vazebnou afinitu.

FOXO04-DBD:Flc-IRE

60

40—
s__0’.\
<] FOX04-DBD, Ky = 30+2 nM

20- FOXO04-DBD + 40 uM p53-TAD, K, =32+1 nM

0- T T I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

C Foxo4-peD [LM]

Obr. 6.23 — Graf zavislosti zmény stacionarni anisotropie fluorescence (Ars) na molarni koncentraci
FOXO04-DBD. Z obrazku je patrné, ze v pifitomnosti proteinu p53-TAD nedochdzi ke zméné vazebné afinity
k pouzité sekvenci Flc-IRE v porovnani s méfenim bez ptidavku p53-TAD. Vynesené hodnoty jsou aritmetickymi
praméry z osmi méfeni a uvedené chyby jsou smérodatné odchylky.
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Tabulka 6.1 nize shrnuje vSechny vysledky méfeni DNA-vazebnych afinit jednotlivych
FOXO-DBD k sekvenci DNA Flc-IRE v pfitomnosti a nepfitomnosti pS3-TAD. Tyto vysledky
ukazuji, ze ptitomnost p53-TAD ma negativni vliv na vazebnou afinitu FOXO1-DBD.
U FOXO3-DBD a FOXO4-DBD nebyl pozorovan vyrazny vliv pfidavku p53-TAD
na DNA-vazebnou afinitu. Z hodnot DNA-vazebnych afinit vyplyva, Ze sekvenci Flc-IRE
nejsilngji vazal protein FOXO1-DBD, v porovnani s FOXO3-DBD a FOXO4-DBD, jejichz

afinita byla t¢émé&f srovnatelna.

Tab. 6.1 — Shrnuti vysledki méfeni DNA-vazebnych afinit jednotlivych FOXO-DBD k sekvenci DNA Flc-IRE

bez pridavku v pritomnosti 40 pM pS3-TAD

Kv (FOXO1-DBD) [nmol-dm™] 23+0,8 33+2
Kp (FOXO03-DBD) [nmol-dm™] 31+1 35+2
Kp (FOXO04-DBD) [nmol-dm™] 30 +2 32+1

6.5.2. Méreni DNA-vazebné afinity FOXO-DBD k sekvenci FIc-DBE

Nasledn¢ byla stejnym zplisobem stanovena afinita vSech pfipravenych FOXO-DBD
(konkrétné FOXO1(144-270), FOXO3(142-267) 8 FOXO4s6-211)) k sekvenci DNA Flc-DBE. Kazdé
meéteni bylo provedeno Ctyfikrat. Hodnoty Kp byly ziskdny prolozenim experimentdlné

ziskanych bodt rovnici 5.1 na str. 55.

Z Obr. 6.24, Obr. 6.25 a Obr. 6.26 na str. 76-77 je patrné, ze k sekvenci Flc-DBE m¢l nejvyssi
afinitu protein FOXO1-DBD s hodnotou Kp = 19 + 1 nmol-dm™. Nasledoval FOX0O4-DBD
s hodnotou Kp = 22 + 2 nmol-dm™ a nejmensi afinita byla pozorovana u FOXO3-DBD

s hodnotou Kp =28 + 1 nmol-dm™.
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Obr. 6.24 — Graf zavislosti zmény stacionarni anisotropie fluorescence (Ars) na molarni koncentraci
FOXO1-DBD. Ze vsech studovanych FOXO-DBD vykazoval FOXO1-DBD nejvyssi afinitu k sekvenci Flc-DBE.
Vynesené hodnoty jsou aritmetickymi priméry étyf méfeni a uvedené chyby jsou smérodatné odchylky.

FOXO3-DBD:Fic-DBE

80—
60—

5 40-

FOXO3-DBD, Kp =28+1 nM
20+
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

C Fox03-peD [HM]

Obr. 6.25 — Graf zavislosti zmény stacionarni anisotropie fluorescence (Ars) na molarni koncentraci
FOXO3-DBD. Protein FOXO3-DBD vykazoval k sekvenci DBE nejnizsi afinitu. Vynesené hodnoty jsou
aritmetickymi primeéry ctyf méfeni a uvedené chyby jsou smérodatné odchylky.
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FOXO4-DBD:Flc-DBE

Arg

—o— FOXO04-DBD, K, = 22+2 nM

20

0 I T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

C Foxo4-nep [MM]
Obr. 6.26 — Graf zavislosti zmény stacionarni anisotropie fluorescence (Ars) na molarni koncentraci

FOXO04-DBD. Vynesené hodnoty jsou aritmetickymi praméry ¢ty méfeni a uvedené chyby jsou smérodatné
odchylky.

Tabulka 6.2 niZe shrnuje vSechny vysledky méfeni DNA-vazebnych afinit jednotlivych
FOXO-DBD ksekvenci DNA Flc-DBE. Z vysledki méfeni se ukazalo, Ze vSechny
FOXO-DBD vazou sekvenci DBE s vyssi afinitou nez sekvenci IRE, coz je v souladu

s literaturou®®. Ukézalo se, Ze nejmensi afinitu k této sekvenci vykazoval protein FOXO3-DBD.

Tab. 6.2 — Shrnuti vysledki méfeni DNA-vazebnych afinit jednotlivych FOXO-DBD k sekvenci DNA Flc-DBE

Kp [nmol-dm3]

FOXO1-DBD 19+1
FOXO03-DBD 28 £ 1
FOXO04-DBD 22+£2
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7.Diskuze

Forkhead box O proteiny jsou podtiidou evolucné konzervovanych transkripcnich faktort,
které maji nezastupitelnou roli v regulaci bunééné homeostazy, odpoveédi na oxidacni stres,
senescenci, kontrole bunéného cyklu a v neposledni fadé také v apoptdze. Ackoliv jsou
spojovany s dlouhovékosti, jejich deregulace miize vést k onemocnénim souvisejicich s vékem
jako je naptiklad rakovina nebo diabetes mellitus. Navzdory mnoholetému vyzkumu ziistava
fada otazek, tykajicich se biologické role FOXO proteinii, bez odpovéedi. Ukazalo se, Ze vSichni
¢lenové FOXO podtiidy sdili vysoky stupen sekvencni homologie v oblasti DNA-vazebné
domény. Neni vSak zcela jasné, zda se drobné strukturni rozdily patrné z detailniho srovnani
jejich NMR struktur®® promitaji do jejich schopnosti vdzat DNA. Déle neni objasnéno, jak
vazbu jednotlivych FOXO-DBD na DNA ovliviiuji protein-proteinové interakce s vazebnymi
partnery (napf. s proteinem p53) a zda se interakce s vazebnymi partnery napfic¢ zastupci FOXO
n¢jak 1isi. Pro zodpovézeni téchto otdzek byly exprimovany a purifikovany DNA-vazebné
domény proteini FOXO1, FOXO03 a FOX04 (FOXO1144-270), FOXO3(142-267) a FOXO486-211))
a transaktivacni doména proteinu p53 (p53(1-93)). Studované proteiny byly pfipraveny pomoci
série chromatografickych metod vcetné niklové chelata¢ni chromatografie, heparinové afinitni
chromatografie, GST afinitni chromatografie, iontové vyménné chromatografie nebo gelové
permeacni chromatografie. Jednotlivé konstrukty FOXO-DBD byly pro potieby srovnani jejich
DNA-vazebnych afinit cilené navrZeny tak, aby jejich N- a C-koncové segmenty mély stejnou
délku. Oba konce se totiz Gi¢astni vazby k DNA?? a ptipadné rozdily v délce by mohly vyznamné
zkreslovat vysledky meéfeni. Zkraceni koncovych sekvenci se vSak negativné promitnulo
v narocnosti piipravy jednotlivych FOXO-DBD. Vzhledem k veliké sekvenc¢ni podobnosti
vSech tii FOXO-DBD by se dalo ocekavat, Ze jejich pfiprava bude pfiblizn€ stejné narocna.
Opak je vSak pravdou a vytézky jednotlivych FOXO-DBD se, v porovnani s jinymi konstrukty
piipravovanymi v na$i laboratofi, pomérné dost liSily. Nejproblemati¢téjsi byla ptiprava
FOXO3-DBD, kdy vytézek purifikace €inil v pfepoctu 0,3 mg proteinu na 11 bakteridlni
kultury. Podobné naro¢né byla ptiprava FOX04-DBD, kdy vytézek odpovidal 0,4 mg proteinu
na 1 1bakterialni kultury. Nejvyssiho vytézku bylo dosazeno piipravou FOXO1-DBD, kdy bylo
ziskéano 0,9 mg proteinu na 1 I bakterialni kultury. Vytézek pS3-TAD ¢inil 0,4 mg proteinu na
1 1 bakterialni kultury. Navzdory nesnadné piipraveé, pandemickym omezenim a nutnosti
purifikace mnohokrat opakovat, se vSechny produkty podafilo pfipravit v dostate¢né Cistoté

1 vytézku.
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Nasledné byly pomoci méieni stacionarni anisotropie fluorescence charakterizovany
vazebné afinity FOXO1-DBD, FOX0O3-DBD a FOXO4-DBD vuci dvéma konsenzualnim
sekvencim DNA (Flc-IRE, Flc-DBE). Z vysledki méfeni se ukazalo, ze vSechny proteiny
FOXO-DBD vazaly sekvenci DBE s vyssi afinitou nez sekvenci IRE, coz je ve shodé¢ s tim,

co pozorovali Brent et al.’®

. Vazebné afinity jednotlivych FOXO-DBD k obéma zminénym
sekvencim se mirné liSily, coz mize byt zpisobeno praveé drobnymi strukturnimi rozdily, avSak

jejich vliv nebyl nikterak zasadni.

Na zakladé interakce”

popsané mezi proteiny FOXO a p53 byly méfeny
DNA-vazebné afinity jednotlivych FOXO-DBD k sekvenci IRE v pfitomnosti transaktivacni
domény proteinu p53. V nedavné studii® bylo zjisténo, Ze vzajemnd interakce proteinii FOXO04
a p53 mize byt naprosto klicova pro regulaci bunéné senescence, nebot’ vede k zastaveni
bunécného cyklu a podporuje odolnost bunék vici apoptéze. NaruSeni této interakce
v senescentnich buiikach zptsobuje jaderné vylouceni proteinu p5S3 a nasledné spusténi
apoptdzy. Z nedavno publikovanych dat (Mandal et al.”®) vyplynulo, Ze tvorba komplexu
FOXO04:p53 ma zasadni vliv na DNA-vazebnou afinitu p53, pficemz vliv na DNA-vazebnou
afinitu FOXO4 je vyrazné¢ mensi. Dale bylo zjisténo, Zze hlavnim faktorem ovliviiujicim
celkovou stabilitu komplexu FOXO4:p53 je pravé interakce mezi FOXO4-DBD a TAD
doménou na N-konci proteinu p53. Kromé toho celkovou stabilitu komplexu ovliviiuje
1 nestrukturovany N-koncovy segment FOXO4. Avsak vzhledem k velmi obtizné ptipraveé
proteinti p53 a FOXO plné délky a faktu, Ze interakce FOXO-DBD s p53-TAD je pro tvorbu
komplext zasadni, se tato prace soustfedi pravé na interakci téchto dvou izolovanych domén.
Tento zjednoduSeny systém pak muze byt vyuzitelny napt. pro hledani nizkomolekularnich
latek schopnych inhibovat interakci FOXO-DBD s p53-TAD. Nejdiive je vSak nutné tuto
interakci biofyzikalné charakterizovat a zjistit, zda spolu tyto izolované domény interaguji
(to bylo pfedmétem jiné prace v nasi laboratoti) a také zda jejich vzéjemna interakce ovliviiuje

vazbu FOXO-DBD na DNA.

Z méfeni DNA-vazebnych afinit, které byly provedeny v ramci této prace (vysledky
uvedeny v Tab. 6.1 na str. 75), bylo zjisténo, ze v disledku protein-proteinové interakce mezi
FOXO1-DBD a p53-TAD dochazelo k mirnému snizeni DNA-vazebné afinity FOXO1-DBD
k sekvenci IRE. Tento efekt vSak nebyl pozorovan u FOXO3-DBD ani FOX04-DBD, coz je
v rozporu stim, co pozorovali autofi vySe zminéné studie u FOXO4 pIné délky (cit’®).
Pravdépodobnym divodem je nizsi stabilita komplexu izolovanych domén v porovnani

s proteiny plné délky. Nicméng, mirné snizeni vazebné afinity pozorované o FOXO1-DBD
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v ptitomnosti p53-TAD naznacuje, ze FOXO1 by mohlo véazat p53 silngji nez FOXO3
a FOXO04. Tedy jinymi slovy, Ze mohou existovat rozdily v sile interakce jednotlivych FOXO
proteini s p53. Dale vysledky této prace ukdzaly, ze DNA-vazebné afinity jednotlivych
FOXO-DBD vii¢i konsenzualnim sekvencim jsou témét stejné. Nicméné je otazkou, zda by
tomu bylo tak i v pfipad¢ pouziti neoptimalnich sekvenci DNA, které¢ by FOXO-DBD véazaly

s celkové nizsi afinitou. Ale to bude pfedmétem dalSich studii.
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8.Zaver

v

Byly pfipraveny DNA-vazebné domény lidskych transkripcnich faktori FOXOI1,
FOXO03 a FOX04 (FOXO1144-270), FOXO3(142-267y a FOXO486-211))

Byla pfipravena transaktivacni doména proteinu p53 (p53(1-93)).

Pomoci métfeni zmén stacionarni anisotropie fluorescence byly stanoveny a porovnany
DNA-vazebné afinity FOXO1 144270y, FOXO3(142267 @ FOXO486-211) k sekvencim
DNA Flc-IRE a Flc-DBE.

Pomoci méfeni zmén staciondrni anisotropie fluorescence byl posouzen vliv interakce
jednotlivych FOXO-DBD s proteinem p53-TAD na DNA-vazebnou afinitu k sekvenci
Flc-IRE.
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